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ΠΕΡΙΛΗΧΗ  

Το μονοπάτι απόκριςθσ ςε βλάβεσ του DNA (DNA Damage Response, DDR)και θ 

πρωτεΐνθ ARF (CDKN2A/ Alternative Reading Frame) λειτουργοφν αναςταλτικά ςτθν 

ανάπτυξθ του καρκίνου. Θ δράςθ του κακενόσ από τα δφο μοριακά μονοπάτια 

κεωρείται γενικά ότι είναι ανεξάρτθτθ από του άλλου. Ωςτόςο, οριςμζνεσ 

επιςτθμονικζσ μελζτεσ υποςτθρίηουν ότι θ δράςθ τθσ  ARF ρυκμίηεται κετικά από το 

μονοπάτι DDR. Για τθ διερεφνθςθ τθσ υπόκεςθσ αυτισ, πραγματοποιικθκε ςειρά 

πειραμάτων που περιελάμβαναν τθ χριςθ μοριακϊν τεχνικϊν όπωσ 

ανοςοαποτφπωςθσ, ανοςοϊςτοχθμείασ, ανοςοφκοριςμοφ, ανοςοκατακριμνιςθσ, 

αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ αντίςτροφθσ μεταγραφισ ςε πραγματικό 

χρόνο ςε υλικό από κυτταροκαλλιζργειεσ  και ιςτολογικά δείγματα κακϊσ και 

τεχνθτι ζκφραςθ πρωτεϊνϊν ςε κφτταρα με τθ μζκοδο τθσ διαμόλυνςθσ με 

πλαςμιδιακοφσ φορείσ, μζτρθςθ ωρίμανςθσ ριβοςωμικοφ RNA, αναλφςεισ 

πρωτεωμικισ και δθμιουργία ξενομοςχευμάτων από ανκρϊπινα καρκινικά κφτταρα 

ςε πειραματόηωα. Τα αποτελζςματα των πειραμάτων αποκάλυψαν τθν φπαρξθ ενόσ 

νζου μονοπατιοφ αλλθλεπίδραςθσ μεταξφ τθσ κινάςθσ του DDR μονοπατιοφ ATM 

και τθσ πρωτεΐνθσ ARF και τον πικανό ρόλο του μονοπατιοφ αυτοφ ςτθν καρκινικι 

εξζλιξθ. Συγκεκριμζνα, διαπιςτϊςαμε με ενδιαφζρον ότι θ κινάςθ ΑΤΜ του 

μονοπατιοφ DDR  καταςτζλλει τα πρωτεϊνικά επίπεδα τθσ ARF, περιορίηοντασ τθν 

δράςθ τθσ, ανεξάρτθτα από τα επίπεδα μεταγραφισ τθσ ARF. H ενεργοποίθςθ τθσ 

ΑΤΜ προκαλεί ενεργοποίθςθ τθσ φωςφατάςθσ PP1 (Protein Phosphatase 1), θ 

οποία οδθγεί ςε αποφωςφορυλίωςθ τθσ NPM/B23 (Nucleophosmin) δρϊντασ 

ανταγωνιςτικά ωσ προσ τθ φωςφορυλίωςθ τθσ τελευταίασ από τθν κινάςθ ΝΕΚ2 

(Never in mitosis A-related Kinase 2). Θ αποφωςφορυλίωςθ τθσ NPM/B23 ζχει ωσ 

αποτζλεςμα τθν διάςπαςθ του ςυμπλόκου τθσ NPM/B23 με τθν ARF. Κακϊσ θ 

NPM/B23 προςτατεφει τθν ARF από αποικοδόμθςθ,  ο διαχωριςμόσ των δφο 

πρωτεϊνϊν και θ απελευκζρωςθ τθσ ARF τθν κακιςτά ευάλωτθ ςτθν αποικοδόμθςθ 

από τθν Ε3 λιγάςθ ULF (Ubiquitin Ligase for ARF). Σε κλινικά δζιγματα αςκενϊν 

καρκίνου του πνεφμονα, θ απϊλεια τθσ ΑΤΜ εμφανίηει ςυςχζτιςθ με αυξθμζνα 

επίπεδα τθσ ARF, ενϊ και ςε μοντζλα ξενομοςχευμάτων ςε ποντίκια και ςε 

κυτταρικά μοντζλα, θ αναςτολι τθσ ΑΤΜ οδιγθςε ςε ενίςχυςθ τθσ 
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ογκοκαταςταλτικι δράςθ τθσ ARF. Θ ςθμαςία του μθχανιςμοφ αυτοφ μπορεί να 

αξιοποιθκεί ςτθ κεραπευτικι προςζγγιςθ για όγκουσ ςτουσ οποίουσ θ απϊλεια τθσ 

p53 κακιςτά τθν ενεργοποίθςθ του DDR μονοπατιοφ ευνοϊκι για τθν εξζλιξθ του 

καρκίνου, κακϊσ απουςιάηει ο βαςικόσ τελεςτισ για τθν ενεργοποίθςθ των 

αντικαρκινικϊν φραγμϊν τθσ απόπτωςθσ και τθσ γιρανςθσ. Σε ζνα τζτοιο 

περιβάλλον όγκου, θ αναςτολι του μονοπατιοφ DDR μζςω αναςτολισ τθσ ΑΤΜ 

μπορεί να προωκιςει, ςφμφωνα με τον προαναφερκζντα μθχανιςμό,  τισ 

ογκοκαταςταλτικζσ δράςεισ τθσ ARF ςυμβάλλοντασ ςτθν καταπολζμθςθ του 

καρκίνου. 
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ABSTRACT 

The DNA damage response (DDR) pathway and ARF function act as barriers of human 

cancer development. It has been considered that the DDR and ARF exert this 

function independently of each other. However, a few studies propose that ARF’s 

activity is positively regulated by the DDR pathway. Examining this hypothesis we 

performed a series of experiments using molecular techniques such as 

immunoblotting, immunohistochemistry, immunofluorescence, 

immunoprecipitation, Real Time Reverse Transcritpion polymerase chain reaction 

(RT-PCR) in biological material from cell culture or histological samples, as well as 

ectopic protein expression through plasmid transfections, proteomic analyses, 

ribosome RNA biogenesis assay and xenografts of human cancer cells. We 

surprisingly found that ATM suppressed, in a transcription-independent manner, ARF 

protein levels and activity. Specifically, ATM activated protein phosphatase 1 (PP1). 

PP1 antagonized Nek2-dependent phosphorylation of nucleophosmin (NPM), 

liberating ARF from NPM and rendering it susceptible to degradation by the ULF E3-

ubiquitin ligase. In human clinical samples, loss of ATM expression correlated with 

increased ARF levels and in xenograft and tissue culture models, inhibition of ATM 

stimulated the tumour-suppressive effects of ARF. The importance of the proposed 

mechanism can be exploited through a therapeutic approach, especially in cases of 

tumours bearing loss of p53. In such tumours, DDR may act in favour of the tumour 

cells, since the major effector of the antiumour barriers of apoptosis and senescence 

is absent, but ATM inhbition could boost ARF’s tumour-suppressive function, 

contributing to an anti-tumour response. 
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1.1. Ο καρκίνοσ ωσ αςθένεια 

 

1.1.1. Επιδημιολογικά ςτοιχεία 

Ο καρκίνοσ αποτελεί μία από τισ κυριότερεσ αιτίεσ κανάτου παγκοςμίωσ, 

καταλαμβάνοντασ τθν δεφτερθ κζςθ μετά τισ καρδιαγγειακζσ πακιςεισ. Σθμαντικζσ 

διαφορζσ ωσ προσ τισ ςχετικζσ ςυχνότθτεσ εμφάνιςθσ και κνθςιμότθτασ 

διαφορετικϊν μορφϊν καρκίνου υπάρχουν μεταξφ διαφορετικϊν θπείρων και 

χωρϊν. Οι διαφορζσ αυτζσ οφείλονται εν μζρει ςε γενετικοφσ παράγοντεσ, πολφ 

ςθμαντικό ρόλο ωςτόςο διαδραματίηει ο τρόποσ ηωισ, το εξωτερικό περιβάλλον 

κακϊσ και οι υπάρχουςεσ δυνατότθτασ ζγκαιρθσ διάγνωςθσ και εξελιγμζνθσ 

κεραπείασ που ςυνδζονται άμεςα με το βακμό ανάπτυξθσ κάκε χϊρασ. Για το λόγο 

αυτό, παρατθροφμε αφξθςθ των περιςτατικϊν εμφάνιςθσ ςυγκεκριμζνων μορφϊν 

καρκίνου, όπωσ ο καρκίνοσ του μαςτοφ ι του πνεφμονα ςε υπό ανάπτυξθ χϊρεσ οι 

οποίεσ ςταδιακά υιοκετοφν τον δυτικό τρόπο ηωισ (κάπνιςμα, υπερκατανάλωςθ 

αλκοόλ, κακι διατροφι, ζλλειψθ άςκθςθσ) ενϊ από τθν άλλθ μεριά, παρατθρείται 

μία ςχετικι μείωςθ ςτουσ δείκτεσ κνθςιμότθτασ λόγω κάποιων μορφϊν όπωσ ο 

καρκίνοσ του μαςτοφ ι του παχζοσ εντζρου, λόγω πιο ζγκαιρθσ διάγνωςθσ και πιο 

εξελιγμζνθσ κεραπείασ. 

Σφμφωνα με τα επίςθμα ςτατιςτικά ςτοιχεία τθσ Διεκνοφσ Επιτροπισ για τθν ζρευνα 

του καρκίνου (International Agency for Research on Cancer, IARC) ([1]ref Global 

Cancer Statistics), o καρκίνοσ του πνεφμονα είναι θ πιο ςυχνι μορφι καρκίνου ςτον 

αντρικό πλθκυςμό και θ τζταρτθ πιο ςυχνι ςτο γυναικείο πλθκυςμό, αποτελϊντασ 

το 13% των ςυνολικϊν περιςτατικϊν καρκίνου παγκοςμίωσ. Ραράλλθλα το ποςοςτό 

κνθςιμότθτασ από καρκίνο του πνεφμονα είναι 18% παγκοςμίωσ, κακιςτϊντασ τον 

μία από τισ πιο ςθμαντικζσ αιτίεσ κανάτου από καρκίνο, πρϊτθ ςτον ανδρικό 

πλθκυςμό και δεφτερθ ςτο γυναικείο. Βαςικόσ περιβαλλοντικόσ παράγοντασ που 

ζχει ςυνδεκεί άμεςα με τθν δραματικι αφξθςθ των κρουςμάτων καρκίνου του 

πνεφμονα τισ τελευταίεσ δεκαετίεσ είναι το κάπνιςμα. Το υψθλό ποςοςτό 

κνθςιμότθτασ οφείλεται εν μζρει ςτθν αδυναμία μεκόδων διάγνωςθσ του καρκίνου 

του πνεφμονα ςε αρχικό ςτάδιο και ςτον αςυμπτωματικό χαρακτιρα τθσ νόςου. 
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Ο καρκίνοσ του μαςτοφ αποτελεί τθν πιο ςυχνι μορφι και τθν κφρια αιτία κανάτου 

από καρκίνο ςτο γυναικείο πλθκυςμό με ποςοςτά εμφάνιςθσ και κνθςιμότθτασ 23% 

και 14%. Θ αφξθςθ των κρουςμάτων καρκίνου του μαςτοφ παγκοςμίωσ και 

ιδιαίτερα ςτισ αναπτυγμζνεσ χϊρεσ ζχει ςυνδεκεί με τθν χριςθ ορμονικισ 

κεραπείασ μετά τθν εμμθνόπαυςθ κακϊσ και με ςυνικειεσ του δυτικοφ τρόπου 

ηωισ όπωσ το κάπνιςμα, θ κατανάλωςθ αλκοόλ, θ ζλλειψθ άςκθςθσ και θ μεγάλθ 

θλικία ι και αποφυγι τεκνοποίθςθσ. Ωςτόςο, τα τελευταία χρόνια ζχει υπάρξει μία 

μικρι μείωςθ του ποςοςτοφ κνθςιμότθτασ από καρκίνο του μαςτοφ που οφείλεται 

κυρίωσ ςτθ δυνατότθτα ζγκαιρθσ διάγνωςθσ που παρζχουν τα διαγνωςτικά τεςτ και 

θ κακιζρωςθ τουσ ωσ πρακτικι πρόλθψθσ κακϊσ και ςτθν εξζλιξθ τθσ 

εφαρμοηόμενθσ κεραπείασ. 

Ο καρκίνοσ του παχζοσ εντζρου αποτελεί τθν τρίτθ πιο ςυχνι μορφι αιτία καρκίνου 

παγκοςμίωσ ςτον ανδρικό πλθκυςμό και δεφτερθ ςτο γυναικείο. Θ εμφάνιςι του 

ςχετίηεται με τθν υιοκζτθςθ δυτικϊν διατροφικϊν ςυνθκειϊν, παχυςαρκία και 

κάπνιςμα γι’ αυτό και θ ςυχνότθτα εμφάνιςισ του αυξάνεται ραγδαία ςε λιγότερο 

αναπτυγμζνεσ χϊρεσ, ενϊ ςτισ πιο ανεπτυγμζνεσ θ ζγκαιρθ διάγνωςθ, θ 

κινθτοποίθςθ για τακτικοφσ ελζγχουσ του πλθκυςμοφ και θ εφαρμογι βελτιωμζνθσ 

κεραπείασ οδιγθςε ςε μείωςθ του ποςοςτοφ κνθςιμότθτασ τα τελευταία χρόνια. 

Άλλεσ μορφζσ καρκίνου εμφανίηουν μικρότερα ποςοςτά εμφάνιςθσ και 

κνθςιμότθτασ παγκοςμίωσ, με τάςεισ αφξθςθσ ι μείωςθσ ανάλογα με το 

γεωγραφικό πλάτοσ. 

Ραρ’ όλθ τθν πρόοδο που ζχει ςθμειωκεί ςτον προςδιοριςμό των μθχανιςμϊν 

καρκινογζνεςθσ, τθν ανάπτυξθ νζων φαρμάκων ι βελτιωμζνθσ ςυνδυαςτικισ 

κεραπείασ και ςτισ μεκόδουσ ζγκαιρθσ διάγνωςθσ θ ςυχνότθτα εμφάνιςθσ και 

κανάτου από καρκίνο παραμζνει υψθλι, λόγω και τθσ αφξθςθσ του μζςου όρου 

ηωισ αλλά και τθσ υιοκζτθςθσ του δυτικοφ τρόπου ηωισ και επιβαρυντικϊν 

ςυνθκειϊν από ολοζνα και περιςςότερεσ κοινωνίεσ του πλανιτθ. 

 

1.1.2 Υγςη του καρκίνου 

Ο καρκίνοσ είναι μία αςκζνεια θ πακογζνεια τθσ οποίασ περιλαμβάνει ςαν βαςικό 

χαρακτθριςτικό τον ανεξζλεγκτο πολλαπλαςιαςμό των κυττάρων με αποτζλεςμα τθ 
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δθμιουργία κυτταρικϊν μαηϊν οι οποίεσ εμφανίηουν ανϊμαλθ μορφολογία και 

οργάνωςθ. Αν και αρχικά επικρατοφςε θ άποψθ ότι οι καρκινικοί όγκοι ιταν το 

αποτζλεςμα μιασ μόλυνςθσ του οργανιςμοφ με κάποιον άγνωςτο, ξζνο προσ το 

ανκρϊπινο ςϊμα παράγοντα, ςτα τζλθ του 19ου αιϊνα, οπότε ζγινε δυνατι θ 

ιςτολογικι παρατιρθςθ τομϊν από ανκρϊπινο ιςτό με μικροςκόπιο, ζγινε 

κατανοθτό ότι οι καρκινικοί όγκοι αποτελοφνταν επίςθσ από κφτταρα όπωσ και οι 

φυςιολογικοί ιςτοί, εμφάνιηαν όμωσ αλλοιωμζνα μορφολογικά χαρακτθριςτικά. 

Αυτι θ παρατιρθςθ, ςε ςυνδυαςμό με τθ ςυνειδθτοποίθςθ ότι όλα τα κφτταρα ενόσ 

οργανιςμοφ προζρχονται από το πρϊτο εμβρυϊκό κφτταρο, ζκεςαν τισ βάςεισ για 

τθν ανάπτυξθ μίασ νζασ κεωρίασ ςφμφωνα με τθν οποία τα καρκινικά κφτταρα 

προζρχονταν από τα φυςιολογικά κφτταρα του πάςχοντοσ ατόμου. Θ οργάνωςθ και 

θ μορφολογία των καρκινικϊν όγκων εμφάνιηε αρκετζσ ομοιότθτεσ με τον 

παρακείμενο φυςιολογικό ιςτό και ζμοιαηαν περιςςότερο με μία μθ φυςιολογικι 

οργάνωςθ και μορφολογία των φυςιολογικϊν κυττάρων παρά με κάτι ξζνο προσ 

αυτά. Θ κεωρία αυτι επιβεβαιϊκθκε και αργότερα με τθν χριςθ γενετικϊν 

μαρτφρων και δεικτϊν που ζδειχναν ότι ςε πολλζσ περιπτϊςεισ, το γενετικά 

χαρακτθριςτικά των κυττάρων ενόσ όγκου (π.χ. θ κατάςταςθ ενόσ αλλθλομόρφου 

για ζναν ςυγκεκριμζνο γενετικό τόπο) ιταν ίδια με αυτά των φυςιολογικϊν 

κυττάρων του ίδιου οργανιςμοφ [2].  

1.1.3. Κατάταξη καρκινικών βγκων με βάςη την ιςτολογική και εμβρυική 

προέλευςη 

Ανάλογα με το εμβρυικό δερματικό ςτρϊμα από το οποίο προζρχονται τα κφτταρα 

που τουσ απαρτίηουν, οι καρκινικοί όγκοι διακρίνονται ςε ενδοδερμικισ 

προζλευςθσ (γαςτροεντερικισ οδοφ, πνεφμονα, παγκρζατοσ, ιπατοσ, χολθδόχου 

κφςτεωσ, ουροδόχου κφςτεωσ), μεςοδερμικισ προζλευςθσ (αίματοσ, ςυνδετικοφ 

ιςτοφ, ωοκθκϊν) και εξωδερμικισ προζλευςθσ (δζρματοσ, νευρικοφ ιςτοφ)[2, 3] 

Με βάςθ τθ μορφολογία των κυττάρων που τουσ απαρτίηουν και τον ιςτό από τον 

οποίο προζρχονται, οι καρκινικοί όγκοι διακρίνονται ςε δφο μεγάλεσ κατθγορίεσ: 

1. Επικθλιακοφσ ι καρκινώματα, οι οποίοι προζρχονται από επικθλιακά 

κφτταρα και διακρίνονται περαιτζρω ςε αυτοφσ που προζρχονται από 

πλακώδθ κφτταρα, τα κφτταρα δθλαδι που δθμιουργοφν το προςτατευτικό 
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ςτρϊμα των κοιλοτιτων και αυλϊν του ςϊματοσ ι μεταξφ του οργανιςμοφ 

και του περιβάλλοντοσ όπωσ το δζρμα και ςε αδενοκαρκινώματα που 

προζρχονται από επικθλιακά κφτταρα που επιπροςκζτωσ εκκρίνουν ζνα 

προςτατευτικό ςτρϊμα βλζννασ (όπωσ π.χ. το επικιλιο του ςτομάχου και 

του πνεφμονα). Τα καρκινϊματα ςυνολικά αποτελοφν τθν πλειοψθφία των 

καρκινικϊν όγκων και περιλαμβάνουν όγκουσ που προζρχονται από κφτταρα 

με προζλευςθ και από τα τρία εμβρυικά ςτρϊματα (ενδόδερμα, μεςόδερμα 

και εξϊδερμα) 

2. Οι όγκοι μθ-επικθλιακισ προζλευςθσ που  περιλαμβάνουν: 

 Τα ςαρκώματα, που προζρχονται από κφτταρα μεςεγχυματικοφ 

τφπου (ινοβλάςτεσ, οςτεοβλάςτεσ, μυοκφτταρα, λιποκφτταρα)και 

μεςοδερματικισ προζλευςθσ που ςχθματίηουν διάφορουσ τφπουσ 

ςυνδετικοφ και υποςτθρικτικοφ ιςτοφ και περιλαμβάνουν αντίςτοιχα 

ινοβλαςτϊματα, οςτεοςαρκϊματα, μυοςαρκϊματα και 

λιποςαρκϊματα).  

 Τισ κακοικεισ πακιςεισ του αιμοποιθτικοφ, που προζρχονται από 

κφτταρα του αιμοποιθτικοφ και ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ  και 

διακρίνονται περαιτζρω ςε λευχαιμίεσ που προζρχονται από κφτταρα 

τθσ κυκλοφορίασ του αίματοσ, πρόδρομα ερυκροκφτταρα, πρόδρομα 

Β- και Τ-λεμφοκφτταρα, κφτταρα του μυελοφ των οςτϊν και ςε 

λεμφϊματα που προζρχονται από  Β- και Τ-λεμφοκφτταρα τα οποία 

ςχθματίηουν ςυνικωσ ςυμπαγείσ μάηεσ ςτου λεμφικοφσ αδζνεσ. 

 Τουσ όγκουσ νευροεξωδερμικισ προζλευςθσ που προζρχονται από 

κφτταρα του νευρικοφ ςυςτιματοσ και περιλαμβάνουν γλοιϊματα, 

γλοιοβλαςτϊματα, νευροβλαςτϊματα κ.α. 

Υπάρχουν, ωςτόςο, και κάποιεσ μορφζσ όγκων που δεν εμπίπτουν ςτισ παραπάνω 

κατθγορίεσ, όπωσ το μελάνωμα που προζρχεται από ζναν ειδικό τφπο κυττάρων, τα 

μελανοκφτταρα και ο μικροκυτταρικόσ καρκίνοσ του πνεφμονα, που αποτελείται 

από κφτταρα που παρουςιάηουν ανάμεικτα χαρακτθριςτικά επικθλιακϊν και 

ενδοκρινικϊν κυττάρων.  
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Μία ιδιαίτερθ επίςθσ κατθγορία όγκων είναι οι αναπλαςτικοί, των οποίων τα 

κφτταρα φαίνεται να ζχουν αποδιαφοροποιθκεί ςε τζτοιο βακμό, ϊςτε να είναι 

αδφνατοσ ο προςδιοριςμόσ του ιςτοφ προζλευςισ τουσ. 

1.1.4.  ταδιοποίηςη καρκινικήσ εξέλιξησ με βάςη μορφολογικά 

χαρακτηριςτικά 

Ππωσ γίνεται κατανοθτό, παρά το μεγάλο εφροσ διαφορετικϊν μορφϊν καρκίνου, 

όλοι μοιράηονται ζνα κοινό χαρακτθριςτικό: όλοι προζρχονται από κφτταρα 

κάποιου φυςιολογικοφ ιςτοφ. Εφόςον τα καρκινικά κφτταρα προζρχονται από 

φυςιολογικά, κα πρζπει να μεςολαβεί μία διαδικαςία μετατροπισ ενόσ 

φυςιολογικοφ κυττάρου ςε καρκινικό. Θ διαδικαςία αυτι ονομάηεται καρκινικόσ 

μεταςχθματιςμόσ ι καρκινογζνεςθ, ενϊ διαφορετικά ςτάδια και βακμοί 

επικετικότθτασ φαίνεται ότι  μεςολαβοφν μεταξφ ενόσ φυςιολογικοφ και ενόσ 

πλιρωσ καρκινικοφ ιςτοφ. Επίςθσ, όλοι οι όγκοι δεν είναι καρκινικοί. Στθν 

πραγματικότθτα θ πλειοψθφία των όγκων που εντοπίηονται ςτθν κλινικι πράξθ 

είναι καλοικεισ. Αυτό ςθμαίνει ότι το μόνο μθ φυςιολογικό χαρακτθριςτικό είναι ο 

υπερβολικόσ πολλαπλαςιαςμόσ των κυττάρων με αποτζλεςμα τθ δθμιουργία μίασ 

μάηασ κυττάρων με φυςιολογικά όμωσ, κατά τα άλλα, μορφολογικά χαρακτθριςτικά. 

Αντίκετα οι όγκοι που χαρακτθρίηονται ωσ κακοικεισ (καρκινικοί) εμφανίηουν και 

άλλα χαρακτθριςτικά, που κακιςτοφν τα κφτταρα πιο επικετικά και ικανά για 

διικθςθ τθσ βαςικισ μεμβράνθσ και μετάςταςθ. 

Ζτςι, ο πρϊτοσ βακμόσ αλλοίωςθσ περιλαμβάνει τισ υπερπλαςίεσ, κφριο 

χαρακτθριςτικό των οποίων είναι ο αυξθμζνοσ, πζρα από το φυςιολογικό, αρικμόσ 

κυττάρων. Ρζρα από τον υπερβολικό ρυκμό πολλαπλαςιαςμοφ και τθν αφξθςθ ςε 

μζγεκοσ, ο υπερπλαςτικόσ ιςτόσ εμφανίηει φυςιολογικι μορφολογία και οργάνωςθ 

και γι’ αυτό χαρακτθρίηεται καλοικθσ αλλοίωςθ-δεν απειλεί τθ ηωι του αςκενοφσ, 

παρά μόνο αν είναι πολφ εκτεταμζνθ και πιζηει ηωτικό όργανο.  

Μία ιδιαίτερθ μορφι προκαρκινικισ αλλοίωςθσ είναι θ μεταπλαςία, κατά τθν 

οποία ζνασ πλθκυςμόσ κυττάρων αντικακίςταται τοπικά από ζναν πλθκυςμό 

διαφορετικοφ κυτταρικοφ τφπου. Ραρόλο που ο νζοσ ιςτόσ εμφανίηει φυςιολογικι 

δομι και οργάνωςθ θ κζςθ ςτθν οποία αναπτφςςεται δεν είναι φυςιολογικι. 

Μεταπλαςίεσ ςυνικωσ παρατθροφνται ςε ςθμεία εναλλαγισ πλακϊδουσ επικθλίου 
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με αδενικό. Χαρακτθριςτικό παράδειγμα μεταπλαςίασ αποτελεί το ςφνδρομο του 

οιςοφάγου Barrett, όπου το φυςιολογικοφ πλακϊδεσ επικιλιο τθσ κατϊτερθσ 

περιοχισ του οιςοφάγου αντικακίςταται από αδενικά επικθλιακά κφτταρα που 

παρατθροφνται φυςιολογικά ςτο ςτομάχι. 

Επόμενοσ βακμόσ είναι θ δυςπλαςία. Εκτόσ από τον αυξθμζνο αρικμό και 

πολλαπλαςιαςμό των κυττάρων, οι δυςπλαςτικζσ αλλοιϊςεισ χαρακτθρίηονται και 

από αλλοιωμζνα μορφολογικά χαρακτθριςτικά των κυττάρων, όπωσ ποικιλομορφία 

ςτο ςχιμα και μζγεκοσ του πυρινα, ζντονθ πυρθνικι χρϊςθ, αυξθμζνθ αναλογία 

επιφάνειασ πυρινα προσ επιφάνεια κυτταροπλάςματοσ, αυξθμζνθ μιτωτικι 

δραςτθριότθτα. Επίςθσ ςτθ δυςπλαςία θ αναλογία των διαφορετικϊν τφπων 

κυττάρων που απαρτίηουν το φυςιολογικό ιςτό ζχει διαταραχκεί. Στισ δυςπλαςτικζσ 

αλλοιϊςεισ περιλαμβάνονται, μεταξφ άλλων, τα αδενϊματα και οι πολφποδεσ  που 

παρατθροφνται π.χ. ςτο ζντερο. Ρρόκειται για μθ φυςιολογικά αναπτυγμζνεσ μάηεσ 

κυττάρων με αυξθμζνο μζγεκοσ και ποικιλία κυτταρικϊν τφπων. Οι δυςπλαςτικζσ 

αλλοιϊςεισ, παρ’ όλεσ τισ μορφολογικζσ και ανατομικζσ διαταραχζσ, δεν 

αναπτφςςονται πζρα από τθ βαςικι μεμβράνθ που διαχωρίηει το επικιλιο από το 

υποκείμενο  ςτρϊμα ςτθρικτικοφ ιςτοφ και για το λόγο αυτό κεωροφνται καλοικεισ 

αλλά προκαρκινικζσ. Ανάλογα με το βακμό και τθν ζκταςθ των μορφολογικϊν 

αλλοιϊςεων αλλά και το βακμό διαφοροποίθςθσ των κυττάρων, οι δυςπλαςίεσ 

διακρίνονται ςε περαιτζρω ςτάδια από χαμθλοφ ζωσ υψθλοφ βακμοφ. Οι πολφ 

υψθλοφ βακμοφ δυςπλαςίεσ αντιςτοιχοφν ςτον όρο καρκίνωμα in situ, που 

κεωρείται ωσ το τελευταίο βιμα πριν τθν διάρρθξθ τθσ βαςικισ μεμβράνθσ από τον 

καρκινικό ιςτό και επομζνωσ μία μεταβατικι κατάςταςθ μεταξφ καλοικουσ και 

κακοικουσ αλλοίωςθσ. 

Το βαςικό χαρακτθριςτικό το οποίο διακρίνει τισ κακοικεισ από τισ καλοικεισ 

αλλοιϊςεισ είναι θ ικανότθτα των κυττάρων να περνοφν τθ βαςικι μεμβράνθ και να 

ειςβάλλουν ςτουσ παρακείμενουσ ιςτοφσ. Ζτςι, όταν ςτα χαρακτθριςτικά των 

δυςπλαςτικϊν κυττάρων προςτίκεται θ ικανότθτα διικθςθσ τθσ βαςικισ μεμβράνθσ 

και ειςβολισ ςτουσ παρακείμενουσ ιςτοφσ, το καρκίνωμα ονομάηεται διθκθτικό και 

κεωρείται πλζον κακοικεια.  

Το τελικό ςτάδιο κακοικειασ και πιο απειλθτικό για τθ ηωι του αςκενοφσ είναι ο 

μεταςτατικόσ καρκίνοσ. Στο ςτάδιο αυτό, τα καρκινικά κφτταρα αποκτοφν τθ 
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δυνατότθτα να ειςζρχονται ςτα αγγεία και ςτθν κυκλοφορία του αίματοσ, να 

μεταφζρονται ςε μακρινά, ωσ προσ τον αρχικό όγκο, ανατομικά μζρθ του ςϊματοσ, 

να εγκακίςτανται ςε νζουσ ιςτοφσ και να δθμιουργοφν εκεί νζουσ όγκουσ. Θ 

δυνατότθτα μετάςταςθσ είναι μία πολφπλοκθ διαδικαςία που απαιτεί τθν απόκτθςθ 

πολλϊν και ιδιαίτερων χαρακτθριςτικϊν από τα καρκινικά κφτταρα με τουσ 

ςχετικοφσ μθχανιςμοφσ να παραμζνουν ςε μεγάλο βακμό ακόμα άγνωςτοι. 

Οι διαφορετικζσ μορφζσ και βακμοί κακοικειασ που παρατθροφνται ςτθν κλινικι 

πράξθ και διαγιγνϊςκονται ςυνικωσ με ιςτολογικι παρατιρθςθ και αξιολόγθςθ 

τμιματοσ του ιςτοφ ενδεχομζνωσ αντικατοπτρίηουν διαδοχικά ςτάδια μιασ 

δυναμικισ διαδικαςίασ εξζλιξθσ από το φυςιολογικό κφτταρο μζχρι το πλιρωσ 

μεταςχθματιςμζνο καρκινικό κφτταρο, γι’ αυτό και κεωροφνται ςυχνά ωσ 

προκαρκινικζσ αλλοιϊςεισ. 

1.1.5. Καρκινογένεςη-Αίτια και Μηχανιςμβσ. 

Θ μελζτθ των μθχανιςμϊν που οδθγοφν ςτθν καρκινογζνεςθ ξεκινάει φυςικά από 

τθν ανάλυςθ των παραγόντων που τθν προκαλοφν. Ωςτόςο, οι αιτιολογικοί 

παράγοντεσ του καρκίνου παρζμεναν για πολφ καιρό άγνωςτοι.  

Σποραδικζσ αναφορζσ και παρατθριςεισ, ωςτόςο, ιδθ από το δεφτερο μιςό του 

18ου αιϊνα οδιγθςαν ςτθν εμπειρικι ςυςχζτιςθ τθσ ςυχνότθτασ εμφάνιςθσ 

ςυγκεκριμζνων μορφϊν καρκίνου με τθν ζκκεςθ ςε οριςμζνουσ περιβαλλοντικοφσ 

παράγοντεσ όπωσ του ρινικοφ καρκίνου με τον καπνό (1761), του καρκίνου του 

πνεφμονα με τθν εργαςία ςε ορυχεία αργφρου (1850) και αργότερα τθσ εμφάνιςθσ 

όγκων με τθν ζκκεςθ ςε ιονίηουςα ακτινοβολία (αρχζσ 20ου αιϊνα) ι με τθν 

υιοκζτθςθ ςυγκεκριμζνου τρόπου ηωισ όπωσ του καρκίνου του μαςτοφ με τθν 

αποφυγι τεκνοποίθςθσ ςε γυναίκεσ μοναχζσ (1839) ι αργότερα του καρκίνου του 

πνεφμονα με το κάπνιςμα (1950). Οι παρατθριςεισ, αυτζσ ςε ςυνδυαςμό με τθ 

ςυνειδθτοποίθςθ ςτισ αρχζσ του 20ου αιϊνα ότι οι όγκοι αποτελοφνται από κφτταρα 

που προζρχονται από τον ίδιο ιςτό με τα φυςιολογικά, οδιγθςαν ςτθν άποψθ ότι θ 

δθμιουργία των καρκινικϊν κυττάρων ιταν αποτζλεςμα ςε μεγάλο βακμό 

περιβαλλοντικϊν παραγόντων (ζκκεςθ ςε χθμικά ςυςτατικά, ακτίνεσ Χ, τρόποσ 

ηωισ)[2, 4]. 
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Οι επιδθμιολογικζσ μελζτεσ ςτα νεότερα χρόνια επιβεβαιϊνουν τον πρωταρχικό 

ρόλο των περιβαλλοντικϊν παραγόντων και του τρόπου ηωισ, αφοφ παρατθροφνται 

ςθμαντικζσ διαφορζσ ςτθν εμφάνιςθ ςυγκεκριμζνων μορφϊν καρκίνου ςε 

πλθκυςμοφσ που βρίςκονται ςε διαφορετικζσ χϊρεσ. Μάλιςτα, ςε πολλζσ 

περιπτϊςεισ θ μετανάςτευςθ κάποιων πλθκυςμϊν είχε ςαν αποτζλεςμα τθν 

προςαρμογι των δεικτϊν εμφάνιςθσ ςυγκεκριμζνων τφπων καρκίνου ςτισ επόμενεσ 

γενιζσ ςτα ποςοςτά που παρατθροφνται ςτθ χϊρα υποδοχισ, γεγονόσ που ενιςχφει 

τθν ςθμαςία τθσ επίδραςθσ των περιβαλλοντικϊν παραγόντων ςε ςχζςθ με αυτι 

τθσ κλθρονομικότθτασ. Φυςικά υπάρχουν και κλθρονομικζσ μορφζσ καρκίνου, οι 

οποίεσ όμωσ αποτελοφν μειοψθφία[1, 2]. 

Τα επόμενα χρόνια θ ζρευνα επικεντρϊκθκε ςτθ διαλεφκανςθ του μθχανιςμοφ 

δράςθσ των παραγόντων αυτϊν, οι οποίοι ζμοιαηαν αρκετά ετερόκλθτοι μεταξφ 

τουσ. Σθμαντικι πλθροφορία ςτθν προςπάκεια αυτι παρείχε θ ανακάλυψθ το 1927 

ότι οι ακτίνεσ Χ προκαλοφν μεταλλάξεισ ςτο γονιδίωμα τθσ Drosophila 

Melanogaster. Θ ανακάλυψθ αυτι ςε ςυνδυαςμό με τθ μελζτθ τθσ μεταλλακτικισ 

ικανότθτασ πολλϊν χθμικϊν ςυςτατικϊν μζχρι το 1950 ζκεςε τισ βάςεισ για τθν 

κεϊρθςθ τθσ δθμιουργίασ μεταλλάξεων ωσ ζναν πικανό μθχανιςμό 

καρκινογζνεςθσ. Θ ιδζα αυτι οδιγθςε το 1975 ςτθν δθμιουργία του Ames Τεςτ από 

τον Bruce Ames,ο οποίοσ για πρϊτθ φορά χρθςιμοποίθςε ζνα τεςτ ελζγχου τθσ 

μεταλλαξιγόνου ιδιότθτασ μιασ ποικιλίασ χθμικϊν καρκινογόνων , δείχνοντασ ότι ςε 

πολλζσ περιπτϊςεισ τα καρκινογόνα χθμικά είχαν και ικανότθτα πρόκλθςθσ 

μεταλλάξεων. Ωςτόςο, όλοι οι καρκινογόνοι παράγοντεσ δεν είναι μεταλλαξιγόνοι 

υπονοϊντασ και άλλουσ μθχανιςμοφσ καρκινογενετικισ δράςθσ. 

Ραρόλθ τθν πρόοδο, ωςτόςο, μζχρι τθν ανακάλυψθ τθσ τεχνολογίασ κλωνοποίθςθσ 

και αλλθλοφχιςθσ DNA ςτα τζλθ τθσ δεκαετίασ 1970, θ πλθροφορία αυτι ιταν 

δφςκολο να αξιοποιθκεί κακϊσ ιταν αδφνατο να προςδιοριςτοφν τα γονίδια που 

τυχόν να μεταλλάςςονται κατά τθ δθμιουργία καρκίνου. Οι πρϊτεσ πλθροφορίεσ 

για τα γονίδια αυτά προιλκαν από ζνα άλλο μζτωπο ερευνϊν με φαινομενικά 

μικρότερθ ςθμαςία για τον άνκρωπο: τθ μελζτθ όγκων που προκαλοφνται από μία 

ςειρά ρετροϊϊν ςε ηϊα. Οι μελζτεσ αυτζσ αποδείχκθκαν πολφ χριςιμεσ αφοφ τα 

γονίδια των ιϊν αυτϊν αποδείχκθκε ότι ιταν, ςε πολλζσ περιπτϊςεισ, ομόλογα με 

τα μεταλλαγμζνα ανκρϊπινα γονίδια που φζρουν ανκρϊπινοι καρκινικοί όγκοι. 
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Στα χρόνια που ακολοφκθςαν, μελζτεσ του γενετικοφ υλικοφ των όγκων και 

πειράματα ςε καρκινικά κφτταρα και μοντζλα ηϊων ςτο εργαςτιριο, οδιγθςαν ςτθν 

ανακάλυψθ ενόσ μεγάλου φάςματοσ γονιδίων θ  ζκφραςθ των οποίων εμφανίηεται 

διαταραγμζνθ ςτουσ όγκουσ. Με τον προςδιοριςμό, μάλιςτα των διαδικαςιϊν και 

λειτουργιϊν ςτισ οποίεσ εμπλζκονται τα προϊόντα πολλϊν από τα γονίδια αυτά, 

πραγματοποιικθκε ζνα πολφ ςθμαντικό βιμα ςτθν προςπάκεια προςδιοριςμοφ 

των καρκινογενετικϊν μθχανιςμϊν. Ο εντοπιςμόσ πολλϊν παραγόντων με 

καρκινογενετικι δράςθ, θ ανακάλυψθ τθσ μεταλλαξιγόνου ικανότθτασ πολλϊν 

καρκινογενετικϊν παραγόντων με ςυνζπεια τθ ςυςχζτιςθ τθσ καρκινογζνεςθσ με 

αλλαγζσ ςτο γενετικό υλικό (DNA) του κυττάρου και θ ανάπτυξθ τθσ τεχνολογίασ 

που επζτρεψε τθν ανίχνευςθ και ταυτοποίθςθ πολλϊν μορίων με ςθμαντικό ρόλο 

ςε πολλζσ κυτταρικζσ λειτουργίεσ και αλλοιωμζνθ ζκφραςθ ςτον καρκίνο 

κατζςτθςαν δυνατι τθν περιγραφι ςε μοριακό επίπεδο αρκετϊν μθχανιςμϊν που 

μποροφν να ςυμβάλλουν ςτθν καρκινογζνεςθ.  

1.2. Μοριακοί μηχανιςμοί του καρκίνου 

Ζνασ βαςικόσ αλλά πολφ γενικόσ μθχανιςμόσ δθμιουργίασ καρκινικϊν κυττάρων, 

όπωσ ιδθ αναφζρκθκε, είναι οι αλλαγζσ λόγω μεταλλάξεων από εξωτερικοφσ 

παράγοντεσ ςτο γενετικό υλικό που φζρουν τα καρκινικά κφτταρα. Οι αλλαγζσ αυτζσ 

βζβαια, ζςτω και αν ζχουν προκλθκεί τυχαία -οριςμζνεσ τουλάχιςτον από αυτζσ- 

εμφανίηονται κατ’ επανάλθψθ ςε πολλοφσ όγκουσ, υποδεικνφοντασ ότι οι αλλαγζσ 

αυτζσ είναι κακοριςτικζσ για τον καρκινικό μεταςχθματιςμό και τθ δθμιουργία 

όγκου. Ρράγματι, οι ζρευνεσ ςε μοριακό και γενετικό επίπεδο ζδειξαν ότι θ 

πλειοψθφία των γονιδίων που βρίςκονται αλλοιωμζνα ςτον καρκίνο ελζγχουν και 

ρυκμίηουν κυτταρικζσ λειτουργίεσ που ζχουν άμεςθ ςχζςθ με τα χαρακτθριςτικά 

των καρκινικϊν κυττάρων. Τζτοιεσ λειτουργίεσ αποτελοφν ο κυτταρικόσ 

πολλαπλαςιαςμόσ και αφξθςθ, ο ζλεγχοσ τθσ κυτταρικισ διαίρεςθσ, ο 

προγραμματιςμζνοσ κυτταρικόσ κάνατοσ (απόπτωςθ) και θ γιρανςθ, θ ανίχνευςθ 

και επιδιόρκωςθ βλαβϊν του DNA. 
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1.2.1 Γονίδια που επηρεάζονται 

Τα γονίδια που επθρεάηονται περιςςότερο από τισ αλλοιϊςεισ του γενετικοφ υλικοφ 

διακρίνονται ςε τρεισ μεγάλεσ κατθγορίεσ [4, 5]: 

1. Ογκογονίδια (oncogenes). Θ αφξθςθ τθσ ζκφραςισ τουσ (ενεργοποίθςθ) 

προωκεί τθν καρκινογζνεςθ μζςω ενίςχυςθσ ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν 

που οδθγοφν ςε αυξθμζνο και ανεξζλεγκτο κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό 

ανεξάρτθτα από τθν παρουςία των αντίςτοιχων ςθμάτων. Θ ανακάλυψι 

τουσ ζγινε αρχικά ςτο γονιδίωμα ιϊν που είχαν τθν ικανότθτα να προκαλοφν 

όγκουσ ςε ηϊα, ενϊ ςτθ ςυνζχεια ομόλογά τουσ αλλά και νζα ογκογονίδια 

βρζκθκαν ςε καρκίνουσ του ανκρϊπου.  

Οι μθχανιςμοί ενεργοποίθςθσ των ογκογονιδίων περιλαμβάνουν 

 Σθμειακζσ μεταλλάξεισ (αρκεί θ μετάλλαξθ ςε ζνα αλλθλόμορφο). 

Χαρακτθριςτικό παράδειγμα αποτελεί θ το ογκογονίδιο Ras το οποίο 

φζρει μία μετάλλαξθ ςε μεγάλο ποςοςτό καρκίνων παγκρζατοσ και 

παχζοσ εντζρου, θ οποία κακιςτά το μιτογόνο μονοπάτι   ςτο οποίο 

ςυμμετζχει μόνιμα ενεργό, προωκϊντασ ζτςι τον ανεξζλεγκτο 

πολλαπλαςιαςμό. 

 Γονιδιακι ενίςχυςθ. Αφξθςθ των αντιγράφων ενόσ γονιδίου ι μιασ 

χρωμοςωμικισ περιοχισ που οδθγεί ςε υπερζκφραςθ ογκογονιδίων. 

Οι περιοχζσ αυτζσ εντοπίηονται ςυνικωσ λόγω τθσ εμφάνιςθσ 

ομοιογενϊν ηωνϊν χρϊςθσ των χρωμοςωμάτων (Homogenous 

Staining Regions). Ραράδειγμα αποτελεί το γονίδιο HER2/neu το 

οποίο βρίςκεται ςυχνά ενιςχυμζνο ςτον καρκίνο του μαςτοφ και 

ςυςχετίηεται με κακι πρόγνωςθ. 

 Χρωμοςωμικι αναδιάταξθ. Ρεριλαμβάνει αμοιβαίεσ ςυνικωσ 

μετατοπίςεισ περιοχϊν μεταξφ διαφορετικϊν χρωμοςωμάτων μζςω 

αναςυνδυαςμοφ, με αποτζλεςμα τθν ενεργοποίθςθ ογκογονιδίων ι 

ακόμα και τθ δθμιουργία χιμαιρικϊν πρωτεϊνϊν με αλλοιωμζνα 

χαρακτθριςτικά. Είναι περιςςότερο ςυχνζσ ςε κακοικειεσ του 

αιμοποιθτικοφ, όπωσ λευχαιμίεσ και λεμφϊματα, πικανότατα 

εξαιτίασ του αυξθμζνου αναςυνδυαςμοφ που ςυμβαίνει ςτα κφτταρα 
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αυτά για τθν αναδιάταξθ των αλυςίδων ανοςοςφαιρινϊν και τθ 

δθμιουργία διαφορετικϊν αντιςωμάτων. Χαρακτθριςτικό 

παράδειγμα αποτελεί το χρωμόςωμα τθσ Philadelphia, το οποίο 

παρατθρικθκε ςε αςκενείσ με Χρόνια Μυελογενι Λευχαιμία και 

προκαλείται από μια μετάκεςθ μεταξφ  του γονιδίου BCR του 

χρωμοςϊματοσ 22 και τθσ κινάςθσ ABL του χρωμοςϊματοσ 9. Θ 

μετάκεςθ αυτι οδθγεί ςτθν παραγωγι μιασ χιμαιρικισ πρωτεΐνθσ 

(BCR-ABL) με αυξθμζνθ ενεργότθτα κινάςθσ.  

2.  ογκοκαταςταλτικά γονίδια (tumour suppressor genes). Θ ζκφραςθ των 

γονιδίων αυτϊν παρατθρείται ςυχνά μειωμζνθ ι και εξαφανιςμζνθ ςτον 

καρκίνο, επομζνωσ θ δράςθ τουσ  λειτουργεί ωσ εμπόδιο ςτθν 

καρκινογζνεςθ. Συμμετζχουν ςυνικωσ ςτα κυτταρικά μονοπάτια που 

ελζγχουν και ρυκμίηουν τον πολλαπλαςιαςμό και τθν αφξθςθ των κυττάρων, 

τθν πρόοδο του κυτταρικοφ κφκλου και τθν ενεργοποίθςθ προγραμμάτων 

απόπτωςθσ και γιρανςθσ.  

Οι μθχανιςμοί απενεργοποίθςθσ των ογκοκαταςταλτικϊν γονιδίων 

περιλαμβάνουν: 

 Σθμειακζσ μεταλλάξεισ. Οι μεταλλάξεισ αυτζσ ςυνικωσ οδθγοφν ςε 

απϊλεια λειτουργίασ τθσ πρωτεΐνθσ ι ςε απϊλεια κάποιου τμιματοσ 

λόγω πρϊιμου τερματιςμοφ τθσ μεταγραφισ. Για τθν απϊλεια 

λειτουργίασ ενόσ ογκοκαταςταλτικοφ γονιδίου απαιτείται ςυνικωσ 

απϊλεια και των δφο αλλθλομόρφων. Οι ςθμειακζσ μεταλλάξεισ είναι 

ςυχνότερεσ ωσ μθχανιςμόσ απϊλειασ ογκοκαταςταλτικϊν γονιδίων 

(απϊλεια λειτουργία)  παρά ωσ μθχανιςμόσ ενεργοποίθςθσ 

ογκογονιδίων (κζρδοσ λειτουργίασ). 

 Ελλείψεισ (διαγραφι) γονιδίων ι ευρφτερων χρωμοςωμικϊν 

περιοχϊν. Θ απϊλεια ετεροηυγωτίασ (απϊλεια του ενόσ 

αλλθλομόρφου) ςε καρκινικά κφτταρα αποτελεί ιςχυρι ζνδειξθ για 

τθν παρουςία ενόσ ογκοκατςταλτικοφ γονιδίου ςτθν ςυγκεκριμζνθ 

περιοχι και είναι ζνασ χριςιμοσ δείκτθσ για τθν ανίχνευςθ και 

ταυτοποίθςθ νζων ογκοκατςταλτικϊν γονιδίων. 
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 Επιγενετικι αποςιϊπθςθ. Οριςμζνα ογκοκαταςταλτικά γονίδια 

εμφανίηουν  αφξθςθ τθσ μεκυλίωςθσ του υποκινθτι τουσ ςτον 

καρκίνο με αποτζλεςμα τθν μείωςθ ι και απϊλεια ζκφραςισ τουσ. 

Τζτοια περίπτωςθ αποτελοφν το γονίδιο που κωδικοποιεί για 

αναςτολζα κυτταρικοφ κφκλου p16INK4. 

3. Τα γονίδια ελζγχου (“caretaker” genes). Τα γονίδια αυτά ςυνικωσ 

ςυμμετζχουν ςε μθχανιςμοφσ που εξαςφαλίηουν τθν ακεραιότθτα του 

γονιδιϊματοσ. Τα γονίδια αυτά ςυμμετζχουν ςυνικωσ ςε ζναν από τουσ 

παρακάτω μθχανιςμοφσ: 

 Ανίχνευςθ βλαβϊν του DNA και ενεργοποίθςθ μονοπατιϊν επιδιόρκωςθσ 

(DNA Damage Response) 

 Μθχανιςμόσ επιδιόρκωςθσ βλαβϊν του DNA 

 Μθχανιςμόσ απενεργοποίθςθσ ι εξουδετζρωςθσ παραγόντων που προκαλοφν 

αλλοιϊςεισ του DNA. 

Οι διαταραχζσ ςτθν ζκφραςθ αυτϊν των γονιδίων ουςιαςτικά επιταχφνει τθ 

διαδικαςία απόκτθςθσ νζων μεταλλάξεων και ςυμβάλλει ςτθν ανάπτυξθ 

γενωμικισ αςτάκειασ (genomic instability). 

1.2.2. Φαρακτηριςτικά καρκινικών κυττάρων 

Με τθ διαλεφκανςθ πολλϊν μοριακϊν και γενετικϊν μθχανιςμϊν που ςυμβάλλουν 

ςτθν διαταραγμζνθ ζκφραςθ γονιδίων και τον προςδιοριςμό πολλϊν από τα 

γονίδια αυτά και τισ λειτουργίεσ ςτισ οποίεσ ςυμμετζχουν, κατζςτθ δυνατι θ πιο 

λεπτομερισ περιγραφι των βαςικϊν χαρακτθριςτικϊν και αλλαγϊν που αποκτοφν 

τα καρκινικά κφτταρα κατά τθ διάρκεια τθσ πολυςταδιακισ διαδικαςίασ τθσ 

καρκινογζνεςθσ. Σφμφωνα λοιπόν με τθν πιο ςφγχρονθ και ολοκλθρωμζνθ άποψθ 

όπωσ διατυπϊνεται από τουσ Hanahan και Weinberg με βάςθ τισ ερευνθτικζσ 

εξελίξεισ και ευριματα μζχρι το 2011 [5] (Σχ. 1), τα χαρακτθριςτικά αυτά είναι τα 

εξισ: 

1. Διατιρθςθ ςιματοσ πολλαπλαςιαςμοφ. Βαςικό χαρακτθριςτικό των 

καρκινικϊν κυττάρων είναι ο απεριόριςτοσ και ςυνεχισ πολλαπλαςιαςμόσ. 
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Για να επιτευχκεί αυτό απαιτείται καταρχάσ θ απϊλεια εξάρτθςθσ από τα 

φυςιολογικά ςιματα που ενεργοποιοφν τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό και 

αφξθςθ υπό ςυγκεκριμζνεσ ςυνκικεσ. Ο ζνασ τρόποσ είναι θ διαταραχι τθσ 

παραγωγισ των μιτογόνων ςθμάτων. Οι αντίςτοιχοι μθχανιςμοί, ωςτόςο, 

είναι δφςκολο να μελετθκοφν κακϊσ ςυχνά θ παραγωγι των ςθμάτων 

αυτϊν γίνεται από παρακείμενα κφτταρα ι από το εξωκυττάριο ςτρϊμα. Ο 

άλλοσ τρόποσ, και πιο καλά μελετθμζνοσ μθχανιςμόσ είναι θ διαταραχι ςτθν 

απόκριςθ του κυττάρου ςτο μιτογόνο ςιμα, δθλαδι θ διαταραχι των 

ενδοκυττάριων μιτογόνων μονοπατιϊν. Ρολλά από τα ογκογονίδια 

προζρχονται από αλλοιϊςεισ των γονιδίων που ςυμμετζχουν ςε αυτά τα 

μονοπάτια, είτε ωσ υποδοχείσ ςθμάτων, είτε ωσ μεταγωγείσ του ςιματοσ, 

όπωσ το ογκογονίδιο ras. 

2.  Διαφυγι από τθν ρυκμιςτικι επίδραςθ των ογκοκαταςταλτικών γονιδίων. 

Εκτόσ από τθν ςυνεχι ενεργοποίθςθ των μονοπατιϊν αφξθςθσ και 

πολλαπλαςιαςμοφ, απαιτείται και θ απϊλεια τθσ ελεγκτικισ και ρυκμιςτικισ 

λειτουργίασ των ογκοκαταςταλτικϊν γονιδίων. Χαρακτθριςτικά 

παραδείγματα αποτελοφν τα ογκοκαταςταλτικά γονίδια rb και p53 τα οποία 

ςυμμετζχουν ςε διαφορετικά μονοπάτια ελζγχοντασ και περιορίηοντασ των 

κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό ανάλογα με τθν παρουςία ι όχι κατάλλθλων 

ςθμάτων (Rb) ι ενεργοποιϊντασ μονοπάτια απόπτωςθσ και γιρανςθσ 

ανάλογα με τθν παρουςία και το βακμό κυτταρικοφ stress (p53). 

3. Ανκεκτικότθτα ςτουσ μθχανιςμοφσ απόπτωςθσ.  

Ο προγραμματιςμζνοσ κυτταρικόσ κάνατοσ ι αλλιϊσ απόπτωςθ είναι ζνασ 

πολφ ςθμαντικόσ κυτταρικόσ μθχανιςμόσ που ενεργοποιείται ςε περιπτϊςεισ 

υπερβολικισ αφξθςθσ οριςμζνων παραγόντων stress που υποδεικνφουν μθ 

ομαλι λειτουργία του κυττάρου (π.χ. βλάβεσ του DNA, μειωμζνα επίπεδα 

βαςικϊν μεταβολιτϊν όπωσ αμινοξζων και νουκλεοτιδίων, μειωμζνα 

επίπεδα ςθμάτων επιβίωςθσ). Θ ενεργοποίθςθ τθσ απόπτωςθσ εξαςφαλίηει 

τθν απαλοιφι των κυττάρων με μεγάλο βακμό αλλοιϊςεων και διαταραχϊν 

και λειτουργεί, επομζνωσ, ωσ ζνασ φραγμόσ ςτθν καρκινογζνεςθ. Τα 

καρκινικά κφτταρα φαίνεται ότι αποφεφγουν τθν απόπτωςθ μζςω τθσ 

απϊλειασ γονιδίων που ευκφνονται για τθν ενεργοποίθςι τθσ με κφριο 
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εκπρόςωπο τον μεταγραφικό παράγοντα p53 (απϊλεια του οποίου 

παρατθρείται περίπου ςτουσ μιςοφσ καρκίνουσ), μζςω τθσ αυξθμζνθσ 

ζκφραςθσ αντιαποπτωτικϊν πρωτεϊνϊν (π.χ. Bcl2, Bcl-XL, Bcl-w) ι τθσ 

μειωμζνθσ ζκφραςθσ προαποπτωτικϊν πρωτεϊνϊν (π.χ. Bak, Bax, Bim, Noxa, 

Puma). 

Σε αντίκεςθ με τθν απόπτωςθ ο νεκρωτικόσ κάνατοσ προάγει τθν 

καρκινογζνεςθ, κακϊσ προκαλεί ςυνικωσ τθν ζκκλθςθ παραγόντων 

φλεγμονισ και ςε οριςμζνεσ φορζσ παραγόντων επιβίωςθσ. 

Μία παρεμφερισ διαδικαςία που ενεργοποιείται ωσ απόκριςθ ςε ζλλειψθ 

κρεπτικϊν ςυςτατικϊν και οδθγεί ςε κατανάλωςθ οργανιδίων και  

ανακυκλωςθ των μεταβολιτϊν του ίδιου του κυττάρου με ςκοπό τθν 

επιβίωςθ αποτελεί θ αυτοφαγία. Θ αυτοφαγία, πικανόν αποτελεί μία 

εναλλακτικι τθσ απόπτωςθσ επιλογισ για το κφτταρο αφοφ ζχει βρεκεί ότι 

μπορεί να ενεργοποιθκεί από πρωτεΐνεσ που ςυμμετζχουν ςτο αποπτωτικό 

μονοπάτι. Ωςτόςο, ο ρόλοσ τθσ ςτθν καρκινογζνεςθ παραμζνει αινιγματικόσ, 

κακϊσ ζχει διαπιςτωκεί ότι ςε πρϊιμα ςτάδια μπορεί να εμποδίςει τθν 

καρκινογζνεςθ κζτοντασ τα κφτταρα ςε μία κατάςταςθ θρεμίασ, ενϊ ςε 

όψιμα ςτάδια μπορεί να λειτουργιςει προςτατευτικά για τα καρκινικά 

κφτταρα, επιτρζποντασ τθν επιβίωςι τουσ.  

4. Αντιγραφικι Ακανατοποίθςθ. Τα φυςιολογικά κφτταρα υφίςτανται ζναν 

οριςμζνο αρικμό κυτταρικϊν διαιρζςεων πζραν του οποίου ςταματοφν να 

διαιροφνται, μπαίνοντασ αρχικά ςε κατάςταςθ γιρανςθσ (replicative 

senescence) και αργότερα πεκαίνουν ςε μία διαδικαςία που ονομάηεται 

κρίςθ (crisis). Ζνασ βαςικόσ λόγοσ για τον οποίο τα κφτταρα ςταματοφν να 

διαιροφνται είναι θ ελάττωςθ του μικουσ των τελομερϊν, των 

προςτατευτικϊν, δθλαδι, αλλθλουχιϊν DNA ςτα άκρα των χρωμοςωμάτων 

που εξαςφαλίηουν τθ ςωςτι αντιγραφι και τθν αποφυγι ανϊμαλθσ 

ςυνζνωςθσ των χρωμοςωμικϊν άκρων. Θ τελομεράςθ είναι ζνα ζνηυμο που 

μπορεί να αναπλθρϊνει τα τελομερι εμποδίηοντασ τθ μείωςι τουσ, είναι 

όμωσ απενεργοποιθμζνθ ςτα φυςιολογικά κφτταρα. Ρολλά καρκινικά 

κφτταρα, ωςτόςο, εμφανίηουν ανάκτθςθ τθσ ενεργότθτασ τθσ τελομεράςθσ 

γεγονόσ που τουσ επιτρζπει απεριόριςτο αρικμό διαιρζςεων, μια διαδικαςία 
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που ονομάηεται ακανατοποίθςθ. Ραρόλο που θ ακανατοποίθςθ κεωρείται 

ωσ ζνα πρϊτο βιμα για το μεταςχθματιςμό ενόσ κυττάρου ςε καρκινικό, 

πρόςφατεσ μελζτεσ ζδειξαν ότι θ ενεργοποίθςθ τθσ τελομεράςθσ είναι ζνα 

μάλλον όψιμο φαινόμενο που δεν παρατθρείται ςτθν πλειοψθφία των 

προκαρκινικϊν αλλοιϊςεων. Αυτό ίςωσ ςθμαίνει ότι θ αρχικι 

ακανατοποίθςθ των κυττάρων μπορεί να ςυμβεί μζςω απϊλειασ άλλων 

ελεγκτικϊν μθχανιςμϊν (όπωσ γιρανςθσ μζςω απϊλεια p53), ενϊ θ 

ενεργοποίθςθ τθσ τελομεράςθσ ςε μεταγενζςτερο ςτάδιο ςυμβάλλει ςτθν 

αυξθμζνθ γενωμικισ και χρωμοςωμικισ αςτάκειασ που εμφανίηουν τα 

καρκινικά κφτταρα. 

Εκτόσ από τα παραπάνω χαρακτθριςτικά που ουςιαςτικά ευκφνονται για τον 

ςυνεχι και ανεξζλεγκτο πολλαπλαςιαςμό των καρκινικϊν κυττάρων και τθ 

δθμιουργία του όγκου,  υπάρχουν και κάποια επιπρόςκετα τα οποία προςδίδουν 

ςτα κφτταρα νζεσ ιδιότθτεσ, κακιςτϊντασ τον όγκο πιο επικετικό και χαρακτθρίηουν 

κυρίωσ πιο προχωρθμζνα ςτάδια τθσ καρκινογενετικισ διαδικαςίασ, όπωσ το 

διθκθτικό καρκίνωμα και ο μεταςτατικόσ καρκίνοσ. Τα χαρακτθριςτικά αυτά είναι τα 

εξισ: 

 Αγγειογζνεςθ. Ωσ αγγειογζνεςθ του όγκου κεωρείται θ δθμιουργία νζων 

αγγείων για τθν καλφτερθ αιμάτωςι του, γεγονόσ που επιτρζπει τθ 

διατιρθςθ και περαιτζρω αφξθςθ τθσ καρκινικισ μάηασ. Οι μθχανιςμοί τθσ 

καρκινικισ αγγειογζνεςθσ περιλαμβάνουν ςυχνά τθν υπερζκφραςθ 

παραγόντων όπωσ o  VEGF ι των αντίςτοιχων υποδοχζων τουσ με 

αποτζλεςμα τθ ςυγκρότθςθ ενδοκθλιακϊν κυττάρων για το ςχθματιςμό 

νζων αγγείων.  

 Διθκθτικότθτα. Ζνα κρίςιμο βιμα ςτθν εξζλιξθ του καρκίνου αποτελεί θ 

διικθςθ τθσ βαςικισ μεμβράνθσ από τα καρκινικά κφτταρα με αποτζλεςμα 

τθν εξάπλωςι τουσ ςτον παρακείμενο ιςτό. Με τθ διικθςθ τα καρκινικά 

κφτταρα ςπάνε ουςιαςτικά ζνα φράγμα, ανοίγοντασ δρόμο για τθν 

περαιτζρω εξάπλωςι τουσ. Οι μθχανιςμοί που προςδίδουν ςτα κφτταρα 

αυτιν τθν ικανότθτα είναι αρκετά δφςκολο να διαλευκανκοφν πλιρωσ 

κακϊσ φαίνεται ότι εξαρτϊνται ςε μεγάλο βακμό από το μικροπεριβάλλον 

του όγκου και τουσ παρακείμενουσ ιςτοφσ.  Ζνα ςθμαντικό βιμα προσ τθ 
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διικθςθ είναι θ απόκτθςθ χαρακτθριςτικϊν μεςεγχυματικϊν κυττάρων, 

όπωσ θ απϊλεια των εξωκυττάριων και διακυτταρικϊν ςυνδζςεων μζςω τθσ 

καταςτολισ ζκφραςθσ μορίων ςφνδεςθσ όπωσ θ Ε-καντερίνθ, θ 

ατρακτοειδισ μορφολογία, θ πλαςτικότθτα και θ αυξθμζνθ κινθτικότθτα. Θ 

απόκτθςθ αυτϊν των χαρακτθριςτικϊν γίνεται με τθν ενεργοποίθςθ μίασ 

διαδικαςίασ που ονομάηεται επικθλιο-μεςεγχυματικι μετάπτωςθ (Epithelial-

to-Mesenchymal Transition, EMT) και αποτελεί ταυτόχρονα το πρϊτο βιμα 

για τθν μετάςταςθ που αποτελεί το επόμενο και τελευταίο ςτάδιο τθσ 

καρκινικισ εξζλιξθσ. Ρζρα από αυτιν τθν «μεςεγχυματικοφ» τφπου διικθςθ, 

υπάρχουν άλλοι 2 τφποι, λιγότερο ςυχνοί: θ ςυλλογικι (collective) διικθςθ, 

όπου μία ολόκλθρθ ομάδα κυττάρων μετακινείται ανοίγοντασ ζνα 

«μονοπάτι», και θ αμοιβαδοειδισ όπου τα κφτταρα αποκτοφν τθν ικανότθτα 

αμοιβαδοειδοφσ κίνθςθσ με τθν οποία ειςχωροφν ςταδιακά ςτον 

παρακείμενο ιςτό. 

 Μετάςταςθ. Θ μετάςταςθ προχποκζτει τθν είςοδο οριςμζνων καρκινικϊν 

κυττάρων ςτον αυλό αιμοφόρων και λεμφικϊν αγγείων, τθ μετακίνθςι τουσ 

μζςω τθσ κυκλοφορίασ ςε μακρινοφσ ιςτοφσ, τθν ζξοδο από τθν κυκλοφορία, 

τθν εγκατάςταςθ ςτον νζο ιςτό και τθ δθμιουργία μικρομεταςτάςεων οι 

οποίεσ τελικά κα εξελιχκοφν ςε νζουσ καρκινικοφσ όγκουσ. Ππωσ γίνεται 

κατανοθτό, τθν είςοδο ςτθν αιματικι και λεμφικι κυκλοφορία διευκολφνει θ 

απόκτθςθ του μεςεγχυματικοφ φαινοτφπου με τθ διαδικαςία τθσ ΕΜΤ. Θ 

εποίκιςθ όμωσ νζων ιςτϊν και θ επιτυχισ δθμιουργία νζου όγκου απαιτεί 

πικανϊσ από τα ίδια κφτταρα να επανακτιςουν οριςμζνα από τα επικθλιακά 

χαρακτθριςτικά τουσ και θ αναπροςαρμογι ςτο περιβάλλον του νζου ιςτοφ. 

Στθν εξζλιξθ αυτι πικανϊσ ςυμβάλλουν μία διαδικαςία αντίςτροφθ τθσ 

ΕΜΤ, θ μεςεγχυματο-επικθλιακι μετάπτωςθ κακϊσ και τα κφτταρα του 

ςτρϊματοσ των νζων ιςτϊν. Αν και οι μθχανιςμοί που οδθγοφν ςε 

ενεργοποίθςθ των διαδικαςιϊν ΕΜΤ και ΜΕΤ παραμζνουν ςε μεγάλο βακμό 

άγνωςτοι, ωςτόςο γίνεται όλο και πιο εμφανισ θ επίδραςθ των κυττάρων 

του ςτρϊματοσ του όγκου, όπωσ ινοβλάςτεσ, κφτταρα του ανοςοποιθτικοφ 

ςυςτιματοσ, μακροφάγα τα οποία ςυχνά διεγείρονται από τα καρκινικά 

κφτταρα (παρζγχυμα) και εκκρίνουν παράγοντεσ επιβίωςθσ και φλεγμονισ 
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(όπωσ EGF, κυτοκίνεσ) ςυμβάλλοντασ ζτςι με τθ ςειρά τουσ ςτθν εξζλιξθ του 

καρκίνου. 

Σθμαντικά χαρακτθριςτικά τα οποία μποροφμε να ποφμε ότι υποβοθκοφν τθν 

καρκινικι εξζλιξθ και απαντϊνται ςυχνά ςτο καρκινικό περιβάλλον αποτελοφν 

επίςθσ θ δυνατότθτα διαφυγισ από τουσ μθχανιςμοφσ του ανοςοποιθτικοφ 

ςυςτιματοσ,θ ςυνφπραξθ παραγόντων φλεγμονισ οι οποίοι ςυχνά προωκοφν  τθν 

διατιρθςθ και τθν επιβίωςθ των καρκινικϊν κυττάρων, θ αλλαγι ςτον κυτταρικό 

μετααβολιςμό με προτίμθςθ προσ τθν αναερόβια γλυκόλυςθ (φαινόμενο Warburg) 

θ οποία δίνει ςτο καρκινικό κφτταρο να αντεπεξζλκει ςτισ αναερόβιεσ ςυνκικεσ που 

ςυχνά επικρατοφν ςτο περιβάλλον του καρκινικοφ όγκου και τζλοσ θ  γενωμικι 

αςτάκεια, θ οποία ευνοεί τθ ςυςςϊρευςθ μεταλλάξεων και ςτθν οποία ςθμαντικό 

ρόλο παίηει θ διαταραχι τθσ λειτουργίασ του μθχανιςμοφ διατιρθςθσ τθσ 

ακεραιότθτασ του γενετικοφ υλικοφ του κυττάρου και του μονοπατιοφ απόκριςθσ ςε 

βλάβεσ του DNA (DNA DAMAge Respone, DDR). 

 

Οι αλλοιϊςεισ ςτο γενετικό υλικό απαιτοφν τθ ςυςςϊρευςθ μεταλλάξεων. Ωςτόςο, 

οι φυςιολογικοί μθχανιςμοφ ελζγχου και επιδιόρκωςθσ DNA του κυττάρου 

εξαςφαλίηουν ότι ο ρυκμόσ αυκόρμθτων μεταλλάξεων λόγω λακϊν ςτθν αντιγραφι 

παραμζνει πολφ χαμθλόσ. Οι ίδιοι μθχανιςμοί ενεργοποιοφνται και κατά τθ 

δθμιουργία μεταλλάξεων από μεταλλαξιγόνων παραγόντων. Επομζνωσ, για τθν 

ςυςςϊρευςθ των απαιτοφμενων μεταλλάξεων χρειάηεται ςυνικωσ από τθ μια 

μεριά χρόνια και παρατεταμζνθ ζκκεςθ ςτον μεταλλαξιγόνο παράγοντα ι ςε 

ςυνδυαςμό παραγόντων και από τθν άλλθ, ελαττωματικι  λειτουργία των 

μθχανιςμϊν ελζγχου τθσ ακεραιότθτασ του γενετικοφ υλικοφ, θ οποία επιτρζπει τθν 

επιτάχυνςθ τθσ απόκτθςθσ μεταλλάξεων και τθ δθμιουργία γενωμικισ  αςτάκειασ. 

Αυτό πικανότατα εξθγεί τον επιβαρυντικό ρόλο που παίηει θ θλικία για τθν ανάταξθ 

καρκίνου κακϊσ και τθν παρατιρθςθ αλλοιϊςεων ςτθν ζκφραςθ γονιδίων που 

ςυμμετζχουν ςτουσ μθχανιςμοφσ διατιρθςθσ τθσ ακεραιότθτασ του γενετικοφ 

υλικοφ (μονοπάτι απόκριςθσ ςε βλάβεσ του DNA και μονοπάτι επιδιόρκωςθσ DNA). 

Ζτςι κάποιεσ τυχαίεσ μεταλλάξεισ κρίςιμων γονιδίων αποκτοφνται πιο νωρίσ 
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προςδίδοντασ ενδεχομζνωσ ζνα πλεονζκτθμα επιβίωςθσ οριςμζνων κυττάρων και 

αποτελϊντασ το πρϊτο βιμα για τθν ζναρξθ τθσ καρκινογζνεςθσ, ενϊ θ απϊλεια 

των μθχανιςμϊν ελζγχου του γενετικοφ υλικοφ οδθγεί ςτθν επιτάχυνςθ του ρυκμοφ 

δθμιουργίασ νζων μεταλλάξεων και ςτθν ανάπτυξθ γενωμικισ αςτάκειασ θ οποία 

χαρακτθρίηει μεταγενζςτερα καρκινικά ςτάδια, παίηοντασ κακοριςτικό ρόλο ςτθν 

εξζλιξθ του καρκίνου. 

 

 

Σχιμα 1: Βιολογικά χαρακτθριςτικά καρκινικϊν κυττάρων. Ρθγι: Shiloh Y. Hanahan, D. and R. 

Weinberg, Hallmarks of cancer: the next generation. Cell, 2011. 144(5): p. 646-674. 

 

1.3. Μονοπάτι απβκριςησ ςε βλάβεσ του DNA (DNA Damage 

Response, DDR pathway)  

1.3.1. Ρβλοσ – Λειτουργία 

Το μονοπάτι απόκριςθσ ςε βλάβεσ του DNA ενεργοποιείται με ςκοπό τθν 

επιδιόρκωςθ τθσ βλάβθσ ι, ςε περίπτωςθ που αυτι είναι εκτεταμζνθ και δεν 

μπορεί να διορκωκεί, ςε παρεμπόδιςθ τθσ επζκταςθσ και μεταβίβαςισ τθσ ςε άλλα 

κφτταρα. Αυτό επιτυγχάνεται με τθν ενεργοποίθςθ, αφενόσ, μθχανιςμών 

επιδιόρκωςθσ του DNA και, αφετζρου, τθν ενεργοποίθςθ ςθμείων ελζγχου του 

κυτταρικοφ κφκλου (checkpoints) που οδθγοφν ςε προςωρινι ι μόνιμθ (γιρανςθ) 
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αναςτολι του κυτταρικοφ κφκλου ι ςε προγραμματιςμζνο κυτταρικό κάνατο 

(απόπτωςθ). Οι βλάβεσ ςτο DNA μπορεί να είναι διαφόρων τφπων, όπωσ 

μονοκλωνικζσ ι δικλωνικζσ κραφςεισ, αλλαγι ι απϊλεια βάςθσ, λανκαςμζνο 

ηευγάρωμα βάςεων και να προκαλοφνται τόςο από εξωγενείσ (ιονίηουςα 

ακτινοβολία, γενοτοξικοί χθμικοί παράγοντεσ όπωσ οριςμζνα χθμειοκεραπευτικά 

φάρμακα) ι ενδογενείσ παράγοντεσ (όπωσ ελεφκερεσ ρίηεσ που παράγονται κατά τθ 

μεταβολικι διεργαςία τθσ αναπνοισ, αντιγραφικό ςτρεσ, μείωςθ μικουσ 

τελομερϊν). Κάκε τφποσ βλάβθσ ενεργοποιεί και τον αντίςτοιχο μθχανιςμό 

επιδιόρκωςθσ. Ο πιο ςθμαντικόσ και τοξικόσ όμωσ για το κφτταρο είναι οι 

δικλωνικζσ κραφςεισ του DNA που προκαλοφνται τόςο από εξωγενείσ παράγοντεσ, 

όπωσ θ ιονίηουςα ακτινοβολία (ακτίνεσ Χ, γ-ακτινοβολία), γενοτοξικοί χθμικοί 

παράγοντεσ όπωσ οριςμζνα χθμειοκεραπευτικά φάρμακα όςο και από ενδογενείσ 

παράγοντεσ όπωσ ελεφκερεσ ρίηεσ που παράγονται κατά τθ μεταβολικι διεργαςία 

τθσ αναπνοισ, αντιγραφικό ςτρεσ, μείωςθ μικουσ τελομερϊν. Επίςθσ φυςιολογικζσ 

δικλωνικζσ κραφςεισ εμφανίηονται κατά τισ διαδικαςίεσ αναςυνδυαςμοφ ςτο 

πλαίςιο τθσ ωρίμανςθσ των λεμφοκυττάρων και κατά τον μειωτικό αναςυνδυαςμό. 

[6] 

1.3.2. Μονοπάτια απβκριςησ ςε δικλωνικέσ θραγςεισ (DSB response 

pathway) 

1.3.2.1. Μηχανιςμοί επιδιβρθωςησ 

Οι δικλωνικζσ κραφςεισ, ανάλογα με τθ φάςθ του κυτταρικοφ κφκλου, τθ διάρκεια 

και τθν ζκταςθ τθσ βλάβθσ, ενεργοποιοφν διαφορετικοφσ μθχανιςμοφσ 

επιδιόρκωςθσ και προκαλοφν διαφορετικζσ κυτταρικζσ αποκρίςεισ. Ζτςι, για 

κραφςεισ του DNA που ςυμβαίνουν ςτισ φάςεισ πριν τθν αντιγραφι του DNA, 

δθλαδι ςτισ φάςεισ G1 και G0, χρθςιμοποιείται ο μθχανιςμόσ επιδιόρκωςθσ 

ςυνζνωςθσ μθ-ομόλογων άκρων (Non-Homologous End Joining, NHEJ), ο οποίοσ 

ενεργοποιείται από τθν κινάςθ DNA-PK. Τα χαρακτθριςτικά του μθχανιςμοφ αυτοφ 

είναι θ ταχφτθτα, θ απλότθτα αλλά και θ μεγαλφτερθ πικανότθτα για λάκθ. Επίςθσ, 

ο κφριοσ ςτόχοσ ςε αυτιν τθν περίπτωςθ είναι θ γριγορθ και άμεςθ επιδιόρκωςθ 

τθσ βλάβθσ χωρίσ δυνατότθτα ενεργοποίθςθσ ςθμείων ελζγχου του κυτταρικοφ 

κφκλου. 
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Αντίκετα, όταν οι κραφςεισ επιμζνουν ι όταν ςυμβαίνουν κατά τισ φάςεισ S και G2, 

όπου το DNA του κυττάρου ζχει αντιγραφεί, ενεργοποιείται ζνασ άλλοσ μθχανιςμόσ 

επιδιόρκωςθσ, ο ομόλογοσ αναςυνδυαςμόσ (Homologous Recombination, HR) 

μζςω τθσ κινάςθσ ΑΤΜ. Με τθ διαδικαςία του ομόλογου αναςυνδυαςμοφ θ 

επιδιόρκωςθ τθσ βλάβθσ γίνεται με τθ χριςθ τθσ αδελφισ χρωματίδασ ωσ 

εκμαγείου, γι’ αυτό και ο ομόλογοσ ςυνδυαςμόσ είναι πιο αξιόπιςτοσ, αλλά και 

πολφπλοκοσ.  

1.3.2.2. Βαςική δομή μονοπατιογ: Ανοδικέσ κινάςεσ-μεταγωγείσ-τελεςτέσ 

Σε όλα τα μονοπάτια απόκριςθσ ςε κραφςεισ του DNA, πρωταρχικό ρόλο παίηουν 

τρεισ κινάςεσ: θ DNA-PK, θ ΑΤΜ και θ ATR. Οι τρεισ αυτζσ κινάςεσ ανικουν ςτθν 

οικογζνεια των PIKK-κιναςϊν και είναι από τουσ πρϊτουσ παράγοντεσ που 

ενεργοποιοφνται και είναι υπεφκυνεσ και απαραίτθτεσ για τθν περαιτζρω διάδοςθ 

του ςιματοσ και ενεργοποίθςθ των μορίων που βρίςκονται κακοδικά ςε κάκε 

μονοπάτι.  

Θ DNA-PK, όπωσ αναφζρκθκε, ενεργοποιείται τοπικά ςε δικλωνικζσ κραφςεισ που 

ςυμβαίνουν κυρίωσ κατά τθ διάρκεια των φάςεων G1 και G0 και ενεργοποιεί το 

μθχανιςμό επιδιόρκωςθσ NHEJ. Θ ΑΤΜ ενεργοποιείται όταν οι βλάβεσ αυτζσ 

επιμείνουν ι όταν ςυμβαίνουν ςτισ φάςεισ S και G2 και οδθγεί ςε ενεργοποίθςθ του 

μθχανιςμοφ επιδιόρκωςθσ ομόλογου αναςυνδυαςμοφ. Θ ATR ενεργοποιείται είτε 

απευκείασ από μονοκλωνικζσ κραφςεισ που ςυμβαίνουν κατά τθν αντιγραφι είτε 

από μονοκλωνικζσ κραφςεισ που εμφανίηονται κατά τθν επεξεργαςία των 

δικλωνικϊν κραφςεων μζςω τθσ ΑΤΜ.  

Ππωσ γίνεται φανερό, το μονοπάτι απόκριςθσ ςε δικλωνικζσ κραφςεισ που 

ενεργοποιείται από τθν ΑΤΜ κινάςθ κατζχει κεντρικό ρόλο ςε περιπτϊςεισ 

εκτεταμζνθσ και παρατεταμζνθσ βλάβθσ του DNA, όπωσ ςυχνά ςυμβαίνει κατά τθν 

ςυνεχι ι επανειλθμμζνθ ζκκεςθ ςε κάποιον εξωγενι γενωτοξικό παράγοντα ι κατά 

τθν παρουςία αυξθμζνου αντιγραφικοφ ςτρεσ και αυξθμζνθσ γενωμικισ αςτάκειασ 

που χαρακτθρίηει τα καρκινικά κφτταρα.  
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Θ ςτρατολόγθςθ κάκε κινάςθσ ςτθν περιοχι τθσ κραφςθσ και θ ενεργοποίθςι τθσ 

γίνεται ςυνικωσ από πρωτεϊνικά ςφμπλοκα που ανιχνεφουν τισ κραφςθσ 

(αιςκθτιρεσ, sensors) και προςδζνονται ςτο DNA. Στθν περίπτωςθ τθσ DNA-PK, θ 

ανίχνευςθ τθσ βλάβθσ, θ ςτρατολόγθςθ και ενεργοποίθςθ τθσ κινάςθσ γίνεται από 

το ςφμπλοκο Ku70/Ku80, ςτθν περίπτωςθ τθσ ΑΤΜ από το ςφμπλοκο MRN (Mre11-

Rad50-Nbs1) και τθσ ATR από τθν πρωτεΐνθ RPA (Replication Protein A). Θ 

ενεργοποίθςθ τθσ αρχικισ κινάςθσ ςε κάκε μονοπάτι οδθγεί ςτθ φωςφορυλίωςθ 

πλικουσ υποςτρωμάτων και τθν ενεργοποίθςθ πολλϊν πρωτεϊνϊν που βρίςκονται 

κακοδικά και που ςυνεχίηουν τθ μετάδοςθ του ςιματοσ (μεταγωγείσ,transducers) 

μζχρι τθν τελικι ενεργοποίθςθ των τελικϊν μορίων του μονοπατιοφ 

(τελεςτζσ,effectors) που είναι υπεφκυνα για το τελικό αποτζλεςμα (επιδιόρκωςθ, 

αναςτολι κυτταρικοφ κφκλου, γιρανςθ, απόπτωςθ) (Σχ. 2).  

1.3.3. ΑΣΜ κινάςη 

1.3.3.1. Μονοπάτι ΑΣΜ 

Στο μονοπάτι ΑΤΜ, το οποίο είναι υπεφκυνο όπωσ είδαμε για τθν απόκριςθ ςε 

εκτεταμζνου βακμοφ δικλωνικζσ κραφςεισ, τθν ενεργοποίθςθ τθσ ΑΤΜ ακολουκεί θ 

φωςφορυλίωςθ και ενεργοποίθςθ πρωτεϊνϊν που μπορεί να ζχουν ρόλο 

ρυκμιςτικό (Nbs1,Mre11), να λειτουργοφν ςτρατολογϊντασ άλλεσ πρωτεΐνεσ ι ωσ 

Σχιμα 2: Βαςικό ςθματοδοτικό μονοπάτι απόκριςθσ ςτισ βλάβεσ του DNA (DDR). Ρθγι: Lukas J, Lukas C, 

Bartek J.Mammalian cell cycle checkpoints: signalling pathways and their organization in space and time. DNA 

Repair (Amst). 2004 Aug-Sep;3(8-9):997-1007. 
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ικρίωμα για τθν αλλθλεπίδραςθ άλλων 

μορίων του μονοπατιοφ (MDC1, RAP80) ι να 

παίρνουν μζροσ ςτισ διαδικαςίεσ του 

ομόλογου αναςυνδυαςμοφ (BRCA1, BRCA2, 

53BP1, RAD51, CtIP) (Σχ.3).  

Εκτόσ, όμωσ από τθν επιδιόρκωςθ, ανάλογα 

με τθν ζκταςθ τθσ βλάβθσ, το μονοπάτι τθσ 

ΑΤΜ μπορεί να ενεργοποιιςει, όπωσ 

αναφζρκθκε τισ διαδικαςίεσ τθσ αναςτολισ 

του κυτταρικοφ κφκλου, τθσ γιρανςθσ και τθσ 

απόπτωςθσ, εξαςφαλίηοντασ ζτςι ότι θ βλάβθ 

που δεν μπορεί να επιδιορκωκεί δεν κα 

εξαπλωκεί ςε νζα κφτταρα. Κεντρικό ρόλο 

ςτθν ενεργοποίθςθ αυτϊν των διαδικαςιϊν 

παίηει θ πρωτεΐνθ-τελεςτισ p53. Θ πρωτεΐνθ 

p53 δρα ωσ μεταγραφικόσ παράγοντασ 

ενεργοποιϊντασ τθν μεταγραφι γονιδίων που προωκοφν τισ διαδικαςίεσ τθσ 

γιρανςθσ και τθσ απόπτωςθσ. Θ p53 φωςφορυλιϊνεται τόςο άμεςα από τθν ΑΤΜ 

όςο και ζμμεςα μζςω τθσ Chk2, θ οποία αποτελεί υπόςτρωμα τθσ ATM. Οι 

φωςφορυλιϊςεισ αυτζσ οδθγοφν ςε ςτακεροποίθςθ τθσ p53 και αφξθςθ τθσ 

μεταγραφικισ τθσ ιδιότθτασ.  Θ ενεργοποίθςθ των διαδικαςιϊν τθσ γιρανςθσ και 

τθσ απόπτωςθσ γίνεται μζςω τθσ ενεργοποίθςθσ από τθν p53 αναςτολζων του 

κυτταρικοφ κφκλου όπωσ  οι p21 και GADD45 ι προαποπτωτικϊν πρωτεϊνϊν όπωσ 

οι Puma και Noxa.  

 

1.3.3.2. ΑΣΜ: Γονίδιο, δομή και λειτουργία 

Θ ΑΤΜ (Ataxia Telangiectasia Mutated) είναι μία πρωτεϊνικι κινάςθ 

ςερίνθσ/κρεονίνθσ. Ανικει, λόγω ομολογίασ του καταλυτικοφ τθσ κζντρου, ςτθν 

οικογζνεια των PI3K κιναςϊν (κινάςθ τθσ 3-ΟΘ φωςφατιδυλοϊνοςιτόλθσ), 

φωςφορυλιϊνει ωςτόςο κυρίωσ πρωτεΐνεσ και όχι λιπίδια. Θ κλωνοποίθςθ του 

γονιδίου και θ ταυτοποίθςθ τθσ πρωτεΐνθσ πραγματοποιικθκε το 1995 από τουσ 

Σχιμα 3: Αρχικά γεγονότα ενεργοποίθςθσ τθσ 

ΑΤΜ Ρθγι: Shiloh Y. The ATM-mediated DNA-

damage response: taking shape. Trends 

Biochem Sci. 2006 Jul;31(7):402-10. Epub 2006 

Jun. 
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Savitsky et al [7, 8]. Το γονίδιο ΑΤΜ βρίςκεται ςτο χρωμόςωμα 11 ςτθ κζςθ 11q22-

23 και αποτελείται από 66 εξόνια, ενϊ το RNA μετάγραφο που προκφπτει ζχει 

μθκοσ περίπου 13kb και κωδικοποιεί για μια μεγάλθ πρωτεϊνικι αλυςίδα μικουσ 

3056 αμινοξικϊν καταλοίπων με μεγάλο μοριακό βάροσ (περίπου 350kDa). Θ 

εφρεςθ του γονιδίου-και θ ονομαςία του- ζγινε αρχικά λόγω τθσ αςκζνειασ αταξία-

τθλεαγγειεκταςία (ataxia-telangiectasia, AT), θ οποία προκαλείται λόγω 

μεταλλάξεων του γονιδίου ΑΤΜ. Θ αταξία-τθλεαγγειεκταςία είναι μία 

νευροεκφυλιςτικι αςκζνεια που κλθρονομείται με αυτοςωμικό υπολειπόμενο 

τρόπο και είναι αρκετά ςπάνια (ςυχνότθτα 1/40000 γεννιςεισ). Χαρακτθρίηεται από 

τθν εμφάνιςθ αταξίασ και τθλαγγειεκταςιϊν (διεςταλμζνα αγγεία), ιδιαίτερα ςτθν 

περιοχι των οφκαλμϊν, ςε μικρι θλικία. Σταδιακά, το πάςχον άτομο χάνει τθν 

ικανότθτα πολλϊν κινιςεων ενϊ παράλλθλα εμφανίηονται διαταραχζσ του 

ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ, ςτειρότθτα, ευαιςκθςία ςτθν ακτινοβολία και ςτθν 

ανάπτυξθ κακοικων νεοπλαςιϊν, κυρίωσ λευχαιμιϊν και λεμφωμάτων.  

Το πλικοσ και το εφροσ των ςυμπτωμάτων τθσ αςκζνειασ είναι ενδεικτικό του 

ςθμαντικοφ ρόλου τθσ κινάςθσ ΑΤΜ. Σιμερα γνωρίηουμε ότι ο ρόλοσ τθσ ΑΤΜ 

κινάςθσ ζγκειται ςτθν ενεργοποίθςθ του μονοπατιοφ απόκριςθσ ςε δικλωνικζσ 

κραφςεισ, ςυμβάλλοντασ ςτθν επιδιόρκωςθ του γενετικοφ υλικοφ ι ςτον 

περιοριςμό τθσ βλάβθσ, βοθκϊντασ ζτςι ςτθν αποτελεςματικι αντιμετϊπιςι τθσ  

από τον οργανιςμό. Θ λειτουργία τθσ αυτι δικαιολογεί οριςμζνα από τα 

ςυμπτϊματα τθσ αςκζνειασ ΑΤ, όπωσ τθν ευαιςκθςία ςτθν ακτινοβολία και τθν 

ανάπτυξθ καρκίνου (λόγω ελλιποφσ αντιμετϊπιςθσ τθσ βλάβθσ που προκαλεί ςτο 

DNA) αλλά και τισ διαταραχζσ του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ και τθ ςτειρότθτα 

αφοφ θ ΑΤΜ παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθν ενεργοποίθςθ των μθχανιςμϊν 

αναςυνδυαςμοφ που ςυμβαίνουν φυςιολογικά κατά τθν ωρίμανςθ των 

λεμφοκυττάρων και κατά τθ μείωςθ. Οι μθχανιςμοί που ευκφνονται για τα 

νευρολογικά ςυμπτϊματα είναι λιγότερο κατανοθτοί, υποδεικνφουν όμωσ τθ 

μεγάλθ ποικιλία λειτουργιϊν ςτισ οποίεσ είναι πικανό να εμπλζκεται θ ΑΤΜ, όπωσ 

φαίνεται και από πρόςφατθ ζρευνα που δείχνει ζναν τεράςτιο αρικμό πρωτεϊνϊν 

ωσ πικανά υποςτρϊματα τθσ ΑΤΜ[9]  
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1.3.3.3 ΑΣΜ:Δευτεροταγήσ δομή και περιοχέσ πρωτεανησ 

Ωσ προσ τθ δευτεροταγι δομι, θ πρωτεΐνθ ΑΤΜ αποτελείται ςτθν αμινοτελικι τθσ 

περιοχι (1-2659) από 49 επναλιψεισ τθσ επικράτειασ HEAT, οι οποίεσ επιτρζπουν 

τθν αλλθλεπίδραςθ με άλλεσ πρωτεΐνεσ, ενϊ ςτθν περιοχι μεταξφ των καταλοίπων 

1966-2565 υπάρχει θ επικράτεια FAT (ςυντθρθμζνθ ςτισ πρωτεΐνεσ 

FRAPP/ATM/TRRAP) [10, 11]. Το καρβοξυτελικό τθσ άκρο αποτελείται από το 

καταλυτικό κζντρο και τθ ςυντθρθμζνθ ςτισ κινάςεσ τθσ οικογζνεια PI(3)K περιοχι 

(2609-2976) και μία ςυντθρθμζνθ επικράτεια 35 καταλοίπων, γνωςτι με το όνομα 

FATC (3024-3056), θ οποία φαίνεται ότι ενιςχφει τθν καταλυτικι δράςθ τθσ κινάςθσ 

και ςυμβάλλει ςτθν αλλθλεπίδραςθ με τισ πρωτεΐνεσ-υποςτρϊματα[10, 11] (Σχ.4). 

 

1.3.3.4. υςχέτιςη τησ ATM με καρκίνο 

Ρζρα από τθν άμεςθ ςυςχζτιςθ των μεταλλάξεων τθσ ΑΤΜ με τισ λευχαιμίεσ και 

λεμφϊματα που παρατθροφνται ςε αςκενείσ με ΑΤ, οι μεταλλάξεισ τθσ ΑΤΜ ςε 

άτομα ετεροηυγϊτεσ φαίνεται ότι αποτελοφν παράγοντα κινδφνου για τθν ανάπτυξθ 

και άλλων μορφϊν καρκίνου. Θ παρατιρθςθ ότι ςυγγενείσ αςκενϊν με ΑΤ 

εμφάνιηαν αυξθμζνθ ςυχνότθτα εμφάνιςθσ καρκίνου του μαςτοφ οδιγθςε ςε μια 

πρϊτθ ςυςχζτιςθ των μεταλλάξεων τθσ ΑΤΜ με το ςυγκεκριμζνο τφπο καρκίνου 

[12](Swift et al, 1987). Επιδθμιολογικζσ μελζτεσ που πραγματοποιικθκαν ςτθ 

ςυνζχεια επιβεβαίωςαν αυτι τθ ςυςχζτιςθ [11, 13, 14].  

 

 

Σχιμα 4: Σχθματικι αναπαράςταςθ τθσ πολυπεπτιδικισ αλυςίδασ τθσ πρωτεΐνθσ ΑΤΜ και των 
επικρατειϊν τθσ. 
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1.4. Ογκοκαταςταλτική Πρωτεανη p14ARF 

1.4.1. p14ARF: Γονίδιο 

Θ πρωτεΐνθ p14ARF είναι το προϊόν ενόσ 

γονιδίου που βρίςκεται ςτθ χρωμοςωμικι 

κζςθ 9p21 ςτο γενετικό τόπο CDKN2A (ι 

αλλιϊσ γνωςτόσ ωσ INK4a/ARF), ο οποίοσ 

αρχικά είχε βρεκεί ωσ το γονίδιο τθσ 

πρωτεΐνθσ- αναςτολζα του κυτταρικοφ 

κφκλου p16INK4a [15]. Θ ογκοκαταςταλτικι 

ιδιότθτα τθσ p16INK4a οφείλεται ςτθν 

ικανότθτά τθσ να αναςτζλλει τθν 

λειτουργία των κυκλινο-εξαρτϊμενων 

κιναςϊν cdk4 και cdk6, οι οποίεσ 

ρυκμίηουν τθν πρόοδο ςτθ φάςθ S του 

κυτταρικοφ κφκλου. Το 1995, ωςτόςο, 

βρζκθκε ότι ο ίδιοσ γενετικόσ τόποσ 

κωδικοποιεί και για μία άλλθ πρωτεΐνθ, 

τθν p19ARF (θ ομόλογθ τθσ p14ARF ςτον ποντικό). Το νζο mRNA μετάγραφο που 

προκφπτει οφείλεται ςτθν φπαρξθ ενόσ διαφορετικοφ πρϊτου εξωνίου από αυτό 

τθσ p16INK4a το οποίο βρίςκεται πιο ανοδικά και υπό τον ζλεγχο ενόσ διαφορετικοφ 

υποκινθτι. Ραρ’ όλο που θ αλλθλουχία του δεφτερου εξωνίου τθσ p14ARF είναι κοινι 

με τμιματα του δεφτερου και τρίτου εξωνίου τθσ p16INK4a , θ αλλαγι του πλαιςίου 

ανάγνωςθσ κατά τθ μεταγραφι οδθγεί ςτθ δθμιουργία μίασ νζασ, εντελϊσ 

διαφορετικισ, πολυπεπτιδικισ αλυςίδασ και μίασ πρωτεΐνθσ με διαφορετικζσ 

ιδιότθτεσ και λειτουργία [16] (Σχ. 5). 

1.4.2. ARF: Δομή πρωτεανησ 

Θ πρωτεΐνθ ARF που κωδικοποιείται από το γονίδιο CDKN2A αποτελείται από 132 

αμινοξζα ςτον άνκρωπο (p14ARF) και από 169 (p19ARF) ςτον ποντικό. Οι δφο 

πρωτεΐνεσ εμφανίηουν ομολογία κατά 50%, το οποίο υποδεικνφει ςθμαντικζσ 

διαφορζσ μεταξφ τουσ. Μία ιδιαιτερότθτα τθσ ARF ωςτόςο, κοινι και για τισ δφο 

μορφζσ (p14ARF και p19ARF), είναι το αςυνικιςτα μεγάλο ποςοςτό περιεκτικότθτασ 

Σχιμα 5:  Δομι γενετικοφ τόπου CDKN2A και δράςθ 

των δφο βαςικϊν προϊόντων του p16
ΙΝΚ4Α

 και p14
ARF

. 

Ρθγι: Sharpless NE INK4a/ARF: A multifunctional 

tumor suppressor locus, Mutation Research 576 

(2005) 22–38  
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ςε κατάλοιπα αργινίνθσ (20%), γεγονόσ που τθσ προςδίδει ζνα υψθλό κετικό φορτίο 

υπό φυςιολογικζσ pH ςυνκικεσ και ζνα υψθλό ιςοθλεκτρικό ςθμείο (pI=12). Τα 

αςυνικιςτα αυτά χαρακτθριςτικά πικανϊσ δικαιολογοφν και τθν ζλλειψθ 

χαρακτθριςτικϊν δομικϊν περιοχϊν και τθν ανάγκθ αλλθλεπίδραςθσ με άλλεσ 

πρωτεΐνεσ για τθν εξουδετζρωςθ ίςωσ του φορτίου τθσ ARF και τθν απόκτθςθ μιασ 

πιο καλά οργανωμζνθσ τριςδιάςτατθσ αναδίπλωςθσ [17] (Ο όροσ ARF κα 

χρθςιμοποιείται από εδϊ και ςτο εξισ όταν γίνεται αναφορά ςτισ γενικζσ ιδιότθτεσ 

τθσ πρωτεΐνθσ που ιςχφουν και για τισ δφο ομόλογεσ μορφζσ). 

Ζνα άλλο ιδιαίτερο χαρακτθριςτικό τθσ p14ARF είναι θ απουςία καταλοίπων λυςίνθσ 

(θ p19ARF ζχει μόνο ζνα) , τα οποία είναι αναγκαία για τθν ουβικιτινίωςθ και 

αποικοδόμθςθ των πρωτεϊνϊν. Ραρ’ όλα αυτά, θ ARF είναι μία πρωτεΐνθ που 

φαίνεται ότι αποικοδομείται υπό φυςιολογικζσ ςυνκικεσ με ςτακερά αυξθμζνο 

ρυκμό με τον χρόνο θμίςειασ ηωισ τθσ t1/2 να κυμαίνεται μεταξφ 1 και 8 ωρϊν. Μία 

μελζτθ ζδειξε  ότι θ ουβικιτινίωςθ τθσ ARF  μπορεί να γίνει ςτο αμινοτελικό άκρο 

τθσ απουςία λυςινϊν [18] ενϊ πρόςφατα αναγνωρίςτθκε θ Ε3 λιγάςθ ουβικιτίνθσ 

(ULF/TRIP12) που ευκφνεται για τθν ουβικιτινίωςθ και τθν ακόλουκθ ςτόχευςι τθσ 

για αποικοδόμθςθ από το πρωτεάςωμα [19]. 

1.4.3. Έκφραςη και επαγωγή τησ ARF 

Τα επίπεδα τθσ πρωτεΐνθσ ARF ςε φυςιολογικά κφτταρα είναι πολφ χαμθλά ζωσ μθ 

ανιχνεφςιμα. Επαγωγι τθσ ζκφραςισ τθσ ζχει παρατθρθκεί ςε ινοβλάςτεσ ποντικϊν 

και μεταγραφικι ενεργοποίθςθ μετά από τθν ειςαγωγι ογκογονιδίων ςε κφτταρα 

ποντικϊν όπωσ το myc[20], το ras [21, 22], ο E2F1[23, 24], το Ε1Α[25]. Ωςτόςο τα 

αποτελζςματα που παρατθρικθκαν αργότερα ςε ανκρϊπινα κφτταρα διζφεραν 

ςθμαντικά. Από τθ μια μεριά, οι ανκρϊπινοι ινοβλάςτεσ δεν δείχνουν αφξθςθ των 

επιπζδων τθσ p14ARF[26], ενϊ από τθν άλλθ τo ογκογονίδιo ras δεν φαίνεται να 

επάγει ζκφραςθ τθσ p14ARF [27, 28] και το c-myc ενεργοποιεί τθν p14ARF 

επθρεάηοντασ κυρίωσ τθν ςτακερότθτά τθσ παρά επάγοντασ τθ μεταγραφι τθσ [19], 

αντίκετα με ότι ςυμβαίνει με τθν p19ARF ςτον ποντικό. Ραρά τισ όποιεσ διαφορζσ 

τουσ, όμωσ, και οι δφο πρωτεΐνεσ (p14ARF και p19ARF) ζχουν ςθμαντικι 

ογκοκαταςταλτικι δράςθ, κακϊσ θ ζκφραςι τουσ επάγεται από ογκογόνο ςτρεσ και 

θ αυξθμζνθ ζκφραςι τουσ μπορεί να ενεργοποιιςει διαδικαςίεσ που οδθγοφν ςε 
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αναςτολι τθσ αφξθςθσ των κυττάρων και ςε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ ςε γιρανςθ[17, 

29].  

1.4.4. Ογκοκαταςταλτική δράςη και λειτουργία τησ ARF 

1.4.4.1. Δράςεισ εξαρτώμενεσ τησ p53 

 Θ βαςικι λειτουργία τθσ πρωτεΐνθσ ARF είναι θ ςτακεροποίθςθ του μεταγραφικοφ 

παράγοντα p53, μζςω τθσ αναςτολισ τθσ αποικοδόμθςισ τθσ από τθν E3 λιγάςθ 

ουβικιτίνθσ Mdm2  Θ Mdm2 είναι μία E3 λιγάςθ ουβικιτίνθσ  που ευκφνεται για τθν 

αποικοδόμθςθ τθσ p53 από το πρωτεάςωμα. Θ ARF  προςδζνεται ςτθν Mdm2 και 

εμποδίηει τθ δράςθ τθσ, οδθγϊντασ ςε ςτακεροποίθςθ των πρωτεϊνικϊν επιπζδων 

και ενίςχυςθ τθσ δράςθσ τθσ p53[30-33]. Στθν λειτουργία τθσ αυτι αποδόκθκαν και 

τα αποτελζςματα των πρϊτων πειραμάτων ςε ποντίκια που ζδειξαν τθν πικανι 

ογκοκαταςταλτικι δράςθ τθσ ARF και τθν πικανι ςχζςθ τθσ με τθν p53 [34]. Θ 

δράςθ τθσ αυτι επιβεβαιϊκθκε περαιτζρω και μετά τθν αποκάλυψθ τθσ 

λειτουργίασ τθσ ωσ προσ τθν αλλθλεπίδραςθ MDM2-p53 από επόμενεσ μελζτεσ  που 

ςε ςυνδυαςμό με τα πρϊτα πειράματα ότι ποντίκια με απϊλεια τθσ ARF είχαν 

αυξθμζνθ προδιάκεςθ για ανάπτυξθ όγκων ςε πρϊιμο ςτάδιο τθσ ηωισ τουσ [34, 

35]. Επίςθσ, ινοβλάςτεσ ποντικοφ (Mouse Embryonic Fibroblasts, MEFs) οι οποίοι 

δεν εκφράηουν ARF μποροφν να διαφφγουν τθσ φυςιολογικισ διαδικαςίασ τθσ 

κρίςθσ, θ οποία όπωσ αναφζρκθκε πιο πάνω κζτει ζνα όριο ςτον αρικμό των 

διαιρζςεων ενόσ κυτταρικοφ πλθκυςμοφ ςε κυτταροκαλλιζργεια. Ζτςι θ λειτουργία 

τθσ ARF ςυνδζκθκε με τισ διαδικαςίεσ τθσ κυτταρικισ αφξθςθσ και γιρανςθσ [34, 

35].  

 

 

1.4.4.2. Δράςεισ ανεξάρτητεσ τησ p53 

Εκτόσ, όμωσ από τθ ςτακεροποίθςθ τθσ p53, πολλζσ μελζτεσ που 

πραγματοποιικθκαν τα επόμενα χρόνια ζδειξαν ότι θ ARF ζχει και ανεξάρτθτεσ τθσ 

p53 ογκοκαταςταλτικζσ δράςεισ. Οι πρϊτεσ ενδείξεισ ιρκαν από πειράματα ςε 

ποντίκια με απενεργοποιθμζνα και τα τρία γονίδια του μονοπατιοφ p53-Mdm2-ARF 

(Triple KnockOut, p53-/- Mdm2-/- p19ARF-/-), τα οποία εμφάνιηαν μεγαλφτερο εφροσ 
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τφπων καρκίνου και πολλαπλζσ αρχικζσ εςτίεσ ςε ςχζςθ με τα p53-/- ι p53-/- Mdm2-/-  

[36] κακϊσ και αυξθμζνο ρυκμό αφξθςθσ κθλωμάτων [37]. Ραράλλθλα μελζτεσ ςε 

κυτταρικζσ ςειρζσ ςε καλλιζργεια ζδειξαν ότι θ επανζκφραςθ p19ARF ςε ινοβλάςτεσ 

ποντικοφ με απενεργοποιθμζνα τα p53 και Μdm2 οδθγοφςε ςε μείωςθ του ρυκμοφ 

πολλαπλαςιαςμοφ[36, 38] ενϊ και ςε ανκρϊπινα κφτταρα χωρίσ ενεργό p53 θ  

ζκφραςθ τθσ p14ARF μπορεί να προκαλζςει αναςτολι κυτταρικοφ κφκλου και 

απόπτωςθ [39-43]. Πλα τα παραπάνω αποτελζςματα υποδεικνφουν ότι θ ARF 

μπορεί να επθρεάςει τθν εξζλιξθ του κυτταρικοφ κφκλου και τον κυτταρικό 

πολλαπλαςιαςμό και ανεξάρτθτα τθσ δράςθσ τθσ p53. Με τθν ςυνζχιςθ των 

ερευνϊν θ ARF ζχει εμπλακεί ςε αρκετζσ κυτταρικζσ διεργαςίεσ, οι οποίεσ μποροφν 

να ςυμβάλλουν ςτθν ογκοκαταςταλτικι τθσ δράςθ. Κάποιεσ μελζτεσ ζδειξαν ότι 

μπορεί να παρεμποδίςει τθν ενεργοποίθςθ μεταγραφισ γονιδίων από ογκογονίδια 

όπωσ ο Ε2F1 [39, 44, 45]και το myc [46, 47], ενϊ κάποιεσ άλλεσ ζδειξαν τθν 

ικανότθτα τθσ ARF να προςδζνεται ςτθν Ε2 λιγάςθ ςουμοχλίωςθσ Ubc9 και να 

επάγει ςουμοχλίωςθ πολλϊν πρωτεϊνϊν με τισ οποίεσ αλλθλεπιδρά[48, 49]. H 

ςουμοχλίωςθ είναι μία διαδικαςία κατά τθν οποία με τθ δράςθ των αντίςτοιχων 

ενηφμων –Ε1, Ε2, Ε3- προςτίκενται  ςε κατάλοιπα λυςίνθσ τθσ πρωτεΐνθσ-ςτόχου 

ομάδεσ SUMO, οι οποίεσ μοιάηουν με τισ ομάδεσ ουβικιτίνθσ. Θ ςουμοχλίωςθ 

φαίνεται ότι παίηει ρυκμιςτικό ρόλο ςε ςθμαντικζσ διαδικαςίεσ όπωσ θ μετακίνθςθ 

πρωτεϊνϊν, θ αποικοδόμθςι τουσ, θ ςυγκράτθςθ των αδελφϊν χρωματίδων, θ  

απόκριςθ ςε βλάβεσ του DNA και  θ μεταγραφι γονιδίων[50, 51].Επομζνωσ, με τθ 

δράςθ τθσ αυτι θ ARF  ενδζχεται να παίηει ρόλο ςτθ ρφκμιςθ και άλλων ςθμαντικϊν 

λειτουργιϊν του κυττάρου. Επιπλζον, μία ιδιαίτερθ μικρότερθ μορφι τθσ ARF, θ 

smARF (short mitochondrial ARF) θ οποία εκφράηεται ςτα μιτοχόνδρια και 

προκφπτει από ζναρξθ τθσ μετάφραςθσ από μία εςωτερικι κζςθ μεκειονίνθσ,  ζχει 

βρεκεί ότι μπορεί να επάγει τθ διαδικαςία τθσ αυτοφαγίασ[52], θ οποία 

χρθςιμοποιείται από τα κφτταρα ςε περιπτϊςεισ ςτζρθςθσ κρεπτικϊν ςυςτατικϊν 

ϊςτε να αντλιςουν ενζργεια και βαςικοφσ δομικοφσ λίκουσ από τα ίδια τουσ τα 

οργανίδια. Θ αυτοφαγία ςτον καρκίνο, ζχει αντικρουόμενα αποτελζςματα, αφοφ 

φαίνεται ότι ςε πρϊιμα ςτάδια λειτουργεί αποτρεπτικά για τθν ανάπτυξι του, ενϊ 

ςε πιο προχωρθμζνα ςτάδια φαίνεται ότι λειτουργεί υπζρ τθσ επιβίωςθσ των 
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καρκινικϊν κυττάρων[5]. Εκτόσ από τθν smARF, όμωσ, είναι πικανό και θ πλιρθσ 

ARF να ζχει δυνατότθτα επαγωγισ αυτοφαγίασ[53]. 

Τζλοσ, μία ακόμθ πολφ ςθμαντικι λειτουργία με τθν οποία ζχει εμπλακεί είναι θ 

ςφνκεςθ και επεξεργαςία των ριβοςωμικϊν υπομονάδων. Ο εντοπιςμόσ τθσ ARF 

ςτον πυρθνίςκο οδιγθςε ςτθ πικανι ςυςχζτιςθ τθσ με τθν διαδικαςία τθσ 

ριβογζνεςθσ (ribosome biogenesis), δθλαδι τθσ παραγωγισ και ωρίμανςθσ των 

ριβοςωμικϊν υπομονάδων οι οποίεσ ςτθ ςυνζχεια μεταφζρονται ςτο 

κυτταρόπλαςμα για τθν μετάφραςθ νζων πρωτεϊνϊν [54]. Ρράγματι, μία μελζτθ 

ζδειξε ότι θ ARF μπορεί να εμποδίςει τθν ωρίμανςθ των ριβοςωμικϊν υπομονάδων 

47/45S και 32S, ανεξάρτθτα από τθν p53[55]. Ραράλλθλα, θ ανακάλυψθ τθσ 

ςφνδεςθσ τθσ ARF με τθν πυρθνιςκικι φωςφοπρωτεΐνθ Νουκλεοφοςμίνθ 

(Nucleophosmin/B23), θ οποία ςυμμετζχει ςτθ διαδικαςία τθσ ριβογζνεςθσ ζδωςε 

μία ςθμαντικι πλθροφορία για τον πικανό εμπλεκόμενο μθχανιςμό [56]. Αργότερα, 

βρζκθκε ότι εκτόσ από τθν ωρίμανςθ των πρόδρομων μορφϊν των ριβοςωμικϊν 

υπομονάδων, θ ARF μπορεί να αναςτείλει και τθ μεταγραφι του ριβοςωμικοφ RNA 

(rRNA) μζςω αλλθλεπίδραςθσ με τον παράγοντα UBF[57]. 

 

1.4.5. ARF και NPM 

Θ πρωτεΐνθ ARF, όπωσ αναφζρκθκε, ζχει μία ιδιάηουςα αμινοξικι ςφςταςθ και ζνα 

αςυνικιςτα υψθλό κετικό φορτίο που κακιςτοφν αρκετά δφςκολθ τθν αναδίπλωςι 

τθσ ςτο χϊρο και τθν απόκτθςθ μιασ ςτακερισ δομισ. Μία από τισ απόψεισ που 

ζχουν διατυπωκεί είναι ότι θ πρόςδεςι τθσ ςε άλλεσ πρωτεΐνεσ διευκολφνει τθ 

δομικι τθσ αναδιάταξθ. Θ άποψθ αυτι ενιςχφεται από το πλικοσ πρωτεϊνϊν που 

ζχουν βρεκεί να ςχθματίηουν ςφμπλοκα με τθν ARF μζςα ςτο κφτταρο[17]. Μία από 

τισ πρωτεΐνεσ που πρϊτα βρζκθκε ότι ςχθματίηει ςφμπλοκο με τθν ARF είναι θ 

νουκλεοφοςμίνθ (NPM). Οι πειραματικζσ μελζτεσ ζδειξαν ότι το μεγαλφτερο μζροσ 

τθσ ARF βρίςκεται ςυνδεδεμζνθ με τθν NPM ςχθματίηοντασ ζνα ςτακερό ςφμπλοκο 

ςτον πυρθνίςκο [56, 58]. Θ ακριβισ ςθμαςία του ςυμπλόκου δεν ζχει κατανοθκεί 

πλιρωσ. Από τθν ανακάλυψι του μζχρι ςιμερα, ωςτόςο, ζχει ςθμειωκεί μεγάλθ 

πρόοδοσ προσ αυτι τθν κατεφκυνςθ και ζνα μεγάλο μζροσ των πικανϊν 

λειτουργιϊν ζχει διαλευκανκεί. Θ πρϊτθ ςθμαντικι παρατιρθςθ ιταν ότι θ NPM 
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ςυμβάλλει ςτθ ςτακεροποίθςθ των επιπζδων τθσ ARF προςτατεφοντάσ τθν από 

αποικοδόμθςθ [18, 59], γεγονόσ που ςυνάδει με τθν μεγαλφτερθ ςτακερότθτα τθσ 

ARF όταν βρίςκεται ςτον πυρθνίςκο [60]. Επίςθσ, μεταλλάξεισ τθσ ARF που 

επθρεάηουν τθν πρόςδεςι τθσ ςτθν NPM μειϊνουν δραματικά το χρόνο θμίςειασ 

ηωισ τθσ[18]. Επιπλζον, από τισ μελζτεσ αυτζσ βρζκθκε, επίςθσ, ότι θ περιοχι τθσ 

ARF που είναι αναγκαία για τθν πρόςδεςθ ςτθν NPM βρίςκεται ςτο αμινο-τελικό 

άκρο τθσ που κωδικοποιεί το εξϊνιο 1β, μία περιοχι που ζχει επίςθσ βρεκεί ότι 

είναι απαραίτθτθ για πολλζσ από τισ ογκοκαταςταλτικζσ δράςεισ τθσ ARF [17]. Θ 

περιοχι τθσ NPM που ευκφνεται για τθν πρόςδεςθ τθσ ARF αποδείχκθκε πιο 

δφςκολο να εντοπιςτεί και οι πρϊτεσ μελζτεσ ζδιναν αντικρουόμενα αποτελζςματα, 

τα οποία εν μζρει οφείλονταν ςτθν ικανότθτα των μεταλλαγμζνων εξωγενϊν 

μορφϊν τθσ NPM να ςχθματίηουν ολιγομερι με τθν ενδογενι NPM[61, 62]. Ωςτόςο, 

μία πιο εκτεταμζνθ και ολοκλθρωμζνθ διερεφνθςθ ζδειξε ότι το τμιμα τθσ NPM 

που είναι απαραίτθτθ για τθν πρόςδεςθ τθσ ARF βρίςκεται ςτο αμινοτελικό τθσ 

άκρο ςτθν ίδια περιοχι που βρίςκεται το ςιμα εξόδου από τον πυρινα και το 

τμιμα ολιγομεριςμοφ [63]. 

 Θ βιολογικι ςθμαςία του ςυμπλόκου ARF-NPM, πζρα από τθν άμεςθ επίδραςθ ςτθ 

ςτακερότθτα τθσ ARF, είναι αρκετά πολφπλοκθ όπωσ φαίνεται από τα εν μζρει 

αντικρουόμενα αποτελζςματα πολλϊν μελετϊν. H NPM είναι μία πρωτεΐνθ-

ςυνοδόσ θ οποία εμπλζκεται ςε πλικοσ κυτταρικϊν διεργαςιϊν όπωσ ο 

διπλαςιαςμόσ των κεντροςωμάτων, θ αναδιάταξθ τθσ χρωματίνθσ και θ ςυγκρότθςθ  

τθσ μιτωτικισ ατράκτου.κατά τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό, θ μεταφορά των 

ριβοςωμικϊν υπομονάδων ςτο κυτταρόπλαςμα για τθν παραγωγι νζων πρωτεϊνϊν, 

και θ επεξεργαςία του ριβοςωμικοφ RNA.[64, 65]. Τα ενδοκυττάρια επίπεδά τθσ 

είναι αρκετά υψθλά, ιδιαίτερα ςε κφτταρα με υψθλό ρυκμό διαίρεςθσ, κάτι που 

επιβεβαιϊνεται και από το γεγονόσ ότι θ ζκφραςι τθσ ζχει βρεκεί αυξθμζνθ ςε 

αρκετοφσ τφπουσ καρκίνου, ενϊ μία μεταλλαγμζνθ μορφι τθσ ζχει ςυνδεκεί με 

ζναν τφπο λευχαιμίασ[66]. Θ μεταλλαγμζνθ αυτι μορφι οδθγεί ςτον μόνιμο 

εντοπιςμό τθσ NPM ςτο κυτταρόπλαςμα ςε αντίκεςθ με τθν φυςιολογικι μορφι θ 

οποία μετακινείται μεταξφ πυρθνίςκου και κυτταροπλάςματοσ, αναδεικνφοντασ 

ζτςι τθ ςθμαςία του εντοπιςμοφ τθσ NPM για τθν εκπλιρωςθ των πολυάρικμων 

λειτουργιϊν τθσ. 
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Θ επίδραςθ τθσ διαςφνδεςθσ ARF-NPM ςτθν NPM φαίνεται ότι είναι αρνθτικι, με 

τθν ARF να εμποδίηει αφενόσ τθν ζξοδο τθσ NPM ςτο κυτταρόπλαςμα επθρεάηοντασ 

τθν μετάδοςθ ςθμάτων αφξθςθσ και πολλαπλαςιαςμοφ[67] και, αφετζρου, να 

προωκεί ουβικιτινίωςθ [56] και ςουμοχλίωςθ τθσ NPM[48]. Δεδομζνθσ τθσ 

αλλθλεπίδραςθσ τθσ NPM με το ριβοςωμιακό RNΑ και τθσ λειτουργίασ τθσ ωσ προσ 

τθ μεταφορά των ριβοςωμικϊν υπομονάδων, θ επίδραςθ τθσ ARF κα μποροφςε να 

αποτελεί ζναν από τουσ μθχανιςμοφσ τθσ αρνθτικισ δράςθσ που ζχει θ ARF ςτθν 

ςφνκεςθ και ωρίμανςθ των ριβοςωμικϊν υπομονάδων. 

Ωσ προσ τθν επίδραςθ τθσ NPM ςτθν ARF,  το πρϊτο  ςυμπζραςμα που βγαίνει λόγω 

τθσ ςτακεροποίθςθσ τθσ ARF, είναι ότι θ NPM δρα προςτατευτικά για τθν ARF. Αυτό 

είναι εμφανζσ και από το γεγονόσ ότι θ κυτταροπλαςματικι μεταλλαγμζνθ μορφι 

τθσ NPM, θ οποία ζχει ςυςχετιςκεί με περιπτϊςεισ Οξείασ Μυελογενοφσ Λευχαιμίασ 

(AML), οδθγεί ςε μετατόπιςθ και αποςτακεροποίθςθ τθσ ARF μζςω αποικοδόμθςθσ 

από τθν ULF λιγάςθ[68, 69]. Ωςτόςο, οριςμζνεσ μελζτεσ ζχουν δείξει ότι θ 

ςυγκράτθςθ τθσ ARF ςτον πυρθνίςκο από τθν NPM, μπορεί να εμποδίηει τθν 

αναςτολι τθσ Mdm2 λιγάςθσ ςτο πυρθνόπλαςμα, με αποτζλεςμα να μθν μπορεί να 

αυξιςει τα επίπεδα τθσ p53[70]. Ωςτόςο ακόμα και ζτςι, θ παρουςία τθσ ARF ςτον 

πυρθνίςκο φαίνεται ότι ζχει και άλλεσ ογκοκαταςταλτικζσ δράςεισ ανεξάρτθτεσ τθσ 

p53, με πιο γνωςτι τθν αναςτολι τθσ παραγωγισ και ωρίμανςθσ των ριβοςωμικϊν 

υπομονάδων. 

1.4.6. Έκφραςη τησ p14ARF ςτον καρκίνο 

Θ απϊλεια του γονιδίου CDKN2A είναι ζνα ςχετικά ςυχνό φαινόμενο ςτον καρκίνο 

και μάλιςτα ςυχνά θ απϊλειά του ςυςχετίηεται με άκικτθ p53 και το αντίςτροφο 

[17]. Θ ςυςχζτιςθ αυτι δεν είναι περίεργθ αφοφ τα προϊόντα των 2 γονιδίων 

ςυμμετζχουν ςε δφο από τα πιο βαςικά μονοπάτια που ρυκμίηουν τον κυτταρικό 

κφκλο και τθν ενεργοποίθςθ απόπτωςθσ και γιρανςθσ.  Ωςτόςο, επειδι το ίδιο 

γονίδιο περιλαμβάνει, εκτόσ από τθν p14ARF, και τον αναςτολζα κυτταρικοφ κφκλου 

p16INK4a, είναι δφςκολο να διαχωριςτεί θ πίεςθ για τθν απϊλεια τθσ μίασ ι τθσ 

άλλθσ πρωτεΐνθσ. Σχετικζσ μελζτεσ ζδειξαν ότι θ παρουςία μεταλλάξεων ςτο εξϊνιο 

1β που επθρεάηουν μόνο τθν p14ARF ςτον καρκίνο είναι ςπάνιεσ, ωςτόςο ζνασ 

ςυχνόσ και ειδικόσ για τθν p14ARF τρόποσ καταςτολισ τθσ ζκφραςισ τθσ είναι θ 
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μεκυλίωςθ του υποκινθτι του εξωνίου 1β[71, 72]. Μεκυλίωςθ του υποκινθτι τθσ 

p14ARF ζχει αναφερκεί ςε διάφορουσ τφπουσ καρκίνου, όπωσ του παχζοσ εντζρου 

[73] του προςτάτθ[74], του μαςτοφ[75], του ςτόματοσ[76] και του πνεφμονα [77, 

78]. Ραρόλο που οριςμζνεσ μελζτεσ ζδειξαν ότι θ απουςία του γονιδίου ι του 

mRNA τθσ p14ARF δεν είναι τόςο ςυχνζσ ςτο μθ-μικροκυτταρικό καρκίνο του 

πνεφμονα (Non-small Cell Lung Cancer, NSCLC) [79, 80], όλεσ ςυμφωνοφν ςτθν 

διαταραχι τθσ ζκφραςισ τθσ ςε ζνα μεγάλο ποςοςτό των περιπτϊςεων NSCLC[29, 

81]. Ραραδόξωσ, υπερζκφραςθ τθσ p14ARF ζχει επίςθσ αναφερκεί ςε οριςμζνουσ 

τφπουσ καρκίνου όπωσ του πνεφμονα [82], του τραχιλου τθσ μιτρασ[83] και ςε 

λεμφϊματα [84, 85], αλλά και ςε οριςμζνεσ καρκινικζσ κυτταρικζσ ςειρζσ (π.χ. HeLa, 

H1299). 

1.5. χέςη DDR και ARF 

1.5.1 Ενεργοποίηςη απβ ογκογονίδια (oncogenic stress) 

Τα δφο μονοπάτια, αν και μοιράηονται τθν ενεργοποίθςθ του πολφ ςθμαντικοφ 

παράγοντα p53, αποκρίνονται φαινομενικά ςε διαφορετικά ερεκίςματα και 

διαδραματίηουν διαφορετικό ρόλο κατά τθν καρκινογζνεςθ. Το μονοπάτι DDR 

ανιχνεφει βλάβεσ ςτο DNA και ενεργοποιεί τισ απαραίτθτεσ διαδικαςίεσ με ςκοπό 

τθν εξαςφάλιςθ τθσ ακεραιότθτασ του γονιδιϊματοσ, θ οποία είναι απαραίτθτθ για 

τθν προςταςία των κυττάρων από τθν καρκινικι εξαλλαγι. Μάλιςτα, θ 

ενεργοποίθςι του φαίνεται ότι ςυμβαίνει από τα πρϊιμα ςτάδια κατά τθν 

πολυςταδιακι διαδικαςία τθσ καρκινογζνεςθσ, αφοφ τα ςτοιχεία του μονοπατιοφ 

ζχουν βρεκεί ενεργοποιθμζνα ςε υπερπλαςτικοφσ και δυςπλαςτικοφσ ιςτοφσ.[86, 

87] Θ ενεργοποίθςθ του μονοπατιοφ DDR ςε προκακρινικζσ αλλοιϊςεισ 

ςυνοδεφεται από αφξθςθ των επιπζδων απόπτωςθσ και γιρανςθσ, γεγονόσ που 

υποδεικνφει τον πολφ ςθμαντικό ρόλο που διαδραματίηει το DDR για τθν 

ενεργοποίθςθ μθχανιςμϊν που λειτουργοφν ωσ φυςικοί φραγμοί του κυττάρου 

ενάντια ςτθν καρκινικό μεταςχθματιςμό[88]. Θ ενεργοποίθςθ DDR και θ παρουςία 

ςθμείων ςτο DNA όπου ςυγκεντρϊνονται πρωτεΐνεσ του μθχανιςμοφ όπωσ θ γH2AX 

και θ 53BP1 (τα ςθμεία-εςτίεσ ονομάηονται foci) ςτουσ υπερπλαςτικοφσ ιςτοφσ 

υποδθλϊνει τθν διαρκι δθμιουργία βλαβϊν του DNA και επαναλαμβανόμενουσ 

κφκλουσ επιδιόρκωςθσ. Ωςτόςο, ςε ζνα τόςο πρϊιμο ςτάδιο, δεν παρατθροφνται 
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ακόμα πολλά από τα χαρακτθριςτικά του καρκινικοφ όγκου, όπωσ θ μείωςθ του 

μικουσ των τελομερϊν ι οι μεταλλάξεισ γονιδίων που ευκφνονται για τθν 

διατιρθςθ τθσ ακεραιότθτασ του γονιδιϊματοσ[86, 89, 90] και οι προκαρκινικζσ 

αλλοιϊςεισ δεν εμφανίηουν τθ γενωμικι αςτάκεια που χαρακτθρίηει τουσ 

καρκινικοφσ όγκουσ[91]. Αντικζτωσ, αυτό που παρατθρείται ιδθ από το 

προκαρκινικό ςτάδιο είναι θ ενεργοποίθςθ ογκογονιδίων όπωσ το ras, το  myc, ο 

E2F1[87, 88, 92-94]. Επομζνωσ, τα ενεργοποιθμζνα ογκογονίδια μποροφν να 

προκαλζςουν ενεργοποίθςθ του DDR μονοπατιοφ θ οποία βρζκθκε ότι μεςολαβεί 

ςτθν ενεργοποίθςθ  απόπτωςθσ ι γιρανςθσ θ οποία ςυχνά παρατθρείται ωσ 

αποτζλεςμα τθσ δράςθσ των ογκογονιδίων [88, 93, 94] (Σχ.6). 

 

Σχιμα 6: Μοντζλο ενεργοποίθςθσ του DDR μονοπατιοφ από ογκογονίδια και ο ρόλοσ του ςτθν εξζλιξθ τθσ 

καρκινογζνεςθσ. Ρθγι: Halazonetis, T., V. Gorgoulis, and J. Bartek, An oncogene-induced DNA damage model for 

cancer development. Science (New York, N.Y.), 2008. 319(5868): p. 1352-1355. 

 

 

Ππωσ ιδθ αναφζρκθκε, και θ πρωτεΐνθ ARF ενεργοποιείται από ογκογονίδια και 

μπορεί να προκαλζςει αναςτολι κυτταρικοφ κφκλου και γιρανςθ, μζςω p53-

εξαρτϊμενων και p53-ανεξάρτθτων διαδικαςιϊν[17, 29]. Φαίνεται, λοιπόν, ότι, 

εκτόσ από ζναν κοινό ςτόχο (τθν p53), τα δφο μονοπάτια μοιράηονται και ζναν κοινό 

παράγοντα ενεργοποίθςθσ που είναι το ογκογονικό ςτρεσ. Τα κοινά αυτά 
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χαρακτθριςτικά μποροφν να ζχουν διαφορετικι ςθμαςία: ο ςυνδυαςμόσ τουσ 

μπορεί να ςυμβάλλει ςτθν επίτευξθ ενόσ μζγιςτου προςτατευτικοφ αποτελζςματοσ 

ενάντια ςτθν καρκινογζνεςθ ι πικανόν να ενεργοποιοφνται ςε διαφορετικά χρονικά 

ςθμεία και ςτάδια με διαφοροποιθμζνο ρόλο ανάλογα με τισ υπάρχουςεσ 

ςυνκικεσ. Για παράδειγμα, θ ενεργοποίθςθ γιρανςθσ από το DDR ωσ απόκριςθ 

ςτθν ζκφραςθ του ογκογονιδίου ras υποδεικνφει ζναν εναλλακτικό μθχανιςμό που 

εξθγεί πικανότατα και τθν απουςία ζκφραςθσ και ςυμμετοχισ τθσ p14ARF ςτθν 

επαγωγι γιρανςθσ από το ras ςε ανκρϊπινα κφτταρα, ςε αντίκεςθ  τθν p19ARF ςτον 

ποντικό [27-29].  

1.5.2. Ρβλοσ τησ ARF ςτο  DDR-Πιθανέσ αλληλεπιδράςεισ με ςτοιχεία του 

μονοπατιογ 

Από τθν άλλθ πλευρά, και θ ARF ζχει αναφερκεί ότι μπορεί να παίηει κάποιο ρόλο 

ςτθν απόκριςθ ςε βλάβεσ του DNA. Θ πρϊτθ ςχετικι παρατιρθςθ ζγινε ςε ποντίκια 

με απενεργοποιθμζνο p19ARF(p19ARF -/-), τα οποία εμφάνιηαν όγκουσ με μεγαλφτερθ 

ςυχνότθτα ςε ςχζςθ με τα wild type (wt) ποντίκια ζπειτα από ζκκεςθ ςε ιονίηουςα 

ακτινοβολία [95]. Μία άλλθ μελζτθ, ωςτόςο,  δείχνει ότι θ p19ARF δεν παίηει ρόλο 

ςτθν απόκριςθ μετά από ζκκεςθ ςε ακτινοβολία που ενεργοποιείται από τθν ΑΤΜ, 

ωςτόςο τα επίπεδά τθσ ςε ινοβλάςτεσ ποντικοφ με απενεργοποιθμζνο το atm 

γονίδιο εμφανίηονται αυξθμζνα πιο πρϊιμα[35]. 

Άλλεσ μελζτεσ ζχουν δείξει ςυςχζτιςθ τθσ ARF με το DDR ι με αλλθλεπιδράςεισ με 

ςτοιχεία του μονοπατιοφ. Κάποιεσ μελζτεσ ζχουν δείξει ότι θ ARF ςυμβάλλει ςτθν 

φωςφορυλίωςθ τθσ p53 από τθν ATM μετά από ζκφραςθ ογκογονιδίων όπωσ το 

myc, ο E2F1 και θ β-κατενίνθ [96, 97]. Ωςτόςο, θ παρατιρθςθ αυτι μπορεί να 

οφείλεται ςτθν απλι αφξθςθ των επιπζδων τθσ p53 που οδθγεί ςε αφξθςθ και τθσ 

φωςφορυλιωμζνθσ μορφισ λόγω ταυτόχρονθσ ενεργοποίθςθσ και των δφο 

μονοπατιϊν από το ογκογονικό ςτρεσ. Επίςθσ, κάποια ερευνθτικά αποτελζςματα 

δείχνουν ότι θ ARF ςυμβάλλει ςτα πρϊτα ςτάδια τθσ απόκριςθσ ςε βλάβεσ του DNA 

μετά από ζκκεςθ ςε ακτινοβολία μζςω αλλθλεπίδραςθσ με τθν p53 και 

ενεργοποίθςισ τθσ μζςα ςτισ πρϊτεσ ϊρεσ από τθν ακτινοβόλθςθ [98, 99]. Ωςτόςο, 

θ πρϊτθ μελζτθ που δείχνει ότι θ ARF ςυμβάλλει ςτθν αναςτολι του κυτταρικοφ 

κφκλου ζπειτα από βλάβεσ του DNA   αφορά μόνο ινοβλάςτεσ ποντικοφ [98], ενϊ 
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ςτθ δεφτερθ μελζτθ που μελετά και ανκρϊπινουσ ινοβλάςτεσ δεν εξετάηεται θ 

ςυνειςφορά τθσ p14ARF ςτθν ρφκμιςθ τθσ κυτταρικισ απόκριςθσ ςτα πλαίςια τθσ 

ακτινοβόλθςθσ, ενϊ τα ςυνολικά επίπεδά τθσ παραμζνουν ςτακερά με τθ δράςθ 

τθσ να αποδίδεται ςε αυξθμζνθ ςφνδεςθ με τθν p53 [99]. Ραραδόξωσ, ςτθν ίδια 

μελζτθ, οφτε θ αυξθμζνθ πρόςδεςθ ςτθν Mdm2, θ οποία παρατθρείται αργότερα 

από τθν αφξθςθ τθσ p53, φαίνεται να ενιςχφει τθ δράςθ τθσ ARF, αντίκετα φαίνεται 

ότι δρα αναςταλτικά. Επομζνωσ, πζρα από τθ ςυμβολι τθσ ARF ςτθν αφξθςθ των 

επιπζδων τθσ p53 ζπειτα από ακτινοβόλθςθ των κυττάρων, δεν διευκρινίηεται ο 

ρόλοσ τθσ αυξθμζνθσ πρόςδεςθσ ςτθν Mdm2 και τθσ παροδικισ μετατόπιςθσ ςτον 

πυρθνίςκο που παρατθρείται ςτο ςτενό χρονικό παράκυρο των 4-6 ωρϊν μετά τθν 

ακτινοβόλθςθ ενϊ μετά τισ 10 ϊρεσ θ ARF ανακατανζμεται ςτο πυρθνόπλαςμα. 

Στον αντίποδα, μία άλλθ μελζτθ δείχνει ότι θ ακτινοβόλθςθ με υπεριϊδθ 

ακτινοβολία  προκαλεί διάςπαςθ του ςυμπλόκου NPM-ARF και ανακατανομι τθσ 

ARF από τον πυρθνίςκο ςτο πυρθνόπλαςμα ιδθ από τθν πρϊτθ ϊρα μετά τθν 

ακτινοβόλθςθ[100]. Ωςτόςο θ μελζτθ αυτι εξετάηει μόνο τθν επίδραςθ τθσ 

υπεριϊδουσ ακτινοβολίασ και όχι τθσ ιονίηουςασ ακτινοβολίασ που είναι πιο ζντονθ 

και προκαλεί δικλωνικζσ κραφςεισ.  

Τα πικανά ςθμεία διαςφνδεςθσ όμωσ τθσ ARF με το μονοπάτι DDR δεν ςταματοφν 

εδϊ, κακϊσ οριςμζνεσ μελζτεσ ζχουν δείξει αλλθλεπίδραςθ τθσ ARF με τισ κινάςεσ 

ATM και ATR ανεξάρτθτα από τθ δράςθ τθσ ςτθν p53[101]. Τα ευριματα μίασ 

μελζτθσ αποκάλυψαν τθ δυνατότθτα τθσ ARF να αναςτζλλει τθ φωςφορυλίωςθ του 

NF-kB μεταγραφικοφ παράγοντα μζςω αλλθλεπίδραςθσ με τθν ATR κινάςθ, 

προωκϊντασ τθν απόπτωςθ μζςω TNFα (Tumor Necrosis Factor alpha) [102]. 

Ωςτόςο, θ δράςθ αυτι ζχει δειχκεί μόνο ζπειτα από τεχνθτι υπερζκφραςθ τθσ ARF 

και δεν ςυνοδευόταν από ενδείξεισ ενεργοποίθςθσ του DDR μονοπατιοφ, όπωσ 

εςτίεσ γH2AX ι RPA, ενϊ θ υπεριϊδθσ ακτινοβολία ι πρόκλθςθ γενοτοξικοφ ςτρεσ 

δεν ενεργοποιεί το ςυγκεκριμζνο μονοπάτι, θ λειτουργικι ςθμαςία του οποίου 

παραμζνει αδιευκρίνιςτθ[102, 103]. Μία ακόμθ μελζτθ δείχνει ενεργοποίθςθ των 

κιναςϊν ATM και ATR από τθν ARF μζςω αλλθλεπίδραςθσ και ενεργοποίθςθσ τθσ 

ακετυλο-τρανςφεράςθσ Tip60 ωσ απόκριςθ ςε γενοτοξικό ςτρεσ [40]. Και ςε αυτιν 

τθ μελζτθ, όμωσ, το κυτταρικό ςφςτθμα που χρθςιμοποιείται απαιτεί τθν τεχνθτι 

εξωγενϊσ επαγόμενθ υπερζκφραςθ τθσ ARF ςε αρκετά υψθλά επίπεδα. 
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Ραρά τον ξεκάκαρο ρόλο τθσ ARF ωσ ογκοκατςταλτικοφ πράγοντα, πολλά από τα 

αποτελζςματα που παρουςιάηονται ςτισ μελζτεσ διερεφνθςθσ των διαφορετικϊν 

λειτουργιϊν και αλλθλπειδράςεων ςτισ οποίεσ ςυμμετζχει παρουςιάηουν δφο 

ςθμαντικοφσ περιοριςμοφσ: 1) ςε πολλά από τα ανκρϊπινα κυτταρικά ςυςτιματα θ 

υπερζκφραςθ τθσ ARF επάγεται εξωγενϊσ ςε αρκετά υψθλά επίπεδα που δεν είναι 

ςίγουρο ότι μποροφν να προκφψουν από τθν παρουςία in vivo ερεκιςμάτων και 2) 

πολλά από τα αποτελζςματα, ιδιαίτερα για τον ρόλο τθσ ARF ςτθν ανάπτυξθ του 

όγκου , προζρχονται από πειράματα ςε ποντίκια ςτα οποία όμωσ θ p19ARF φαίνεται 

ότι ζχει ζναν διαφοροποιθμζνο ρόλο ςε ςχζςθ με τθν p14ARF ςτον άνκρωπο, κακϊσ 

πολλά από τα αποτελζςματα αυτά δεν ζχουν επαλθκευτεί ςε ανκρϊπινα κυτταρικά 

ςυςτιματα [17, 29]. 

Επιπλζον, και θ κινάςθ ATM φαίνεται να παρουςιάηει διαφορζσ ωσ προσ τθ δράςθ 

τθσ ςτθν καρκινογζνεςθ μεταξφ ποντικοφ και ανκρϊπου. Ραρά τθν δεδομζνθ 

ςυμβολι τθσ ςτθν παρεμπόδιςθ κακοθκειϊν όπωσ τα λεμφϊματα ςτον άνκρωπο, 

ςτο ποντίκι ο ρόλοσ τθσ ςτθν ανάπτυξθ των αντίςτοιχων τφπων κακοικειασ είναι πιο 

περιοριςμζνοσ[104, 105]. Οι περιοριςμοί αυτοί περιπλζκουν τθν πλιρθ κατανόθςθ 

του ρόλου και των αλλθλεπιδράςεων των δφο αυτϊν πρωτεϊνϊν και των 

αντίςτοιχων μονοπατιϊν ςτα οποία ςυμμετζχουν, αλλά από τθν άλλθ πλευρά 

εξθγοφν εν μζρει τα φαινομενικά αντικρουόμενα αποτελζςματα που ζχουν 

προκφψει ςε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ. 
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1.6. ΣΟΦΟ  
 

Ππωσ γίνεται αντιλθπτό από τα παραπάνω, υπάρχουν αρκετζσ επιςτθμονικζσ 

ενδείξεισ,  που υποςτθρίηουν τθν φπαρξθ μίασ ςχζςθσ μεταξφ του μονοπατιοφ 

απόκριςθσ ςε βλάβεσ του DNA και τθσ ARF. Ωςτόςο, υπάρχουν αρκετοί 

πειραματικοί περιοριςμοί, με ςθμαντικότερουσ τθν ςτιριξθ μεγάλου μζρουσ των 

αποτελεςμάτων ςε πειράματα που αφοροφν μοντζλα ποντικϊν, ςτα οποία 

υπάρχουν ιςχυρζσ ενδείξεισ ότι θ δράςθ τθσ ARF αλλά και τθσ ΑΤΜ είναι 

διαφοροποιθμζνθ από ότι ςτουσ ανκρϊπουσ, κακϊσ και ςε κυτταρικά ςυςτιματα 

με τεχνθτι εξωγενι υπερζκφραςθ τθσ ARF ςε πολφ υψθλά επίπεδα τα οποία είναι 

δφςκολο να επαχκοφν ςε in vivo κυτταρικζσ αποκρίςεισ ςε εξωτερικά ι εςωτερικά 

ερεκίςματα. Οι περιοριςμοί αυτοί κακιςτοφν αρκετά επιςφαλι τθν εξαγωγι 

ςυμπεραςμάτων για τον ρόλο τθσ p14ARF και τθ ςχζςθ τθσ με το μονοπάτι DDR  ςτα 

πλαίςια των μθχανιςμϊν καρκινογζνεςθσ ςτον άνκρωπο. 

Οι ενδείξεισ αυτζσ και οι ελλείψεισ ςτα πειραματικά δεδομζνα δθμιουργοφν τθν 

ανάγκθ για περαιτζρω διερεφνθςθ τθσ ςχζςθσ του μονοπατιοφ DDR με τθν ARF και 

τθσ ςθμαςίασ τθσ για τθν πορεία τθσ καρκινογζνεςθσ. Θ ανάγκθ αυτι ςε ςυνδυαςμό 

με πρόςφατα ευριματα τθσ ερευνθτικισ ομάδασ του Κακθγθτι Βαςίλθ Γοργοφλθ 

που δείχνουν ότι θ ζκφραςθ τθσ ARF ςε ανκρϊπινουσ ιςτοφσ παρατθρείται ςε πιο 

προχωρθμζνο καρκινικό ςτάδιο ςε ςχζςθ με τθν ενεργοποίθςθ του DDR, θ οποία 

παρατθρείται ιδθ από το ςτάδιο τθσ υπερπλαςίασ, οδιγθςαν  ςτθ διατφπωςθ ενόσ 

βαςικοφ ερωτιματοσ: Θ μεταγενζςτερθ ενεργοποίθςθ τθσ ARF ςε ςχζςθ με το 

μονοπάτι DDR αντικατοπτρίηει μία λειτουργικι αλλθλεπίδραςθ μεταξφ των δφο 

μονοπατιϊν; Θ πικανότθτα φπαρξθσ μίασ τζτοιασ αλλθλεπίδραςθσ δικαιολογείται 

και υποςτθρίηεται ςτο πλαίςιο μίασ ςυντονιςμζνθσ προςπάκειασ του κυττάρου να 

ανταποκρικεί ςτα ογκογόνα ερεκίςματα, ενεργοποιϊντασ εναλλακτικοφσ 

αντικαρκινικοφσ φραγμοφσ ςε περίπτωςθ απϊλειασ ενόσ ςθμαντικοφ 

αντικαρκινικοφ μθχανιςμοφ όπωσ το μονοπάτι απόκριςθσ ςε βλάβεσ του DNA.  

Σκοπόσ τθσ παροφςασ εργαςίασ είναι θ διερεφνθςθ τθσ ςχζςθσ μεταξφ τθσ 

ογκοκαταςταλτικισ πρωτεΐνθσ ARF και του μονοπατιοφ απόκριςθσ ςε δικλωνικζσ 

κραφςεισ (DDR)  και τθσ ςθμαςίασ τθσ ςχζςθσ αυτισ για τθν εξζλιξθ του καρκίνου.  
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2.1.  Κγτταρα 

2.1.1. Καλλιέργεια κυττάρων 

Οι ανκρϊπινεσ κυτταρικζσ ςειρζσ Θ1299 (καρκίνου του πνεφμονα) και HeLa 

(καρκίνου τραχιλου τθσ μιτρασ) NARF2, Saos2-E2F1-ER και θ κυτταρικι ςειρά 

εμβρυϊκϊν ινοβλαςτϊν ποντικοφ MEF NPM/B23-p53 double KO[59] (ευγενικι 

προςφορά του Dr P.G. Pellici) καλλιεργικθκαν ςε κρεπτικό υλικό DMEM (GIBCO, 

Invitrogen, AntiSel Ακινα, Ελλάδα)  ςυμπλθρωμζνο με 10% ορό FBS (GIBCO, AntiSel 

Invitrogen, AntiSel, Ακινα, Ελλάδα) και αντιβιοτικά πενικιλλίνθ-ςτρεπτομυκίνθ 1% 

(GIBCO, Invitrogen, AntiSel, Ακινα, Ελλάδα). Τα κφτταρα NARF2 (ευγενικι 

προςφορά από τον Dr G. Peters)  προζρχεται από τα U2OS κφτταρα ςτα οπoία ζχει 

ειςαχκεί το γονίδιο-cDNA του p14ARF υπό τον ζλεγχο του υποκινθτι του γονιδίου 

τθσ β-γαλακτοςιδάςθσ [30]. Το κυτταρικό ςφςτθμα Saos2-E2F1-ER (ευγενικι 

προςφορά από τον Dr D.Ginsberg) εκφράηει τον παράγοντα E2F1 με τθν προςκικθ 

4-υδροξυ-ταμοξιφζνθσ [106]. Τα κφτταρα ανκρϊπινου φυςιολογικοφ βρογχικοφ 

επικθλίου HBEC 3KT (hTert/ck4) και K-Ras  [107, 108] καλλιεργικθκαν ςε ειδικό 

κρεπτικό μζςο για κερατινοκφτταρα ςυμπλθρωμζνο με Επιδερμικό Αυξθτικό 

Ραράγοντα EGF (5ng/ml) και εκχφλιςμα βλεννογόνου μόςχου BPE (Bovine Pituitary 

Extract) (50μg/ml) (GIBCO, Invitrogen, AntiSel Ακινα, Ελλάδα) . 

2.1.2. Επιδράςεισ 

Θ χθμικι αναςτολι τθσ ΑΤΜ ζγινε επίδραςθ με τον ειδικό χθμικό αναςτολζα τθσ 

ΑΤΜ κινάςθσ Ku55933[109] (Calbiochem, MERCK, Ακινα, Ελλάδα) για 24 ϊρεσ ςε 

τελικι ςυγκζντρωςθ 10μΜ ςε κρεπτικό μζςο DMEM. Για τθν ενεργοποίθςθ DDR 

ζγινε επίδραςθ με δοξορουβικίνθ (Pfizer) ςε ςυγκζντρωςθ 2μΜ για 24 ϊρεσ. Θ 

επαγωγι τθσ ζκφραςθσ τθσ p14ARF ςτα κφτταρα NARF2 γίνεται μζςω τθσ προςκικθσ 

IPTG (Ambion, AntiSel, Ακινα, Ελλάδα) ςε ςυγκεντρωςθ 0,1 mM για 48 ϊρεσ. Θ 

επαγωγι Ε2F1 ςτα κφτταρα Saos2-E2F1-ER ζγινε με τθν προςκικθ 4-υδροξυ-

ταμοξιφζνθσ (Sigma) ςε ςυγκζντρωςθ 300nM. 
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2.1.3. Αναςτολή τησ πρωτεΰνοςγνθεςησ με CHX 

Σε κφτταρα Θ1299 που είχαν υποςτεί επίδραςθ με τον χθμικό αναςτολζα τθσ ΑΤΜ 

κινάςθσ Ku55933 ι μόνο με τον διαλφτθ DMSO (ωσ αρνθτικό μάρτυρα) προςτζκθκε 

κυκλοεξαμίδθ (Cycloheximide,CHX, Applichem, BioLine, Ακινα, Ελλάδα) ςε τελικι 

ςυγκζντρωςθ 10μg/ml για τα αντίςτοιχα χρονικά διαςτιματα (2, 4, 6 και 8 ϊρεσ). 

Στθ ςυνζχεια τα κφτταρα ςυλλζχκθκαν και ζγινε απομόνωςθ πρωτεΐνθσ και 

ανοςοαποτφπωςθ κατα Western για p14ARF. Με ποςοτικοποίθςθ των επιπζδων τθσ 

πρωτεΐνθσ p14ARF με το πρόγραμμα ανάλυςθσ Image J βρζκθκε ο χρόνοσ θμίςειασ 

ηωισ χωρίσ και με τθν επίδραςθ του αναςτολζα ΑΤΜ και απεικονίςτθκαν ςτο 

αντίςτοιχο γράφθμα. 

2.1.4. Μέτρηςη ρυθμογ κυτταρικήσ ανάπτυξησ 

Κφτταρα με ι χωρίσ αποςιϊπθςθ του p14ARF επιςτρϊκθκαν ςε τρυβλία των 24 

πθγαδιϊν  και υπζςτθςαν  επίδραςθ με DMSO ι αναςτολζα τθσ ΑΤΜ (ΑΤΜi)  για 4 

θμζρεσ. Ανά μία θμζρα κφτταρα από κάκε ομάδα ςυλλζγονταν με κρυψίνθ και 

γινόταν μζτρθςθ του αρικμοφ ηωντανϊν κυττάρων ςε κυτταρόμετρο Neubauer 

ζπειτα από χρϊςθ με Trypan Blue για διαχωριςμό των νεκρϊν κυττάρων. Ο αρικμόσ 

των κυττάρων ανά θμζρα απεικονίςτθκε με γράφθμα. 

2.1.5. Δοκιμαςία ςχηματιςμογ αποικιών ςε μαλακβ άγαρ (Soft agar assay) 

Κφτταρα Θ1299 με (shp14ARF) ι χωρίσ (EV) αποςιϊπθςθ του p14ARF υπζςτθςαν 

επίδραςθ με DMSO ι αναςτολζα τθσ ΑΤΜ (Ku55933). 25×103 κφτταρα από κάκε 

ομάδα αναμείχκθκαν με 1.6 ml διαλφματοσ άγαρ 0.35% (w/v) ςε πλιρεσ κρεπτικό 

υλικό κερμοκραςίασ 42oC. Το μίγμα των κυττάρων επιςτρϊκθκε ςτθ ςυνζχεια  ςε 

πιάτα διαμζτρου 60 mm  επιςτρωμζνα με 3ml αγαρόηθσ χαμθλοφ ςθμείου τιξθσ  

(SeaPlaque Low Melting Point Agarose, Lonza) πυκνότθτασ 0.7% (w/v) ςε πλιρεσ 

κρεπτικό υλικό με ορό. Μετά από περίοδο 17 θμερϊν, κατά τθ διάρκεια τθσ οποίασ 

θ προςκικθ νζου άγαρ γινόταν εβδομαδιαία, ζγινε μζτρθςθ των κυτταρικϊν 

εςτιϊν. Τα αποτελζςματα προιλκαν από τρεισ ανεξάρτθτεσ επαναλιψεισ. 
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2.1.6. Παροδική Αποςιώπηςη γονιδίων με τεχνολογία RNA interference 

(siRNA) 

Για τθν παροδικι αποςιϊπθςθ γονιδίων χρθςιμοποιικθκαν ολιγονουκλεοτίδια 

siRNA ζναντι των γονιδίων ΑΤΜ, p14ARF, PP1, NEK2, NPM/B23, Chk2 και ULF 

(Stealth RNAi™ siRNA, Invitrogen, AntiSel, Ακινα, Ελλάδα) τα οποία ειςιχκθςαν ςτα 

κφτταρα με τθ βοικεια λιποςωμάτων. Για τθν ειςαγωγι των siRNA 

ολιγονουκλεοτιδίων ςτα κφτταρα χρθςιμοποιικθκε το αντιδραςτιριο 

lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, AntiSel, Ακινα, Ελλάδα) ςφμφωνα με τισ οδθγίεσ 

του καταςκευαςτι. Ωσ αρνθτικόσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκε ολιγονουκλεοτίδιο μθ 

ειδικισ αλλθλουχίασ (Stealth RNAi™ siRNA Negative Control Med GC, Invitrogen, 

AntiSel, Ακινα, Ελλάδα). 

2.1.7. Μβνιμη αποςιώπηςη γονιδίων ςε ςταθερέσ κυτταρικέσ ςειρέσ 

Για τθ δθμιουργία κυτταρικισ ςειράσ Θ1299 με ςτακερι αποςιϊπθςθ τθσ p14ARF, 

ζγινε διαμόλυνςθ κυττάρων Θ1299 με ρετροϊό short hairpin p14ARF(shp14ARF). Για 

τθν παραγωγι του ρετροϊοφ χρθςιμοποιικθκε θ κυτταρικι ςειρά Phoenix 

amphotropic, θ οποία προζρχεται από τα κφτταρα 293Τ και εκφράηει τισ 

αλλθλουχίεσ πακεταρίςματοσ των ρετροιικϊν φορζων. 1,5 x 106 κφτταρα Phoenix  

επιςτρϊκθκαν ςε τρυβλία διαμζτρου 60mm. Τθν επόμενθ μζρα ζγινε διαμόλυνςθ 

των κυττάρων με τον ρετροϊικό φορζα pRetroSuper-hygro-shp14ARF [27](αλλθλουχία 

shRNA GAACATGGTGCGCAGGTTC, δωρεά του Dr T.D.Halazonetis) με το 

αντιδραςτιριο Effectene (Qiagen, Bioanalytica, Ακινα, Ελλάδα). Τθν επόμενθ μζρα 

ζγινε αντικατάςταςθ του κρεπτικοφ υλικοφ με 3ml κανονικοφ DMEM (Gibco, 

AntiSel, Ακινα, Ελλάδα). 48 ϊρεσ μετά τθν διαμόλυνςθ ζγινε ςυλλογι του ιικοφ 

υπερκειμζνου το οποίο μετά από διικθςθ από φιλτρο 0,45μm χρθςιμοποιικθκε για 

τθ διαμόλυνςθ Θ1299 κυττάρων ςε πυκνότθτα 50-60% ςε τρυβλία 60mm παρουςία 

10μg/ml polybrene (Sigma). Τθν επόμενθ μζρα ζγινε αντικατάςταςθ του κρεπτικοφ 

υλικοφ με 5ml κανονικοφ DMEM και 48 ϊρεσ μετά τθν μεταγωγι του ιοφ ζγινε 

ανακαλλιζργεια κυττάρων ςε τρυβλία 10cm με αραίωςθ 1:4 και ξεκίνθςε θ επιλογι 

με υγρομυκίνθ Β (Applichem, Bioline, Ακινα, Ελλάδα) ςε ςυγκζντρωςθ 400μg/ml 

για 15 μζρεσ. Από τα κφτταρα που επζηθςαν απομονϊκθκαν μονά κφτταρα και 

μεταφζρκθκαν ςε πθγάδια τρυβλίων 96 πθγαδιϊν (96-well plates) (Corning, AntiSel, 
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Ακινα, Ελλάδα) και ςταδιακά ςε τρυβλία 24  και 12 πθγαδιϊν πάντα υπό τθν 

επίδραςθ υγρομυκίνθσ Β για τθν ανάπτυξθ κλϊνων με ςτακερι ζκφραςθ του 

shp14ARF. Οι κλϊνοι που αναπτφχκθκαν εξετάςτθκαν για τθν επιτυχι αποςιϊπθςθ 

τθσ p14ARF με ανοςοαποτφπωςθ ζναντι τθσ p14ARF. 

 

2.2. Ανάλυςη πρωτεΰνών 

2.2.1. Απομβνωςη πρωτεΰνών απβ κγτταρα 

Για τθν απομόνωςθ πρωτεϊνϊν από κφτταρα, τα κφτταρα κρυψινοποιοφνται, 

ςυλλζγονται, φυγοκεντροφνται και ςτθ ςυνζχεια λφονται με τθν προςκικθ 

διαλφματοσ λφςθσ παρουςία αναςτολζων πρωτεαςϊν (Protease inhibitor cocktail, 

Thermo Scientific, Bioanalytica) και φωςφαταςϊν (Phosphatase inhibitor cocktail, 

Thermo Scientific, Bioanalytica). Θ ποςοτικοποίθςθ τθσ πρωτεΐνθσ ςτο διάλυμα 

λφςθσ ζγινε με τθ μζκοδο Bradford (BioRad). 

2.2.2. Απομβνωςη ολικών πρωτεΰνών απβ παγωμένο ιςτβ 

Λαμβάνεται ποςότθτασ παγωμζνου ιςτοφ (φυςιολογικοφ και νεοπλαςίασ), και 

ομογενοποιείαι ςε υπότονο διάλυμα RIPA ςε αναλογία 1:2,5 *0,05M Tris Base 

pH=8,0, 0,15M NaCl, 0,5% NaDOC (sodium deoxycholate), 1% Nonidet P-40, 0,1% 

SDS+ ϊςτε θ τελικι ςυγκζντρωςθ να είναι 50-100 mg/ml, ενϊ προςτίκενται και 

αναςτολείσ πρωτεαςϊν - φωςφαταςϊν (1μg/ml aprotinin, 1 μg/ml leupeptin και 1 

μg/ml pepstatin Α). Στθ ςυνζχεια τα δείγματα φυγοκεντροφνται ςτισ 13000rpm για 5 

λεπτά ςε κερμοκραςία 4oC. Το υπερκείμενο ςυλλζγεται ενϊ το ίηθμα αποκθκεφεται 

ςτουσ -80oC για να εκχυλιςτοφν οι ιςτόνεσ από αυτό. Στα δείγματα προςδιορίηεται θ 

ςυγκζντρωςθσ των πρωτεϊνϊν με φωτομζτρθςθ και πρότυπθ καμπφλθ Bradford.  Τα 

δείγματα φυλάςςονται ςτουσ -80oC. 

2.2.3. Απομβνωςη ιςτονών 

Τα ιηιματα από τισ απομονϊςεισ πρωτεϊνϊν διαλυτοποιοφνται ςε ρυκμιςτικό 

διάλυμα λφςθσ για ιςτόνεσ (100μl Hepes 1M pH7,4, 30μl MgCl2 0,5M, 100μl KCl 1M 

και 250μl HCl 1N) με αναλογία όγκου 1:5. Σε αυτά προςτίκενται  αντιπρωτεαςικοί 

και αντιφωςφαταςικοί και ςτθ ςυνζχεια επωάηονται για 1-2 ϊρεσ ςτουσ 4oC υπό 

ανάδευςθ. Στθ ςυνζχεια φυγοκεντροφνται ςτισ 13500rpm για 20 λεπτά ςτουσ 4oC. 
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Το υπερκείμενο ςυλλζγεται ενϊ το ίηθμα αποκθκεφεται ςτουσ -80oC για να 

εκχυλιςτοφν οι ιςτόνεσ από αυτό. Στα δείγματα προςδιορίηεται θ ςυγκζντρωςθσ των 

πρωτεϊνϊν με φωτομζτρθςθ και πρότυπθ καμπφλθ Bradford. Τα δείγματα 

φυλάςςονται ςτουσ -80oC. Ρριν τθ φόρτωςθ των δειγμάτων ιςτονϊν είναι 

απαραίτθτθ θ εξουδετζρωςθ του όξινου χαρακτιρα με 1-5μl Tris-Cl pH9,5. 

2.2.4. τγπωμα κατά Western ή Ανοςοαποτγπωςη  (Western Blot WB ή 

Immunoblot, IB ) 

50 μg πρωτεΐνθσ θλεκτροφορικθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ ςε 

αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ (SDS-PAGE) και ςτθ ςυνζχεια μεταφζρκθκαν ςε μεμβράνθ 

PVDF (Millipore, LabSupplies, Ακινα, Ελλάδα). Θ κάλυψθ των μθ ειδικϊν κζςεων 

ζγινε με επϊαςθ ςε διάλυμα TBS-Tween 0,1%-γάλα 5%. Στθ ςυνζχεια ζγινε 

ολονφκτια επϊαςθ τθσ μεμβράνθσ με αντίςωμα για με πρωτογενζσ αντίςωμα ςτουσ 

4ο. Θ επϊαςθ με δευτερογενζσ anti-mouse ι anti-rabbit αντίςωμα ζγινε για μία ϊρα 

ςε κερμοκραςία δωματίου. Θ εμφάνιςθ ζγινε είτε με χθμειοφωταφγεια με διάλυμα 

ECL (Pierce, Thermo Scientific, Bioanalytica, Ακινα, Ελλάδα) είτε με αλκαλικι 

φωςφατάςθ με διάλυμα BCIP/NBT (Invitrogen, AntiSel, Ακινα, Ελλάδα). 

2.2.4.1. Ηλεκτροφβρηςη των πρωτεΰνών ςε πήκτωμα ακρυλαμιδίου 

Αρχικά το πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ παραςκευάηεται με αρχικι ςτρϊςθ το 

πικτωμα διαχωριςμοφ (Separating gel). Για πρωτεΐνεσ με μοριακό βάροσ πάνω από 

40kD θ ςυγκζντρωςθ του πθκτϊματοσ διαχωριςμοφ είναι 10% (2,85ml dH2O, 2,5ml 

2,25M Tris-Cl, pH8,8, 4,5ml acrylamide/bis 37:1, 100μl 10% SDS, 100μl  10% APS, 

10μl TEMED), ενϊ για πρωτεΐνεσ  μικρότερου μοριακοφ βάρουσ  είναι 15% (0m53l 

dH2O, 2,5ml 2,25M Tris-Cl, pH8,8, 6,76ml acrylamide/bis 37:1, 100μl 10% SDS, 100μl  

10% APS, 10μl TEMED). Ράνω από το πικτωμα διαχωριςμοφ προςτίκεται μικρότερθ 

ποςότθτα πθκτϊματοσ φόρτωςθσ (Stacking gel) με ςυγκζντρωςθ 4% (5,6ml dH2O, 

1,25ml 0,5M Tris-Cl, pH6,8, 2ml acrylamide/bis 37:1, 100μl 10% SDS, 100μl  10% APS, 

10μl TEMED). Το πικτωμα τοποκετείται ςε ςυςκευι θλεκτροφόρθςθσ με 

ρυκμιςτικό διάλυμα θλεκτροφόρθςθσ 1x (Running buffer 10x: 900ml dH2O, 24gr 

Trizma Base, 115,2gr Glycine, 8gr SDS). Ταυτόχρονα τα δείγματα προετοιμάηονται. 

Σε 30μg πρωτεΐνθσ (μζγιςτοσ όγκοσ 15μl) προςκζτουμε ρυκμιςτικό διάλυμα 

φόρτωςθσ 1x (SDS protein oading buffer 2x: 20% Glycerol, 4% SDS, 120mM Tris-Cl 
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pH6,8, 0,003% Bromophenol blue, 10% β-μερκαπτοαικανόλθσ). Θερμαίνουμε το 

παραπάνω μίγμα επί 10 λεπτά ςτουσ 95oC, ϊςτε να αποδιαταχκοφν οι πρωτεΐνεσ. 

Στθ ςυνζχεια γίνεται φόρτωςθ των δειγμάτων ςτο πικτωμα πολυακρυλαμιδίου. Θ 

θλεκτροφόρθςθ γίνεται ςτα 125V και 200mA για 3 ϊρεσ περίπου. Μεταξφ των 

δειγμάτψν θλεκτροφορείται δείκτθ (PageRuler Prestained Protein Ladder, SM0671) 

που περιζχει μίγμα πρωτεϊνϊν με γνωςτό μοριακό βάροσ και αποτελεί ςθμείο 

αναφοράσ για τθν εκτίμθςθ του μοριακοφ βάρουσ τθσ πρωτεΐνθσ που εξετάηουμε.     

2.2.4.2. Μεταφορά των πρωτεΰνών ςε μεμβράνη PVDF 

Μετά τθν θλεκτροφόρθςθ οι πρωτεΐνεσ μεταφζρονται ςε μεμβράνθ PVDF με τθν 

επίδραςθ θλεκτρικοφ πεδίου. Θ μεταφορά πραγματοποείται ςε ρυκμιςτικό διάλυμα 

μεταφοράσ 1x (Transfer Buffer 20x: 500ml dH2O, 15,5gr Trizma Base, 72gr Glycine) 

και 20% μεκανόλθσ. Θ μεταφορά γίνεται ςτα 100V και 200mA επί 45 λεπτά για 

πρωτεΐνεσ χαμθλοφ μοριακοφ βάρουσ (ζωσ 30 kD) ζωσ 1,5 ϊρεσ για πρωτεΐνεσ 

υψθλοφ μοριακοφ βάρουσ (ζωσ 70 kD). Στθ ςυνζχεια θ μεμβράνθ επωάηεται με 

διάλυμα κάλυψθσ με ειδικϊν κζςεων 5% θμιαποβουτυρωμζνο γάλα ι Αλβουμίνθ 

οροφ μόςχου (Bovine Serum Albumine) ςε περίπτωςθ χριςθσ φωςφο-αντιςωμάτων 

διαλυμζνα ςε ΤΒS-Τ 0,1% (20mM TrisCl pH7.6, 0.135M NaCl, 0.1% Tween-20 0,1%) 1 

ϊρα ςε κερμοκραςία δωματίου.  

2.2.4.3. Επώαςη τησ μεμβράνησ με πρωτογενέσ και δευτερογενέσ 

αντίςωμα. 

Θ μεμβράνθ επωάηεται με το πρωτογενζσ αντίςωμα (διαλυμζνο ςε 0,5% γάλα και 

ΤΒS-T 0,1%) ολονφκτια ςτουσ 4οC. Ακολουκοφν τρεισ πλφςεισ τθσ μεμβράνθσ 5 

λεπτϊν θ κάκε μία ςε διάλυμα ΤΒS-T 0,1%. Στθ ςυνζχεια γίνεται θ επϊαςθ τθσ 

μεμβράνθσ με το δευτερογενζσ αντίςωμα  ςε ςυγκεκριμζνθ αραίωςθ ανάλογα με το 

δευτερογενζσ και τθ ςυγκζντρωςι του για περίπου 1 ϊρα ςε κερμοκραςία 

δωματίου. Ακολουκοφν τρεισ πλφςεισ των 5 λεπτϊν με διάλυμα TBS-T 0,1%.     
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2.2.4.4. Εμφάνιςη τησ μεμβράνησ με  αλκαλική φωςφατάςη (ΑΡ-Alkaline 

Phosphatase). 

Το δευτερογενζσ αντίςωμα που χρθςιμοποιείται πρζπει να είναι ςυνδεδεμζνο με Α 

(AP conjugated). Θ μεμβράνθ επωάηεται ςε αραίωςθ 1/1000 για 45 λεπτά ςε 

κερμοκραςία δωματίου.  

Θ μεμβράνθ καλφπτεται με 14ml διαλφματοσ εμφάνιςθσ (14ml AP buffer, 200μl 

διάλυμα ΝΒΤ, 100μl BCIP). Κατά τθν εμφάνιςθ τθσ μεμβράνθσ  δεν πρζπει να 

εκτίκεται ςε δυνατό φωσ γιατί το ζνηυμο απενεργοποιείται. 

Μόλισ ολοκλθρωκεί θ εμφάνιςθ τθσ πρωτεΐνθσ, θ μεμβράνθ εμβαπτίηεται ςε νερό 

για να ςταματιςει θ αντίδραςθ.  

2.2.4.5. Εμφάνιςη τησ μεμβράνησ με  χημειοφωταγγεια 

Το δευτερογενζσ αντίςωμα που χρθςιμοποιείται πρζπει να είναι ςυνδεδεμζνο με 

HRP (HRP conjugated - Horse Radish Peroxidase). Θ μεμβράνθ επωάηεται ςε 

αραίωςθ 1/2500 για 45 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου. Τα διαλφματα τθσ 

χθμειοφωταφγειασ αναμιγνφονται 5 λεπτά πριν τθν επϊαςθ τθσ μεμβράνθσ. 

Θ μεμβράνθ καλφπτεται με το διάλυμα τθσ χθμειοφωταφγειασ (chemiluminescent 

detection substrate τθσ εταιρίασ Pierce) και επωάηεται για 5 λεπτά ςτο ςκοτάδι. Θ 

μεμβράνθ καλφπτεται με ςελοφάν και τοποκετείται ςε καςζτα εμφάνιςθσ. Στθ 

ςυνζχεια ςε  ςκοτεινό κάλαμο, πάνω ςτθ μεμβράνθ  τοποκετείται κομμάτι φιλμ 

αυτοραδιογραφίασ (Kodak X-omat). Ο χρόνοσ ζκκεςθσ κακορίηεται εμπειρικά.  

Τα φιλμ αναλφκθκαν ςε ςαρωτι και εκτιμικθκαν με το πρόγραμμα Image-Pro, 

Ζκδοςθ 3.0 των Windows (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). 

2.2.5. Ανοςοκατακρήμνιςη πρωτεΰνών (Immunoprecipitation, IP) 

Κφτταρα ςε καλλιζργεια υπζςτθςαν επίδραςθ με αναςτολζα ΑΤΜ ι δοξορουβικίνθ. 

Στθ ςυνζχεια ζγινε λφςθ των κυττάρων ςε διάλυμα λφςθσ RIPA (Tris-HCl pH 8.0 

50mM, NaCl 150mM, SDS 0,1%, Sodium Deoxycholate 1%, Triton X-100 1%)  

παρουςία αναςτολζων πρωτεαςϊν (Protease inhibitor cocktail, Thermo Scientific, 

Bioanalytica), φωςφαταςϊν (Phosphatase inhibitor cocktail, Thermo Scientific, 

Bioanalytica). Τα εκχυλίςματα πρωτεϊνϊν επωάςτθκαν με ςφαιρίδια αγαρόηθσ G-

πρωτεΐνθσ για 1 ϊρα ςτουσ 4οC για κακαριςμό από μθ ειδικά προςδεδεμζνεσ 

πρωτεΐνεσ και ςτθ ςυνζχεια με αντίςωμα ζναντι τθσ p14ARF ι NPM/B23 ι myc 
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ολονφκτια ςτουσ 4οC . Ακολοφκθςε επϊαςθ με ςφαιρίδια αγαρόηθσ G-πρωτεΐνθσ για 

2 ϊρεσ ςτουσ 4οC. Ζγινε πλφςθ των ςφαιριδίων με διάλυμα RIPA τρεισ φορζσ και ςτθ 

ςυνζχεια ζκλουςθ τθσ ςυνδεδεμζνθσ πρωτεΐνθσ με προςκικθ διαλφματοσ 

φόρτωςθσ πρωτεϊνϊν με SDS και β-μερκαπτοαικανόλθ και βράςιμο για 8 λεπτά. Στθ 

ςυνζχεια ζγινε φόρτωςθ των δειγμάτων ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ και 

ανοςοπατφπωςθ κατά Western. 

Για ανοςοκατακριμνιςθ πρωτεϊνικοφ ςυμπλόκου (co-Immunoprecipitation, coIP), 

ακολουκικθκε θ ίδια διαδικαςία με τθ χριςθ διαφορετικοφ διαλφματοσ λφςθσ και 

πλφςεων (Tris HCl pH 8.0 20 mM, NaCl 137 mM, Nonidet P-40 1%) . 

Για τθν επίδραςθ των δειγμάτων με αλκαλικι φωςφατάςθ (Calf Intestinal 

Phosphatase, CIP) χρθςιμοποιικθκε το ρυκμιςτικό διάλυμα coIP χωρίσ 

αντιφωςφαταςικοφσ παράγοντεσ και με τθν προςκικθ MgCl2 10mM, DTT 1mM και 

CIP 1unit/μg πρωτεϊνικοφ εκχυλίςματοσ.  

2.2.6. Δοκιμαςία ουβικιτίνησ in vivo (in vivo ubiquitin assay) 

Κφτταρα ςε καλλιζργεια υπζςτθςαν επίδραςθ με αναςτολζα ΑΤΜ ι δοξορουβικίνθ 

και ςτθ ςυνζχεια με αναςτολζα πρωτεαςϊματοσ (MG132, MERCK, Ακινα, Ελλάδα) 

για 3 ϊρεσ ςε ςυγκζντρωςθ 30μM. Στθ ςυνζχεια ζγινε λφςθ των κυττάρων ςε 

διάλυμα λφςθσ RIPA (Tris-HCl pH 8.0 50mM, NaCl 150mM, SDS 0,1%, Sodium 

Deoxycholate 1%, Triton X-100 1%) παρουςία αναςτολζων πρωτεαςϊν (Protease 

inhibitor cocktail, Thermo Scientific, Bioanalytica, Ακινα, Ελλάδα), φωςφαταςϊν 

(Phosphatase inhibitor cocktail, Thermo Scientific, Bioanalytica, Ακινα, Ελλάδα),  και 

αποουβικιτιναςϊν (ΝΕΜ, Applichem, Bioline, Ακινα, Ελλάδα) . Τα εκχυλίςματα 

πρωτεϊνϊν επωάςτθκαν με ςφαιρίδια αγαρόηθσ G-πρωτεΐνθσ για 1 ϊρα ςτουσ 4οC 

για κακαριςμό από μθ ειδικά προςδεδεμζνεσ πρωτεΐνεσ και ςτθ ςυνζχεια με 

ςφαιρίδια αγαρόηθσ G-πρωτεΐνθσ ςυνδεδεμζνα με αντίςωμα για p14ARF για 2 ϊρεσ 

ςτουσ 4οC. Ζγινε πλφςθ των ςφαιριδίων με διάλυμα RIPA τρεισ φορζσ και ςτθ 

ςυνζχεια ζκλουςθ τθσ ςυνδεδεμζνθσ πρωτεΐνθσ με προςκικθ διαλφματοσ 

φόρτωςθσ πρωτεϊνϊν με SDS και β-μερκαπτοαικανόλθ και βράςιμο για 8 λεπτά. Στθ 

ςυνζχεια ζγινε φόρτωςθ των δειγμάτων ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ και 

ανοςοπατφπωςθ κατά Western με αντίςωμα ζναντι τθσ ουβικιτίνθσ . 
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2.2.7.Ανοςοκατακρήμνιςη χρωματίνησ (Chromatin Immunoprecipitation, 

ChIP). 

Κφτταρα Θ1299 με ι χωρίσ αποςιϊπθςθ τθσ p14ARF (siARF) ςτα οποία ζγινε 

επίδραςθ με DMSO ι αναςτολζα ΑΤΜ (Ku55933) μονιμοποιικθκαν με 

φορμαλδεφδθ 1% για 10 λεπτά ςτουσ 37oC. Στθ ςυνζχεια προςτζκθκε γλυκίνθ ςε 

τελικι ςυγκζντρωςθ 125 mM για 5 λεπτά ςτουσ 37oC. Τα κφτταρα ξεπλφκθκαν 2 

φορζσ με παγωμζνο PBS  και ςυλλζχκθκαν ςε 1ml PBS παρουςία αντιπρωτεαςικϊν 

και αντιφωςφαταςικϊν αναςτολζων. Ζγινε φυγοκζντρθςθ ςτισ 2000rpm για 5 λεπτά 

και το ίηθμα των κυττάρων αναδιαλφκθκε ςε 600μl ειδικοφ διαλφματοσ(50 mM Tris-

HCl pH 8.0, 85 mM KCl and 0.5% NP40) και επωάςτθκαν για 10 λεπτά ςτον πάγο. 

Ακολοφκθςε φυγοκζντρθςθ ςτισ 5000rpm για 5 λεπτά και επαναδιαλυςθ του 

ιηιματοσ ςε διάλυμα λφςθσ (50 mM Hepes-KOH pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA 

pH 8.0, 1% Triton-X, 0.1% Sodium Deoxycholate and 0.1% SDS) παρουςία 

αντιπρωτεαςικϊν και αντιφωςφαταςικϊν αναςτολζων. Στθ ςυνζχεια ζγινε 

επίδραςθ με υπεριχουσ για τθ διάςπαςθ του DNA ςε κομμάτια μικουσ 500 – 1000 

bp. Θ απομάκρυνςθ των κυτταρικϊν υπολειμμάτων ζγινε με φυγοκζντρθςθ ςτισ 

13000rpm για 5 λεπτά ςτουσ 4oC και θ υπερκείμενθ φάςθ που περιείχε τθ διαλυτι 

χρωματίνθ κακαρίςτθκε με τθν προςκικθ ςφαιριδίων αγαρόηθσ πρωτεΐνθσ Α 50% 

με DNA ςπζρματοσ ςολωμοφ salmon sperm DNA/50% protein A agarose slurry 

(Millipore). Θ ανοςοκατακρθμνιςθ ζγινε  με αντίςωμα ζναντι ακετυλιωμζνθσ 

ιςτόνθσ Θ2Β ςτθ λυςίνθ 20 (anti-H2B-AcK20 antibody). Ζπειτα από ολονφκτια 

επϊαςθ με το αντίςωμα ςτουσ 4oC τα ςφμπλοκα χρωματίνθσ-αντιςϊματοσ 

ςυλλζχκθκαν με τθν προςκικθ ςφαιριδίων αγαρόηθσ πρωτεΐνθσ Α 50% με DNA 

ςπζρματοσ ςολωμοφ salmon sperm DNA/50% protein A agarose slurry (Millipore) 

και επϊαςθ για 2 ϊρεσ ςτουσ 4oC. Στθ ςυνζχεια τα ςφαιρίδια πλφκθκαν διαδοχικά 

για 5 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου ςε 1 ml διαλφματοσ λφςθσ χωρίσ SDS, ςε 1 ml 

διαλφματοσ λφςθσ με 500mM NaCl, ςε 1ml διαλφματοσ ςφςταςθσ 10 mM Tris-HCl  

pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0, 250 mM LiCl, 1% NP40, 1% sodium deoxycholate και 

τζλοσ 2 φορζσ ςε διάλυμα ΤΕ (Tris-EDTA). Θ ζκλουςθ των ανοςο-ςυμπλόκων από τα 

ςφαιρίδια αγαρόηθσ ζγινε ςε 200μl (2 φορζσ από 100μl) διαλφματοσ ζκλουςθσ(1% 

SDS, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM EDTA) και επωάςτθκαν για 5 λεπτά ςτουσ 65oC. 

Ακολοφκθςε επϊαςθ με RNάςθ για 1 ϊρα ςτουσ 37oC και με πρωτεϊνάςθ Κ για 4 
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ϊρεσ ςτουσ 65oC. Θ απομόνωςθ και ο κακαριςμόσ του DNA ζγινε με φαινόλθ-

χλωροφόρμιο και θ κατακριμνιςθ τθν προςκικθ 10μg γλυκογόνου και αικανόλθσ 

και ολονφκτια επϊαςθ ςτουσ -20oC. Μετά από φυγοκζντρθςθ ςτισ 13000rpm για 30 

λεπτά το ίηθμα (DNA) αναδιαλφκθκε ςε 10μl ΤΕ. Το DNA από τα 

ανοςοκατακρθμνιςμζνα ςφμπλοκα χρωματίνθσ ενιςχφκθκε με αλυςιδωτι 

αντίδραςθ πολυμεράςθσ (PCR). Για τθν ενίςχυςθ τμιματοσ 242bp του υποκινθτι 

του γονιδίου τθσ κυκλίνθσ Ε χρθςιμοποιικθκαν οι ακόλουκοι εκκινθτζσ: 5’-

GCGCAAAGGGGGAAGGGGTA-3’ (forward) και 5’-GCTCCTTCGCATCCCTGTGGA-3’ 

(reverse). Ωσ αρνθτικόσ ζλεγχοσ χρθςιμοποιικθκε τμιμα 104bp ςε κζςθ >1500bp 

από τθ κζςθ ζναρξθσ τθσ μεταγραφισ του γονιδίου το οποίο ενιςχφκθκε με τουσ 

ακόλουκουσ εκκινθτζσ: 5’-CAGCCTGAGCAACATAGCAA-3’ (forward) και 5’-

TCCACAGCTCCTCTGTCCTT-3’. Για ζλεγχο τθσ ςυνολικισ ποςότθτασ DNA 

χρθςιμοποιικθκε ςε αντιδράςεισ PCR το 1% του ςυνολικοφ εκχυλίςματοσ 

χρωματίνθσ που χρθςιμοποιικθκε για τθν ανοςοκατακριμνιςθ. 

2.2.8. Διαχωριςμβσ πρωτεΰνικών κλαςμάτων πυρηνίςκου και 

πυρηνοπλάςματοσ απβ κγτταρα 

Τα κφτταρα ςυλλζχκθκαν, πλφκθκαν τρεισ φορζσ ςε PBS και ςτθ ςυνζχεια 

αναδιαλφκθκαν ςε 1ml ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ A (10 mM HEPES‐KOH [pH 7.9], 1.5 

mM MgCl2, 10 mM KCl, 0.5 mM DTT) ομογενοποιικθκαν και φυγοκεντρικθκαν ςτισ 

1000 rpm για 5 λεπτά ςτουσ 4οC. To υπερκείμενο ςυλλζχκθκε ωσ το 

κυτταροπλαςματικό κλάςμα. Το ίηθμα των πυρινων αναδιαλφκθκε ςε 0.6 ml 

διαλφματοσ S1 (0.25 M sucrose, 10 mM MgCl2) και επιςτρϊκθκε ςε 0.6 ml 

διαλφματοσ S2 (0.35 M sucrose, 0.5 mM MgCl2) και φυγοκεντρικθκε ςτισ 2500 rpm 

για 5 λεπτά ςτουσ 4°C. Το κακαριςμζνο ιηθμα πυρινων αναδιαλφκθκε ςε 0.6ml 

διαλφματοσ S2 και υπζςτθ επίδραςθ με υπεριχουσ (10x10s). Το δείγμα ςτθ 

ςυνζχεια επιςτρϊκθκε ςε 0.6 ml διαλφματοσ S3 (0.88 M sucrose, 0.5 mM MgCl2) και 

φυγοκεντρικθκε ςτισ 3500 rpm για 10 λεπτά ςτουσ 4°C. Το ίηθμα κρατικθκε ωσ 

κλάςμα πυρθνίςκων ενϊ θ υπερκείμενθ φάςθ ωσ πυρθνοπλαςματικό κλάςμα. 

Ακολοφκθςε πλφςθ του ιηιματοσ με 0.2ml διαλφματοσ S2 και φυγοκζντρθςθ ςτισ 

2500 rpm για 5 λεπτά ςτουσ 4°C. Κςεσ ποςότθτεσ πρωτεϊνϊν από τα κλάςματα 

πυρθνίςκου και πυρθνοπλάςματοσ αναλφκθκαν με ανοςοαποτφπωςθ κατά 
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Western. Τα πειράματα διαχωριςμοφ πυρθνιςκικϊν και πυρθνοπλαςματικϊν 

κλαςμάτων και θ ανάλυςι τουσ πραγματοποιικθκε από τθν ομάδα του Dr Sinisa 

Volarevic ςτθν Κροατία. 

2.2.9. Αναλγςεισ  Πρωτεομικήσ 

2.2.9.1.Ανάλυςη Τγρήσ Φρωματογραφίασ-Υαςματομετρίασ μάζασ (Liquid 

Chromatography-Mass Spectrometry, LC-MS) (Υωςφο-πρωτεομική 

ανάλυςη) 

Κφτταρα Θ1299 υπζςτθςαν τισ κατάλλθλεσ επιδράςεισ (αναςτολι ΑΤΜ, 

αποςιϊπθςθ PP1, p14ARF και NEK2 και ζγινε απομόνωςθ πρωτεϊνϊν και 

ανοςοκατακριμνιςθ τθσ NPM/B23 με το κατάλλθλο αντίςωμα. Με τθν προςκικθ 

TCA (TetraChloroAcetic Acid) ςτο διικθμα των δειγμάτων ζγινε κατακριμνιςθ και 

κακαριςμόσ τθσ πρωτεΐνθσ NPM/B23 από κάκε δείγμα. Στθ ςυνζχεια ζγινε αναγωγι 

και αλκυλίωςθ τθσ πρωτεΐνθσ και πζψθ με κρυψίνθ για 12 ϊρεσ ςτουσ 37οC και 

ανάλυςθ των πεπτιδίων που προζκυψαν με LC-MS/MS. Ο κακαριςμόσ, θ πζψθ και θ 

ανάλυςθ LC-MS/MS πραγματοποιικθκε από τθν ομάδα πρωτεομικισ του ΙΙΒΕΑΑ (Δρ 

Κ. Βουγάσ και Δρ Θ. ουμελιϊτθσ). 

2.2.9.2. Ποςοτική ανάλυςη ολικογ πρωτεώματοσ με μέθοδο Τγρήσ 
Φρωματογραφίασ-Υαςματομετρίασ μάζασ (Liquid Chromatography-Mass 
Spectrometry, LC-MS) μετά απβ ςήμανςη με iTRAQ (Isobaric Tags for 
Relative and Absolute Quantification, AB Sciex) 

Θ1299 κφτταρα μετά από τισ κατάλλθλεσ επιδράςεισ (αναςτολι ΑΤΜ, αποςιϊπθςθ 

PP1 και p14ARF) ςυλλζχκθκαν και ζγινε απομόνωςθ ολικϊν πρωτεϊνϊν ςε διάλυμα 

SDS 0.05%. 100 mg πρωτεΐνθσ από κάκε δείγμα υπζςτθ αναγωγι, αλκυλίωςθ και 

πζψθ με κρυψίνθ. Τα πεπτίδια κάκε δείγματοσ που προζκυψαν ςθμάνκθκαν με 2 

από τα 8 ιςοβαρι αντιδραςτιρια iTRAQ[110]. Τα διαφορικά ςθμαςμζνα δείγματα 

ςυγκεντρϊκθκαν και διαχωρίςτθκαν με χρωματογραφία αντίςτροφθσ φάςθσ ςε 

υψθλό pH και ςτθ ςυνζχεια υποβλικθκαν ςε ανάλυςθ LC-MS/MS. Ο κακαριςμόσ, θ 

πζψθ, θ ςιμανςθ, ο διαχωριςμόσ και θ ανάλυςθ LC-MS/MS πραγματοποιικθκε από 

τθν ομάδα πρωτεομικισ του ΙΙΒΕΑΑ (Δρ Κ. Βουγάσ και Δρ Θ. ουμελιϊτθσ). 
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2.2.9.3. Βιοπληροφορική Ανάλυςη 

Τα δεδομζνα από τθν πρωτεομικι ανάλυςθ μετατράπθκαν ςε μορφι PRIDE XML και 

υποβλικθκαν ςτθ βάςθ δεδομζνων PRIDE (http://www.ebi.ac.uk/pride/). Για τθν 

ταυτοποίθςθ και ποςιτκοποίθςθ πρωτεϊνϊν από τα δεδομζνα των πρωτεομικϊν 

αναλφςεων χρθςιμοποιικθκε το πρόγραμμα AB Sciex ProteinPilot v4.0. H 

περαιτζρω επεξεργαςία των δεδομζνων, το φιλτράριςμα και θ οπτικοποίθςθ ςε 

«κερμοχάρτεσ» (heatmap visualization) πραγματοποιικθκαν ςε γλϊςςα R (R 

language). Για τισ αναλφςεισ μονοπατιϊν (Pathway) και εμπλουτιςμοφ ομάδων 

γονιδίων (Gene Set Enrichment) χρθςιμοποιικθκε το πρόγραμμα Ariadne Pathway 

Studio v9.0. Πλεσ οι αναλφςεισ βιοπλθροφορικισ πραγματοποιικθκαν ςε 

ςυνεργαςία με τθν ομάδα πρωτεομικισ του ΙΙΒΕΑΑ (Δρ Κ. Βουγάσ και Δρ Θ. 

ουμελιϊτθσ). 

 

2.3. Σεχνικέσ in situ 

2.3.1. Ανοςοφθοριςμβσ in situ (Immunofluorescence, IF) 

Κφτταρα επιςτρϊκθκαν ςε καλυπτρίδεσ και μετά από τισ κατάλλθλεσ επιδράςεισ 

μονιμοποιικθκαν με διάλυμα παραφορμαλδεφδθσ (PFA) 4% ςε PBS για 15 λεπτά 

και επϊαςθ με Triton-X 100 (Sigma) 0,5% για 5 λεπτά. Ακολοφκθςε ολονφκτια 

επϊαςθ με το 1γενζσ αντίςωμα ςε PBS ςτουσ 4οC και ςτθ ςυνζχεια με 2γενζσ 

αντίςωμα ςυνδεδεμζνο με φκορίηουςα ουςία (αραίωςθ 1:1000) για 30 λεπτά ςτουσ 

37 οC ςτο ςκοτάδι. Για τθν χρϊςθ των πυρινων χρθςιμοποιικθκε θ φκορίηουςα 

χρωςτικι DAPI (Sigma) ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 0,5μg/ml και ακολοφκθςε κλείςιμο 

ςε PBS με γλυκερόλθ 40% και παρατιρθςθ ςε μικροςκόπιο φκοριςμοφ. 

 2.3.2. Ανοςοΰςτοχημεία (Immunohistochemistry, IHC) 

Αρχικά τα δείγματα τοποκετοφνται ςε κερμαινόμενθ πλάκα ςτουσ 60οC, για 30 

λεπτά. Στθ ςυνζχεια εμβαπτίηονται ςε ξυλόλθ για 5λεπτά ςε κερμοκραςία 

δωματίου, 3 φορζσ (ϊςτε να διαλυκεί θ παραφίνθ).                          
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Οι τομζσ ενυδατϊνονται με διαδοχικι εμβάπτιςθ ςε διαλφματα αικανόλθσ 

ελαττωμζνθσ ςυγκζντρωςθσ ςε κερμοκραςία δωματίου όπωσ καταγράφονται 

παρακάτω για ςυγκεκριμζνουσ χρόνουσ 

Αικανόλθ 100% για 10 λεπτά 

Αικανόλθ 100% για 5 λεπτά 

Αικανόλθ 96% 2 φορζσ για 5 λεπτά 

Αικανόλθ 80% για 5 λεπτά 

Αικανόλθ 70% για 5 λεπτά 

Αικανόλθ 50% για 5 λεπτά  

TBS  για 5 λεπτά 

Το TBS είναι ρυκμιςτικό διάλυμα με pH=7.6 (ρυκμιςμζνο με HCl) και περιζχει   8.1gr 

NaCl + 1gr TRIZMA base  ςε 1lt νερό. 

Θ ενδογενισ υπεροξειδάςθ αδρανοποιείται τθσ με 3% διάλυμα υπεροξείδιου του 

υδρογόνου (Θ2Ο2) (Διάλυμα stock 30%, αραίωςθ 1:10), για 12 λεπτά ςτο ςκοτάδι ςε 

κερμοκραςία δωματίου.  

Οι τομζσ ξεπλζνονται με ΤΒS, για 5 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου. 

Για να γίνει θ επίδραςθ με το αντίςωμα κα πρζπει να αποκαλυφκοφν οι αντιγονικζσ 

κζςεισ. Οι τομζσ κερμαίνονται ςε διάλυμα κιτρικοφ νατρίου (2.1gr ςε 1l dH2O και 

ρφκμιςθ του pH6 με ΝαOH) ι EDTA (2.2 ml ςε 1l dH2O και ρφκμιςθ του pH8.0-8.5 με 

HCl) για 5 λεπτά ςε φοφρνο μικροκυμάτων, θ διαδικαςία επαναλαμβάνεται 5 

φορζσ. Το διάλυμα που χρθςιμοποιείται εξαρτάται από το αντίςωμα που πρόκειται 

να χρθςιμοποιθκεί.  

Στθν ςυνζχεια οι τομζσ παραμζνουν ςε κερμοκραςία δωματίου για 20 λεπτά και 

ξεπλζνονται ςε TBS για 5 λεπτά. 

Ζπειτα επωάηονται με το πρωτογενζσ αντίςωμα διαλυμζνο ςε φυςιολογικό μθ 

ανοςοποιθμζνο ορό και TBS. Ο ορόσ χρθςιμοποιείται για τθν κάλυψθ των μθ 

ειδικϊν αντιγονικϊν κζςεων. Θ αραίωςθ του πρωτογενοφσ αντιςϊματοσ είναι 

ποικίλει, ενϊ θ αραίωςθ του οροφ είναι ςτακερι, 1:20. Θ επϊαςθ γίνεται ολονφκτια 
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ςτουσ 4οC. Με τθν ολοκλιρωςθ τθσ επϊαςθσ οι τομζσ ξεπλζνονται με TBS επί 5 

λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου. Ακολουκεί επϊαςθ με δευτερογενζσ αντίςωμα 

ιχνθκετθμζνο με βιοτίνθ διαλυμζνο ςε TBS, ςε αραίωςθ 1:200. Το δευτερογενζσ 

αντίςωμα και ο ορόσ πρζπει να ζχουν τθν ίδια προζλευςθ με τον ορό. Θ επϊαςθ 

διαρκεί 30 λεπτά, ςτουσ 37οC. Οι τομζσ ξεπλζνονται με ΤΒS για 5 λεπτά ςε 

κερμοκραςία δωματίου και επωάηονται με το ςφμπλοκο βιοτίνθ-ςτρεπταβιδίνθ-

υπεροξειδάςθ (ΑΒ complex)  για 20 λεπτά ςτουσ 37ο C. Το ςφμπλεγμα 

ςτρεπταβιδίνθ-υπεροξειδάςθ (Α) και θ βιοτίνθ (Β) φυλάςςονται ξεχωριςτά ςτουσ 

40C. Για τθ δθμιουργία του τελικοφ ςυμπλόκου AB complex  τα ςυςτατικά Α και Β 

αναμιγνφονται με αραίωςθ 1:100 ςε TBS και φυλάςςονται ςτο ςκοτάδι ςε 

κερμοκραςία δωματίου για 30 λεπτά. Το ςφμπλοκο AB complex μζςω τθσ 

ςτρεπταβιδίνθσ προςδζνεται ςτο βιοτινυλιωμζνο δευτερογενζσ αντίςωμα. 

Ακολουκεί ξζπλυμα των τομϊν ςε ΤΒS για 5 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου και θ 

εμβάπτιςθ ςε διάλυμα διαμινοβενηιδίνθσ (DAB): 1 ml DAB +  16λ Θ2Ο2 (από το stock 

30%) ςε 50ml TBS. Ο χρόνοσ επϊαςθσ των τομϊν με το διάλυμα DAB ελζγχεται με 

παρατιρθςθ τθσ χρϊςθσ ςε οπτικό μικροςκόπιο. Στθν ςυνζχεια οι τομζσ 

ξεπλζνονται με άφκονο νερό βρφςθσ και χρωματίηονται με αιματοξυλίνθ. Θ 

αιματοξυλίνθ βάφει με κυανό χρϊμα το DNA του πυρινα και όςεσ δομζσ είναι 

όξινεσ, όπωσ το RNA ςτο κυτταρόπλαςμα και ο υαλοειδισ χόνδροσ ςτθ κεμζλια 

ουςία.  

Ακολουκεί ξζπλυμα με άφκονο νερό βρφςθσ και αφυδάτωςθ των τομϊν με 

εμβάπτιςθ ςε διαλφματα αικανόλθσ αυξανόμενθσ ςυγκζντρωςθσ. 

Αικανόλθ 50% για 5 λεπτά 

Αικανόλθ 70% για 5 λεπτά 

Αικανόλθ 80% για 5 λεπτά 

Αικανόλθ 96% 2 φορζσ για 5 λεπτά 

Αικανόλθ 100% για 5 λεπτά 

Αικανόλθ 100% 5 λεπτά 

Ξυλόλθ ΙΙΙ για 5 λεπτά 

Ξυλόλθ ΙΙ για 5 λεπτά 
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Ξυλόλθ Ι για 5 λεπτά 

Ολοκλθρϊνοντασ, οι τομζσ καλφπτονται με ειδικι ρθτίνθ (βάλςαμο του Καναδά ι 

DPX), καλυπτρίδα και παρατθροφνται ςτο οπτικό μικροςκόπιο. 

 

2.4. Αντιςώματα 

Τα αντιςϊματα και οι αντίςτοιχεσ αραιϊςεισ που χρθςιμοποιικθκαν ανά μζκοδο 

είναι οι εξισ: 

2.4.1. Αντιςώματα για Ανοςοαποτγπωςη (IB): 

 i)p19ARF (τάξεωσ IgG  πολυκλωνικό, επίτοποσ: πλιρουσ μικουσ πρωτεΐνθ ποντικοφ 

p19ARF, 1:200, #07-543, Millipore, LabSupplies, Ακινα, Ελλάδα), ii) p14ARF (DCS-

240, τάξεωσ IgG, mouse  μονοκλωνικό, επίτοποσ: Αναςυνδυαςμζνθ, πλιρουσ 

μικουσ ανκρϊπινθ πρωτεΐνθ, 1:100, #ab49166, abcam, AntiSel, Ακινα, Ελλάδα), iii) 

ολικι ΑΤΜ, (τάξεωσ IgG, rabbit πολυκλωνικό, επίτοποσ: κεντρικι περιοχι, αραίωςθ 

1:500 (Millipore, LabSupplies, Ακινα, Ελλάδα), iv)β-ακτίνθ (τάξεωσ IgG rabbit 

πολυκλωνικό, επίτοποσ: αμινο-τελικό άκρο ανκρϊπινθσ β-ακτίνθσ, αραίωςθ 1:1000 

(Millipore, Lab Supplies, Ακινα, Ελλάδα) v) TBP1 (PSMC3) τάξεωσ IgG, rabbit, 

πολυκλωνικό, επίτοποσ: αμινο-τελικό άκρο, (Abcam), αραίωςθ 1:200, vi) TBPIP 

(PSMC3IP) τάξεωσ IgG, mouse, πολυκλωνικό ςε ορό, επίτοποσ:πλιρουσ μικουσ 

πρωτεΐνθ (Abcam), αραίωςθ 1:200, vii)TRIP12/ULF, τάξεωσ IgG, rabbit πολυκλωνικό, 

επίτοποσ: αα 75-125, αραίωςθ  1:500 (Abcam), viii) H-Ras (F235) τάξεωσ IgG, mouse 

μονοκλωνικό, επίτοποσ:πλιρουσ μικουσ πρωτεΐνθ, αραίωςθ 1:100 (Santa Cruz 

Biotech, Bioanalytica, Ακινα, Ελλάδα), ix) PPP1R2 (I-2 inhibitor) τάξεωσ IgG, mouse, 

μονοκλωνικό, επίτοποσ: αμινο-τελικό άκρο, (R&D Systems , AntiSel, Ακινα, Ελλάδα) 

αραίωςθ 1:500, x) PP1, τάξεωσ IgG, rabbit πολυκλωνικό, επίτοποσ: καρβοξυ-τελικό 

άκρο, αραίωςθ 1:500 (Millipore LabSupplies, Ακινα, Ελλάδα), xi) κυκλίνθ Ε, τάξεωσ 

IgG, mouse μονοκλωνικό, επίτοποσ: καρβοξυ-τελικό άκρο, αραίωςθ 1:200, xii) Nek2, 

τάξεωσ IgG2b, mouse μονοκλωνικό, επίτοποσ: aa 211-445, αραίωςθ 1:500 (Santa 

Cruz Biotech, Bioline, Ακινα, Ελλάδα), xiii) phospho-Serine, τάξεωσ IgG1, mouse 

μονοκλωνικό, (abcam), αραίωςθ 1:300, xiv) ubiquitin, τάξεωσ IgG1, mouse 

μονοκλωνικό, επίτοποσ: πλιρουσ μικουσ ομάδα ουβικιτίνθσ (αα 1-76) (Cell Signaling 
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Tech, Bioline, Ακινα, Ελλάδα), αραίωςθ 1:500, xv) φιμπριλλαρίνθ (fibrillarin), 

τάξεωσ IgG, rabbit πολυκλωνικό, επίτοποσ: αα 1-100, αραίωςθ 1:1000 (abcam), 

xvi)Chk2, τάξεωσ IgG, rabbit πολυκλωνικό ςε ορό, αραίωςθ 1:20 (ευγενικι δωρεά 

από τον Dr T.Halazonetis) , xv) β-catenin, mouse μονοκλωνικό, τάξεωσ IgG1, 

επίτοποσ: καρβοξυ-τελικό άκρο , αραίωςθ 1:500 (Santa Cruz Biotech, Bioanalytica, 

Ακινα, Ελλάδα), xvi)TTF-I, rabbit πολυκλωνικό, τάξεωσ IgG, επίτοποσ: Αμινο-τελικό 

άκρο, αραίωςθ 1:500 (Abcam), xvii) UBF τάξεωσ IgG, mouse μονοκλωνικό, επίτοποσ: 

aa 1-220, αραίωςθ 1:1000 (Santa Cruz Biotech, Bioline, Ακινα, Ελλάδα), xviii) Lamin 

B, τάξεωσ IgG2b, mouse μονοκλωνικό, επίτοποσ: aa 559-584, αραίωςθ 1:1000 (Santa 

Cruz Biotech, Bioline, Ακινα, Ελλάδα) xix) NPM/B23-pT95, rabbit πολςκλωνικό, 

τάξεωρ IgG, επίτοπορ: αμινοξικά κατάλοιπα γύπω από την θπεονίνη 95 τηρ NPM/B23, 

αραίωςθ 1:500 (Cell Signaling Tech, Bioline, Ακινα, Ελλάδα), xx) NPM/B23-pT199, 

rabbit πολυκλωνικό, τάξεωσ IgG, επίτοποσ: αμινοξικά κατάλοιπα γφρω από τθν 

κρεονίνθ 199 τθσ NPM/B23, αραίωςθ 1:500 (Cell Signaling Tech, Bioline, Ακινα, 

Ελλάδα), xxi) NPM/B23-pS4, rabbit πολυκλωνικό, τάξεωσ IgG, επίτοποσ: αμινοξικά 

κατάλοιπα γφρω από τθν ςερίνθ 4 τθσ NPM/B23, αραίωςθ 1:500 (Cell Signaling 

Tech, Bioline, Ακινα, Ελλάδα), xxii) NPM/B23-pS125, rabbit μονοκλωνικό, τάξεωσ 

IgG, επίτοποσ: αμινοξικά κατάλοιπα γφρω από τθν ςερίνθ 125 τθσ NPM/B23, 

αραίωςθ 1:500 (Abcam), xxiii) NPM/B23-T234/237, rabbit μονοκλωνικό, τάξεωσ IgG, 

επίτοποσ: αμινοξικά κατάλοιπα γφρω από τισ κρεονίνεσ 234 και 237 τθσ NPM/B23, 

αραίωςθ 1:500 (Abcam). 

Δευτερογενι αντιςϊματα: i)goat anti-mouse IgG-HRP conjugated (#HAF007 R&D 

Systems, AntiSel, Ακινα, Ελλάδα ), ii)goat anti-rabbit-HRP conjugated (# HAF008 

R&D Systems, AntiSel, Ακινα, Ελλάδα), iii)goat anti-mouse IgG-AP conjugated 

(#G21060, Invitrogen, AntiSel, Ακινα, Ελλάδα), iv)goat anti-rabbit IgG-AP conjugated 

(#G21079 ,Invitrogen, AntiSel, Ακινα, Ελλάδα). 

2.4.2. Αντιςώματα για ανοςοκατακρήμνιςη (IP): 

i) p14ARF  (ςε ορό, rabbit πολυκλωνικό, επίτοποσ: καρβοξυ-τελικό άκρο ανκρϊπινθσ 

p14ARF), αραίωςθ 2μl:1μg ολικοφ εκχυλίςματοσ (μία ευγενικι προςφορά τθσ Dr. K. 

Vousden) ii) NPM/B23, mouse μονοκλωνικό, επίτοποσ: πλιρουσ μικουσ πρωτεΐνθ, 

αραίωςθ 1μg:1μg ολικοφ εκχυλίςματοσ (Santa Cruz Biotech, Bioanalytica, Ακινα, 
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Ελλάδα), iv) myc-tag,τάξεωσ IgG2a, mouse μονοκλωνικό, αραίωςθ 1μl:1μg ολικοφ 

εκχυλίςματοσ (Cell Signaling Biotech, Bioline, Ακινα, Ελλάδα). 

2.4.3. Αντιςώματα για Ανοςοΰςτοχημεία (IHC): 

i) p14ARF p14ARF (DCS-240, τάξεωσ IgG  μονοκλωνικό, επίτοποσ: Αναςυνδυαςμζνθ, 

πλιρουσ μικουσ ανκρϊπινθ πρωτεΐνθ, #ab49166, abcam),  αραίωςθ 1:50, ii) 

κυκλίνθ Ε, τάξεωσ IgG, mouse μονοκλωνικό, επίτοποσ: καρβοξυ-τελικό άκρο, 

αραίωςθ 1:100, (Santa Cruz Biotech, Bioanalytica, Ακινα, Ελλάδα) iii) ATM-pS1981 

τάξεωσ IgG, mouse μονοκλωνικό αραίωςθ 1:200 (ευγενικι δωρεά των C. Bakkenist 

και M. Kastan), iv) p53 (DO-7),  τάξεωσ IgG2b, mouse μονοκλωνικό, επίτοποσ: αμινο-

τελικο άκρο (aa 1-45) (Santa Cruz Biotech, Bioanalytica, Ακινα, Ελλάδα),  αραίωςθ 

1:100, iv) p21WAF1 τάξεωσ IgG2b, mouse μονοκλωνικό, επίτοποσ: πλιρουσ μικουσ 

πρωτεΐνθ (Santa Cruz Biotech, Bioanalytica, Ακινα, Ελλάδα),  αραίωςθ 1:300, v) 

p16INK4A, τάξεωσ IgG2a, mouse μονοκλωνικό, επίτοποσ: πλιρουσ μικουσ πρωτεΐνθ 

(Santa Cruz Biotech, Bioanalytica, Ακινα, Ελλάδα),  αραίωςθ 1:100, vi) Ki67, τάξεωσ 

IgG1, mouse μονοκλωνικό, αραίωςθ 1:100 (DAKO). 

2.4.4. Αντιςώματα για ανοςοφθοριςμβ (IF): 

i) p14ARF (DCS-240, τάξεωσ IgG  μονοκλωνικό, επίτοποσ: Αναςυνδυαςμζνθ, πλιρουσ 

μικουσ ανκρϊπινθ πρωτεΐνθ, αραίωςθ 1:50, #ab49166, abcam, AntiSel, Ακινα, 

Ελλάδα), ii) p14ARF  (ςε ορό, rabbit πολυκλωνικό, επίτοποσ: καρβοξυ-τελικό άκρο 

ανκρϊπινθσ p14ARF), αραίωςθ 1:100 (μία ευγενικι προςφορά τθσ Dr. K. Vousden) 

iii) NPM/B23, mouse μονοκλωνικό, επίτοποσ: πλιρουσ μικουσ πρωτεΐνθ, αραίωςθ 

1:100) (Santa Cruz Biotech, Bioanalytica, Ακινα, Ελλάδα), iv)E2F-1 (KH95), τάξεωσ 

IgG2a, mouse μονοκλωνικό, επίτοποσ: αα 342-386, v) φιμπριλλαρίνθ (fibrillarin), 

τάξεωσ IgG, rabbit πολυκλωνικό, επίτοποσ: αα 1-100, αραίωςθ 1:250 (abcam) vi) 

goat anti-mouse IgG FITC-conjugated (Oregon Green 488, #O6380 Mol. Probes, 

Invitrogen, Antisel, Ακινα, Ελλάδα) vii)goat anti- rabbit IgG rhodamine-conjugated 

(Texas Red, Mol. Probes, Invitrogen, Antisel, Ακινα, Ελλάδα). 
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2.4.5. Αντίςωμα για Ανοςοκατακρήμνιςη χρωματίνησ (ChIP):  

H2B-AcK20, rabbit μονοκλωνικό, επίτοποσ: αμινοξικά κατάλοιπα γφρω από τθν Κ20, 

αραίωςθ 1/10 εκχυλίςματοσ χρωματίνθσ  (Santa Cruz Biotech, Bioanalytica, Ακινα, 

Ελλάδα) 

2.5. Πλαςμιδιακοί φορείσ και διαμολγνςεισ. 

2.5.1. Διαμβλυνςη κυττάρων με πλαςμίδια 

Για τθν διαμόλυνςθ κυττάρων με τα πλαςμίδια pRK5-Myc-NPM wt, S70D, S70A και 

S70/88A S70/88D) και pSNV2-GFP-ppp1r2h-wt, pSNV2-GFP-ppp1r2hS43A και 

pSNV2-GPF-ppp1r2hS43D χρθςιμοποιικθκε το αντιδραςτιριο Effectene 

Transfection Reagent (Qiagen, Bioanalytica, Ακινα, Ελλάδα). 48 ϊρεσ μετά τθ 

διαμόλυνςθ τα κφτταρα μονιμοποιικθκαν ςε καλυπτρίδεσ για ανάλυςθ 

ανοςοφκοριςμοφ ι ςυλλζχκθκαν για απομόνωςθ πρωτεΐνθσ και ανοςοαποτφπωςθ. 

2.5.2. Διαμβλυνςη κυττάρων Phoenix με ρετροΰικογσ φορείσ 

Για τθ διαμόλυνςθ κυττάρων με τουσ ρετροϊικοφσ πλαςμιδιακοφσ φορείσ 

pRetroSuper-hygro-shARF και pBabe-hygro-β-catenin χρθςιμοποιικθκε θ κυτταρικι 

ςειρά Phoenix amphotropic[111], θ οποία προζρχεται από τα κφτταρα 293Τ και 

εκφράηει τα απαραίτθτα ιικά γονίδια (gag-pol-env) για το πακετάριςμα των 

ρετροϊικϊν ςωματιδίων μετά από διαμόλυνςθ με τουσ κατάλλθλουσ ρετροϊικοφσ 

φορείσ. 1,5 x 106 κφτταρα Phoenix  επιςτρϊκθκαν ςε τρυβλία διαμζτρου 60mm. Τθν 

επόμενθ μζρα ζγινε διαμόλυνςθ των κυττάρων με τον ρετροϊικό φορζα 

pRetroSuper-hygro-shp14ARF (δωρεά του Dr T.D.Halazonetis) ι pBabe-hygro-b-

catenin με το αντιδραςτιριο Effectene (Qiagen, Bioanalytica, Ακινα, Ελλάδα). Τθν 

επόμενθ μζρα ζγινε αντικατάςταςθ του κρεπτικοφ υλικοφ με 3ml κανονικοφ DMEM 

(Gibco, AntiSel, Ακινα, Ελλάδα). 48 ϊρεσ μετά τθν διαμόλυνςθ ζγινε ςυλλογι του 

ιικοφ υπερκειμζνου το οποίο μετά από διικθςθ από φιλτρο 0,45μm 

χρθςιμοποιικθκε για τθ διαμόλυνςθ Θ1299 κυττάρων ςε πυκνότθτα 50-60% ςε 

τρυβλία 60mm παρουςία 10μg/ml polybrene (Sigma), το οποίο διευκολφνει τθν 

διαμόλυνςθ των κυττάρων με τα ιικά ςωματίδια. Τθν επόμενθ μζρα ζγινε 

αντικατάςταςθ του κρεπτικοφ υλικοφ με 5ml κανονικοφ (ι με χαμθλι ςυγκζντρωςθ 

οροφ 0,1% για serum starvation) DMEM και 48 ϊρεσ μετά τθν μεταγωγι του ιοφ 
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ζγινε ςυλλογι των κυττάρων. Το πείραμα διαμόλυνςθσ με β-κατενίνθ και serum 

starvation πραγματοποιικθκε με τθ ςυμβολι του Δρ Α. Δαμαλά. 

2.5.3. Παραγωγή ςωματιδίων λεντι-ιογ (lentivirus) 

2.5.3.1. Λεντι-ιικοί φορείσ:  

Για τθν παραγωγι λεντιϊκϊν ςωματιδίων με ςκοπό τθν διαμόλυνςθ των όγκων από 

ξενομοςχεφματα  για αποςιϊπθςθ τθσ ΑΤΜ (shATM) χρθςιμοποιικθκε μίγμα 5 

διαφορετικισ αλλθλουχίασ φορζων pLKO.1-puro (MISSION® Sigma Aldrich) για 

μζγιςτο αποτζλεςμα. Οι κωδικοί και οι αλλθλουχίεσ shRNA εμφανίηονται ςτον 

παρακάτω πίνακα:  

Ρίνακασ 1: Αλλθλουχίεσ αποςιϊπθςθσ (shRNA) για τθν ΑΤΜ ςτουσ λεντιικοφσ φορείσ pLKO.1 

 

Ωσ αρνθτικόσ ζλεγχοσ και ωσ ζλεγχοσ αποτελεςματικότθτασ τθσ διαμόλυνςθσ και τθσ 

αποςιϊπθςθσ χρθςιμοποιικθκαν οι λεντι-ιικοί φορείσ pLKO.1-puro-CMV-

TurboGFP™ και pLKO.1-puro TurboGFP™ shRNA pLKO.1-puro TurboGFP™  

(αλλθλουχία shRNA CCGGCGTGATCTTCACCGACAAGATCTCGAGATCTTGTCG 

GTGAAGATCACGTTTTT) (MISSION®, Sigma Aldrich) αντίςτοιχα. 

2.5.3.2. Διαμβλυνςη κυττάρων με λεντιικογσ πλαςμιδιακουσ φορείσ 

Για τθν παραγωγι των ςωματιδίων λεντι-ιοφ,  5 x 106  κφτταρα τθσ κυτταρικισ 

ςειράσ 293T επιςτρϊκθκαν ςε τρυβλία διαμζτρου 10cm. Τθν επόμενθ μζρα ζγινε 

διαμόλυνςθ των κυττάρων με 15μg από κάκε φορζα ζκφραςθσ GFP, shGFP και 

shATM και με τα πλαςμίδια πακεταρίςματοσ τρίτθσ γενιάσ pMDLg/pRRE (15μg ) , 

pRSV-REV(6 μg) και pMD2.G (3 μg) με χριςθ του αντιδραςτθρίου lipofectamine 

2000. Οι πλαςμιδιακοί φορείσ αναμείχκθκαν με 50 μl lipofectamine μζςα ςε 

MISSION® shATM 

από Sigma Aldrich 

   

TRC Κωδικός Clone ID περιοτή Αλληλοστία αποζιώπηζης (shRNA) 

TRCN0000039948 NM_000051.2-

9380s1c1 

3UTR CCGGCCTTTCATTCAGCCTTTAGAACTCGAGTTCTA

AAGGCTGAATGAAAGGTTTTTG 

TRCN0000039951 NM_000051.2-

1974s1c1 

CDS CCGGGCCTCCAATTCTTCACAGTAACTCGAGTTACT

GTGAAGAATTGGAGGCTTTTTG 

TRCN0000038655 NM_000051.2-

224s1c1 

CDS CCGGGCCGTCAACTAGAACATGATACTCGAGTATCA

TGTTCTAGTTGACGGCTTTTTG 

TRCN0000010299 NM_000051.x-

9530s1c1 

3UTR CCGGTGATGGTCTTAAGGAACATCTCTCGAGAGATG

TTCCTTAAGACCATCATTTTTG 

TRCN0000194861 NM_000051.3-

4332s1c1 

CDS CCGGCCAAGGTCTATGATATGCTTACTCGAGTAAGC

ATATCATAGACCTTGGTTTTTTG 
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κρεπτικό υλικό χωρίσ ορό optiMEM και ςτθ ςυνζχεια προςτζκθκαν ςτα κφτταρα. 

Τθν επόμενθ μζρα ζγινε αντικατάςταςθ του κρεπτικοφ υλικοφ με πλιρεσ DMEM και 

48 ϊρεσ μετά ζγινε ςυλλογι του υπερκειμζνου που περιείχε τα ιικά ςωματίδια. 

2.5.3.3. Απομβνωςη ιικογ RNA με κιτ 

Θ απομόνωςθ του ιικοφ RNA ζγινε με το κιτ NucleoSpin® RNA Virus ( cat no 740956, 

Macherey-Nagel).  Σε 150μl ιικοφ υπερκειμζνου  προςτίκενται 600 μl διαλφματοσ 

λφςθσ RAV1 και γίνεται επϊαςθ για 5 λεπτά ϊςτε να γίνει λφςθ των ιικϊν 

ςωματιδίων. Στθ ςυνζχεια προςτίκενται 600μl αικανόλθσ θ οποία ςε ςυνδυαςμό με 

τα ςυςτατικά του διαλφματοσ λφςθσ RAV1 βοθκά ςτθν προετοιμαςία του RNA για 

καλφτερθ πρόςδεςθ ςτο φίλτρο τθσ ςτιλθσ και το μίγμα μεταφζρεται ςτισ ειδικζσ 

ςτιλεσ διικθςθσ και φυγοκεντρείται ςτισ 8000 x g για 1 λεπτό. Το προςδεδεμζνο 

ιικό RNA κακαρίηεται από κυτταρικά υπολζιμματα, άλατα και μεταβολίτεσ με 

διαδοχικζσ πλφςεισ με τα διαλφματα RAW και RAV3 και φυγοκζντρθςθ ςτισ 8000 x g 

για 1 λεπτό και 11000 x g για 5 λεπτά. Θ ζκλουςθ του RNA από το φίλτρο γίνεται με 

50μl νεροφ απαλλαγμζνου από RNάςεσ (RNase-Free Water) για 1-2 λεπτά ςτουσ 

70oC  και φυγοκζντρθςθ ςτισ 11000 x g για 1 λεπτό.  

2.5.3.4. Μέτρηςη τίτλου ιογ 

Για τον υπολογιςμό τθσ περιεκτικότθτασ του ιικοφ υπερκειμζνου ςε λεντι-ιικά 

ςωματίδια (τίτλοσ ιοφ), χρθςιμοποιικθκε το κιτ LentiX qRT-PCR Titration Kit (cat no: 

631235, Clontech). 15μl από το διάλυμα ιικοφ RNA επωάςτθκαν με DNάςθ I για 30 

λεπτά και ςτθ ςυνζχεια ακολοφκθςε αντίδραςθ αντίςτροφθσ μεταγραφισ και 

ποςοτικισ PCR πραγματικοφ χρόνου (qRT-PCR) με τθ χριςθ των αντιδραςτθρίων του 

κιτ και των ειδικά ςχεδιαςμζνων εκκινθτϊν που αναγνωρίηουν αλλθλουχίεσ του 

λεντιικοφ RNA-γονιδιϊματοσ. Για τισ αντιδράςεισ αντίςτροφθσ μεταγραφισ και 

αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ χρθςιμοποιικθκαν οι ςυνκικεσ που ςυνιςτά 

το εγχειρίδιο του καταςκευαςτι και οι αντίςτοιχεσ διαδοχικζσ αραιϊςεισ του 

αρχικοφ δείγματοσ. Ο υπολογιςμόσ τθσ ςυγκζντρωςθσ των λεντιικϊν ςωματιδίων 

γίνεται εμμζςωσ μζςω τθσ μζτρθςθσ τθσ ποςότθτασ των δειγμάτων ςε λεντιικό RNA. 
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2.5.4. Ανάπτυξη και απομβνωςη πλαςμιδίων 

Για τθν ανάπτυξθ όλων των πλαςμιδιακϊν φορζων χρθςιμοποιικθκαν βακτιρια 

Ε.coli ςτελζχουσ DH5a ςε κρεπτικό υλικό Luria Bertani (LB) με επιλογι αμπικιλλίνθσ 

100μg/ml. Για το μεταςχθματιςμό των βακτθρίων χρθςιμοποιικθκαν χθμειοδεκτικά 

βακτιρια ςτα οποία ειςιχκθ μικρι ποςότθτα του κατάλλθλου πλαςμιδίου. 

Ακλουκεί επϊαςθ ςτον πάγο για 20 λεπτά, κερμικό ςοκ για 2 λεπτά ςτουσ 42οC, 

επϊαςθ ςτον πάγο για  3 λεπτά, επϊαςθ ςε LB ςτουσ 37οC για 45 λεπτά και 

επίςτρωςθ ςε τρυβλία αγαρ/LB παρουςία αμπικιλλίνθσ 100μg/ml για ανάπτυξθ 

αποικιϊν ολονφκτια ςτουσ 37οC. Από τισ αποικίεσ που αναπτφχκθκαν ζγινε επιλογι 

και μεταφορά ςε υγρι καλλιζργεια με 5ml LB παρουςία αμπικιλλίνθσ 100μg/ml 

ολονφκτια ςτουσ 37οC υπό ανάδευςθ. Τθν επόμενθ μζρα κρατικθκε ςτοκ 

γλυκερόλθσ 30% ςε LB ςτουσ -80οC και ζγινε απομόνωςθ πλαςμιδιακοφ DNA από 

τθν υπόλοιπθ καλλιζργεια. 

2.5.4.1. Απομβνωςη και καθαριςμβσ πλαςμιδιακογ DNA 

Θ απομόνωςθ του πλαςμιδιακοφ DNA ζγινε με το κιτ QIAGEN plasmid mini prep  

(Qiagen, Bioanalytica, Ακινα, Ελλάδα) . Ολονφχτια βακτθριακι καλλιζργεια των 5ml 

κατακρθμνίςτθκε ςτισ 3000rpm για 5min και το ίηθμα κυττάρων αναδιαλφκθκε ςε 

250μl P1 διαλφματοσ. Ρροςτζκθκαν 250μl P2 διαλφματοσ λφςθσ και 

πραγματοποιικθκε ιπια ανακίνθςθ 4 με 5 φορζσ ϊςτε το διάλυμα να 

ομογενοποιθκεί. Μετά από ακριβϊσ 5min προςτζκθκαν 350μl Ν3 διαλφματοσ 

εξουδετζρωςθσ, ζγινε ιπια ανακίνθςθ 4 με 5 φορζσ και φυγοκεντρικθκε για 10 min 

ςτισ 13000 rpm. Το υπερκείμενο μεταφζρκθκε ςε κολόνα απομόνωςθσ (QIAprep 

spin column) και φυγοκεντρικθκε για 1 min ςτισ 13000 rpm. Θ κολϊνα ξεπλφκθκε 

αρχικά με 500μl PΒ διάλυμα και ςτθ ςυνζχεια με 750μl PΕ διάλυμα και 

φυγοκεντρικθκε για 1 min ςτισ 13000 rpm. Θ φυγοκζντρθςθ επαναλιφκθκε ϊςτε 

να απομακρυνκοφν τα υπολοίματα τθσ αικανόλθσ από το PΕ διάλυμα. Θ κολϊνα 

τοποκετικθκε ςε καινοφριο ςωλθνάκι φυγοκζντρθςθσ και προςτζκθκαν 50 μl ΕΒ 

(10Mm Τris-Cl, pH 8,5).Ραρζμεινε για 1 min  και φυγοκεντρικθκε για 1 min ςτισ 

13000 rpm.  
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2.5.4.2 Τπολογιςμβσ ςυγκέντρωςησ και καθαρβτητασ πλαςμιδίων 

Θ ποςότθτα του πλαςμιδίου υπολογίςτθκε με φωτομζτρθςθ και ςε πικτωμα 

αγαρόηθσ. 

 Ηλεκτροφβρηςη ςε πήκτωμα αγαρβζησ 

Τα πθκτϊματα παραςκευάςτθκαν με διάλυςθ κατάλλθλθσ ποςότθτασ αγαρόηθσ ςε 1 

x ρυκμιςτικό διάλυμα ΤΑΕ (40mM Tris-acetate, 1mM EDTA) και κζρμανςθ. 

Ρροςτζκθκε 0.5μg/ml βρωμιοφχο αικίδιο και τοποκετικθκε ςε κατάλλθλο δοχείο 

για να πιξθ. Αφοφ τοποκετικθκε ςτθ ςυςκευι θλεκτροφόρθςθσ  ςε 1 x ρυκμιςτικό 

διάλυμα ΤΑΕ. Στα δείγματα DNA προςτζκθκε LB (Loading buffer: 0,04% 

Bromophenol Blue, 5% glycerol) και φορτϊκθκαν ςτο πικτωμα. Για τθν 

θλεκτροφόρθςθ εφαρμόςτθκε 50-80V τάςθ. Το DNA ελζγχκθκε ςε πλάκα 

υπεριϊδουσ ακτινοβολίασ. 

Τπολογιςμβσ υγκέντρωςησ του DNA  

Ο υπολογιςμόσ τθσ ποςότθτασ του DNA υπολογίηεται με φωτομζτρθςθ βάςθ τθσ 

απορρόφθςθσ ςτα 260nm. Θ τιμι απορρόφθςθσ πρζπει να βρίςκεται μεταξφ 0.1 με 

1.0 για να είναι ακριβισ. Αρχικά φτιάχνονται αραιωμζνα δείγματα 1: 100 και αφοφ 

μετρθκεί θ απορρόφθςθ θ ςυγζντρωςθ του DNΑ υπολογίηεται βάςθ του τφπου  

[DNA] = OD260 x 1/αραίωςθ x 50(μg/ml),  όπου OD260 είναι θ οπτικι πυκνότθτα 

ςτα 260nm.O υπολογιςμόσ τθσ κακαρότθτασ του κάκε δείγματοσ ζγινε με βάςθ τον 

λόγο OD260/OD280. Πταν αυτόσ βρίςκεται μεταξφ των τιμϊν 1.8 - 2, ςυνεπάγεται 

δείγμα υψθλισ κακαρότθτασ ςε RNA). Στθν ςυνζχεια τα δείγματα αποκθκεφονται 

ςτουσ -20οC. 

 

2.6. Μεταλλαξιγένεςη in vitro (Site-directed Mutagenesis) και 

αλληλογχιςη DNA (Sequencing) 

Για τθν καταςκευι των μεταλλαγμζνων μορφϊν τθσ NPM/B23 χρθςιμοποιικθκε το 

πλςμίδιο pRK5-Myc με τθν πλιρουσ μικουσ cDNA αλλθλουχία τθσ NPM/B23 ωσ 

πρότυπο για τθν μεταλλαξιγζνεςθ. Για τθν καταςκευι των μεταλλαγμζνων μορφϊν 

του αναςτολζα Ι-2 inhibitor(PPP1R2) χρθςιμοποιικθκε το πλαςμίδιο pSNV2-GFP με 
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τθν πλιρουσ μικουσ cDNA αλλθλουχία του PPP1R2ωσ πρότυπο για τθν 

μεταλλαξιγζνεςθ. Θ μεταλλαξιγζνεςθ κατευκυνόμενθ ςε κζςθ (site-directed 

mutagenesis) πραγματοποιικθκε με τθ χριςθ του κιτ Change-IT Multiple Mutation 

Site Directed Mutagenesis Kit (Affymetrix, USB Products) ςφμφωνα με τισ οδθγίεσ 

του καταςκευαςτι και με τθ χριςθ κατάλλθλα ςχεδιαςμζνων εκκινθτϊν για τθν 

ειςαγωγι των επικυμθτϊν μεταλλάξεων .Μετά από τθν αντίδραςθ PCR , τα 

προϊόντα επωάςτθκαν 2 φορζσ με το ζνηυμο DpnI και ςτθ ςυνζχεια 

χρθςιμοποιικθκαν για το μεταςχθματιςμό βακτθρίων E.coli. Για κάκε μετάλλαξθ 

επιλζχκθκαν τυχαία 4 κλϊνοι και αναπτφχκθκαν ολονφκτια ςε 3ml κρεπτικοφ 

υλικοφ Luria Bertani (LB) ςτουσ 37°C  υπό ανάδευςθ ςτισ 250rpm παρουςία 

αμπικιλλίνθσ ςε ςυγκζντρωςθ 100μg/ml. Θ απομόνωςθ του πλαςμιδιακοφ DNA 

ζγινε με το κιτ PrepEase Mini Spin Plasmid Kit (Affymetrix, USB Products). Θ 

αλλθλοφχιςθ του απομονωμζνου πλαςμιδιακοφ DNA ζγινε με ABI BigDye 

Terminator ready reaction cycle sequencing kit v3.1 (Applied Biosystems) με τθ 

χριςθ εκκινθτϊν για CMV-F και SV40pA-R  ςε ςυςκευι Applied Biosystems 3130 

DNA Analyzer (Applied Biosystems). Τα δεδομζνα τθσ αλλθλοφχιςθσ του DNA 

αναλφκθκαν με το λογιςμικό Sequencer 5 DNA sequence analysis (Gene Codes 

Corporation). Ευχαριςτοφμε τα εργαςτιρια των Dr Sinisa Volarevic και Dr 

T.D.Halazonetis για τθν πολφτιμθ ςυμβολι τουσ ςτθν παραγωγι των 

μεταλλαγμζνων πλαςμιδιακϊν φορζων pRK5-myc-NPM και PSNV2-GFP-PPP1R2 

αντίςτοιχα.  

Οι εκκινθτζσ που χρθςιμοποιικθκαν ςτθ διαδικαςία μεταλλαξιγζνεςθσ και 

αλλθλοφχιςθσ των πλαςμιδίων pRK5-myc-NPM παρατίκενται ςτον παρακάτων 

πίνακα: 
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Ρίνακασ 2: Αλλθλουχίεσ εκκινθτϊν που χρθςιμοποιικθκαν για μεταλλαξιγζνεςθ και αλλθλοφχιςθ των πλαςμιδίων των 

μεταλλαγμζνων μορφϊν τθσ NPM/B23. 

Εκκινητές για μεταλλαξιγένεση 

NPM/B23 Ser70Ala 

5'- Phospho-  

CAATGAATTACGAAGGCGCTCCAATTAAAGTAACA 3' 

NPM/B23 Ser70Asp 

5' - Phospho- 

CAATGAATTACGAAGGCGATCCAATTAAAGTAACA 3' 

NPM/B23 Thr95Ala* 

5'  -Phospho- GGGGGCTTTGAAATAGCACCACCAGTGGT 

CTTA 3' 

NPM/B23 Thr95Asp* 

5' - Phospho- TTGGGGGCTTTGAAATAGATCCACCAGTGG 

TCTTA 3' 

NPM/B23 Ser88Ala 5' - Phospho- TACAGCCAACGGTTGCCCTTGGGGGCTTT 3' 

NPM/B23 Ser88Asp 5'  -Phospho-TACAGCCAACGGTTGACCTTGGGGGCTTT 3' 

NPM/B23* 

Thr234Ala+Thr237Ala 

5' -Phospho-  AAGAAACAGGAAAAAGCTCCTAAAGCACC 

AAAAGGACCTA 3' 

NPM/B23* 

Thr234Asp+Thr237Asp 

5'  -Phospho-AAGAAACAGGAAAAAGATCCTAAAGATCC 

AAAAGGACCTAGT 3' 

AmpREV 

5'  -Phospho-GTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCA 

CTCATG 3' 

Εκκινητές για αλληλούχιση 

CMV-F 5' CGCAAATGGGCGGTAGGCGT 3' 

SV40pA-R 5' GAAATTTGTGATGCTATTGC  3' 

2.7. Ανάλυςη RNA 

2.7.1. Απομβνωςη RNA απβ κγτταρα RNeasy Mini Kit (Qiagen) 

Συλλζγονται 3x106 κφτταρα με κρυψινοποίθςθ, φυγοκεντροφνται για 5 λεπτά ςτισ 

1500rpm, ςε κερμοκραςία δωματίου και ξεπλζνονται με PBS. Με φυγοκζντρθςθ 
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ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ απομακρφνεται το  PBS και αναδιαλφονται ςε 350μl ρυκμιςτικό 

διάλυμα RLT. Τα δείγματα ομογενοποιοφνται με τθ διικθςθ τουσ ςε ςτιλεσ 

QIAshredder και φυγοκεντροφνται ςτισ 13000rpm για 2 λεπτά. Στο διικθμα 

προςτίκενται 1 όγκοσ αικανόλθσ 70%. Το μίγμα διθκείται ςε ςτιλεσ RNeasy spin με 

φυγοκζντρθςθ για 15 δευτερόλεπτα ςτισ 12000rpm. Οι ςτιλεσ ξεπλζνονται με 700μl 

ρυκμιςτικό διάλυμα RW1 και φυγοκεντροφνται ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ. Στθν ςυνζχεια 

ςτθ κάκε ςτιλθ προςτίκενται 500μl ρυκμιςτικό διάλυμα RRE και φυγοκεντροφνται 

ςτισ 12000rpm για 2 λεπτά και επαναφυγοκεντροφνται για τθν απομάκρυνςθ των 

υπολειμμάτων αικανόλθσ του διαλφματοσ RRE από τθ ςτιλθ. Για να απομονωκεί το 

RNA που βρίςκεται προςδεμζνο ςτθν ςτιλθ, θ τελευταία επωάηεται με 30 μl νεροφ 

απαλλαγμζνου από RNases (RNase-free water) για 2 λεπτά και φυγοκεντρείται για 1 

λεπτό ςτισ 12000rpm. Θ επϊαςθ επαναλαμβάνεται ϊςτε να επιτευχκεί θ μζγιςτθ 

απομάκρυνςθ του RNA από τθν ςτιλθ.  

2.7.2. Τπολογιςμβσ υγκέντρωςησ του RNA  

Ο υπολογιςμόσ τθσ ποςότθτασ του RNA υπολογίηεται με φωτομζτρθςθ βάςθ τθσ 

απορρόφθςθσ ςτα 260nm. Θ τιμι απορρόφθςθσ πρζπει να βρίςκεται μεταξφ 0.1 με 

1.0 για να είναι ακριβισ. Αρχικά φτιάχνονται αραιωμζνα δείγματα 1: 100 και αφοφ 

μετρθκεί θ απορρόφθςθ θ ςυγκζντρωςθ του RNΑ υπολογίηεται βάςθ του τφπου  

[RNA] = OD260 x 1/αραίωςθ x 44(μg/ml),  όπου OD260 είναι θ οπτικι πυκνότθτα 

ςτα 260nm. 

O υπολογιςμόσ τθσ κακαρότθτασ του κάκε δείγματοσ ζγινε με βάςθ τον λόγο 

OD260/OD280. Πταν αυτόσ βρίςκεται μεταξφ των τιμϊν 1.8 – 2.1, ςυνεπάγεται 

δείγμα υψθλισ κακαρότθτασ ςε RNA). Στθν ςυνζχεια τα δείγματα αποκθκεφονται 

ςτουσ -80οC. 

2.7.3. Μέτρηςη επιπέδων mRNA 

2.7.3.1. γνθεςη cDNA  

Το RNA χρθςιμοποείται ωσ καλοφπι για τθν ςφνκεςθ DNA (cDNA) με μια διαδικαςία 

που ονομάηεται αντίςτροφθ μεταγραφι. Αρχικά το κάκε δείγμα επωάηεται με το 

ζνηυμο  DNΑάςθ ϊςτε να αποικοδομθκοφν  υπολείμματα DNA που ενδεχομζνωσ να 

βρίςκονται ςτα δείγματα. Από κάκε δείγμα λαμβάνεται 1μg RNA και  προςτίκενται 
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1μl από 10x ρυκμιςτικό διάλυμα DNAάςθσ (Invitrogen, AntiSel), 1μl DNAάςθσ 

(Invitrogen, Antisel)  και δισ απιονιςμζνο νερό με τελικό όγκο 10μl. Επωάηονται ςε 

κερμοκραςία δωματίου για 15 λεπτά και προςτίκεται 1μl EDTA 25mM ανά δείγμα 

και τοποκετοφνται ςτουσ 65οC για 10 λεπτά ϊςτε να τερματιςτεί θ αντίδραςθ. Στθ 

ςυνζχεια ςε κάκε δείγμα προςτίκενται 1μl oligodT20 (Invitrogen, AntiSel, 500μg/ml) 

και 1μl dNTPs (Ιnvitrogen, AntiSel, 10mM) και επωάηονται για 10 λεπτά ςτουσ 70οC. 

Ακολουκεί ακαριαία ψφξθ των δειγμάτων ςε πάγο για 1 λεπτό και ςφντομθ 

φυγοκζντρθςθ. Ζπειτα ςε κάκε δείμα προςτίκενται 4μl από 5x ρυκμιςτικό διάλυμα 

αντίςτροφθσ μεταγραφάςθσ (First strand buffer, Invitrogen, AntiSel), 2μl DTT (0,1M, 

Invitrogen, AntiSel), 1μl ζνηυμο αντίςτροφθ μεταγραφάςθ - Superscript II RT (200 

u/μl, Invitrogen, AntiSel) και αναδεφονται ιπια. Τα δείγματα επωάηονται για 52 

λεπτά ςτουσ 42οC θ αντίδραςθ τερματίηεται με 15 λεπτϊν επϊαςθ τουσ ςτουσ 70οC. 

Τα cDNAs φυλάςςονται ςτουσ -20οC. 

2.7.3.2. υγκριτική Αντίςτροφη Αλυςιδωτή Αντίδραςη Πολυμεράςησ 

(Comparative RT-PCR) 

H PCR αποτελεί μία μζκοδο επιλεκτικισ in vitro αντιγραφισ ςυγκεκριμζνου 

τμιματοσ DNA από ζνα μίγμα μορίων DNA. Θ επιλογι γίνεται με πρωταρχικά 

τμιματα ςυμπλθρωματικά ωσ τθν αρχι και το τζλοσ του τμιματοσ που επικυμείται 

θ αντιγραφι του. Θ επιλεκτικι αντιγραφι δίνει τθ δυνατότθτα ανίχνευςθσ 

ςυγκεκριμζνου γονιδίου και τθν απομόνωςθ του ςε μεγάλεσ ποςότθτεσ. Ο 

ςχεδιαςμόσ των πρωταρχικϊν τμθμάτων πρζπει να ακολουκεί κάποιουσ κανόνεσ 

όπωσ να υβριδίηονται μόνο ςτθν περιοχι για τθν οποία ςχεδιάςτθκαν, να μθν 

δθμιουργοφν αυκόρμθτα εςωτερικοφσ βρόχουσ, να υπάρχει χαμθλι ικανότθτα 

ςφνδεςθσ μεταξφ τουσ και να διακζτουν μικοσ από 18 ζωσ 30 βάςεισ. Θ διαδικαςία 

τθσ PCR περιλαμβάνει μία ςειρά επαναλαμβανόμενων βθμάτων (όπωσ 

αποτυπϊνονται ςτο παρακάτω ςχεδιάγραμμα). 
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 Στο πρϊτο βιμα, το δείγμα κερμαίνεται (95οC) για 40 δευτερόλεπτα ϊςτε οι δφο 

κλϊνοι του DNA να αποδιαταχκοφν. Στο τρίτο βιμα τα πρωταρχικά τμιματα 

υβριδίηουν ςτουσ ςυμπλθρωματικοφσ κλϊνουσ του τμιματοσ DNA. H κερμοκραςία 

και ο χρόνοσ  εξαρτάται από τα πρωταρχικά τμιματα που χρθςιμοποιοφνται ςτθν 

αντίδραςθ, ςυνικωσ θ κερμοκραςία κυμαίνεται μεταξφ των 50 με 65οC για 20 με 40 

δευτερόλεπτα. Στο τζταρτο βιμα, τα πρωταρχικά τμιματα επιμθκφνονται με 

κατεφκυνςθ 5’→3’από τθν DNA πολυμεράςθ ςτουσ 72οC για χρονικό διάςτθμα που 

εξαρτάται από το μζγεκοσ του τμιματοσ που επιμθκφνεται και τθν απόδοςθ του 

ενηφμου (π.χ. για μικοσ μζχρι 400 ηεφγθ βάςεων, 40 δευτερόλεπτα). Τα βιματα 

επαναλαμβάνονται για 25-35 φορζσ. Επίςθσ, πριν τθν ζναρξθ του πρϊτου κφκλου 

τθσ αντίδραςθσ το δείγμα αποδιατάςςεται ςτουσ 95οC για 5 λεπτά. Επιπλζον, με τθ 

λιξθ του τελευταίου κφκλου ακολουκεί ζνα ςτάδιο ολοκλιρωςθσ τθσ επιμικυνςθσ 

του DNA ςτουσ 72οC για 5 λεπτά.  

Σε κάκε αντίδραςθ προςτίκενται 100ng DNA, 1x ρυκμιςτικό διάλυμα PCR, 0,2mM 

dNTPs, 2,5mM MgCl2, 0,5μM πρωταρχικϊν τμθμάτων, 2,5units  Taq DNA 

πολυμεράςθ και δισ απιονιςμζνο Θ2Ο ςε τελικό όγκο 30μl. Λόγω τθσ υψθλισ 

ευαιςκθςίασ τθσ μεκόδου θ ενδεχόμενθ επιμόλυνςθ τθσ αντίδραςθσ από ξζνο 

γενετικό υλικό είναι πικανι με αποτζλεςμα και ο πολλαπλαςιαςμόσ τθσ ειδικισ 

αλλθλουχίασ τόςο από το υπό εξζταςθ δείγμα όςο και από το ξζνο δείγμα. Για να 

υπάρχει ακρίβεια ςτα αποτελζςματα ςε κάκε αντίδραςθ PCR χρθςιμοποιείται ζνα 

96oC 95oC 

50-65oC 

72oC 

4oC 

5min 40sec 

20-40sec 

 

αποκικευς

θ 

40sec 

72oC 

5min 
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δείγμα ωσ αρνθτικόσ μάρτυρασ το οποίο περιζχει όλα τα ςυςτατικά εκτόσ από DNA 

ζτςι ϊςτε εάν υπάρχει επιμόλυνςθ των υλικϊν με ξζνο γενετικό υλικό αυτό να 

εντοπιςκεί και να μθν λθφκοφν υπόψθ τα αποτελζςματα. 

H RT-PCR αποτελεί μία παραλλαγι τθσ κλαςςικισ PCR με τθν οποία  μελετάται θ 

διακφμανςθ των μεταγραφικϊν επιπζδων ενόσ γονιδίου. Το υπόςτρωμα που 

χρθςιμοποιείται είναι το ςυμπλθρωματικό DNA (cDNA), το οποίο ζχει προζλκει από 

RNA με τθ διαδικαςία τθσ ανάςτροφθσ μεταγραφισ (Reverse Transcription, RT). 

Στθν περίπτωςθ αυτι χρθςιμοποιοφνται δφο ηευγάρια εκκινθτϊν. Το πρϊτο 

υβριδίηεται ςτθν cDNA αλλθλουχία του υπό μελζτθ γονιδίου και το δεφτερο  ςτθν 

cDNA αλλθλουχία ενόσ γονιδίου αναφοράσ του οποίου τα μεταγραφικά επίπεδα 

ςφμφωνα με τθ διεκνι βιβλιογραφία δεν μεταβάλλονται. Για τθν  αξιολόγθςθ των 

αποτελεςμάτων χρθςιμοποιοφνται ωσ γονίδια αναφοράσ το GAPDH και το PBGD 

(porphobilinogen deaminase). Μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ αντίδραςθσ PCR, τα 

δείγματα θλεκτροφοροφνται ςε πικτωμα αγαρόηθσ 2% (w/v). Στθν ςυνζχεια 

χρθςιμοποιϊντασ το υπολογιςτικό ςφςτθμα ανάλυςθσ με επεξεργαςία εικόνασ 

Kodak DC 120 (AntiSel), μετράται ςε κάκε δείγμα θ ζνταςθ τθσ ηϊνθσ που 

αντιςτοιχοφςε ςτθν αλλθλουχία του επικυμθτοφ γονιδίου και του γονιδίου 

αναφοράσ. Τα αποτελζςματα απεικονίηονται ωσ αναλογία τθσ ποςότθτασ του 

γονιδίου προσ τθ ποςότθτα του γονιδίου αναφοράσ. Για τθν μελζτθ των 

μεταγραφικϊν επιπζδων (επίπεδα mRNA) των γονιδίων χρθςιμοποιικθκε αρχικά 

ςυγκριτικι RT-PCR και ςτθ ςυνζχεια τα αποτελζςματα επιβεβαιϊκθκαν και με Real 

Time PCR (MJ-Research DNA-Engine-Opticon) με τθ χριςθ τθσ φκοροχρωςτικισ 

SYBR Green (Platinum SYBR Green qPCR, Invitrogen).  

2.7.3.3. Αλυςιδωτή Αντίδραςη Πολυμεράςησ ςε Πραγματικβ χρβνο (Real 

Time PCR) με τη χρήςη τησ φθοροχρωςτικήσ SYBR Green 

Θ τεχνικι ςτθρίηεται ςε PCR όπου γίνεται αντιγραφι και ταυτόχρονα 

ποςοτικοποίθςθ αυτισ ενόσ ςυγκεκριμζνου τμιματοσ DNA ι cDNA. Χρθςιμοποείται 

είτε για ςυνολικό γονιδίωμα είτε για μίγμα cDNA που ζχει προζλκει από RNA. Κατά 

τθν διαδικαςία με τθν ολοκλιρωςθ κάκε κφκλου καταγράφεται θ ποςότθτα του 

προϊόντοσ, κάτι που τθν διαφοροποιεί από τθν κλαςικι  PCR όπου το προϊόν 

ανιχνεφεται μόνο με τθν ολοκλιρωςθ τθσ διαδικαςίασ. Αυτό ςθμαίνει ότι ςε 
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πραγματικό χρόνο δίνεται θ δυνατότθτα παρακολοφκθςθσ όλθσ τθσ διαδικαςίασ. Θ 

ενςωμάτωςθ τθσ φκοροχρωςτικισ SYBR Green ςε δίκλωνο DNA είναι αυτι που 

ανιχνεφεται αλλά προςδζνεται ςε κάκε παραγόμενο προϊόν άρα και μθ ειδικό. Για 

να υπάρχει ακρίβεια και μοναδικότθτα προϊόντοσ ςτθν αντίδραςθ, οι ςυνκικεσ 

ρυκμίηονται αρχικά με τθν κλαςικι PCR ϊςτε κατά τθν ενίχυςθ να δίνεται ζνα και 

μοναδικό προϊόν. Για τθν αντίδραςθ προετοιμάηεται ςυνολικό μίγμα με πρωταρχικά 

τμιματα 10μΜ, 12,5μl Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG, και 

ςυμπλθρϊνεται με δισ απιονιςμζνο νερό για ςυνολικό όγκο αντίδραςθσ 25μl. Το 

μίγμα μοιράηεται ιςόποςα και ςτθν ςυνζχεια ςε κακζνα από αυτά προςτίκεται 

δείγμα 100pg με 1μg DNA. Το κάκε δείγμα επαναλαμβάνεται 3 φορζσ. Οι ςυνκικεσ 

αντίδραςθσ είναι παρόμοιεσ με αυτζσ που αναφζρκθκαν ςτο 2.11 με τθ διαφορά ότι 

οι κφκλοι αυξάνονται ςτουσ 40. Οι ςχετικζσ ςυγκεντρϊςεισ του  DNA απεικονίηονται 

ςε διάγραμμα λογαρικμικισ κλίμακασ όταν τοποκετοφνται ςε x και y άξονεσ ο 

αρικμόσ κφκλων και ζνταςθ τθσ φκοροχρωςτικισ. Υπάρχει ζνα κατϊφλι κάτω από το 

οποίο κεωρείται κόρυβοσ ςτθν αντίδραςθ και όταν ζνα δείγμα περάςει από αυτό 

τότε τον κφκλο αυτόν τον ονομάηουμε Ct. Θεωρθτικά ςε κάκε κφκλο το DNA 

διπλαςιάηεται άρα αν ζνα δείγμα ζχει Ct κατά τρεισ κφκλουσ νωρίτερα ςε ςχζςθ με 

ζνα άλλο τότε κα ζχει 23=8 φορζσ περιςςότερο δείγμα. 

Real Time RT-PCR για ποςοτικοποίηςη cDNA των p14ARF και κυκλίνησ Ε. 

Τα cDNAs επιλεκτικά ενιςχφκθκαν για τα γονίδια p14ARF και αναφοράσ PBGD 

(απαμινάςθ του πορφομπιλινογόνου) με κατάλλθλουσ εκκινθτζσ και ςιμανςθ των 

προϊόντων με τθ φκοροχρωςτικι Sybr Green. Για τθν αντίδραςθ ποςοτικισ PCR 

πραγματικοφ χρόνου χρθςιμοποιικθκε το κιτ Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-

UDG ( Invitrogen, AntiSel, Ακινα, Ελλάδα) ςφμφωνα με τισ οδθγίεσ του 

καταςκευαςτι ςε ειδικι ςυςκευι-κυκλοποιθτι DNA-Engine-Opticon (MJ-Research) 

ι ABI Prism 7300 (Applied Biosystems). Ωσ γονίδια αναφοράσ χρθςιμοποιικθκαν τα 

γονίδια GAPDH και PBGD (cDNA αλλθλουχίεσ). Οι εκκινθτζσ που χρθςιμοποιικθκαν 

είναι οι εξισ: για p14ARF 1οςετ: 5ϋ-ATGGTGCGCAGGTTCTTGGTGA-3ϋ; 5ϋ-

GGGGTCGGCGCAGTTGGGCTCA-3ϋ 35, 2ο ςετ: 5´-CTACTGAGGAGCCAGCGTCTA-3´; 5´-

CTGCCCATCATCATGACCT-3´, Κυκλίνθ E: 5’-GCGCAAAGGGGGAAGGGGTA-3’; 5’-

GCTCCTTCGCATCCCTGTGGA-3’, GAPDH: 5´- AGCCACATCGCTCAGACAC-3`; 5´-
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GCCCAATACGACCAAATCC-3´ και PBGD: 5’- TGCAACGGCGGAAGAAAACA -3’; 5’- 

GCAGATGGCTCCGATGGTG -3’. Πλεσ οι αντιδράςεισ RT-PCR πραγματοποιικθκαν υπό 

τισ ακόλουκεσ ςυνκικεσ:  αρχικό βιμα αποδιάταξθσ 10 λεπτϊν ςτουσ  95°C, 

ακολουκοφμενο από 40 κφκλουσ των 95°C για 25 δευτερόλεπτα, 62°C για 20 

δευτερόλεπτα και 70°C για 20 δευτερόλεπτα. 

Real Time RT-PCR για ριβοςωμικβ RNA τησ πρώιμησ υπομονάδασ 47S 

Για τθν υπομονάδασ 47S, ζγινε απομόνωςθ πυρθνιςκικοφ RNA από Θ1299 κφτταρα 

με TriReagent (Applied Biosystems). 2 μg χρθςιμοποιικθκαν για αντίδραςθ 

αντίςτροφθσ μεταγραφισ και ςτθ ςυνζχεια ποςοτικι PCR πραγματικοφ χρόνου 

(Real-Time PCR) με τθ χριςθ Power SYBR Green ςφμφωνα με τισ οδθγίεσ του 

καταςκευαςτι (Applied Biosystems) ςε ςυςκευι-κυκλοποιθτι ABI Prism 7300  

(Applied Biosystems). Πλεσ οι αντιδράςεισ RT-PCR πραγματοποιικθκαν υπό τισ 

ακόλουκεσ ςυνκικεσ:  αρχικό βιμα αποδιάταξθσ 10 λεπτϊν ςτουσ  95°C, 

ακολουκοφμενο από 40 κφκλουσ των 95°C για 15 δευτερόλεπτα και  60°C για 1 

λεπτό. Το φκορίηον ςιμα SYBR Green ιταν ανιχνεφςιμο αμζςωσ μετά το βιμα 

επιμικυνςθσ κάκε κφκλου και ο κυκλοσ ςτον οποίο το προϊόν γινόταν για πρϊτθ 

φορά ανιχνεφςιμο ορίςτθκε ωσ όριο κφκλου. Οι εκκινθτζσ που χρθςιμοποιικθκαν 

για τθν ενίςχυςθ του 47S pre-rRNA είναι οι εξισ: 5'-

CCTGCTGTTCTCTCGCGCGTCCGAA-3' (forward) και 5' 

AACGCCTGACACGCACGGCACGGA-3' (reverse). Ωσ εςωτερικόσ ζλεγχοσ, 

χρθςιμοποιικθκαν εκκινθτζσ για το 18S rRNA: 5'- AAACGGCTACCACATCCA-3' 

(forward) και 5'-CCTCCAATGGATCCTCGT-3' (reverse). Τα δεδομζνα ειςιχκθςαν ςε 

excel αρχείο και αναλφκθκαν χρθςιμοποιϊντασ τθ ςυγκριτικι μζκοδο ορίου κφκλου 

(comparative cycle threshold method) με κανονικοποίθςθ των δεδομζνων ωσ προσ 

το 18S rRNA. Τα ποτελζςματα παρουςιάηονται ωσ ν-φορζσ μεταβολζσ ςε ςχζςθ με 

τα δείγματα που δεν υπζςτθςαν επίδραςθ. Ο μζςοσ όροσ υπολογίςτθκε από 3 

ανεξάρτθτεσ μετριςεισ. 
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2.7.4. Δοκιμαςία μέτρηςησ υπομονάδων ριβοςωμικογ RNA (Ribosome 

biogenesis assay) 

2.7.4.1. ήμανςη ριβοςωμικογ RNA ςε κυτταροκαλλιέργεια (pulse-chase) 

Κφτταρα Θ1299 επιςτρϊκθκαν ςε τρυβλία 35mm. Τθν επόμενθ θμζρα ζγινε 

αποςιϊπθςθ τθσ p14ARF με siRNA. Τθν δεφτερθ θμζρα ζγινε επίδραςθ με αναςτολζα 

ΑΤΜ (Ku55933) για 24 ϊρεσ. Στθ ςυνζχεια ζγινε επϊαςθ με 2ml κρεπτικοφ υλικοφ 

χωρίσ μεκειονίνθ για 15 λεπτά. Στθ ςυνζχεια, ζγινε επϊαςθ με τριτιωμζνθ 

μεκειονίνθ (L-[methyl-3H]-methionine) (Perkin Elmer) ςε ςυγκζντρωςθ 25μCi/ml για 

30 λεπτά για τθ ςιμανςθ του rRNA. Ακολοφκθςε αντικατάςταςθ του κρεπτικοφ με  

κανονικό κρεπτικό (2ml) και αυξθμζνθ ςυγκζντρωςθ μθ ραδιενεργοφ μεκειονίνθσ 

(Cfinal=0,3 mg/ml) για τα αντίςτοιχα χρονικά διαςτιματα που αναφζρονται (0, 30 

και 60 λεπτά), πλφςθ με PBS και ςυλλογι των κυττάρων. 

2.7.4.2. Απομβνωςη RNA με τη χρήςη Trizol® 

Μετά τθν πλφςθ με PBS, προςτίκεται 1ml διαλφματοσ Trizol (φαινόλθ και 

ιςοκειοκυανικι γουανιδίνθ ςε όξινο pH, Life Technologies, AntiSel) μζςα ςτο 

τρυβλίο. Το αντιδραςτιριο Trizol διαρρθγνφει τα κφτταρα και διαλυτοποιεί τα 

υποκυτταρικά ςυςτατικά. Θ ςυλλογι και ομογενοποίθςθ των κυττάρων γίνεται με 

τθν πιπζττα. Στο διάςτθμα αυτό τα δείγματα πρζπει να διατθροφνται ςτον πάγο. Τα 

δείγματα  αφινονται ςε κερμοκραςία δωματίου για 5 λεπτά ϊςτε να επιβοθκθκεί θ 

δράςθ του δράςει Trizol. Ζπειτα προςτίκενται 200μl χλωροφορμίου, αναδεφονται  

με το χζρι για 15 δευτερόλεπτα και επωάηονται για 10 λεπτά ςε κερμοκραςία 

δωματίου. Με τθν ολοκλιρωςθ τθσ επϊαςθσ, φυγοκεντροφνται για 15 λεπτά ςτισ  

12000rpm, ςτουσ 4οC. Συλλζγεται θ πάνω φάςθ όπου βρίςκεται το RNA, 

προςτίκεται ίςοσ όγκοσ ιςοπροπανόλθσ και αφινεται για 16 ϊρεσ ςτουσ –20 οC. Το 

διάλυμα φυγοκεντρείται για 15 λεπτά ςτισ 12000rpm, ςτουσ 4 ϊςτε να 

απομακρυνκεί θ ιςοπροπανόλθ. Σε κάκε δείγμα προςτίκεται 1 ml αικανόλθσ 70% 

ϊςτε να απομακρυνκοφν τα υπολείμματα ιςοπροπανόλθσ και φυγοκεντροφνται για 

5 λεπτά ςτισ 10000rpm, ςτουσ 4οC. Το υπερκείμενο απορρίπτεται και τα δείγματα 

αφινονται ςτον αζρα για να ςτεγνϊςουν. Ζπειτα ςε κάκε ζνα από αυτά 

προςτίκενται 100μl νεροφ απαλλαγμζνου από RNases  και τοποκετοφνται ςτουσ 55-

60 οC για 10 λεπτά ϊςτε να διαλυτοποιθκεί το RNA.  
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2.7.4.3. Ποςοτικοποίηςη rRNA με χρώςη βρωμιογχου αιθιδίου ςε πήκτωμα 

αγαρβζησ 

Για τθν ποςιτικοποίθςθ του ςεςθμαςμζνου rRNA ζγινε θλεκτροφόρθςθ ςε πικτωμα 

αγαρόηθσ πυκνότθτασ 1.2% που περιείχε TBE και φορμαλδεφδθ 0.55Μ για τθν  

αποφυγι ςχθματιςμοφ ςτακερϊν δευτεροταγϊν δομϊν μεταξφ των μορίων rRNA. 

Στθ ςυνζχεια θ χρϊςθ με Βρωμιοφχο Αικίδιο (Ethidium Bromide) επζτρεψε τθν 

οπτικοποίθςθ και ποςοτικοποίθςθ των ριβοςωμικϊν υπομονάδων (28S και 18S) και 

τον υπολογιςμό τθσ κατάλλθλθσ ποςότθτασ για τθ ςυνζχεια του πειράματοσ. 

2.7.4.4. Ηλεκτροφβρηςη rRNA ςε πήκτωμα αγαρβζησ 

Στθ ςυνζχεια ίςεσ ποςότθτεσ (10μg) rRNA προετοιμάςτθκαν για φόρτωςθ με 

ανάμειξι τουσ με διάλυμα  10x running buffe (MOPS buffer) (0.2M MOPS, pH 7.0, 

50mM sodium acetate, 10mM EDTA), φορμαμίδιο και φορμαλδεφδθ και διάλυμα 

φόρτωςθσ (40% γλυκερόλθ, 1mΜ EDTA, 0.25% bromophenol blue, 0.25% xylene 

cyanol) και επωάςτθκαν ςτουσ 65oC για 5 λεπτά. Στθ ςυνζχεια φορτϊκθκαν ςε 

πικτωμα αγαρόηθσ 1,2% ςε 1x ΜOPS υπό αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ με τθ χριςθ 

0.55Μ φορμαλεδεφδθσ. Θ θλεκτροφόρθςθ ζγινε ςε διάλυμα 1x ΜOPS ςτα 100mA 

για τα πρϊτα 5 λεπτά μζχρι τα δείγματα να ειςζλκουν ςτο πικτωμα. Στθ ςυνζχεια 

εφαρμόςτθκε τάςθ 7.5V/cm για 4 ϊρεσ. Μετά τθν θλεκτροφόρθςθ ζγινε πλφςθ του 

πθκτϊματοσ ςε DEPC Θ2Ο  2 φορζσ και χρϊςθ με βρωμιοφχο αικίδιο για 15 λεπτά 

ακολουκοφμενθ από 2 πλφςεισ των 15 λεπτϊν. Θ παρατιρθςθ ζγινε ςε υπεριϊδθ 

ακτινοβολία  για ζλεγχο τθσ ιςοφόρτωςθσ.  

2.7.4.5. Μεταφορά ςε μεμβράνη 

Μετά τθ χρϊςθ,  το rRNA του πθκτϊματοσ μεταφζρκθκε ςε νάυλον μεμβράνθ 

κετικά φορτιςμζνθ Porablot N+ (Macherey-Nagel). Το πικτωμα και θ μεμβράνθ 

τοποκετικθκαν ανάμεςα ςε απορροφθτικά χαρτιά τφπου Whatmann ενυδατωμζνα 

ςε διάλυμα μεταφοράσ SSC 20Χ ( 3M NaCl, 0.3M sodium citrate pH 7.6). Θ 

μεταφορά του RNA ζγινε ολονφκτια με τθ μζκοδο τριχοειδοφσ ζκλουςθσ (capillary 

elution) ςτθ κετικά φορτιςμζνθ μεμβράνθ ςε διάλυμα SSC 20X.  

2.7.4.6. Έκθεςη και εμφάνιςη φωτογραφικήσ πλάκασ (film) 

Μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ μεταφοράσ, ζγινε ξιρανςθ τθσ μεμβράνθσ και ψεκαςμόσ 

με ενιςχυτικό ςπρζι EN3HANCE (Perkin elmer) και ακολοφκθςε ζκκεςθ ςε ειδικισ 

ευαςκθςίασ φωτογραφικι πλάκα (film) για 10 μζρεσ ςτουσ -80 οC ςτο ςκοτάδι. 
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Ακολοφκθςε επαναφορά τθσ πλάκασ ςε κερμοκραςία περιβάλλοντοσ και εμφάνιςθ 

ςε κατάλλθλθ ςυςκευι. 

Για όλα τα διαλφματα και κακ’όλθ τθ διάρκεια τθσ διαδικαςίασ χρθςιμοποιικθκε 

νερό με DEPC (Sigma) το οποίο εξουδετερϊνει τισ RNάςεσ, ενϊ όλεσ οι ςυςκευζσ 

ξεπλζνονταν με διάλυμα NaOH για τθν εξουδετζρωςθ των RNαςϊν. 

2.8. Ξενομοςχεγματα κυττάρων Η1299 ςε ποντίκια. 

Για τθ δθμιουργία όγκων ςε ποντίκια, 5x106 κφτταρα Θ1299 (με ι χωρίσ μόνιμθ 

αποςιϊπθςθ τθσ p14ARF ενζκθκαν ςε κάκε πλευρά ανοςοκατεςταλμζνων ποντικϊν 

(NOD/SCID mice) 8-12 εβδομάδων. Τα ποντίκια κατατάχκθκαν τυχαία ςε τρεισ 

ομάδεσ των 4 ατόμων. Στα ποντίκια των 2 ομάδων ενζκθκαν κφτταρα Θ1299 με τον 

άδειο φορζα ελζγχου (Empty Vector, EV) ενϊ ςτα ποντίκια τθσ τρίτθσ ομάδασ 

ενζκθκαν κφτταρα Θ1299 που ζφεραν τον φορζα αποςιϊπθςθσ για τθν  p14ARF (si 

p14ARF). 

Για το πείραμα με τθν καφεΐνθ, μετά από παρακολοφκθςθ 10 θμερϊν και όταν 

εμφανίςτθκαν ψθλαφθτοί όγκοι, ζγινε χοριγθςθ από ςτόματοσ νεροφ (αρνθτικόσ 

μάρτυρασ) ι διαλφματοσ καφεΐνθσ ςε νερό ςε ςυγκζντρωςθ 0,4 mg/ml. 2 

εβδομάδεσ αργότερα όταν οι όγκοι ιταν ορατοί τα ποντίκια κυςιάςτθκαν.  

Για τα πειράματα με λεντι-ιικοφσ φορείσ, θ διαμόλυνςθ των όγκων με τα ιικά 

ςωματίδια ζγινε με υποδόρια ζνεςθ εντόσ του όγκου κακθμερινά για περίοδο 5 

θμερϊν και ςτθ ςυνζχεια κάκε 2 θμζρεσ για επιπλζον περίοδο 2 ι 3 εβδομάδων 

μετά τθν εμφάνιςθ των όγκων. Κάκε ζνεςθ περιείχε ιικά ςωματίδια των φορζων 

GFP( για ζλεγχο τθσ αποδοτικότθτασ τθσ διαμόλυνςθσ και ωσ αρνθτικόσ μάρτυρασ), 

shGFP (για ζλεγχο τθσ αποδοτικότθτασ τθσ αποςιϊπθςθσ) και shATM με τίτλο ιοφ 

(περιεκτικότθτα ςε ιικά ςωματίδια) 6.2 x 1011/mL λεντι-ιικά ςωματίδια ανά ζνεςθ. 

Πλα τα πειράματα που περιελάμβαναν πειραματόηωα πραγματοποιικθκαν ςε 

κατάλλθλα εξοπλιςμζνα εργαςτιρια του ινςτιτοφτου Δθμόκριτοσ (ομάδα Δρ Δ. 

Κλζτςα) και του ΙΙΒΕΑΑ (ομάδα Δρ Α. Κλινάκθ) από εξειδικευμζνο προςωπικό και 

ςφμφωνα με τον ιςχφοντα κανονιςμό. 
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2.9. Δείγματα ανθρώπινου ιςτογ 

Τμιματα ιςτοφ από 158 δείγματα μθ-μικροκυτταρικοφ καρκίνου του πνεφμονα 

(NSCLCs) μαηί με παρακείμενο φυςιολογικό ιςτό μονιμοποιικθκαν ςε φορμόλθ και 

εγκλείςτθκαν ςε παραφίνθ. Θ επιλογι των δειγμάτων ζγινε μετά από ζγκριςθ τθσ 

επιτροπισ Βιοθκικισ. Κανζνασ από τουσ αςκενείσ δεν είχε υποβλθκεί ςε 

οποιοδιποτε τφπου αντικαρκινικι κεραπεία πριν από τθ χειρουργικι αφαίρεςθ των 

ιςτολογικϊν αλλοιϊςεων. 

2.10. τατιςτική Ανάλυςη 

Για τισ αναλφςεισ πρωτεωμικισ, τισ οπτικοποιιςεισ κερμικϊν χαρτϊν, τθν 

ταξινόμθςθ των πρωτεϊνϊν ςε ομάδεσ, βαςιςμζνθ ςτισ τιμζσ log-2 Ευκλείδιασ 

απόςταςθσ χρθςιμοποιικθκε θ R γλϊςςα  (R-language g-plots). 

 Πλεσ οι υπόλοιπεσ ςτατιςτικζσ δοκιμαςίεσ πραγματοποιικθκαν με τθ χριςθ των 

τεςτ ANOVA ι Mann-Whitney με το πρόγραμμα SPSS v17.0. 
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3.1. Η έκφραςη τησ ARF ρυθμίζεται αρνητικά απβ την ΑΣΜ 

3.1.1. Η αποςιώπηςη τησ ΑΣΜ οδηγεί ςε αγξηςη των επιπέδων τησ 

πρωτεανησ p14ARF  

Για τθ διερεφνθςθ τθσ ςχζςθσ μεταξφ του μονοπατιοφ DDR και τθσ ARF ξεκινιςαμε 

από τθν αξιολόγθςθ του ρόλου τθσ ΑΤΜ κινάςθσ , θ οποία αποτελεί βαςικό 

ρυκμιςτι τθσ απόκριςθσ ςε δικλωνικζσ κραφςεισ και ελζγχει τθ φωςφορυλίωςθ 

ενόσ μεγάλου εφρουσ υποςτρωμάτων που ςυμμετζχουν ςε πλικοσ ςθμαντικϊν 

κυτταρικϊν λειτουργιϊν. Ρροχωριςαμε, λοιπόν, πρϊτα ςε αποςιωπθςθ τθσ 

ζκφραςθσ τθσ ΑΤΜ με τθ χριςθ siRNA ςτισ καρκινικζσ κυτταρικζσ ςειρζσ H1299, 

HeLa, Saos2-ER-E2F1, NARF2 και ςτθν ακανατοποιθμζνθ κυτταρικι ςειρά HBEC. Θ 

αποςιϊπθςθ τθσ ΑΤΜ ςτισ ςειρζσ αυτζσ οδιγθςε ςε αφξθςθ των πρωτεϊνικϊν 

επιπζδων τθσ  p14ARF  όπωσ ζδειξαν τα πειράματα ανοςοαποτφπωςθσ και 

ανοςοφκοριςμοφ για p14ARF. 

3.1.1.1. Η αποςιώπηςη τησ ΑΣΜ με siRNA προκαλεί αγξηςη των επιπέδων τησ 

p14ARF ςτισ καρκινικέσ κυτταρικέσ ςειρέσ H1299 και HeLa  

Οι κυτταρικζσ ςειρζσ H1299 (καρκίνοσ πνεφμονα) και HeLa ( καρκίνοσ τραχιλου τθσ 

μιτρασ)επιλζχκθκαν γιατί εκφράηουν υψθλά επίπεδα p14ARF (Εικ.1i) λόγω 

απενεργοποίθςθσ τθσ p53, κακϊσ θ φπαρξθ ενεργισ p53 ρυκμίηει τα επίπεδα τθσ 

p14ARF  διατθρϊντασ τα χαμθλά[30] και επίςθσ επειδι ωσ καρκινικά κφτταρα 

παρουςιάηουν μία ςυνεχι ενεργοποίθςθ του μονοπάτι DDR[112] (Εικ.1ii).     

 

 

Θ αποςιϊπθςθ τθσ ΑΤΜ με siRNA ςτα κφτταρα αυτά οδιγθςε ςε περαιτζρω αφξθςθ 

των πρωτεϊνικϊν επιπζδων τθσ p14ARF (Εικ. 2)  

Εικόνα 1: i. Ανοςοαποτφπωςθ  πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων από κφτταρα H1299 και HeLa  ζναντι τθσ  p14ARF. Τα 

επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων ii. 

Ανοςοαποτφπωςθ  πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων από κφτταρα H1299 και HeLa  ζναντι φωςφορυλιωμζνθσ H2AX 

(gH2AX). Τα επίπεδα τθσ ολικισ H2AX χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των εκχυλιςμάτων ιςτονών. 

 

i. ii. 
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3.1.1.2. Η αναςτολή τησ δράςησ τησ ΑΣΜ προκαλεί αγξηςη των επιπέδων 

τησ p14ARF ςτισ καρκινικέσ κυτταρικέσ ςειρέσ H1299 και HeLa  

Θ αναςτολι τθσ ενεργότθτασ τθσ ΑΤΜ με τθ χριςθ του ειδικοφ χθμικοφ αναςτολζα 

Ku55933 προκαλεί επίςθσ τθν αφξθςθ των επιπζδων τθσ p14ARF ςτα κφτταρα H1299 

και HeLa, υποδεικνφοντασ ότι θ παρατθροφμενθ μεταβολι των επιπζδων τθσ p14ARF 

εξαρτάται από τθν ενεργότθτα κινάςθσ τθσ ΑΤΜ (Εικ.3). 

 

 

 

Εικόνα 2: Ανοςοαποτφπωςθ  πρωτεϊνικών 

εκχυλιςμάτων από κφτταρα H1299 και HeLa  πριν 

και μετά τθν αποςιώπθςθ τθσ ΑΤΜ με αντίςωμα 

ζναντι τθσ  p14ARF. Τα επίπεδα  τθσ ΑΤΜ δείχνουν το 

ποςοςτό επιτυχίασ τθσ αποςιώπθςθσ ενώ τα 

επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ 

ιςοφόρτωςθσ των πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων 

Εικόνα 3: i. Ανοςοαποτφπωςθ  πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων από κφτταρα H1299 και HeLa  με αντίςωμα ζναντι τθσ  p14ARF 

πριν (DMSO , ο διαλφτθσ του αναςτολζα χρθςιμοποιείται ωσ αρνθτικόσ ζλεγχοσ) και μετά (ΑΤΜi) τθν χθμικι αναςτολι 

τθσ ΑΤΜ. Τα επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων, ii.  

Ανοςοφκοριςμόσ ςε μονιμοποιθμζνα κφτταρα H1299 και HeLa  πριν και μετά τθν χθμικι αναςτολι τθσ ΑΤΜ με αντίςωμα 

ζναντι τθσ  p14ARF (κόκκινο χρώμα).  Η χρώςθ με DAPI (μπλε χρώμα) δείχνει τθν περιοχθ του πυρινα των κυττάρChkων. 

iii. Ανοςοαποτφπωςθ για φωςφορυλιωμζνα και ολικά επίπεδα τθσ Chk2 ωσ κετικοφ μάρτυρα ελζγχου για τθν ενεργότθτα 

κινάςθσ τθσ ΑΤΜ και τθν αποτελεςματικι αναςτολι τθσ από τον χθμικό αναςτολζα Ku55933 (ATMi) 

i. ii. 

iii

. 

iii

. 
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3.1.1.3. Η αναςτολή τησ δράςησ τησ ΑΣΜ προκαλεί αγξηςη των επιπέδων 

τησ p14ARF ςτισ επαγβμενο κυτταρικβ ςγςτημα Saos2-ER-E2F1 

 Το κυτταρικό ςφςτθμα Saos2-ER-E2F1 προζρχεται από τθν κυτταρικι ςειρά 

οςτεοςαρκϊματοσ  Saos2. Στο ςφςτθμα αυτό θ προςκικθ 4-ΟΘ-Ταμοξιφζνθσ 

προκαλεί τθν μετατόπιςθ του μεταγραφικοφ παράγοντα E2F1 ςτον πυρινα με 

αποτζλεςμα τθν μετατόπιςι του. Θ ενεργοποίθςθ του E2F1 οδθγεί ςε αφξθςθ των 

επιπζδων τθσ p14ARF μζςω μεταγραφικισ ενεργοποίθςθσ. Θ χθμικι αναςτολι τθσ 

ΑΤΜ παρουςία επαγωγισ E2F1 με ταμοξιφζνθ προκαλεί περαιτζρω αφξθςθ των 

πρωτεϊνικϊν επιπζδων τθσ p14ARF (Εικ. 4) 

   

 

 

 

 
 

 

 

 

3.1.1.4. Η αποςιώπηςη τησ ΑΣΜ με siRNA προκαλεί αγξηςη των επιπέδων 

τησ p14ARF ςτην αθανατοποιημένα κγτταρα HBEC. 

Θ κυτταρικι ςειρά HBEC (Human Bronchial Epithelial Cells) KT προζρχεται από 

ανκρϊπινα φυςιολογικά κφτταρα βρογχικοφ επικθλίου ςτα οποία ζχουν ειςαχκεί τα 

γονίδια τθσ τελομεράςθσ H-Tert και τθσ κυκλινοεξαρτϊμενθσ κινάςθσ cdk4 με 

αποτζλεςμα τθν ακανατοποίθςι τουσ[107]. Τα κφτταρα αυτά διατθροφν 

ενεργότθτα p53 και δεν εκφράηουν ανιχνεφςιμα πρωτεϊνικά επίπεδα p14ARF. Τα 

επίπεδά τθσ ωςτόςο αυξάνονται όταν γίνεται αποςιϊπθςθ τθσ ΑΤΜ αλλά και όταν 

ειςάγεται το ενεργοποιθμζνο ογκογονίδιο K-Ras[108] (Εικ.4). Θ αποςιϊπθςθ τθσ 

ΑΤΜ ςτα κφτταρα HBEC KT/K-Ras προκαλεί περαιτζρω αφξθςθ τθσ  p14ARF (Εικ.4). Το 

αποτζλεςμα αυτό ςε ςυνδυαςμό με τθν αφξθςθ τθσ p14ARF  και με ταυτόχρονθ 

i. 

ii. 

Εικόνα 4: i. Ανοςοαποτφπωςθ  πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων 

από κφτταρα Saos2-ER-E2F1  με αντίςωμα ζναντι τθσ  p14ARF 

πριν (DMSO , ο διαλφτθσ του αναςτολζα χρθςιμοποιείται ωσ 

αρνθτικόσ ζλεγχοσ) και μετά (ΑΤΜi) τθν χθμικι αναςτολι τθσ 

ΑΤΜ και με ι χωρίσ επίδραςθ με ταμοξιφζνθ (ΤΑΜ).Τα 

επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ 

των πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων, ii.  Ανοςοφκοριςμόσ ςε 

μονιμοποιθμζνα κφτταρα Saos2-ER-E2F1 πριν και μετά τθν 

χθμικι αναςτολι τθσ ΑΤΜ με αντίςωμα ζναντι τθσ  p14ARF 

(κόκκινο χρώμα). H χρώςθ για Ε2F1 (πράςινο χρώμα) δείχνει 

τθ μετατόπιςι του ςτον πυρινα ζπειτα από επαγωγι με 4-

ΟΗ-ταμοξιφζνθ (TAM). Η χρώςθ με DAPI (μπλε χρώμα) 

δείχνει τθν περιοχθ του πυρινα των κυττάρων. 

 

ii. 

i. 
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επαγωγι του E2F1 υποδεικνφει ότι θ αφξθςθ τθσ p14ARF μζςω ΑΤΜ και μζςω 

ογκογονιδίων γίνεται μζςω διαφορετικϊν μθχανιςμϊν. 

H φπαρξθ ενεργισ p53 ςτα κφτταρα αυτά μασ επιτρζπει να εξετάςουμε τθν 

επίδραςθ των δφο μονοπατιϊν ςτθν ενεργοποίθςι τθσ. Ανοςοαποτφπωςθ για p53 

και για τθν πρωτεΐνθ-ςτόχο τθσ p21 ζδειξε ότι θ αφξθςθ τθσ p14ARF λόγω αναςτολισ 

τθσ ΑΤΜ ςτα ΚΤ κφτταρα και λόγω τθσ ογκογόνου δράςθσ του K-Ras ςτα ΚΤ-Κ-Ras 

κφτταρα προκαλεί μία μικρι αφξθςθ των επιπζδων τθσ p53 και τθσ p21 (Εικ. 5i). Θ 

αφξθςθ, ωςτόςο, λόγω αναςτολισ τθσ ΑΤΜ ςτα κφτταρα  ΚΤ-Κ-Ras, τα οποία ζχουν 

ιδθ αυξθμζνα επίπεδα p14ARF, δεν ςυνοδεφεται από αντίςτοιχθ αφξθςθ των p53 και 

p21, υποδεικνφοντασ ίςωσ ζναν βαρφνοντα ρόλο του DDR μονοπατιοφ ζναντι τθσ 

p14ARF ωσ προσ τθ ρφκμιςθ τθσ p53 υπό τισ  ςυγκεκριμζνεσ ςυνκικεσ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.1.5. Η αποςιώπηςη τησ Chk2 δεν έχει καμία επίδραςη ςτα επίπεδα τησ 

p14ARF 

Ρροκειμζνου να διαπιςτϊςουμε ο μθχανιςμόσ μζςω του οποίου θ ΑΤΜ ρυκμίηει τα 

επίπεδα τθσ ΑΤΜ μεςολαβείται από τθν κινάςθ Chk2 θ οποία αποτελεί τον βαςικό 

ςτόχο-μεταγωγό ςιματοσ από τθν ΑΤΜ ςτο κλαςικό μονοπάτι DDR, προχωριςαμε 

ςε αποςιϊπθςθ με siRNA τθσ Chk2 και ελζγξαμε τα επίπεδα τθσ p14ARF με 

ανοςοαποτφπωςθ. Το αποτζλεςμα ζδειξε ότι θ Chk2 δεν προκαλεί καμία μεταβολι 

Εικόνα 5: i. Ανοςοαποτφπωςθ  για 

p14ARF , p53 και p21 πρωτεϊνικών 

εκχυλιςμάτων από κφτταρα HBEC KT και 

KT-K-Ras πριν και μετά από 

αποςιώπθςθ τθσ  ΑΤΜ  

ii. Ανοςοφκοριςμόσ ςε μονιμοποιθμζνα 

κφτταρα HBEC KT πριν και μετά από 

αποςιώπθςθ τθσ ΑΤΜ με αντίςωμα 

ζναντι τθσ p14ARF (κόκκινο χρώμα). Η 

χρώςθ με DAPI (μπλε χρώμα) δείχνει 

τθν περιοχθ του πυρινα των κυττάρων. 

 

 

ii. 

i. 
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ςτα επίπεδα τθσ p14ARF (Εικ. 6), γεγονόσ που δείχνει ότι ο μθχανιςμόσ που ςυνδζει 

τθν ΑΤΜ με τθν p14ARF διαφορετικόσ από το κλαςικό μονοπάτι ενεργοποίθςθσ DDR. 

 

3.1.2. Η ενεργοποίηςη τησ ΑΣΜ μέςω DDR προκαλεί μείωςη των επιπέδων 

τησ p14ARF 

Αφοφ διαπιςτϊςαμε ότι θ απενεργοποίθςθ τθσ ΑΤΜ αυξάνει τα επίπεδα τθσ p14ARF , 

κελιςαμε να ελζγξουμε αν αντίςτροφα θ ενεργοποίθςθ τθσ ΑΤΜ μπορεί να 

καταςτείλει τα επίπεδα τθσ p14ARF. Για το ςκοπό αυτό προχωριςαμε ςε 

ενεργοποίθςθ του DDR μονοπατιοφ μζςω επίδραςθσ με τον γενοτοξικό παραγόντα 

δοξορουβικίνθ, θ οποία ωσ γνωςτόν οδθγεί ςε ενεργοποίθςθ τθσ ΑΤΜ[113] και 

ελζγξαμε τθν επίδραςθ ςτα επίπεδα τθσ p14ARF.  

3.1.2.1. Η επίδραςη με δοξορουβικίνη οδηγεί ςε πτώςη των επιπέδων τησ 

p14ARF ςε κγτταρα H1299 και  HeLa. 

Θ επίδραςθ με δοξορουβικίνθ ςε κφτταρα HeLa και H1299 προκαλεί ενεργοποίθςθ 

του μονοπατιοφ απόκριςθσ ςε βλάβεσ του DNA όπωσ φαίνεται από τα επίπεδα 

φωςφορυλίωςθσ τθσ H2AX θ οποία ςυνοδεφεται από πτϊςθ των επιπζδων τθσ 

p14ARF (Εικ.7) 

 

Εικόνα 6: Ανοςοαποτφπωςθ  πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων 

από κφτταρα H1299 και HeLa  πριν και μετά τθν 

αποςιώπθςθ τθσ Chk2 με αντίςωμα ζναντι τθσ  p14ARF. 

Τα επίπεδα  τθσ Chk2 δείχνουν το ποςοςτό επιτυχίασ τθσ 

αποςιώπθςθσ ενώ τα επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ 

χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των πρωτεϊνικών 

εκχυλιςμάτων. 

ΕΙΚΟΝΑ 7: i. Ανοςοαποτφπωςθ  πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων και εκχυλιςμάτων ιςτονών από κφτταρα H1299 και HeLa  πριν και 

μετά από επίδραςθ με δοξορουβικίνθ με αντίςωμα ζναντι τθσ  p14ARF και φωςφορυλιωμζνθσ  Η2ΑΧ (γΗ2ΑΧ). Τα επίπεδα  τθσ 

ολικισ Η2ΑΧ χρθςιμεφουν για τον προςδιοριςμό του ποςοςτοφ φωςφορυλίωςθσ, ενώ τα επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ χρθςιμεφουν 

ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων. ii. Ανοςοφκοριςμόσ ςε μονιμοποιθμζνα  κφτταρα H1299 και HeLa  

πριν και μετά από επίδραςθ με δοξορουβικίνθ με αντίςωμα ζναντι τθσ  p14ARF (πράςινο χρώμα). Η χρώςθ με DAPI (μπλε 

χρώμα) δείχνει τθν περιοχθ του πυρινα των κυττάρων. 
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3.1.2.2. Η επίδραςη με δοξορουβικίνη οδηγεί ςε πτώςη των επιπέδων τησ 

p14ARF ςε κγτταρα NARF2. 

Θ κυτταρικι ςειρά NARF2 προζρχεται από τα U2OS κφτταρα ςτα οποία ζχει ειςαχκεί 

το cDNA τθσ p14ARF υπό τον ζλεγχο εξωτερικοφ υποκινθτι τθσ β-γαλακτοςιδάςθσ με 

αποτζλεςμα θ προςκικθ IPTG να προκαλεί εκτοπικι ζκφραςθ τθσ p14ARF [30]. Θ 

ενεργοποίθςθ του DDR μζςω δοξορουβικίνθσ προκαλεί και ςε αυτά τα κφτταρα 

παρά τθν ταυτόχρονθ επαγωγι τθσ p14ARF με IPTG (Εικ. 8). Ραρατθροφμε επίςθσ ότι 

τα επίπεδα τθσ p53 αυξάνονται με τθν προςκικθ δοξορουβικίνθσ παρά τθν πτϊςθ 

τθσ p14ARF λόγω ενεργοποίθςθσ του μονοπατιοφ DDR, όπωσ επιβεβαιϊνει και ο 

αυξθμζνοσ βακμόσ φωςφορυλίωςθσ τθσ H2AX (Εικ. 8i). 

  

 

 

 

 

 

3.1.2.3. H πτώςη τησ ARF λβγω επίδραςησ με δοξορουβικίνη εξαρτάται απβ 

την δράςη τησ ΑΣΜ. 

Ρροκειμζνου να επιβεβαιϊςουμε ότι θ δράςθ τθσ δοξορουβικίνθσ μεςολαβείται 

από τθν ΑΤΜ κινάςθ προχωριςαμε ςε ςφγκριςθ των επιπζδων τθσ p14ARF μετά από 

προςκικθ δοξορουβικίνθσ με ι χωρίσ ταυτόχρονθ αποςιϊπθςθ ι αναςτολι τθσ 

ΑΤΜ ςε κφτταρα Θ1299 και NARF2. Το αποτζλεςμα δείχνει ότι τα επίπεδα τθσ p14ARF 

επανζρχονται ςτα αρχικά όταν θ δοξορουβικίνθ προςτίκεται με παράλλθλθ 

απενεργοποίθςθ τθσ ΑΤΜ (Εικ.9) 

 

ΕΙΚΟΝΑ 8: i. Ανοςοαποτφπωςθ  πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων για p14ARF και p53 και εκχυλιςμάτων ιςτονών για γH2AX από 

κφτταρα NARF2 πριν και μετά από επίδραςθ με δοξορουβικίνθ υπό ςυνκικεσ επαγωγισ τθσ p14ARF με προςκικθ IPTG. Τα 

επίπεδα  τθσ ολικισ Η2ΑΧ χρθςιμεφουν για τον προςδιοριςμό του ποςοςτοφ φωςφορυλίωςθσ, ενώ τα επίπεδα τθσ β-

ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων. ii. Ανοςοφκοριςμόσ ςε μονιμοποιθμζνα  

κφτταρα NARF2 πριν και μετά από επίδραςθ με δοξορουβικίνθ υπό ςυνκικεσ επαγωγισ τθσ p14ARF με προςκικθ IPTG με 

αντίςωμα ζναντι τθσ  p14ARF (πράςινο χρώμα). Η χρώςθ με DAPI (μπλε χρώμα) δείχνει τθν περιοχθ του πυρινα των 

κυττάρων. 
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3.1.3. H ATM ρυθμίζει αρνητικά την έκφραςη τησ ARF που επάγεται απβ 

ογκογονίδια. 

Θ ειςαγωγι του ογκογονιδίου β-κατενίνθσ (β-catenin) ςε ανκρϊπινα φυςιολογικά 

κφτταρα (ινοβλάςτεσ BJ), τα οποία δεν εκφράηουν τθν p14ARF ςε φυςιολογικζσ 

ςυνκικεσ, οδθγεί ςε ενεργοποίθςθ του DDR όπωσ φαίνεται από τθν αφξθςθ των 

p53 και p21 ςε ςυνκικεσ φυςιολογικισ ςυγκζντρωςθσ οροφ και ςε ςυνκικεσ 

χαμθλισ ςυγκζντρωςθσ οροφ (ςτζρθςθ κρεπτικϊν ςυςτατικϊν). Θ αφξθςθ τθσ 

p14ARF παρατθρείται μόνο ςε ςυνκικεσ ςτρεσ (χαμθλι ςυγκζντρωςθ οροφ) και 

ενιςχφεται μετά από αναςτολι τθσ ΑΤΜ (Εικ 10i). Σε καρκινικά κφτταρα Θ1299, θ 

ειςαγωγι του ογκογονιδίου H-Ras οδθγεί ςε πτϊςθ τθσ p14ARF. Θ πτϊςθ αυτι 

εξαρτάται από τθ δράςθ τθσ ΑΤΜ, όπωσ φαίνεται από τθν επαναφορά των 

επιπζδων τθσ p14ARF ζπειτα από αναςτολι τθσ ΑΤΜ (Εικ.10ii).  

 

 

 

 

Εικόνα 9: i. Ανοςοαποτφπωςθ  πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων και εκχυλιςμάτων ιςτονών από κφτταρα H1299 πριν και μετά από 

επίδραςθ με δοξορουβικίνθ και με ι χωρίσ ταυτόχρονθ αναςτολι τθσ ΑΤΜ (ATMi) με αντίςωμα ζναντι τθσ  p14ARF και 

φωςφορυλιωμζνθσ  Η2ΑΧ (γΗ2ΑΧ). Τα επίπεδα  τθσ ολικισ Η2ΑΧ χρθςιμεφουν για τον προςδιοριςμό του ποςοςτοφ 

φωςφορυλίωςθσ, ενώ τα επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων. ii. 

Ανοςοαποτφπωςθ  πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων από κφτταρα NARF2 πριν και μετά από επίδραςθ με δοξορουβικίνθ και με ι 

χωρίσ ταυτόχρονθ αναςτολι (ATMi)  ι αποςιώπθςθ (siATM) τθσ ΑΤΜ με αντίςωμα ζναντι τθσ  p14ARF . Tα επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ 

χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων. 
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Ο λόγοσ για τον οποίο ςε αυτά τα κφτταρα το ογκογονίδιο H-Ras δεν μπορεί να 

επάγει τθν αφξθςθ τθσ p14ARF είναι πικανότατα ότι ςε αυτά τα κφτταρα θ φπαρξθ 

ιδθ του ενεργοποιθμζνου ογκογονιδιου K-Ras και θ απϊλεια τθσ p53 ζχει οδθγιςει 

τα επίπεδα τθσ p14ARF ςτα ανϊτατα οριακά επίπεδα πζρα από τα οποία δεν μπορεί 

να αυξθκεί, με αποτζλεςμα ςτο ςυγκεκριμζνο κυτταρικό περιβάλλον να υπεριςχφει 

θ αρνθτικι ρφκμιςθ τθσ p14ARF από τθν ΑΤΜ λόγω ενεργοποίθςθσ του DDR από το 

ογκογονίδιο. 

 

3.2. Διερεγνηςη του μηχανιςμογ αλληλεπίδραςησ τησ ΑΣΜ με την 

ARF 

Σκοπόσ τθσ ςυνζχειασ τθσ ζρευνασ ιταν να εξεταςτοφν οι πικανοί μεςολαβθτζσ και 

τα μονοπάτια που μπορεί να εμπλζκονται ςτο μθχανιςμό ρφκμιςθσ τθσ ARF από τθν 

ΑΤΜ. Για το ςκοπό αυτό, εξετάςτθκε το επίπεδο ρφκμιςθσ τθσ ARF κακϊσ και θ 

ςυμμετοχι πικανϊν πρωτεϊνϊν-υποςτρωμάτων τθσ ΑΤΜ ςε μια προςπάκεια 

ςφνδεςισ τουσ με  πρωτεΐνεσ που ρυκμίηουν και αλλθλεπιδροφν με τθν ARF. 

 

Εικόνα 10: i) Ανοςοαποτφπωςθ  πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων από κφτταρα H1299 πριν και μετά τθν ειςαγωγι του 

ογκογονιδίου β-catenin με παροδικι διαμόλυνςθ και με ι χωρίσ ταυτόχρονθ αναςτολι τθσ ΑΤΜ (ATMi) με αντίςωμα ζναντι 

τθσ β-catenin,τθσ p14ARF , τθσ p53 και τθσ p21 . Τα επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των 

πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων. ii)Ανοςοαποτφπωςθ  πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων από κφτταρα H1299 πριν και μετά τθν 

ειςαγωγι του ογκογονιδίου H-RAS με παροδικι διαμόλυνςθ και με ι χωρίσ ταυτόχρονθ αναςτολι τθσ ΑΤΜ (ATMi) με 

αντίςωμα ζναντι τθσ  p14ARF . Τα επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των πρωτεϊνικών 

εκχυλιςμάτων.  

i

. 
ii. 
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3.2.1. Μελέτη τησ επίδραςησ τησ ΑΣΜ κινάςησ ςτο ρυθμβ μεταγραφήσ του 

γονιδίου τησ  p14ARF 

Το πρϊτο βιμα για τθ διαλεφκανςθ του μθχανιςμοφ ιταν να διαπιςτϊςουμε ςε 

ποιο επίπεδο γίνεται θ ρφκμιςθ τθσ p14ARF από τθν ΑΤΜ. Αν γίνεται ςε μεταγραφικό 

επίπεδο κα πρζπει να επθρεάηονται τα επίπεδα mRNA τθσ p14ARF ενϊ αν γίνεται ςε 

μετα-μεταγραφικό ι μετα-μεταφραςτικό επίπεδο κα πρζπει να επθρεάηεται θ 

ςτακερότθτα τθσ πρωτεΐνθσ p14ARF. Για το ςκοπό αυτό, προχωριςαμε πρϊτα ςε 

ποςοτικοποίθςθ των επιπζδων mRNA τθσ p14ARF μετά από αναςτολι ι 

ενεργοποίθςθ τθσ ΑΤΜ με τθ μζκοδο τθσ ποςοτικισ αντίςτροφθσ μεταγραφισ-PCR 

πραγματικοφ χρόνου  (Quantitative Real Time- RT PCR). 

3.2.1.1. Η αναςτολή τησ ΑΣΜ δεν αυξάνει τα επίπεδα μεταγραφήσ τησ 

p14ARF 

Για τθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ αναςτολισ τθσ ATΜ  ςτα επίπεδα mRNA τθσ p14ARF, 

πραγματοποιιςαμε ποςοτικι αντίςτροφθ μεταγραφι-PCR πραγματικοφ χρόνου  

(Quantitative Real Time- RT PCR) για ποςοτικοποίθςθ mRNA κυττάρων H1299, HeLa, 

Saos2-ER-E2F1, HBEC KT και HBECKT-KRas πριν και μετά τθν αναςτολι ι 

αποςιϊπθςθ τθσ ΑΤΜ. Τα αποτελζςματα ςε όλεσ τισ κυτταρικζσ ςειρζσ που 

χρθςιμοποιικθκαν ζδειξαν ότι θ απενεργοποίθςθ τθσ ΑΤΜ δεν επθρεάηει τα 

επίπεδα τθσ p14ARF (Εικ.11) , υποδθλϊνοντασ ότι θ αφξθςθ τθσ p14ARF μετά από 

απενεργοποίθςθ τθσ ΑΤΜ ςυμβαίνει ςε επίπεδο πρωτεΐνθσ.  

 

 

Εικόνα 11: Διαγράμματα ποςοτικοποίθςθσ 

των αποτελεςμάτων Real-Time RT-PCR πριν 

και μετά τθν αναςτολι (Ku) ι τθν 

αποςιώπθςθ (siATM) τθσ ΑΤΜ ςε κφτταρα 

H1299, HeLa , HBEC και Saos2-ER-E2F1 υπό τθν 

επίδραςθ ταμοξιφζνθσ. Ωσ γονίδιο αναφοράσ 

χρθςιμοποιικθκε το γονίδιο PBGD. Ωσ 

αρνθτικόσ ζλεγχοσ για τθν αποςιώπθςθ 

χρθςιμοποιικθκε μθ ειδικό siRNA (ctrsi) και 

για τθν αναςτολι ο διαλφτθσ του αναςτολζα 

(DMSO). Η αφξθςθ των επιπζδων mRNA τθσ 

P14ARF ςτα κφτταρα HBEC-KT-KRas και ζπειτα 

από επαγωγι του E2F1 με ταμοξιφζνθ ςτα 

κφτταρα Saos2-ER-E2F1 αποτελεί εςωτερικό 

κετικό ζλεγχο τθσ διαδικαςίασ 
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3.2.1.2. Η ενεργοποίηςη τησ ΑΣΜ δεν αυξάνει τα επίπεδα μεταγραφήσ τησ 

p14ARF 

Για να επιβεβαιϊςουμε τθν μθ επίδραςθ τθσ ΑΤΜ ςτθ μεταγραφι τθσ p14ARF 

προχωριςαμε ςε ποςοτικοποίθςθ των επιπζδων mRNA και μετά από επίδραςθ με 

δοξορουβικίνθ ςε κφτταρα NARF2 υπό ςυνκικεσ επαγωγισ τθσ p14ARF. Σφμφωνα με 

τα αποτελζςματα, θ επίδραςθ με δοξορουβικίνθ δεν επθρεάηει τα επίπεδα mRNA 

τθσ p14ARF ενϊ οφτε θ ταυτόχρονθ αναςτολι τθσ ΑΤΜ ζχει κάποια επίδραςθ 

(Εικ.12). 

 

3.2.2. Μελέτη τησ επίδραςησ τησ ΑΣΜ κινάςησ ςτην ςταθερβτητα τησ 

πρωτεανησ p14ARF 

Εφόςον επιβεβαιϊςαμε ότι θ ρφκμιςθ τθσ ARF από τθν ΑΤΜ δεν ςυμβαίνει ςε 

μεταγραφικό επίπεδο, κακϊσ τα επίπεδα τθσ ARF παραμζνουν αμετάβλθτα 

ανεξάρτθτα από τθν ενεργοποίθςθ ι απενεργοποίθςθ τθσ ΑΤΜ, το επόμενο βιμα 

ιταν να ελζγξουμε εάν θ δράςθ τθσ ΑΤΜ επθρεάηει τθν ςτακερότθτα τθσ  ARF. 

3.2.2.1. H αναςτολή τησ ΑΣΜ αυξάνει το χρβνο ημίςειασ ζωήσ τησ 

πρωτεανησ p14ARF  

Για να ελζγξουμε τθν επίδραςθ τθσ ATM ςτθν ςτακερότθτα τθσ p14ARF , 

χρθςιμοποιιςαμε τον χθμικό παράγοντα κυκλοεξαμίδιο (cycloheximide, CHX)  ο 

οποίοσ δρα ωσ αναςτολζασ τθσ πρωτεϊνοςφνκεςθσ για να υπολογίςουμε το ρυκμό 

αποικοδόμθςθσ τθσ πρωτεΐνθσ  p14ARF. Σε κφτταρα Θ1299 ζγινε επίδραςθ με τον 

χθμικό αναςτολζα τθσ ΑΤΜ κινάςθσ με παράλλθλθ αναςτολι τθσ 

πρωτεϊνοςφνκεςθσ με επίδραςθ CHX για ςυγκεκριμζνα χρονικά διαςτιματα ϊςτε 

να προςδιορίςουμε το χρόνο θμίςειασ ηωισ τθσ πρωτεΐνθσ p14ARF πριν και μετά 

τθν αναςτολι τθσ ΑΤΜ. Ππωσ φαίνεται ςτο αποτζλεςμα τθσ ανοςοαποτφπωςθσ για 

Εικόνα 12: i. Διαγράμματα ποςοτικοποίθςθσ των 

αποτελεςμάτων Real-Time RT-PCR πριν και μετά 

επίδραςθ με δοξορουβικίνθ με ι χωρίσ ταυτόχρονθ 

αναςτολι τθσ ΑΤΜ (Ku) ςε κφτταρα NARF2 υπό τθν 

επίδραςθ IPTG και επαγωγισ τθσ p14ARF. Ωσ γονίδιο 

αναφοράσ χρθςιμοποιικθκε το γονίδιο PBGD. ii.Η 

αφξθςθ των επιπζδων mRNA τθσ P14ARF υπό τθν 

επίδραςθ IPTG αποτελεί εςωτερικό κετικό ζλεγχο τθσ 

διαδικαςίασ 
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p14ARF (Εικ. 13i)και ςτα αντίςτοιχα γραφιματα που προκφπτουν ζπειτα από 

ποςοτικοποίθςθ των επιπζδων (Εικ. 13ii), ο χρόνοσ θμίςειασ ηωισ τθσ p14ARF 

παρουςιάηει ςθμαντικι αφξθςθ (περίπου 75%) ζπειτα από επίδραςθ με τον 

αναςτολζα ςε ςχζςθ με κφτταρα που δεν ζχουν υποςτεί αναςτολι (DMSO). Το 

αποτζλεςμα αυτό επιβεβαιϊνει ότι θ αναςτολι τθσ δράςθσ τθσ κινάςθσ ΑΤΜ 

προκαλεί ςτακεροποίθςθ τθσ p14ARF και αφξθςθ των επιπζδων τθσ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.2.1. H αναςτολή τησ ΑΣΜ αυξάνει το χρβνο ημίςειασ ζωήσ τησ 

πρωτεανησ p14ARF  υπβ την επίδραςη δοξορουβικίνησ. 

Θ ενεργοποίθςθ του DDR μζςω δοξορουβικίνθσ, όπωσ είναι αναμενόμενο, 

αποςτακεροποιεί τθν πρωτεΐνθ p14ARF όπωσ φαίνεται από το πείραμα με επίδραςθ 

CHX ςε κφτταρα Θ1299 (Εικ. 14). Ραρουςία όμωσ ταυτόχρονθσ αναςτολισ τθσ ΑΤΜ, 

ο χρόνοσ θμίςειασ ηωισ τθσ p14ARF επανζρχεται και θ πρωτεΐνθ ςτακεροποιείται. Το 

αποτζλεςμα αυτό επιβεβαιϊνει το ρόλο τθσ ΑΤΜ ςτθν αρνθτικι ρφκμιςθ τθσ 

ςτακερότθτασ τθσ p14ARF μετά από ενεργοποίθςθ του DDR. 

Εικόνα 13: i. Ανοςοαποτφπωςθ για p14ARF ςε εκχυλίςματα πρωτεϊνών από κφτταρα H1299 μετά από επίδραςθ με  CHX με 

ι χωρίσ ταυτόχρονθ αναςτολι τθσ ΑΤΜ. Η επίδραςθ με τον χθμικό αναςτολζα τθσ ΑΤΜ Ku55933 (ATMi) ι με το διαλφτθ 

(DMSO) ωσ αρνθτικό ζλεγχο ζγινε για 24 ώρεσ και ςτθ ςυνζχεια προςτζκθκε CHX για τα αναφερόμενα χρονικά 

διαςτιματα παρουςία DMSO ι αναςτολζα. Τα επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των 

πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων.  Ii. Ροςοτικοποίθςθ των αποτελεςμάτων τθσ ανοςοαποτφπωςθσ για τον υπολογιςμό του 

χρόνου θμίςειασ ηωισ τθσ p14ARF υπό τθν επίδραςθ του αναςτολζα (ΑΤΜi) ι DMSO. 
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3.2.2.2 Η ενεργοποίηςη ή αναςτολή τησ ΑΣΜ επηρεάζει το βαθμβ 

ουβικιτινίωςησ τησ ARF. 

Για να διαπιςτϊςουμε αν θ κατάςταςθ τθσ ΑΤΜ μπορεί να επιφζρει αλλαγζσ ςτα 

επίπεδα ουβικιτινίωςθσ τθσ ARF πραγματοποιιςαμε δοκιμαςία ουβικιτίνθσ 

(ubiquitin assay). Με τθ διαδικαςία τθσ ανοςοκατακριμνιςθσ (Immunoprecipitation, 

IP) ζγινε απομόνωςθ τθσ πρωτεΐνθσ p14ARF από κφτταρα Θ1299 μετά από επίδραςθ 

με DMSO (ωσ αρνθτικό ζλεγχο) ι αναςτολζα ΑΤΜ  ι δοξορουβικίνθσ. Ρράγματι, θ 

αναςτολι τθσ ΑΤΜ επιφζρει μία μικρι μείωςθ των επιπζδων ουβικιτινίωςθσ τθσ 

ARF, γεγονόσ που ςυμφωνεί με τθ ςτακεροποίθςθ τθσ ARF που παρατθροφμε ςε 

πρωτεϊνικό επίπεδο. Αντιςτρόφωσ, θ επίδραςθ με δοξορουβικίνθ ζχει ςαν 

αποτζλεςμα τθν αφξθςθ του βακμοφ ουβικιτινίωςθσ τθσ ARF όπωσ ιταν 

αναμενόμενο (Εικ. 15). 

  

 

 
 

 

 

 

Εικόνα 14: i. Ανοςοαποτφπωςθ για p14ARF ςε εκχυλίςματα πρωτεϊνών από κφτταρα H1299 μετά από επίδραςθ με  CHX 

και δοξορουβικίνθ με ι χωρίσ ταυτόχρονθ αναςτολι τθσ ΑΤΜ. Η επίδραςθ με τθν δοξορουβικίνθ και τον χθμικό 

αναςτολζα τθσ ΑΤΜ Ku55933 (Dox και Dox+ATMi) ζγινε για 24 ώρεσ και ςτθ ςυνζχεια προςτζκθκε CHX για τα 

αναφερόμενα χρονικά διαςτιματα. Τα επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των πρωτεϊνικών 

εκχυλιςμάτων.  Ii. Ροςοτικοποίθςθ των αποτελεςμάτων τθσ ανοςοαποτφπωςθσ για τον υπολογιςμό του χρόνου 

θμίςειασ ηωισ τθσ p14ARF υπό τθν επίδραςθ δοξορουβικίνθσ και αναςτολζα. 
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3.2.3. Αναζήτηςη πιθανών ςτβχων τησ ΑΣΜ που ςχετίζονται με την 

ργθμιςη τησ ςταθερβτητασ τησ p14ARF 

Εφόςον θ ΑΤΜ είναι μία κινάςθ με μεγάλο εφροσ υποςτρωμάτων, ο μθχανιςμόσ 

που οδθγεί από τθν ενεργοποίθςι τθσ ςτθν αποικοδόμθςθ τθσ p14ARF κα πρζπει να 

περιλαμβάνει τουλάχιςτον μία πρωτεΐνθ-ςτόχο τθσ. Θ άμεςθ φωςφορυλίωςθ τθσ 

p14ARF από τθν ΑΤΜ δεν είναι πικανι λόγω τθσ απουςίασ κζςεων αναγνϊριςθσ 

υποςτρϊματοσ τυπικζσ για τθν ΑΤΜ (SQ) ςτθν αλλθλουχία τθσ p14ARF[30]. Ζτςι, 

ςτραφικαμε ςτθν εξζταςθ πικανϊν υποςτρωμάτων τθσ ΑΤΜ, με βάςθ τθν ευρείασ 

κλίμακασ ανάλυςθ των Matsuoka et al.[9]. Στθν ανάλυςθ αυτι βρζκθκαν δφο 

πρωτεΐνεσ που ζχουν ςυνδεκεί με τθν αποικοδόμθςθ τθσ p14ARF: θ TBPIP (Tat-

Binding Protein-Interacting Protein), θ οποία αλλθλεπιδρά με τθν TBP1 (Tat-Binding 

protein 1), μία πρωτεΐνθ που ςχετίηεται με τθν υπομονάδα 19S του πρωτεαςϊματοσ 

και ζχει βρεκεί ότι αλλθλεπιδρά με τθν p14ARF,ςυμβάλλοντασ ςτθ ςτακεροποίθςι 

τθσ [114] και θ ULF/TRIP12 (Ubiquitin Ligase of ARF), θ οποία είναι μία Ε3 λιγάςθ 

ουβικιτίνθσ που πρόςφατα βρζκθκε ότι ευκφνεται για τθν ουβικιτινίωςθ και 

αποικοδόμθςθ τθσ p14ARF [19]. 

 

 

 

Εικόνα 15:  i. Ανοςοαποτφπωςθ ζναντι αντιςώματοσ ουβικιτίνθσ ςε ανοςοκατακρθμνιςμζνθ πρωτεΐνθ p14ARF (IP) από 

κφτταρα Η1299 μετά από επίδραςθ με ΑΤΜ αναςτολζα (ATMi)  ι δοξορουβικίνθ (Dox).Η ανοςοαπτφπωςθ για p14ARF (κάτω) 

δείχνει τα ολικά επίπεδα τθσ πρωτεΐνθσ. ii.Ροςοτικοποίθςθ των επιπζδων  τθσ  p14ARF υπό τθν επίδραςθ DMSO, αναςτολζα 

ΑΤΜ (ΑΤΜi) και δοξορουβικίνθσ (Dox) 
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3.2.3.1. H TBPIP ή η TBP1 δεν παίζουν ρβλο ςτη ργθμιςη τησ 

αποικοδβμηςησ τησ p14ARF από την ΑΤΜ 

Ρροκειμζνου να εξετάςουμε το ρόλο του διμεροφσ TBPIP-TBP1 ςτο μθχανιςμό, 

προχωριςαμε ςε αποςιϊπθςθ και των δφο πρωτεΐνϊν με siRNA, ενϊ ελζγξαμε και 

τα επίπεδα των δφο πρωτεϊνϊν μετά από αποιςϊπθςθ τθσ ΑΤΜ. Τα αποτελζςματα 

τθσ ανοςοαποτφπωςθσ ζδειξαν ότι οφτε θ αποςιϊπθςθ τθσ TBP1 οφτε τθσ TBPIP είχε 

κάποια επίδραςθ ςτα επίπεδα τθσ p14ARF, ενϊ θ αποςιϊπθςθ τθσ ΑΤΜ δεν είχε 

καμία επίδραςθ ςτα επίπεδα των δφο πρωτεϊνϊν (Εικ. 16). 

  

 

3.2.3.2. Η Ε3 λιγάςη ουβικιτίνησ ULF ευθγνεται για τη μεταβολή των 

επιπέδων ουβικιτινίωςησ τησ p14ARF απβ την ΑΣΜ  

Ρρόςφατα βρζκθκε ότι θ Ε3 λιγάςθ ουβικιτίνθσ που είναι υπεφκυνθ για τθν 

ουβικιτινίωςθ και αποικοδόμθςθ τθσ p14ARF  θ  ULF (ι αλλιϊσ TRIP12)[19]. Για να 

ελζγξουμε αν θ ουβικιτινίωςθ τθσ p14ARF από τθν ΑΤΜ είναι αποτζλεςμα τθσ 

δράςθσ τθσ ULF, προχωριςαμε ςε επίδραςθ με δοξορουβικίνθσ ταυτόχρονα με 

αποςιϊπθςθ τθσ ULF ςε κφτταρα Θ1299. Θ αποςιϊπθςθ τθσ ULF επαναφζρει τα 

επίπεδα τθσ p14ARF παρά τθν ενεργοποίθςθ του DDR και τθσ ΑΤΜ από 

δοξορουβικίνθ (Εικ. 16). Αυτό ςθμαίνει ότι θ ULF ευκφνεται για τθν αυξθμζνθ 

ουβικιτινίωςθ και αποικοδόμθςθ τθσ  p14ARF από 

τθν ενεργοποίθςθ τθσ ΑΤΜ. 

Εικόνα 17: . Ανοςοπατφπωςθ για p14ARF ςε κφτταρα Η1299 μετά από 

επίδραςθ με δοξορουβικίνθ (Dox) και με ι χωρίσ ταυτόχρονθ 

αποςιώπθςθ τθσ ULF (siULF). Ωσ αρνθτικόσ ζλεγχοσ για τθν 

αποςιώπθςθ χρθςιμοποιικθκε μθ ειδικό siRNA (ctrsi) . Τα επίπεδα 

τθσ β-ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των 

πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων.   

Εικόνα 16: Ανοςοαποτφπωςθ πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων από 

κφτταρα Η1299 για ΑΤΜ, TBP1, TBPIP και p14ARF, ζπειτα από 

αποςιώπθςθ των  ΑΤΜ, TBP1 και TBPIP. . Τα επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ 

χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των πρωτεϊνικών 

εκχυλιςμάτων.   
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3.2.3.3. Η ULF δεν είναι άμεςοσ ςτβχοσ τησ ΑΣΜ 

Ρροκειμζνου να διαπιςτϊςουμε αν θ ULF αποτελεί άμεςο ςτόχο τθσ ΑΤΜ, ελζγξαμε 

τθν επίδραςθ τθσ αναςτολισ τθσ δράςθσ τθσ ΑΤΜ ςτα επίπεδα τθσ ULF. Ππωσ 

φαίνεται ςτο αποτζλεςμα τθσ ανοςοαπτφπωςθσ τα επίπεδα τθσ ULF παραμζνουν 

αμετάβλθτα είτε μετά από επίδραςθ με αναςτολζα τθσ ΑΤΜ είτε μετά από 

επίδραςθ με δοξορουβικίνθ ςε Θ1299 κφτταρα, παρά τθν μεταβολι των επιπζδων 

τθσ p14ARF (Εικ. 17). Το αποτζλεςμα αυτό δείχνει ότι θ μεταβολι των επιπζδων τθσ 

p14ARF μετά από ενεργοποίθςθ ι απενεργοποίθςθ τθσ ΑΤΜ δεν ςυμβαίνει λόγω 

αλλαγισ των επιπζδων τθσ λιγάςθσ ουβικιτίνθσ ULF,  υποδεικνφοντασ ζναν ζμμεςο 

τρόπο ρφκμιςθσ ωσ πιο πικανό ενδεχόμενο.  

 

 

 

 

3.2.4. Η ATM επηρεάζει τη ςταθερβτητα τησ p14ARF μέςω διαταραχήσ 

του ςυμπλβκου NPM-ARF 

Για τθν αποικοδόμθςθ τθσ ARF από τθν ULF απαιτείται θ αλλθλεπίδραςθ των δφο 

πρωτεϊνϊν ςτο πυρθνόπλαςμα, όπου βρίςκεται θ ULF [19] δικαιολογϊντασ ζτςι τθ 

ςτακερότθτα τθσ ARF ςτον πυρθνίςκο, όπου όπωσ είδαμε βρίςκεται ςε ςφμπλοκο με 

τθν νουκλεοφοςμίνθ (NPM)[17, 18, 59]. Επιπλζον, οριςμζνεσ μελζτεσ δείχνουν ότι θ 

ενεργοποίθςθ του DDR μπορεί να προκαλζςει τθν διάςπαςθ του ςυμπλόκου ARF-

NPM/B23 και τθν ανακατανομι τουσ από τον πυρθνίςκο ςτο πυρθνόπλαςμα [100, 

115] . Τα δεδομζνα αυτά ςε ςυνδυαςμό με τθν εμπλοκι τθσ ULF, χωρίσ άμεςθ 

ρφκμιςθ από τθν ΑΤΜ, και τον κρίςιμο ρόλο του εντοπιςμοφ τθσ ARF και τθσ 

αλλθλεπίδραςισ τθσ με τθν NPM/B23 για τθν ςτακερότθτά τθσ, οδιγθςαν ςτο 

ερϊτθμα αν θ ΑΤΜ μπορεί να προωκιςει τθν αποικοδόμθςθ τθσ ARF προωκϊντασ 

τθν αλλθλεπίδραςι τθσ με τθν ULF μζςω αλλαγισ του εντοπιςμοφ τθσ ι επίδραςθσ 

ςτθν ικανότθτα αλλθλεπίδραςθσ με τθν NPM/B23. Για να απαντιςουμε ςτο 

Εικόνα 18: Ανοςοαπτφπωςθ για ULF και p14ARF  

πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων από κφτταρα Η1299 μετά 

από επίδραςθ με αναςτολζα ΑΤΜ (Ku55933) ι  

δοξορουβικίνθσ (Dox). Τα επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ 

χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των πρωτεϊνικών 

εκχυλιςμάτων.   
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ερϊτθμα αυτό, διερευνιςαμε τθ ςυμμετοχι τθσ NPM/B23 ςτον μθχανιςμό, τθν 

ικανότθτα πρόςδεςθσ τθσ ARF ςτθν NPM/B23, και τον εντοπιςμόσ του ςυμπλόκου 

με πειράματα αναοςοαποτφπωςθσ, ανοςοκατακριμνιςθσ και ανοςοφκοριςμοφ 

ζπειτα από απενεργοποίθςθ ι απενεργοποίθςθ τθσ ΑΤΜ. 

3.2.4.1. Η NPM/B23 είναι απαραίτητη για τη ςταθεροποίηςη των επιπέδων 

τησ p14ARF μετά απβ αποςιώπηςη τησ ΑΣΜ. 

Για να διερευνιςουμε το ρόλο τθσ NPM ςτθ ρφκμιςθ τθσ ςτακερότθτασ τθσ p14ARF 

προχωριςαμε ςε αποςιϊπθςθ τθσ NPM ςε κφτταρα Θ1299 ςε ςυνδυαςμό με 

αποςιϊπθςθ τθσ ΑΤΜ. Θ αποςιϊπθςθ τθσ NPM, όπωσ ιταν αναμενόμενο, είχε 

άμεςθ επίδραςθ ςτθ ςτακερότθτα τθσ p14ARF όπωσ φαίνεται από το αποτζλεςμα τθσ 

ανοςοαποτφπωςθσ (Εικ 19i).  

 

 

 
 

 

 

 

3.2.4.2. Η αναςτολή τησ ΑΣΜ δεν εμποδίζει την έξοδο τησ ARF ςτον πυρήνα 

αλλά την προςτατεγει ςτο πυρηνβπλαςμα. 

Για τθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ ΑΤΜ και του DDR ςτον εντοπιςμό τθσ p14ARF 

πραγματοποιικθκε ανοςοφκοριςμόσ για p14ARF και NPM πριν και μετά από 

επίδραςθ με δοξορουβικίνθ με ι χωρίσ ταυτόχρονθ αναςτολι τθσ ΑΤΜ. Το 

αποτζλεςμα του ανοςοφκοριςμοφ ζδειξε ότι πράγματι, θ ενεργοποίθςθ του DDR 

οδθγεί ςε ζξοδο και ανακατανομι των NPM και p14ARF ςτο πυρθνόπλαςμα με 

Εικόνα 19: i. Ανοςοαπτφπωςθ για NPM και p14ARF  πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων από κφτταρα Η1299 μετά από 

αποςιώπθςθ τθσ NPM. Τα επίπεδα τθσ NPM δείχνουν το ποςοςτό επιτυχίασ τθσ αποςιώπθςθσ. Τα επίπεδα τθσ β-

ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων.   ii. Ανοςοαπτφπωςθ για ΑΤΜ, 

NPM και p14ARF  πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων από κφτταρα Η1299 μετά από αποςιώπθςθ τθσ NPM και ταυτόχρονθ 

αποςιώπθςθ τθσ ΑΤΜ. Τα επίπεδα τθσ ΑΤΜ και τθσ NPM δείχνουν το ποςοςτό επιτυχίασ τθσ αποςιώπθςθσ. Τα 

επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων. 
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ταυτόχρονθ μείωςθ τθσ ζνταςθσ του ςιματοσ τθσ p14ARF , επιβεβαιϊνοντασ και τα 

αποτελζςματα και άλλων μελετϊν [100, 116] . Το ςθμαντικότερο εφρθμα, ωςτόςο, 

ιταν ότι θ ταυτόχρονθ αναςτολι τθσ ΑΤΜ υπό τθν επίδραςθ δοξορουβικίνθσ δεν 

απζτρεψε τθν ζξοδο τθσ p14ARF ςτο πυρθνόπλαςμα, αλλά αντίκετα ενίςχυςε τθν 

ζκφραςθ τθσ πρωτεΐνθσ p14ARF ςτο πυρθνόπλαςμα (Εικ. 20). 

Tο αποτζλεςμα αυτό επιβεβαιϊνει και θ ανοςοαποτφπωςθ ςε πυρθνοπλαςματικά 

και πυρθνιςκικά κλάςματα πρωτεϊνικϊν εκχυλιςμάτων από κφτταρα Θ1299. Ππωσ 

φαίνεται ςτθν εικόνα 21, θ αναςτολι τθσ ΑΤΜ ζχει ςαν αποτζλεςμα τθν αφξθςθ τθσ 

p14ARF  κυρίωσ ςτθν περιοχι του πυρθνοπλάςματοσ, ακόμα και υπό τθν επίδραςθ 

δοξορουβικίνθσ. Τα επίπεδα τθσ NPM/B23 μζνουν ςχετικά ςτακερά και εμφανίηουν 

μια μικρι αφξθςθ ςτο πυρθνόπλαςμα μετά από τθν αναςτολι τθσ ΑΤΜ. (Τα 

πειράματα διαχωριςμοφ πυρθνιςκικϊν και πυρθνοπλαςματικϊν κλαςμάτων και θ 

ανάλυςι τουσ πραγματοποιικθκε από τθν ομάδα του Dr Sinisa Volarevic ςτθν 

Κροατία) 

 

Εικόνα 20: i. Ανοςοφκοριςμόσ για p14ARF, NPM και ΑΤΜ ςε πυρινεσ κυττάρων Η1299 υπό τθν επίδραςθ αναςτολισ 

τθσ ΑΤΜ (ATMi), δοξορουβικίνθσ (dox) ι και των δφο (Dox+ATMi). Η χρώςθ με DAPI δείχνει τθν περιοχι του πυρινα, 

H περιοχι του πυρθνίςκου διακρίνεται με βάςθ τον εντοπιςμό των p14ARF και NPM, οι οποίεσ υπό φυςιολογικζσ 

ςυνκικεσ (DMSO) εμφανίηονται ςτον πυρθνίςκο. ii.Ανοςοφκοριςμόσ για τον πυρθνιςκικό μεταγραφικό παράγοντα 

UBF και για τθν πυρθνιςκικι πρωτεΐνθ φιμπριλλαρίνθ (fibrillarin) ςε κφτταρα Η1299, που δείχνει τον ςυνεντοπιςμό 

τουσ ςτισ δομζσ του πυρθνίςκου. 
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3.2.4.3. Η αναςτολή τησ ΑΣΜ ενιςχγει την πρβςδεςη μεταξγ NPM και ARF. 

Εφόςον διαπιςτϊςαμε ότι θ αναςτολι τθσ ΑΤΜ προςτατεφει τθν p14ARF ςτο 

πυρθνόπλαςμα, όπου παρατθρείται παράλλθλα και μία μικρι αφξθςθ τθσ NPM (Εικ. 

21), και εφόςον θ πρόςδεςθ τθσ p14ARF ςτθν NPM/B23 είναι γνωςτό ότι 

προςτατεφει τθν p14ARF από αποικοδόμθςθ [18, 59], ελζγξαμε τθν επίδραςθ τθσ 

ΑΤΜ ςτθν ικανότθτα πρόςδεςθσ μεταξφ τθσ p14ARF και τθσ NPM/B23. 

Ανοςοκατακριμνιςθ τθσ p14ARF από πρωτεϊνικά εκχυλίςματα κυττάρων Θ1299 πριν 

(DMSO) και μετά τθν αναςτολι τθσ ΑΤΜ (ATMi) και επακόλουκθ ανοςοπατφπωςθ 

για τθν NPM/B23 ζδειξε ότι, πράγματι, θ αναςτολι τθσ ΑΤΜ αυξάνει τθν ποςότθτα 

τθσ NPM/B23 που είναι προςδεδεμζνθ ςτθν p14ARF και άρα τθν πρόςδεςθ τθσ p14ARF 

ςτθν NPM/B23 (Εικ. 22). 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 21: Ανοςοαπτφπωςθ για p14ARF και NPM ςε κλάςματα πυρθνίςκου και πυρθνοπλάςματοσ από 

κφτταρα Η1299 πριν ι μετά από επίδραςθ με αναςτολζα τθσ ΑΤΜ και πριν ι μετά από επίδραςθ με 

δοξορουβικίνθ παρουςία ι απουςία αναςτολισ τθσ ΑΤΜ. Τα επίπεδα των UBF και fibrillarin 

χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των δειγμάτων για το πυρθνιςκικό κλάςμα ενώ  τα επίπεδα 

τθσ λαμίνθσ Β για το πυρθνοπλαςματικό. 

Εικόνα 22: i. Ανοςοαποτφπωςθ για NPM/B23 

ςε ανοςοκατακρθμνιςμζνθ πρωτεΐνθ p14ARF 

(IP) από πρωτεϊνικ’α εκχυλίςματα κυττάρων 

Η1299 πριν (DMSO) και μετά (ATMi) από 

επίδραςθ με ΑΤΜ αναςτολζα. 

ii.Ροςοτικοποίθςθ των επιπζδων  τθσ  p14ARF 

ςε ςφμπλοκο με τθν NPM/B23 υπό τθν 

επίδραςθ DMSO και αναςτολζα ΑΤΜ (ΑΤΜi). 
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3.2.5. H ΑΣΜ επηρεάζει την διαςγνδεςη μεταξγ p14ARF και NPM/B23 μέςω 

αλλαγήσ ςτη φωςφορυλίωςη τησ NPM/B23. 

Εφόςον θ ΑΤΜ είναι μία κινάςθ και θ NPM/B23 μία φωςφοπρωτεΐνθ με πολλζσ 

λειτουργικζσ κζςεισ φωςφορυλίωςθσ[62], ελζγξαμε τθν πικανότθτα τα επίπεδα 

φωςφορυλίωςθσ τθσ NPM/B23 να μεταβάλλονται ανάλογα με τθ δράςθ τθσ ΑΤΜ, 

επθρεάηοντασ τθν πρόςδεςθ τθσ p14ARF ςτθν NPM/B23. 

3.2.5.1. Ο βαθμβσ φωςφορυλίωςησ τησ NPM/B23 επηρεάζεται αρνητικά 

απβ την ΑΣΜ. 

Για να ελζγξουμε τα επίπεδα φωςφορυλίωςθσ τθσ NPM/B23 ωσ προσ τθ δράςθ τθσ 

ΑΤΜ, προχωριςαμε ςε ανοςοκατακριμνιςθ τθσ NPM/B23 από πρωτεϊνικά 

εκχυλίςματα κυττάρων Θ1299 πριν και μετά από αναςτολι ι ενεργοποίθςθ τθσ 

ΑΤΜ μζςω δοξορουβικίνθσ και ςτθ ςυνζχεια ανοςοαποτφπωςθ για 

φωςφορυλιωμζνεσ ςερίνεσ. Το αποτζλεςμα ζδειξε ότι τα επίπεδα τθσ 

φωςφορυλιωμζνθσ ςερίνθσ ςτθν ανοςοκατακρθμνιςμζνθ NPM/B23 είναι 

υψθλότερα μετά από αναςτολι τθσ ΑΤΜ και χαμθλότερα μετά από ενεργοποίθςι 

τθσ μζςω δοξορουβικίνθσ (Εικ. 23i) ενϊ θ αναςτολι τθσ ΑΤΜ εμποδίηει τθν πτϊςθ 

των επιπζδων φωςφορυλίωςθσ μετά από επίδραςθ με δοξορουβικίνθ (Εικ. 23ii), 

γεγονόσ που υποδεικνφει ότι το αποτζλεςμα από τθν δοξορουβικίνθ οφείλεται ςτθ 

δράςθ τθσ ΑΤΜ. 

Εικόνα 23: i. Ανοςοαποτφπωςθ για phosphoSerine (pSer)  ςε ανοςοκατακρθμνιςμζνθ πρωτεΐνθ NPM/B23 (IP) από 

πρωτεϊνικά εκχυλίςματα κυττάρων Η1299 πριν (DMSO) και μετά (ATMi) από επίδραςθ με ΑΤΜ αναςτολζα ι 

δοξορουβικίνθ (Dox). Η ανοςοαποτφπωςθ (IB) για NPM/B23 δείχνει τα ολικά επίπεδα τθσ πρωτεΐνθσ ii. 

Ανοςοαποτφπωςθ για phosphoSerine (pSer)  ςε ανοςοκατακρθμνιςμζνθ πρωτεΐνθ NPM/B23 (IP) από πρωτεϊνικά 

εκχυλίςματα κυττάρων Η1299 πριν (DMSO) και μετά από επίδραςθ με δοξορουβικίνθ (Dox) ι δοξορουβικίνθ με 

ταυτόχρονθ αναςτολι τθσ ΑΤΜ (Dox+ATMi). Η ανοςοαποτφπωςθ (IB) για NPM/B23 δείχνει τα ολικά επίπεδα τθσ 

πρωτεΐνθσ 
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3.2.5.2. Η φωςφορυλίωςη τησ NPM/B23 είναι απαραίτητη για την αγξηςη τησ 

πρβςδεςησ τησ p14ARF ςτην NPM/B23 έπειτα απβ αναςτολή τησ ΑΣΜ. 

Δεδομζνου ότι θ ΑΤΜ είναι μία κινάςθ, θ πτϊςθ των επιπζδων φωςφορυλίωςθσ τθσ 

NPM/B23 ζπειτα από αναςτολι τθσ ΑΤΜ αποκλείει τθν άμεςθ αλλθλεπίδραςθ 

μεταξφ των δφο πρωτεϊνϊν  και τθν πικανότθτα θ NPM/B23 να αποτελεί άμεςο 

ςτόχο-υπόςτρωμα τθσ ΑΤΜ κινάςθσ, κάτι που ενιςχφεται άλλωςτε και από τθν 

απουςία ςτθν αλλθλουχία τθσ NPM/B23  τυπικϊν μοτίβων φωςφορυλίωςθσ από 

τθν ΑΤΜ , δθλαδι SQ ι TQ (Σερίνθ-Γλουταμίνθ ι Θρεονίνθ-Γλουταμίνθ) [9]. 

Επιπλζον,  θ ςφνδεςθ τθσ NPM/B23 με τθν p14ARF είναι πιο πικανό να ενιςχφεται 

από τθν αφξθςθ των επιπζδων φωςφορυλίωςθσ τθσ NPM/B23, αφοφ θ p14ARF είναι 

μία κετικά φορτιςμζνθ πρωτεΐνθ, ενϊ από τθν άλλθ θ προςκικθ ομάδων 

φωςφόρου οδθγεί ςε αφξθςθ του αρνθτικοφ φορτίου τθσ NPM/B23. Ρράγματι, θ 

φωςφορυλίωςθ τθσ NPM/Β23 είναι απαραίτθτθ για τθν αφξθςθ τθσ πρόςδεςθσ τθσ 

p14ARF ςτθν NPM/B23, όπωσ ζδειξε θ ανοςοκατακριμνιςθ του ςυμπλόκου p14ARF-

NPM/B23 υπό τθν επίδραςθ αναςτολζα τθσ ΑΤΜ πριν και μετά από επίδραςθ με 

αλκαλικι φωςφατάςθ ςτα πρωτεϊνικά εκχυλίςματα (Εικ. 24). 

 

 

 

 

 

 

3.2.6. H ATM μειώνει τα επίπεδα φωςφορυλίωςησ τησ NPM/B23 και τα 

επίπεδα τησ p14ARF μέςω ενεργοποίηςησ τησ φωςφατάςησ PP1 

Δεδομζνου ότι θ ενεργοποίθςθ τθσ ΑΤΜ κινάςθσ μζςω DDR οδθγεί ςε μείωςθ του 

βακμοφ φωςφορυλίωςθσ τθσ NPM/B23, κα πρζπει ςτθ δράςθ αυτι να εμπλζκεται 

μία φωςφατάςθ θ οποία να ρυκμίηεται από τθν ΑΤΜ ϊςτε να αποφωςφορυλιϊνει 

τθν NPM/B23. Ζνασ ιδανικόσ πικανόσ ςτόχοσ για τθ λειτουργία αυτι είναι θ 

φωςφατάςθ PP1 (Protein Phosphatase 1) , θ οποία είναι θ μοναδικι φωςφατάςθ 

ςερίνθσ/κρεονίνθσ που ενεργοποιείται από τθν ΑΤΜ μζςω φωςφορυλίωςθσ του 

Εικόνα 24: Ανοςοαποτφπωςθ για p14ARF ςε 

ανοςοκατακρθμνιςμζνθ πρωτεΐνθ NPM/B23 

(IP) από πρωτεϊνικά εκχυλίςματα κυττάρων 

Η1299  με επίδραςθ αναςτολζα ΑΤΜ (ATMi) 

πριν και μετά  από επίδραςθ με αλκαλικι 

φωςφατάςθ (Calf Intestinal Phosphatase, 

CIP). Η ανοςοαποτφπωςθ (IB) για NPM/B23 

δείχνει τα ολικά επίπεδα τθσ πρωτεΐνθσ. 
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αναςτολζα τθσ I-2 (Inhibitor-2) από τθν ΑΤΜ [117] , ενϊ παράλλθλα ζχει βρεκεί ότι 

αποφωςφορυλιϊνει τθν NPM/B23 [118, 119]. 

3.2.6.1. H δράςη τησ PP1 είναι απαραίτητη για την μείωςη των επιπέδων 

τησ p14ARF λβγων ενεργοποίηςησ τησ ΑΣΜ μέςω δοξορουβικίνησ 

Για να ελζγξουμε τον ρόλο τθσ φωςφατάςθσ PP1 ςτθ ρφκμιςθ των επιπζδων τθσ 

p14ARF από τθν ΑΤΜ, προχωριςαμε ςε αποςιϊπθςθ τθσ PP1 (και των τριϊν 

ιςομορφϊν τθσ α,β και γ) με τθ χριςθ siRNA υπό τθν επίδραςθ δοξορουβικίνθσ. Το 

αποτζλεςμα τθσ ανοςοαποτφπωςθσ ζδειξε ότι θ πτϊςθ ςτα επίπεδα τθσ p14ARF που 

παρατθρείται λόγω τθσ δράςθσ τθσ δοξορουβικίνθσ αναιρείται όταν ςυνυπάρχει 

αποςιϊπθςθ τθσ PP1 (Εικ. 25). Αυτό ςθμαίνει ότι θ δράςθ τθσ φωςφατάςθσ PP1 

είναι απαραίτθτθ για τθ ρφκμιςθ των επιπζδων τθσ p14ARF από το DDR και τθν ΑΤΜ.  

 

 

3.2.6.2. Η ενεργοποίηςη τησ ΑΣΜ μέςω δοξορουβικίνησ οδηγεί ςε αγξηςη 

τησ φωςφορυλίωςησ του αναςτολέα τησ PP1 I-2. 

Ππωσ ζχει δείξει προθγοφμενθ μελζτθ [117] , θ ενεργοποίθςθ τθσ PP1 από τθν ΑΤΜ 

ςυμβαίνει μζςω φωςφορυλίωςθσ του ειδικοφ αναςτολζα τθσ PP1 φωςφατάςθσ I-2. 

Θ φωςφορυλίωςθ του Ι-2 ςτθ κζςθ Σερίνθ 43 από τθν ΑΤΜ οδθγεί ςε διαχωριςμό 

του ςυμπλόκου PP1-I-2 με αποτζλεςμα τθν διακοπι τθσ αναςταλτικισ δράςθσ του I-

2 και τθν ενεργοποίθςθ τθσ PP1. Ρροκειμζνου να διαπιςτϊςουμε εάν θ PP1 

ενεργοποιείται από τθν ΑΤΜ με τον ίδιο τρόπο ςτο μονοπάτι που οδθγεί ςτθ 

μείωςθ των επιπζδων τθσ p14ARF, προχωριςαμε αρχικά ςε ανοςοαποτφπωςθ για 

τον αναςτολζα Ι-2 ςε κφτταρα Θ1299 μετά από αναςτολι τθσ ΑΤΜ ι επίδραςθ με 

δοξορουβικίνθ. Θ διπλι ηϊνθ που εμφανίηεται φαίνεται ότι αντιςτοιχεί ςτθ 

φωςφορυλιωμζνθ και ςτθ μθ-φωςφορυλιωμζνθ μορφι του αναςτολζα Ι-2, αφοφ θ 

φωςφορυλίωςθ επθρεάηει τθν κινθτικι ικανότθτα τθσ πρωτεΐνθσ κατά τθ διάρκεια 

Εικόνα 25: Ανοςοαπτφπωςθ για PP1 και p14ARF  

πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων από κφτταρα Η1299 πριν και 

μετά από αποςιώπθςθ τθσ PP1 υπό τθν επίδραςθ ι όχι 

δοξορουβικίνθσ(Dox). Τα επίπεδα τθσ PP1 δείχνουν το 

ποςοςτό επιτυχίασ τθσ αποςιώπθςθσ. Ωσ αρνθτικόσ 

ζλεγχοσ για τθν αποςιώπθςθ χρθςιμοποιικθκε μθ ειδικό 

siRNA (ctrsi) . Τα επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ 

ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων. 
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τθσ θλεκτροφόρθςθσ με αποτζλεςμα θ φωςφορυλιωμζνθ μορφι να εμφανίηεται 

υψθλότερα ςε ςχζςθ με τθν μθ φωςφορυλιωμζνθ [120]. Με βάςθ αυτι τθ 

ςυςχζτιςθ, θ μθ φωςφορυλιωμζνθ μορφι του Ι-2 αναςτολζα (κάτω ηϊνθ) 

εμφανίηεται αυξθμζνθ μετά από αναςτολι  τθσ ΑΤΜ. Αντίκετα, ζπειτα από 

επίδραςθ με δοξορουβικίνθ παρατθροφμε μείωςθ τθσ μθ φωςφορυλιωμζνθσ 

μορφισ με παράλλθλθ αφξθςθ τθσ φωςφορυλιωμζνθσ μορφισ (πάνω ηϊνθ) (Εικ. 

26).  

 

 

3.2.6.3. H αρνητική ργθμιςη τησ p14ARF απβ την ΑΣΜ απαιτεί την 

ενεργοποίηςη τησ PP1 μέςω φωςφορυλίωςησ του αναςτολέα Ι-2. 

Για να διαπιςτϊςουμε εάν θ ενεργοποίθςθ τθσ PP1 μζςω φωςφορυλίωςθσ του 

αναςτολζα Ι-2 είναι απαραίτθτθ για τθ ρφκμιςθ τθσ p14ARF, καταςκευάςαμε 

μεταλλαγμζνεσ μορφζσ του αναςτολζα Ι-2: μία με μετάλλαξθ τθσ ςερίνθσ 43 ςε 

αλανίνθ (S43A), θ οποία ζχει φωςφο-αδρανοποιθτικι δράςθ και μία με μετάλλαξθ 

τθσ ςερίνθσ 43 ςε αςπαρτικό (S43D), θ οποία ζχει φωςφο-μιμθτικι δράςθ[117]. Στθ 

ςυνζχεια οι μεταλλαγμεζνεσ μορφζσ μαηί με τθν φυςιολογικι ειςιχκθςαν ςε 

κφτταρα Θ1299 και Saos2 και με ανοςοφκοριςμό ζγινε ανίχνευςθ τθσ p14ARF ςτα 

κφτταρα όπου είχε ειςαχκεί θ κάκε μορφι. Θ επιβεβαίωςθ τθσ ειςαγωγι σ και 

ζκφραςθσ των εξωγενϊν μορφϊν Ι-2 ςτα κφτταρα ζγινε με τθν ανίχνευςθ τθσ 

πράςινθσ φκορίηουςασ πρωτεΐνθσ (Green Fluorescent Protein, GFP) με τθν οποία 

είχαν ςθμανκεί οι εξωγενείσ μορφζσ του Ι-2. Το αποτζλεςμα ζδειξε ότι ενϊ θ 

φυςιολογικι και θ φωςφοαδρανοποιθτικι (S43A) μορφι δεν επθρζαςε τα επίπεδα 

τθσ p14ARF , θ μορφι με τθν φωςφομιμθτικι μετάλλαξθ, θ οποία κεωρθτικά 

ιςοδυναμεί με ενεργοποίθςθ τθσ ΑΤΜ και τθσ PP1, προκαλεί μείωςθ των επιπζδων 

Εικόνα 26: Ανοςοαποτφπωςθ για τον αναςτολζα Ι-2 ςε  

πρωτεϊνικά εκχυλίςματα από κφτταρα Η1299 μετά από 

επίδραςθ με αναςτολζα ΑΤΜ (ATMi) ι  δοξορουβικίνθσ (Dox). Η 

δφο ηώνεσ αντιςτοιχοφν ςτθ φωςφορυλιωμζνθ (pI-2) και ςτθ μθ 

φωςφορυλιωμζνθ (Ι-2) μορφι τθσ πρωτεΐνθσ. Τα επίπεδα τθσ β-

ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των 

πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων.  



 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3: ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

123 
 

τθσ p14ARF (Εικ. 27i),  χωρίσ να επθρεάηει τθν δομι του πυρθνίςκου, όπωσ δείχνει θ 

χρϊςθ για τον πυρθνιςκικό δείκτθ φιμπριλλαρίνθ (Εικ. 27ii). 

 

3.2.7. Η αναςτολή τησ ΑΣΜ ενιςχγει τη ςταθερβτητα τησ p14ARF μέςω 

ενεργοποίηςησ τησ κινάςησ Nek2.  

Θ αποφωςφορυλίωςθ τθσ NPM/B23 από τθν PP1 ωσ αποτζλεςμα τθσ 

ενεργοποίθςθσ τθσ ΑΤΜ προχποκζτει και τθν φπαρξθ μίασ κινάςθσ θ οποία 

φωςφορυλιϊνει τισ αντίςτοιχεσ κζςεισ τθσ NPM/B23. Σε αναηιτθςθ αυτισ τθσ 

κινάςθσ καταλιξαμε ςτθν κινάςθ Nek2. H ζκφραςθ τθσ Nek2 εξαρτάται από τθ 

φάςθ του κυτταρικοφ κφκλου, ενϊ θ λειτουργία τθσ ζχει ςυνδεκεί με τον 

διπλαςιαςμό των κεντροςωμάτων[121]. Θ Nek2 ζχει δειχκεί ότι αδρανοποιείται από 

τθν ενεργοποιθμζνθ PP1 μετά από βλάβεσ του DNA [121, 122], ενϊ επίςθσ ζχει 

αναφερκεί φωςφορυλίωςθ τθσ NPM/B23 από τθν Nek2, χωρίσ όμωσ να ζχουν 

προςδιοριςτεί ςυγκεκριμζνεσ κζςεισ φωςφορυλίωςθσ [123, 124].  

Για να ελζγξουμε το ρόλο τθσ Nek2 κινάςθσ ςτθ φωςφορυλίωςθ τθσ NPM/B23 και 

ςτθ ςτακερότθτα τθσ p14ARF μετά από αναςτολι τθσ ΑΤΜ κινάςθσ, 

Εικόνα 27: i. Ανοςοφκοριςμόσ για p14ARF και GFP ςε πυρινεσ κυττάρων Η1299 ζπειτα από τθν ειςαγωγι φυςιολογικισ 

(wt I-2), τθσ μεταλλαγμζνθσ φωςφο-αδρανοποιθτικισ μορφισ (Ι-2 S43A) ι τθσ φωςφο-μιμθτικισ μορφισ (I-2 S43D) του 

αναςτολζα Ι-2. Ο φκοριςμόσ για GFP δείχνει τθν ζκφραςθ τθσ εξωγενοφσ μορφισ του Ι-2 ςε κάκε κφτταρο. Η χρώςθ με 

DAPI δείχνει τθν περιοχι του πυρινα. ii.Ανοςοφκοριςμόσ για τθν πυρθνιςκικι πρωτεΐνθ φιμπριλλαρίνθ (fibrillarin) ςε 

κφτταρα Η1299, που δείχνει τθν διατιρθςθ τθσ δομισ του πυρθνίςκου ζπειτα από τθν ειςαγωγι φυςιολογικισ (wt I-2), 

τθσ μεταλλαγμζνθσ φωςφο-αδρανοποιθτικισ μορφισ (Ι-2 S43A) ι τθσ φωςφο-μιμθτικισ μορφισ (I-2 S43D) του 

αναςτολζα Ι-2. Ο φκοριςμόσ για GFP δείχνει τθν ζκφραςθ τθσ εξωγενοφσ μορφισ του Ι-2 ςε κάκε κφτταρο. Η χρώςθ με 

DAPI δείχνει τθν περιοχι του πυρινα. 
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πραγματοποιιςαμε αποςιϊπθςθ τθσ Nek2  υπό τθν επίδραςθ αναςτολζα τθσ ΑΤΜ. 

Το αποτζλεςμα τθσ ανοςοαποτφπωςθσ ζδειξε ότι θ αποςιϊπθςθ τθσ Nek2 δεν 

επιτρζπει τθν αφξθςθ των επιπζδων τθσ p14ARF μετά από αναςτολι τθσ ΑΤΜ (Εικ. 

28), αποτελϊντασ ιςχυρι ζνδειξθ για το ρόλο τθσ ςτθ φωςφορυλίωςθ τθσ NPM/B23 

μετά από αναςτολι τθσ ΑΤΜ. 

 

 

 

 

 

 

3.2.8. Προςδιοριςμβσ των θέςεων φωςφορυλίωςησ τησ NPM/B23 που 

παίζουν ρβλο ςτη ργθμιςη τησ p14ARF απβ την ΑΣΜ. 

Ρροκειμζνου να εντοπίςουμε τισ κζςεισ φωςφορυλίωςθσ πάνω ςτθν NPM οι οποίεσ 

ρυκμίηονται από τθν κινάςθ NEK2 και τθ φωςφατάςθ PP1 και παίηουν ρόλο ςτθν 

αλλαγι τθσ πρόςδεςθσ τθσ ARF  με τθν NPM μετά από ενεργοποίθςθ ι 

απενεργοποίθςθ τθσ ΑΤΜ κινάςθσ εξετάςαμε αρχικά τθ πικανι εμπλοκι κάποιων 

από τισ γνωςτζσ κζςεισ φωςφορυλίωςθσ τθσ NPM/B23 που παίηουν ρόλο ςε 

οριςμζνεσ λειτουργίεσ τθσ και για τισ οποίεσ υπάρχουν διακζςιμα αντιςϊματα. 

3.2.8.1. Η φωςφορυλίωςη των γνωςτών θέςεων τησ NPM/B23 Σ95, Σ199 

και S4 δεν μεταβάλλεται μετά απβ αναςτολή τησ ΑΣΜ. 

Χρθςιμοποιϊντασ εμπορικά διακζςιμα αντιςϊματα προχωριςαμε ςε 

ανοςοποτφπωςθ για τισ φωςφορυλιωμζνεσ ςτισ κζςεισ Σερίνθ 4 (S4), Σερίνθ (S125), 

Θρεονίνθ 95 (T95), Θρεονίνθ 199(T199) και Θρεονίνεσ 234/237 (Τ234/237) μορφζσ 

τθσ NPM/B23 μετά από αναςτολι τθσ ΤΜ ςε κφτταρα Θ1299. Το αποτζλεςμα ζδειξε 

ότι τα επίπεδα φωςφορυλίωςθσ ςτισ κζςεισ αυτζσ δεν επθρεάηονται από τθν 

αναςτολι τθσ ΑΤΜ (Εικ. 29) 

 

Εικόνα 28 Ανοςοαπτφπωςθ για Nek2 και p14ARF  

πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων από κφτταρα Η1299 

πριν και μετά από αποςιώπθςθ τθσ Nek2 υπό τθν 

επίδραςθ (ATMi) ι όχι (DMSO) αναςτολζα τθσ 

ΑΤΜ. Τα επίπεδα τθσ Nek2 δείχνουν το ποςοςτό 

επιτυχίασ τθσ αποςιώπθςθσ. Ωσ αρνθτικόσ ζλεγχοσ 

για τθν αποςιώπθςθ χρθςιμοποιικθκε μθ ειδικό 

siRNA (ctrsi) . Τα επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ 

χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των 

πρωτεϊνικών εκχυλιςμάτων. 
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Εφόςον οι γνωςτζσ κζςεισ φωςφορυλίωςθσ τθσ NPM/B23 δεν παίηουν ρόλο ςτθ 

ρφκμιςθ τθσ NPM/B23 από τθν ΑΤΜ, προχωριςαμε ςε ςυνεργαςία με τθν ομάδα 

πρωτεωμικισ του ΙΙΒΕΑΑ (Δρ Κ. Βουγάσ και Δρ Θ. ουμελιϊτθσ) ςε μία ςυγκριτικι 

φωςφο-πρωτεομικι ανάλυςθ βαςιςμζνθ ςε φαςματομετρία μάηασ (Mass 

Spectrometry-based comparative phosphoproteomic analysis) *119+ για τθν εφρεςθ 

κζςεων φωςφορυλίωςθσ τθσ πρωτεΐνθσ NPM από κφτταρα με 1) αποςιϊπθςθ τθσ 

ΑΤΜ (ΑΤΜi), 2)αποςιϊπθςθ τθσ PP1 (siPP1), 3) επίδραςθ με δοξορουβικίνθ 

(doxorubicin), 4) αποςιϊπθςθ τθσ ΝΕΚ2 ςε ςυνδυαςμό με αναςτολι τθσ ΑΤΜ 

(siNEK2-ATMi) και 5)αποςιϊπθςθ τθσ ΝΕΚ2 ςε ςυνδυαςμό με αναςτολι τθσ PP1 

(siNEK2-PP1i) . 

3.2.8.2. Η φωςφορυλίωςη ςτισ θέςεισ ςερίνη 70 και ςερίνη88 τησ NPM 

εξαρτάται απβ τη δράςη τησ  ΑΣΜ μέςω τησ Nek2 κινάςησ και τησ PP1 

φωςφατάςησ. 

Θ φωςφο-πρωτεομικι ανάλυςθ ζδειξε ότι θ ςερίνθ 70 εμφανίηεται 

φωςφορυλιωμζνθ ςτα δείγματα ATMi και siPP1 ενϊ θ φωςφορυλίωςθ απουςίαηε 

από τα δείγματα doxorubicin, siNEK2-ATMi και siNEK2-PP1i (Εικ. 30). Επιπρόςκετα, θ 

ςερίνθ ςτθ κζςθ 88 εμφανίηεται φωςφορυλιωμζνθ ςτο siPP1 ςε αντίκεςθ με τα 

doxorubicin, siNEK2-ATMi και siNEK2-PP1i. Αυτό ςθμαίνει ότι θ φωςφορυλίωςθ των 

δφο αυτϊν κζςεων εξαρτάται από τισ ΑΤΜ, PP1 και ΝΕΚ2.  

 

 

Εικόνα 29: Ανοςοαποτφπωςθ για τισ 

φωςφορυλιωμζνεσ μορφζσ τθσ NPM/B23 ςτισ 

κζςεισ S4, S125, Τ95, Τ199 και T234/237 ςε 

πρωτεΐνικά εκχυλίςματα κυττάρων Η1299 

πριν και μετά από επίδραςθ με τον 

αναςτολζα ΑΤΜ (Ku). Τα επίπεδα τθσ β-

ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ 

ιςοφόρτωςθσ των δειγμάτων. 
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Οι δφο αυτζσ κζςεισ, μάλιςτα, βρίςκονται ςτο τμιμα τθσ NPM/B23 που 

αλλθλεπιδρά με τθν p14ARF (Εικ. 31), ενιςχφοντασ τθν πικανότθτα οι αλλαγζσ ςτθ 

φωςφορυλίωςι τουσ να επθρεάηει τθν ικανότθτα διαςφνδεςθσ του ςυμπλόκου 

NPM/B23-p14ARF. 

 

Εικόνα 31: Σχθματικι αναπαράςταςθ τθσ πρωτεΐνθσ NPM/B23 και των ςθμαντικών επικρατειών τθσ. Σθμειώνεται θ ςχετικι 

κζςθ των καταλοίπων ςερίνθσ 70 και ςερίνθσ 88, που ανζδειξαν τα αποτελζςματα τθσ φωςφο-πρωτεομικισ ανάλυςθσ. 
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Εικόνα 30: Αποτελζςματα ανάλυςθσ φαςματομετρίασ μάηασ από ανοςοκατακρθμνιςμζνθσ πρωτεΐνθσ NPM/B23 από κφτταρα 
Η1299 μετά από αναςτολι τθσ ΑΤΜ ι αποςιώπθςθ τθσ PP1 για τθν εφρεςθ μεταβολών ςε ςυγκεκριμζνεσ κζςεισ 
φωςφορυλίωςθσ. Πλεσ οι αναλφςεισ πρωτεομικισ και βιοπλθροφορικισ πραγματοποιικθκαν ςε ςυνεργαςία με τθν ομάδα 
πρωτεομικισ του ΙΙΒΕΑΑ (Δρ Κ. Βουγάσ και Δρ Θ. ουμελιώτθσ). 
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3.2.8.2. Οι θέςεισ ερίνη 70 και 88 επηρεάζουν την ικανβτητα πρβςδεςησ 

τησ ARF ςτην NPM. 

Για να επιβεβαιϊςουμε ότι θ φωςφορυλίωςθ των κζςεων ςερίνθσ 70 και ςερίνθσ 88 

επθρεάηει τθν πρόςδεςθ τθσ ARF ςτθν NPM/B23, δθμιουργιςαμε μεταλλαγμζνεσ 

μορφζσ τθσ NPM/B23 με φωςφο-αδρανοποιθτικζσ (SA) και φωςφο-μιμθτικζσ 

(SD) μεταλλάξεισ και ελζγξαμε τθν επίδραςι τουσ ςτθν ικανότθτα πρόςδεςθσ τθσ 

p19ARF ςε ινοβλάςτεσ ποντικοφ που δεν εκφράηουν ενδογενι NPM  (MEF NPM-/-, 

p53-/-). Θ ανοςοκατακριμνιςθ του ςυμπλόκου p19ARF με τισ διαφορετικζσ μορφζσ 

τθσ NPM/B23 (wt-φυςιολογικι, S70D,S70/88D-φωςφομιμθτικζσ, S70A,S70/88A-

φωςφο-αδρανοποιθτικζσ) ζδειξε ότι θ φωςφομιμθτικι μετάλλαξθ (SD) οδθγεί ςε 

αφξθςθ τθσ πρόςδεςθσ τθσ ARF ςτθν NPM (Εικ. 32). Αντίκετα θ 

φωςφοαδρανοποιθτικι μετάλλαξθ (SA) οδθγεί ςε μείωςθ τθσ ικανότθτασ 

ςφνδεςθσ του ςυμπλόκου. Αυτό ςθμαίνει ότι θ φωαφορυλίωςθ ςτισ κζςεισ ςερίνθ 

70 και ςερίνθ 88 τθσ NPM/B23 ενιςχφει τθν πρόςδεςθ τθσ ARF. 

 

Εικόνα 32: i. Ανοςοκατακριμνιςθ πρωτεΐνθσ NPM/B23 και ανοςοαποτφπωςθ για p19ARF ςε πρωτεΐνικά εκχυλίςματα 

κυττάρων MEF NPM-/-, P53-/- ζπειτα από ειςαγωγι εξωγενών μορφών τθσ NPM/B23 φυςιολογικών (wt) ι με 

φωςφομιμθτικζσ (S70D,S70/88D) ι αδρανοποιθτικζσ (S70A, S70/88A) μεταλλάξεισ ςτισ κζςεισ ςερίνθ 70 και ςερίνθ 88. 

ii.Ροςοτικοποίθςθ των αποτελεςμάτων τθσ ανοςοκατακριμνιςθσ με διάγραμμα που αναπαριςτά τθν ποςότθτα τθσ p19ARF 

που είναι προςδεδεμζνθ ςτθν NPM/B23 ςε κάκε δείγμα. 

Ο ςυνδυαςμόσ όλων των παραπάνω αποτελεςμάτων αποδεικνφει τθν φπαρξθ ενόσ 

μθχανιςμοφ μζςω του οποίου θ ενεργοποίθςθ τθσ ΑΤΜ μζςω ενεργοποίθςθσ του 

DDR οδθγεί ςε πτϊςθ των επιπζδων τθσ ARF . Ππωσ φαίνεται ςτθν ςχθματικι 

αναπαράςταςθ (Εικ. 33), θ ενεργοποίθςθ τθσ ΑΤΜ, μζςω τθσ φωςφορυλίωςθσ του 

αναςτολζα Ι-2, ενεργοποιεί τθν φωςφατάςθ PP1, θ οποία αποφωςφορυλιϊνει τισ 

κζςεισ ςερίνθ 70 και ςερίνθ 88 τθσ NPM ενϊ παράλλθλα εμποδίηει πικανότατα τθν 

περαιτζρω φωςφορυλίωςι τουσ μζςω αναςτολισ τθσ κινάςθσ Nek2. Θ 

αποφωςφορυλίωςθ των κζςεων αυτϊν μειϊνει τθ ςφνδεςθ τθσ ARF με τθν 
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NPM/B23, οδθγϊντασ ςε αποςτακεροποίθςθ τθσ ARF μζςω αυξθμζνθσ 

ουβικιτινίωςθσ και ςτόχευςθσ προσ αποικοδόμθςθσ από τθν ULF Ε3 λιγάςθ ςτο 

πυρθνόπλαςμα. Αντίκετα, θ αναςτολι τθσ ΑΤΜ ενιςχφει τθ φωςφορυλίωςθ τθσ 

NPM/B23 ςτισ κζςεισ S70 και S88 από τθν κινάςθ Nek2, αυξάνοντασ τθ πρόςδεςθ 

τθσ ARF ςτθν NPM και προςτατεφοντάσ τθν από αποικοδόμθςθ. 

 

Εικόνα 33: Σχθματικι αναπαράςταςθ του μονοπατιοφ μζςω του οποίου θ ΑΤΜ ρυκμίηει τα επίπδα τθσ ARF. 
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3.3. Μελέτη τησ πιθανήσ λειτουργικήσ ςημαςίασ τησ αγξηςησ τησ 

ARF ςτην καρκινική εξέλιξη 

Ζχοντασ επιβεβαιϊςει τθν φπαρξθ ρυκμιςτικισ ςχζςθσ μεταξφ τθσ ΑΤΜ κινάςθσ και 

τθσ p14ARF , κελιςαμε να προςδιορίςουμε τθν πικανι λειτουργικι ςθμαςία αυτισ 

τθσ αλλθλεπίδραςθσ ειδικά ςτο πλαίςιο τθσ καρκινικισ εξζλιξθσ. Για το λόγο αυτό 

διερευνιςαμε τθν επίδραςθ τθσ αναςτολισ τθσ ΑΤΜ και τθσ ςυνεπακόλουκθσ 

αφξθςθσ τθσ p14ARF  ςε διαδικαςίεσ με ςθμαντικό ρόλο ςτθν καρκινογζνεςθ και ςτισ 

οποίεσ εμπλζκεται θ δράςθ τθσ p14ARF [17, 29]. 

3.3.1 Επίδραςη τησ αγξηςησ τησ p14ARF μέςω τησ αναςτολήσ τησ ΑΣΜ ςτη 

ςγνθεςη πρωτεΰνών 

Μία από τισ λειτουργίεσ τθσ p14ARF , θ οποία φαίνεται να είναι και ανεξάρτθτθ τθσ 

p53 είναι θ αναςταλτικι τθσ δράςθ ςτθν ζκφραςθ και ωρίμανςθ των ριβοςωμικϊν 

υπομονάδων και επομζνωσ τθσ μετάφραςθσ πρωτεϊνϊν [17, 29, 55, 125]. Θ 

λειτουργία τθσ αυτι επθρεάηει μία από τισ βαςικζσ κυτταρικζσ διαδικαςίεσ με 

ςθμαντικό ρόλο ςτθν καρκινικι εξζλιξθ. Για το λόγο αυτό, κρίνεται απαραίτθτθ θ 

αξιολόγθςθ του ρόλου τθσ ςτθ δράςθ τθσ p14ARF που αυξάνεται λόγω αναςτολισ τθσ 

ΑΤΜ. 

3.3.1.1. Η αγξηςη τησ p14ARF μέςω αναςτολήσ τησ ΑΣΜ οδηγεί ςε αναςτολή 

τησ ςγνθεςησ και ωρίμανςησ των ριβοςωμικών υπομονάδων. 

Σε πείραμα όπου ζγινε ςιμανςθ του ριβοςωμικοφ RNA και ακόλουκθ 

παρακολοφκθςθ των επιπζδων του ςε διαφορετικά χρονικά διαςτιματα, παρουςία 

ι μθ αναςτολισ τθσ ΑΤΜ, παρατθρικθκε μείωςθ των πρόδρομων ριβοςωμικϊν 

υπομοναδων (47S) και κακυςτζρθςθ τθσ ωρίμανςθσ των ενδιάμεςων υπομονάδων 

(32/36S) και των ϊριμων υπομονάδων (28S,18S), μετά από αναςτολι τθσ ΑΤΜ (Εικ. 

34). Οι επιδράςεισ αυτζσ χάκθκαν όταν ςυνυπιρχε παράλλθλα αποςιϊπθςθ τθσ  

p14ARF, γεγονόσ που ςθμαίνει ότι θ p14ARF είναι υπεφκυνθ για τθν δράςθ αυτι. 
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Εικόνα 34: i) Ανάλυςθ pulse-chase μετά από ραδιοςιμανςθ του νεοςυντικζμενου ριβοςωμικοφ RNA (rRNA) και 

θλεκτροφόρθςθ για τθν μζτρθςθ του ρυκμοφ ςφνκεςθσ και ωρίμανςθσ των ριβοςωμικών υπομονάδων ζπειτα από 

αναςτολι τθσ ΑΤΜ (ATMi) και με ι χωρίσ ταυτόχρονθ αποςιώπθςθ τθσ p14ARF . Η χρώςθ των 28S υπομονάδων με 

βρωμιοφχο αικίδιο (κάτω ηώνθ) χρθςιμεφει ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των δειγμάτων ii)Ροςοτικοποίθςθ των 

αποτελεςμάτων τθσ ανάλυςθσ pulse-chase που απεικονίηει ςυγκριτικά τα επίπεδα τθσ πρόδρομθσ ριβοςωμικισ 

υπομονάδασ 47S ςε ςχζςθ με τθν ώριμθ υπομονάδα 18S. 

3.3.1.2. Η αγξηςη τησ p14ARF μέςω αναςτολήσ τησ ΑΣΜ οδηγεί ςε μείωςη 

του ρυθμογ μεταγραφήσ των ριβοςωμικών υπομονάδων μέςω 

μετατβπιςησ τησ NPM/B23  ςτο πυρηνβπλαςμα και αναςτολήσ τησ δράςησ 

του παράγοντα TTF-I. 

H NPM/B23 είναι γνωςτό ότι παίηει ρόλο ςτθ ςφνκεςθ και ωρίμανςθ των 

ριβοςωμάτων, μζςω τθσ λειτουργίασ τθσ ωσ πρωτεΐνθσ-ςυνοδοφ και μεταφοράσ των 

υπομονάδων από τον πυρθνίςκο ςτο κυτταρόπλαςμα και μζςω τθσ ικανότθτάσ τθσ 

για άμεςθ αλλθλεπίδραςθ με το ριβοςωμικό RNA ςτον πυρθνίςκο [64, 126]. 

Ρρόςφατθ μελζτθ ζδειξε ότι θ p14ARF  ρυκμίηει αρνθτικά τθν ςφνκεςθ των 

ριβοςωμάτων μζςω αναςτολισ τθσ δράςθσ του παράγοντα τερματιςμοφ τθσ 

μεταγραφισ από τθν RNA πολυμεράςθ Ι (RNA Polymerase I Transcription 

Termination Factor I, TTF-I)  [125]. Στθ διαδικαςία αυτι εμπλζκεται θ αναςτολι τθσ 

τθσ δράςθσ τθσ NPM/B23 ωσ πρωτεΐνθσ-ςυνοδοφ και θ ςυγκράτθςθ του παράγοντα 

TTF-I ςτο πυρθνόπλαςμα. Για να διερευνιςουμε το ρόλο του παραπάνω 

μθχανιςμοφ ςτθ δράςθ τθσ p14ARF μετά από αναςτολι τθσ ΑΤΜ, προχωριςαμε ςε 

μελζτθ των επιπζδων τθσ NPM/B23 και του TTF-I ςτον πυρθνίςκο και ςτο 

πυρθνόπλαςμα μετά από αναςτολι τθσ ΑΤΜ, κακϊσ και τθν επίδραςθ ςτθν 

μεταγραφι του ριβοςωμικοφ RNA. Θ ποςοςτικοποίθςθ των επιπζδων mRNA τθσ 

πρόδρομθσ ριβοςωμικισ υπομονάδασ  47S με ποςοτικι αλυςιδωτι αντίδραςθ 

πολυμεράςθσ πραγματικοφ χρόνου (quantitative Real Time PCR) δείχνει ότι, 

πράγματι, εκτόσ από τθν ωρίμανςθ, και θ μεταγραφι των ριβοςωμικϊν 
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υπομονάδων μειϊνεται μετά από αναςτολι τθσ ΑΤΜ (Εικ. 35i). Θ δράςθ αυτι 

αποδίδεται ςτθν  p14ARF , αφοφ αναιρείται ζπειτα από αποςιϊπθςθ τθσ p14ARF. 

Ραράλλθλα για να ελζγξουμε εάν θ αφξθςθ τθσ  p14ARF μειϊνει τθ μεταγραφι του 

ριβοςωμικοφ RNA μζςω ςυγκράτθςθσ του παράγοντα TTF-I ςτο πυρθνόπλαςμα, 

όπωσ αναφζρει θ μελζτθ των Lessard et al., πραγματοποιιςαμε διαχωριςμό 

πρωτεϊνικϊν κλαςμάτων από τον πυρθνίςκο και το πυρθνόπλαςμα και 

ανοςοαποτφπωςθ για p14ARF και TTF-I. Το αποτζλεςμα ζδειξε ότι θ αφξθςθ τθσ 

p14ARF μετά από αναςτολι τθσ ΑΤΜ ςυνοδεφεται από αυξθμζνθ παρουςία του TTF-I 

ςτο πυρθνόπλαςμα, ενϊ θ ταυτόχρονθ αποςιϊπθςθ τθσ p14ARF επαναφζρει τον 

παράγοντα TTF-I ςτον πυρθνίςκο (Εικ. 35ii).  

 

Εικόνα 35: i) Ροςοτικοποίθςθ αποτελεςμάτων Real Time PCR για τα επίπεδα mRNA τθσ πρόδρομθσ ριβοςωμικισ 

υπομονάδασ 47S μετά από αναςτολι τθσ ΑΤΜ με ι χωρίσ ταυτόχρονθ αποςιώπθςθ τθσ p14ARF. ii) Ανςοαπτφπωςθ για p14ARF 

και TTF-I  ςε κλάςματα πυρθνίςκου και πυρθνοπλάςματοσ ςε κφτταρα Η1299 μετά από αναςτολι τθσ ΑΤΜ με ι χωρίσ 

ταυτόχρονθ αποςιώπθςθ τθσ p14ARF . Τα επίπεδα του UBF χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των δειγμάτων για το 

πυρθνιςκικό κλάςμα ενώ  τα επίπεδα τθσ λαμίνθσ Β για το πυρθνοπλαςματικό. 

Επίςθσ θ αφξθςθ τθσ p14ARF μετά από αναςτολι τθσ ΑΤΜ προκαλεί μετατόπιςθ 

μζρουσ τθσ RNANPM/B23 ςτο πυρθνόπλαςμα εμποδίηοντασ τθν αλλθλεπίδραςι τθσ 

με το ριβοςωμικό RNA και εμποδίηοντασ τθν επεξεργαςία των ριβοςωμικϊν 

υπομονάδων (Εικ. 36).  

 

Εικόνα 36: Ανςοαπτφπωςθ για p14ARF 

και NPM/B23 ςε κλάςματα πυρθνίςκου 

και πυρθνοπλάςματοσ ςε κφτταρα 

Η1299 μετά από αναςτολι τθσ ΑΤΜ για 

τα αναφερόμενα χρονικά διαςτιματα 

(0, 8, 12, 24 ώρεσ) . Τα επίπεδα του UBF 

χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ 

των δειγμάτων για το πυρθνιςκικό 

κλάςμα ενώ  τα επίπεδα τθσ λαμίνθσ Β 

για το πυρθνοπλαςματικό. 
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3.3.1.3. Η αγξηςη τησ p14ARF μέςω αναςτολήσ τησ ΑΣΜ προκαλεί 

καταςτολή τησ έκφραςησ πρωτεΰνών που ςυμμετέχουν ςτο 

μεταφραςτικβ μηχανιςμβ 

Ρροκειμζνου να αποκτιςουμε μία πιο γενικι εικόνα τθσ επίδραςθσ τθσ αυξθμζνθσ 

p14ARF ςτο ςφνολο του κυτταρικοφ πρωτεϊματοσ, πραγματοποιιςαμε μία ευρείασ 

κλίμακασ πρωτεομικι ανάλυςθ με πολλαπλι ςιμανςθ χρθςιμοποιϊντασ τθ μζκοδο 

iTRAQ [110, 127]. Στθ μζκοδο αυτι διαφορετικά δείγματα ςθμάνκθκαν με 

διαφορετικά ιςοβαρι πεπτίδια και ςτθ ςυνζχεια με τθ χριςθ φαςματομετρίασ 

μάηασ ανιχνζυκθκαν οι πρωτεΐνεσ που παρουςιάηουν μεταβολι μετά από αναςτολι 

τθσ ΑΤΜ με ι χωρίσ ταυτόχρονθ αποςιϊπθςθ τθσ p14ARF και μετά από αναςτολι τθσ 

φωςφατάςθσ PP1 (Εικ. 37). H ανάλυςθ των αποτελεςμάτων (Gene Set Enrichment 

Analysis) ζδειξε ότι θ αναςτολι τθσ ΑΤΜ ι τθσ PP1 οδθγεί ςε μία ςτατιςτικϊσ 

ςθμαντικι μείωςθ τθσ ζκφραςθσ πρωτεϊνϊν του μεταφραςτικοφ μθχανιςμοφ 

(p<0.0001) (Εικ. 38, 39), ενϊ θ παράλλθλθ αποςιϊπθςθ τθσ p14ARF αποκατζςτθςε 

μερικϊσ τθν μείωςθ αυτι, προκαλϊντασ αφξθςθ των επιπζδων κυρίωσ των 

πρωτεϊνϊν των μεγάλων ριβοςωμικϊν υπομονάδων (p=0,008575). Θ αποςιϊπθςθ 

τθσ p14ARF προκάλεςε αφξθςθ τθσ ζκφραςθσ του 50% των πρωτεϊνϊν που 

εμφανίηονται μειωμζνεσ ςτα δείγματα με αναςτολι τθσ ΑΤΜ ι αποςιϊπθςθ τθσ 

PP1. Οι πρωτεΐνεσ αυτζσ περιλαμβάνουν τθν πλειοψθφία των πρωτεϊνϊν των 

μεγάλων ριβοςωμικϊν υπομονάδων, το 50% των πρωτεϊνϊν των μικρϊν 

ριβοςωμικϊν υπομονάδων κακϊσ και αρκετοφσ παράγοντεσ ζναρξθσ τθσ 

μετάφραςθσ (Εικ. 38, 39). 
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Εικόνα 37:  Ανίχνευςθ πρόδρομών ιόντων (precursor ions)  και ανάλυςθ φαςματομετρίασ μάηασ (MS/MS). Η ςιμανςθ με 

iTRAQ δείχνει τθν ποςότθτα τθσ p14ARF ςε κακζνα από τα διαφορετικά δείγματα (DMSO, ATMi/ctrsi, siPP1, ATMi/sip14). Οι 

αναλφςεισ πρωτεομικισ και βιοπλθροφορικισ πραγματοποιικθκαν ςε ςυνεργαςία με τθν ομάδα πρωτεομικισ του ΙΙΒΕΑΑ 

(Δρ Κ. Βουγάσ και Δρ Θ. ουμελιώτθσ 

 

Εικόνα 38:  Χάρτθσ πρωτεϊνών από ανάλυςθ πρωτεώματοσ που καταςτζλλονται (μπλε) ι αυξάνονται (κόκκινο) μετά από 

ςφγκριςθ μεταξφ των δειγμάτων κάκε ηεφγουσ (ATMi ςε ςχζςθ με DMSO, siPP1 ςε ςχζςθ με DMSO, ATMi+sip14ARF ςε ςχζςθ 

με ATMi+ctrsi). Οι περιςςότερεσ από τισ 37 ταυτοποιθμζνεσ πρωτεΐνεσ του μεταφραςτικοφ μθχανιςμοφ καταςτζλλονται 

ςτα δείγματα με αναςτολι τθσ ATM (ATMi) ι αποςιώπθςθ  τθσ PP1(siPP1), ενώ θ αποςιώπθςθ τθσ p14ARF επαναφζρει 

μερικώσ τα επίπεδα των κατεςταλμζνων πρωτεϊνών. Οι αναλφςεισ πρωτεομικισ και βιοπλθροφορικισ 

πραγματοποιικθκαν ςε ςυνεργαςία με τθν ομάδα πρωτεομικισ του ΙΙΒΕΑΑ (Δρ Κ. Βουγάσ και Δρ Θ. ουμελιώτθσ 
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Εικόνα 39: Σχθματικόσ χάρτθσ αναπαράςταςθσ των μονοπατιών τθσ μετάφραςθσ και των πρωτεΐνών που καταςτζλλονται 

(μπλε χρώμα) μετά από αναςτολι τθσ ΑΤΜ (ATMi). Οι αναλφςεισ πρωτεομικισ και βιοπλθροφορικισ πραγματοποιικθκαν 

ςε ςυνεργαςία με τθν ομάδα πρωτεομικισ του ΙΙΒΕΑΑ (Δρ Κ. Βουγάσ και Δρ Θ. ουμελιώτθσ 

 

3.3.2. Επίδραςη τησ αγξηςησ τησ p14ARF μετά απβ αναςτολή τησ ΑΣΜ 

ςτην ανάπτυξη των κυττάρων. 

3.3.2.1. Η αγξηςη τησ p14ARF οδηγεί ςε μείωςη του ρυθμογ αγξηςησ και 

πολλαπλαςιαςμογ των κυττάρων 

Σε πειράματα όπου ζγινε μζτρθςθ του ρυκμοφ αφξθςθσ κυττάρων ςε καλλιζργεια, θ 

αποςιϊπθςθ τθσ ΑΤΜ (ΑΤΜi/ctrsi) είχε ωσ αποτζλεςμα ςθμαντικι μείωςθ του 

ρυκμοφ ανάπτυξθσ των κυττάρων, κάτι που δεν παρατθρικθκε με παράλλθλθ 

αποςιϊπθςθ τθσ p14ARF (ATMi/si p14ARF). Στα κφτταρα Α549, ςτα οποία απουςιάηει θ 

ζκφραςθ του γονιδίου CDKN2A, θ αναςτολι τθσ ΑΤΜ δεν επθρεάηει το ρυκμό 

ανάπτυξθσ των κυττάρων, επιβεβαιϊνοντασ τθν ειδικότθτα τθσ δράςθσ τθσ  p14ARF 

(Εικ. 40).  
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Εικόνα 40: Γραφιματα απεικόνιςθσ τθσ ανάπτυξθσ κυττάρων Η1299, Saos2 μετά από αναςτολι τθσ ΑΤΜ (ATMi/ctrsi), 

αποςιώπθςθ τθσ p14ARF (DMSO/sip14ARF) και ταυτόχρονθ αναςτολι τθσ ΑΤΜ και αποςιώπθςθ τθσ p14ARF (ΑΤΜi/sip14ARF). H 

κυτταρικι ςειρά Α549 ςτθν οποία δεν υπάρχει ζκφραςθ του γονιδίου CDKN2A, λειτουργοφν ωσ επιπρόςκετοσ αρνθτικόσ 

ζλεγχοσ για τθν ςθμαςία τθσ p14ARF. 

 

3.3.2.2. Η αγξηςη τησ p14ARF μετά απβ αναςτολή τησ ΑΣΜ  προκαλεί μείωςη του 

μεγέθουσ ςτισ αποικίεσ που ςχηματίζουν τα κγτταρα ςε άγαρ. 

Κφτταρα χωρίσ (DMSO) ι με (ΑΤΜi) αναςτολι τθσ ΑΤΜ καλλιεργικθκαν ςε μαλακό 

άγαρ και μετά από χρονικό διάςτθμα δφο εβδομάδων παρατθρικθκαν οι αποικίεσ 

που ςχθμάτιςαν. Το μζγεκοσ και ο αρικμόσ των αποικιϊν ιταν μικρότερα ςε 

κφτταρα με αναςτολι τθσ ΑΤΜ ςε ςχζςθ με τα κφτταρα ελζγχου (DMSO) ενϊ θ 

αποςιϊπθςθ τθσ ARF (shp14ARF) είχε ωσ αποτζλεςμα τθν αφξθςθ του μεγζκουσ 

ακόμα και μετά από αναςτολι τθσ ATM (Εικ. 41). Αυτό δείχνει ότι θ αφξθςθ τθσ ARF 

ευκφνεται για τθ μείωςθ του μεγζκουσ και του αρικμοφ των αποικιϊν μετά από 

αναςτολι τθσ ΑΤΜ. 

 

Εικόνα 41: i) Φωτογραφίεσ που απεικονίηουν  τισ αποικίεσ που αναπτφςςουν ςε άγαρ κφτταρα Η1299 πριν ( DMSO) και 

μετά (ATMi) από αναςτολι τθσ ΑΤΜ και με  ι χωρίσ αποςιώπθςθ τθσ p14ARF(shp14ARF). ii) Γράφθμα ποςοτικοποίθςθσ του 

αρικμοφ των αποικιών αποικίεσ που αναπτφςςουν ςε άγαρ κφτταρα Η1299 πριν ( DMSO) και μετά (ATMi) από αναςτολι 

τθσ ΑΤΜ και με  ι χωρίσ αποςιώπθςθ τθσ p14ARF(shp14ARF). 
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3.3.2.3. Η αγξηςη τησ p14ARF μετά απβ αναςτολή τησ ΑΣΜ  καταςτέλλει την 

έκφραςη τησ κυκλίνησ Ε μέςω υποακετυλίωςησ τησ ιςτβνησ H2B. 

Σφμφωνα με πρόςφατθ μελζτθ, θ p14ARF ςυμβάλλει ςτθν καταςτολι τθσ ζκφραςθσ 

οριςμζνων γονιδίων μζςω αλλθλεπίδραςθσ με υποακετυλιωμζνθ μορφι τθσ 

ιςτόνθσ Θ2Β ςτον υποκινθτι τουσ[128]. Θ καταςτολι αυτι από τθν p14ARF είναι 

αντιςτρόφωσ ανάλογθ με το βακμό ακετυλίωςθσ τθσ ουράσ τθσ ιςτόνθσ Θ2Β. 

Μεταξφ των γονιδίων που καταςτζλλονται μζςω αυτόυ του μθχανιςμοφ 

πρειλαμβάνεται και το γονίδιο τθσ κυκλίνθσ Ε, ενόσ ςθμαντικοφ ρυκμιςτι τθσ 

προόδου του κυτταρικοφ κφκλου. Για να ελζγξουμε τθν επίδραςθ τθσ αναςτολισ τθσ 

ΑΤΜ ςτθν ζκφραςθ τθσ κυκλίνθσ Ε, πραγματοποιιςαμε Real-Time RT-PCR  και 

αναοςοαποτφπωςθ για κυκλίνθ Ε πριν και μετά από αποςιϊπθςθ τθσ ΑΤΜ. Το 

αποτζλεςμα ζδειξε ότι θ αφξθςθ τθσ p14ARF μετά από αποςιϊπθςθ τθσ ΑΤΜ οδθγεί 

ςε μείωςθ των επιπζδων μεταγραφισ και ζκφραςθσ τθσ κυκλίνθσ Ε (Εικ. 42i, ii). 

Επίςθσ, δοκιμαςία ανοςοκατακριμνιςθσ χρωματίνθσ για ακετυλιωμζνθ ιςτόνθ Θ2Β 

ςτθν περιοχι του υποκινθτι του γονιδίου τθσ κυκλινθσ Ε ζπειτα από αναςτολι τθσ 

ΑΤΜ ζδειξε ότι θ αναςτολι τθσ ΑΤΜ ςυνοδεφεται από υποακετυλίωςθ τθσ ιςτόνθσ 

Θ2Β, θ οποία αναιρείται μετά από αποςιϊπθςθ τθσ p14ARF (Εικ. 42 iii, iv), 

επιβεβαιϊνοντασ ότι θ αφξθςθ τθσ p14ARF καταςτζλλει τθν ζκφραςθ τθσ κυκλίνθσ Ε 

μζςω υποακετυλίωςθσ τθσ ιςτόνθσ Θ2Β, εμποδίηοντασ τθν πρόοδο του κυτταρικοφ 

κφκλου. 
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Εικόνα 42:i) Ροςοτικοποίθςθ αποτελεςμάτων ποςοτικισ Real-Time RT-PCR για κυκλίνθ Ε ςε εκχυλίςματα mRNA και ii) 

ανοςοαποτφπωςθ για κυκλίνθ Ε και p14ARF ςε πρωτεϊνικά εκχυλίςματα από κφτταρα Η1299 πριν ( DMSO) και μετά (ATMi) 

από αναςτολι τθσ ΑΤΜ και με  ι χωρίσ αποςιώπθςθ τθσ p14ARF(sip14ARF). Τα επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ 

ιςοφόρτωςθσ των πρωτεϊνικών δειγμάτων. iii) Ανοςοκατακριμνιςθ χρωματίνθσ (ChIP) για ακετυλιωμζνθ ιςτόνθ Η2Β ςτθν 

περιοχι του υποκινθτι του γονιδίου τθσ κυκλίνθσ Ε ςε κφτταρα Η1299 πριν ( DMSO) και μετά (ATMi) από αναςτολι τθσ 

ΑΤΜ και με  ι χωρίσ αποςιώπθςθ τθσ p14ARF(sip14ARF). iv) Σχθματικι αναπαράςταςθ τθσ περιοχισ ςτόχευςθσ του υποκινθτι 

τθσ κυκλίνθσ Ε και τθσ περιοχισ αρνθτικοφ ελζγχου που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν ανάλυςθ ChIP. 

 

3.4. Διερεγνηςη in vivo ενδείξεων που επιβεβαιώνουν την 

αλληλεπίδραςη μεταξγ τησ ΑΣΜ και τησ p14ARF. 

Μζχρι ςτιγμισ ζχουμε επιβεβαιϊςει τθν φπαρξθ αλλθλεπίδραςθσ  μεταξφ τθσ ΑΤΜ 

και τθσ p14ARF και του μθχανιςμοφ τθσ κακϊσ και τθσ λειτουργικισ ςθμαςίασ τθσ ςε 

in vitro κυτταρικά μοντζλα. Πμωσ, για τον προςδιοριςμό τθσ πραγματικισ 

βιολογικισ ςθμαςίασ τθσ ςχζςθσ αυτισ απαιτείται θ φπαρξθ in vivo ευρθμάτων που 

να ενιςχφουν τθ ςχζςθ μεταξφ ΑΤΜ και p14ARF και τθ ςθμαςία τθσ ςτθν εξζλιξθ τθσ 

καρκινογζνεςθσ. Για το λόγο αυτό ζγινε ανάλυςθ ςε μεγάλο αρικμό ανκρϊπινων 

καρκινικϊν δειγμάτων, αλλά και χριςθ ξενομοςχευμάτων ανκρϊπινων καρκινικϊν 

κυττάρων ςε ποντίκια. 
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3.4.1. Μελέτη του μονοπατιογ αλληλεπίδραςησ ΑΣΜ-ARF και 

τησ ςημαςίασ του in vivo ςε καρκινικά δείγματα αςθενών. 

Για τθν αξιολόγθςθ τθσ ζκφραςθσ των ςτοιχείων του μονοπατιοφ ςε ανκρϊπινουσ 

καρκινικοφσ ιςτοφσ πραγματοποιικθκε ανοςοϊςτοχθμικι ανάλυςθ ςε  δείγματα από 

καρκίνο του πνεφμονα (Εικ 43i). Ο τφποσ αυτόσ καρκίνου επιλζχκθκε γιατί εμφανίηει 

υψθλό ποςοςτό μεταλλάξεων και χαμθλισ ζκφραςθσ τθσ ΑΤΜ (Εικ. 43ii). 

 

 

 

Εικόνα 43: i)Γραφικι αναπαράςταςθ τθσ ζκφραςθσ των πρωτεΐνών ΑΤΜ, Chk2, phosphor-ATM (p-ATM), p14ARF και p16INK4A 

ζπειτα από ανοςοϊςτοχθμικι χρώςθ ςτα αναλυκζντα περιςτατικά καρκίνου του πνεφμονα. ii)Γραφικι αναπαράςταςθ 

ποςοςτών μεταλλάξεων, απώλειασ ετεροηυγωτίασ (LOH) και χαμθλισ ζκφραςθσ ςε περιςτατικά των διαφόρων τφπου 

καρκίνου. 

 

 

3.4.1.1. Αντίςτροφη ςχέςη έκφραςησ ΑΣΜ και ARF ςε δείγματα καρκίνου 

του πνεγμονα. 

Ανοςοϊςτοχθμικι ανάλυςθ για ΑΤΜ και p14ARF ςε δείγματα καρκίνου του πνεφμονα 

ζδειξε ότι θ χαμθλι ζκφραςθ ΑΤΜ ςχετίηεται με αυξθμζνθ ζκφραςθ p14ARF, γεγονόσ 

που ςυμφωνεί με τθν φπαρξθ του μονοπατιοφ που παρατθριςαμε και ςε 

ιςτολογικά δείγματα. Ραράλλθλα θ φυςιολογικι ζκφραςθ τθσ p16 INK4A ανεξάρτθτα 

i. 

i. ii. 
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από τθν ζκφραςθ τθσ ΑΤΜ υποδεικνφει ότι θ ςχζςθ αυτι είναι ειδικι για τθν 

p14ARF πρωτεΐνθ και όχι ςυνολικά για τον γενετικό τόπο CDKN2A, που κωδικοποιεί 

και για τθν p16INK4A (Εικ. 44i και ii). 

 

 

Εικόνα 44: i)Ανοςοϊςτοχθμικι χρώςθ για ATM, φωςφορυλιωμζνθ ΑΤΜ (p-ATM), p14ARF και p16INK4A ςε ιςτολογικά δείγματα 

καρκίνου του πνεφμονα με φυςιολογικι ι χαμθλι εκφραςθ ΑΤΜ. ii)Μπάρεσ απεικόνιςθσ τθσ αντίςτροφθσ ςχζςθσ μεταξφ 

τθσ ζκφραςθσ τθσ p14ARF και τθσ ΑΤΜ ςε δείγματα καρκίνου του πνεφμονα ςυνολικά και ςε δείγματα με ζκφραςθ p16INK4A. 

3.4.1.2. Αυξημένη έκφραςη τησ ΑΣΜ ςχετίζεται με αυξημένη 

φωςφορυλίωςη του αναςτολέα Ι-2 τησ φωςφατάςησ PP1  ςε δείγματα 

καρκίνου του πνεγμονα 

Ππωσ προκφπτει από πείραμα ανοςοαποτφπωςθσ ςε εκχυλίςματα πρωτεϊνϊν από 

ιςτοφσ καρκίνου του πνεφμονα, τα αυξθμζνα επίπεδα ΑΤΜ ςυνοδεφονται από 

μειωμζνθ ζκφραςθ p14ARF  και αυξθμζνθ ζκφραςθ τθσ φωςφορυλιωμζνθσ μορφι 

ii. 
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(πάνω μπάντα τθσ διπλισ ηϊνθσ) του αναςτολζα Ι-2 (Εικ. 45), γεγονόσ που 

επιβεβαιϊνει το ρόλο τθσ PP1 ωσ ςτόχο τθσ ΑΤΜ και in vivo. 

 

 

 

 

 

 

Θ εξάρτθςθ τθσ φωςφορυλίωςθσ του αναςτολζα Ι-2 από τθν ΑΤΜ επιβεβαιϊνεται 

ςε δείγματα ιςτοφ από καρκίνο του πνεφμονα ςτα οποία θ χαμθλι ζκφραςθ τθσ 

ΑΤΜ ςυνοδεφεται από μειωμζνθ φωςφορυλίωςθ του Ι-2 (Εικ. 46) 

 

Εικόνα 46: Ανοςοαποτφπωςθ για ΑΤΜ, Ι-2 και φωςφορυλιωμζνο Ι-2 (p I-2) ςε πρωτεϊνικά εκχυλίςματα από καρκινικοφσ 

ιςτοφσ πνεφμονα. Η πάνων μπάντα τθσ διπλισ ηώνθσ αντιςτοιχεί ςτθ φωςφορυλιωμζνθ μορφι του Ι-2, γεγονόσ που 

επιβεβαιώνεται από τθν απουςία τθσ ςτα δείγματα που ζχουν υποςτεί επίδραςθ με αλκαλικι φωςφατάςθ (CIP) Τα 

επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των δειγμάτων. 

 

3.4.1.3. Μειωμένη έκφραςη τησ ΑΣΜ ςε καρκινικά ιςτολογικά δείγματα με 

μεταλλαγμένο p53 ςχετίζεται με αυξημένη έκφραςη p14ARF , μειωμένη 

έκφραςη τησ κυκλίνησ Ε και μειωμένο κυτταρικβ πολλαπλαςιαςμβ. 

Για να ελζγξουμε τθ ςυςχζτιςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ ΑΤΜ και τθσ αφξθςθσ τθσ p14ARF 

με τθν ικανότθτα αναςτολισ του κυτταρικοφ κφκλου ακόμα και ανεξάρτθτα από τθν 

p53 ςε ιςτολογικά δείγματα, πραγματοποιιςαμε ανοςοϊςτοχθμικι ανάλυςθ ςε 

ιςτολογικά δείγματα καρκίνου του πνεφμονα με μεταλλαγμζνο p53. H ανάλυςθ 

ζδειξε ότι θ μειωμζνθ ζκφραςθ ΑΤΜ ςε αυτοφσ τουσ ιςτοφσ ςυνοδεφεται από 

Εικόνα 45: Ανοςοαποτφπωςθ για ΑΤΜ, 

φωςφορυλιωμζνθ ΑΤΜ (p-ATM), Ι-2 και 

φωςφορυλιωμζνο Ι-2 (p I-2), p14ARF ςε 

πρωτεϊνικά εκχυλίςματα από φυςιολογικοφσ 

και καρκινικοφσ ιςτοφσ πνεφμονα. Τα επίπεδα 

τθσ β-ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ 

ιςοφόρτωςθσ των δειγμάτων. 
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αυξθμζνθ ζκφραςθ τθσ p14ARF και μειωμζνθ ζκφραςθ τθσ κυκλίνθσ Ε αλλά και του 

δείκτθ κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ  Ki67 (Εικ. 47), επιβεβαιϊνοντασ τα in vitro 

ευριματα . 

 

Εικόνα 47: Ανοςοϊςτοχθμικι χρώςθ για ATM, φωςφορυλιωμζνθ ΑΤΜ (p-ATM), p14ARF, p16INK4A, κυκλίνθ Ε και Ki67 ςε 

ιςτολογικά δείγματα καρκίνου του πνεφμονα με μεταλλαγμζνο το γονίδιο του p53 και με φυςιολογικι (normal ATM) ι 

χαμθλι (Low ATM) εκφραςθ ΑΤΜ. 

 

3.4.2.  Μελέτη του μονοπατιογ αλληλεπίδραςησ ΑΣΜ-ARF και τησ 

ςημαςίασ του in vivo ςε ξενομοςχεγματα καρκινικών κυττάρων ςε 

ποντίκια. 

Για να διερευνιςουμε το ρόλο του μονοπατιοφ ςτα πλαίςια τθσ διαδιακςίασ τθσ 

ογκογζνεςθσ ςε ζνα πιο δυναμικό in vivo καρκινικό  περιβάλλον, ελζγξαμε τθν 

επίδραςθ τθσ αφξθςθσ τθσ ARF μετά από απϊλεια τθσ ΑΤΜ ςε όγκουσ ποντικων που 

προζρχονται από ξενομοςχεφματα κυττάρων Θ1299. 

3.4.2.1. Η αποςιώπηςη τησ ΑΣΜ μειώνει το μέγεθοσ των βγκων που 

δημιουργογνται απβ ξενομοςχεγματα καρκινικών κυττάρων ςε ποντίκια 

μέςω αγξηςησ τησ p14ARF. 

Ρροκειμζνου να διαπιςτϊςουμε τθν επίδραςθ τθσ αποςιϊπθςθσ τθσ ΑΤΜ και τθσ 

αφξθςθσ τθσ p14ARF ςτθν ανάπτυξθ του όγκου πραγματοποιιςαμε μεταμόςχευςθ 

κυττάρων Θ1299 ελζγχου (control shRNA, ctr) και κυττάρων με μόνιμθ αποςιϊπθςθ 

τθσ p14ARF (shARF) ςε ανοςοκατεςταλμζνα ποντίκια. Στουσ όγκουσ που 

αναπτφχκθκαν ζγινε ζνεςθ λεντι-ιϊν, οι οποίοι ζφεραν φορζα αποςιϊπθςθσ τθσ 

ΑΤΜ. Για τον ζλεγχο τθσ αποςιωπθτικισ ικανότθτασ των λεντι-ιικων φορζων ζγινε 

διαμόλυνςθ κυττάρων Θ1299 με τουσ φορείσ και ςτθ ςυνζχεια ανοςοαποτφπωςθ 
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(Εικ. 48i)  Θ ανίχνευςθ τθσ GFP μετά από ζνεςθ αντίςτοιχων GFP-λεντι-ιικϊν φορζων 

χρθςιμοποιικθε ωσ ζλεγχοσ επιτυχίασ τθσ διαμόλυνςθσ (Εικ. 48ii, iii) 

 

Εικόνα 48: i) Ανοςοαποτφπωςθ για ΑΤΜ και p14ARF ςε πρωτεϊνικά εκχυλίςματα κυττάρων Η1299 μετά από διαμόλυνςθ με 

τουσ λεντι-ιικοφσ φορείσ αποςιώπθςθσ τθσ ΑΤΜ για ζλεγχο τθσ επιτυχίασ τθσ αποςιώπθςθσ και τθσ επακόλουκθσ αφξθςθσ 

τθσ p14ARF. Τα επίπεδα τθσ β-ακτίνθσ χρθςιμεφουν ωσ ζλεγχοσ ιςοφόρτωςθσ των πρωτεϊνικών δειγμάτων ii) 

Ανοςοφκορςμόσ για GFP ςε κφτταρα Η1299 μετά από διαμόλυνςθ με τον λεντιικό φορζα pLKO.1-GFP-Turbo για ζλεγχο τθσ 

αποδοτικότθτασ τθσ διαμόλυνςθσ. iii) Ανοςοφκορςμόσ για GFP ςτουσ όγκουσ ποντικών από ξενομοςχεφματα μετά από 

διαμόλυνςθ με τον λεντιικό φορζα pLKO.1-GFP-Turbo για ζλεγχο τθσ αποδοτικότθτασ τθσ διαμόλυνςθσ, iv) 

Χρονοδιάγραμμα ενζςεων των κυττάρων και των λεντι-ιικών ςωματιδίων για δθμιουργια όγκων και διαμόλυνςθ με τον 

λεντιιό. 

 

Θ παρατιρθςθ των όγκων που δθμιουργικθκαν ζδειξε ότι θ αποςιϊπθςθ τθσ ΑΤΜ 

(shATM), μζςω ειςαγωγισ με τουσ λεντι-ιικοφσ φορείσ, προκάλεςε τθν μείωςθ του 

μεγζκουσ των όγκων. Θ δράςθ αυτι αποδίδεται ςτθν αφξθςθ τθσ p14ARF όπωσ 

δείχνει θ επαναφορά του μεγζκουσ ςτο αρχικό κακϊσ και θ αυξθμζνθ 

επικετικότθτα των όγκων όταν χάνεται θ p14ARF (Εικ. 49). 
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Εικόνα 49: i) Εικόνεσ από τουσ όγκουσ ξενομοςχευμάτων κυττάρων Η1299 ελζγχου (GFP) και με αποςιώπθςθ τθσ p14ARF 

(shARF) ςε ποντίκια και με ι χωρίσ αποςιώπθςθ τθσ ΑΤΜ(shATM) μζςω διαμόλυνςθσ με λεντι-ιικοφσ φορείσ που δείχονουν 

το μζγεκοσ των όγκων. Η χρώςθ με αιματοξυλίνθ-θωςίνθ (κάτω μζροσ) δείχνει τθν αυξθμζνθ διθκθτικότθτα που 

εμφανίηουν οι όγκοι όπου ζχει γίνει αποςιώπθςθ τθσ p14ARF (shARF). ii) Ανοςοπατφπωςθ για ΑΤΜ και p14ARF ςε πρωτεϊνικά 

εκχυλίςματα από τουσ ιςτοφσ των ξενομοςχευμάτων Η1299 κυττάρων ελζγχου (GFP) και με αποςιώπθςθ τθσ p14ARF (shARF) 

ςε ποντίκια και με ι χωρίσ αποςιώπθςθ τθσ ΑΤΜ(shATM) . iii) Γραφικι αναπαράςταςθ του μζςου μεγζκουσ των όγκων 

κάκε ομάδασ ξενομοςχευμάτων. Πλα τα πειράματα που περιελάμβαναν πειραματόηωα πραγματοποιικθκαν ςε 

κατάλλθλα εξοπλιςμζνα εργαςτιρια του ινςτιτοφτου Δθμόκριτοσ (ομάδα Δρ Δ. Κλζτςα) και του ΙΙΒΕΑΑ (ομάδα Δρ Α. 

Κλινάκθ) 

 

3.4.2.2. Η αναςτολή τησ ΑΣΜ με καφεανη μειώνει το μέγεθοσ των βγκων 

που δημιουργογνται απβ ξενομοςχεγματα καρκινικών κυττάρων ςε 

ποντίκια μέςω αγξηςησ τησ p14ARF. 

Ραρόμοια αποτελζςματα ζδειξε και θ ανάλυςθ όγκων από ξενομοςχεφματα 

κυττάρων Θ1299 ελζγχου (control shRNA, ctr) και κυττάρων με μόνιμθ αποςιϊπθςθ 

τθσ p14ARF (shARF) ςε ανοςοκατεςταλμζνα ποντίκια με ακόλουκθ αναςτολι τθσ 

ΑΤΜ μζςω χοριγθςθσ  καφεΐνθσ ,ενόσ αναςτολζα των κιναςϊν ΑΤΜ/ATR[129]. Θ 

χοριγθςθ καφεΐνθσ οδιγθςε ςε δθμιουργία όγκων με μικρότερο μζγεκοσ ςε ςχζςθ 

με τουσ όγκουσ χωρίσ χοριγθςθ καφεΐνθσ, ενϊ θ δράςθ αυτι εξαρτάται από τθν 

p14ARF όπωσ δείχνει θ αφξθςθ του μεγζκουσ των όγκων με παράλλθλθ αποςιϊπθςθ  

τθσ p14ARF (shARF), παρά τθ χοριγθςθ καφεΐνθσ (Εικ. 50).  
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Εικόνα 50:  i) Εικόνεσ που δείχονουν το μζγεκοσ των όγκων ξενομοςχευμάτων κυττάρων Η1299 ελζγχου που φζρουν κενό 

φορζα (empty vector, EV) -ωσ αρνθτικό ζλεγχο για τα κφτταρα που είχαν διαμολυνκεί με τον φορζα shARF- και φορζα 

αποςιώπθςθσ τθσ p14ARF (shARF) ςε ποντίκια και με ι χωρίσ αναςτολι τθσ ΑΤΜ(ATMi) μζςω χοριγθςθσ καφεΐνθσ. Η χρώςθ 

με αιματοξυλίνθ-θωςίνθ (κάτω μζροσ) δείχνει τθν αυξθμζνθ διθκθτικότθτα που εμφανίηουν οι όγκοι όπου ζχει γίνει 

αποςιώπθςθ τθσ p14ARF (shARF). ii) Σφγκριςθ όγκων με αποςιώπθςθ τθσ p14ARF (shARF) με ι χωρίσ αναςτολι τθσ ΑΤΜ με 

καφεΐνθ. Η απουςία ςθμαντικισ διαφοράσ ςτο μζγεκοσ των όγκων δείχνει ότι θ παρουςία τθσ p14ARF είναι απαραίτθτθ για 

τθν μείωςθ του μεγζκουσ λόγω αναςτολισ τθσ ΑΤΜ. iii) Ανοςοαπoτφπωςθ για ΑΤΜ και p14ARF ςε πρωτεϊνικά εκχυλίςματα 

από τουσ ιςτοφσ των ξενομοςχευμάτων Η1299 κυττάρων ελζγχου (EV) και με αποςιώπθςθ τθσ p14ARF (shARF) ςε ποντίκια 

και με ι χωρίσ αναςτολι τθσ ΑΤΜ(ATMi) . iv) Γραφικι αναπαράςταςθ του μζςου μεγζκουσ των όγκων κάκε ομάδασ 

ξενομοςχευμάτων. Πλα τα πειράματα που περιελάμβαναν πειραματόηωα πραγματοποιικθκαν ςε κατάλλθλα εξοπλιςμζνα 

εργαςτιρια του ινςτιτοφτου Δθμόκριτοσ (ομάδα Δρ Δ. Κλζτςα) και του ΙΙΒΕΑΑ (ομάδα Δρ Α. Κλινάκθ) 
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ΚΚΕΕΥΥΑΑΛΛΑΑΙΙΟΟ  44  

  

ΤΤΖΖΗΗΣΣΗΗΗΗ--ΤΤΜΜΠΠΕΕΡΡΑΑΜΜΑΑΣΣΑΑ  
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4.1. Καινοτομία τησ παρογςασ έρευνασ 

Με τθν παροφςα διατριβι, θ οποία ςτθρίηεται ςε ζνα μεγάλο εφροσ εργαςτθριακϊν 

πειραμάτων και αποτελεςμάτων, αποκαλφπτεται ζνα νζο μονοπάτι 

αλλθλεπίδραςθσ που ςυνδζει τθν κινάςθ του μονοπατιοφ DDR ΑΤΜ με τθν 

ογκοκαταςταλτικι πρωτεΐνθ ARF κακϊσ και ο ρόλοσ αυτισ τθσ αλλθλεπίδραςθσ 

ςτον ςυντονιςμό τθσ ςυνολικισ αντικαρκινικισ απόκριςθσ του κυττάρου. Θ 

ενεργοποίθςθ τθσ ΑΤΜ κινάςθσ  ενεργοποιεί τθν φωςφατάςθ PP1 προκαλϊντασ 

αποφωςφορυλίωςθ τθσ NPM/B23 ςε δφο νζεσ κζςεισ φωςφορυλίωςθσ, τθ ςερίνθ 

70 και τθ ςερίνθ 88, δρϊντασ ανταγωνιςτικά προσ τθν κινάςθ ΝΕΚ2 που είναι 

υπεφκυνθ για τθ φωςφορυλίωςθ των κζςεων αυτϊν. Θ αποφωςφορυλίωςθ τθσ 

NPM/B23 μειϊνει τθν ικανότθτα πρόςδεςισ τθσ με τθν ARF, με αποτζλεςμα τθν 

ςτόχευςι τθσ για αποικοδόμθςθ από τθν Ε3 λιγάςθ ULF. Ζτςι, θ ενεργοποίθςθ τθσ 

ΑΤΜ ςυνδζεται με τθν μείωςθ των επιπζδων τθσ ARF, οποία ςυμβαίνει ςε 

πρωτεϊνικό και όχι μεταγραφικό επίπεδο. Αντιςτρόφωσ, θ αναςτολι τθσ ΑΤΜ οδθγεί 

ςε αφξθςθ τθσ ARF, θ οποία προωκεί τθν ενεργοποίθςθ ογκοκαταςταλτικϊν 

δράςεων τθσ ARF (Εικ. 33).   

4.2. υμβολή ςτην πρβοδο του διεθνογσ ςχετικογ επιςτημονικογ 

πεδίου και ςτην προδπάρχουςα βιβλιογραφία 

Το μονοπάτι DDR και θ πρωτεΐνθ ARF διαδραματίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτθν πορεία 

τθσ καρκινικισ εξζλιξθσ, αν και από πολλά μζλθ τθσ επιςτθμονικισ κοινότθτασ 

κεωρείται ότι δρουν ςε εντελϊσ διαφορετικζσ ςυνκικεσ και ανεξάρτθτα μεταξφ 

τουσ. Ωςτόςο τα τελευταία χρόνια υπάρχουν πολλά ευριματα επιςτθμονικϊν 

μελετϊν που δείχνουν αφενόσ μία επζκταςθ του φάςματοσ των ογκοκαςταλτικϊν 

δράςεων  τθσ ARF, αφετζρου μία πικανι ςχζςθ με ςτοιχεία του μονοπατιοφ 

DDR[17, 29, 96, 98, 101]. Τα ευριματα ωςτόςο είναι πολλζσ φορζσ αντικρουόμενα ι 

φαινομενικά αςυμβίβαςτα μεταξφ τουσ ι και με τθν προχπάρχουςα βιβλιογραφία.  

Αν και θ ογκοκαταςταλτικι δράςθ τθσ ARF είναι αδιαμφιςβιτθτθ, ο ρόλοσ τθσ in 

vivo παραμζνει ζνα πεδίο προβλθματιςμοφ, αφοφ οι περιςςότερεσ λειτουργίεσ τθσ 

ζχουν παρατθρθκεί ζπειτα από εξωγενι υπερζκφραςθ τθσ πρωτεΐνθσ ςε επίπεδα 

που δεν ανιχνεφονται ςε φυςιολογικά κφτταρα ι από πειράματα ςε μοντζλα 

ποντικϊν, ςτα οποία όπωσ είδαμε θ δράςθ τθσ p19ARF διαφζρει ςε πολλά ςθμεία 
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από αυτιν τθσ ανκρϊπινθσ p14ARF. Κακϊσ είναι γνωςτό ότι, όχι μόνο ο τφποσ, αλλά 

και θ ζνταςθ και θ διάρκεια ενόσ ερεκίςματοσ παίηουν καταλυτικό ρόλο ςτθν τελικι 

απόκριςθ, είναι πολφ ςθμαντικζσ μελζτεσ που εξετάηουν τθ δράςθ ζπειτα από 

ενεργοποίθςθ από ογκογόνα ςιματα που εμφανίηονται ςτο πλαίςιο κυτταρικϊν 

ςυςτθμάτων και ηωικϊν μοντζλων που προςομοιάηουν περιςςότερο ςτισ 

πραγματικζσ ςυνκικεσ που ςυναντϊνται ςτθ διάρκεια τθσ καρκινογζνεςθσ και τθ 

ςυςχζτιςι τθσ με τισ διαταραχζσ ςτθν ζκφραςι τθσ που παρατθροφνται ςτουσ 

ανκρϊπινουσ καρκίνουσ. Για το λόγο αυτό θ παροφςα μελζτθ ζχει βαρφνουςα 

ςθμαςία κακϊσ εξετάηει τθ δράςθ τθσ ARF ζπειτα από μεταβολζσ ςτθν ζκφραςι τθσ 

που παρατθροφνται υπό ςυνκικεσ χαρακτθριςτικζσ ενόσ περιβάλλοντοσ καρκινικοφ 

όγκου όπωσ είναι θ αυξθμζνθ ενεργοποίθςθ του DDR .  

Τα αποτελζςματα τθσ παροφςασ εργαςίασ ςυμβάλλουν ςτθν κατανόθςθ τθσ 

διαςφνδεςθσ των δφο μονοπατιϊν (DDR και ARF) ςτο πλαίςιο μιασ οργανωμζνθσ και 

ςυνδυαςμζνθσ κυτταρικισ απόκριςθσ ςε ογκογόνα ερεκίςματα. Ραράλλθλα, 

δείχνοντασ ότι θ επίδραςθ τθσ ΑΤΜ ςτθν ARF ςυμβαίνει αποκλειςτικά ςε επίπεδο 

πρωτεΐνθσ εξθγεί ωσ ζνα βακμό τθν παρατιρθςθ φαινομενικά αντικρουόμενων 

αποτελεςμάτων που υποςτθρίηουν τθν ανεξάρτθτθ δράςθ των δφο μονοπατιϊν, 

ςτθριηόμενα κυρίωσ [17, 34] . Ενϊ τα επίπεδα μεταγραφισ τθσ ARF παραμζνουν, 

πράγματι, ανεπθρζαςτα από τθν ενεργοποίθςθ ι αναςτολι του μονοπατιοφ DDR, 

δεν ςυμβαίνει το ίδιο για τα πρωτεϊνικά επίπεδα. 

Ζτςι, τα επίπεδα τθσ ARF φαίνεται ότι επθρεάηονται ςε διαφορετικό επίπεδο από 

διαφορετικά ερεκίςματα: θ ζκφραςθ των ογκογονιδίων ενεργοποιεί τθν ARF μζςω 

αφξθςθσ τθσ μεταγραφισ του γονιδίου, ενϊ θ αναςτολι τθσ ΑΤΜ και του DDR 

μονοπατιοφ προκαλεί αφξθςθ τθσ ARF ςε πρωτεϊνικό επίπεδο, μζςω 

ςτακεροποίθςισ τθσ.  Δεδομζνου ότι θ ζκφραςθ ογκογονιδίων ενεργοποιεί και τθν 

ΑΤΜ[88, 130], φαίνεται αρχικά ότι τα δφο μονοπάτια δρουν ανταγωνιςτικά. 

Ωςτόςο, θ ενεργοποίθςθ δφο μθχανιςμϊν και θ αξιοποίθςι τουσ από το κφτταρο 

για τθν επίτευξθ  μζγιςτου αποτελζςματοσ κατά τθν προςπάκεια καταπολζμθςθσ 

των ογκογόνων ερεκιςμάτων μοιάηει πιο πικανι. Στο πλαίςιο αυτό, θ απϊλεια του 

ενόσ μονοπατιοφ- ςτθν προκειμζνθ περίπτωςθ του DDR μζςω  απϊλειασ τθσ ΑΤΜ- 
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οδθγεί ςε ενίςχυςθ τθσ δράςθσ του άλλου μονοπατιοφ (ARF), ςυμβάλλοντασ ςε μία 

ςυντονιςμζνθ και οργανωμζνθ απόκριςθ.  

Από τθν άλλθ πλευρά, υπάρχουν οριςμζνεσ μελζτεσ οι οποίεσ εμφανίηουν τθν ARF 

να ςυμβάλλει ςτθν λειτουργία του μονοπατιοφ DDR [96, 98, 101]. Ραρόλο που τα 

αποτελζςματα των παραπάνω μελετϊν ςτθρίηονται κυρίωσ ςτθν εκτοπικι ζκφραςθ 

τθσ ARF ςε επίπεδα αρκετά υψθλά, θ παράλλθλθ φπαρξθ μίασ αμοιβαίασ ςχζςθσ 

αλλθλεπίδραςθσ τθσ ARF με ςτοιχεία του μονοπατιοφ DDR δεν μπορεί να 

αποκλειςτεί. Σε μία τζτοια περίπτωςθ θ αφξθςθ τθσ ARF μετά από αναςτολι τθσ 

ΑΤΜ κα μποροφςε να ςυμβάλλει ςτθν ενεργοποίθςθ άλλων οδϊν του μονοπατιοφ 

DDR  όπωσ τθσ ATR/Chk1[101]. 

4.3. Ρβλοσ ςτον ανθρώπινο καρκίνο 

Στο παραπάνω πλαίςιο, το δίκτυο ογκογονίδια-ΑΤΜ-ARF εμφανίηει ομοιότθτεσ με 

τον ρυκμιςτικό βρόχο που δθμιουργείται μεταξυ ARF και p53, ςτον οποίο θ p53 

ρυκμίηει αρνθτικά τθν ζκφραςθ τθσ ARF[30, 131], με αποτζλεςμα όταν θ p53 

χάνεται να υπάρχει αφξθςθ ςτθν ζκφραςθ τθσ ARF, ςε μια προςπάκεια 

αντιςτάκμιςθσ τθσ απϊλειασ τθσ p53 μζςω ενίςχυςθσ των p53-ανεξάρτθτων 

δράςεων τθσ ARF. 

Επιπλζον, πρόςφατθ μελζτθ ζδειξε ότι ςε κφτταρα με απϊλεια τθσ p53, θ αναςτολι 

τθσ ΑΤΜ οδθγεί ςε ευαιςκθτοποίθςθ και προϊκθςθ τθσ διαδικαςίασ μιτωτικισ 

καταςτροφισ λόγω βλαβϊν του DNA[132]. Σθμαντικό ςτοιχείο που προκφπτει από 

τθν ίδια μελζτθ και υποςτθρίηει τθν φπαρξθ του μθχανιςμοφ αυτοφ είναι θ 

παρατιρθςθ ότι αςκενείσ με καρκίνο του μαςτοφ με μεταλλαγμζνο το γονίδιο του 

p53 εμφάνιηαν μεγαλφτερο χρόνο επιβίωςθσ όταν θ μετάλλαξθ τθσ p53 

ςυνοδευόταν από χαμθλι ζκφραςθ τθσ ΑΤΜ ςε ςφγκριςθ με τισ περιπτϊςεισ όπου 

ςυνυπιρχε φυςιολογικι ζκφραςθ τθσ ΑΤΜ. Ραρόλο που οι ςυγγραφείσ προτείνουν 

ζνα διαφορετικό πικανό μθχανιςμό, δεν μπορεί να αποκλειςτεί ζνασ πικανόσ ρόλοσ 

για το προτεινόμενο ΑΤΜ-ARF μονοπάτι που παρουςιάηεται ςε αυτιν τθν εργαςία. 

Από τα in vivo αποτελζςματα, άλλωςτε, τθσ παροφςασ εργαςίασ από τθ μελζτθ 

ζκφραςθσ των ΑΤΜ και ARF ςε δείγματα καρκίνου του πνεφμονα με μεταλλαγμζνο 

p53 (Εικ.47), προκφπτει μία αντίςτροφθ ςυςχζτιςθ μεταξφ τθσ ζκφραςθσ τθσ ΑΤΜ 
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και τθσ ARF, θ οποία μπορεί να εξθγιςει τθν υψθλότερθ διάρκεια επιβίωςθσ ςε 

αςκενείσ με χαμθλι ζκφραςθ τθσ ΑΤΜ, όταν ςυνυπάρχει απϊλεια τθσ p53.  

4.4. Ρβλοσ ςε πειραματικά μοντέλα καρκινογένεςησ ςε ποντίκια 

Αν και θ χριςθ μοντζλων ποντικϊν ωσ πειραματοηϊων είναι πολφ διαδεδομζνθ, 

κερδίηοντασ  ολοζνα ζδαφοσ ςτο πεδίο των ερευνθτικϊν μελετϊν και ειδικά ςτο 

πεδίο ζρευνασ του καρκίνου, ζχουν διαπιςτωκεί, κατά καιροφσ, διαφορζσ ωσ προσ 

τθ δράςθ οριςμζνων μορίων ι μονοπατιϊν. Ζτςι, θ ΑΤΜ κινάςθ φαίνεται ότι 

εμφανίηει μία περιοριςμζνθ ογκοκαταςταλτικι δράςθ ςτον ποντικό[105] ενϊ θ 

πρωτεΐνθ ARF ςτον ποντικό (p19ARF ) εμφανίηει διαφορζσ ωσ προσ τθ ρφκμιςι τθσ ςε 

ςφγκριςθ με τθν ομόλογι τθσ (p14ARF ) ςτον άνκρωπο[133]. Ραρ’ όλα αυτά, το 

μονοπάτι αλλθλεπίδραςθσ ΑΤΜ-ARF κα μποροφςε να παίηει κάποιο ρόλο ςε 

οριςμζνου τφπου κακοικειεσ ποντικοφ όπωσ τα ινοςαρκϊματα, όπου θ ARF 

φαίνεται να παίηει ςθμαντικό ρόλο, κακϊσ ποντίκια χωρίσ ARF (ARF-null mice) 

εμφανίηουν ινοςαρκϊματα ςε μεγάλο ποςοςτό, κάτι που δεν ςυμβαίνει όταν και θ 

ΑΤΜ είναι απενεργοποιθμζνθ (ΑΤΜ-ARF double null mice)[35]. Επίςθσ θ φπαρξθ του 

μονοπατιοφ ΑΤΜ-ARF μπορεί να ερμθνεφςει και τθν αφξθςθ τθσ ARF που 

παρατθρείται ςε ινοβλάςτεσ ποντικοφ χωρίσ ΑΤΜ (ΑΤΜ-null MEFs) ςε ςχζςθ με τουσ 

φυςιολογικοφσ (wild type, wt MEFs)[35, 133], ιδιαίτερα ςε ςυνδυαςμό με πρόςφατα 

επιςτθμονικά δεδομζνα που δείχνουν ότι ινοβλάςτεσ ποντικοφ ςε καλλιζργεια 

εμφανίηουν ενεργοποιθμζνο το μονοπάτι DDR[134]. 

4.5. ημαςία ςτη θεραπευτική προςέγγιςη 

Θ ςυνεχισ ερευνθτικι πρόοδοσ και διαλεφκανςθ του ρόλου γονιδίων, μορίων-

πρωτεϊνϊν και ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν ςτουσ μθχανιςμοφσ τθσ καρκινογζνεςθσ 

και τθσ καρκινικισ εξζλιξθσ ζχει αναδείξει τθν μεγάλθ ποικιλομορφία και 

ετερογζνεια των αλλοιϊςεων που ςυναντϊνται μεταξφ διαφορετικϊν μορφϊν 

καρκίνου, ακόμα και μεταξφ διαφορετικϊν αςκενϊν. Θ ετερογζνεια αυτι κακιςτά 

επιτακτικι ανάγκθ τθν προϊκθςθ νζων κεραπευτικϊν προςεγγίςεων που να 

λαμβάνουν υπόψθ το γενετικό υπόβακρο του εκάςτοτε όγκου με ςκοπό τθ 

χοριγθςθ εξατομικευμζνθσ κεραπείασ για τθν επίτευξθ του μζγιςτου δυνατοφ 

αποτελζςματοσ.  



 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4: ΣΥΗΘΤΘΣΘ-ΣΥΜΡΕΑΣΜΑΤΑ 

151 
 

Από κλινικι άποψθ, θ λειτουργία του νζου μονοπατιοφ ΑΤΜ-ARF και ο ρόλοσ του 

ςτθν εξζλιξθ του ανκρϊπινου καρκίνου κα μποροφςε να αξιοποιθκεί 

αποτελεςματικά για τθν ανάπτυξθ κεραπευτικϊν προςεγγίςεων ςτο πλαίςιο τθσ 

εξατομικευμζνθσ αντικαρκινικισ κεραπείασ. Υπό αυτό το πρίςμα, θ αναςτολι τθσ 

ΑΤΜ ςε όγκουσ όπου υπάρχει απϊλεια τθσ p53 κα οδθγοφςε ςε αφξθςθ τθσ ARF 

προωκϊντασ τθν p53-ανεξάρτθτθ δράςθ τθσ. Ζτςι, τθν αδυναμία ενεργοποίθςθσ 

των μθχανιςμϊν τθσ απόπτωςθσ και τθσ γιρανςθσ μζςω του βαςικοφ μορίου-

τελεςτι του μονοπατιοφ DDR p53, κα μποροφςε να υποκαταςτιςει θ ενίςχυςθ των  

p53-ανεξάρτθτων ογκοκαταςταλτικϊν δράςεων τθσ ARF μζςω αναςτολισ τθσ ΑΤΜ 

κινάςθσ. 

4.6. Σελικβ υμπέραςμα 

Συμπεραςματικά, μποροφμε να ποφμε ότι θ παροφςα εργαςία, που 

πραγματοποιικθκε ςτο πλαίςιο εκπόνθςθσ διδακτορικισ  διατριβισ, 1) 

αποκαλφπτει ζναν νζο μθχανιςμό αλλθλεπίδραςθσ μεταξφ τθσ κινάςθσ ΑΤΜ του 

μονοπατιοφ απόκριςθσ ςε βλάβεσ του DNA (DDR) και τθσ πρωτεΐνθσ ARF, 

2)ερμθνεφει οριςμζνα  φαινομενικά αντικρουόμενα αποτελζςματα προθγοφμενων 

ερευνϊν 3)αναδεικνφει τθ ςθμαςία τθσ ςυνολικισ και ςυντονιςμζνθσ απόκριςθσ 

του κυττάρου ςε ογκογόνα ερεκίςματα, ςτο πλαίςιο τθσ οποίασ το μονοπάτι DDR 

αποτελεί πρωταρχικό αντικαρκινικό φραγμό ενϊ θ ενεργοποίθςθ τθσ 

ογκοκαταςταλτικισ πρωτεΐνθσ ARF δρα ωσ δεφτερο επίπεδο απόκριςθσ 

ςυμπλθρϊνοντασ ι αντιςτακμίηοντασ τθν απϊλεια του πρϊτου φραγμοφ (απϊλεια 

ενεργοποίθςθσ του DDR λόγω αναςτολισ τθσ ΑΤΜ) και 4) παρζχει τθ δυνατότθτα 

αξιοποίθςθσ του προτεινόμενου μθχανιςμοφ για τθν ανάπτυξθ εξατομικευμζνων 

κεραπευτικϊν προςεγγίςεων για καρκινικοφσ όγκουσ αςκενϊν με απϊλεια τθσ p53, 

ςτουσ οποίουσ θ αναςτολι τθσ ΑΤΜ μπορεί να οδθγιςει ςε ενίςχυςθ των p53-

ανεξάρτθτων ογκοκαταςταλτικϊν δράςεων τθσ ARF.  
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