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ΔΤΥΑΡΗΣΗΔ 

 

Ζ πανμφζα δζδαηημνζηή δζαηνζαή είκαζ ημ απμηέθεζια ενεοκδηζηήξ ενβαζίαξ πμο 

πναβιαημπμζήεδηε ζημ Δνβαζηήνζμ Μμνζαηήξ ηαζ Κοηηανζηήξ Γήνακζδξ, ζημ Ηκζηζημφημ 

Βζμθμβζηχκ Δθανιμβχκ ηαζ Βζμηεπκμθμβίαξ ημο Δεκζημφ Ηδνφιαημξ Δνεοκχκ, ιε 

επζζηδιμκζηυ οπεφεοκμ ημ Γζεοεοκηή Δνεοκχκ Γν. Δοζηάεζμ Γηυκμ, οπυ ηδκ επίαθερδ ηδξ 

Ακαπθδνχηνζαξ Καεδβήηνζαξ Γζδχ Βαζζθαημπμφθμο ηαζ ημο Καεδβδηή Διιακμοήθ Γ. 

Φναβημφθδ ημο Σμιέα Βζμπδιείαξ ηαζ Μμνζαηήξ Βζμθμβίαξ ημο Σιήιαημξ Βζμθμβίαξ ημο 

Πακεπζζηδιίμο Αεδκχκ.  

Με ηδκ μθμηθήνςζδ ηδξ δζδαηημνζηήξ ιμο δζαηνζαήξ εα επζεοιμφζα κα εηθνάζς ηζξ 

εοπανζζηίεξ ιμο ζε υζμοξ ζοκέααθακ, ιε δζαθμνεηζηυ ηνυπμ μ ηαεέκαξ, ζηδκ πνμζπάεεζα 

αοηή. Θα ήεεθα κα εοπανζζηήζς ημοξ επζζηδιμκζημφξ ιμο επζαθέπμκηεξ, μζ μπμίμζ ιε 

οπμζηήνζλακ ηαζ ιε ζοιαμφθερακ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ εηπυκδζδξ ηαζ ηδξ ζοββναθήξ αοηήξ 

ηδξ δζαηνζαήξ. Ανπζηά, εα ήεεθα κα εοπανζζηήζς εενιά ηδκ επζαθέπμοζα Ακαπθδνχηνζα 

Καεδβήηνζα Γζδχ Βαζζθαημπμφθμο βζα ηζξ βυκζιεξ ηαζ επμζημδμιδηζηέξ ζογδηήζεζξ πμο 

είπαιε ηαε’ υθδ ηδ δζάνηεζα ηδξ δζαηνζαήξ ιμο, βζα ηδκ ηαεμδήβδζή ηδξ ηαζ ηδκ άρμβδ 

ζοκενβαζία ιαξ ηαηά ηδ δζελαβςβή ηςκ ενβαζηδνζαηχκ αζηήζεςκ ημο Σμιέα Βζμπδιείαξ. 

ηδ ζοκέπεζα, εηθνάγς ηζξ εοπανζζηίεξ ιμο ζημκ Καεδβδηή Διιακμοήθ Γ. Φναβημφθδ ηυζμ 

βζα ηδκ επζθμβή ημο κα ιε ζοιπενζθάαεζ ζημοξ οπμρήθζμοξ δζδαηημνζημφξ ημο Σιήιαημξ 

Βζμθμβίαξ, υζμ ηαζ βζα ηδκ επίαθερδ ηαζ ηδκ ηαεμδήβδζή ημο. 

Ηδζαίηενα εα ήεεθα κα εοπανζζηήζς ημ Γν. Δοζηάεζμ Γηυκμ βζα ηδκ ειπζζημζφκδ πμο ιμο 

έδεζλε ηαζ ηδκ εοηαζνία πμο ιμο έδςζε κα δμοθέρς ζημ ενβαζηήνζυ ημο ηαζ κα βκςνίζς 

ιενζημφξ απυ ημοξ ημνοθαίμοξ επζζηήιμκεξ παβημζιίςξ ζημ πεδίμ ηδξ Γήνακζδξ ηαζ ηδξ 

Βζμθμβίαξ βεκζηυηενα. Δπίζδξ, βζα ηδκ μοζζαζηζηή επίαθερδ ηαζ ηαεμδήβδζή ημο ηαζ ηδκ 

αιένζζηδ οπμζηήνζλδ πμο ιμο πανείπε, ηυζμ οθζημηεπκζηή υζμ ηαζ πκεοιαηζηή, 

αθζενχκμκηαξ απυ ημκ πμθφηζιμ πνυκμ ημο. 

Δπίζδξ, εα ήεεθα κα εηθνάζς ηζξ εενιέξ ιμο εοπανζζηίεξ ηαζ ζηα οπυθμζπα ιέθδ ηδξ 

επηαιεθμφξ ελεηαζηζηήξ επζηνμπήξ, ημκ Καεδβδηή Η.Γ. Μπέδ, ηδκ Καεδβήηνζα Α. Γασηακάηδ 

ηαζ ημκ Ακαπθδνςηή Καεδβδηή . Δοεοιζυπμοθμ ημο Σμιέα Φοζζμθμβίαξ Εχςκ ηαζ 

Ακενχπμο, ηαεχξ επίζδξ ηδκ Η.. Παπαζζδένδ ημο Σμιέα Βζμθμβίαξ Κοηηάνμο ηαζ 

Βζμθοζζηήξ ημο Σιήιαημξ Βζμθμβίαξ ημο Πακεπζζηδιίμο Αεδκχκ βζα ηδκ αλζμθυβδζδ ηδξ 

πανμφζαξ δζαηνζαήξ. 



ΔΤΥΑΡΗΣΗΔ 

13 

Γε εα ιπμνμφζα κα παναθείρς ημκ εηθζπυκηα Κςκζηακηίκμ έηενδ βζα ημ αδζάθεζπημ 

εκδζαθένμκ ημο πνμξ ηδκ ενεοκδηζηή ιμο πμνεία ηαζ ηδκ πμθφηζιδ ζοιαμθή ημο χζηε κα 

ακαηδνοπηχ οπυηνμθμξ ημο Μπμδμζάηεζμο Ηδνφιαημξ, ημ μπμίμ εοπανζζηχ λεπςνζζηά βζα 

ηδκ μζημκμιζηή οπμζηήνζλδ πμο ιμο πνμζέθενε υθα ηα πνυκζα εηπυκδζδξ ηδξ δζαηνζαήξ ιμο. 

Σδκ εοβκςιμζφκδ ιμο μθείθς ζηδ θίθδ Γν. Βαναάνα Σναπακά, πςνίξ ηδ αμήεεζα ηδξ 

μπμίαξ δε εα ήηακ δοκαηή δ μθμηθήνςζδ ηδξ πανμφζαξ δζαηνζαήξ. Σδκ εοπανζζηχ βζα ηδκ 

πμζμηζηή ιαξ ζοκενβαζία ηαζ ημ μοζζαζηζηυ εκδζαθένμκ πμο έδεζλε ζημ ενεοκδηζηυ ιμο ένβμ, 

βζα ηζξ βκχζεζξ πμο ιμζνάζηδηε ιαγί ιμο, ηζξ εφζημπεξ παναηδνήζεζξ ηαζ ηζξ ζοιαμοθέξ ηδξ, 

μζ μπμίεξ ζοκέααθακ ηα ιέβζζηα ζηδ δδιμζίεοζδ ηςκ πεζναιαηζηχκ ιμο απμηεθεζιάηςκ, 

αθθά ηαζ βεκζηυηενα ζηδκ μθμηθήνςζδ αοηήξ ηδξ δζαηνζαήξ. 

πμοδαίμ νυθμ, απυ ημ λεηίκδια αοηήξ ηδξ δζαηνζαήξ ηαζ ηαε’ υθδ ηδ δζάνηεζά ηδξ, 

δζαδναιάηζζε δ ακζδζμηεθήξ ζοκενβαζία ηαζ θζθία ιε ηδ Γν. μογάκα Καπέηα. Σδκ εοπανζζηχ 

ιέζα απυ ηδκ ηανδζά ιμο βζα ηδκ οπμζηήνζλή ηδξ ηυζμ ζε επζζηδιμκζηυ υζμ ηαζ 

δζαπνμζςπζηυ επίπεδμ, βζα ηζξ ςναίεξ ζηζβιέξ πμο ιμζναζηήηαιε, αθθά ηαζ ηδ ζοιπανάζηαζή 

ηδξ ζε υθεξ ηζξ δφζημθεξ ζηζβιέξ πμο πενάζαιε ιαγί, βζα ηζξ ζοιαμοθέξ ηαζ ηδκ εκεάννοκζδ 

πμο ιμο πνμζέθενε απθυπενα, ηαεχξ ηαζ βζα ηδκ αζζζμδμλία ηδξ βζα ημ ιέθθμκ. Θέθς, 

επίζδξ, κα εοπανζζηήζς ηζξ ζοκαδέθθμοξ ιμο Γν. Υνζζηίκα Παπαδμπμφθμο ηαζ Γν. Δοηοπία 

Οζημκυιμο βζα ηδ θζθία ημοξ ηαζ ηδ βκςζηζηή ηαζ οθζημηεπκζηή οπμζηήνζλδ πμο ιμο πανείπακ 

ακζδζμηεθχξ. Δπίζδξ, ηα οπυθμζπα ιέθδ ημο ενβαζηδνίμο, ηδ Γν. Δζνήκδ Μπαθακηίκμο, ηδ 

Γν. Νίηδ Υμκδνμβζάκκδ, ηδ Γν. Αοβή Σζχθμο ηαζ ημκ Κςκζηακηίκμ Βμοηεηάηδ βζα ηδ 

ζοκενβαζία ιαξ υθα αοηά ηα πνυκζα. 

Έκα ιένμξ αοηήξ ηδξ δζαηνζαήξ ημ αθζενχκς ζημ ζφγοβυ ιμο Κχζηα, μ μπμίμξ είκαζ δ 

«δφκαιή» ιμο υθμ αοηυ ημ πνμκζηυ δζάζηδια.  Έπαζλε ηαηαθοηζηυ νυθμ ζηδκ ροπμθμβία ιμο, 

πνμηεζιέκμο κα είιαζ ήνειδ ηαζ δοκαηή, κα ακηζιεηςπίγς ηζξ δοζημθίεξ πμο πνμέηοπηακ ακά 

πάζα ζηζβιή ηαζ κα αβάγς ημκ ηαθφηενυ ιμο εαοηυ ζηδ δμοθεζά ιμο. Σμκ εοπανζζηχ 

ζδζαίηενα βζα ηδκ εκεάννοκζδ, ηδ ζοιπανάζηαζδ, ηδκ οπμιμκή ηαζ ηδκ ακμπή ημο υθεξ 

εηείκεξ ηζξ χνεξ ηδξ απμοζίαξ ιμο απυ ημκηά ημο. 

Σδκ ακελάκηθδηδ αβάπδ ηαζ εοβκςιμζφκδ ιμο εα ήεεθα κα εηθνάζς ζημοξ βμκείξ ιμο, 

Γζχνβμ ηαζ Οονακία, αθθά ηαζ ζηδκ αδεθθή ιμο, Νίηδ, βζα ηδκ πναηηζηή ηαζ δεζηή ημοξ 

ζοιπανάζηαζδ ηαζ ηαηακυδζδ ηαε’ υθδ ηδ δζάνηεζα ηςκ ζπμοδχκ ιμο, ηαεχξ ηαζ βζα ηζξ 

ηαηάθθδθεξ ζοκεήηεξ πμο δδιζμφνβδζακ έςξ ηχνα, χζηε κα ανίζημιαζ ζε αοηήκ ηδ εέζδ. 

 

Υνζζηίκα ζζμφθα 



ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

14 

ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

 

Ζ βήνακζδ απμηεθεί ιία θοζζμθμβζηή, ιδ ακαζηνέρζιδ δζαδζηαζία, δ μπμία ειθακίγεηαζ ζε 

υθμοξ ημο μνβακζζιμφξ λεηζκχκηαξ απυ ηα ηαηχηενα αζπυκδοθα ηαζ επδνεάγεηαζ ηυζμ απυ 

βεκεηζημφξ υζμ ηαζ απυ πενζααθθμκηζημφξ πανάβμκηεξ. Δζδζηυηενα, δ βήνακζδ ηςκ 

πμθοηφηηανςκ μνβακζζιχκ πενζθαιαάκεζ δζάθμνα ζηάδζα, ηα μπμία παναηηδνίγμκηαζ απυ ιδ 

ακηζζηνεπηέξ ιεηααμθέξ ζηδκ ακαημιία, ζηδ θοζζμθμβία, ηαεχξ ηαζ ζηδκ 

πνμζανιμζηζηυηδηά ημοξ. Ζ βήνακζδ αθμνά πμθθαπθά υνβακα ηαζ ζζημφξ ηαζ ηεθζηά μδδβεί 

ζε πνμμδεοηζηυ ηαζ βεκζηεοιέκμ εηθοθζζιυ ηδξ ηοηηανζηήξ μιμζμζηαζίαξ, δδθαδή ηδξ 

ζηακυηδηαξ ημο μνβακζζιμφ κα δζαηδνεί ηδ δμιζηή ηαζ θεζημονβζηή ημο αηεναζυηδηα. 

Ζ βήνακζδ ηςκ ακενχπζκςκ ζκμαθαζηχκ ζοκμδεφεηαζ απυ ιεηααμθέξ ζε δζάθμνεξ 

αζμθμβζηέξ δζαδζηαζίεξ, ζοιπενζθαιαακμιέκδξ ηαζ ηδξ ιείςζδξ ηδξ θεζημονβίαξ ημο 

πνςηεμζχιαημξ. Σμ πνςηευζςια, έκα πμθοεκγοιζηυ, ιδ θοζμζςιζηυ ζφιπθμημ ηαζ 

ζδζαίηενα μ ATP-ελανηχιεκμξ πνςηεμθοηζηυξ ιδπακζζιυξ πμο πναβιαημπμζείηαζ απυ ημ 26S 

πνςηευζςια εοεφκεηαζ βζα ηδκ απμδυιδζδ θοζζμθμβζηχκ ηαζ ιδ πνςηεσκχκ, πνμηεζιέκμο 

κα δζαηδνδεεί δ θοζζμθμβζηή ηοηηανζηή θεζημονβία. Καηά ηδ θάζδ ηδξ ακαδζπθαζζαζηζηήξ 

βήνακζδξ, ημ πνςηευζςια πανμοζζάγεζ ιεζςιέκδ έηθναζδ ηαζ θεζημονβία, εκχ δ αολδιέκδ 

έηθναζή ημο ηαεοζηενεί ημ θαζκυιεκμ ηδξ βήνακζδξ ζε ακενχπζκμοξ ζκμαθάζηεξ.  

Ζ πνςηεΐκδ p53 είκαζ έκαξ απυ ημοξ ζδιακηζηυηενμοξ ιεηαβναθζημφξ πανάβμκηεξ ηςκ 

ηοηηάνςκ, οπεφεοκμξ βζα πμθοάνζειεξ αζμθμβζηέξ δζενβαζίεξ, υπςξ δ απυηνζζδ ζημ 

ηοηηανζηυ ζηνεξ, δ απυπηςζδ, δ νφειζζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ δ βήνακζδ. ηα 

ηφηηανα ηςκ εδθαζηζηχκ, δ βήνακζδ πμο επάβεηαζ απυ ηδκ p53 πνςηεΐκδ ζοιααίκεζ είηε 

υηακ ηα ηεθμιενή ελακηθμφκηαζ, ιε απμηέθεζια ηδκ ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ (replicative 

senescence) είηε έπεζηα απυ επζγήιζα ηοηηανζηή αθάαδ, υπςξ είκαζ δ ηοηηανζηή βήνακζδ πμο 

επάβεηαζ απυ ζηνεξ (stress-induced cellular senescence). Έπμοκ δζαηοπςεεί πμθοάνζειεξ 

εεςνίεξ ζπεηζηά ιε ηδκ ηεκηνζηή θεζημονβία ηδξ πνςηεΐκδξ p53 ζηδ βήνακζδ ηςκ 

μνβακζζιχκ. Ζ p53 είκαζ οπεφεοκδ βζα ηδκ επαβςβή ηαζ ηδ δζαηήνδζδ ημο βδναζιέκμο 

θαζκμηφπμο, αθθά ζε πενίπηςζδ απχθεζαξ ηδξ p53 ιυκμ ηα ορδθά επίπεδα ημο ακαζημθέα 

p16 είκαζ ζηακά κα ηάκμοκ ηδ δζαδζηαζία ιδ ακηζζηνεπηή. Οζ μβημηαηαζηαθηζηέξ ζδζυηδηεξ 

ηδξ p53 εκ ιένεζ εηηεθμφκηαζ ιέζς ηδξ επαβςβήξ ηδξ ηοηηανζηήξ βήνακζδξ ηαζ ηαη’ 

επέηηαζδ ηδξ βήνακζδξ ηςκ μνβακζζιχκ. Φοζζηά, δ θεζημονβία ηδξ p53 πνέπεζ κα ελδβδεεί 

ιέζα απυ ημ πμθφπθμημ δίηηομ ηςκ πνςηεσκχκ ιε ηζξ μπμίεξ αθθδθεπζδνά. 
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ε θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ ζημ ηφηηανμ, ηα επίπεδα ηδξ p53 πνςηεΐκδξ ανίζημκηαζ ζε 

παιδθά επίπεδα, δζαηδνμφιεκα ζε ιία ζζμννμπία ιεηαλφ ηδξ δζαδζηαζίαξ ηδξ ζςζηήξ 

ακαδίπθςζδξ ηαζ ηδξ πνςηεμθοηζηήξ απμδυιδζδξ. Ανηεηά βμκίδζα-ζηυπμζ ημο ιεηαβναθζημφ 

πανάβμκηα p53 ακαζηέθθμοκ ηδκ εκενβυηδηα ημο p53 ιέζς εκυξ αοημνοειζγυιεκμο ηφηθμο 

ανκδηζηήξ ακάδναζδξ. Ο p53 εκενβμπμζεί ημκ ηφνζμ ανκδηζηυ νοειζζηή ημο, ημ βμκίδζμ 

mdm2, ιία θζβάζδ μοιπζηζηίκδξ. Ζ Mdm2 θζβάζδ ιε ηδ ζεζνά ηδξ απεκενβμπμζεί ηδκ 

πνςηεΐκδ p53, ηονίςξ ζδιαίκμκηάξ ηδκ βζα πνςηεμζςιζηή απμδυιδζδ ηαζ πνμςεχκηαξ ηδκ 

έλμδυ ηδξ απυ ημκ πονήκα. Πανυιμζα, ηα βμκίδζα-ζηυπμζ Cop1 ηαζ Pirh2 ηςδζημπμζμφκ βζα 

Δ3 θζβάζεξ, πμο είκαζ ζηακέξ κα απμδμιήζμοκ ηδκ p53. Ο ανζειυξ ηςκ θζβαζχκ πμο ιπμνμφκ 

κα μοιπζηζηοθζχζμοκ ηδκ p53 ακελάνηδηα απυ ηδκ Mdm2 ζοκεπχξ αολάκεζ. Δηηυξ απυ ηζξ 

πνμακαθενεείζεξ θζβάζεξ ηδξ p53, ααζζηέξ εεςνμφκηαζ επίζδξ, δ CHIP ηαζ δ Topors. 

ηδκ πανμφζα δζδαηημνζηή δζαηνζαή πνμζδζμνίζηδηε μ ιδπακζζιυξ ιε ημκ μπμίμ 

νοειίγεηαζ δ ζηαεενυηδηα ηδξ πνςηεΐκδξ p53 ηαηά ηδκ ηοηηανζηή βήνακζδ ακενχπζκςκ 

ζκμαθαζηχκ. Γεδμιέκμο υηζ δ p53 ζδιαίκεηαζ βζα μοιπζηζηοθίςζδ απυ ανηεηέξ Δ3 θζβάζεξ, 

μζ μπμίεξ δνμοκ ακελάνηδηα δ ιία απυ ηδκ άθθδ, εθέβπεδηε εάκ ηάπμζα απυ αοηέξ ειθακίγεζ 

εζδζηή δναζηζηυηδηα ηαηά ηδκ ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ. Έηζζ, πανυθμ πμο δ p53 ανέεδηε 

υηζ έπεζ ιεζςιέκδ έηθναζδ ηαζ θεζημονβία ζημοξ βδναζιέκμοξ ζκμαθάζηεξ, δ CHIP είκαζ δ 

ιυκδ απυ ηζξ ααζζηέξ θζβάζεξ ηδξ p53 πμο ιεθεηήεδηακ, δ μπμία επάβεηαζ ζε ιεηαβναθζηυ 

ηαζ ζε πνςηεσκζηυ επίπεδμ ηαηά ηδ βήνακζδ. Ακηίεεηα, δ απμζζχπδζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ 

CHIP θζβάζδξ μδήβδζε ημοξ ακενχπζκμοξ ζκμαθάζηεξ ζε πνυςνδ βήνακζδ. Πανάθθδθα, 

ηαηά ηδ βήνακζδ, δ CHIP ιεηαημπίγεηαζ εκ ιένεζ ζημκ πονήκα ηαζ πανμοζζάγεζ αολδιέκα 

επίπεδα μοιπζηζηοθίςζδξ, βεβμκυξ πμο δεζηκφεζ αολδιέκδ εκενβυηδηα θζβάζδξ μοιπζηζηίκδξ. 

ημ ζφκμθμ, ζπεδυκ, ηςκ επζζηδιμκζηχκ ιεθεηχκ πμο αθμνμφκ ηδκ p53, δ Mdm2 

εεςνείηαζ ςξ δ ηφνζα Δ3 θζβάζδ πμο νοειίγεζ ηδ ζηαεενυηδηα ηδξ p53 ζηα ηφηηανα. Δθυζμκ 

ζημοξ βδναζιέκμοξ ακενχπζκμοξ ζκμαθάζηεξ ανέεδηε υηζ δ Mdm2 έπεζ ιεζςιέκδ έηθναζδ, 

εθέβπεδηε ηαηά πυζμ είκαζ θεζημονβζηή ζηδκ ηοηηανζηή βήνακζδ ηαζ ακηζπαναηέεδηε δ 

δνάζδ ηδξ ιε εηείκδ ηδξ CHIP θζβάζδξ. Γζα ημ θυβμ αοηυ, ιεθεηήεδηε δ επίδναζδ ηυζμ ηδξ 

οπενέηθναζδξ υζμ ηαζ ηδξ απμζζχπδζδξ ηδξ έηθναζδξ ηδξ CHIP ηαζ ηδξ Mdm2, αθθά ηαζ δ 

ακαζημθή ηδξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ Mdm2 επάκς ζηα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ p53 πνςηεΐκδξ. 

Βνέεδηε, θμζπυκ, υηζ δ οπενέηθναζδ ηδξ CHIP ζηα κεανά ηφηηανα, ζε επίπεδα πανυιμζα ιε 

αοηά πμο ακζπκεφηδηακ ηαηά ηδ βήνακζδ, μδδβεί ζε απμδυιδζδ ηδξ p53 ηάης απυ ηα ααζζηά 

ηδξ επίπεδα πμο θοζζμθμβζηά παναηδνμφκηαζ ζηα κεανά ηφηηανα. Δπζπθέμκ, εκχ δ 

ελανηχιεκδ απυ ηδκ Mdm2 νφειζζδ ηδξ p53 θαιαάκεζ πχνα ηυζμ ζηα κεανά υζμ ηαζ ζηα 
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βδναζιέκα ηφηηανα, δ CHIP θζβάζδ ζοιαάθεζ ζηδ νφειζζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ p53 ηονίςξ 

ζηδ βήνακζδ. 

Δπζπνυζεεηα, είκαζ πθέμκ βκςζηυ υηζ δ CHIP απμηεθεί ααζζηυ αθθδθεπζδνυκ ιυνζμ ηςκ 

ηφνζςκ ηοηηανμπθαζιαηζηχκ ζαπενμκχκ, βκςζηέξ ςξ πνςηεΐκεξ εενιζημφ ζμη Hsp70/90 ηαζ 

ηδ ζοκ-ζοκμδυ πνςηεΐκδ Hsp40, ηαεχξ επίζδξ υηζ δ p53 νοειίγεηαζ απυ αοηέξ ηζξ ζαπενυκεξ. 

Έηζζ, εθέβπεδηακ ηα επίπεδα ηςκ πνμακαθενεέκηςκ πνςηεσκχκ, ηα μπμία ανέεδηακ 

ιεζςιέκα ζηα βδναζιέκα ηφηηανα, δεζηκφμκηαξ ιία εθθάηηςζδ ημο ιδπακζζιμφ πνςηεσκζηήξ 

ακαδίπθςζδξ ηαηά ηδ βήνακζδ. Αηυια, ακαθφεδηε δ επίδναζδ ηδξ ακαζημθήξ ηδξ 

δναζηζηυηδηαξ ηδξ Hsp90 επάκς ζημ πνμθίθ έηθναζδξ ηδξ p53, δ μπμία ανέεδηε υηζ 

απμδμιείηαζ ναβδαία ζημοξ βδναζιέκμοξ ζκμαθάζηεξ, ελαζηίαξ ηδξ ελεζδζηεοιέκδξ αφλδζδξ 

ηςκ επζπέδςκ αθθά ηαζ ηδξ εκενβυηδηαξ θζβάζδξ μοιπζηζηίκδξ ηδξ CHIP. Δπμιέκςξ, ηα 

παναπάκς δεδμιέκα ηαηαδεζηκφμοκ ηδκ ελεζδζηεοιέκδ δνάζδ ηδξ CHIP θζβάζδξ, αθθά ηαζ 

ηδκ οπενίζποζδ ημο πνςηεμθοηζημφ ζοζηήιαημξ ιε ηδ ιεζμθάαδζδ ηδξ CHIP βζα ηδκ 

απμδυιδζδ ηδξ p53 πνςηεΐκδξ έκακηζ ημο ζοζηήιαημξ ηςκ ιμνζαηχκ ζαπενμκχκ ηαηά ηδκ 

ηοηηανζηή βήνακζδ. οκμπηζηά, δ CHIP θζβάζδ ειπθέηεηαζ ζηδ νφειζζδ ημο p53 ιμκμπαηζμφ 

ηαηά ηδκ εηδήθςζδ ημο θαζκμιέκμο ηδξ ακαδζπθαζζαζηζηήξ βήνακζδξ. 
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ABSTRACT 

 

Αgeing is a physiological, non-reversible phenomenon that occurs in all organisms. Both 

genetic and environmental factors influence the ageing process. In specific, ageing includes 

distinct, non-reversible changes in the anatomy, physiology and adaptability of the 

multicellular organisms. Ageing also involves different organs and tissues and finally results 

to progressive degeneration of cellular homeostasis, which means the organismal ability to 

maintain the structural and functional integrity.  

Replicative senescence in human fibroblasts is accompanied by alterations in various 

biological processes, including the impaired function of the proteasome. The proteasome, the 

major cellular non-lysosomal threonine protease and especially the ATP/ubiquitin-dependent 

intracellular protein degradation pathway mediated by the 26S complex, is responsible for the 

removal of both normal and damaged proteins. Due to its latter function, proteasome is also 

considered as a representative secondary antioxidant cellular mechanism. The function and 

the expression of the proteasome are decreased in replicative senescence, while its 

overexpression delays the senescence in human fibroblasts.  

P53 protein is one of the most important transcriptional regulators that causes cells to 

repair, arrest or die when stressed or damaged. Its transcriptional targets include a variety of 

genes involved in cell cycle control, DNA repair, apoptosis and cellular senescence. In 

mammalian cells, senescence induced by p53 protein occurs either due to telomere shortening 

which triggers replicative senescence, or due to detrimental cellular damage, like the stress-

induced cellular senescence. It is well established that p53 has a central role in organismal 

ageing and is responsible for induction of the senescent phenotype, but only a high level of 

the cyclin-dependent kinase inhibitor p16
Ink4a

 is capable of making this process irreversible. 

p53 is activated upon entry into senescence and specifically, it is stabilized and differentially 

regulates its transcriptional targets; with p21
Cip1/Waf1 

being the best characterised example of 

transactivation related to senescence induction. Different theories implicate p53 as the main 

regulator of organismal ageing, but its biological function needs to be elucidated through the 

complicated network of proteins that p53 interacts with. 

In normal cells, p53 is kept at very low levels through a number of post-translational 

modifications and the ubiquitin-dependent proteasomal degradation has emerged as a 

fundamental mechanism of p53 regulation. Mdm2 is considered the major p53 regulator that 

acts as an E3 ligase and ubiquitinates p53. p53 transcriptionally activates the expression of 
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Mdm2 in a negative feedback loop. Mdm2 functions as an E3 ligase, covalently attaching 

ubiquitin molecules to p53, which leads to both the export of p53 to the cytoplasm and its 

proteasomal degradation. Augmenting the level of complexity of p53 regulation, a number of 

other p53 E3 ligases have been recently identified that act independently of Mdm2. These 

include Pirh2, Cop1, TOPORS and CHIP (C-terminus of Hsp70-interacting protein). 

Given the large amount of E3 ligases responsible for p53 ubiquitination, the particular 

research aimed at identifying specific E3 ligases that regulate p53 stability during the 

manifestation of replicative senescence in human fibroblasts. For this purpose, we studied the 

expression levels of p53 and its main ligases in replicative senescence, as also in premature 

senescence caused by partial proteasome inhibition. Thus, we have demonstrated that CHIP is 

the only E3 ligase, among the p53 ligases tested, that is up-regulated in mRNA and protein 

level concomitant with a significant down-regulation of p53 in senescent fibroblasts. In 

contrast, the continuous silencing of CHIP expression leads to premature senescence of 

human fibroblasts. Moreover, we have established in this study that CHIP partially 

translocates to the nucleus and acquires elevated ubiquitination levels in senescent cells, 

suggesting an enhanced ligase activity during senescence. 

Furthermore, since Mdm2 was found to be down-regulated in senescent fibroblasts, we 

studied its function in correlation with the activity of CHIP ligase. Therefore, we examined 

the effect of either overexpression or silencing the expression of each ligase, CHIP and 

Mdm2, as also the inhibition of Mdm2 function on p53 protein expression. Notably, CHIP 

overexpression in young cells, to levels similar to those recorded during senescence, leads to 

p53 degradation bellow its basal levels. In addition, while Mdm2-dependent regulation of p53 

occurs in both young and senescent fibroblasts, CHIP ligase participates in regulating p53 

levels mainly in senescence. 

Moreover, it is well established that CHIP is a bona fide interaction partner of the major 

cytoplasmic chaperones, namely the heat shock proteins Hsp70/Hsp90 and the co-chaperone 

Hsp40 and also, the proper folding of p53 is regulated by these chaperones. The protein 

levels of the above mentioned chaperones were also examined and they were found to be 

significantly down-regulated in senescent cells, suggesting attenuation in the molecular 

folding-refolding machinery during senescence. The effect of chaperone inhibition on the p53 

degradation profile was also analysed using a specific inhibitor of Hsp90 activity that blocks 

the proper foding of its substrates, including p53. The inhibition of Hsp90 activity leads to 

p53 rapid degradation only in senescent cells due to the specific up-regulation of the levels 

and the activity of the chaperone-associated CHIP ligase. Taken together, the aforementioned 
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data reveal the involvement of CHIP ubiquitin ligase in the regulation of p53 pathway 

towards the manifestation of cellular senescence. 
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ΚΟΠΟ ΣΖ ΔΡΓΑΗΑ 

 

Δίκαζ βκςζηυ υηζ δ δζαδζηαζία ηδξ πνςηεσκζηήξ απμδυιδζδξ ηαζ μζ πνςηεμθοηζημί 

ιδπακζζιμί ημο ηοηηάνμο απμηεθμφκ ζοζηήιαηα πμο δζαδναιαηίγμοκ ααζζηυ νυθμ ζηδ 

δζαηήνδζδ ηδξ ηοηηανζηήξ μιμζμζηαζίαξ, εκχ οθίζηακηαζ ηνμπμπμζήζεζξ ηαηά ηδκ ελέθζλδ 

ημο θαζκμιέκμο ηδξ βήνακζδξ. Ζ βήνακζδ απμηεθεί έκα ηαεμθζηυ θαζκυιεκμ πμο 

ειθακίγεηαζ ζε υθμοξ ημοξ μνβακζζιμφξ ηαζ ηα θοζζμθμβζηά ηοηηανζηά ζοζηήιαηα. Κεκηνζηυ 

νυθμ ζε δζάθμνεξ αζμθμβζηέξ δζαδζηαζίεξ, ιεηαλφ ηςκ μπμίςκ πενζθαιαάκεηαζ ηαζ δ 

βήνακζδ, δζαδναιαηίγεζ δ πνςηεΐκδ p53. Τπάνπμοκ πμθοάνζειεξ ιεθέηεξ πμο πνμζπαεμφκ 

κα ελδβήζμοκ ημκ ηνυπμ ιε ημκ μπμίμ δ p53 ζοιαάθθεζ ζηδκ ελέθζλδ ημο θαζκμιέκμο ηδξ 

ηοηηανζηήξ βήνακζδξ, αθθά μ αηνζαήξ ιδπακζζιυξ παναιέκεζ αηυια αδζεοηνίκζζημξ. 

Φοζζηά, δ θεζημονβία ηδξ p53 πνέπεζ κα δζενεοκδεεί ιέζα απυ ημ πμθφπθμημ δίηηομ ηςκ 

πνςηεσκχκ ιε ηζξ μπμίεξ αθθδθεπζδνά ηαζ μζ μπμίεξ ζοιιεηέπμοκ ζηδ νφειζζδ ηδξ 

ζηαεενυηδηαξ ημο ιμνίμο αοημφ ζημ εζςηενζηυ ημο ηοηηάνμο. 

Δπμιέκςξ, ζημπυξ ηδξ πανμφζαξ δζδαηημνζηήξ δζαηνζαήξ ήηακ δ ιεθέηδ ηδξ ζηαεενυηδηαξ 

ηδξ p53 πνςηεΐκδξ ζε δζάθμνεξ ηοηηανζηέξ θάζεζξ ηαζ ζδζαίηενα ηαηά ηδκ ηοηηανζηή 

βήνακζδ, ελεηάγμκηαξ ημ ιδπακζζιυ απμδυιδζήξ ηδξ ζε ακηζδζαζημθή ιε ημ ζφζηδια πμο 

ελαζθαθίγεζ ηδ ζςζηή ακαδίπθςζδ ηαζ θεζημονβζηυηδηα αοημφ ημο ιμνίμο. Σα ενςηήιαηα 

πμο απμηέθεζακ ημ ζημπυ ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ ήηακ ηα ελήξ: 

1. Δάκ δ πνςηεΐκδ p53 ζδιαίκεηαζ βζα μοιπζηζηοθίςζδ απυ εζδζηέξ Δ3 θζβάζεξ ηαηά ηδ 

θοζζμθμβζηή ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ ηςκ ακενχπζκςκ ζκμαθαζηχκ. 

2. Δάκ δ πνςηεΐκδ p53 ηαζ μζ ηφνζεξ θζβάζεξ ηδξ δζαηδνμφκ ημ ίδζμ πνυηοπμ έηθναζδξ ηαηά 

ηδκ πνχζια επαβυιεκδ βήνακζδ θυβς ιενζηήξ πνςηεμζςιζηήξ ακαζημθήξ, υπςξ 

ζοιααίκεζ ηαηά ηδκ ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ. 

3. Δάκ ιεηααάθθεηαζ ηαζ πχξ δ έηθναζδ ηςκ p53-εζδζηχκ θζβαζχκ ζε ζοκεήηεξ α) 

εκενβμπμίδζδξ ημο πνςηεμζχιαημξ, α) εθεβπυιεκδξ έηθναζδξ ηδξ p53 ηαζ β) μλεζδςηζημφ 

ζηνεξ. 

4. Δάκ δ p53 πνάβιαηζ ζδιαίκεηαζ βζα μοιπζηζηοθίςζδ απυ ηάπμζα/εξ ζοβηεηνζιέκδ/εξ 

θζβάζδ/εξ ζημοξ βδναζιέκμοξ ζκμαθάζηεξ, πμζμξ είκαζ μ ιδπακζζιυξ δνάζδξ ηαζ πμζμξ μ 

νυθμξ ημο ζοζηήιαημξ ηςκ ιμνζαηχκ ζαπενμκχκ ηαηά ηδκ ηοηηανζηή βήνακζδ.
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1. ΔΗΑΓΧΓΖ 

 

1.1 Γήξαλζε 

Ζ ακαπηολζαηή πμνεία υθςκ ηςκ πμθοηφηηανςκ μνβακζζιχκ παναηηδνίγεηαζ απυ δζάθμνα 

ακαπηολζαηά ζηάδζα, ηα μπμία πενζθαιαάκμοκ ιδ ακηζζηνεπηέξ ιεηααμθέξ ζηδκ ακαημιία, 

ζηδ θοζζμθμβία, αθθά ηαζ ζηδκ πνμζανιμζηζηυηδηά ημοξ, μζ μπμίεξ αολάκμοκ ηδκ 

πζεακυηδηα εακάημο. Οζ ιεηααμθέξ πμο οθίζηαηαζ ηάεε μνβακζζιυξ ιπμνεί κα είκαζ 

απυημιεξ ή ηαζ ααειζαίεξ. Σμ θαζκυιεκμ ηδξ αθθδθμδζαδμπήξ δζάθμνςκ ακαπηολζαηχκ 

ζηαδίςκ, ιε ηαηάθδλδ ημ εάκαημ, ηαθείηαζ βήνακζδ. Καηά ηδκ ελέθζλδ ημο θαζκμιέκμο ηδξ 

βήνακζδξ, παναηδνείηαζ ιία πνμμδεοηζηή ηαζ βεκζηεοιέκδ απχθεζα ηδξ ηοηηανζηήξ 

μιμζμζηαζίαξ, δδθαδή ηδξ ζηακυηδηαξ ημο μνβακζζιμφ κα δζαηδνεί ηδ δμιζηή ηαζ 

θεζημονβζηή ημο αηεναζυηδηα [1].  

Ζ βήνακζδ δεκ απμηεθεί έκα είδμξ δζαδεδμιέκδξ αζεέκεζαξ, αθθά ιία αζμθμβζηή, 

θοζζμθμβζηή, ιδ ακαζηνέρζιδ δζαδζηαζία, δ μπμία ζοκμδεφεηαζ απυ ακαημιζηέξ ηαζ 

θεζημονβζηέξ ιεηααμθέξ ζε υθμ ημ ζχια. Πνυηεζηαζ βζα έκα ηαεμθζηυ θαζκυιεκμ πμο δεκ 

ηάκεζ δζαηνίζεζξ, ειθακίγεηαζ ζε υθμοξ ημοξ μνβακζζιμφξ ηαζ επδνεάγεηαζ ηυζμ απυ 

βεκεηζημφξ υζμ ηαζ απυ πενζααθθμκηζημφξ πανάβμκηεξ. Ζ βήνακζδ παναηηδνίγεηαζ απυ 

αζμπδιζηέξ ιεηααμθέξ ζηδ ζφζηαζδ ηςκ ζζηχκ, υπςξ ηδκ αολδιέκδ πμζυηδηα ελςηοηηάνζςκ 

μοζζχκ, ημο ημθθαβυκμο ηαζ ηδ δζαζφκδεζδ (cross-linking) ηςκ ζκζδίςκ ημθθαβυκμο ή ηα 

αολδιέκα επίπεδα ιεηα-ιεηαθναζηζηχκ ηνμπμπμζήζεςκ, υπςξ δ μλείδςζδ, δ δζαδμπζηή 

πηχζδ ηςκ θοζζμθμβζηχκ θεζημονβζχκ, ηδξ ηανδζαηήξ ή ηδξ κεθνζηήξ θεζημονβίαξ, δ 

ιεζςιέκδ ζηακυηδηα ακηίδναζδξ ζηα πενζααθθμκηζηά ενεείζιαηα, δ πηχζδ ηδξ μιμζμζηαζίαξ 

ηαζ δ αολδιέκδ εοαζζεδζία ζε αζεέκεζεξ [1, 2]. 

Σμ πνμζδυηζιμ γςήξ (ιέζμξ υνμξ γςήξ) ηαεμνίγεηαζ απυ ηδ ιέβζζηδ δθζηία ζηδκ μπμία 

θηάκεζ ημ 50% εκυξ πθδεοζιμφ, εκχ ημ ιέβζζημ πνμζδυηζιμ γςήξ πνμζδζμνίγεηαζ απυ ηδ 

ιέβζζηδ δθζηία ζηδκ μπμία έπμοκ θηάζεζ ηάπμζα ιέθδ ημο πθδεοζιμφ. Καζ μζ δφμ υνμζ 

ακαθένμκηαζ ζε έκακ πθδεοζιυ ηαζ υπζ ζε ιειμκςιέκα άημια. Ο ιέζμξ υνμξ γςήξ ημο 

ακενχπζκμο πθδεοζιμφ έπεζ πανμοζζάζεζ ηενάζηζα αφλδζδ ηα ηεθεοηαία 100 πνυκζα, ιε ηδ 

αεθηίςζδ ηςκ ζοκεδηχκ δζααίςζδξ, αθθά ηαζ ηζξ ελεθίλεζξ ζημκ ζαηνμθανιαηεοηζηυ ημιέα. 

Ακηίεεηα, ημ ιέβζζημ πνμζδυηζιμ γςήξ βζα ημκ ακενχπζκμ πθδεοζιυ έπεζ παναιείκεζ 

ζηαεενυ, βεβμκυξ πμο δεζηκφεζ υηζ οπάνπεζ έκα ακχηαημ υνζμ πμο πζεακά ηαεμνίγεηαζ απυ ημ 

βεκεηζηυ οπυααενμ ημο ηάεε πθδεοζιμφ [2]. 
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Σμ θαζκυιεκμ ηδξ βήνακζδξ ειθακίγεηαζ πμθφ κςνίξ ηαηά ηδκ ελέθζλδ, λεηζκχκηαξ ήδδ 

απυ ημοξ ηαηχηενμοξ μνβακζζιμφξ, υπςξ ηα αζπυκδοθα (π.π. κδιαηχδεζξ ζηχθδηεξ). 

Πανυθμ πμο ηα παναηηδνζζηζηά βήνακζδξ ηδξ ηάεε ηαλζκμιζηήξ μιάδαξ δζαθένμοκ ηαζ 

πμζηίθμοκ, δ βήνακζδ υθςκ ηςκ εζδχκ έπεζ ζοζπεηζζηεί, ιεηαλφ ηςκ άθθςκ, ιε ηδ ζηαδζαηή 

ηαηάννεοζδ ηδξ μιμζμζηαζίαξ ηςκ μνβακζζιχκ. Έηζζ, ακ ηαζ δ ειθάκζζδ ηδξ βήνακζδξ είκαζ 

αδφκαημκ κα απμθεοπεεί, δ ιαηνμαζυηδηα ιπμνεί κα νοειζζηεί έιιεζα απυ ηδ νφειζζδ ηαζ 

ηδ δζαηήνδζδ ηςκ μιμζμζηαηζηχκ ιδπακζζιχκ πμο δζέπμοκ ηζξ ηοηηανζηέξ θεζημονβίεξ [1]. Οζ 

ηνυπμζ νφειζζδξ ηδξ μιμζμζηαζίαξ ηςκ μνβακζζιχκ, μ νυθμξ ημο βεκεηζημφ ηαζ 

πενζααθθμκηζημφ οπμαάενμο ζηδκ ελέθζλδ ημο θαζκμιέκμο ηδξ βήνακζδξ, πχξ ηαζ βζαηί 

ελεθίπεδηε ημ θαζκυιεκμ, είκαζ ζδιεία πμο ενεοκχκηαζ αθθά αηυια δεκ είκαζ πθήνςξ 

ηαηακμδηά. θα αοηά απμδεζηκφμοκ πεναζηένς ηδκ πμθοπθμηυηδηα ημο θαζκμιέκμο. 

 

1.1.1 In vivo Γήξαλζε 

ε επζζηδιμκζηυ ηαζ πεζναιαηζηυ επίπεδμ, ημ θαζκυιεκμ ηδξ βήνακζδξ ιπμνεί κα 

ηαηδβμνζμπμζδεεί ηαζ κα ιεθεηδεεί ζε δφμ επίπεδα: ζηδκ in vivo βήνακζδ ηαζ ζηδκ in vitro 

βήνακζδ. Ζ δεφηενδ απμηεθεί έκα ιμκηέθμ πμο πνδζζιμπμζείηαζ ζημ ενβαζηήνζμ ηαζ 

πνμζμιμζάγεζ ημ θαζκυιεκμ ηδξ in vivo βήνακζδξ [3, 4].  

H in vivo βήνακζδ ιεθεηάηαζ ιε: α) ηδ πνήζδ πεζναιαηυγςςκ, α) ελεηάγμκηαξ οβζείξ 

αζςκυαζμοξ ηαζ β) ελεηάγμκηαξ ηα ζφκδνμια πνχζιδξ βήνακζδξ. Α) Oνζζιέκα γχα, υπςξ δ 

Drosophila ηαζ μ C. Elegans, έπμοκ ιζηνυ πνυκμ γςήξ πμο ηα ηαεζζηά ζδακζηά βζα ηδ ιεθέηδ 

ημο θαζκμιέκμο ηδξ βήνακζδξ. Άθθμζ ιμκμηφηηανμζ μνβακζζιμί, υπςξ μ Saccharomyces 

cerevisiae, έπμοκ εονέςξ πνδζζιμπμζδεεί [5]. Μενζημί ιδπακζζιμί έπμοκ ηαεμθζηή ζζπφ ζε 

δζάθμνα πεζναιαηζηά ιμκηέθα. οβηεηνζιέκα, δ ιείςζδ ημο ιεηααμθζημφ νοειμφ ιε ημκ 

πενζμνζζιυ ηςκ εενιίδςκ θαίκεηαζ κα είκαζ απμηεθεζιαηζηή ζε ιεβάθμ ανζειυ γςζηχκ 

εζδχκ. Χζηυζμ δ θοζζμθμβία ημο ακενχπμο δζαθένεζ ζδιακηζηά απυ ημοξ μνβακζζιμφξ πμο 

πνμακαθένεδηακ. ηδκ πναβιαηζηυηδηα, θαίκεηαζ υηζ οπάνπμοκ ιδπακζζιμί βήνακζδξ μζ 

μπμίμζ είκαζ ημζκμί βζα ηα δζάθμνα γςζηά είδδ, υπςξ επίζδξ ηαζ ιδπακζζιμί ιμκαδζημί βζα 

ηάεε είδμξ [6].  

Β) Σα ηεθεοηαία πνυκζα έπμοκ ανπίζεζ κα ακηθμφκηαζ πμθφηζιεξ πθδνμθμνίεξ απυ 

ζοβηεηνζιέκεξ μιάδεξ ημο ακενχπζκμο πθδεοζιμφ, υπςξ δ μιάδα ηςκ αζςκυαζςκ, πμο 

εεςνμφκηαζ πμθφ ηαθυ ακενχπζκμ ιμκηέθμ "επζηοπμφξ" βήνακζδξ. Οζ οβζείξ αζςκυαζμζ 

πανυηζ έπμοκ θηάζεζ ζε ελαζνεηζηά ιεβάθδ δθζηία, έπμοκ λεθφβεζ απυ ηζξ αζεέκεζεξ πμο 

ζπεηίγμκηαζ ιε ηδ βήνακζδ ηαζ ζοκήεςξ ανίζημκηαζ ζε ηαθή ροπζηή ηαζ πκεοιαηζηή 

ηαηάζηαζδ. Μεθέηεξ ζπεηζηά ιε αοηήκ ηδκ μιάδα αηυιςκ πνμηείκμοκ υηζ μζ αζςκυαζμζ είκαζ 
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άημια πμο θένμοκ είηε αολδιέκα επίπεδα πνμζηαηεοηζηχκ ιμνίςκ ή εκαθθαηηζηά, 

δζαθμνμπμζδιέκα αζμπδιζηά ιμκμπάηζα πμο εκενβμπμζμφκ ηέημζμο είδμοξ ιυνζα, είηε ηα ίδζα 

πνμζηαηεοηζηά ιυνζα ιε ηα οπυθμζπα άημια ημο πθδεοζιμφ, αθθά εθμδζαζιέκα ιε αολδιέκμ 

πνυκμ θεζημονβίαξ [7].  

Γ) Έκαξ εκδζαθένςκ θαζκυηοπμξ ζηδ αζμθμβία ηδξ βήνακζδξ είκαζ δ επζηαποκυιεκδ 

βήνακζδ, πμο ειθακίγεηαζ ζε ακενχπμοξ ηαζ γχα ςξ απμηέθεζια μνζζιέκςκ ιεηαθθάλεςκ. 

Σα θεβυιεκα «ζφκδνμια πνμβδνίαξ» είκαζ ζπάκζεξ βεκεηζηέξ κυζμζ, ιε παναηηδνζζηζηά 

παναδείβιαηα ημ ζφκδνμιμ Werner’s (ζφκδνμιμ πνμβδνίαξ ζε εκήθζηεξ), ημ ζφκδνμιμ 

Hutchinson-Gilford (ζφκδνμιμ πνμβδνίαξ ζε παζδζά) ηαζ ημ ζφκδνμιμ Down (ηνζζςιία 21) 

[8], ηα μπμία δζαθμνμπμζμφκηαζ ηονίςξ ιε αάζδ ημ πνυκμ ειθάκζζήξ ημοξ. Σμ ζφκδνμιμ 

Werner μθείθεηαζ ζε οπμθεζπυιεκδ ιεηαθθαβή εκυξ βμκζδίμο πμο ηςδζημπμζεί ιζα RecQ 

εθζηάζδ [9], δ μπμία ειπθέηεηαζ ζηδκ επζδζυνεςζδ ημο DNA. Έηζζ, ηφηηανα πμο 

πνμένπμκηαζ απυ αζεεκείξ ιε αοηυ ημ ζφκδνμιμ ειθακίγμοκ αολδιέκδ βεκςιζηή αζηάεεζα 

[10], πναβιαημπμζχκηαξ πμθφ ιζηνυηενμ ανζειυ ηοηηανζηχκ δζαζνέζεςκ ζε ζφβηνζζδ ιε ηα 

θοζζμθμβζηά ηφηηανα [11]. Πανυιμζα, ζημ ζφκδνμιμ Hutchinson-Gilford ιεηαθθάζζεηαζ δ 

πονδκζηή πνςηεΐκδ Lamin A/C [12]. θα ηα παναπάκς ζφκδνμια πνμζθένμκηαζ ςξ ιμκηέθα 

βζα ηδ ιεθέηδ ηςκ ιδπακζζιχκ πμο εοεφκμκηαζ βζα ηδκ «ακεπζηοπή» ελέθζλδ ηδξ βήνακζδξ, 

πνμηεζιέκμο κα ελαπεμφκ ζοιπενάζιαηα βζα ηδ θοζζμθμβζηή δζαδζηαζία ημο θαζκμιέκμο.  

 

1.1.2 In vitro Γήξαλζε 

Ζ ιεθέηδ ημο θαζκμιέκμο ηδξ βήνακζδξ in vivo δεκ είκαζ εφημθδ, ελαζηίαξ ηςκ αζμδεζηχκ 

πνμαθδιάηςκ πμο δδιζμονβμφκηαζ απυ ηζξ απεοεείαξ ιεθέηεξ ζε εεεθμκηέξ, αθθά ηαζ ηςκ 

πναηηζηχκ πνμαθδιάηςκ απυ ηδκ ακάβηδ βζα ιεβάθμ ανζειυ δεζβιάηςκ. Δπμιέκςξ, 

ακαγδηήεδηε έκα ιμκηέθμ βζα ηδ ιεθέηδ ημο θαζκμιέκμο ηδξ βήνακζδξ ζε in vitro ζοκεήηεξ. 

Μέπνζ ζηζβιήξ, έπμοκ ακαθενεεί δφμ είδδ in vitro βήνακζδξ: α) δ ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ 

ηαζ α) δ πνυςνα επαβυιεκδ βήνακζδ θυβς ζηνεξ. 

 

 Αλαδηπιαζηαζηηθή γήξαλζε 

Σα θοζζμθμβζηά ακενχπζκα ηφηηανα, υηακ ιεηαθενεμφκ ζηδκ ηαθθζένβεζα, πάκμοκ ζηαδζαηά 

ημ πμθθαπθαζζαζηζηυ ημοξ δοκαιζηυ ηαζ αθμφ πναβιαημπμζήζμοκ ζοβηεηνζιέκμ ανζειυ 

ηοηηανζηχκ δζπθαζζαζιχκ, θηάκμοκ ζημ ζδιείμ ηδξ ιδ ακηζζηνεπηήξ παφζδξ ημο 

πμθθαπθαζζαζιμφ ημοξ. Ζ δζαδζηαζία ηδξ δζαδμπζηήξ ιείςζδξ ημο ηοηηανζημφ 

πμθθαπθαζζαζηζημφ δοκαιζημφ είκαζ βκςζηή ςξ ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ (replicative 

senescence), δδθαδή βήνακζδ πμο ηαεμνίγεηαζ απυ ημκ πναβιαημπμζμφιεκμ ανζειυ 
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ηοηηανζηχκ δζαζνέζεςκ ηαζ υπζ απυ ημ πνυκμ πμο ηα ηφηηανα δζαηδνμφκηαζ ζηδκ ηαθθζένβεζα 

[3].  

Ζ ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ ζοκδέεηαζ άιεζα ιε ηδ ζηαδζαηή ιείςζδ ηςκ ηεθμιενχκ. 

ε ηάεε ηοηηανζηή δζαίνεζδ, ημ ιήημξ ηςκ ηεθμιενχκ ιεζχκεηαζ ζηαδζαηά, έςξ υημο θηάζεζ 

ζε έκα ζοβηεηνζιέκμ ιήημξ ζημ μπμίμ πζζηεφεηαζ πςξ εκενβμπμζείηαζ πθέμκ μ βδναζιέκμξ 

θαζκυηοπμξ [13]. Ζ δζαδζηαζία αοηή έπεζ μκμιαζηεί νεπθζηυιεηνμ, δδθαδή είδμξ "ιεηνδηή" 

ηςκ ηοηηανζηχκ δζπθαζζαζιχκ [14]. Ακ ζε έκα βνάθδια απμηοπςεεί μ ανζειυξ ηςκ 

δζπθαζζαζιχκ πμο πναβιαημπμζμφκ μζ ακενχπζκμζ ζκμαθάζηεξ ζηδκ ηαθθζένβεζα ζε ζπέζδ ιε 

ημ πνυκμ πμο αοηά δζαηδνμφκηαζ ζηζξ in vitro ζοκεήηεξ, θαιαάκεηαζ δ «ηοπζηή ηαιπφθδ ημο 

Hayflick», πμο εηθνάγεζ ηδκ in vitro ακάπηολδ ηςκ θοζζμθμβζηχκ ζκμαθαζηχκ (Δζη. 1). 

Πνυηεζηαζ βζα ιία θμβανζειζηή ηαιπφθδ αφλδζδξ, ζηδκ μπμία ανπζηά μ νοειυξ 

δζπθαζζαζιμφ είκαζ αολδιέκμξ ηαζ ζηαδζαηά ιεζχκεηαζ βζα κα θηάζεζ ζε ηάπμζμ ζδιείμ υπμο 

ηα ηφηηανα πθέμκ παφμοκ κα πμθθαπθαζζάγμκηαζ, μπυηε ειθακίγεηαζ ημ «plateau ηδξ 

ηαιπφθδξ» (Δζη. 1). Ο ζοκμθζηυξ πνυκμξ γςήξ ηςκ ηοηηάνςκ ζε in vitro ζοκεήηεξ είκαζ 

βκςζηυξ ηαζ ςξ «υνζμ Hayflick» (Hayflick limit).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ακενχπζκμζ ειανοσημί ζκμαθάζηεξ δζαζνμφκηαζ ζηδκ ηαθθζένβεζα ηαε’ υθδ ηδ δζάνηεζα ηδξ in 

vitro γςήξ ημοξ ηαζ ηαηαιεηνείηαζ μ ανζειυξ ηςκ ηοηηανζηχκ δζαζνέζεςκ ζε ζπέζδ ιε ημ 

πνυκμ παναιμκήξ ημοξ ζηδκ ηαθθζένβεζα. Μία ιεβάθδ πενίμδμξ ζοκεπμφξ αφλδζδξ 

αημθμοεείηαζ απυ ιία πενίμδμ ιε ιεζςιέκμ νοειυ αφλδζδξ, πμο ηαηαθήβεζ ζε παφζδ ημο 

πμθθαπθαζζαζιμφ. 

 

 

Δηθόλα 1 Κακπύιε ηνπ Hayflick 
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Έκα ιεβάθμ ενχηδια ζημ πεδίμ ηδξ βήνακζδξ είκαζ ημ ακ ιεθεηχκηαξ ημ θαζκυιεκμ ηδξ in 

vitro ακαδζπθαζζαζηζηήξ βήνακζδξ, ιπμνεί κα βίκεζ ηαηακμδηυ ημ θαζκυιεκμ ηδξ in vivo 

βήνακζδξ. Έςξ ζήιενα, οπάνπμοκ ανηεηέξ εκδείλεζξ ζοζπέηζζδξ ηςκ δφμ θαζκμιέκςκ. 

Ανπζηά, ηφηηανα πμο πνμένπμκηαζ απυ άημια πμο πάζπμοκ απυ ζφκδνμια πνυςνδξ 

βήνακζδξ (ζφκδνμια Hutchinson-Gilford ηαζ Werner's) δίκμοκ ιζηνυηενμ ανζειυ 

δζπθαζζαζιχκ ζηδκ ηαθθζένβεζα ζε ζπέζδ ιε ηφηηανα απυ ακηίζημζπμοξ οβζείξ δυηεξ. 

Δπζπθέμκ, έπεζ ανεεεί πςξ ημ ιέβζζημ πνμζδυηζιμ γςήξ ηάεε είδμοξ ζπεηίγεηαζ ακάθμβα ιε 

ημ in vitro πνμζδυηζιμ γςήξ ηςκ ζκμαθαζηχκ ημο ηάεε είδμοξ [15]. Έηζζ, ακενχπζκμζ 

ζκμαθάζηεξ δίκμοκ πμθφ ιεβαθφηενμ ανζειυ ηοηηανζηχκ δζπθαζζαζιχκ ζηδκ ηαθθζένβεζα 

απυ ζκμαθάζηεξ ηνςηηζηχκ.  

ηδ αζαθζμβναθία οπάνπμοκ ανηεηέξ ακαθμνέξ πμο οπμζηδνίγμοκ ηδκ ανκδηζηή ζπέζδ 

ακάιεζα ζηδκ δθζηία ημο δυηδ ηαζ ημ πμθθαπθαζζαζηζηυ δοκαιζηυ ηςκ ηοηηάνςκ ημο in 

vitro, δδθαδή υζμ ιεβαθφηενμξ μ δυηδξ, ηυζμ ιζηνυηενμξ μ ανζειυξ ηοηηανζηχκ 

δζπθαζζαζιχκ πμο πναβιαημπμζμφκ ηα ηφηηανά ημο in vitro [16]. Γεκ πνέπεζ υιςξ κα 

παναθδθεεί δ ακαθμνά ιζαξ ιεθέηδξ πμο οπμζηδνίγεζ υηζ μ ανζειυξ ηςκ δζπθαζζαζιχκ πμο 

ηα ηφηηανα ηάπμζμο δυηδ πναβιαημπμζμφκ ζηδκ ηαθθζένβεζα, είκαζ πενζζζυηενμ ζοκάθεζα 

ηδξ οβείαξ ημο δυηδ ηαζ υπζ ηδξ δθζηίαξ αοημφ [17]. Σέθμξ, μ πθέμκ απμδεηηυξ δείηηδξ 

βήνακζδξ, δ εκενβυηδηα SA-α-βαθαηημζζδάζδξ ακζπκεφηδηε ζε ηφηηανα δμηχκ ιεβάθδξ 

δθζηίαξ [18]. οκεπχξ, ακ ηαζ εα πνέπεζ κα θαιαάκμκηαζ οπυρδ υθμζ μζ πενζμνζζιμί πμο 

δζέπμοκ ημ ζοζπεηζζιυ ιεηαλφ in vitro ηαζ in vivo βήνακζδξ, θαίκεηαζ υηζ ημ ιμκηέθμ ηδξ 

ακαδζπθαζζαζηζηήξ βήνακζδξ είκαζ ημ ηαθφηενμ ηαζ ημ πθέμκ απμδεηηυ in vitro ζφζηδια 

ιεθέηδξ ημο θαζκμιέκμο ηδξ βήνακζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ηςκ εδθαζηζηχκ [13]. 

 

 Υαξαθηεξηζηηθά αλαδηπιαζηαζηηθήο γήξαλζεο 

Καηά ηδκ ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ, ηα ηφηηανα θένμοκ ηάπμζα ζδζαίηενα ιμνθμθμβζηά ηαζ 

αζμπδιζηά παναηηδνζζηζηά ζε ζπέζδ ιε ηα κεανά. οβηεηνζιέκα, ιεηααάθθεηαζ ζηαδζαηά δ 

ιμνθμθμβία ημοξ, ηαεχξ απυ ιαηνυζηεκα ιε μλφθδηηα άηνα πμο ιεβαθχκμοκ ζε 

πανάθθδθμοξ ζημίπμοξ ιεηαηνέπμκηαζ ζε πεπθαηοζιέκα, πμο αολάκμκηαζ πςνίξ ηάπμζα δμιή 

ζημ πχνμ, μζ πονήκεξ ημοξ δζμβηχκμκηαζ, ημ δίηηομ ημο ηοηηανμζηεθεημφ ημοξ μνβακχκεηαζ 

δζαθμνεηζηά, δ ζφζηαζδ ηδξ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ δζαθμνμπμζείηαζ ηαζ ειθακίγμοκ 

αολδιέκμ νοειυ αζμβέκεζδξ θοζμζςιάηςκ [19]. Δπίζδξ, βειίγμοκ ιε ημηηία  θζπμθμοζηίκδξ 

[20], οθζηυ ιε εκδμβεκή θεμνζζιυ, πμο πνμένπεηαζ ηονίςξ απυ μλεζδςιέκα πανάβςβα 

θζπζδίςκ ηαζ πνςηεσκχκ ηα μπμία ζοκδέμκηαζ ιεηαλφ ημοξ ιε μιμζμπμθζημφξ ηαζ οδνυθμαμοξ 

δεζιμφξ. Ζ ζοζζχνεοζδ θζπμθμοζηίκδξ έπεζ επζπηχζεζξ ζε δζάθμνεξ ηοηηανζηέξ 
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θεζημονβίεξ, υπςξ είκαζ δ επαβςβή εθεοεένςκ νζγχκ πμο αολάκμοκ ημ εκδμηοηηανζηυ 

μλεζδςηζηυ ζηνεξ, απμζηαεενμπμίδζδ ηςκ θοζμζςιάηςκ, ιείςζδ αοημθαβμηοηηάνςζδξ ηαζ 

ακαζημθή ηδξ δνάζδξ ημο πνςηεμζχιαημξ [21]. 

Χξ πνμξ ηα αζμπδιζηά παναηηδνζζηζηά, ηα βδναζιέκα ηφηηανα ιπμνμφκ κα παναιείκμοκ 

ζηδ θάζδ ιδ δζπθαζζαζιμφ άεζηηα αθθά ιεηααμθζηά εκενβά βζα πνυκζα [22]. Γζαηδνμφκ ηδκ 

ζηακυηδηα κα ζοκεέημοκ RNA ηαζ πνςηεΐκεξ, υπζ υιςξ DNA. Σα βδναζιέκα ηφηηανα είκαζ 

ιυκζια ζηαιαηδιέκα ζηδκ G1 θάζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, μπυηε ηαζ δζαθμνμπμζμφκηαζ 

απυ ηα ηφηηανα πμο είκαζ ζηαιαηδιέκα ζηδκ G0 θάζδ ηαζ δε ζοκεέημοκ DNA θυβς ηδξ 

ακαζημθήξ ελ' επαθήξ. Δπζπνυζεεηα, πανμοζζάγμοκ αολδιέκδ εκενβυηδηα ηδξ υλζκδξ SA-α-

βαθαηημζζδάζδξ, εκυξ απυ ημοξ πθέμκ απμδεηημφξ δείηηεξ βήνακζδξ πμο ζπεηίγεηαζ ιε ημκ 

αολδιέκμ νοειυ αζμβέκεζδξ θοζμζςιάηςκ [18], ηαεχξ ηαζ αολδιέκα επίπεδα άθθςκ 

βμκζδίςκ, υπςξ δ μζηεμκεηηίκδ, δ ζκμκεηηίκδ ηαζ δ απμθζπμπνςηεΐκδ J [17]. Δπίζδξ, έπμοκ 

ορδθά επίπεδα εκενβυηδηαξ ιεηαθθμπνςηεσκαζχκ, εκγφιςκ πμο απμδμιμφκ ημκ 

ελςηοηηάνζμ πχνμ, ιεζςιέκδ ζηακυηδηα κα εηθνάγμοκ πνςηεΐκεξ εενιζημφ ζηνεξ ηυζμ in 

vivo [23] υζμ ηαζ in vitro [24] ηαζ αολδιέκμ ανζειυ ιεηαθθάλεςκ ημο ιζημπμκδνζαημφ DNA 

[25]. Σέθμξ, εκχ ηα θοζζμθμβζηά ακενχπζκα ηφηηανα είκαζ δζπθμεζδή, ιε ηάεε 

ακαηαθθζένβεζα αολάκεζ μ ανζειυξ ηςκ πμθοπθμεζδζηχκ ηοηηάνςκ [26]. 

 

 Πξόσξα επαγόκελε γήξαλζε εμαηηίαο ζηξεο 

Δηηυξ απυ ημ νεπθζηυιεηνμ ηαζ ημκ ανζειυ ηςκ πναβιαημπμζμφιεκςκ ηοηηανζηχκ 

δζανέζεςκ, οπάνπμοκ ηαζ άθθμζ πανάβμκηεξ πμο ακ ηαζ δε ζπεηίγμκηαζ άιεζα ιε ημ 

νεπθζηυιεηνμ, ιπμνμφκ κα εκενβμπμζήζμοκ ζε κεανά ηφηηανα ηδκ ειθάκζζδ ιζαξ ηοηηανζηήξ 

δζαδζηαζίαξ πμο θαζκμηοπζηά ηαζ αζμπδιζηά ιμζάγεζ ιε ηδκ ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ ηαζ 

μκμιάγεηαζ πνυςνα επαβυιεκδ βήνακζδ ελαζηίαξ ζηνεξ (stress-induced premature 

senescence, SIPS). 

Πανάβμκηεξ πμο ιπμνμφκ κα μδδβήζμοκ ηα κεανά ηφηηανα ζε πνυςνδ βήνακζδ είκαζ 

δζάθμνα μλεζδςηζηά, υπςξ ημ Ζ2Ο2 [27], δ οπενέηθναζδ ημο μβημβμκζδίμο ras ζε 

θοζζμθμβζηά κεανά ηφηηανα [28], δ ακαζημθή ααζζηχκ ηοηηανζηχκ ιμκμπαηζχκ, υπςξ ηδξ 

PI-3 ηζκάζδξ [29], ηαεχξ ηαζ δ ακαζημθή ηδξ θεζημονβίαξ ημο πνςηεμζχιαημξ [30]. πςξ 

ζηδκ ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ, έηζζ ηαζ ζε αοηυ ημ είδμξ in vitro βήνακζδξ, δ ιυκζιδ 

παφζδ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ επζηοβπάκεηαζ ιέζς εκενβμπμίδζδξ μβημ-ηαηαζηαθηζηχκ 

βμκζδίςκ, ημο p53 ηαζ ηςκ ακαζημθέςκ ηςκ ηοηθζκμ-ελανηχιεκςκ ηζκαζχκ (cyclin-

dependent kinase inhibitors, CDKIs), p16
INK4A

, p19
ARF

 ηαζ p21
Cip1/Waf1/sdi1

 [31]. 
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Φακενά, οπάνπμοκ δφμ ααζζημί ιδπακζζιμί πμο εθέβπμοκ ηδκ in vitro βήνακζδ, είηε ηδκ 

ακαδζπθαζζαζηζηή, είηε ηδκ πνυςνα επαβυιεκδ [31, 32]. Ο πνχημξ ιδπακζζιυξ ζπεηίγεηαζ ιε 

ηδ ιείςζδ ημο ιήημοξ ηςκ ηεθμιενχκ ηαζ θεζημονβεί ςξ "ιζηςηζηυ νμθυζ" (mitotic clock) 

πμο εθέβπεζ δζανηχξ ηδκ αηεναζυηδηα ηςκ ηεθμιενχκ ηαζ ςεεί ζηδκ ειθάκζζδ ημο 

θαζκμηφπμο ηδξ βήνακζδξ υηακ αοηή δ αηεναζυηδηα δεκ οθίζηαηαζ πθέμκ. Ο δεφηενμξ 

ιδπακζζιυξ επάβεζ ηδκ ειθάκζζδ ημο πνυςνμο βδναζιέκμο θαζκυηοπμο, ιέζς ιδπακζζιχκ 

ακελάνηδηςκ ημο ιήημοξ ηςκ ηεθμιενχκ, μζ μπμίμζ ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ 

μβημηαηαζηαθηζηήξ πνςηεΐκδξ p53 ηαζ ηςκ ακαζημθέςκ ηςκ ηοηθζκμ-ελανηχιεκςκ ηζκαζχκ. 

Σα δφμ είδδ in vitro βήνακζδξ δεκ είκαζ πακμιμζυηοπα, αθθά πανμοζζάγμοκ πμθθέξ 

μιμζυηδηεξ [33]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 2 Κπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο θαηά ηελ εμέιημε ηεο δηαδηθαζίαο ηεο θπηηαξηθήο 

γήξαλζεο 
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1.2 Σν p53 είλαη έλα νγθνθαηαζηαιηηθό γνλίδην: Ηζηνξία ηεο αλαθάιπςήο ηνπ 

Σμ p53 ακαηαθφθεδηε ημ 1979 ςξ ιία πνςηεΐκδ ζε ζφιπθμημ ιε ημ ιεβάθμ T-ακηζβυκμ ημο 

DNA ζμφ SV-40 [34, 35]. Πανάθθδθα, ιία άθθδ ιεθέηδ ακέθενε ορδθά επίπεδα p53 ζε 

ιεηαζπδιαηζζιέκα ηφηηανα πςνίξ πνμδβμφιεκδ ζζηή ιυθοκζδ, πνμηείκμκηαξ υηζ 

ηςδζημπμζείηαζ απυ ηοηηανζηά βμκίδζα. Ήδδ απυ ηα πνχηα πνυκζα ηδξ ακαηάθορήξ ημο, 

απμηαθφθεδηε ημ ιμκαδζηυ παναηηδνζζηζηυ ημο p53, πμο ημ δζαηνίκεζ απυ ηα άθθα 

μβημηαηαζηαθηζηά βμκίδζα. Σμ βμκίδζμ p53 ηθςκμπμζήεδηε [36, 37] ηαζ ανπζηά πενζβνάθδηε 

ςξ έκα μβημβμκίδζμ θυβς ηδξ ζηακυηδηάξ ημο κα ιεηαζπδιαηίγεζ ηα ηφηηανα ζε ζοκενβαζία 

ιε ημ μβημβμκίδζμ H-Ras [38, 39]. ηδ ζοκέπεζα, δείπηδηε υηζ αεακαημπμζεί ηα ηφηηανα [40] 

ηαζ εκζζπφεζ ημ δοκαιζηυ μβημβέκεζδξ ηοηηάνςκ πμο εζζένπμκηαζ ζε πμκηίηζα [41, 42], 

χζπμο έβζκε ηαηακμδηυ υηζ αοηή δ πνςηεΐκδ ήηακ ημ πνμσυκ εκυξ ιεηαθθαβιέκμο βμκζδίμο, 

πμο πνάβιαηζ πνμηαθμφζε μβημβέκεζδ. Ο ζδιακηζηυξ νυθμξ ζηδκ μβημβέκεζδ θαίκεηαζ απυ 

ιεθέηεξ ζε αζεεκείξ ιε ζφκδνμιμ Li-Fraumeni, μζ μπμίμζ ηθδνμκμιμφκ έκα αθθδθυιμνθμ 

ιεηαθθαβιέκμο p53 βμκζδίμο ηαζ έπμοκ ιεβάθδ πνμδζάεεζδ βζα ηανηίκμοξ [43]. 

Απυ ηδ ζηζβιή πμο ηθςκμπμζήεδηε ημ άβνζμο-ηφπμο p53, απμδείπηδηε υηζ δ 

θοζζμθμβζημφ-ηφπμο πνςηεΐκδ ιπθυηανε ηδκ ζηακυηδηα ηςκ μβημβμκζδίςκ κα 

ιεηαζπδιαηίγμοκ ηα ηφηηανα [44-46]. Έβζκε, επίζδξ, ηαηακμδηυ υηζ μ SV-40 έπνεπε κα 

απεκενβμπμζήζεζ ημ p53 πνμηεζιέκμο κα ιεηαζπδιαηίζεζ ηα ηφηηανα [47]. Απυ ηυηε, ημ p53 

ηαηαηάπεδηε ζηα μβημηαηαζηαθηζηά βμκίδζα ηαζ πμθοάνζειεξ ιεθέηεξ έπμοκ ηαεζενχζεζ ημ 

νυθμ ημο ζηδκ πνμζηαζία ηςκ ηοηηάνςκ έκακηζ ημο ηανηίκμο [48]. Δίκαζ παναηηδνζζηζηυ υηζ 

πμκηίηζα πμο δεκ εηθνάγμοκ p53 (p53 knock-out mice) ακαπηφζζμοκ ηανηίκμοξ ιέπνζ ηδκ 

δθζηία ηςκ 6 ιδκχκ [49, 50]. Σμ p53 ιεηαθθάζζεηαζ ζημ 50% υθςκ ηςκ ακενχπζκςκ 

ηανηίκςκ [51] ηαζ εεςνείηαζ ςξ ιία ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ πανά ζακ απεκενβμπμίδζδ. Αοηή δ 

ιεηάθθαλδ ημο p53 βμκζδίμο απμδίδεζ κέεξ μβημβμκζηέξ ζδζυηδηεξ ζηδκ πνςηεΐκδ p53. Ζ 

ακαβκχνζζδ ημο ηονίανπμο νυθμο ημο p53 ζηδκ πνμζηαζία έκακηζ ηςκ ηανηίκςκ έπεζ 

πνμηαθέζεζ ημ ιεβάθμ ανζειυ ηςκ επζζηδιμκζηχκ άνενςκ, ηα μπμία ακένπμκηαζ ζε πενίπμο 

20.000. 

1.3 Λεηηνπξγία ηεο πξσηεΐλεο p53 

Ζ πνςηεΐκδ p53 εκενβμπμζείηαζ έπεζηα απυ ηδκ εκενβμπμίδζδ δζάθμνςκ μβημβμκζδίςκ ή 

αθάαδ ημο DNA ή επάβεηαζ ςξ απυηνζζδ ζε άθθμοξ ηφπμοξ ηοηηανζημφ ζηνεξ, υπςξ δ 

οπμλία ηαζ δ ιείςζδ ηςκ rNTPs, ιε απμηέθεζια ηδκ αφλδζδ ηςκ πενζζηαηζηχκ ιεηαθθαβήξ 

ζηα ηφηηανα ηαζ επμιέκςξ ηςκ πζεακμηήηςκ ηανηζκμβέκεζδξ (Δζη. 3). Με ηδκ πανμοζία 

αθάαδξ ζημ DNA, δ p53 εκενβμπμζείηαζ ηαζ νοειίγεζ ηδ ιεηάααζδ ημο ηοηηάνμο απυ ηδ 
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θάζδ G1 ζηδ θάζδ S ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο. Πνμηαθεί, δδθαδή, πανμδζηή ακαζημθή ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο, δίκμκηαξ ημ πνυκμ ζημ ηφηηανμ είηε κα επζδζμνεχζεζ ηδ αθάαδ ημο DNA 

είηε κα μδδβδεεί ζε απυπηςζδ [48, 52]. Μπμνεί, επίζδξ, κα επδνεάζεζ ιία πμζηζθία άθθςκ 

αζμθμβζηχκ δζαδζηαζζχκ, υπςξ δ ηζκδηζηυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ, δ αββεζμβέκεζδ, δ 

δζαθμνμπμίδζδ, δ ηοηηανζηή επζαίςζδ, δ βθοηυθοζδ [53, 54] ηαζ δ αοημθαβία [55] (Δζη. 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H πνςηεΐκδ p53 επάβεηαζ απυ ιεβάθμ ανζειυ ηοηηανζηχκ ζηνεξ (ιπθε ημοηζά) ηαζ νοειίγεζ 

δζαθμνεηζηέξ αζμθμβζηέξ δζαδζηαζίεξ (πμνημηαθί ημοηζά) ιέζς ιεηαβναθζηήξ εκενβμπμίδζδξ 

ηςκ βμκζδίςκ-ζηυπςκ ημο. 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 3 ρήκα απόθξηζεο ηεο πξσηεΐλεο p53 
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1.3.1 Ζ πξσηεΐλε p53 είλαη έλαο κεηαγξαθηθόο παξάγνληαο 

Σμ βμκίδζμ p53 ηςδζημπμζεί βζα έκα ιεηαβναθζηυ πανάβμκηα ηαζ πνμάβεζ ηζξ πενζζζυηενεξ 

απυ ηζξ αζμθμβζηέξ ημο δναζηδνζυηδηεξ νοειίγμκηαξ ηδκ έηθναζδ πμθοάνζειςκ βμκζδίςκ-

ζηυπςκ (Δζη. 3), ηαεχξ πνμζδέκεηαζ ζηζξ εζδζηέξ αθθδθμοπίεξ, ηα ζημζπεία απυηνζζδξ ζηδκ 

p53 (p53 responsive elements) ζηδ νοειζζηζηή πενζμπή ηςκ βμκζδίςκ-ζηυπςκ [56]. Ο 

ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ p53 εκενβμπμζεί ηδ ιεηαβναθή ηςκ πενζζζυηενςκ ζηυπςκ ημο 

ζηναημθμβχκηαξ είηε βεκζημφξ ιεηαβναθζημφξ πανάβμκηεξ (TATA-binding protein-

associated factors) είηε αηεηοθμηνακζθενάζεξ ζζηυκδξ (HAT) είηε άθθμοξ πανάβμκηεξ, υπςξ 

είκαζ μζ CBP, p300 ηαζ PCAF, ζημκ οπμηζκδηή ημοξ [57-60]. 

Έκα απυ ηα πνχηα βμκίδζα-ζηυπμζ ημο p53 πμο ακαηαθφθεδηακ ήηακ μ ακαζημθέαξ ηςκ 

ηοηθζκμ-ελανηχιεκςκ ηζκαζχκ p21
Cip1/Waf1

, πμο επάβεζ παφζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο [61]. 

Ο ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ p53 επάβεζ απυπηςζδ, εκενβμπμζχκηαξ ηα βμκίδζα πμο 

ιεζμθααμφκ ζε ελςβεκή ηαζ εκδμβεκή απμπηςηζηά ιμκμπάηζα, ιεηαλφ ηςκ μπμίςκ είκαζ μζ 

οπμδμπείξ εακάημο Fas/CD95/Apo-1 ηαζ Killer/R5 ηαζ μζ ιζημπμκδνζαηέξ πνςηεΐκεξ Bax, 

Noxa ηαζ PUMA. Δίκαζ αλζμζδιείςημ υηζ δ πνςηεΐκδ p53 ιπμνεί κα μδδβήζεζ ζε απυπηςζδ 

ακελάνηδηα απυ ηδ ιεηαβναθζηή ηδξ δναζηζηυηδηα, αθθδθεπζδνχκηαξ άιεζα ιε ιέθδ ηδξ 

μζημβέκεζαξ BCL-2 ζηα ιζημπυκδνζα [62]. Πνυζθαηεξ ιεθέηεξ ακαθένμοκ ηδ ιζηνμζοζημζπία 

RNA (micro-RNA) miR-34 ςξ βμκίδζμ-ζηυπμ ημο p53. Σα miRNAs είκαζ ιία ηάλδ ιζηνχκ 

νοειζζηζηχκ RNAs πμο ιεζμθααμφκ ζηδ ιεηα-ιεηαβναθζηή απμζζχπδζδ εζδζηχκ ζηυπςκ 

mRNAs. Ζ μζημβέκεζα miR-34 επάβεηαζ άιεζα απυ ημ ιεηαβναθζηυ πανάβμκηα p53 ςξ 

απυηνζζδ ζε αθάαεξ ημο DNA ηαζ ζε μβημβμκζηυ ζηνεξ, πνμηαθχκηαξ παφζδ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ απυπηςζδ ιέζς ακαζημθήξ ηδξ βμκζδζαηήξ έηθναζδξ ακηζ-

απμπηςηζηχκ βμκζδίςκ ηαζ βμκζδίςκ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ [63, 64]. 

Ο ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ p53 ιεζμθααεί ζηδκ ηοηηανζηή επζαίςζδ ιέζς 

επζδζυνεςζδξ ημο DNA, επάβμκηαξ βμκίδζα υπςξ ημ Gadd45 ηαζ ημ p53R2 ηαζ πνμζηαηεφεζ 

ημ βμκζδίςια απυ ηζξ εκενβέξ νίγεξ μλοβυκμο (reactive oxygen species, ROS), επάβμκηαξ 

βμκίδζα υπςξ ημ TIGAR, Sestrins ηαζ Sco2, πμο ιεζχκμοκ ηα επίπεδα ηςκ εκδζηοηηάνζςκ 

ROS. To βμκίδζμ TIGAR ζοιιεηέπεζ ζηδ νφειζζδ ηδξ βθοηυθοζδξ, αθθά δνα ηαζ ςξ ακηζ-

μλεζδςηζηυ, ιεζχκμκηαξ ηα ROS ηαζ πνμζηαηεφμκηαξ απυ ηοηηανζηυ εάκαημ [53]. Δπμιέκςξ, 

ζε ζοκεήηεξ ήπζμο ζηνεξ, δ πνςηεΐκδ p53 ηαηέπεζ επζαζςηζηυ νυθμ ηαεχξ αμδεάεζ ηα 

ηφηηανα κα ακηαπελέθεμοκ ζημ ζηνεξ, ιεζχκμκηαξ ηα επίπεδα ηςκ ROS ηαζ επζηνέπμκηαξ ηδκ 

επζδζυνεςζδ ημο DNA. Ακηίεεηα, υηακ ημ ζηνεξ είκαζ πμθφ ζζπονυ ηαζ δ αθάαδ ημο DNA 
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ακεπακυνεςηδ, δ p53 εηηζκεί ιία ιδ ακηζζηνεπηή παφζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ή 

απυπηςζδ, πνμηεζιέκμο κα εθαηηχζεζ ημκ ανζειυ ηςκ αθααενχκ ηοηηάνςκ [52]. 

Ανηεηά βμκίδζα-ζηυπμζ ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα p53 ακαζηέθθμοκ ηδκ εκενβυηδηα 

ημο p53 ιέζς εκυξ αοημνοειζγυιεκμο ηφηθμο ανκδηζηήξ ακάδναζδξ (negative feedback 

loop). Ο p53 εκενβμπμζεί ιεηαβναθζηά ημκ ηφνζμ ανκδηζηυ νοειζζηή ημο, ημ βμκίδζμ mdm2 

(mouse double minute) [65, 66], ιία θζβάζδ μοιπζηζηίκδξ. Ζ Mdm2 θζβάζδ ιε ηδ ζεζνά ηδξ 

απεκενβμπμζεί ηδκ πνςηεΐκδ p53 ηονίςξ ζημπεφμκηάξ ηδκ βζα πνςηεμζςιζηή απμδυιδζδ ηαζ 

πνμςεχκηαξ ηδκ έλμδυ ηδξ απυ ημκ πονήκα [67]. Πανυιμζα, ηα βμκίδζα-ζηυπμζ Cop1 ηαζ 

Pirh2 ηςδζημπμζμφκ βζα Δ3 θζβάζεξ, πμο είκαζ ζηακέξ κα απμδμιήζμοκ ηδκ p53. 

Πανυθμ πμο δ ιεηαβναθή ηδξ πθεζμρδθίαξ ηςκ βμκζδίςκ-ζηυπςκ επάβεηαζ ιε ηδ δνάζδ 

ημο p53, οπάνπμοκ ηάπμζα βμκίδζα ηςκ μπμίςκ δ ιεηαβναθή ιεζχκεηαζ. Ο p53 ειπμδίγεζ ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ηςκ οπμηζκδηχκ αοηχκ ηςκ βμκζδίςκ ιε πμζηίθμοξ ηνυπμοξ. Πνχημκ, ιπμνεί 

κα ειπμδίζεζ ηδκ πνυζδεζδ ηςκ ηαηάθθδθςκ ιεηαβναθζηχκ παναβυκηςκ, υπςξ ζηδκ 

πενίπηςζδ ηςκ NF-Y ηαζ CEBP, οπενηαθφπημκηαξ ηζξ εέζεζξ πνυζδεζδξ ζημκ οπμηζκδηή. 

Μέζς αοημφ ημο ιδπακζζιμφ, ηαηαζηέθθεζ ηδ ιεηαβναθή ημο BRCA1 ηαζ ιενζηχκ αηυια 

βμκζδίςκ [68]. Με ακηίζημζπμ ηνυπμ, ηαηαζηέθθεζ ημ ακηζ-απμπηςηζηυ βμκίδζμ Bcl-2, 

απμηνέπμκηαξ ηδκ εκενβμπμίδζή ημο απυ ηδκ μζημβέκεζα ηςκ ιεηαβναθζηχκ παναβυκηςκ 

POU4F1 [69]. Γεφηενμκ, έπεζ ηδ δοκαηυηδηα κα αθθδθεπζδνά άιεζα ιε ημοξ ιεηαβναθζημφξ 

πανάβμκηεξ Sp1, AP1 ηαζ άθθμοξ, ιε ζημπυ κα ιπθμηάνεζ ηδκ πνυζδεζδ ζηα βμκίδζα-

ζηυπμοξ, υπςξ ηδξ ηοηθίκδξ Β1 [70] ηαζ ημο TERT [71]. Σνίημκ, ζηναημθμβεί 

απμαηεηοθάζεξ ζζηυκδξ (Histone DeAcetylases, HDACs) ζημοξ οπμηζκδηέξ, ιία δζαδζηαζία 

πμο ιεζμθααείηαζ απυ ηδκ αθθδθεπίδναζδ ιε ηδκ πνςηεΐκδ SIN3A, βζα ηδκ ηαηαζημθή 

βμκζδίςκ, υπςξ ημ MAP4 ηαζ ημ stathmin [72]. 

Έκα απυ ηα ααζζηά βμκίδζα-ζηυπμοξ ημο p53, ημ CD44, ακαζηέθθεηαζ απυ ημ p53 οπυ 

ζοκεήηεξ ααζζημφ ζηνεξ. Σμ CD44 ηςδζημπμζεί βζα έκα ιυνζμ ηδξ ηοηηανζηήξ επζθάκεζαξ ηαζ 

είκαζ ζηακυ κα ιπθμηάνεζ απμπηςηζηά ζζκζάθα πμο επάβμκηαζ απυ ζηνεξ ελανηχιεκμ απυ ηδκ 

πνςηεΐκδ p53. Σμ CD44 δζαδναιαηίγεζ ηονίανπμ νυθμ ζηδκ ελέθζλδ ηςκ υβηςκ ζε ηφηηανα 

πμο δεκ εηθνάγμοκ p53. Απεκενβμπμίδζδ ηδξ θεζημονβίαξ ηδξ p53 πνςηεΐκδξ ζηα ηανηζκζηά 

ηφηηανα απμηαηαζηέθθεζ ηδκ έηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ CD44, δ μπμία είκαζ μοζζχδδξ βζα ηδκ 

ζηακυηδηα έκανλδξ ημο υβημο ζε ιεηαζπδιαηζζιέκα επζεδθζαηά ηφηηανα εδθαζηζηχκ [73].  

Ζ επζθμβή ηδξ ηαηάθθδθδξ p53 απυηνζζδξ ελανηάηαζ απυ ημκ ηφπμ ημο ζοβηεηνζιέκμο 

ηοηηάνμο αθθά ηαζ ημο ζηνεξ, εκχ δ επζθμβή ηςκ ηαηάθθδθςκ ιεηα-ιεηαθναζηζηχκ 

ηνμπμπμζήζεςκ ηαεμνίγμοκ ηα βμκίδζα-ζηυπμοξ πμο εα ιεηαβναθμφκ απυ ημ p53. 

οβηεηνζιέκα, έπεζηα απυ αηηζκμαμθία UV ηαζ αθάαδ DNA, μζ HIPK2 [74, 75] ηαζ DYRK2 
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[76] θςζθμνοθζχκμοκ ηδκ πνςηεΐκδ p53 ζηδ εέζδ S46 ιέζς εκενβμπμίδζδξ ημο πνμ-

απμπηςηζημφ βμκζδίμο p53AIP1. Αηεηοθίςζδ ηδξ p53 ζηδ θοζίκδ 120 απυ ηζξ MOF ηαζ 

TIP60 πνμάβεζ p53-ελανηχιεκδ απυπηςζδ ςξ απυηνζζδ ζε αθάαδ ημο DNA, ιέζς ηςκ πνμ-

απμπηςηζηχκ βμκζδίςκ PUMA ηαζ Bax [77, 78]. Οοιπζηζηοθίςζδ ηδξ p53 απυ ηδκ Δ3 θζβάζδ 

E4F1 πνμηαθεί παφζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, εκενβμπμζχκηαξ ημ p21, ημ Gadd45 ηαζ ηδκ 

ηοηθίκδ G1, πςνίξ κα επδνεάγεζ ηα πνμ-απμπηςηζηά βμκίδζα-ζηυπμοξ [79]. Αηυια ηαζ ηα 

ιέθδ ηδξ p53 μζημβέκεζαξ, p63 ηαζ p73, ιπμνμφκ επζθεηηζηά κα εκζζπφζμοκ ηδκ απμπηςηζηή 

δνάζδ ηδξ πνςηεΐκδξ p53 ζε μνζζιέκμοξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ, πνμάβμκηαξ ηδκ trans-

εκενβμπμίδζδ ηςκ πνςηεσκχκ PERP ηαζ BAX, αθθά υπζ ηδξ p21 [80]. 

οκεπχξ, ημ εφνμξ ηςκ βμκζδίςκ-ζηυπςκ ημο πανάβμκηα p53 είκαζ εηηεκέξ ηαζ εηηυξ ηςκ 

υζςκ ακαθένεδηακ παναπάκς, πνέπεζ κα πνμζηεεμφκ μζ εηηνζκυιεκεξ πνςηεΐκεξ πμο 

νοειίγμοκ ηδκ ηοηηανζηή ιεηακάζηεοζδ ηαζ ηδκ αββεζμβέκεζδ. Πανά ημ βεβμκυξ υηζ αοηέξ μζ 

αζμθμβζηέξ δζαδζηαζίεξ έπμοκ δζαθμνεηζημφξ νυθμοξ ηαζ ιενζηέξ θμνέξ ακηίεεημοξ, υθεξ 

ζοιιεηέπμοκ ζηδκ μβημηαηαζηαθηζηή ζδζυηδηα ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα p53. 

 

1.3.2 Δλεξγνπνίεζε ηεο πξσηεΐλεο p53 

Σα ηαθφηενα ιεθεηδιέκα ηαζ πζμ ηαηακμδηά ζζκζάθα εκενβμπμίδζδξ ηδξ p53 είκαζ μζ αθάαεξ 

ημο DNA ηαζ δ μβημβμκζηή εκενβμπμίδζδ (Δζη. 4). Τπάνπμοκ δζαθμνεηζηά είδδ αθάαδξ ημο 

DNA, απμηέθεζια ηδξ β- ή ηδξ οπενζχδμοξ αηηζκμαμθίαξ, ηδξ αθηοθίςζδξ ηςκ αάζεςκ, ηδξ 

απμδζάηαλδξ ημο DNA ηαζ ηςκ εθεφεενςκ νζγχκ μλοβυκμο [81]. Οζ ηφνζμζ αζζεδηήνεξ ηδξ 

αθάαδξ ημο DNA είκαζ μζ πνςηεΐκεξ ATM ηαζ ATR ηαζ μζ ηζκάζεξ Chk1 ηαζ Chk2 [82-84], 

πμο θςζθμνοθζχκμοκ ηδκ p53 ηαζ μδδβμφκ ζε ζηαεενμπμίδζδ ηαζ εκενβμπμίδζή ηδξ. 

Ζ μβημβμκζηή εκενβμπμίδζδ μδδβεί ζε ζοζζχνεοζδ ηδξ p53 ιέζς εκυξ ιδπακζζιμφ, μ 

μπμίμξ ιεζμθααείηαζ ηονίςξ απυ ηδκ μβημηαηαζηαθηζηή πνςηεΐκδ ARF (p19
ARF

 ζημκ 

πμκηζηυ ηαζ p14
ARF

 ζημκ άκενςπμ). Ζ πνςηεΐκδ ARF (Alternative Reading Frame) είκαζ ημ 

πνμσυκ ημο βεκεηζημφ ηυπμο INK4a, πμο επίζδξ ηςδζημπμζεί βζα ημκ ακαζημθέα p16
INK4a

. 

Οβημβμκίδζα, υπςξ ημ Myc, ημ Ras ηαζ ημ E2F, επάβμοκ ηδκ έηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ ARF, ιε 

απμηέθεζια ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ p53 απυηνζζδξ [85-87], ηαεχξ δ ARF ακαζηέθθεζ ηδ 

δνάζδ ηδξ θζβάζδξ Mdm2 [88-91]. Πμκηίηζα πμο δεκ εηθνάγμοκ ARF έπμοκ πνμδζάεεζδ βζα 

ηανηίκμοξ, ακ ηαζ μ θαζκυηοπμξ δεκ είκαζ ηυζμ ζμαανυξ υπςξ ζηδκ πενίπηςζδ ηςκ πμκηζηχκ 

πμο δεκ εηθνάγμοκ p53 [92]. Άθθςζηε, ηανηζκζηέξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ πμο δζαηδνμφκ 

θοζζμθμβζημφ-ηφπμο p53 ζπεδυκ πάκηα πάκμοκ ηδκ ARF, βεβμκυξ πμο δεζηκφεζ ηδ ζδιαζία 

ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ιέζς αοημφ ημο ιμκμπαηζμφ ηαηά ηδκ ακάπηολδ ηςκ ηανηίκςκ. Ζ 

απχθεζα ηδξ ARF δεκ ειπμδίγεζ ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ p53 ηαηά ηδκ απυηνζζδ ζε αθάαδ ημο 
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DNA, πνμηείκμκηαξ υηζ δ μβημβμκζηή εκενβμπμίδζδ ηαζ δ αθάαδ ημο DNA είκαζ δφμ 

ακελάνηδηα ζζκζάθα. Δίκαζ αέααζμ υηζ δ ηαηάζηαζδ είκαζ πζμ πενίπθμηδ, εθυζμκ έπεζ δεζπεεί 

υηζ δ απχθεζα ηδξ ARF ιεζχκεζ ηδκ απυηνζζδ ζε αθάαδ ημο DNA, εκχ δ απχθεζα ηδξ ATM 

ιπμνεί κα ιεζχζεζ ηδκ ARF απυηνζζδ [93]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 4 Ρύζκηζε ηεο πξσηεΐλεο p53 

H Mdm2 θζβάζδ είκαζ μ ηφνζμξ ανκδηζηυξ νοειζζηήξ ηδξ πνςηεΐκδξ p53, εκχ δ p53 επάβεζ 

ιεηαβναβζηά ηδκ Mdm2. ηνεξ, υπςξ δ αθάαδ ημο DNA ηαζ δ εκενβμπμίδζδ ηςκ 

μβημβμκζδίςκ, εκενβμπμζμφκ ηδκ p53 ακαζηέθθμκηαξ ηδκ Mdm2. 

 

Ζ ζπμοδαζυηδηα αοηχκ ηςκ δφμ ιμκμπαηζχκ ηδξ p53 εκενβμπμίδζδξ ζηδκ ηαηαζημθή ηςκ 

υβηςκ παναιέκεζ αιθζθεβυιεκδ. Απυ ηδ ιία πθεονά, έπεζ δεζπεεί υηζ ημ ιμκμπάηζ βζα ηδ 

αθάαδ ημο DNA είκαζ έκα ζοιαάκ πμο θαιαάκεζ πχνα κςνίξ ιε ηδκ ειθάκζζδ ηςκ υβηςκ ηαζ 

δ p53 απυηνζζδ εκενβμπμζείηαζ βζα κα πνμζηαηεφζεζ ηα ηφηηανα απυ ημ ζπδιαηζζιυ υβηςκ 

[94, 95]. Απυ ηδκ άθθδ, εεςνείηαζ υηζ δ πνςηεΐκδ p53 είκαζ ζδιακηζηή ζακ 

μβημηαηαζηαθηζηή πνςηεΐκδ, ιυκμ αθμφ δ πθεζμκυηδηα ηδξ αθάαδξ ημο DNA έπεζ ήδδ 

επζθοεεί [96]. ε ζοιθςκία ιε αοηήκ ηδκ άπμρδ, ιία μιάδα ενεοκδηχκ έδεζλε υηζ δ 

ζδιαημδυηδζδ ιέζς ARF εοεφκεηαζ βζα υθδ ζπεδυκ ηδκ μβημηαηαζηαθηζηή δνάζδ ηδξ p53 

[97], πμο ζδιαίκεζ υηζ δ δνάζδ ηδξ p53 έπεζηα απυ μβημβμκζηή εκενβμπμίδζδ είκαζ δ πζμ 

ζδιακηζηή ζηδ δζαδζηαζία ηαηαζημθήξ ηςκ υβηςκ.  

Δηηυξ ηςκ άθθςκ, ημ νζαμζςιζηυ ζηνεξ είκαζ έκαξ πμθφ βκςζηυξ εκενβμπμζδηήξ ηδξ p53. 

Γζα πανάδεζβια, δ πμνήβδζδ ζηα ηφηηανα ημο ακαζημθέα ηδξ RNA πμθοιενάζδξ II, 

αηηζκμιοηίκδ D, απμηεθεί έκα ζηνεξ ηςκ νζαμζςιάηςκ, πμο ιεζμθααείηαζ απυ έκακ ανζειυ 

νζαμζςιζηχκ πνςηεσκχκ, L5, L11 ηαζ L23, μζ μπμίεξ πνμζδέκμκηαζ ζηδκ Mdm2 θζβάζδ ηαζ 

ηδκ ακαζηέθθμοκ, μπυηε δ p53 ζηαεενμπμζείηαζ ηαζ εκενβμπμζείηαζ [98-101]. 
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Σέθμξ, ημ ιεηααμθζηυ ζηνεξ θυβς έθθεζρδξ εενιίδςκ ιπμνεί κα εκενβμπμζήζεζ ηδκ p53 

ιέζς ημο ιμκμπαηζμφ πμο πενζθαιαάκεζ ηδκ ηζκάζδ AMP. ε αοηήκ ηδκ πενίπηςζδ, δ p53 

πνμηαθεί παφζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο παίγμκηαξ επζαζςηζηυ νυθμ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ 

ζηένδζδξ ηδξ ηνμθήξ [102]. Ζ οπμλία, επίζδξ, εκενβμπμζεί ημ ιμκμπάηζ ηδξ p53 ηαζ ιπμνεί 

κα ηαηαθήλεζ ζε παφζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, αοημθαβία ή απυπηςζδ, ακάθμβα ιε ηδ 

ζμαανυηδηα ημο οπμλζημφ ζηνεξ [103]. 

 

1.3.3 Γνκή ηεο πξσηεΐλεο p53 

Σμ βμκίδζμ p53 ανίζηεηαζ ζημ αναπφ ζηέθμξ ημο πνςιμζχιαημξ 17p13 ηαζ απμηεθείηαζ 

απυ 393 αιζκμλέα. Σμ 1988, ακαβκςνίζηδηακ 2 οπμηζκδηέξ ημο βμκζδίμο p53. Ο πνχημξ 

εκημπίγεηαζ 100 έςξ 250 γεφβδ αάζεςκ ακμδζηά ημο πνχημο ελςκίμο ηαζ μ δεφηενμξ, έκαξ πζμ 

ζζπονυξ οπμηζκδηήξ, εκημπίγεηαζ εκηυξ ημο πνχημο εζςκίμο [104]. Πενζέπεζ 2 εέζεζξ έκανλδξ 

ιεηαβναθήξ ζημ ελχκζμ 1, δφμ εκαθθαηηζηέξ εέζεζξ έκανλδξ ιεηάθναζδξ ζηα ελχκζα 2 ηαζ 4, 

εκχ εκαθθαηηζηυ ιάηζζια θαιαάκεζ πχνα ζημ εζχκζμ 2 ηαζ ιεηαλφ ηςκ ελςκίςκ 9 ηαζ 10. 

Πενζέπεζ 11 ελχκζα ηαζ 10 εζχκζα, πμο ηςδζημπμζμφκ ιία πνςηεΐκδ ιε ιμνζαηυ αάνμξ 53 

KDa (GenBank Accession Number: NC_000077).  

Ζ πνςηεΐκδ p53 είκαζ ιία πονδκζηή θςζθμπνςηεΐκδ, απμηεθμφιεκδ απυ 2 δζιενή πμο 

εκχκμκηαζ ιε ζμκηζημφξ δεζιμφξ, ιε απμηέθεζια ηδ δδιζμονβία εκυξ ηεηναιενμφξ ιε δίεδνδ 

ζοιιεηνία. Κάεε οπμιμκάδα (ιμκμιενέξ) ηδξ πνςηεΐκδξ απμηεθείηαζ απυ 3 θεζημονβζηέξ 

πενζμπέξ: α) ιία εκενβμπμζδιέκδ αιζκμιάδα πμο ζοιιεηέπεζ ζημ ιδπακζζιυ ιεηαβναθήξ 

(αιζκμηεθζηυ άηνμ) (N-terminal transcriptional activation domain, TA), α) ηδκ ηεκηνζηή 

πενζμπή πμο αθθδθεπζδνά ιε ημ DNA (sequence-specific DNA-binding domain, DBD) ηαζ β) 

ημ ηαναμλοηεθζηυ άηνμ πμο είκαζ οπεφεοκμ βζα ημ ζπδιαηζζιυ ηςκ ηεηναιενχκ 

(oligomerization domain, OD) (Δζη. 5). Ζ ηεκηνζηή πενζμπή πνυζδεζδξ ζημ DNA (ηαηάθμζπα 

αιζκμλέςκ απυ 100 έςξ 300) απμηεθεί ημκ πονήκα ηδξ πνςηεΐκδξ, μ μπμίμξ είκαζ ακεεηηζηυξ 

ζε δζαδζηαζίεξ πνςηευθοζδξ. Τπάνπεζ, επίζδξ, ιία αιζκμηεθζηή πενζμπή πθμφζζα ζε πνμθίκεξ 

πμο ειπθέηεηαζ ζηζξ πνςηεσκζηέξ αθθδθεπζδνάζεζξ, ιία νοειζζηζηή πενζμπή ζημ 

ηαναμλοηεθζηυ άηνμ, ηαεχξ ηαζ ανηεηά ζήιαηα πονδκζημφ εκημπζζιμφ (NLS) ηαζ ελυδμο 

απυ ημκ πονήκα (NES). Αηυια, εκημπίγμκηαζ πέκηε πμθφ ζοκηδνδιέκεξ ελεθζηηζηά πενζμπέξ, 

ηα ημοηζά I έςξ V. Σμ ημοηί I (ηαηάθμζπα 13-18) ηνφαεηαζ εκηυξ ηδξ TA πενζμπήξ ηαζ 

απμηεθεί ηδκ πενζμπή πμο αθθδθεπζδνά ιε ηδκ Mdm2, εκχ ηα ημοηζά II, III, IV ηαζ V 

πενζμνίγμκηαζ ζηδκ DBD πενζμπή ηαζ είκαζ μζ πζμ ζοπκά ιεηαθθαβιέκεξ πενζμπέξ ζημοξ 

ηανηίκμοξ (Δζη. 5).  
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Δηθόλα 5 Γνκή ηεο πξσηεΐλεο p53 

Φαίκμκηαζ μζ ηφνζεξ πενζμπέξ ηδξ πνςηεΐκδξ p53. Σα ζήιαηα ελυδμο απυ ημκ πονήκα (NES), 

ηα ζήιαηα πονδκζημφ εκημπζζιμφ (NLS) ηαζ μζ εέζεζξ ηςκ ζοκηδνδιέκςκ ημοηζχκ I, II, III, 

IV ηαζ V. (TA - transactivation domain, PD - proline-rich domain, DBD - DNA binding 

domain, OD - oligomerization domain, RD – regulatory domain). 

 

ηδκ αιζκμηεθζηή πενζμπή μνζμεεημφκηαζ δφμ TA πενζμπέξ, ΣΑ1 (ηαηάθμζπα αιζκμλέςκ 1-

42) ηαζ ΣΑ2 (ηαηάθμζπα 43-92) (Δζη. 5). Καζ μζ δφμ ΣΑ πενζμπέξ αθθδθεπζδνμφκ ιε ηδ 

ααζζηή ιεηαβναθζηή ιδπακή ηαζ ακελάνηδηα δ ηάεε ιία επανηεί βζα κα επάβεζ ιεηαβναθή 

υηακ ζοκηήημκηαζ ιε εηενυθμβδ πενζμπή DBD. Οζ δφμ ΣΑ πενζμπέξ νοειίγμκηαζ απυ 

ζπεηζηέξ ιεηαλφ ημοξ πνςηεΐκεξ, υπςξ δ p300, δ Mdm2 ηαζ δ Pin1. Γμιζηέξ ιεθέηεξ 

απμηαθφπημοκ υηζ δ αιζκμηεθζηή πενζμπή θοζζμθμβζηά δεκ είκαζ δζπθςιέκδ, αθθά δζπθχκεηαζ 

πθήνςξ έπεζηα απυ ζφκδεζδ ιε άθθα ιυνζα. Έκα εναφζια απμηεθμφιεκμ απυ ηα ηαηάθμζπα 

αιζκμλέςκ 15-29 απμηηά ιία δζαιυνθςζδ α-έθζηαξ έπεζηα απυ ζφκδεζδ ιε ηδκ αιζκμηεθζηή 

πενζμπή ηδξ πνςηεΐκδξ Mdm2. Γίπθα ζηδκ ΣΑ πενζμπή ανίζηεηαζ δ PD (ηαηάθμζπα 64-92), 

απμηεθμφιεκδ απυ πέκηε ιμηίαα PXXP, ηα μπμία ζοιιεηέπμοκ ζε πμθθαπθέξ πνςηεσκζηέξ 

αθθδθεπζδνάζεζξ (Δζη. 5). Ζ θεζημονβία ηδξ PD δεκ είκαζ πθήνςξ ηαηακμδηή ηαζ εεςνείηαζ 

υηζ ζοιαάθθεζ ζηδκ πνμ-απμπηςηζηή θεζημονβία ηδξ p53. Δπζπθέμκ, δ αιζκμηεθζηή πενζμπή 

ηδξ πνςηεΐκδξ p53 οπυηεζηαζ ζε πμθθαπθέξ θςζθμνοθζχζεζξ απυ δζαθμνεηζηέξ πνςηεσκζηέξ 

ηζκάζεξ. 

Ζ πενζμπή πνυζδεζδξ ημο DNA (DBD) είκαζ μοζζχδδξ βζα ηδ ιεηαβναθζηή 

δναζηδνζυηδηα ηδξ πνςηεΐκδξ p53 ηαζ ηαη’ επέηηαζδ βζα ηδ αζμθμβζηή ηδξ θεζημονβία. 

Πενζθαιαάκεζ ηα ηαηάθμζπα αιζκμλέςκ 102-292 ηαζ πενζέπεζ ηζξ ηέζζενζξ απυ ηζξ πέκηε 

ορδθά ζοκηδνδιέκεξ πενζμπέξ ηδξ p53, ηα ημοηζά II (ηαηάθμζπα αιζκμλέςκ 117-142), III 

(αιζκμλέα 171-181), IV (αιζκμλέα 234-256) ηαζ V (αιζκμλέα 270-286) (Δζη. 5). Ζ 

ηνοζηαθθζηή δμιή ηδξ πνυζδεζδξ p53-DBD-DNA έπεζ επζθοεεί [105]. Ανηεηέξ αηυια δμιέξ 



ΔΗΑΓΧΓΖ 

36 

έπμοκ ακαθενεεί, υπςξ δμιέξ ηδξ p53-DBD πενζμπήξ ζε δζάθοια, πςνίξ κα ζοκδέεηαζ ιε ημ 

DNA ή ζε ζφιπθμηα ιε αθθδθεπζδνχκηα ιυνζα.  

Ζ DBD είκαζ ιία μνζαηά ζηαεενή πενζμπή, πμο ελεθζηηζηά έπεζ πνμηφρεζ βζα κα επζηνέπεζ 

ορδθυ ααειυ εοεθζλίαξ ιεηαλφ ηςκ δφμ ηαηαζηάζεςκ, ηδξ δζπθςιέκδξ ηαζ ηδξ ιδ 

δζπθςιέκδξ ιμνθήξ, πανέπμκηαξ ηδ δμιζηή αάζδ βζα ηδ δζάηνζζδ ηςκ εκδζάιεζςκ 

απμηνίζεςκ. Οζ πενζζζυηενεξ απυ ηζξ ιεηαθθάλεζξ ηδξ p53 πμο ειθακίγμκηαζ ζημοξ 

ηανηίκμοξ, επδνεάγμοκ ηδκ DBD πενζμπή ηαζ αθμνμφκ ζδιεζαηέξ ιεηαθθαβέξ αιζκμλέςκ 

πμο είηε επζημζκςκμφκ ιε ημ DNA είηε είκαζ ζδιακηζηέξ βζα ηδ δμιή ηδξ DBD, 

απμηαθφπημκηαξ ημκ ηνίζζιμ νυθμ ηδξ DBD ζηδκ ακάπηολδ ηςκ ηανηίκςκ. 

Ο ζπδιαηζζιυξ ηεηναιενμφξ ηδξ p53 ιεζμθααείηαζ απυ ηδκ πενζμπή μθζβμιενζζιμφ ζηδκ 

ηαναμλοηεθζηή πενζμπή (ηαηάθμζπα 325-356) (Δζη. 5). Απυ δμιζηέξ ιεθέηεξ θαίκεηαζ υηζ ημ 

ηεηναιενέξ είκαζ έκα δζιενέξ δφμ ανπζηχκ δζιενχκ [106]. Ο ηεηναιενζζιυξ ηδξ πνςηεΐκδξ 

p53 απαζηείηαζ βζα ηδκ πνυζδεζδ ζημ DNA ηαζ ηδ ιεηαβναθζηή δναζηζηυηδηα ιε ορδθυ 

ααειυ ζοββέκεζαξ. Σμ ιμκηέθμ πμο πνμηείκεηαζ είκαζ υηζ έκα δζιενέξ DBD ζοκδέεηαζ ζηδ 

ιζζή πενζμπή ηδξ εέζδξ πνυζδεζδξ ζημ DNA, εκχ έκα δεφηενμ δζιενέξ ζοκδέεηαζ ζημ 

παναηείιεκμ ιζζυ αοηήξ ηδξ εέζδξ. Δπζπθέμκ, δ πενζμπή μθζβμιενζζιμφ νοειίγεζ ηδκ 

πνυζδεζδ ιε ηδκ Mdm2 θζβάζδ ηαζ ηδκ έλμδμ ηδξ p53 απυ ημκ πονήκα. Σμ άηνμ ηδξ 

ηαναμλοηεθζηήξ πενζμπήξ (ηαηάθμζπα αιζκμλέςκ 364-393) εεςνείηαζ ςξ ιία νοειζζηζηή 

πενζμπή ηαζ οπυηεζηαζ ζε εηηεκείξ ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ, θςζθμνοθίςζδ, 

αηεηοθίςζδ, μοιπζηζηο-θίςζδ, ζμοιμτθίςζδ, κεδοθίςζδ ηαζ ιεεοθίςζδ, μζ μπμίεξ 

νοειίγμοκ ηδ δνάζδ ηαζ ζηαεενυηδηα ηδξ p53. 

Σμ βμκίδζμ p53 ηςδζημπμζεί βζα πμζηίθα p53 mRNA ιέζς εκαθθαηηζημφ ιαηίζιαημξ ηαζ 

ημο εκδζάιεζμο οπμηζκδηή ζημ εζχκζμ 4. Σμ ηαναμλοηεθζηυ ηιήια ιπμνεί κα ημπεί 

εκαθθαηηζηά ηαζ κα πανάβεζ 3 ζζμιμνθέξ, p53, p53-α ηαζ p53-β, απυ ηζξ μπμίεξ μζ δφμ 

ηεθεοηαίεξ δεκ έπμοκ ηδκ πενζμπή μθζβμιενζζιμφ. Ο εκαθθαηηζηυξ οπμηζκδηήξ μδδβεί ζε 

έηθναζδ ιίαξ αιζκμηεθζηά ημιιέκδξ πνςηεΐκδξ εηηζκχκηαξ απυ ημ ηςδζηυκζμ 133 

(del133p53) [107]. Με ηδ πνήζδ RT-PCR ακαβκςνίζηδηακ 8 κέα ιεηάβναθα p53 ζε πενζμπέξ 

ημο ακενχπζκμο εβηεθάθμο, εκχ μζ πενζμπέξ ηδξ ηανδζάξ ηαζ ηςκ κεθνχκ εηθνάγμοκ ιυκμ 

ηδκ πθήνδ αθθδθμοπία ημο p53 [108].  
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Δηθόλα 6 ύγθξηζε ηεο p53 αιιεινπρίαο κεηαμύ ησλ εηδώλ 
οζπέηζζδ ηδξ ακενχπζκδξ p53 αθθδθμοπίαξ ιε άθθα είδδ: Mus musculus, Gallus gallus, 

Xenopus laevis and Danio rerio, ιε ηδ πνήζδ ημο πνμβνάιιαημξ ClustalX. Σα ελεθζηηζηά 

ζοκηδνδιέκα ηαηάθμζπα οπμβναιιίγμκηαζ ιε ιαφνμ, ηα απμηθίκμκηα αιζκμλέα πμο ακήημοκ 

ζηδκ ίδζα ηάλδ οπμβναιιίγμκηαζ ιε βηνζ ηαζ ηα ορδθά ζοκηδνδιέκα ημοηζά I, II, III, IV, V, 

ζδιαίκμκηαζ ιε ιπθε. 
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1.3.4 Μεηαιιαγκέλε πξσηεΐλε p53 – ύλδξνκν Li-Fraumeni 

Σμ ζφκδνμιμ Li-Fraumeni (Li-Fraumeni syndrome, LFS) είκαζ έκα ζπάκζα ηθδνμκμιμφιεκμ 

ζφκδνμιμ ιε ορδθή πνμδζάεεζδ βζα ηανηίκμ, πμο επδνεάγεζ άημια πνζκ ηδκ δθζηία ηςκ 45 

εηχκ ηαζ πανμοζζάγεζ ορδθυ ααειυ εκδζζιυηδηαξ. ε ακηίεεζδ ιε άθθα ηθδνμκμιμφιεκα 

ηανηζκζηά ζφκδνμια, παναηηδνίγεηαζ απυ ιία πμζηζθία δζάθμνςκ ηανηίκςκ, ιε ηονίανπμ ημ 

ζάνηςια, ημκ ηανηίκμ ημο ιαζημφ ηαζ ημοξ εβηεθαθζημφξ υβημοξ, ακ ηαζ έπμοκ ακαθενεεί 

ηαζ άθθμζ ηφπμζ ηανηίκςκ. Ακαθφζεζξ ζε μζημβέκεζεξ ιε αοηυ ημ ζφκδνμιμ έπμοκ δείλεζ υηζ 

ημ ~70% αοηχκ ηςκ μζημβεκεζχκ ειθακίγμοκ ιία ιεηάθθαλδ ημο βμκζδίμο p53 ζηδ βαιεηζηή 

ζεζνά.  

Δπζπθέμκ, οπάνπεζ ημ ζφκδνμιμ πμο ιμζάγεζ ιε ημ LFS ηαζ θέβεηαζ LFL (Li-Fraumeni-like 

syndrome), ημ μπμίμ πανμοζζάγεζ μιμζυηδηεξ, υπςξ είκαζ μζ ιεηαθθάλεζξ ημο βμκζδίμο p53 

ζηδ βαιεηζηή ζεζνά, αθθά δεκ έπεζ υθα ηα παναηηδνζζηζηά ημο ηθαζζημφ LFS [43, 109, 110]. 

ε ηάπμζεξ πενζπηχζεζξ, δεκ οπάνπμοκ ηέημζεξ ιεηαθθάλεζξ, αθθά ειθακίγεηαζ ιεηάθθαλδ ζημ 

Chk2 βμκίδζμ [111, 112]. Απυ πθδνμθμνίεξ ζε αάζεζξ δεδμιέκςκ πνμηφπηεζ υηζ ~46% ηςκ 

ιεηαθθάλεςκ εκημπίγμκηαζ ζηα ηςδζηυκζα 175, 213, 245, 248, 273 ηαζ 282 ζηδκ DBD 

πενζμπή ηδξ p53 ηαζ ακηζζημζπμφκ ζε «hotspot» ιεηαθθάλεζξ (πενζμπέξ υπμο μζ ιεηαθθάλεζξ 

ζοιααίκμοκ 100 θμνέξ πζμ ζοπκά ζε ζφβηνζζδ ιε ημκ ηακμκζηυ νοειυ ιεηαθθάλεςκ) ζε 

δζάθμνμοξ ζπμναδζημφξ ηανηίκμοξ. Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί υηζ μζ πενζζζυηενεξ ιεθέηεξ 

ακαθφμοκ ηζξ ιεηαθθάλεζξ πμο αθμνμφκ ζηα ελχκζα 5-8, μπυηε πνμηαηαθαιαάκμοκ ηδκ 

ακίπκεοζδ ηςκ ιεηαθθάλεςκ ζηδκ DBD πενζμπή ηδξ p53. ίβμονα οπάνπεζ ηάπμζα ζοζπέηζζδ 

ιεηαλφ ημο ηφπμο ηδξ ιεηάθθαλδξ ηαζ ημο ηφπμο ημο υβημο. Χζηυζμ, μζ ιεηαθθάλεζξ ηδξ 

DBD πενζμπήξ δίκμοκ πενζζζυηενμοξ ηανηίκμοξ ηαζ ιάθζζηα ζηζξ πζμ κεανέξ δθζηίεξ. 

Δπμιέκςξ, οπάνπεζ ιία θεζημονβζηή ζδιαζία ημο ηφπμο ηδξ ιεηάθθαλδξ ςξ πνμξ ηδκ 

ακάπηολδ ημο υβημο ζημοξ ακενχπμοξ [113]. 

 

1.4 Ρύζκηζε ηεο πξσηεΐλεο p53 

Τπυ ηδκ επίδναζδ ηοηηανζημφ ζηνεξ, δ πνςηεΐκδ p53 ζοζζςνεφεηαζ ναβδαία ηαζ επάβεζ ηδ 

ιεηαβναθή ηςκ βμκζδίςκ-ζηυπςκ. ηα θοζζμθμβζηά ηφηηανα, έπεζ ιζηνυ πνυκμ διίζεζαξ γςήξ 

(πενίπμο 20 θεπηά) ηαζ ηαηά ηφνζμ θυβμ νοειίγεηαζ ζε επίπεδμ πνςηεσκζηήξ ζηαεενυηδηαξ, 

πμο πανέπεζ ηα ιέζα βζα ηδ ναβδαία επαβςβή p53 υηακ οπάνπεζ ακάβηδ. ε ζοκεήηεξ 

θοζζμθμβζηήξ θεζημονβίαξ ημο ηοηηάνμο, δ p53 ανίζηεηαζ ζε παιδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ, θυβς 

μοιπζηζηοθίςζδξ ηαζ απμδυιδζδξ απυ ημ πνςηευζςια. Έπμοκ ανεεεί ημοθάπζζημκ πέκηε 

ααζζηέξ ηοηηανζηέξ θζβάζεξ βζα ηδκ απμδυιδζδ ηδξ p53, ιε ζδιακηζηυηενδ ίζςξ ηαζ 

ηαθφηενα ιεθεηδιέκδ ηδκ Mdm2. Πνυζθαηεξ ιεθέηεξ έπμοκ δείλεζ υηζ εηηυξ απυ ημκ 
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ηεκηνζηυ νυθμ ηδξ Mdm2 ζηδκ πνςηεμζςιζηή ζηυπεοζδ ηδξ p53, οπάνπμοκ επζπθέμκ Δ3 

έκγοια, πμο εα ζογδηδεμφκ παναηάης. 

 

1.4.1 Οπκπηθηηπιίσζε 

Ζ μοιπζηζηίκδ είκαζ έκα ορδθά ζοκηδνδιέκμ πμθοπεπηίδζμ 76 αιζκμλέςκ, πμο 

ηςδζημπμζείηαζ ζε πμθθά βμκίδζα. Αοηά ηα βμκίδζα ηςδζημπμζμφκ μθζβμιενή μοιπζηζηίκδξ, 

πμο δδιζμονβμφκ εκενβά ιμκμιενή ζηα ηφηηανα. Οζ μοιπζηζηίκεξ ζηδ ζοκέπεζα ζοκδέμκηαζ 

μιμζμπμθζηά ιε θοζίκεξ ηςκ πνςηεσκχκ-ζηυπςκ ζε έκακ ηαηαννάηηδ ακηζδνάζεςκ, πμο 

παναηηδνίγεηαζ ςξ μοιπζηζηοθίςζδ (Δζη. 7). 

Πενζθδπηζηά, δ μοιπζηζηοθίςζδ είκαζ ιία αημθμοεία ακηζδνάζεςκ πμο ιεζμθααμφκηαζ 

απυ ηνία ααζζηά έκγοια, ημ Δ1 – έκγοιμ εκενβμπμίδζδξ ηδξ μοιπζηζηίκδξ (ubiquitin 

activating enzyme), Δ2 – έκγοιμ ζφκδεζδξ ηδξ μοιπζηζηίκδξ (ubiquitin conjugating enzyme) 

ηαζ ημ Δ3 – θζβάζδ μοιπζηζηίκδξ (ubiquitin protein ligase), οπεφεοκμ βζα ηδκ ακαβκχνζζδ ημο 

εζδζημφ οπμζηνχιαημξ. Ανπζηά, ημ Δ1 δδιζμονβεί έκα εεζμ-εζηενζηυ δεζιυ ιεηαλφ ηδξ 

εκενβμφξ ηοζηεΐκδξ ηαζ ηδξ ηαναμλοηεθζηήξ βθοηίκδξ ηδξ μοιπζηζηίκδξ, ιία ATP-

ελανηχιεκδ δζαδζηαζία. Έπεζηα, δ εκενβυξ μοιπζηζηίκδ ιεηαθένεηαζ απυ ημ Δ1 ζε ιία 

ζοκηδνδιέκδ ηοζηεΐκδ ημο Δ2, ιία trans-εεζμθζηή ακηίδναζδ. ηδ ζοκέπεζα, ημ Δ3 έκγοιμ 

αθθδθεπζδνά ιε ημ ζφιπθμημ Δ2-εκενβυξ μοιπζηζηίκδ ηαζ ημ οπυζηνςια, ζπδιαηίγμκηαξ ιία 

ζζμπεπηζδζηή ζφκδεζδ ιεηαλφ ηδξ ηαναμλοηεθζηήξ βθοηίκδξ πάκς ζηδκ μοιπζηζηίκδ ηαζ ηδξ 

ε-αιζκμιάδαξ ιίαξ εζςηενζηήξ θοζίκδξ ημο οπμζηνχιαημξ. Οζ αθοζίδεξ πμθοάνζειςκ 

ιμνίςκ μοιπζηζηίκδξ ζπδιαηίγμκηαζ ιε ζφκδεζδ ηδξ κέαξ μοιπζηζηίκδξ ζηδ θοζίκδ ηδξ 

μοιπζηζηίκδξ πμο ήδδ ζοκδέεηαζ ιε ημ οπυζηνςια [114]. ε ηάπμζεξ πενζπηχζεζξ, δ 

μοιπζηζηίκδ ιπμνεί κα ζοκδεεεί ζηδκ εθεφεενδ α-αιζκμιάδα ημο οπμζηνχιαημξ [115, 116]. 

 

Δ1 

Μέπνζ ζήιενα, εεςνείηαζ υηζ οπάνπεζ ιυκμ έκα Δ1 έκγοιμ, ιε δφμ ζζμιμνθέξ Δ1a ηαζ 

Δ1b, απμηέθεζια εκαθθαηηζηήξ έκανλδξ ιεηάθναζδξ [117]. Ζ ακηίδναζδ εκενβμπμίδζδξ ηδξ 

μοιπζηζηίκδξ ζοκήεςξ πενζθαιαάκεζ δφμ αήιαηα: ημκ ATP-ελανηχιεκμ ζπδιαηζζιυ ημο 

αδεκοθζςιέκμο εκδζάιεζμο μοιπζηζηίκδξ, πμο αημθμοεείηαζ απυ ημ ζπδιαηζζιυ εεζμ-εζηένα 

ιεηαλφ Δ1 ηαζ μοιπζηζηίκδξ. 
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Δηθόλα 7 ύζηεκα πξσηεόιπζεο κέζσ νπκπηθηηίλεο από ην 26S πξσηεόζσκα 
Ανπζηά, ημ Δ1 εκενβμπμζεί ηδκ μοιπζηζηίκδ (ubiquitin, Ub), ζπδιαηίγμκηαξ έκα εεζμ-εζηενζηυ 

δεζιυ ορδθήξ εκένβεζαξ ιεηαλφ ηδξ ηοζηεΐκδξ ημο Δ1 ηαζ ηδξ COOH-ηεθζηήξ βθοηίκδξ ηδξ 

μοιπζηζηίκδξ. Ζ εκενβμπμζδιέκδ Ub ιεηαθένεηαζ ζε ιία ηοζηεΐκδ ημο Δ2 ιέζς trans-

εζηενμπμίδζδξ. ηζξ πενζζζυηενεξ πενζπηχζεζξ, ημ εκδζάιεζμ Ub-E2 ελοπδνεηεί ςξ δυηδξ 

Ub, ιε ηδ πνήζδ εκυξ Δ3 βζα κα ακαβκςνίζεζ ημ ζηυπμ (target) ηαζ κα ηαηαθφζεζ ηδ ιεηαθμνά 

ηδξ Ub. Σμ ηεθζηυ πνμσυκ είκαζ έκα ζφιπθμημ Ub ζημ μπμίμ δ ηαναμλοθμιάδα ηδξ βθοηίκδξ 

ζημ COOH-ηεθζηυ ηιήια ηδξ Ub ζοκδέεηαζ ιε ζζμπεπηζδζηυ δεζιυ ιε ιία αιζκμιάδα (Lys -

amino) ημο ζηυπμο. Οζ αθοζίδεξ Ub ιπμνμφκ κα απμδζαηαπεμφκ ιέζς ηςκ εκγφιςκ DUBs 

(DeUbiquitinating enzymes) ηαζ κα απεθεοεενχζμοκ ηδκ πνςηεΐκδ-ζηυπμ ηαζ ηα ιυνζα Ub 

ζημ εζςηενζηυ ημο ηοηηάνμο. Δκαθθαηηζηά, δ πνςηεΐκδ δζαζπάηαζ απυ ημ 26S, ιε 

πανάθθδθδ απεθεοεένςζδ ηςκ πνμζδειέκςκ ιμνίςκ Ub. 
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 Δ2 

Τπάνπμοκ πενίπμο 13 βμκίδζα πμο ηςδζημπμζμφκ βζα πνςηεΐκεξ πμο ιμζάγμοκ ιε Δ2 (E2-

like proteins) ζηδ γφιδ ηαζ βζα πενζζζυηενα απυ 30 Δ2 έκγοια ζημ βμκζδίςια ηςκ 

εδθαζηζηχκ, ακ ηαζ δεκ ιπμνμφκ υθα κα δεζιεφζμοκ μοιπζηζηίκδ, υπςξ ημ Ubc9 πμο 

δεζιεφεζ ιία πνςηεΐκδ πμο ιμζάγεζ ιε μοιπζηζηίκδ, ηδ SUMO. θα ηα Δ2 έπμοκ ιία 

παναηηδνζζηζηή πενζμπή ~150 αιζκμλέςκ, ηδ UBC, δ μπμία πενζέπεζ ηοζηεΐκδ πμο δέπεηαζ 

ηδκ μοιπζηζηίκδ απυ ημ Δ1 ηαζ είκαζ ζοκηδνδιέκδ ηαηά ~35% ιεηαλφ ηςκ ιεθχκ ηδξ 

μζημβέκεζαξ. Δπζπνυζεεηα, πμθθά Δ2 έπμοκ αιζκμηεθζηέξ ηαζ ηαναμλοηεθζηέξ πνμεηηάζεζξ, 

πμο ειπθέημκηαζ ζηζξ αθθδθεπζδνάζεζξ ιε ηα Δ3, θεζημονβχκηαξ ςξ ιειανακζηέξ άβηονεξ 

ζηδκ αθθδθεπίδναζδ ηςκ Δ3 ιε ηα οπμζηνχιαηα [118]. 

Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί υηζ δ εέζδ ημο εκγφιμο Δ2 βζα ηδ ζφκδεζδ ιε ηδκ μοιπζηζηίκδ δεκ 

οπενηαθφπηεηαζ απυ ηδ εέζδ βζα ηδ ζφκδεζδ ιε ημ Δ3 [119, 120], εκχ μζ εέζεζξ ζφκδεζδξ 

ηςκ εκγφιςκ Δ1 ηαζ Δ3 οπενηαθφπημκηαζ. Αοηυ ζδιαίκεζ υηζ πνέπεζ κα ζοιαμφκ πμθθαπθμί 

ηφηθμζ Δ2-Δ3 ζφκδεζδξ, πνμηεζιέκμο κα ζπδιαηζζεμφκ μζ αθοζίδεξ πμθθαπθχκ ιμνίςκ Ub.  

Δπζπθέμκ, οπάνπμοκ πμθθά πενζζζυηενα Δ3 έκγοια πανά Δ2, αθθά δ δμιζηή μιμζυηδηα 

ιεηαλφ δζαθμνεηζηχκ Δ2 αολάκεζ ημ εφνμξ ηςκ θεζημονβζχκ ημοξ. Πνάβιαηζ, ηα Δ2 έκγοια 

UbcH5 ηαζ UbcH7 ιπμνμφκ κα θεζημονβήζμοκ ηαζ ιε Δ3 έκγοια πμο δζαεέημοκ HECT 

πενζμπή ηαζ ιε Δ3 έκγοια πμο δζαεέημοκ RING πενζμπή. Γζα πανάδεζβια, ημ ζοκηδνδιέκμ 

ηαηάθμζπμ Phe63 ημο Δ2 εκγφιμο UbcH7 ζοκδέεηαζ ιε ηδ HECT πενζμπή ημο E6-AP, αθθά 

ηαζ ιε ηδ RING πενζμπή ημο c-Cbl ηαζ θαίκεηαζ υηζ ανίζηεηαζ ηαζ ζε άθθα Δ2, δεζηκφμκηαξ 

ηδ ζδιαζία ημο ζηδκ πνυζδεζδ ιεηαλφ Δ2 ηαζ Δ3 [121]. 

In vitro ιεθέηεξ δείπκμοκ υηζ ηα Δ3 έκγοια ιπμνμφκ κα θεζημονβήζμοκ ιε πμθθά Δ2. ε 

ιία ακαγήηδζδ Δ2 εκγφιςκ εζδζηχκ βζα ηδ θζβάζδ Mdm2 ανέεδηε υηζ ηα UbcH5A, -B, -C ηαζ 

E2-25K ζοιιεηέπμοκ ζηδκ μοιπζηζηοθίςζδ ηδξ πνςηεΐκδξ p53 πμο ιεζμθααείηαζ απυ ηδκ 

Mdm2 in vitro [122]. Μία άθθδ ιεθέηδ δείπκεζ υηζ δ θζβάζδ Topors θεζημονβεί ιε ηα Δ2 

UbcH5a, UbcH5c ηαζ UbcH6, αθθά υπζ ιε ηα UbcH7, CDC34 ή UbcH2b [123]. Ζ p53 

οπυηεζηαζ ζε K63-μοιπζηζηοθίςζδ πμο ιεζμθααείηαζ απυ ημ Δ2 έκγοιμ Ubc13, ημ μπμίμ 

αολάκεζ ηδ ζηαεενυηδηα ηδξ p53 ηαζ ηδκ ειθάκζζή ηδξ ζημ ηοηηανυπθαζια [124]. Δίκαζ 

πζεακυ, θμζπυκ, ημ αήια πμο πενζθαιαάκεζ ημ Δ2 έκγοιμ ηαηά ηδκ μοιπζηζηοθίςζδ κα 

πανέπεζ έκα πνυζεεημ ζδιείμ βζα ελεζδίηεοζδ ηαζ δζαθμνμπμίδζδ ημο ζήιαημξ 

μοιπζηζηοθίςζδξ.  
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 Δ3 

Σα έκγοια θζβάζδξ μοιπζηζηίκδξ ηαηά ηφνζμ θυβμ απμθαζίγμοκ βζα ημ οπυζηνςια. Έπμοκ 

ανεεεί πενζζζυηενεξ απυ 200 δζαθμνεηζηέξ θζβάζεξ ήδδ παναηηδνζζιέκεξ ηαζ πμθθέξ 

εηαημκηάδεξ πμο πνμαθέπμκηαζ ιε ηεπκζηέξ αζμπθδνμθμνζηήξ. Γζαηνίκμκηαζ ηνεζξ ιεβάθεξ 

μζημβέκεζεξ Δ3 εκγφιςκ ιε αάζδ ηδκ φπανλδ ηδξ θεζημονβζηήξ πενζμπήξ: μζ μιυθμβεξ 

πνςηεΐκεξ HECT (Homologous to E6-AP Carboxy-Terminus), RING (Really Interesting 

New Gene) ηαζ U-box (UFD2). Ζ μζημβέκεζα ηδξ RING πενζμπήξ πενζθαιαάκεζ ηαζ ηδκ οπμ-

μζημβέκεζα PHD (Plant HomeoDomain). Κάεε ιία απυ ηζξ θεζημονβζηέξ πενζμπέξ 

αθθδθεπζδνά άιεζα ιε ημ ακηίζημζπμ Δ2. 

 

 HECT 

Αοηή δ μζημβέκεζα μνίγεηαζ απυ ηδκ πανμοζία ηδξ πενζμπήξ HECT (Homologous to the 

E6-AP Carboxyl-Terminus) (HECT-domain proteins) ηαζ ηαεζενχεδηε απυ ηδκ πνχηδ 

θζβάζδ πμο ακαηαθφθεδηε ζηα εδθαζηζηά, ηδκ E6-AP (E6-Associated Protein). Μεηά απυ 

πνυζδεζδ ζηδκ Δ6 πνςηεΐκδ ημο ζμφ HPV (human papillomavirus), δ θζβάζδ E6-AP 

μοιπζηζηοθζχκεζ ηαζ απμδμιεί ηδκ p53 [125]. Υαναηηδνζζηζηυ ζημζπείμ ηςκ ιεθχκ ηδξ 

μζημβέκεζαξ HECT είκαζ ιία ορδθά ζοκηδνδιέκδ ηαναμλοηεθζηή πενζμπή ~350 αιζκμλέςκ. Ζ 

αιζκμηεθζηή πενζμπή ζοιιεηέπεζ ζηδκ ακαβκχνζζδ ημο οπμζηνχιαημξ. Ζ HECT πενζμπή 

πνμζδέκεζ ημ εκδζάιεζμ Δ2-μοιπζηζηίκδξ ηαζ δέπεηαζ ηδκ μοιπζηζηίκδ ζε έκα ζοκηδνδιέκμ 

ηαηάθμζπμ ηοζηεΐκδξ πμο ανίζηεηαζ ζοκήεςξ ~35 ηαηάθμζπα αιζκμλέςκ άκςεεκ ηδξ 

ηαναμλοηεθζηήξ πενζμπήξ ημο Δ3. Σμ πζμ ζδιακηζηυ παναηηδνζζηζηυ αοηήξ ηδξ μζημβέκεζαξ 

είκαζ μ ζπδιαηζζιυξ ημο εκδζάιεζμο Δ3-μοιπζηζηίκδξ, ηδ ζηζβιή πμο μζ άθθεξ θζβάζεξ Δ3 

ιεηαθένμοκ ηδκ μοιπζηζηίκδ απεοεείαξ ζημ οπυζηνςια. Άθθα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ 

πενζθαιαάκμοκ ημ HUWE1/ARF-BP1/Mule πμο μοιπζηζηοθζχκεζ δζάθμνα οπμζηνχιαηα, 

υπςξ ηδκ p53, ηδ Mcl-1 ηαζ ηδ c-Myc. 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 8 Γνκή ηεο πξσηεΐλεο Δ6-AP 
Φαίκεηαζ δ παναηηδνζζηζηή HECT πενζμπή ιε πνάζζκμ πνχια ζημ COOH-ηεθζηυ ηιήια ηδξ 

πνςηεΐκδξ E6-AP.  
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 RING 

Ζ ιεβαθφηενδ μζημβέκεζα ηςκ Δ3 εκγφιςκ δζαηνίκεηαζ απυ ηδκ πανμοζία ηδξ πενζμπήξ 

RING (Really Interesting New Gene) (RING-finger proteins) ιε έκα εφνμξ 40-100 

αιζκμλέςκ. Αοηή δ πενζμπή απμηεθείηαζ απυ μπηχ ζοκηδνδιέκεξ ηοζηεΐκεξ ηαζ ζζηζδίκεξ, ιε 

βεκζηυ ιμηίαμ [CX2CX(9-39)CX(1-3)HX(2-3)C/HX2CX(4-48)CX2C], πμο ζοκημκίγμοκ δφμ 

ζυκηα ρεοδανβφνμο ζε έκα δζαζηαονμφιεκμ ζπδιαηζζιυ (Δζη. 9). Ζ RING πενζμπή ζοκδέεηαζ 

άιεζα ιε ημ Δ2 έκγοιμ ηαζ είκαζ μοζζχδδξ βζα ηδ δναζηζηυηδηα θζβάζδξ μοιπζηζηίκδξ [119], 

ηαεχξ πνμζανιυγεζ ηδ θοζίκδ ημο οπμζηνχιαημξ ημκηά ζημ εκδζάιεζμ Δ2-μοιπζηζηίκδξ 

[126]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 9 Παξάδεηγκα ελόο κνηίβνπ Cys2His2  κε δαθηύιην ςεπδαξγύξνπ 

Απμηεθείηαζ απυ ιζα α-έθζηα ηαζ έκα ακηζπανάθθδθμ α-θφθθμ. Σμ ζυκ ρεοδανβφνμο (πνάζζκμ 

πνχια) ζοκημκίγεηαζ απυ δφμ ηαηάθμζπα ζζηζδίκδξ ηαζ δφμ ηαηάθμζπα ηοζηεΐκδξ. 

 

Οζ θζβάζεξ ιε πενζμπή RING ιπμνμφκ κα απμηεθμφκηαζ απυ ιμκέξ ή πμθθαπθέξ 

οπμιμκάδεξ. Ζ Mdm2 είκαζ ιία θζβάζδ ιμκήξ οπμιμκάδαξ, πμο πενζέπεζ ηδκ αιζκμηεθζηή 

πενζμπή βζα ηδ ζφκδεζδ ιε ηδκ p53 ηαζ ηδ RING πενζμπή ζημ ηαναμλοηεθζηυ ηδξ άηνμ. ε 

ζοκενβαζία ιε ηα έκγοια Δ1 ηαζ Δ2, δ Mdm2 επανηεί βζα κα μοιπζηζηοθζχζεζ ηδκ p53 in 

vitro. Λζβάζεξ ιε πμθθέξ οπμιμκάδεξ ζοκήεςξ πενζέπμοκ ηδκ οπμιμκάδα ηδξ RING 

πενζμπήξ, έκα ιέθμξ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ ημοθζκχκ (cullin) ηαζ έκα δμιζηυ πνμζανιμβέα πμο 

πενζέπεζ ηδκ F-box πενζμπή (F-box containing structural adaptor) [127]. Ζ οπμιμκάδα ηδξ 

RING πενζμπήξ πανέπεζ εκενβυηδηα θζβάζδξ, μζ ημοθίκεξ παίγμοκ ημ νυθμ ηδξ «ζηαθςζζάξ» 

ηαζ μζ πνςηεΐκεξ F-box ζοκδέμοκ ηδκ ημοθίκδ ζημ οπυζηνςια. Γζα πανάδεζβια, ημ ζφιπθμημ 

SCF (Skp1-Cul-F-box) απμηεθείηαζ απυ ιία πνςηεΐκδ ιε RING πενζμπή (RING finger 

protein 1, Rbx1) πμο δζαεέηεζ ηδκ εκενβυηδηα θζβάζδξ, ηδκ ημοθίκδ Cul1, ηδκ οπμιμκάδα 

Skp1 (S-phase Kinase associated Protein 1A) ηαζ ηδκ F-box πνςηεΐκδ (Δζη. 10). Οζ βκςζηέξ 

SCF θζβάζεξ παίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδ νφειζζδ ηδξ ιεηάααζδξ G1/S ημο ηοηηανζημφ 
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ηφηθμο. Οζ οπμιμκάδεξ ημο ζοιπθυημο ανίζημκηαζ ζε ηέημζα δμιζηή μνβάκςζδ, χζηε κα 

εέημοκ ημκ πονήκα ηδξ θζβάζδξ ζηδ δζάεεζδ πμθθχκ οπμζηνςιάηςκ. ηα οπμζηνχιαηα ηςκ 

θζβαζχκ SCF ζοιπενζθαιαάκμκηαζ μβημβμκίδζα, πνςηεΐκεξ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ ελέθζλδ, 

αθθά ηαζ ζηδκ παφζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, ζηδ ιεηαβςβή ζήιαημξ ηαζ ζηδ ιεηαβναθή. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 10 ύκπινθν SCF 

Απμηεθείηαζ απυ ηδκ πνςηεΐκδ πμο πενζέπεζ ηδ RING πενζμπή (Rbx1), ηδκ ημοθίκδ (Cul1), 

ηδκ οπμιμκάδα Skp1 ηαζ ηδκ F-box πνςηεΐκδ (Skp2, Fbw7 ή α-TrCP) πμο είκαζ οπεφεοκδ βζα 

ηδκ ακαβκχνζζδ ημο ηαηάθθδθμο οπμζηνχιαημξ. 

 

Μία ιζηνή οπμ-μζημβέκεζα ηςκ RING θζβαζχκ μνίγεηαζ απυ ηδκ πανμοζία ιίαξ PHD 

πενζμπήξ. Γμιζηέξ ιεθέηεξ δείπκμοκ υηζ δ PHD πενζμπή ιμζάγεζ ιε ηδ RING πενζμπή ζημ 

ζοκημκζζιυ ηςκ ζυκηςκ ρεοδανβφνμο ζε δζαζηαονμφιεκδ δζαιυνθςζδ. οκήεςξ πενζέπεζ 

ιία ηοζηεΐκδ πανά ιία ζζηζδίκδ ζηδκ ηέηανηδ εέζδ ηαζ ιία ζοβηεηνζιέκδ ηνοπημθάκδ πνζκ ημ 

έαδμιμ ηαηάθμζπμ ηδξ ζφκδεζδξ ιε ημκ ρεοδάνβονμ. Αοηή δ μζημβέκεζα πενζθαιαάκεζ ηζξ 

ζζηέξ πνςηεΐκεξ MIR (Modulator of Immune Recognition), πμο απμδμιμφκ ηα ακμζμακηζβυκα 

MHC-ηάλδξ I [128]. 

 

 U-box 

Μία δζαθμνεηζηή μζημβέκεζα πνςηεσκχκ πενζέπμοκ ηδκ πενζμπή U-box. Γζα πνχηδ θμνά, δ 

U-box πενζμπή ακαηαθφθεδηε ζηδ θζβάζδ Ufd2 ηδξ γφιδξ, δ μπμία δεκ έπεζ δζηυ ηδξ 

οπυζηνςια. Ακηίεεηα, πνμςεεί ηδκ πμθο-μοιπζηζηοθίςζδ ημο οπμζηνχιαημξ ιίαξ άθθδξ 
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θζβάζδξ, βεβμκυξ πμο μδήβδζε ζηδκ ηαλζιυιδζή ηδξ ςξ «Δ4» έκγοιμ [129]. Ζ πενζμπή U-

box πανμοζζάγεζ δμιζηή μιμζυηδηα ιε ηδ RING πενζμπή, ιε ηδ δζαθμνά υηζ δε 

ζηαεενμπμζείηαζ ιε ημοξ δαηηοθίμοξ ρεοδανβφνμο πμο ζοκημκίγμκηαζ απυ ζζηζδίκεξ ηαζ 

ηοζηεΐκεξ, αθθά απυ έκα ζφζηδια ιε βέθονεξ άθαημξ ηαζ δεζιμφξ οδνμβυκμο. ε αοηυ ημ 

δίηηομ δεζιχκ ζοιιεηέπμοκ θμνηζζιέκα ηαζ πμθζηά ηαηάθμζπα, ηα μπμία είκαζ πμθφ πζμ 

ζοκηδνδιέκα ζηζξ U-box πνςηεΐκεξ πανά ζηζξ RING πνςηεΐκεξ, εκζζπφμκηαξ ημ νυθμ ημοξ 

ζηδ δζαηήνδζδ ηδξ ζηαεενυηδηαξ ηδξ πενζμπήξ U-box. θεξ μζ U-box πνςηεΐκεξ ηςκ 

εδθαζηζηχκ έπμοκ ανεεεί κα αθθδθεπζδνμφκ ιε ηζξ ιμνζαηέξ ζοκμδέξ πνςηεΐκεξ, Hsp90, 

Hsp70, DnaJc7, EKN1, CRN, ηαζ VCP. Δπμιέκςξ, δ θεζημονβία αοηήξ ηδξ μιάδαξ 

πνςηεσκχκ έβηεζηαζ ζηδκ απμδυιδζδ ηςκ ιδ ζςζηά δζπθςιέκςκ πνςηεσκχκ, ζε ζοκενβαζία 

ιε ηζξ ζοκμδέξ πνςηεΐκεξ, μζ μπμίεξ ακαβκςνίγμοκ ανπζηά ηαζ πνμζδέκμκηαζ ζηζξ ιδ 

θοζζμθμβζηέξ πνςηεΐκεξ. 

Μία απυ ηζξ πζμ ζδιακηζηέξ U-box θζβάζεξ είκαζ δ CHIP (Carboxyl-Terminus of Hsp70-

Interacting Protein) ή ημ ακενχπζκμ μιυθμβμ STUB1 (STIP1 homology and U-box 

containing protein 1), δ μπμία ηαηέπεζ ηαζ εκενβυηδηα πανυιμζα ιε αοηή ηςκ Δ4 εκγφιςκ 

[130, 131]. Ζ CHIP πνμζδέκεηαζ ηαζ ακαζηέθθεζ ηδκ εκενβυηδηα ATPάζδξ ηςκ Hsc70/Hsp70 

ηαζ ιπθμηάνεζ ηδκ ακηίδναζδ πνυζδεζδξ ημο οπμζηνχιαημξ ζε αοηέξ. Ζ CHIP έπεζ 

εκενβυηδηα Δ3 θζβάζδξ ηαζ μοιπζηζηοθζχκεζ ανηεηά οπμζηνχιαηα, ηα πενζζζυηενα εη ηςκ 

μπμίςκ είκαζ ιδ ζςζηά δζπθςιέκεξ πνςηεΐκεξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηζξ ζοκμδέξ πνςηεΐκεξ 

Hsp70 ηαζ/ή Hsp90 [132]. Μπμνεί, επίζδξ, κα δνάζεζ ιε ηδ θζβάζδ Parkin, πμο ακήηεζ ζηδκ 

μζημβέκεζα ηςκ RING εκγφιςκ ηαζ πνμάβεζ ηδκ μοιπζηζηοθίςζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Pael-R πμο 

ιεζμθααείηαζ απυ ηδκ Parkin [133]. 

 

Αιπζίδεο Οπκπηθηηπιίσζεο 

Οζ θοζίκεξ ηςκ οπμζηνςιάηςκ ιπμνμφκ κα ιμκμ- ή πμθο-μοιπζηζηοθζςεμφκ. Μία 

ζφκδεζδ ιίαξ ιμκήξ μοιπζηζηίκδξ ιπμνεί κα ζοιαεί αηυια ηαζ ζε ανηεηέξ θοζίκεξ ηαζ 

μνίγεηαζ ςξ πμθθαπθή μοιπζηζηοθίςζδ. Ο ηαθφηενα ιεθεηδιέκμξ νυθμξ ηδξ ιμκμ-

μοιπζηζηοθίςζδξ είκαζ δ νφειζζδ ηδξ εκδμηφηςζδξ ηαζ ηδξ επζδζυνεςζδξ ημο DNA ηαζ έπεζ 

ανεεεί υηζ επδνεάγεζ ημκ οπμηοηηανζηυ εκημπζζιυ, ηδ δζαιυνθςζδ, ηδκ εκενβυηδηα ηαζ ηζξ 

πνςηεσκζηέξ αθθδθεπζδνάζεζξ ηςκ οπμζηνςιάηςκ [134-136]. Οζ αθοζίδεξ πμθο-μοιπζηζηίκδξ 

ζπδιαηίγμκηαζ ιε ζφκδεζδ ηδξ ηαναμλοθζηήξ μιάδαξ G76 ηδξ επυιεκδξ μοιπζηζηίκδξ ζηδκ ε-

αιζκμιάδα ιίαξ θοζίκδξ εκηυξ ηδξ πνμδβμφιεκδξ μοιπζηζηίκδξ.  

Ζ μοιπζηζηίκδ έπεζ εθηά ηαηάθμζπα θοζίκδξ, K6, K11, K27, K29, K33, K48 ηαζ K63, ηα 

μπμία ελοπδνεημφκ ηζξ ζοκδέζεζξ ηδξ μοιπζηζηίκδξ [137]. Οζ ηαθφηενα παναηηδνζζιέκεξ 

http://en.wikipedia.org/wiki/HSPA8
http://en.wikipedia.org/wiki/Hsp70
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αθοζίδεξ πμθο-μοιπζηζηίκδξ είκαζ εηείκεξ πμο ζοκδέμκηαζ ιέζς ηςκ K48 ηαζ K63. Οζ K48 

αθοζίδεξ ιε 4 ιυνζα μοιπζηζηίκδξ ή πενζζζυηενα μδδβμφκ ημ οπυζηνςια πνμξ ηα 

πνςηεμζχιαηα βζα απμδυιδζδ [138], ακ ηαζ ιπμνμφκ κα έπμοκ ηαζ θεζημονβίεξ ακελάνηδηεξ 

απυ ηδκ πνςηευθοζδ. Γζα πανάδεζβια, δ Κ48-μοιπζηζηοθίςζδ ηδξ πνςηεΐκδξ p53 απυ ηδ 

θζβάζδ E4F1 θαίκεηαζ κα ηνμπμπμζεί ηδ ιεηαβναθζηή δναζηζηυηδηα ηδξ p53, πςνίξ κα 

επδνεάγεζ ηδκ πνςηευθοζδ ηδξ p53 [79]. Ζ Κ63-μοιπζηζηοθίςζδ απαζηεί ηδ δνάζδ 

λεπςνζζηχκ Δ2 εκγφιςκ, δεκ επάβεζ απμδυιδζδ, αθθά μδδβεί ζε δζαθμνεηζηέξ αζμθμβζηέξ 

δζαδζηαζίεξ. Γζα πανάδεζβια, δ πνςηεΐκδ ΗΚΚ εκενβμπμζείηαζ ιέζς Κ63-μοιπζηζηοθίςζδξ, 

πμο ιεζμθααείηαζ απυ ηδκ TRAF6 [139].  

Ακηίεεηα, είκαζ πμθφ θίβα βκςζηά βζα ημ νυθμ ηςκ ζοκδέζεςκ ηδξ μοιπζηζηίκδξ ιέζς ηςκ 

K6, K11 ηαζ K29. Αθοζίδεξ μζ μπμίεξ ηαηαθφμοκ ημ ζπδιαηζζιυ Κ6 ηαζ Κ11 έπμοκ ανεεεί κα 

πνμζδέκμκηαζ ζηδκ πνςηεμζςιζηή οπμιμκάδα S5α, πανυθμ πμο δεκ είκαζ αέααζμ εάκ 

ιπμνμφκ κα πνμςεήζμοκ ηδκ απμδυιδζδ ημο οπμζηνχιαημξ. Ζ Κ6-μοιπζηζηοθίςζδ ημο 

BRCA1 ζηαεενμπμζεί ημ BRCA1 ηαζ ημ μδδβεί ηαηεοεείακ ζηδ εέζδ βζα ηδκ επζδζυνεςζδ 

ημο DNA [140]. Ζ αζμθμβζηή ζδιαζία άθθςκ αθοζίδςκ μοιπζηζηίκδξ πνέπεζ κα δζενεοκδεεί. 

Οζ ιδπακζζιμί πμο νοειίγμοκ ηδκ επζθμβή ηδξ θοζίκδξ πάκς ζηδκ μοιπζηζηίκδ ηαηά ηδ 

δζάνηεζα ηδξ μοιπζηζηοθίςζδξ είκαζ ζπεδυκ άβκςζημζ. Δίκαζ λεηάεανμ υηζ ημ ίδζμ έκγοιμ Δ3 

ιπμνεί κα ζοκδέζεζ Κ48 ηαζ Κ63 αθοζίδεξ. Ζ ελεζδίηεοζδ εα ιπμνμφζε κα ηαεμνζζηεί απυ 

ημ Δ2, ηαεχξ δζαθμνεηζηά Δ2 έκγοια ειπθέημκηαζ ζημ ζπδιαηζζιυ ηδξ Κ63 αθοζίδαξ. 

Πζεακά ηαζ ηα αθθδθεπζδνχκηα ιυνζα ηςκ θζβαζχκ ιπμνμφκ κα μνίζμοκ πμζα αθοζίδα εα 

ζπδιαηζζηεί. Απυ ηδκ άθθδ, ημ ίδζμ οπυζηνςια ιπμνεί κα ηνμπμπμζδεεί απυ δζαθμνεηζημφξ 

ηφπμοξ μοιπζηζηοθίςζδξ, μδδβχκηαξ ζε πμζηίθεξ αζμθμβζηέξ εκένβεζεξ. Γζα πανάδεζβια, δ 

Κ48-πμθο-μοιπζηζηοθίςζδ ζηδκ ηαναμλοηεθζηή πενζμπή ηδξ πνςηεΐκδξ p53 μδδβεί ζε 

πνςηεμζςιζηή απμδυιδζδ, εκχ δ Κ63-μοιπζηζηοθίςζδ ζηδ θοζίκδ Κ320 δζαθμνμπμζεί ηδ 

ιεηαβναθζηή εκενβυηδηα ηδξ p53 ηαζ ηδκ μδδβεί ζηα βμκίδζα-ζηυπμοξ πμο αθμνμφκ ηδκ 

παφζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο [79]. 

 

DUBs 

Ζ μοιπζηζηοθίςζδ ιπμνεί κα ακηζζηναθεί ιε ηδ δνάζδ ηςκ εκγφιςκ απμ-μοιπζηζηοθίςζδξ 

(deubiquitinating enzymes, DUBs), ηα μπμία είκαζ οδνμθάζεξ ηοζηεΐκδξ: ηαναμλοηεθζηέξ 

οδνμθάζεξ μοιπζηζηίκδξ (ubiquitin C-terminal hydrolases, UCHs) ηαζ πνςηεάζεξ εζδζηέξ βζα 

μοιπζηζηίκδ (ubiquitin-specific processing proteases, USPs) [141]. Γεκζηά, μζ UCHs είκαζ 

ζηακέξ κα απμηυρμοκ ηα πνυδνμια ηδξ μοιπζηζηίκδξ βζα κα θηζάλμοκ ηδκ εκενβή μοιπζηζηίκδ. 
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Οζ USPs είκαζ ιία ιεβάθδ μιάδα εκγφιςκ πμο ιπμνμφκ κα ζπάζμοκ ηαζ κα απμδζαηάλμοκ ηζξ 

αθοζίδεξ μοιπζηζηίκδξ. 

Σα DUBs ζοιιεηέπμοκ ζε ανηεηέξ αζμθμβζηέξ δζαδζηαζίεξ, υπςξ ζηδ δδιζμονβία 

μοιπζηζηίκδξ, ζηδκ ακαηφηθςζδ ηδξ μοιπζηζηίκδξ ηαζ ζηδκ επελενβαζία ηςκ αθοζίδςκ πμθο-

μοιπζηζηίκδξ, ζοιαάθθμκηαξ ζηδκ απμδυιδζδ ιέζς ημο πνςηεμζχιαημξ. Πμθθά έκγοια 

DUBs ζπεηίγμκηαζ ιε ημ 26S πνςηευζςια ηαζ νοειίγμοκ ηδ θεζημονβία ημο. Γζα πανάδεζβια, 

ημ UCH37 είκαζ ιία οπμιμκάδα ημο 19S πνςηεμζχιαημξ ηαζ ειπθέηεηαζ ζηδκ 

«επελενβαζία» ηςκ μοιπζηζηοθζςιέκςκ οπμζηνςιάηςκ ζφιθςκα ιε ημ ιήημξ ηςκ πμθο-

μοιπζηζηοθζςιέκςκ αθοζίδςκ [142]. Δπζπθέμκ, δ οπμιμκάδα Rpn11 ημο πνςηεμζχιαημξ 

εηπνμζςπεί έκα έκγοιμ DUB ηαζ μ νυθμξ ηδξ έβηεζηαζ ζηδκ απεθεοεένςζδ ηδξ πμθο-

μοιπζηζηοθζςιέκδξ αθοζίδαξ, επζηνέπμκηαξ ηδκ πθήνδ ιεηαηυπζζδ ηδξ πνςηεΐκδξ-

οπυζηνςια πνμξ ημκ πνςηεμθοηζηυ πονήκα ημο πνςηεμζχιαημξ [143]. Δπζπνυζεεηα, ιενζηά 

DUBs έπμοκ ανεεεί υηζ είκαζ ζηακά βζα ηδκ ελεζδίηεοζδ ημο οπμζηνχιαημξ. Σμ HAUSP 

παίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδ νφειζζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ηδξ p53, ηαεχξ απμ-

μοιπζηζηοθζχκεζ ηαζ ηδκ p53 ηαζ ηδκ Mdm2 [144]. Σμ CYLD απμ-μοιπζηζηοθζχκεζ ηδκ 

πνςηεΐκδ TRAF2, ιεζχκμκηαξ ηδκ NFkB ζδιαημδυηδζδ [145, 146].  

 

Μόξηα πνπ κνηάδνπλ κε νπκπηθηηίλε 

Απυ ηυηε πμο ακαηαθφθεδηε δ μοιπζηζηίκδ, ιία μθυηθδνδ μζημβέκεζα ιμνίςκ πμο 

ιμζάγμοκ ιε μοιπζηζηίκδ έπεζ ανεεεί ηαζ ιεηνάεζ πενζζζυηενα απυ 10 ιέθδ, ιεηαλφ ηςκ 

μπμίςκ ημ Nedd8, ημ SUMO, ημ ISG15 ηαζ ημ Atg8 [147, 148]. Πανυθμ πμο δεκ έπμοκ 

ορδθυ ααειυ μιμζυηδηαξ ςξ πνμξ ηδκ αθθδθμοπία ημοξ, αοηά ηα ιυνζα είκαζ δμιζηά υιμζα ιε 

ηδκ μοιπζηζηίκδ. οκδέμκηαζ ζηδ θοζίκδ ημο οπμζηνχιαημξ ζε ιία ακηίδναζδ πμο ιμζάγεζ ιε 

ηδκ μοιπζηζηοθίςζδ, ιε ηδ ζοιιεημπή δζαθμνεηζηχκ Δ1 ηαζ Δ2 εκγφιςκ. Σα ηαθφηενα 

παναηηδνζζιέκα ιυνζα αοηήξ ηδξ ηαηδβμνίαξ, ημ SUMO ηαζ ημ Nedd8, είκαζ ηα πζμ ημκηζκά 

ζηδκ μοιπζηζηίκδ ιε μιμθμβία ςξ πνμξ ηδκ αθθδθμοπία ηαηά 20 ηαζ 60% ακηίζημζπα. 

Τπάνπμοκ ανηεηέξ θζβάζεξ εζδζηέξ βζα SUMO, υπςξ δ μζημβέκεζα ηςκ PIAS ηαζ δ TOPORS. 

Αλζμζδιείςημ είκαζ υηζ ιενζηέξ θζβάζεξ, υπςξ δ Mdm2, ιπμνμφκ κα θεζημονβήζμοκ ηαζ ςξ 

NEDD8 Δ3 έκγοια [149].  

Ζ δνάζδ ηςκ ιμνίςκ πμο ιμζάγμοκ ιε μοιπζηζηίκδ μδδβεί ζε δζάθμνα θοζζμθμβζηά 

ζοιαάκηα. Ζ ζμοιμτθίςζδ (SUMOylation) ειπθέηεηαζ ζημκ οπμηοηηανζηυ εκημπζζιυ, ζηδκ 

επζδζυνεςζδ ημο DNA, ζημκ ακαζπδιαηζζιυ ηδξ πνςιαηίκδξ ηαζ ζηδ νφειζζδ ηδξ 

ιεηαβναθήξ. Ζ κεδοθίςζδ (Neddylation) ζοπκά ζημπεφεζ θζβάζεξ μοιπζηζηίκδξ, υπςξ μζ 

ημοθίκεξ, επάβμκηαξ ηδ θεζημονβία ημοξ [150, 151], εκχ ιπμνεί κα ακαζηείθεζ ηαζ ηδ 
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ιεηαβναθζηή εκενβυηδηα ηδξ πνςηεΐκδξ-ζηυπμο, υπςξ έπεζ δεζπεεί βζα ηδκ p53 [149]. Σέθμξ, 

δ ζζβοθίςζδ (Isgylation) παίγεζ ηάπμζμ νυθμ ζηδκ ακμζμαπυηνζζδ [152]. Ζ θεζημονβία ηςκ 

άθθςκ ιμνίςκ ηδξ ηαηδβμνίαξ παναιέκεζ άβκςζηδ. 

 

1.4.2 Πξσηεόζσκα 

Ο εειεθζχδδξ νυθμξ ηςκ αθοζίδςκ μοιπζηζηίκδξ είκαζ δ ζηυπεοζδ ηςκ οπμζηνςιάηςκ πνμξ 

ημ πνςηευζςια βζα απμδυιδζδ [153, 154]. Αθοζίδεξ ηςκ ηεζζάνςκ ή πενζζζυηενςκ ιμνίςκ 

μοιπζηζηίκδξ πμο ζοκδέμκηαζ ζηζξ θοζίκεξ Κ48 απμηεθμφκ ημ ζήια βζα ηδκ πνςηεμζςιζηή 

ακαβκχνζζδ [138]. Σμ πνςηευζςια είκαζ ιία εκδμηοηηανζηή πνςηεάζδ ηφπμο ενεμκίκδξ ηαζ 

απμηεθεί ~1% ηςκ ηοηηανζηχκ πνςηεσκχκ. Σα πνςηεμζχιαηα είκαζ άθεμκα ζηα ηφηηανα ηαζ 

απμδμιμφκ πνςηεΐκεξ ζημ ηοηανυπθαζια, ζημκ πονήκα ή ζημ εκδμπθαζιαηζηυ δίηηομ. ημ 

ζφζηδια ημο πνςηεμζχιαημξ, ζοιπενζθαιαάκμκηαζ δφμ εζδχκ πνςηεμθοηζημί ιδπακζζιμί, μ 

ATP-ελανηχιεκμξ, πμο πναβιαημπμζείηαζ απυ ημ 26S πνςηευζςια ηαζ μ ATP-ακελάνηδημξ, 

πμο πναβιαημπμζείηαζ απυ ημ 20S πνςηευζςια. Διπθέηεηαζ ζηδκ απμδυιδζδ ηυζμ ηςκ ιδ 

θοζζμθμβζηχκ, μλεζδςιέκςκ ηαζ απμδζαηαβιέκςκ, υζμ ηαζ ηςκ πθήνςξ θεζημονβζηχκ 

πνςηεσκχκ, μζ μπμίεξ πνέπεζ κα απμδμιδεμφκ πνμηεζιέκμο κα δζαηδνδεεί δ θοζζμθμβζηή 

ηοηηανζηή θεζημονβία. Με αοηυκ ημκ ηνυπμ, ημ πνςηευζςια ζοιιεηέπεζ ζε δζάθμνεξ 

ηοηηανζηέξ θεζημονβίεξ, υπςξ δ νφειζζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ ηδξ ιεηαβναθήξ, μ 

πνςηεσκζηυξ ηαηααμθζζιυξ ηαζ δ ακηζβμκμπανμοζίαζδ. 

 

20S 

Σμ 20S πνςηευζςια είκαζ έκα πμθφ ηαθά μνβακςιέκμ ζφιπθμημ, ιμνζαημφ αάνμοξ ~750 

ΚDa, δζαιέηνμο ~12 nm ηαζ ιήημοξ ~17 nm, απμηεθμφιεκμ απυ δζάθμνεξ πνςηεσκζηέξ 

οπμιμκάδεξ, ιεβέεμοξ 20-35 ΚDa. Σμ ζφιπθμημ έπεζ ηδ ιμνθή «αανεθζμφ» [155] ηαζ μζ 

οπμιμκάδεξ ημο δζαηάζζμκηαζ ιε ηέημζμ ηνυπμ, χζηε κα δδιζμονβμφκ 4 πνςηεσκζημφξ 

δαηηοθίμοξ, 2 ελςηενζημφξ πμο πενζέπμοκ ιυκμ α-οπμιμκάδεξ ηαζ δφμ εζςηενζημφξ πμο 

απμηεθμφκηαζ ιυκμ απυ α-οπμιμκάδεξ. Οζ οπμιμκάδεξ ηςκ εοηανοςηζηχκ μνβακζζιχκ 

μιαδμπμζμφκηαζ πεναζηένς ζε 7 οπμ-μζημβέκεζεξ. οκμθζηά, ηάεε 20S ζφιπθμημ 

δδιζμονβείηαζ απυ 14 α- ηαζ 14 α- οπμιμκάδεξ, ιε 7 οπμιμκάδεξ ακά δαηηφθζμ, ζε δζάηαλδ 

α7α7α7α7 (Δζη. 11). 

Οζ πνςηεμζςιζηέξ οπμιμκάδεξ απμηεθμφκ ιία ιεβάθδ μζημβέκεζα πνςηεσκχκ πμο δεκ έπεζ 

ειθακείξ μιμζυηδηεξ ιε άθθεξ μζημβέκεζεξ πνςηεσκχκ. πεδυκ ζε υθεξ ηζξ α- ηαζ α- 

οπμιμκάδεξ, οπάνπμοκ ανηεηά ηαηάθμζπα βθοηίκδξ ηαζ έκα GxxxD ιμηίαμ, εκχ είκαζ πμθφ 

πζεακυ κα πνμήθεακ απυ έκακ ημζκυ ανπζηυ πνυβμκμ. ηα ανπαζμααηηήνζα, οπάνπμοκ ιυκμ 2 
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δζαθμνεηζηέξ οπμιμκάδεξ, δ α ηαζ δ α [156], ζηδ γφιδ 14 (7 α ηαζ 7 α) [157], εκχ ζηα 

ηφηηανα ηςκ ακχηενςκ εοηανοςηζηχκ μνβακζζιχκ οπάνπμοκ πενζζζυηενεξ απυ 14 

δζαθμνεηζηέξ οπμιμκάδεξ, ηαεχξ ηαζ 3 (α1i, α2i ηαζ α5i) μζ μπμίεξ εηθνάγμκηαζ ζημ 

ακμζμπνςηευζςια. ηα ακχηενα εοηανοςηζηά, δ έηθναζή ημοξ δζαθμνμπμζείηαζ ακάιεζα 

ζημοξ ζζημφξ ηαζ ηα δζάθμνα ακαπηολζαηά ζηάδζα ημο ίδζμο μνβακζζιμφ. Να ζδιεζςεεί, 

επίζδξ, υηζ μιυθμβεξ οπμιμκάδεξ πμο ακήημοκ ζηδκ ίδζα οπμ-μζημβέκεζα, υπςξ μζ LMP 

πνςηεΐκεξ ηαζ μζ μιυθμβεξ αοηχκ, α1i ηαζ α5i, δεκ είκαζ πανμφζεξ ηαοηυπνμκα ζημ ίδζμ 

ζφιπθμημ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Οζ α-οπμιμκάδεξ είκαζ πζμ ζοκηδνδιέκεξ απυ ηζξ α. ημ NH2-ηεθζηυ ημοξ άηνμ οπάνπεζ 

ορδθά ζοκηδνδιέκδ αθθδθμοπία, πμο δεκ απακηάηαζ ζηζξ α-οπμιμκάδεξ. Πμθθέξ απυ ηζξ α-

οπμιμκάδεξ πενζέπμοκ ζήια πονδκζημφ εκημπζζιμφ (Nuclear Localization Signal, NLS). Οζ 

α-οπμιμκάδεξ πμο απμηεθμφκ ηα ηαηαθοηζηά ηέκηνα ημο πνςηεμζχιαημξ, πανμοζζάγμοκ 

ορδθυηενμ ααειυ εηενμβέκεζαξ ζε ζφβηνζζδ ιε ηζξ α-οπμιμκάδεξ. οβηεηνζιέκα, δ α1 

απμηεθεί ημ εκενβυ ηέκηνμ εκενβυηδηαξ πεπηζδοθμβθμοηαιοθμ-οδνμθάζδξ (PGPH), δ α2 ημ 

εκενβυ ηέκηνμ εκενβυηδηαξ ενορίκδξ (T-L) ηαζ δ α5 ημ εκενβυ ηέκηνμ εκενβυηδηαξ 

ποιμενορίκδξ (CT-L). Δπζπθέμκ, μζ 5 απυ ηζξ 7 α-οπμιμκάδεξ θένμοκ ιζα ιζηνή αθθδθμοπία 

ζημ ΝΖ2-ηεθζηυ ημοξ άηνμ (πνμ-πεπηίδζμ), δ μπμία απμηυπηεηαζ ηαηά ηδ ζοβηνυηδζδ ημο 

ζοιπθυημο. Αοηή δ απμημπή είκαζ απαναίηδηδ, πνμηεζιέκμο κα εηηεεεί ημ ηαηάθμζπμ 

ενεμκίκδξ πμο θένμοκ μζ α-οπμιμκάδεξ ηαζ ημ ζφιπθμημ κα απμηηήζεζ εκενβυηδηα 

πνςηεάζδξ. Σα πνμ-πεπηίδζα ηςκ εκενβχκ ηέκηνςκ α1, α2 ηαζ α5 απμηυπημκηαζ ιέζς 

αοημηαηάθοζδξ, εκχ ηα πνμ-πεπηίδζα ηςκ ιδ ηαηαθοηζηχκ α-οπμιμκάδςκ απμηυπημκηαζ απυ 

ηζξ βεζημκζηέξ εκενβέξ αθθδθμοπίεξ [158]. 

ημοξ εοηανοςηζημφξ μνβακζζιμφξ, δ ζοβηνυηδζδ ημο πνςηεμζχιαημξ είκαζ απυθοηα 

νοειζγυιεκδ [159], ιε ηδ δδιζμονβία εκδζάιεζςκ πνμ-ζοιπθυηςκ, 13S ηαζ 16S, βκςζηά ηαζ 

ςξ «ιζζά» πνςηεμζχιαηα [160]. Οζ α-οπμιμκάδεξ δδιζμονβμφκ αοευνιδηα δαηηοθίμοξ 

επηαιενχκ ηαζ απμηεθμφκ ιήηνεξ επάκς ζηζξ μπμίεξ εκζςιαηχκμκηαζ μζ α-οπμιμκάδεξ 

Δηθόλα 11 Γνκή ηνπ 20S πξσηενζώκαηνο 

Σμ 20S πνςηευζςια έπεζ ηδ ιμνθή αανεθζμφ 

ηαζ απμηεθείηαζ απυ 7 δζαθμνεηζηέξ α-

νοειζζηζηέξ ηαζ 7 δζαθμνεηζηέξ α-

ηαηαθοηζηέξ οπμιμκάδεξ ζε δζάηαλδ 

α7α7α7α7. 
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[161]. Ζ πνυζδεζδ ηςκ α-οπμιμκάδςκ πναβιαημπμζείηαζ ζε δζάθμνα ζηάδζα [162]. Σνεζξ 

απυ ηζξ εθηά α-οπμιμκάδεξ, δ α2, δ α3 ηαζ δ α4, έπμοκ ηαοημπμζδεεί ςξ ιέθδ ημο 13S πνμ-

ζοιπθυημο. Οζ οπυθμζπεξ ηέζζενζξ α-οπμιμκάδεξ, α5, α6, α7 ηαζ α1, απμηεθμφκ ιέθδ ημο 16S 

πνμ-ζοιπθυημο. Ο δζιενζζιυξ ηςκ δφμ πνμ-ζοιπθυηςκ ζημ πνμ-μθμπνςηευζςια 

αημθμοεείηαζ απυ ηδκ απμημπή ηςκ ΝΖ2-ηεθζηχκ πνμ-πεπηζδίςκ ηςκ α-οπμιμκάδςκ [163]. Ζ 

ιεηαηνμπή ημο πνμ-μθμπνςηεμζχιαημξ ζε πθήνςξ θεζημονβζηυ, «χνζιμ» πνςηευζςια, 

θαίκεηαζ κα είκαζ έκα ααζζηυ ζηάδζμ νφειζζδξ. 

Δίκαζ απαναίηδημ κα ακαθενεεί πςξ δ ςνίιακζδ ηςκ πνςηεμζςιάηςκ ζηα εοηανοςηζηά 

ηφηηανα απαζηεί ηδκ πανμοζία ηαζ ζοιιεημπή επζπθέμκ πνςηεσκχκ ηαηά ημ ηεθζηυ ζηάδζμ 

ςνίιακζδξ. Γζα πανάδεζβια, δ hsc73 αθθδθεπζδνά ιε ημ 16S πνμ-ζφιπθμημ ηαζ ημ δζαηδνεί 

ζε ιδ δζπθςιέκδ ηαηάζηαζδ, χζηε κα είκαζ δοκαηή δ απμημπή ηςκ πνμ-πεπηζδίςκ απυ ηζξ α-

οπμιμκάδεξ, ημ ζςζηυ δίπθςια ηςκ πνςηεσκχκ ηαζ δ ζςζηή εκζςιάηςζδ ηςκ οπμιμκάδςκ 

[164]. Άθθδ πνςηεΐκδ πμο παίγεζ ηφνζμ νυθμ είκαζ δ Ump1 ζηδ γφιδ [165] ή POMP 

(Proteasome Maturation Protein) [166] ζημκ άκενςπμ. Οζ πνςηεΐκεξ αοηέξ απμηεθμφκ ιέθδ 

ηςκ πνςηεμζςιζηχκ πνμ-ζοιπθυηςκ, ανίζημκηαζ πανμδζηά ζημ εζςηενζηυ ηςκ «ακχνζιςκ» 

πνςηεμζςιάηςκ βζα κα αμδεήζμοκ ζηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ α-οπμιμκάδςκ ηαζ 

απμδμιμφκηαζ απυ ημ ίδζμ ημ εκενβυ πνςηευζςια [165]. Ζ Ump1 πνμζδέκεηαζ ζημ α5 πνμ-

πεπηίδζμ [165], εκχ δ POMP ιπμνεί κα ζοκδεεεί ηαζ ζε άθθα πνμ-πεπηίδζα α-οπμιμκάδςκ 

[166]. Ο αηνζαήξ νυθμξ ηαζ δ ζδιαζία αοηχκ ηςκ πνςηεσκχκ πνίγμοκ πεναζηένς ιεθέηδξ.  

 

Αλνζνπξσηεόζσκα 

Έκαξ δζαθμνεηζηυξ ηφπμξ 20S ζοιπθυημο είκαζ ημ ακμζμπνςηευζςια, ημ μπμίμ παίγεζ 

ηφνζμ νυθμ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ακηζβμκμπανμοζίαζδξ [167]. Ζ πνμζεήηδ β-ζκηενθενυκδξ 

ζηα ηφηηανα ιεηααάθθεζ ηυζμ ηζξ πνςηεμζςιζηέξ εκενβυηδηεξ υζμ ηαζ ηδκ πνςηεσκζηή 

ζφζηαζδ ηςκ πνςηεμζςιάηςκ ηςκ ηοηηάνςκ αοηχκ. οβηεηνζιέκα, μζ α-οπμιμκάδεξ α1, α2 

ηαζ α5 (ζοκεπχξ εηθναγυιεκεξ οπμιμκάδεξ οπυ θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ), ακηζηαείζηακηαζ 

απυ ηζξ οπμιμκάδεξ, α1i, α2i ηαζ α5i ακηίζημζπα [168]. Καηά ηδκ ακηζηαηάζηαζδ αοηή, 

αολάκεηαζ δ Vmax πνςηευθοζδξ φζηενα απυ οδνυθμαα ηαζ ααζζηά αιζκμλέα ηςκ 

απμιμκςιέκςκ 20S ηαζ 26S ζοιπθυηςκ [169], εκχ ιεζχκεηαζ δ εκενβυηδηα πνςηευθοζδξ 

φζηενα απυ υλζκα αιζκμλέα [170]. Σα πνςηεμζχιαηα πμο θένμοκ ηζξ ακμζμ-οπμιμκάδεξ 

(α1i, α2i ηαζ α5i) είκαζ πζμ απμδμηζηά ζηδκ παναβςβή ακηζβμκζηχκ πεπηζδίςκ (πεπηίδζα πμο 

είκαζ πζμ ηαηάθθδθα βζα ηδκ MHC-ηάλδξ I πανμοζίαζδ) ζοβηνζηζηά ιε ηα πνςηεμζχιαηα 

πμο θένμοκ ηζξ οπμιμκάδεξ α1, α2 ηαζ α5. Σα ακμζμπνςηεμζχιαηα ανίζημκηαζ ηονίςξ ζημ 
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ήπαν ηαζ ζημ ζπθήκα ηαζ υπζ ζημοξ ιφεξ ηαζ ζημκ εβηέθαθμ, υπμο μφηςξ ή άθθςξ ηα MHC-

ηάλδξ I ιυνζα ανίζημκηαζ ζε παιδθά επίπεδα. 

 

26S 

Σμ 26S ζφιπθμημ δδιζμονβείηαζ ηαηά ηδκ ATP-ελανηχιεκδ πνυζδεζδ εκυξ 19S 

ζοιπθυημο ζε ηάεε άηνμ ημο 20S (Δζη. 12). Πνυηεζηαζ βζα έκα πμθο-πνςηεσκζηυ ζφιπθμημ, 

ιμνζαημφ αάνμοξ ~2500 ΚDa, οπεφεοκμ βζα ηδκ απμδυιδζδ πνςηεσκχκ ζδιαζιέκςκ ιε 

μοιπζηζηίκδ [171, 172]. Απμηεθείηαζ απυ δφμ ακηίβναθα ημοθάπζζημκ 32 οπμιμκάδςκ ορδθά 

ζοκηδνδιέκςκ ζημοξ εοηανοχηεξ. Σα οπμζηνχιαηα ηενδίγμοκ πνυζααζδ ζημ 20S ιυκμ 

ιέζς ηςκ ζηεκχκ πυνςκ πμο ζπδιαηίγμκηαζ απυ ηδκ α οπμιμκάδα, ιε έκα ιδπακζζιυ βζα ημ 

«άκμζβια ηςκ εονχκ». Αοηή δ θεζημονβία επζηεθείηαζ απυ ημ 19S, έκα ζφιπθμημ ζπεδυκ 

1MDa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 12 ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ 26S πξσηενζσκηθνύ ζπκπιόθνπ 
Σμ 19S ζφιπθμημ εκχκεηαζ ζηα δφμ άηνα ημο 20S ζοιπθυημο, δίκμκηαξ ημ 26S ζφιπθμημ 

πμο είκαζ οπεφεοκμ βζα ηδκ ΑΣΡ-ελανηχιεκδ ηαζ μοιπζηζηοθζμ-ελανηχιεκδ πνςηεσκζηή 

απμδυιδζδ.  

 

Σμ 19S ζφιπθμημ απμηεθείηαζ απυ 17 οπμιμκάδεξ πμο μιαδμπμζμφκηαζ ζε δφμ οπμ-

ζφιπθμηα, ηδ «αάζδ» (base) ηαζ ημ «ηαπάηζ» (lid). Ζ «αάζδ» απμηεθείηαζ απυ έλζ ATPάζεξ 

(Rpt 1-6) πμο ακήημοκ ζηδκ ΑΑΑ-μζημβέκεζα (ATPases Associated with different cellular 

Activities) ηαζ ηέζζενζξ ιδ-ATPάζεξ (Rpn1, Rpn2, Rpn10 ηαζ Rpn13). Οζ ATPάζεξ 
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δδιζμονβμφκ ιζα δμιή ελαιενμφξ δαηηοθίμο. Ζ «αάζδ» ανίζηεηαζ ζε επαθή ιε ημ 20S 

ζφιπθμημ ηαζ είκαζ οπεφεοκδ βζα ημ λεδίπθςια ηςκ πνςηεσκχκ πνμξ απμδυιδζδ ηαζ ηδ 

δζάκμζλδ ημο πυνμο ζημ 20S ζφιπθμημ, βζα ηδκ πνμχεδζδ ηςκ οπμζηνςιάηςκ ιέζα ζε αοηυ. 

Ζ Rpt2 ακμίβεζ ημκ πυνμ, εκχ δ Rpt5 ακαβκςνίγεζ ηδκ αθοζίδα μοιπζηζηίκδξ ημο 

οπμζηνχιαημξ. Ζ ιδ-ATPάζδ Rpn10/S5α θεζημονβεί ςξ οπμδμπέαξ ηδξ μοιπζηζηίκδξ. Σμ 

«ηαπάηζ» απμηεθείηαζ απυ μπηχ ιδ-ATPάζεξ (Rpn3, Rpn5, Rpn6, Rpn7, Rpn8, Rpn9, Rpn11 

ηαζ Rpn12) ηαζ είκαζ απαναίηδημ βζα ηδκ ακαβκχνζζδ πμθο-μοιπζηζηοθζςιέκςκ 

οπμζηνςιάηςκ πνμξ απμδυιδζδ. Πνμζδέκεηαζ ζηδ «αάζδ» ιέζς αθθδθεπζδνάζεςκ ιεηαλφ 

ηδξ Rpn12 ηαζ Rpn2 ηαζ ιεηαλφ ηδξ Rpn11 ηαζ Rpn1. Ζ Rpn10 θαίκεηαζ πςξ εκέπεηαζ ζηδ 

ζηαεενμπμίδζδ αοηχκ ηςκ αθθδθεπζδνάζεςκ. 

Σμ 19S ζφιπθμημ επζηεθεί δζάθμνεξ αζμπδιζηέξ θεζημονβίεξ. Ακαβκςνίγεζ μοιπζηζηο-

θζςιέκα οπμζηνχιαηα, θένεζ εκενβυηδηα ζζμπεπηζδάζδξ πμο δζαζπά ηζξ αθοζίδεξ 

μοιπζηζηίκδξ ζε ιμκμιενή πμο επακαπνδζζιμπμζμφκηαζ, ακμίβεζ ιία μπή ζηα άηνα ημο βζα 

ηδκ πνμχεδζδ ηςκ πνςηεσκχκ πνμξ απμδυιδζδ ζημ εζςηενζηυ ηδξ πνςηεμθοηζηήξ 

ημζθυηδηαξ ηαζ θένεζ εκενβυηδηα απμδζάηαλδξ ηςκ οπμζηνςιάηςκ ηαζ ιεηαθμνάξ ηςκ 

λεδζπθςιέκςκ/απμδζαηαβιέκςκ πεπηζδίςκ ιέζα ζηδκ ημζθυηδηα ημο 20S.  

Πμθθέξ πνςηεΐκεξ πμο ειπθέημκηαζ ζε δζαδζηαζίεξ απμδυιδζδξ (Rad23, Dsk2, Ddi1) 

ιμζνάγμκηαζ ιία ημζκή πενζμπή πμο ιμζάγεζ ιε μοιπζηζηίκδ ηαζ δ μπμία ακαβκςνίγεηαζ απυ 

ηδκ οπμιμκάδα Rpn1 [173]. Αοηέξ μζ πνςηεΐκεξ έπμοκ επζπθέμκ ιία COOH-ηεθζηή πενζμπή 

UbA, πμο ζοκδέεηαζ ζηζξ αθοζίδεξ πμθο-μοιπζηζηίκδξ, βζα κα ηζξ πνμζηαηεφζεζ απυ ηδ δνάζδ 

ηςκ εκγφιςκ απμ-μοιπζηζηοθίςζδξ DUBs [174].  

Δπμιέκςξ, ημ πνςηευζςια είκαζ έκα ζφκεεημ ζφιπθμημ ιε πμζηζθία δναζηδνζμηήηςκ. 

Πενζθδπηζηά, ηα μοιπζηζηοθζςιέκα οπμζηνχιαηα ανπζηά ακαβκςνίγμκηαζ ηαζ πνμζδέκμκηαζ 

ζημοξ οπμδμπείξ μοιπζηζηίκδξ πμο ανίζημκηαζ ζημ 19S. Σα ιυνζα μοιπζηζηίκδξ 

απμιαηνφκμκηαζ απυ ημ οπυζηνςια ιέζς ηςκ DUBs ηαζ ακαηοηθχκμκηαζ. Σα οπμζηνχιαηα 

δεκ είκαζ πθέμκ δζπθςιέκα ηαζ δζαπενκμφκ ημκ πυνμ ημο 20S ιέζς ιίαξ πφθδξ. Μενζηέξ 

πνςηεΐκεξ ιπμνμφκ κα απμδμιδεμφκ απεοεείαξ απυ ημ 20S ηαηά έκακ ηνυπμ ακελάνηδημ ηδξ 

μοιπζηζηίκδξ, υπςξ είκαζ δ πνςηεΐκδ p21 [175], p53 [176] ηαζ Rb [177]. οκεπχξ, δ 

μοιπζηζηοθίςζδ θαίκεηαζ υηζ απαζηείηαζ βζα ηδκ ακαβκχνζζδ ηςκ πνςηεσκχκ απυ ημ 19S ημο 

πνςηεμζχιαημξ. 

 

 Υηκαηξηθά Πξσηενζώκαηα 

Πένακ ημο 19S, οπάνπμοκ πμθθά νοειζζηζηά ιυνζα πμο είηε ζπδιαηίγμοκ εκαθθαηηζημφξ 

ζοκδοαζιμφξ ιε οπμπθδεοζιμφξ ημο πνςηεμζχιαημξ είηε ζπδιαηίγμοκ πζιαζνζηά 



ΔΗΑΓΧΓΖ 

53 

πνςηεμζχιαηα ιε έκα ιυνζμ 19S ζημ έκα άηνμ ηαζ ηάπμζμ άθθμ ιυνζμ ζημ άθθμ άηνμ. Αοηά 

ηα νοειζζηζηά ιυνζα είκαζ ιδ-ATPάζεξ, ιε παναηηδνζζηζηυ πανάδεζβια ημ 11S. Σμ 11S 

ιπμνεί κα πνμζδεεεί ζηα δφμ άηνα ημο 20S ζοιπθυημο απμοζία ΑΣP, δίκμκηαξ έκα 

ηαζκμφνζμ ζφιπθμημ (11S:20S:11S), ιμνζαημφ αάνμοξ ~1000 ΚDa. Απμηεθείηαζ απυ δφμ 

οπμιμκάδεξ, ηδκ 11S οπμιμκάδα α ηαζ ηδκ 11S οπμιμκάδα α, ιμνζαημφ αάνμοξ ~30 ΚDa δ 

ηαεειζά. Οζ οπμιμκάδεξ αοηέξ πανμοζζάγμοκ ~50% μιμζυηδηα ιεηαλφ ημοξ ηαζ ~35% 

μιμζυηδηα ιε ημ Κi ακηζβυκμ ή αθθζχξ, 11S οπμιμκάδα β, ημ μπμίμ επίζδξ ιπμνεί κα 

εκενβμπμζήζεζ ημ πνςηευζςια [178]. Ο ηφνζμξ νυθμξ ημο αθμνά ζδζαίηενα ηα ηφηηανα ημο 

ακμζμπμζδηζημφ ζοζηήιαημξ ηαηά ηδκ ακηζβμκμπανμοζίαζδ, ηαεχξ αολάκεζ ηζξ εκενβυηδηεξ 

ημο ακμζμπνςηεμζχιαημξ, ελαζθαθίγμκηαξ ηζξ αέθηζζηεξ ζοκεήηεξ βζα ηδκ παναβςβή 

πεπηζδίςκ ηδξ MHC-ηάλδξ I [179]. 

Να ακαθενεεί, επίζδξ, υηζ έπμοκ ανεεεί ηαζ οανζδζηά πνςηεμζχιαηα, υπμο ζημ έκα άηνμ 

ημο 20S πνςηεμζχιαημξ είκαζ πνμζδειέκμ έκα 19S ζφιπθμημ, εκχ ζημ άθθμ άηνμ έκα 11S 

ζφιπθμημ. Ο αηνζαήξ νυθμξ ημο ζοιπθυημο αοημφ δεκ είκαζ αηυια βκςζηυξ. 

 

Καηαιπηηθά θέληξα ηνπ 20S πξσηενζώκαηνο  

Μεθέηεξ ιε ηδ αμήεεζα θθμομνμπεπηζδίςκ, πμο πνδζζιεφμοκ ςξ οπμζηνχιαηα ημο 

πνςηεμζχιαημξ ζε in vitro ζοκεήηεξ, απμηάθορακ ηνεζξ ααζζηέξ πνςηεμζςιζηέξ 

εκενβυηδηεξ, ηα εκενβά ηέκηνα ηςκ μπμίςκ απμηεθμφκ μζ α-οπμιμκάδεξ: α) εκενβυηδηα 

πεπηζδοθμβθμοηαιοθμ-οδνμθάζδξ (PGPH), ημ εκενβυ ηέκηνμ ηδξ μπμίαξ είκαζ δ α1 

οπμιμκάδα ηαζ πνςηεμθφεζ φζηενα απυ υλζκα αιζκμλέα, α) εκενβυηδηα ηνορίκδξ (T-L), ημ 

εκενβυ ηέκηνμ ηδξ μπμίαξ είκαζ δ α2 οπμιμκάδα ηαζ πνςηεμθφεζ φζηενα απυ ααζζηά 

αιζκμλέα ηαζ β) εκενβυηδηα ποιμενορίκδξ (CT-L), δ μπμία πνςηεμθφεζ φζηενα απυ ιεβάθα 

οδνυθμαα αιζκμλέα ηαζ ημ εκενβυ ηδξ ηέκηνμ είκαζ δ α5 οπμιμκάδα (Δζη. 13) [163]. Έπμοκ 

ακαθενεεί ηαζ δφμ άθθεξ εκενβυηδηεξ, δ BrAAP εκενβυηδηα, δ μπμία πνςηεμθφεζ φζηενα απυ 

αιζκμλέα ιε ιεβάθεξ πθεονζηέξ αθοζίδεξ ηαζ δ εκενβυηδηα SNAAP, δ μπμία εοεφκεηαζ βζα 

ηδκ πνςηευθοζδ φζηενα απυ ιζηνά, μοδέηενα αιζκμλέα [180]. 

Οζ εκενβυηδηεξ ηάεε εκενβμφ ηέκηνμο δεκ είκαζ απυθοηα ελεζδζηεοιέκεξ. Γζα πανάδεζβια, 

ημ πνςηευζςια ημο Thermoplasma acidophilum πμο θένεζ ιυκμ έκα εκενβυ ηέκηνμ ηαζ 

πανμοζζάγεζ ηονίςξ ηδκ εκενβυηδηα ποιμενορίκδξ, ιπμνεί επίζδξ κα πνςηεμθφεζ φζηενα 

απυ ααζζηά ηαζ υλζκα αιζκμλέα, ακ ηαζ μ νοειυξ είκαζ 10 θμνέξ παιδθυηενμξ [181]. 

Φαίκεηαζ, θμζπυκ, πςξ ηαηά ηδκ ελέθζλδ ηςκ εοηανοςηζηχκ πνςηεμζςιάηςκ, ηα εκενβά ημοξ 

ηέκηνα ελεθίπεδηακ θένμκηαξ αολδιέκεξ αθθά υπζ απυθοηα ελεζδζηεοιέκεξ εκενβυηδηεξ. 
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Δηθόλα 13 Καηαιπηηθά θέληξα ηνπ 20S πξσηενζώκαηνο 
ηδκ εζςηενζηή ημζθυηδηα ημο ζοιπθυημο οπάνπμοκ ηα ηαηαθοηζηά ηέκηνα ηςκ 

εκενβμηήηςκ ημο πνςηεμζχιαημξ. ηδ α1 οπμιμκάδα εκημπίγεηαζ ημ ηαηαθοηζηυ ηέκηνμ 

εκενβυηδηαξ πεπηζδοθμβθμοηαιοθμ-οδνμθάζδξ, ζηδ α2 οπμιμκάδα ημ ηαηαθοηζηυ ηέκηνμ 

εκενβυηδηαξ ηνορίκδξ ηαζ ζηδ α5 οπμιμκάδα ημ εκενβυ ηέκηνμ εκενβυηδηαξ ποιμενορίκδξ. 

 

Σμ πνςηευζςια απμηεθεί εκδμηοηηανζηή πνςηεΐκδ ηφπμο ενεμκίκδξ. Σμ κμοηθευθζθμ 

εκενβυ ηέκηνμ είκαζ δ μιάδα οδνμλοθίμο ζημ ΝΖ2-ηεθζηυ άηνμ ενεμκίκδξ ζηζξ α-

οπμιμκάδεξ. Σμ ηεθζηυ αοηυ ηαηάθμζπμ ενεμκίκδξ θαίκεηαζ κα παναιέκεζ ζοκηδνδιέκμ ζηζξ 

πενζζζυηενεξ α-οπμιμκάδεξ ηςκ εοηανοςηζηχκ ηοηηάνςκ, αθθά ηαζ ζε αοηέξ ηςκ ααηηδνίςκ 

[182]. Καηά ηδ αζμζφκεεζδ ημο ζοιπθυημο, δ ΝΖ2-ηεθζηή ενεμκίκδ εηηίεεηαζ ιέζς 

εκδμπνςηεμθοηζηήξ απμημπήξ ημο πνμ-πεπηζδίμο πμο οπάνπεζ ζηδ εέζδ αοηή, μπυηε δ 

πνςηεάζδ βίκεηαζ εκενβή [183]. Πνμηεζιέκμο κα πναβιαημπμζδεεί δ οδνυθοζδ ημο 

πεπηζδζημφ δεζιμφ, ημ εκενβυ ηέκηνμ πνεζάγεηαζ κα θένεζ ηαζ ιία ααζζηή μιάδα βζα κα δεπεεί 

ημ πνςηυκζμ απυ ημ οδνμλφθζμ ηδξ ενεμκίκδξ. Ζ α-αιζκμιάδα ηδξ ΝΖ2-ηεθζηήξ ενεμκίκδξ, 

ανίζηεηαζ ζε ηαηάθθδθδ εέζδ χζηε κα δνάζεζ ακάθμβα ηαζ κα πνμζδέζεζ ημ πνςηυκζμ. 

 

 Δλεξγνπνηεηέο ηνπ 20S πξσηενζώκαηνο 

Ζ νφειζζδ ηδξ δνάζδξ ημο πνςηεμζχιαημξ δζέπεηαζ απυ αηνζαείξ νοειζζηζημφξ 

ιδπακζζιμφξ, χζηε κα επζηοβπάκεηαζ δ επζθεβιέκδ πνςηεσκζηή απμδυιδζδ ηαζ υπζ ιία 

βεκζηεοιέκδ ηαζ αθααενή πνςηευθοζδ ζημ ηφηηανμ. Ανπζηά, δ δμιή ημο πνςηεμζχιαημξ, 

δδθαδή δ απμιυκςζδ ηςκ εκενβχκ ηέκηνςκ ζημ εζςηενζηυ ηδξ πνςηεμζςιζηήξ ημζθυηδηαξ 

ηαζ ημ ηθείζζιμ ηδξ ημζθυηδηαξ απυ ημοξ α - δαηηοθίμοξ ιεζχκεζ ηαηά πμθφ ηζξ πζεακυηδηεξ 

 20S ζύκπινθν

Υπκνζξπςίλεο (CT-L)

Πεπηηδπινγινπηακπιν-

πδξνιάζεο (PGPH)

Σξπςίλεο (T-L)

ΔΝΔΡΓΟΣΖΣΔ

Δηθόλα 3: 20S πξσηενζσκηθό ζύκπινθν.

Σμ 20S ζφιπθμημ έπεζ ιμνθή αανεθζμφ ηαζ απμηεθείηαζ απυ 7 δζαθμνεηζηέξ α-νοειζζηζηέξ

οπμιμκάδεξ ηαζ 7 δζαθμνεηζηέξ α-ηαηαθοηζηέξ οπμιμκάδεξ, ζε δζάηαλδ α7α7α7α7. Οζ α-

νοειζζηζηέξ οπμιμκάδεξ θνάζζμοκ ηδκ είζμδμ πνμξ ηδκ εζςηενζηή ημζθυηδηα ημο

ζοιπθυημο, υπμο οπάνπμοκ ηαζ ηα ηαηαθοηζηά ηέκηνα ηςκ εκενβμηήηςκ ημο

πνςηεμζχιαημξ (α1 οπμιμκάδα: ηαηαθοηζηυ ηέκηνμ εκενβυηδηαξ πεπηζδοθμβθμοηαιοθμ-

οδνμθάζδξ, α2 οπμιμκάδα: ηαηαθοηζηυ ηέκηνμ εκενβυηδηαξ ηνορίκδξ, α5 οπμιμκάδα:

ηαηαθοηζηυ ηέκηνμ εκενβυηδηαξ ποιμενορίκδξ).

Κιεηζηή θνηιόηεηα

Αλνηρηή θνηιόηεηα
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ιδ εζδζηήξ πνςηευθοζδξ. Πανάθθδθα, ημ πνςηευζςια δζαηδνείηαζ ζε ακεκενβή ιμνθή ηαζ 

εκενβμπμζείηαζ ιε ηδκ επίδναζδ δζάθμνςκ παναβυκηςκ, υπςξ δ εενιμηναζία, δ πανμοζία 

ααζζηχκ πμθοπεπηζδίςκ, δ πανμοζία βθοηενυθδξ ή SDS ζημ δμηζιαζηζηυ ζςθήκα.  

Δηηυξ απυ ηδκ ίδζα ηδ δμιή ημο πνςηεμζχιαημξ, δ πνυζδεζδ δφμ νοειζζηζηχκ 

ζοιπθυηςκ επάκς ζημ 20S ζφιπθμημ είκαζ αοηή πμο ηονίςξ αθθάγεζ δναιαηζηά ηδκ 

εκενβυηδηα ημο πνςηεμζχιαημξ ζηα εοηανοςηζηά ηφηηανα. Σμ πνχημ είκαζ ημ 19S 

ζφιπθμημ πμο ιε ηδκ πνυζδεζή ημο ζημ 20S, ιέζς ηαηακάθςζδξ ATP, δίκεζ ημ 26S 

ζφιπθμημ, υπςξ ακαθένεδηε παναπάκς. Σμ δεφηενμ είκαζ μ PA28 εκενβμπμζδηήξ [184] ή 

αθθζχξ 11S ζφιπθμημ [185], πμο πνμζδέκεηαζ επάκς ζημ 20S, δίκμκηαξ ημ PA28:11S 

ζφιπθμημ ηαζ θαίκεηαζ κα αολάκεζ ηδκ εκενβυηδηα ημο πνςηεμζςιζημφ ζοιπθυημο αθθά υπζ 

ζηα ανπζηά ζηάδζα πνςηεσκζηήξ απμδυιδζδξ.  

Δηηυξ απυ ηα παναπάκς ζφιπθμηα, οπάνπεζ άθθδ ιία πνςηεΐκδ δ μπμία παίγεζ νυθμ 

εκενβμπμζδηή. Πνυηεζηαζ βζα ηδκ πνςηεΐκδ PARP (Poly-ADP-Ribose-Polymerase), δ μπμία 

ανέεδηε υηζ πνμζδέκεηαζ επάκς ζε πονδκζηά πνςηεμζχιαηα ηαηά ημ μλεζδςηζηυ ζηνεξ (ιε 

Ζ2Ο2) ηςκ ηοηηάνςκ, μπυηε μδδβεί ζε αφλδζδ ηςκ πνςηεμζςιζηχκ εκενβμηήηςκ, 

απμηηχκηαξ έηζζ νυθμ ζηδκ ηοηηανζηή άιοκα ηαζ ζηδκ ακηαπυηνζζδ ζημ μλεζδςηζηυ ζηνεξ 

[186]. Σέθμξ, έπεζ ακαθενεεί πςξ οπενέηθναζδ ηάπμζςκ πνςηεμζςιζηχκ οπμιμκάδςκ 

μδδβεί ζε αολδιέκα επίπεδα ηάπμζςκ πνςηεμζςιζηχκ εκενβμηήηςκ. οβηεηνζιέκα, ηαηά ηδκ 

επζιυθοκζδ ηοηηάνςκ ιε ηδ α1 οπμιμκάδα, ηα επίπεδα ηδξ εκενβυηδηαξ πεπηζδοθμ-

βθμοηαιοθμ-οδνμθάζδξ αολάκμκηαζ απυ 1.5-2.5 θμνέξ ζε ζπέζδ ιε ηα ακηίζημζπα επίπεδα 

εκενβυηδηαξ ζε ηφηηανα πμο δεκ έπμοκ επζιμθοκεεί [187]. Ζ επζιυθοκζδ ιε ηδκ α1i 

οπμιμκάδα μδήβδζε ζε αολδιέκα επίπεδα εκενβυηδηαξ ηνορίκδξ, εκχ ηαηά ηδκ επζιυθοκζδ 

ιε ηδκ α5i οπμιμκάδα, παναηδνήεδηακ αολδιέκα επίπεδα εκενβυηδηαξ ποιμενορίκδξ [188]. 

 

 Αλαζηνιείο ηνπ 20S πξσηενζώκαηνο 

Δηηυξ απυ εκενβμπμζδηέξ έπμοκ ανεεεί ηαζ ακαζημθείξ ημο πνςηεμζχιαημξ ηυζμ πδιζημί 

υζμ ηαζ πνςηεσκζημί. Ζ πνςηεΐκδ Hsp90, δ μπμία απμιμκχκεηαζ ζοπκά ιαγί ιε ημ 20S 

πνςηευζςια, έπεζ ανεεεί υηζ ακαζηέθθεζ ιία απυ ηζξ εκενβυηδηεξ ημο πνςηεμζχιαημξ [189]. 

Δπζπθέμκ, δ θζπμθμοζηίκδ, έκα δθεηηνμκζυποηκμ οθζηυ ιε εκδμβεκή θεμνζζιυ πμο 

δδιζμονβείηαζ ηονίςξ απυ μλεζδςιέκα πανάβςβα θζπζδίςκ ηαζ πνςηεσκχκ, έπεζ ανεεεί υηζ 

πνμζδέκεηαζ επάκς ζηα ηαηαθοηζηά ηέκηνα ημο 20S ζοιπθυημο ηαζ ακαζηέθθεζ ηζξ 

εκενβυηδηέξ ημο [190]. Πανάθθδθα, έπεζ ακαθενεεί πςξ δ πνυζδεζδ βεκζηά μλεζδςιέκςκ 

πνςηεσκχκ ζηα ηαηαθοηζηά ηέκηνα ημο πνςηεμζχιαημξ ακαζηέθθεζ ηζξ εκενβυηδηεξ αοημφ 

[191]. 
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Οζ πνχημζ πδιζημί ακαζημθείξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ήηακ ηάπμζα αθδετδζηά πεπηίδζα 

ακάθμβα ηςκ οπμζηνςιάηςκ ημο πνςηεμζχιαημξ, υπςξ μ ΜG101 (Acetyl-leu-leu-

norleucinal) πμο ανέεδηε υηζ ακαζηέθθεζ ηδκ εκενβυηδηα ποιμενορίκδξ. Με αάζδ ηδ δμιή 

αοηχκ ηςκ πνχηςκ ακαζημθέςκ, ζπεδζάζηδηακ πζμ ζηακμί ακαζημθείξ, ιε δζάθμνα άθθα 

αεθηζςιέκα παναηηδνζζηζηά, υπςξ δ ζηακυηδηά ημοξ κα εζζάβμκηαζ εφημθα ζημ ηφηηανμ. 

Έηζζ, ζπεδζάζηδηε μ πανάβμκηαξ MG115 ηαζ δζάθμνα άθθα πανάβςβα αοημφ. Ο MG132 

είκαζ έκα ακάθμβμ θεοπεπηίκδξ πμο εζζάβεηαζ εφημθα ιέζα ζημ ηφηηανμ ηαζ πνμζδέκεηαζ 

επάκς ζηδ α5 οπμιμκάδα, ακαζηέθθμκηαξ ηονίςξ ηδκ εκενβυηδηα ποιμενορίκδξ ηαζ ζε 

δεφηενμ πνυκμ, πνμζδέκεηαζ επάκς ζηδ α1 οπμιμκάδα, επδνεάγμκηαξ ηδκ εκενβυηδηα 

πεπηζδοθμ-βθμοηαιοθμ-οδνμθάζδξ [192]. Ζ δνάζδ ημο είκαζ ακηζζηνεπηή, αθμφ φζηενα απυ 

ηδκ αθαίνεζή ημο απυ ηα ηφηηανα, μζ πνςηεμζςιζηέξ εκενβυηδηεξ επακένπμκηαζ ζε 

θοζζμθμβζηά επίπεδα ιέζα ζε ιία χνα. Ζ απμηεθεζιαηζηυηδηά ημο ζηδκ ακαζημθή ηςκ 

πνςηεμζςιζηχκ εκενβμηήηςκ (ακαζημθή έςξ ηαζ 90%) είκαζ πμθφ ιεβαθφηενδ υηακ 

πνμζηίεεηαζ ζε ηφηηανα απυ υηζ ζε πνςηεσκζηά εηποθίζιαηα. Σα ηφηηανα παναιέκμοκ 

γςκηακά βζα ημοθάπζζημκ 10-20 χνεξ, πανμοζία αηυια ηαζ ορδθήξ ζοβηέκηνςζδξ ημο 

MG132. Καηά ηδ πνμκζηή αοηή πενίμδμ, μ νοειυξ πνςηεσκμζφκεεζδξ ηαζ ηα ηοηηανζηά 

απμεέιαηα ζε ATP παναιέκμοκ άεζηηα. Σέθμξ, μζ ενεοκδηέξ άνπζζακ κα ακαγδημφκ θοζζηά 

πνμσυκηα πμο κα ακαζηέθθμοκ ηζξ πνςηεμζςιζηέξ εκενβυηδηεξ. Έηζζ, απμιμκχεδηακ μοζίεξ 

υπςξ δ θαηηαζζζηίκδ ηαζ ακάθμβεξ θαηηυκεξ, εκχ ζήιενα μ πζμ εζδζηυξ ακαζημθέαξ ημο 

πνςηεμζχιαημξ είκαζ δ επμλμιζζίκδ. 

 

 

1.4.3 Οπκπηθηηπιίσζε θαη πξσηενζσκηθή απνδόκεζε ηεο p53 από ηελ Mdm2  

  

1.4.3.1 Ληγάζε νπκπηθηηίλεο Mdm2 

Ο ηφνζμξ ιδπακζζιυξ πμο δζαηδνεί ηδκ πνςηεΐκδ p53 ακεκενβή ζηα ηφηηανα ιεζμθααείηαζ 

απυ ηδκ πνςημ-μβημπνςηεΐκδ Mdm2 [193], δ μπμία μδδβεί ηδκ p53 πνμξ πνςηεμζςιζηή 

απμδυιδζδ [194]. Πανυθμ πμο ανηεηά Δ2 έκγοια ιπμνμφκ κα οπμζηδνίλμοκ ηδκ 

μοιπζηζηοθίςζδ ηδξ p53 απυ ηδκ Mdm2 in vitro, ηα πζμ ζδιακηζηά Δ2 ζηα ηφηηανα είκαζ ηα 

έκγοια UbcH5B ηαζ C [122].  

Ζ πνςηεΐκδ Mdm2 ακζπκεφεδηε ςξ πνμσυκ εκυξ απυ ηα ηνία βμκίδζα πμο εκημπίγμκηαζ ζε 

ιία αοευνιδηα ιεηαζπδιαηζζιέκδ ηοηηανζηή ζεζνά πμκηζημφ (3T3-DM) [195]. Ζ πνςηεΐκδ 

Mdm2 είκαζ πμθφ ζδιακηζηή βζα ηδκ επζαίςζδ ηαζ ηδ θοζζμθμβζηή ακάπηολδ ηςκ 

μνβακζζιχκ, υπςξ πνμηφπηεζ απυ ιεθέηεξ ζε πμκηίηζα πμο δε δζαεέημοκ ημ βμκίδζμ mdm2 
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(knock-out). Γζαβμκζδζαηά πμκηίηζα ζηα μπμία έπεζ αθαζνεεεί ημ βμκίδζμ mdm2 πεεαίκμοκ 

κςνίξ ηαηά ηδκ ειανομβέκεζδ, ςξ απμηέθεζια απυπηςζδξ θυβς ζοζζχνεοζδξ ηδξ p53. 

Σαοηυπνμκδ, υιςξ, απεκενβμπμίδζδ ηδξ p53 επζηνέπεζ ηδκ επζαίςζή ημοξ [196]. Αηυια ηαζ 

πμκηίηζα μιυγοβα ςξ πνμξ ηδ ιεηαθθαβιέκδ RING πενζμπή μδδβμφκηαζ ζε εάκαημ, πμο 

δείπκεζ υηζ ακ ηαζ δ ιεηαθθαβιέκδ Mdm2 δζαηδνεί ηδκ ζηακυηδηα κα πνμζδέκεζ p53, δεκ 

ιπμνεί κα ηαηαζηείθεζ πθήνςξ ηδκ εκενβυηδηά ηδξ. οκεπχξ, ημκ πνςηανπζηυ νυθμ ζηδκ 

ακαζημθή ηδξ p53 ηαηέπεζ δ εκενβυηδηα θζβάζδξ μοιπζηζηίκδξ ηδξ Mdm2 [197]. 

Ζ Mdm2 είκαζ ιία πνςηεΐκδ ιε RING δμιή [198, 199] ηαζ μοιπζηζηοθζχκεζ ηδκ p53 ιέζς 

ηδξ RING πενζμπήξ πμο δζαεέηεζ [200]. ηακ δ Mdm2 ανίζηεηαζ ζε παιδθά επίπεδα, πνμάβεζ 

ηδ ιμκμ-μοιπζηζηοθίςζδ ηδξ p53 ηαζ πνμηαθεί ηδκ έλμδυ ηδξ απυ ημκ πονήκα. Ακηίεεηα, 

ορδθά επίπεδα Mdm2 πμθο-μοιπζηζηοθζχκμοκ ηδκ p53 βζα ηδκ πνςηεμζςιζηή απμδυιδζή 

ηδξ [201]. Ζ Mdm2 ιπμνεί, αηυια, κα πνμζδέκεηαζ απεοεείαξ ζηδκ ΝΖ2-ηεθζηή πενζμπή ηδξ 

p53 ηαζ κα ακαζηέθθεζ ηδ ιεηαβναθζηή ηδξ εκενβυηδηα [202, 203]. Ζ ηαηακμιή ηςκ 

παναπάκς νυθςκ ηδξ Mdm2 πνμέηορε απυ ιία πνυζθαηδ ιεθέηδ ζε πμκηίηζα πμο 

πανήβαβακ ιία ιεηαθθαβιέκδ πνςηεΐκδ Mdm2 πμο δεκ είπε εκενβυηδηα θζβάζδξ [197]. 

Πμθθμί ιδπακζζιμί εκενβμπμίδζδξ ηδξ p53 ζοκεπάβμκηαζ ηδκ ηαηαζηνμθή ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ p53 ηαζ Mdm2, μδδβχκηαξ ζε ζοζζχνεοζδ ηδξ p53 ζημκ πονήκα 

ηαζ εκενβμπμίδζδ ηςκ βμκζδίςκ-ζηυπςκ ηδξ. Σέημζμζ ιδπακζζιμί είκαζ μζ ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ 

ηνμπμπμζήζεζξ ηυζμ ηδξ p53 υζμ ηαζ ηδξ Mdm2, αθθά ηαζ ηςκ ιμνίςκ πμο πνμζδέκμκηαζ ζε 

αοηέξ. 

Σμ βμκίδζμ mdm2 πενζέπεζ 12 ελχκζα ηαζ έπεζ δφμ δζαθμνεηζημφξ οπμηζκδηέξ P1 ηαζ P2, μ 

δεφηενμξ απυ ημοξ μπμίμοξ απμηνίκεηαζ ζημ ιεηαβναθζηυ πανάβμκηα p53. Έκανλδ 

εκαθθαηηζηήξ ιεηάθναζδξ δδιζμονβεί δφμ πνςηεΐκεξ, ηδκ p90 ηαζ ηδ ιζηνυηενδ p76. Ζ p76 

δεκ πνμζδέκεζ p53 ηαζ δνα ςξ δμιζηυξ ακαζημθέαξ ηδξ p90, ιε απμηέθεζια ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ηδξ p53 [204-206]. Γζάθμνεξ πενζπηχζεζξ εκαθθαηηζημφ ιαηίζιαημξ ηδξ 

Mdm2 έπμοκ πενζβναθεί ηαζ ζοκήεςξ οπενεηθνάγμκηαζ ζημοξ ηανηίκμοξ. 

Ζ πθήνδξ πνςηεΐκδ απμηεθείηαζ απυ 491 αιζκμλέα ηαζ πενζέπεζ ανηεηέξ θεζημονβζηέξ 

πενζμπέξ (Δζη. 14). Ζ πενζμπή πμο πνμζδέκεζ ηδκ πνςηεΐκδ p53 ανίζηεηαζ ζημ ΝΖ2-ηεθζηυ 

ηιήια ηδξ Mdm2 ηαζ αθθδθεπζδνά ιε έκα ορδθά ζοκηδνδιέκμ ηιήια ηδξ ΝΖ2-ηεθζηήξ 

πενζμπήξ ηδξ p53 [207]. Πενζθαιαάκεζ, αηυια, ιία ηεκηνζηή υλζκδ πενζμπή, ζδιακηζηή βζα 

ηδκ Δ3 εκενβυηδηα, πμο ειπθέηεηαζ ζηδκ αθθδθεπίδναζδ ιε άθθεξ πνςηεΐκεξ, υπςξ δ ARF 

[88, 89] ηαζ μζ νζαμζςιζηέξ πνςηεΐκεξ L5, L11 ηαζ L23 [98, 100, 101], αθθά ιεζμθααεί ηαζ 

ζηδκ αθθδθεπίδναζδ ιε ηδκ ηεκηνζηή πενζμπή ηδξ p53 [208].  
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Δηθόλα 14 Γνκή ηεο Mdm2 ιηγάζεο 
Οζ ααζζηέξ πενζμπέξ ηδξ πνςηεΐκδξ Mdm2. Ζ πενζμπή πμο πνμζδέκεζ p53 (p53 binding), ημ 

ζήια πονδκζημφ εκημπζζιμφ (NLS), ημ ζήια ελυδμο απυ ημκ πονήκα (NES), δ υλζκδ πενζμπή 

(acidic domain), δ ZINC ηαζ δ RING πενζμπή. 

 

Ζ ZINC πενζμπή (Zn-finger) αθθδθεπζδνά ιε ηζξ πνςηεΐκεξ L5 ηαζ L11 [209], ακ ηαζ δ 

αηνζαήξ θεζημονβία αοηήξ ηδξ πενζμπήξ παναιέκεζ άβκςζηδ. πςξ έπεζ ήδδ ακαθενεεί, δ 

RING πενζμπή (RING-finger) απαζηείηαζ βζα ηδκ εκενβυηδηα θζβάζδξ μοιπζηζηίκδξ ηδξ 

Mdm2. Αοηή δ πενζμπή πενζέπεζ έκα ζοκηδνδιέκμ ιμηίαμ Walker A ή P loop, ημ μπμίμ 

εκημπίγεηαζ ζε πνςηεΐκεξ πμο ζοκδέμκηαζ ιε κμοηθεμηίδζα. Πνάβιαηζ, δ Mdm2 αθθδθεπζδνά 

ιε κμοηθεμηίδζα αδεκίκδξ, ιε απμηέθεζια ηδκ αθθαβή ζηδ δζαιυνθςζδ ηδξ COOH-ηεθζηήξ 

ηδξ πενζμπήξ [210], νοειίγμκηαξ έηζζ ημκ εκημπζζιυ ηδξ Mdm2 ζημκ πονδκίζημ. Άθθα 

ζδιακηζηά δμιζηά ζημζπεία ηδξ Mdm2 είκαζ ημ ζήια πονδκζημφ εκημπζζιμφ (NLS) ημκηά 

ζημ ζήια ελυδμο απυ ημκ πονήκα (NES) ηαζ έκα ζήια εκημπζζιμφ ζημκ πονδκίζημ (Δζη. 14). 

 

1.4.3.2 Αιιειεπίδξαζε κεηαμύ p53 θαη Mdm2 

Τπυ θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ ζημ ηφηηανμ, δ p53 δζαηδνείηαζ ζε πμθφ παιδθά επίπεδα απυ 

ηδκ Mdm2 ιέζς εκυξ αοημ-νοειζγυιεκμο ηφηθμο ανκδηζηήξ ακάδναζδξ (autoregulatory 

negative feedback loop) [65, 66]. Ζ p53 εκενβμπμζεί ιεηαβναθζηά ηδκ Mdm2, δ μπμία ζηδ 

ζοκέπεζα ηαηαζηέθθεζ ηδκ p53 ιέζς ηνζχκ ιδπακζζιχκ. Πνχημκ, δ Mdm2 πνμζδέκεηαζ ζηδ 

ιεηαβναθζηή πενζμπή ηδξ p53 ηαζ ιπθμηάνεζ ηδ ιεηαβναθζηή ηδξ ζηακυηδηα. Γεφηενμκ, 

ειπθέηεηαζ ζηδκ έλμδμ ηδξ p53 απυ ημκ πονήκα ηαζ ηνίημκ, δ Mdm2 δνα ςξ θζβάζδ 

μοιπζηζηίκδξ πμο επάβεζ ηδκ απμδυιδζδ ηδξ p53 [199]. 

Μία ζοκηδνδιέκδ πενζμπή ζηδκ NH2-ηεθζηή επζθάκεζα ηδξ p53 πνμζδέκεηαζ ζε ιία ααεζά 

οδνμθμαζηή ζπζζιή ζηδκ NH2-ηεθζηή πενζμπή ηδξ Mdm2 (αιζκμλέα 25-109), υπςξ θαίκεηαζ 

απυ ηδκ ηνοζηαθθζηή δμιή ημο ζοιπθυημο p53-Mdm2 [207]. Ζ ζπζζιή ζηδκ Mdm2 

ζπδιαηίγεηαζ απυ ηα ηαηάθμζπα 26-108, απυ ηα μπμία ηα ηαηάθμζπα G58, G68, V75 ηαζ C77 

είκαζ ηα πζμ ζδιακηζηά, υπςξ πνμηφπηεζ απυ ακαθφζεζξ ιεηαθθαλζβέκεζδξ [211]. Σμ ηιήια 

ηδξ αθθδθεπίδναζδξ p53-Mdm2 έπεζ πανημβναθδεεί ζηα ηαηάθμζπα αιζκμλέςκ 18-26, απυ 

ηα μπμία ηα L14, F19, L22, W23 ηαζ Leu26 είκαζ ηα πζμ ζδιακηζηά βζα ηδκ αθθδθεπίδναζδ 
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[212]. Σα βεζημκζηά ηαηάθμζπα είκαζ πνήζζια δζυηζ ηνμπμπμζμφκ ηδ δζαιυνθςζδ αοημφ ημο 

ηιήιαημξ. οβηεηνζιέκα, ημ ζοκηδνδιέκμ box I (αιζκμλέα 13-18) ηδξ p53 οπενηαθφπηεζ ηδ 

εέζδ πμο πνμζδέκεηαζ δ Mdm2 [213]. 

Δπζπθέμκ, δ COOH-ηεθζηή πενζμπή ηδξ p53 ηαζ μ ηεηναιενζζιυξ ηδξ p53 παίγμοκ ηάπμζμ 

νυθμ ζ’ αοηήκ ηδκ αθθδθεπίδναζδ, υπςξ δείπκμοκ ιεθέηεξ ιε απαθμζθέξ ζοβηεηνζιέκςκ 

βμκζδίςκ [213]. Δηηυξ απυ ηδκ NH2- ηαζ ηδκ COOH-ηεθζηή πενζμπή ηδξ p53, δ πενζμπή 

πνυζδεζδξ DNA πανέπεζ ιία δεφηενδ εέζδ πνυζδεζδξ βζα ηδκ Mdm2, ειπθέημκηαξ ηδκ 

υλζκδ πενζμπή [214]. ε αοηυ ζοιθςκμφκ δμιζηέξ ιεθέηεξ πμο έπμοκ δείλεζ υηζ δ υλζκδ ηαζ 

ιένμξ ηδξ ZINC πενζμπήξ ηδξ Mdm2 ζοιιεηέπμοκ ζηδκ αθθδθεπίδναζδ ιε ηδκ ηεκηνζηή 

πενζμπή ηδξ p53 [215]. Σμ ιμκηέθμ πμο επζηναηεί ζήιενα πνμηείκεζ υηζ δ NH2-ηεθζηή 

αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ p53 ηαζ Mdm2 επάβεζ ιία αθθαβή ζηδ δζαιυνθςζδ ηδξ Mdm2 ηαζ 

μδδβεί ζε αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ ηδξ υλζκδξ πενζμπήξ ηδξ Mdm2 ηαζ ηδξ ηεκηνζηήξ πενζμπήξ 

ηδξ p53, ιία επαθή απαναίηδηδ βζα ηδκ απμηεθεζιαηζηή μοιπζηζηοθίςζδ ηδξ p53. 

 

1.4.3.3 Αλαζηνιείο ηεο αιιειεπίδξαζεο κεηαμύ p53 θαη Mdm2  

Γεδμιέκμο υηζ ημ βμκίδζμ mdm2 έπεζ ανεεεί πςξ οπενεηθνάγεηαζ ζε πμθθμφξ ακενχπζκμοξ 

ηανηίκμοξ, δ εκενβμπμίδζδ ημο p53 ιμκμπαηζμφ έπεζηα απυ ακαζημθή ηδξ Mdm2 απμηεθεί 

ιία κέα εεναπεοηζηή ζηναηδβζηή [216-218]. Πμθθέξ ιεθέηεξ έπμοκ δείλεζ υηζ δ ηαηαζηνμθή 

ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ p53 ηαζ Mdm2, ιε δζάθμνεξ ιαηνμιμνζαηέξ ηεπκζηέξ ή ιε ηδκ 

ηαηαζημθή ηδξ έηθναζδξ ηδξ Mdm2, ιπμνεί κα εκενβμπμζήζεζ ηδκ p53 ηαζ κα ακαζηείθεζ ηδκ 

αφλδζδ ηςκ υβηςκ. 

Τπάνπμοκ δζάθμνμζ ακηαβςκζζηέξ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ p53-Mdm2, υπςξ ηα α-πεπηίδζα, 

ηάπμζα θοζζηά πνμσυκηα ηαζ ιζηνά ιυνζα. Σα α-πεπηίδζα δδιζμονβήεδηακ απυ ηδ Novartis ζε 

ιία πνμζπάεεζα κα ηαεμνζζηεί δ ελεζδίηεοζδ ηςκ εέζεςκ ηδξ Mdm2 βζα ηδ ζφκδεζδ 

αιζκμλέςκ, πνδζζιμπμζχκηαξ αζαθζμεήηεξ ζοκεεηζηχκ πεπηζδίςκ πμο είπακ παναπεεί απυ ηδκ 

ΝΖ2-ηεθζηή πενζμπή ηδξ p53 [219]. 

Απυ ηα θάνιαηα θοζζηήξ πνμέθεοζδξ, ιυκμ ηνία έπμοκ ακαθενεεί υηζ δζαεέημοκ 

ακαζηαθηζηή δνάζδ έκακηζ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ p53-Mdm2, μζ παθηυκεξ, δ πθςνμθμοζίκδ 

ηαζ ημ ελζθζηαημκζηυ μλφ. Οζ ακαζημθείξ πμο ααζίγμκηαζ ζηδ παθηυκδ (1,3-diphenyl-2-

propen-1-ones, chalcones) ήηακ μζ πνχημζ πμο ακαθένεδηακ ηαζ μζ ηαθφηενα ιεθεηδιέκμζ 

[220]. Αθθδθεπζδνμφκ ιε ηδ εήηδ ηνοπημθάκδξ (tryptophan pocket) ηδξ Mdm2, αθθά 

οπάνπμοκ ιυκμ θίβεξ ακαθμνέξ βζα ηδ πνδζζιμπμίδζή ημοξ, ηαεχξ δεκ είκαζ πμθφ εζδζημί ςξ 

πνμξ ηδκ πνςηεΐκδ-ζηυπμ ηαζ πνμηαθμφκ ημλζηυηδηα ηυζμ ζε θοζζμθμβζηά υζμ ηαζ ζε 

ηανηζκζηά επζεδθζαηά ηφηηανα ιαζημφ, πζεακά ελαζηίαξ ιδπακζζιχκ ακελάνηδηςκ απυ ηδ 



ΔΗΑΓΧΓΖ 

60 

ζπέζδ p53-Mdm2 [221]. Ζ πθςνμθμοζίκδ (chlorofusin) είκαζ έκαξ ιεηααμθίηδξ ημο ιφηδηα 

Microcochium caespitosum, πμο ζοκδέεηαζ ζηδκ ΝΖ2-ηεθζηή επζθάκεζα ηδξ Mdm2 [222]. Σμ 

ελζθζηαημκζηυ μλφ (hexylitaconic acid) απμιμκχεδηε απυ ιία ηαθθζένβεζα γφιςζδξ εκυξ 

ιφηδηα Arthrinium sp., πμο δζαπςνίζηδηε απυ έκα εαθάζζζμ ζπυββμ, αθθά δ ζηενεμπδιεία 

ημο εκενβμφ ιμνίμο ηαζ δ αηνζαήξ θεζημονβία δεκ είκαζ αηυια πθήνςξ βκςζηά [223]. 

 ζμκ αθμνά ηα ιζηνά ιυνζα, ημ πνχημ ιδ πεπηζδζηυ ιζηνυ ιυνζμ πμο ζπεδζάζηδηε de 

novo ήηακ ημ Syc-7 [224], ιζιμφιεκμ ηδκ πανμοζία ηςκ ηαηαθμίπςκ Phe19 ηαζ Trp23 ηδξ 

p53 ιέζα ζηδ ζπζζιή πνυζδεζδξ ηδξ Mdm2. Οζ ζμοθθμκαιίδεξ (sulfonamides), πμο 

πνμέηορακ ιε in silico ηεπκζηέξ, πνμζδέκμκηαζ ηαηάθθδθα ζηδκ Mdm2 ζηδ εέζδ πμο 

ηακμκζηά πνμζδέκεηαζ δ p53, αθθά δεκ έπμοκ βίκεζ πεναζηένς ιεθέηεξ. Οζ 

αεκγμδζαγεπζκεδζυκεξ (benzodiazepinediones) ανέεδηακ ιε ηδκ ηεπκζηή δ μπμία ααζίγεηαζ 

ζηδ εεςνία υηζ μζ μοζίεξ πμο πνμζδέκμκηαζ ζηδκ πνςηεΐκδ-ζηυπμ εα πνέπεζ κα αολήζμοκ ηδ 

εενιζηή ζηαεενυηδηα ηδξ πνςηεΐκδξ. Υνδζζιμπμζεί θεμνίγμοζεξ πνχζεζξ ηαζ εθέβπεζ ηζξ 

πνςηεΐκεξ πμο δεκ είκαζ δζπθςιέκεξ (ThermoFluor assay) [225]. ηδκ ίδζα ηαηδβμνία 

ακαζημθέςκ πενζθαιαάκμκηαζ, επίζδξ, μζ ζπζνμ-μλζκδυθεξ (spiro-oxindoles) [226] ηαζ μζ 

ζζμσκδμθζκυκεξ (isoindolinones) [227] πςνίξ ηάπμζα εθανιμβή ζε in vivo ζοζηήιαηα. 

Ο πνχημξ ηαηάθθδθμξ ηαζ επζθεηηζηυξ ακαζημθέαξ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ p53-Mdm2, 

απμηεθεζιαηζηυξ ζε in vitro ηαζ in vivo ζοζηήιαηα, ακαθένεδηε ημ 2004 απυ ημοξ 

επζζηήιμκεξ ηδξ Roche [228]. Πανυθμ πμο εεςνμφηακ πμθφ δφζημθμ κα ανεεμφκ ιζηνά 

ιυνζα πμο κα ακαζηέθθμοκ αοηήκ ηδκ αθθδθεπίδναζδ, δ πανμοζία ηςκ ηαθά μνζζιέκςκ 

οδνμθμαζηχκ εέζεςκ ζηδκ επζθάκεζα ηδξ Mdm2 αμήεδζε ζηδκ εφνεζδ ηέημζμο ιμνίμο. Έηζζ, 

θμζπυκ, ακαβκςνίζηδηε ιία ζεζνά απυ cis-imidazoline ακάθμβα πμο μκμιάζηδηακ Nutlins. 

Σα ιυνζα αοηά ιζιμφκηαζ ημκ ηνυπμ πμο πνμζδέκεηαζ δ p53 ζηδκ Mdm2 ιε ιία ιέζδ 

ζοβηέκηνςζδ IC50 (ζοβηέκηνςζδ ημο ακαζημθέα πμο απαζηείηαζ βζα ηδκ ακαζημθή ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ ηαηά 50%) ίζδ ιε 100 έςξ 300 nM. Έκαξ δαηηφθζμξ ανςιμθαζκυθδξ ημο 

ιμνίμο Nutlin ηάεεηαζ ααεζά ζηδ εέζδ πνυζδεζδξ ηνοπημθάκδξ, ημ άθθμ οπμηαηάζηαημ 

ανςιμθαζκυθδξ εθανιυγεζ ζηδ εέζδ πνυζδεζδξ θεοηίκδξ ηαζ δ αθοζίδα ζηδκ πθεονά ημο 

αζεοθ-αζεένα ηαηεοεφκεηαζ πνμξ ηδκ εέζδ πνυζδεζδξ ηδξ θαζκοθαθακίκδξ. Σμ πζμ δναζηζηυ 

απυ υθα ηα cis-imidazoline ακάθμβα είκαζ ημ εκενβυ εκακηζμιενέξ (a) ημο Nutlin-3 (Δζη. 15). 
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ηδ ζοκέπεζα, πναβιαημπμζήεδηακ ιία ζεζνά απυ πεζνάιαηα ζε ηοηηανζηέξ ζεζνέξ ηαζ 

γχα, χζηε κα δζαπζζηςεεί εάκ δ ακαζημθή ηδξ αθθδθεπίδναζδξ p53-Mdm2 επάβεηαζ ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ημο p53 ιμκμπαηζμφ. Σα ιυνζα Nutlins είκαζ απμηεθεζιαηζηά ιυκμ ζε ηφηηανα 

πμο εηθνάγμοκ ηδκ άβνζμο-ηφπμο πνςηεΐκδ p53 ηαζ υπζ ζε ηφηηανα ιε απεκενβμπμζδιέκδ 

ιεηαβναθζηά ή ιεηαθθαβιέκδ p53. οβηεηνζιέκα, εκενβμπμζμφκ ηδκ p53 ιέζς ιεηα-

ιεηαθναζηζηχκ ιδπακζζιχκ ακαζηέθθμκηαξ ηδκ απμδυιδζή ηδξ, πςνίξ κα επδνεάγμοκ ηδκ 

ίδζα ηδ ιεηαβναθή ηδξ p53. Ζ πνςηεΐκδ p53 ζηαεενμπμζείηαζ ηαζ ζοζζςνεφεηαζ, ιε 

απμηέθεζια ηδκ επαβςβή ημο p53 ιμκμπαηζμφ ηαζ ηδ ιεηαβναθζηή εκενβμπμίδζδ ηςκ 

βμκζδίςκ-ζηυπςκ, p21 ηαζ Mdm2 [229]. 

 

1.4.3.4 Μεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο πνπ ξπζκίδνπλ ηε ζηαζεξόηεηα ηεο p53 

Έπεζηα απυ ηδκ επίδναζδ ηάπμζμο ζηνεξ, δ p53 οθίζηαηαζ θςζθμνοθίςζδ ηαζ αηεηοθίςζδ 

ζηδκ NH2- ηαζ COOH- ηεθζηή πενζμπή, ζοζζςνεφεηαζ ηαζ εκενβμπμζείηαζ [230]. 

οβηεηνζιέκα, δ αθάαδ ημο DNA ηαζ άθθα ζηνεξ πνμηαθμφκ θςζθμνοθίςζδ ηδξ p53 ζηζξ 

εέζεζξ S6, S9, S15, T18, S20, S33, S37, S46, T81 ηδξ NH2-ηεθζηήξ πενζμπήξ, ζηζξ εέζεζξ 

S315 ηαζ S392 ηδξ COOH-ηεθζηήξ πενζμπήξ ηαζ ζηζξ εέζεζξ T150, T155 ηαζ S149 ηδξ DBD 

πενζμπήξ. ιςξ, αηυια ηαζ ζηα θοζζμθμβζηά ηφηηανα, ηα ηαηάθμζπα T55, S376 ηαζ S378 

θςζθμνοθζχκμκηαζ [230]. Δπζπνυζεεηα, δ Mdm2 θςζθμνοθζχκεηαζ ιεηά απυ αθάαδ ημο 

DNA ζηδ εέζδ Ser395 απυ ηδκ ΑΣΜ ηζκάζδ [231], ζηδ εέζδ Y394 απυ ηδ c-Abl [232], πμο 

ιεζχκεζ ηδκ ζηακυηδηα ηδξ Mdm2 κα απμδμιήζεζ ηδκ p53 ηαζ ζηα ηαηάθμζπα 166 ηαζ 186 

απυ ηδκ Akt, πμο επάβμοκ ηδκ είζμδμ ηδξ Mdm2 ζημκ πονήκα ηαζ αολάκμοκ ηδκ 

μοιπζηζηοθίςζδ ηδξ p53 [233]. 

Φςζθμνοθζχζεζξ ζηδκ NH2-ηεθζηή πενζμπή ζηαεενμπμζμφκ ηδκ p53 ακαζηέθθμκηαξ ηδκ 

αθθδθεπίδναζδ ιε ηδκ Mdm2. Μεηά απυ αθάαδ ημο DNA, μζ ηζκάζεξ ATM ηαζ Chk2 

θςζθμνοθζχκμοκ ηδκ p53 ζηζξ εέζεζξ S15 ηαζ S20 ακηίζημζπα [234, 235], εκχ δ Chk1 ηδ 

θςζθμνοθζχκεζ ζηζξ εέζεζξ S15 ηαζ S37 [86, 236]. Ζ αζμθμβζηή ζδιαζία αοηχκ ηςκ 

Δηθόλα 15 Γνκή ηνπ αλαζηνιέα Nutlin-3a 

ηεο αιιειεπίδξαζεο p53-Mdm2 
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θςζθμνοθζχζεςκ έπεζ πνμηφρεζ απυ ιμκηέθα ζε πμκηίηζα ιε ηδ δδιζμονβία δζάθμνςκ 

ιεηαθθάλεςκ. οπκά, υιςξ, ηα πμκηίηζα δε δίκμοκ ημοξ ακαιεκυιεκμοξ θαζκμηφπμοξ, ηαεχξ 

ηάπμζα εέζδ ιπμνεί κα θςζθμνοθζχκεηαζ απυ δζάθμνεξ ηζκάζεξ ή ιία ηζκάζδ ιπμνεί κα 

θςζθμνοθζχκεζ πμθθά ηαηάθμζπα. Αοηή δ πμζηζθμιμνθία πζεακά απμηεθεί έκακ ηνυπμ βζα ηδ 

ζςζηή επζθμβή ηδξ ηαηάθθδθδξ απυηνζζδξ ζε δζαθμνεηζηά ενεείζιαηα. 

Σνμπμπμζήζεζξ ζηδκ DBD πενζμπή ηδξ p53 είκαζ θζβυηενμ παναηηδνζζιέκεξ, αθθά έπμοκ 

ανεεεί υηζ επδνεάγμοκ ηδ ζηαεενυηδηα ηδξ p53. Ακηίεεηα ιε ηζξ NH2-ηεθζηέξ θςζθμνο-

θζχζεζξ πμο ζηαεενμπμζμφκ ηδκ p53, θςζθμνοθζχζεζξ ζηδκ DBD πενζμπή (S149, T150 ηαζ 

T155) μδδβμφκ ζε απμδυιδζή ηδξ [237]. Άθθδ ηνμπμπμίδζδ είκαζ δ βθοημγοθίςζδ ζηδ εέζδ 

S149 ηδξ DBD πενζμπήξ ηδξ p53, πμο ζηαεενμπμζεί ηδκ p53 ιπθμηάνμκηαξ ηδκ 

μοιπζηζηοθίςζδ ηαζ απμδυιδζή ηδξ [238]. 

ζμκ αθμνά ηδκ μοιπζηζηοθίςζδ ηδξ p53, δ Mdm2 ζοκδέεηαζ ζηδκ NH2-ηεθζηή πενζμπή 

ηδξ p53 ηαζ μοιπζηζηοθζχκεζ ηζξ COOH-ηεθζηέξ θοζίκεξ (K370, K372, K373, K381, K382 ηαζ 

K386), μζ μπμίεξ ιπμνμφκ επίζδξ κα ηνμπμπμζδεμφκ απυ ιυνζα πμο ιμζάγμοκ ιε μοιπζηζηίκδ, 

ηα Nedd8 ηαζ SUMO-1. Ζ κεδοθίςζδ ηδξ p53 πνμάβεηαζ απυ ηδκ Mdm2 ζηζξ θοζίκεξ K370, 

K372 ηαζ K373 [149], αθθά ηαζ απυ έκα ιέθμξ ηδξ μζημβέκεζαξ F-box, FBXO11, ζηζξ θοζίκεξ 

K320 ηαζ K321 [239], ακαζηέθθμκηαξ ηδ ιεηαβναθζηή εκενβυηδηα ηδξ p53, ιάθθμκ θυβς 

ακαζημθήξ ηδξ αηεηοθίςζδξ αοηχκ ηςκ ηαηαθμίπςκ. Ζ ζμοιμτθίςζδ ηδξ p53 ζοιααίκεζ ζηδ 

εέζδ K386, αθθά δ αζμθμβζηή ηδξ ζδιαζία παναιέκεζ άβκςζηδ, ηαεχξ έπεζ ανεεεί υηζ 

νοειίγεζ εεηζηά ηαζ ανκδηζηά ηδ θεζημονβία ηδξ p53 [240-242]. Απυ ηδ ζηζβιή πμο αοηέξ μζ 

ηνμπμπμζήζεζξ αθμνμφκ ηζξ ίδζεξ θοζίκεξ, είκαζ πζεακυ κα ακαζηέθθμοκ ή κα δζεοημθφκμοκ δ 

ιία ηδκ άθθδ. 

Ζ ζηαεενυηδηα ηαζ εκενβυηδηα ηδξ p53 νοειίγεηαζ, αηυια, ιε αηεηοθίςζδ ηςκ COOH-

ηεθζηχκ ηαηάθμζπςκ θοζίκδξ απυ ηζξ πνςηεΐκεξ p300/CBP ηαζ PCAF, πμο εκενβμπμζμφκ ηδκ 

p53-ελενηχιεκδ ιεηαβναθή. Ζ PCAF αηεηοθζχκεζ ηδκ p53 ζηδ εέζδ K320 ηαζ ηα 

εηενμδζιενή p300/CBP ζηναημθμβμφκηαζ ζηδκ NH2-ηεθζηή πενζμπή ηδξ p53 ηαζ 

αηεηοθζχκμοκ ηζξ COOH-ηεθζηέξ θοζίκεξ K370, K372, K373, K381, K382 ηαζ K386 [243, 

244]. Ζ αηεηοθίςζδ ηδξ p53 νοειίγεηαζ απυ ηδκ απμ-αηεηοθάζδ HDAC-1 (Histone 

DeACetylase1) ή ημ νοειζζηή Sir2a (Silent Information Regulator 2α) [245, 246]. Ζ 

αηεηοθίςζδ ακαζηέθθεζ ηδκ μοιπζηζηοθίςζδ ηαζ ζηαεενμπμζεί ηδκ p53, εκχ δ απμ-

αηεηοθίςζδ ηδξ p53 ηδκ μδδβεί ζε μοιπζηζηοθίςζδ ηαζ απμδυιδζδ. ιμζα ιε ηδκ 

αηεηοθίςζδ, δ ιεεοθίςζδ ηδξ θοζίκδξ 370 επίζδξ ζηαεενμπμζεί ηδκ p53 ηαζ εκενβμπμζεί ηα 

βμκίδζα-ζηυπμοξ [247]. Έηζζ, θμζπυκ, εεςνείηαζ υηζ δ δζαδζηαζία ηδξ μοιπζηζηοθίςζδξ είκαζ 

θίβμ ακμιμζμβεκήξ ηαζ εάκ μζ COOH-ηεθζηέξ θοζίκεξ απμιαηνοκεμφκ, δ θζβάζδ ιεηαηζκείηαζ 
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πάκς ζε άθθεξ θοζίκεξ. Πνάβιαηζ, δ πνςηεΐκδ p53 πενζέπεζ 20 δζαθμνεηζηέξ θοζίκεξ, πμο 

δοκδηζηά πνδζζιμπμζμφκηαζ βζα ηδ ζφγεολδ ηδξ μοιπζηζηίκδξ. 

 

1.4.4 Άιιεο ιηγάζεο 

Ζ πνςηεΐκδ Mdmx είκαζ έκαξ άθθμξ νοειζζηήξ ηδξ p53, δμιζηά ζπεηζηυξ ιε ηδκ Mdm2 ηαζ 

έπεζ ακαβκςνζζηεί ςξ πνμσυκ «πνςιμζςιζηήξ εκίζποζδξ», υπςξ ηαζ δ Mdm2 [248]. Ζ Mdmx 

έπεζ αολδιέκδ μιμθμβία ιε ηδκ Mdm2. Πενζέπεζ ιία NH2-ηεθζηή πενζμπή βζα ζφκδεζδ ιε ηδκ 

p53 ηαζ ιία COOH-ηεθζηή RING πενζμπή [249]. Πανά ηδκ πανμοζία ηδξ RING πενζμπήξ, δ 

Mdmx δεκ έπεζ εκδμβεκή εκενβυηδηα θζβάζδξ μοιπζηζηίκδξ. Ζ Mdmx αθθδθεπζδνά ιε ηδκ 

NH2-ηεθζηή πενζμπή ηδξ p53 ιε πανυιμζμ ηνυπμ υπςξ δ Mdm2 [250], αθθά απμηοβπάκεζ κα 

μοιπζηζηοθζχζεζ ηδκ p53 ηαζ κα ηδκ μδδβήζεζ ζε απμδυιδζδ [251, 252]. Ζ Mdm2 ηαζ δ 

Mdmx εηενμδζιενίγμκηαζ δ ιία ιε ηδκ άθθδ [253], εκχ δ Mdmx ζοκενβάγεηαζ ιε ηδκ Mdm2 

υηακ οπενεηθνάγεηαζ ζηα ηφηηανα ηαζ επδνεάγεζ ηδκ εκενβυηδηα θζβάζδξ [254]. ε 

θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ, δ Mdmx παίγεζ ζπμοδαίμ νυθμ ζηδκ ανκδηζηή νφειζζδ ηδξ δνάζδξ 

ηδξ p53. Απυ ιεθέηεξ ζε πμκηίηζα πμο δεκ εηθνάγμοκ Mdmx, ζοιπεναίκεηαζ υηζ δ Mdmx 

ακαζηέθθεζ ηδ ιεηαβναθζηή εκενβυηδηα ηδξ p53 ακελάνηδηα απυ ηδκ Mdm2, εκχ δ Mdm2 

απαζηείηαζ βζα ηδ νφειζζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ηδξ p53. Απχθεζα ηδξ Mdmx δεκ 

μδδβεί ζε ζοζζχνεοζδ ηδξ p53, πμο ζδιαίκεζ υηζ δ Mdmx δε νοειίγεζ ηδ ζηαεενυηδηα ηδξ 

p53 [255, 256]. 

Ο ανζειυξ ηςκ θζβαζχκ πμο ιπμνμφκ κα μοιπζηζηοθζχζμοκ ηδκ p53 ακελάνηδηα απυ ηδκ 

Mdm2 ζοκεπχξ αολάκεζ. Οζ ιέπνζ ζήιενα βκςζηέξ Δ3 θζβάζεξ μοιπζηζηίκδξ πμο είκαζ εζδζηέξ 

βζα ηδκ πνςηεΐκδ p53 ζοκμρίγμκηαζ ζημκ πίκαηα 1. Ζ πνχηδ θζβάζδ πμο ακαθένεδηε υηζ δνα 

πάκς ζηδκ p53 ήηακ δ E6-AP (E6-associated protein), πμο μοιπζηζηοθζχκεζ ηαζ απμδμιεί ηδκ 

p53 ζε ηφηηανα πμο ιμθφκμκηαζ ιε ημκ μβημβυκμ ζυ HPV (human papilloma virus), υπμο ηαζ 

ζπδιαηίγεζ ζφιπθμημ ιε ηδκ ζζηή πνςηεΐκδ Δ6 [257]. 

Άθθεξ θζβάζεξ πμο έπμοκ ακαθενεεί είκαζ δ Pirh2 [258], δ Cop1 [259], δ CHIP (C-

terminal of Hsp70-interacting protein) [260], δ TOPORS [123, 261], δ ARF-BP1 [262], δ 

Synoviolin [263], δ Carps [264], δ WWP1 [265], δ E4F1 [79] ηαζ δ Cullin 7 [266] ηαζ υθεξ 

ιπμνμφκ κα μοιπζηζηοθζχκμοκ ηδκ p53 ακελάνηδηα απυ ηδκ Mdm2. ιμζα ιε ηδκ Mdm2, δ 

Pirh2 ηαζ δ Cop1 είκαζ βμκίδζα-ζηυπμζ ηδξ p53 ηαζ ακήημοκ ζηδκ μζημβέκεζα ηςκ θζβαζχκ ιε 

RING πενζμπή [258, 259].  
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Πίλαθαο 1 Ληγάζεο νπκπηθηηίλεο ηεο πξσηεΐλεο p53 

 

 

Ζ ARF-BP1/HectH9/Mule, ιία θζβάζδ ιε HECT πενζμπή, απμιμκχεδηε απυ ηφηηανα 

πςνίξ p53 (p53-null) ζακ πνςηεΐκδ πμο πνμζδέκεηαζ ζηδκ ARF. Ζ ARF αθθδθεπζδνά ιε ηδκ 

ARF-BP1 ηαζ ηδξ ακαζηέθθεζ ηδκ εκενβυηδηα θζβάζδξ πμο δζαεέηεζ, δείπκμκηαξ υηζ ιπμνεί κα 

εθέβπεζ ηδκ p53 ςξ απυηνζζδ ζηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ μβημβμκζδίςκ. Ζ Synoviolin ηαζ δ 

CHIP είκαζ θζβάζεξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ημ εκδμπθαζιαηζηυ δίηηομ (ER-associated ubiquitin 

ligases). Ζ Synoviolin μοιπζηζηοθζχκεζ ηδκ p53 ηαζ ηδκ απμιμκχκεζ ζημ ηοηηανυπθαζια, ςξ 

απυηνζζδ ζε ζηνεξ πμο αθμνά ημ εκδμπθαζιαηζηυ δίηηομ (ER stress) [263]. Ζ CHIP 

μοιπζηζηοθζχκεζ ηαζ απμδμιεί ηδκ p53 πμο είκαζ πνμζδειέκδ απυ ηζξ ζοκμδέξ πνςηεΐκεξ 

Hsp70 ηαζ Hsp90, δδθαδή ζηέθκεζ βζα πνςηευθοζδ ιδ θοζζμθμβζηέξ πνςηεΐκεξ p53 [260, 

267].  

Οζ πενζζζυηενεξ απυ αοηέξ ηζξ θζβάζεξ επδνεάγμοκ ηδ ζηαεενυηδηα ηδξ p53, ιε ελαίνεζδ 

ηδκ E4F1, πμο αθθάγεζ ηδ ιεηαβναθζηή εκενβυηδηα ηδξ p53 πςνίξ κα επζδνά ζηδκ 

πνςηευθοζή ηδξ [79]. Ζ TOPORS ιπμνεί κα ζοκδέζεζ είηε μοιπζηζηίκδ είηε SUMO ζηδκ 

Ληγάζεο 

Οπκπηθηηίλεο  
Σάμε Λεηηνπξγία  Αλαθνξά 

Mdm2  RING 
Μμκμ- ηαζ πμθο-μοιπζηζηοθίςζδ, 

απμδυιδζδ, έλμδμξ απυ ημκ πονήκα  
(175) 

Mdmx  RING 
Γεκ μοιπζηζηοθζχκεζ ηδκ p53, ακαζηέθθεζ 

ηδ ιεηαβναθζηή εκενβυηδηα ηδξ p53  
(345, 346) 

Pirh2  RING Οοιπζηζηοθίςζδ ηαζ απμδυιδζδ (84) 

Cop1  RING Οοιπζηζηοθίςζδ ηαζ απμδυιδζδ (83) 

ARF-BP1/ 

HectH9/ 

MULE  

HECT Οοιπζηζηοθίςζδ ηαζ απμδυιδζδ (185) 

E6-AP  HECT Οοιπζηζηοθίςζδ ηαζ απμδυιδζδ (181) 

CHIP  U-box Οοιπζηζηοθίςζδ ηαζ απμδυιδζδ (355) 

Cullin7  RING 
Μμκμ- ηαζ δζ-μοιπζηζηοθίςζδ, ιεζχκεζ 

ηδκ trans-εκενβμπμίδζδ ηδξ p53  
(356) 

E4F1  atypical 

K48 μοιπζηζηοθίςζδ, ηνμπμπμζεί ηδκ 

εκενβυηδηα ηδξ p53 βζα κα επάβεζ παφζδ 

ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο  

(101) 

Synoviolin  RING 
Οοιπζηζηοθίςζδ ηαζ απμδυιδζδ, 

απμιυκςζδ ζημ ηοηηανυπθαζια  
(357) 

WWP1  HECT 
Οοιπζηζηοθίςζδ, ζοζζχνεοζδ p53 ζημ 

ηοηηανυπθαζια  
(358) 

Topors  RING Οοιπζηζηοθίςζδ ηαζ απμδυιδζδ (178) 

Carps RING Οοιπζηζηοθίςζδ ηαζ απμδυιδζδ (359) 
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p53, πςνίξ κα έπεζ δζεοηνζκζζηεί αηυια ημ αζμθμβζηυ απμηέθεζια αοηήξ ηδξ ζφγεολδξ [268]. 

Κάπμζεξ απυ ηζξ θζβάζεξ, υπςξ δ CHIP, δ Synoviolin ηαζ δ Cullin-7 εκημπίγμκηαζ ζημ 

ηοηηανυπθαζια, επμιέκςξ νοειίγμοκ ηονίςξ ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή p53 πνςηεΐκδ. Έπεζ 

ανεεεί, βζα πανάδεζβια, υηζ δ p53 οπυηεζηαζ ζε Κ63-μοιπζηζηοθίςζδ πμο ιεζμθααείηαζ απυ 

ημ Δ2 έκγοιμ Ubc13, αολάκμκηαξ ηδ ζηαεενυηδηά ηδξ ηαζ ηδκ ειθάκζζή ηδξ ζημ 

ηοηηανυπθαζια [124]. Φαίκεηαζ, θμζπυκ, υηζ οπάνπεζ ιία πμζηζθία θζβαζχκ πμο ζημπεφμοκ 

ηδκ p53 ηαζ πμο είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ ελεζδζηεοιέκδ νφειζζδ ηδξ πνςηεΐκδξ αοηήξ ζηζξ 

απμηνίζεζξ έκακηζ ηςκ δζάθμνςκ ηφπςκ ζηνεξ, αθθά δ αζμθμβζηή ημοξ ζδιαζία πνίγεζ 

πεναζηένς δζενεφκδζδξ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 16 Ζ δηαδηθαζία ηεο νπκπηθηηπιίσζεο ηεο p53 από ηξία από ηα θύξηα Δ3 έλδπκα 

ιηγάζεο νπκπηθηηίλεο, Mdm2, Pirh2 θαη COP1 

Ζ p53 ιπμνεί κα ιμκμ-μοιπζηζηοθζςεεί απυ ηδκ Mdm2 ζημκ πονήκα ηαζ ζηδ ζοκέπεζα κα 

πμθο-μοιπζηζηοθζςεεί απυ ηα έκγοια Mdm2, Pirh2 ή COP1 ηαζ κα μδδβδεεί ζημ 

πνςηευζςια βζα απμδυιδζδ. Δπίζδξ, ιπμνεί κα αβεζ απυ ημκ πονήκα ηαζ κα μοιπζηζηοθζςεεί 

ζημ ηοηηανυπθαζια απυ έκα απυ αοηά ηα έκγοια ή απυ ζοκδοαζιυ πμθθχκ ιαγί ηαζ κα 

απμδμιδεεί απυ ηα πνςηεμζχιαηα ημο ηοηηανμπθάζιαημξ. Σζ αηνζαχξ ζοιααίκεζ ηαζ πμζα 

θζβάζδ εα εκενβήζεζ ζε ζοβηεηνζιέκδ ζηζβιή δεκ έπεζ πθήνςξ δζεοηνζκζζηεί ηαζ ελανηάηαζ 

απυ ημ δεδμιέκμ ηοηηανζηυ ηφπμ ηαζ ηδ θάζδ ακάπηολδξ ζηδκ μπμία ανίζηεηαζ ημ ηφηηανμ. 
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1.4.5 Ρύζκηζε ηεο p53 από ην ζύζηεκα ησλ ζπλνδώλ πξσηετλώλ  

 

1.4.5.1 πλνδέο πξσηεΐλεο (chaperones) 

Ανπζηά, μζ επζζηήιμκεξ εεςνμφζακ υηζ δ απαναίηδηδ πθδνμθμνία βζα ηδ δδιζμονβία ηδξ 

ηεηανημηαβμφξ δμιήξ ιίαξ πνςηεΐκδξ πενζέπεηαζ ζηδκ πνςημηαβή αθθδθμοπία ηςκ αιζκμλέςκ 

[269]. ήιενα, είκαζ πθέμκ βκςζηυ υηζ μζ πενζζζυηενεξ κεμζπδιαηζζεείζεξ πνςηεΐκεξ εκυξ 

ηοηηάνμο δε εα ιπμνμφζακ κα δζπθςεμφκ ζςζηά πςνίξ ηδ αμήεεζα πνυζεεηςκ «ιδπακχκ». 

Σα ζδιακηζηά ζημζπεία αοηχκ ηςκ «ιδπακχκ» απμηεθμφκ μζ ιμνζαηέξ ζοκμδέξ πνςηεΐκεξ ή 

ζαπενυκεξ (molecular chaperones) ηαζ ηνεζξ απυ ηζξ πζμ άθεμκεξ ηάλεζξ ζοκμδχκ πνςηεσκχκ 

είκαζ μζ Hsp70s, μζ Hsp40s ηαζ μζ Hsp90s. Οζ πνςηεΐκεξ Hsp70s ηαζ Hsp40s ειπμδίγμοκ ηδ 

ζοζζχνεοζδ πνςηεσκχκ (protein aggregation) ηαζ ηαηαθφμοκ ημ ζςζηυ δίπθςια ηςκ 

πμθοπεπηζδίςκ, ηαεχξ πνμζδέκμκηαζ ζηζξ οδνυθμαεξ μιάδεξ ηςκ πνςηεσκχκ πμο δεκ είκαζ 

δζπθςιέκεξ θοζζμθμβζηά. Ζ θεζημονβία ηδξ Hsp70 νοειίγεηαζ απυ ηδκ Hsp40, απυ ιυνζα πμο 

αθθδθεπζδνμφκ ιε ηδκ Hsp40 ηαζ απυ πανάβμκηεξ ακηαθθαβήξ κμοηθεμηζδίςκ (Nucleotide 

Exchange Factors, NEFs). Οζ πνςηεΐκεξ Hsp90 νοειίγμκηαζ απυ ιία εζδζηή μιάδα πνςηεσκχκ 

ηαζ πανυθμ πμο ένπμκηαζ ζε επαθή ιε ηα πμθοπεπηίδζα, δε ζοκδέμκηαζ επζθεηηζηά ζηα 

εηηεεεζιέκα οδνυθμαα αιζκμλέα [270].  

Οζ Hsp70 πνςηεΐκεξ εκημπίγμκηαζ ζε ηάεε ζδιείμ ημο ηοηηάνμο ηαζ ζοιιεηέπμοκ ζε ιία 

ιεβάθδ πμζηζθία δζενβαζζχκ, ζημ ζςζηυ δίπθςια ηςκ κεμζπδιαηζζεέκηςκ πνςηεσκχκ, ζηδκ 

απμθοβή ζπδιαηζζιμφ αββνεζςιάηςκ, ζηδ ζςζηή ακαδίπθςζδ ηςκ πνςηεσκχκ, ζηδ 

ιεηαηυπζζδ ηςκ πνςηεσκχκ ηαηά ιήημξ ηςκ ιειανακχκ ηςκ μνβακζδίςκ, ζηδ δδιζμονβία ηαζ 

ηαηαζηνμθή ηςκ πνςηεσκζηχκ ζοιπθυηςκ. Απμηεθμφκηαζ απυ ιία ΝΖ2-ηεθζηή πενζμπή 

ΑΣΡάζδξ ~45KDa, ιία πενζμπή βζα ηδκ πνυζδεζδ πεπηζδίςκ ηαζ ιία COOH-ηεθζηή πενζμπή 

~10KDa, ημ «ηαπάηζ». Γζαηνίκεηαζ δ ιμνθή Hsp70 πμο επάβεηαζ απυ ζηνεξ ηαζ δ ιμνθή πμο 

εηθνάγεηαζ ζοκεπχξ ζημ ηφηηανμ, βκςζηή ςξ Hsc70 [271]. Τπυ θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ, δ 

Hsp70 εηθνάγεηαζ ζε παιδθά επίπεδα ζημ ηφηηανμ, αθθά επάβεηαζ ζε πμθφ ορδθά επίπεδα 

έπεζηα απυ έκημκμ ζηνεξ. Ζ Hsc70 δεκ ελανηάηαζ απυ ημοξ δζάθμνμοξ ηφπμοξ ζηνεξ, αθθά 

εηθνάγεηαζ ζηαεενά ζημ ηφηηανμ.  

Σα μιυθμβα ηδξ Hsp70 πνςηεΐκδξ ηαηαθφμοκ ηζξ λεπςνζζηέξ ημοξ θεζημονβίεξ ιέζς 

ηφηθςκ πνυζδεζδξ ηαζ απεθεοεένςζδξ οπμζηνςιάηςκ, ιία δζαδζηαζία πμο εθέβπεηαζ ιε 

οδνυθοζδ ΑΣΡ [272] (Δζη. 17). ηδκ ΑΣΡ ιμνθή, δ Hsp70 ζοκδέεηαζ ζημ οπυζηνςιά ηδξ ιε 

πμθφ παιδθή ζοββέκεζα. ηδκ ADP ιμνθή, δ Hsp70 ζοκδέεηαζ ζημ οπυζηνςιά ηδξ ιε πμθφ 

ορδθή ζοββέκεζα. Ζ εκενβυηδηα ATPάζδξ ηδξ Hsp70 είκαζ πμθφ αδφκαιδ (3 x 10
-4

 έςξ 1,6 x 

10
-2

 s
-1

) ηαζ αοηυξ μ νοειυξ δεκ επανηεί χζηε κα επάβεζ ζφκδεζδ οπμζηνχιαημξ ηαζ δίπθςια 
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πνμσυκημξ [273, 274]. Γζα ημ θυβμ αοηυ, δ ζφκδεζδ ημο οπμζηνχιαημξ ηαηαθφεηαζ απυ ηζξ 

ζοκ- ζοκμδέξ (co-chaperones) πνςηεΐκεξ Hsp40, μζ μπμίεξ δζεβείνμοκ ηδκ οδνυθοζδ ΑΣΡ ηδξ 

Hsp70 (Δζη. 17). Ζ πνχηδ Hsp40 πμο ακαβκςνίζηδηε ήηακ δ DnaJ πνςηεΐκδ ζηα ααηηήνζα, 

πμο εκζζπφεζ ηδκ εκενβυηδηα ΑΣΡάζδξ ηδξ DnaK πνςηεΐκδξ, ηδξ ακηίζημζπδξ Hsp70 ηςκ 

ααηηδνίςκ [275, 276]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Απυ ημοξ πζμ ζδιακηζημφξ πανάβμκηεξ NEFs είκαζ δ πνςηεΐκδ BAG-1 (Bcl-2 athanogene 

1), πμο επζηαπφκεζ ηδκ εκενβυηδηα ΑΣΡάζδξ ηδξ Hsp70 εκζζπφμκηαξ ηδκ απεθεοεένςζδ ημο 

ADP [277, 278]. Ακηίεεηα ιε ημοξ NEFs, έκαξ ανκδηζηυξ νοειζζηήξ ηδξ Hsc70, δ πνςηεΐκδ 

Hip (Hsc70-Interacting Protein), ζηαεενμπμζεί ημ δεζιυ Hsc70-ADP ηαζ ηαεοζηενεί ημκ 

ηφηθμ ATPάζδξ. Έηζζ, εοκμεί ηδ ζοκενβαζία ηδξ Hsc70 ιε άθθα ζοζηήιαηα ζοκμδχκ 

πνςηεσκχκ, υπςξ δ Hsp90 [279, 280] (Δζη. 17). Ζ Hsp90 ζοκενβάγεηαζ ιε ηδκ Hsp70, 

πνμηεζιέκμο κα δεπηεί απυ ηδκ Hsp70 ημ οπυζηνςια πμο πνέπεζ κα δζπθςεεί ζςζηά, ιία 

δζαδζηαζία ζηδκ μπμία ζοιιεηέπμοκ μζ πνςηεΐκεξ Hip ηαζ Hop (Hsp70/Hsp90 organising 

protein) [281, 282] (Δζη. 17). 

Ζ Hsp90 ηαηέπεζ πμθφ ζδιακηζηυ νυθμ βζα ηδ ζηαεενυηδηα ηαζ ηδ θεζημονβία ιεβάθμο 

ανζειμφ ηοηηανζηχκ πνςηεσκχκ [283]. Δίκαζ ιία απυ ηζξ πζμ άθεμκεξ ζοκμδέξ πνςηεΐκεξ ιεξ 

ζημ ηφηηανμ, εκχ εηθνάγεηαζ 2-10 θμνέξ πενζζζυηενμ ζημοξ δζάθμνμοξ ηανηίκμοξ, 

απμηεθχκηαξ 1-2 % ημο ζοκμθζημφ πνςηεσκζημφ θμνηίμο [284]. Ζ οπενέηθναζδ ηδξ Hsp90 

ζημκ ηανηίκμ ημο ιαζημφ έπεζ ζοζπεηζζηεί ιε ακεεηηζηυηδηα ζε ηάπμζεξ ιμνθέξ 

πδιεζμεεναπείαξ [285]. Θεςνείηαζ υηζ δ εκενβυηδηα ζαπενυκδξ ηδξ Hsp90 πζεακά είκαζ 

ηνίζζιδ βζα ηδ ζδιαημδυηδζδ πνςηεσκχκ πμο ζοιιεηέπμοκ ζηδκ ελέθζλδ ηάπμζςκ ηφπςκ 

ηανηίκμο. Γζα ημ θυβμ αοηυ, ημ 1994 δζαηοπχεδηε δ άπμρδ υηζ ιία ηάλδ ακηζαζμηζηχκ, 

βκςζηά ςξ ακζαιοηίκεξ αεκγμηζκυκδξ (benzoquinone ansamycins), ζοκδέμκηαζ εζδζηά ζηδκ 

Δηθόλα 17 Κύθινο πξόζδεζεο θαη 

απειεπζέξσζεο ππνζηξσκάησλ από ηελ 

Hsp70 
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Hsp90 ηαζ ακαζηέθθμοκ ηδκ εκενβυηδηά ηδξ, ιε απμηέθεζια ηδκ απμζηαεενμπμίδζδ ηςκ 

οπμζηνςιάηςκ ηδξ [286]. Ανβυηενα, πνδζζιμπμζήεδηε έκα ακάθμβμ ηδξ βεθδακαιοηίκδξ, μ 

ακαζημθέαξ 17AAG (17-Allylaminogeldanamycin), πμο ιπθμηάνεζ ηδ δνάζδ ηδξ Hsp90 ηαζ 

ζοκαηυθμοεα, ημ ζςζηυ δίπθςια ηςκ οπμζηνςιάηςκ ηδξ. Ο ακαζημθέαξ αοηυξ 

πνδζζιμπμζείηαζ ήδδ ζε πμθθαπθέξ ηθζκζηέξ δμηζιέξ θάζδξ ΗΗ ηαζ θαίκεηαζ πςξ έπεζ 

ακηζηανηζκζηή δνάζδ [287]. 

 

1.4.5.2 Αιιειεπίδξαζε κεηαμύ Hsp70/Hsp90 θαη CHIP ιηγάζεο 

πςξ ακαθένεδηε παναπάκς, δ CHIP πνςηεΐκδ είκαζ ιία Δ3 θζβάζδ μοιπζηζηίκδξ ιε 

παναηηδνζζηζηή U-box πενζμπή. Ζ CHIP (COOH-terminus of Hsp70-interacting protein) ή ημ 

ακενχπζκμ μιυθμβμ STUB1 παναηηδνίγεηαζ ςξ ιία ζοκ-ζοκμδυξ πνςηεΐκδ (co-chaperone 

protein), δ μπμία αθθδθεπζδνά ιε ημ ηαναμλοηεθζηυ ηιήια ηδξ πνςηεΐκδξ Hsp70 [288]. Ζ 

CHIP είκαζ έκα δζιενέξ έκγοιμ ιμνζαημφ αάνμοξ 35 KDa ηαζ αθθδθεπζδνά απμηεθεζιαηζηά 

ιε ηα Δ2 έκγοια ηδξ μζημβέκεζαξ UBCH5, ηα μπμία απμηνίκμκηαζ ζε ζοκεήηεξ ζηνεξ (Δζη. 

18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σμ βμκίδζμ ηδξ CHIP εκημπίγεηαζ ζημ πνςιυζςια 16 ηαζ δ πνςηεΐκδ απμηεθείηαζ απυ 303 

αιζκμλέα. Δπζπνυζεεηα, δ CHIP θζβάζδ θεζημονβεί ςξ πανάβμκηαξ ζοβηνυηδζδξ ηςκ 

αθοζίδςκ μοιπζηζηίκδξ, μπυηε ηαζ ακαθένεηαζ ςξ «Δ4» έκγοιμ [130, 131]. Πενζέπεζ ηνεζξ 

θεζημονβζηέξ πενζμπέξ, ιία TPR (TetratricoPeptide Repeat) επακάθδρδ ζημ αιζκμηεθζηυ 

άηνμ, ιία U-box πενζμπή ζημ ηαναμλοηεθζηυ άηνμ ηαζ ιία ορδθά θμνηζζιέκδ (coiled-coil) 

πενζμπή [289] (Δζη. 19). Ο ζοκδοαζιυξ ηςκ δφμ πενζμπχκ, U-box ηαζ TPR, ζε ιία πνςηεΐκδ 

είκαζ ζζπονή έκδεζλδ υηζ δ πνςηεΐκδ CHIP «γεοβανχκεζ» δφμ ζοζηήιαηα, ημ ζφζηδια ηςκ 

ζοκμδχκ πνςηεσκχκ ηαζ ημο 26S πνςηεμζχιαημξ. 

 

Δηθόλα 18 Αιιειεπίδξαζε ηνπ 

δηκεξνύο ελδύκνπ CHIP κε ηα Δ2 

έλδπκα Ubc4/5 θαη κε ηηο κνξηαθέο 

ζπλνδνύο Hsp70 θαη Hsp40 
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Δηθόλα 19 Γνκή ηεο CHIP ιηγάζεο 
 

Ζ TPR πενζμπή ιεζμθααεί ζηδκ αθθδθεπίδναζδ ιε ηδκ Hsp90 ηαζ ηδκ Hsp70 (Δζη. 19), 

νοειίγμκηαξ δζάθμνα ιμκμπάηζα ζδιαημδυηδζδξ ηαζ εθέβπμο πνςηεσκζηήξ πμζυηδηαξ, 

βεβμκυξ πμο παναηηδνίγεζ ηδκ CHIP ςξ «quality control protein». Ζ CHIP πνμζδέκεηαζ ηαζ 

ακαζηέθθεζ ηδκ εκενβυηδηα ATPάζδξ ηςκ Hsc70/Hsp70 ηαζ ιπθμηάνεζ ηδκ ακηίδναζδ 

πνυζδεζδξ ημο οπμζηνχιαημξ ζε αοηέξ. Οοιπζηζηοθζχκεζ ανηεηά οπμζηνχιαηα, ηα 

πενζζζυηενα εη ηςκ μπμίςκ είκαζ ιδ ζςζηά δζπθςιέκεξ πνςηεΐκεξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηζξ 

ζοκμδέξ πνςηεΐκεξ Hsp70 ηαζ/ή Hsp90 [132], ιεηαλφ ηςκ μπμίςκ ηαζ ηδκ p53 [290-292]. Ζ 

CHIP ιπθμηάνεζ ημκ ηφηθμ ATPάζδξ ηδξ Hsp70, ειπμδίγεζ ηδκ απμιάηνοκζδ ηςκ 

οπμζηνςιάηςκ ηαζ ηαη’ επέηηαζδ δζεοημθφκεζ ηδκ μοιπζηζηοθίςζή ημοξ [130, 288].  

Ζ οπενέηθναζδ ηδξ CHIP θζβάζδξ ζηα εδθαζηζηά ηφηηανα μδδβεί ζε εκζζποιέκδ 

απμδυιδζδ εκυξ ανζειμφ οπμζηνςιάηςκ ηςκ ζοκμδχκ πνςηεσκχκ, ιεηαλφ ηςκ μπμίςκ μ 

οπμδμπέαξ ηςκ βθοημημνηζημεζδχκ, μ νοειζζηήξ ηδξ δζαιειανακζηήξ αβςβζιυηδηαξ ζηδκ 

ηοζηζηή ίκςζδ (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, CFTR) ηαζ μ 

ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ p53 [131, 260, 293]. 

 

1.4.5.3 Ηζνξξνπία κεηαμύ ηνπ δηπιώκαηνο θαη ηεο απνδόκεζεο ηεο p53 

Έπμοιε ήδδ ζογδηήζεζ ηδ νφειζζδ ηδξ p53 πνςηεΐκδξ απυ ηδκ Mdm2 θζβάζδ, ιέζς ημο 

αοημ-νοειζγυιεκμο ηφηθμο ανκδηζηήξ ακάδναζδξ [65, 66]. Έκαξ πνυζεεημξ ιδπακζζιυξ 

οπεφεοκμξ βζα ηδ νφειζζδ ηδξ ζηαεενυηδηαξ ηδξ p53 είκαζ δ αθθδθεπίδναζδ ιε ηζξ ιμνζαηέξ 

ζαπενυκεξ Hsp70 ηαζ Hsp90 [294, 295]. Έπεζ, επίζδξ, δεζπεεί υηζ δ πνυζδεζδ ηδξ Hsp90 

ζηδκ p53 ακαζηέθθεζ ηδκ ζηακυηδηα ηδξ Mdm2 κα πνμάβεζ ηδκ μοιπζηζηοθίςζδ ηαζ 

απμδυιδζδ ηδξ p53, ιε απμηέθεζια ηδ ζηαεενμπμίδζδ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ p53 ηαζ ηδξ 

Mdm2 [296, 297]. Πανυθμ πμο δ Mdm2 παίγεζ ηεκηνζηυ νυθμ ζηδκ πνςηεμζςιζηή 

απμδυιδζδ ηδξ p53, πνυζεεηεξ θζβάζεξ ζοιιεηέπμοκ ζηα θοζζμθμβζηά ηφηηανα, υπςξ δ 

p300, δ Pirh2, δ COP1 ηαζ δ CHIP [258-260, 298]. Σμ 2004, ακαβκςνίζηδηε έκα ιμκμπάηζ 

πμο ζπεηίγεηαζ ιε ηδκ πνςηεσκζηή απμδυιδζδ, ημ μπμίμ ζοκδοάγεζ ηζξ ζαπενυκεξ Hsp70 ηαζ 

Hsp90 ιε ημ 26S πνςηευζςια [299]. Βαζζηυ νυθμ ζε αοηυ ημ ιμκμπάηζ ηαηέπεζ δ θζβάζδ 

μοιπζηζηίκδξ CHIP, δ μπμία αθθδθεπζδνά ιε ηζξ ζαπενυκεξ [288]. 

http://en.wikipedia.org/wiki/HSPA8
http://en.wikipedia.org/wiki/Hsp70
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O Vμjtesek ηαζ μζ ζοκενβάηεξ ημο πενζβνάθμοκ ημκ ηφνζμ νυθμ ηδξ CHIP θζβάζδξ ζηδκ 

απμδυιδζδ ηςκ ιεηαθθαβιέκςκ πνςηεσκχκ p53 πμο δεκ είκαζ θοζζμθμβζηά δζπθςιέκεξ. 

Ακηίεεηα, δ CHIP έπεζ ιζηνυ ή ηακέκα νυθμ ζηδκ απμδυιδζδ είηε ηδξ θοζζημφ ηφπμο είηε 

ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ p53 πμο είκαζ ηακμκζηά δζπθςιέκεξ [300]. Ζ νφειζζδ ηδξ ζηαεενυηδηαξ 

ηςκ ιδ δζπθςιέκςκ p53 πνςηεσκχκ ζοιααίκεζ ιέζς ηδξ Hsp90, ηαηά έκα ιδπακζζιυ 

ανκδηζηήξ ακάδναζδξ πμο μδδβεί είηε ζε δίπθςια είηε ζε απμδυιδζδ ηδξ p53. Ζ αολδιέκδ 

εκενβυηδηα ηδξ Hsp90 ηαζ δ επζθμβή ημο δζπθχιαημξ είκαζ ιία άθθδ πμθφ ζδιακηζηή 

ηαηάζηαζδ βζα ηδκ έηθναζδ ηςκ ορδθχκ επζπέδςκ ιεηαθθαβιέκδξ p53. Αοηή δ ακαηάθορδ 

ελδβεί βζαηί ηα πμκηίηζα πμο ηθδνμκμιμφκ μιυγοβεξ p53 ιεηαθθάλεζξ, εηθνάγμοκ ηδ 

ιεηαθθαβιέκδ p53 ζε παιδθά επίπεδα ζε δζαθμνμπμζδιέκμοξ ζζημφξ [301]. Οζ 

ιεηαθθαβιέκεξ p53 πνςηεΐκεξ πμο δε ανίζημκηαζ ζε δζπθςιέκδ ιμνθή ειθακίγμκηαζ ζε 

παιδθά πνςηεσκζηά επίπεδα, δεζηκφμκηαξ υηζ οπυηεζκηαζ ζε ορδθυ ααειυ απμδυιδζδξ. 

Αοηέξ μζ ιεηαθθάλεζξ απαζημφκ ηδκ απμοζία ηδξ Hsp90 ή ηδκ ακαζημθή ηδξ εκενβυηδηάξ ηδξ, 

υπςξ επζηοβπάκεηαζ ιε ηδκ εθανιμβή ημο 17AAG ακαζημθέα, πνμηεζιέκμο κα απμδμιδεμφκ. 

Σέθμξ, μζ ιδ δζπθςιέκεξ ιεηαθθαβιέκεξ πνςηεΐκεξ p53 αθθδθεπζδνμφκ ιε ηδκ Hsp70 ηαζ δ 

CHIP πμο ανίζηεηαζ ζε ζφιπθμημ ιε ηδκ Hsp70 επάβεζ ηδκ απμδυιδζή ημοξ. 

οιπεναζιαηζηά, ζε θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ ζημ ηφηηανμ, ηα επίπεδα ηδξ p53 πνςηεΐκδξ 

ανίζημκηαζ ζε ιία ζζμννμπία ιεηαλφ ηδξ δζαδζηαζίαξ ημο δζπθχιαημξ ηαζ ηδξ πνςηεμθοηζηήξ 

απμδυιδζδξ. Ζ κεμζοκηζεέιεκδ ή ιδ δζπθςιέκδ πνςηεΐκδ p53 πνμζδέκεηαζ απυ ηδκ Hsp70 

ηαζ ζε ζοκενβαζία ιε ηζξ άθθεξ ζαπενυκεξ, Hsp40 ηαζ Hop, δ p53 ιεηαααίκεζ ζηδκ επυιεκδ 

δζαδζηαζία. οβηεηνζιέκα, δ Hop δζεοημθφκεζ ηδ ζφκδεζδ ημο οπμζηνχιαημξ ηδξ Hsp70 ιε 

ηδκ Hsp90 [302, 303]. Δη θφζεςξ ιδ δζπθςιέκεξ ιεηαθθαβιέκεξ πνςηεΐκεξ, υπςξ δ p53 

R175H, ζπδιαηίγμοκ ζηαεενυ ζφιπθμημ ιε ηζξ ζαπενυκεξ ηαζ δ εκενβυηδηα ηδξ Hsp90 

ζοιαάθθεζ χζηε κα απμηναπεί δ απμδυιδζή ημοξ. Δάκ δ εκενβυηδηα ηδξ Hsp90 είκαζ παιδθή 

ή ιπθμηάνεζ απυ ηδ δνάζδ ημο ακαζημθέα 17AAG, ηυηε μζ ιδ δζπθςιέκεξ πνςηεΐκεξ p53 

ζοκδέμκηαζ ζημ ζφιπθμημ Hsp70/CHIP. Ζ TPR πενζμπή ηδξ CHIP θζβάζδξ ζοκδέεηαζ ζηδκ 

COOH-ηεθζηή πενζμπή ηδξ Hsp70 ηαζ δ U-box πενζμπή είκαζ οπεφεοκδ βζα ηδκ 

μοιπζηζηοθίςζδ ηςκ ιδ δζπθςιέκςκ p53 πνςηεσκχκ. Ζ μοιπζηζηοθζςιέκδ p53 πνςηεΐκδ 

απμδμιείηαζ απυ ημ πνςηευζςια. 

Ζ φπανλδ εκυξ ζοιπθυημο ιεηαλφ ηςκ Hsp90, Hsp70 ηαζ CHIP, ημ μπμίμ νοειίγεζ ηδ 

ζηαεενυηδηα ηςκ δζάθμνςκ ιεηαθθαβιέκςκ p53 πνςηεσκχκ αμδεάεζ ηδκ ηαηακυδζή ιαξ 

ζπεηζηά ιε ηδκ επίδναζδ ηδξ αολδιέκδξ εκενβυηδηαξ ηδξ Hsp90 ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ 

ηανηζκμβέκεζδξ. Ζ επίβκςζδ ημο νυθμο αοηχκ ηςκ ιμνίςκ ζημοξ δζάθμνμοξ ηανηίκμοξ, 
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αθθά ηαζ ζε άθθεξ ηοηηανζηέξ δζαδζηαζίεξ, ιπμνεί κα ακμίλεζ ημ δνυιμ βζα ηδ εεναπεία ηςκ 

ακενχπζκςκ ηανηίκςκ ηαζ άθθςκ ακςιαθζχκ, ιέζς ηδξ ζηυπεοζδξ ηδξ p53 πνςηεΐκδξ.  

 

1.4.6 Απνδόκεζε ηεο p53 από κεραληζκνύο αλεμάξηεηνπο από ηελ νπκπηθηηπιίσζε 

Πένα απυ ηδκ απμδυιδζδ ηδξ πνςηεΐκδξ p53 απυ ημ 26S πνςηευζςια ιε ηδ ιεζμθάαδζδ 

ηδξ μοιπζηζηοθίςζδξ, δ p53 ιπμνεί κα απμδμιδεεί απυ ηδκ 20S οπμιμκάδα ημο 

πνςηεμζχιαημξ πςνίξ πνμδβμφιεκδ μοιπζηζηοθίςζδ [176]. Αοηυξ μ ιδπακζζιυξ ελανηάηαζ 

απυ ημ έκγοιμ NQO1 (NAD(P)H Quinone Oxidoreductase 1), πμο ζπεηίγεηαζ ιε ημ 20S 

πνςηευζςια. Σμ NQO1 αθθδθεπζδνά ιε ηδκ p53 ηαζ ειπμδίγεζ ηδκ απμδυιδζή ηδξ απυ ημ 

20S. Με ηδκ ειθάκζζδ ζδιάηςκ θυβς αθάαδξ ημο DNA, δ ζπέζδ ιεηαλφ p53 ηαζ NQO1 

βίκεηαζ πζμ δοκαηή, ζηαεενμπμζχκηαξ ηδκ p53 [304]. Χζηυζμ, ιδπακζζιμί ακελάνηδημζ ηδξ 

μοιπζηζηίκδξ ιάθθμκ ηαηέπμοκ ιζηνή ζδιαζία ζηδ ζηαεενμπμίδζδ ηδξ p53 ζηα ηφηηανα. 

 

1.4.7 Ρύζκηζε ηεο ζέζεο ηεο πξσηεΐλεο p53 κεο ζην θύηηαξν 

Δηηυξ απυ ηδ δζαδζηαζία ηδξ απμδυιδζδξ, δ εκενβυηδηα ηδξ πνςηεΐκδξ p53 ηνμπμπμζείηαζ 

υηακ αθθάγεζ δ εέζδ ηδξ ιεξ ζημ ηφηηανμ [305]. Δίκαζ βκςζηυ υηζ δ πνςηεΐκδ p53 νοειίγεηαζ 

απυ ιδπακζζιμφξ πμο νοειίγμοκ ηδκ είζμδμ ή ηδκ έλμδυ ηδξ απυ ημκ πονήκα [306]. Καηά ηδ 

δζάνηεζα ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, δ p53 παθζκδνμιεί απυ ημκ πονήκα υηακ ημ ηφηηανμ 

ανίζηεηαζ ζηδ G1 ηαζ G1/S θάζδ πνμξ ημ ηοηηανυπθαζια υηακ ημ ηφηηανμ ανίζηεηαζ ζηδκ S 

θάζδ [307]. Τπάνπμοκ ηνία ζήιαηα NLS ζηδκ COOH-ηεθζηή πενζμπή ηδξ p53, απυ ηα μπμία 

ημ πζμ δναζηζηυ πενζέπεζ δφμ ααζζηά ιμηίαα K305-306 ηαζ K316-322 [308]. ηδκ NH2-

ηεθζηή ηαζ ζηδκ COOH-ηεθζηή πενζμπή οπάνπμοκ δφμ ζήιαηα NES (ηαηάθμζπα αιζκμλέςκ 

11-27 ηαζ 340-351 ακηίζημζπα) πμο ελανηχκηαζ απυ ημκ οπμδμπέα CRM-1 ημο πονήκα βζα 

έλμδμ απυ αοηυκ [309, 310]. ε πμθθέξ ιεθέηεξ θαίκεηαζ υηζ δ έλμδμξ ηδξ p53 απυ ημκ 

πονήκα ιεζμθααείηαζ ηονίςξ απυ ημ ζήια c-NES [309, 311, 312], πμο ανίζηεηαζ εκηυξ ηδξ 

OD πενζμπήξ ηαζ ηαθφπηεηαζ υηακ δ p53 ηεηναιενίγεηαζ. Ζ μοιπζηζηοθίςζδ ηδξ COOH-

ηεθζηήξ πενζμπήξ εηεέηεζ ημ c-NES ζήια, ιε απμηέθεζια ημκ εκημπζζιυ ηδξ p53 ζημ 

ηοηηανυπθαζια [309, 311, 312]. 

ηακ ηα επίπεδα ηδξ Mdm2 είκαζ παιδθά, δ Mdm2 ιμκμ-μοιπζηζηοθζχκεζ ηδκ p53, δ 

μπμία ζηδ ζοκέπεζα ελένπεηαζ απυ ημκ πονήκα [313-315]. ηζξ ιένεξ ιαξ επζηναηεί ημ 

ιμκηέθμ ζφιθςκα ιε ημ μπμίμ δ μοιπζηζηοθίςζδ ηδξ p53 απυ ηδκ Mdm2 πνμηαθεί 

πεναζηένς ηνμπμπμζήζεζξ ζηδκ p53 απυ άθθεξ Δ3 θζβάζεξ, υπςξ δ PIASβ, πμο μδδβεί ζε 

απεθεοεένςζδ ηδξ Mdm2 ηαζ έλμδμ ηδξ p53 απυ ημκ πονήκα [311]. ιςξ, δ p53 ιπμνεί κα 

ελέθεεζ απυ ημκ πονήκα ηαζ ηαηά έκα Mdm2-ακελάνηδημ ηνυπμ [309].  
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Δπζπνυζεεηα, δ αθθδθεπίδναζδ ηδξ p53 ιε άθθεξ πνςηεΐκεξ απμιμκχκεζ ηδκ p53 ζημ 

ηοηηανυπθαζια. Ζ πνςηεΐκδ Parc (θζβάζδ μοιπζηζηίκδξ πμο ιμζάγεζ ιε ηδκ Parkin θζβάζδ) 

ζπδιαηίγεζ έκα ζηαεενυ ζφιπθμημ ιεβέεμοξ 1 MDa ιε ηδκ p53 ζημ ηοηηανυπθαζια [316]. Ζ 

Parc παν’ υηζ είκαζ θζβάζδ, δεκ ιπμνεί κα μοιπζηζηοθζχζεζ ηδκ p53. οκδέεηαζ ζηδκ COOH-

ηεθζηή πενζμπή ηδξ p53, ηαθφπηεζ ηδκ πενζμπή NLS ηαζ ιπθμηάνεζ ηδκ είζμδυ ηδξ ζημκ 

πονήκα [316]. Ζ θζβάζδ WWP1 μοιπζηζηοθζχκεζ ηδκ p53 ηαζ αολάκεζ ηδκ ειθάκζζή ηδξ ζημ 

ηοηηανυπθαζια, μδδβχκηαξ ζε απεκενβμπμίδζδ ηδξ p53 [265]. Σμ Δ2 έκγοιμ Ubc13 

πνμςεεί ηδκ μοιπζηζηοθίςζδ ηαζ ημκ εκημπζζιυ ηδξ p53 ζημ ηοηηανυπθαζια [124]. Ζ 

πνςηεΐκδ Mot2, ιέθμξ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ Hsp70 πνςηεσκχκ ζοβηναηεί ηδκ p53 ζημ 

ηοηηανυπθαζια [317]. Δπμιέκςξ, μ επακαπνμζδζμνζζιυξ ηδξ p53 ζημ ηοηηανυπθαζια 

απμηεθεί έκα ιέζμ ακαζημθήξ ηδξ ιεηαβναθζηήξ εκενβυηδηαξ ηδξ p53, ηαεχξ ηδκ ηναηά 

ιαηνζά απυ ηα βμκίδζα-ζηυπμοξ ηαζ/ή επάβεζ ηδκ απμδυιδζή ηδξ απυ ηα πνςηεμζχιαηα ημο 

ηοηηανμπθάζιαημξ ηαζ επζηνέπεζ ηδ δνάζδ ηδξ ζημοξ ιδπακζζιμφξ απυπηςζδξ ημο ηοηηάνμο 

[318-320]. 

 

1.5 Πξσηεόζσκα θαη γήξαλζε 

Σμ θαζκυιεκμ ηδξ βήνακζδξ ζοκμδεφεηαζ απυ δζάθμνεξ ιδ θοζζμθμβζηέξ δζαδζηαζίεξ ζπεηζηά 

ιε ηδκ απμδυιδζδ ηαζ ηδκ πνςηευθοζδ, μπυηε είκαζ πμθφ πζεακυ ημ πνςηευζςια κα 

δζαδναιαηίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ ελέθζλδ ημο θαζκμιέκμο [321, 322]. Οζ αθθαβέξ πμο 

οθίζηαηαζ μ ιδπακζζιυξ ημο πνςηεμζχιαημξ ιπμνεί κα είκαζ πμζμηζηέξ (αθθαβέξ ζε επίπεδμ 

πνςηεσκζηήξ έηθναζδξ) ή πμζμηζηέξ (αθθαβέξ ζε ιεηα-ιεηαθναζηζηυ επίπεδμ), υιςξ ηαζ ζηζξ 

δφμ πενζπηχζεζξ ημ ηεθζηυ απμηέθεζια ακηακαηθάηαζ ηονίςξ επάκς ζηα επίπεδα ηςκ 

πνςηεμζςιζηχκ εκενβμηήηςκ. 

Έπεζ δεζπεεί πςξ μζ ηνεζξ πνςηεμθοηζηέξ εκενβυηδηεξ (ποιμενορίκδξ, πεπηζδοθμ-

βθμοηαιοθμ-οδνμθάζδξ ηαζ ηνορίκδξ) ημο 20S πνςηεμζχιαημξ ιεζχκμκηαζ ηαηά ηδ βήνακζδ 

δζάθμνςκ ζζηχκ [323-325] ηαζ ηαηά ηδκ in vitro ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ ακενχπζκςκ 

ηοηηάνςκ [326, 327]. Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί πςξ υηακ ημ πνςηευζςια εκενβμπμζδεεί βεκεηζηά 

ιέζς οπενέηθναζδξ ηδξ ηαηαθοηζηήξ α5 οπμιμκάδαξ [328] ή θοζζηά ιέζς θοηζηχκ μοζζχκ 

[329], μζ εκενβυηδηεξ ηαζ ηα επίπεδα δμιδιέκμο / θεζημονβζημφ πνςηεμζχιαημξ αολάκμκηαζ. 

Αοηά ηα αολδιέκα επίπεδα ζοιαάθθμοκ ζηδκ ηαεοζηένδζδ ημο θαζκμιέκμο ηδξ βήνακζδξ. 

Σα πεζναιαηζηά αοηά δεδμιέκα πνμηείκμοκ υηζ ημ πνςηευζςια παίγεζ ζπμοδαίμ νυθμ ηαηά 

ηδκ ελέθζλδ ημο θαζκμιέκμο ηδξ βήνακζδξ, ζοκεπχξ δ πνμαθδιαηζηή θεζημονβζηυηδηα ημο 

πνςηεμζχιαημξ πζεακά εοεφκεηαζ εκ ιένεζ βζα ημ βδναζιέκμ θαζκυηοπμ ηςκ ηοηηάνςκ.  
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1.5.1 Πνζνηηθέο δηαθνξέο πξσηενζώκαηνο 

Ονζζιέκεξ ενεοκδηζηέξ μιάδεξ πνμηείκμοκ ιείςζδ ηςκ επζπέδςκ πνςηεσκζηήξ έηθναζδξ ηςκ 

πνςηεμζςιζηχκ οπμιμκάδςκ ηαζ ηαη’ επέηηαζδ ημο ζοκυθμο ηςκ πνςηεμζςιάηςκ ζηα 

βδναζιέκα ηφηηανα ζε ζφβηνζζδ ιε ηα κεανά. φιθςκα ιε ηζξ μιάδεξ αοηέξ, ημ ζοκμθζηυ 

θμνηίμ ηςκ πνςηεμζςιάηςκ ιεζχκεηαζ ζηα βδναζιέκα ηφηηανα, ιε απμηέθεζια ημ ιεζςιέκμ 

ααειυ ηςκ πνςηεμζςιζηχκ εκενβμηήηςκ [324-326, 330-332]. 

 

1.5.2 Πνηνηηθέο δηαθνξέο πξσηενζώκαηνο 

Άθθμζ ενεοκδηέξ οπμζηδνίγμοκ υηζ δεκ οπάνπμοκ αθθαβέξ ζηα επίπεδα πνςηεσκζηήξ έηθναζδξ 

ηςκ πνςηεμζςιζηχκ οπμιμκάδςκ, πανά ημ βεβμκυξ υηζ δείπκμοκ ιεηααμθέξ ζηζξ εκενβυηδηεξ 

ακάιεζα ζε κεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα [333-335]. Οζ ιεζςιέκεξ πνςηεμζςιζηέξ 

εκενβυηδηεξ δζηαζμθμβμφκηαζ είηε ιέζς ιεηα-ιεηαθναζηζηχκ ηνμπμπμζήζεςκ πμο οθίζηακηαζ 

μζ πνςηεμζςιζηέξ οπμιμκάδεξ [334], είηε ιέζς ακαζηαθηζηήξ δνάζδξ δζάθμνςκ 

παναβυκηςκ, πμο ειθακίγμκηαζ ζηα βδναζιέκα ηφηηανα ηαζ πμο δνμοκ επάκς ζηζξ 

πνςηεμζςιζηέξ εκενβυηδηεξ [333, 335-337]. Βέααζα, πνέπεζ κα ακαθενεεί δ ακμιμζμβέκεζα 

ςξ πνμξ ηα πεζναιαηζηά ζοζηήιαηα πμο ιεθεηχκηαζ ηαζ πμο ιπμνεί εκ ιένεζ κα 

δζηαζμθμβήζεζ ηζξ πνμακαθενεείζεξ δζαθμνέξ.  

 

1.5.2.1 Μεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο 

Οζ Carrard ηαζ μζ ζοκενβάηεξ ημο (2003) έδεζλακ πςξ μζ οπμιμκάδεξ ηςκ πνςηεμζςιάηςκ 

πμο πνμένπμκηαζ απυ θειθμηφηηανα δμηχκ απυ δζάθμνεξ δθζηίεξ πανμοζζάγμοκ ιεηα-

ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ πνμσμφζδξ ηδξ δθζηίαξ ημο δυηδ [334]. Οζ ηνμπμπμζήζεζξ αοηέξ 

αθμνμφκ, ηαηά ηφνζμ θυβμ, ηδκ μλείδςζδ, ηδκ μοιπζηζηοθίςζδ, ηδ ιδ εκγοιζηή πνμζεήηδ 

ζαηπάνςκ ηαζ ηδκ οπενμλείδςζδ ηςκ θζπζδίςκ. Ζ ζφκδεζδ ηςκ πνςηεμζςιζηχκ οπμιμκάδςκ 

ιε HNE (4-Hydroxy-2-NonEnal), έκα απυ ηα ααζζηά πνμσυκηα ηδξ οπενμλείδςζδξ ηςκ 

θζπζδίςκ, μδδβεί πμθθέξ θμνέξ ζε δζαζφκδεζδ ηςκ οπμιμκάδςκ ιεηαλφ ημοξ. Οζ ιεηα-

ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ ειθακίγμοκ επζθεηηζηυηδηα ιε αάζδ ηδκ οπμιμκάδα, αθθά ηαζ 

ιε αάζδ ηδκ δθζηία ημο δυηδ ηςκ ηοηηάνςκ. Σέημζμο είδμοξ ηνμπμπμζήζεζξ έπμοκ ακαθενεεί 

ηαζ παθαζυηενα ζηδ αζαθζμβναθία ιε επίδναζδ ζηζξ πνςηεμζςιζηέξ εκενβυηδηεξ ηυζμ in vivo 

υζμ ηαζ in vitro [330, 338].  

 

1.5.2.2 Αλαζηνιή ελεξγνηήησλ κέζσ ιηπνθνπζθίλεο θαη ηξνπνπνηεκέλσλ πξσηετλώλ 

Έπεζ πνμηαεεί πςξ δ θζπμθμοζηίκδ, ηα επίπεδα ηδξ μπμίαξ αολάκμκηαζ ζηα βδναζιέκα 

ηφηηανα [333] ηαζ μζ ηνμπμπμζδιέκεξ πνςηεΐκεξ (μλεζδςιέκεξ, ηνμπμπμζδιέκεξ ιε HNE [191] 
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ή πνςηεΐκεξ πμο έπμοκ δζαζοκδεεεί ιεηαλφ ημοξ ιέζς HNE (cross-linking by HNE) ιπμνμφκ 

κα δνάζμοκ ακαζηαθηζηά επάκς ζηζξ πνςηεμζςιζηέξ εκενβυηδηεξ ηαζ κα ηζξ ιεζχζμοκ. 

οβηεηνζιέκα, μζ μλεζδςιέκεξ πνςηεΐκεξ εκενβμφκ ζακ πνςηεσκζημί ακαζημθείξ ημο 

πνςηεμζχιαημξ απεοεείαξ πάκς ζηα ηαηαθοηζηά ημο ηέκηνα ηαζ πανειπμδίγμοκ ηδ 

θεζημονβία ημοξ [339]. Γεδμιέκμο υηζ ηέημζμο είδμοξ πνςηεΐκεξ ζοζζςνεφμκηαζ ηαηά ηδ 

βήνακζδ [340], εεςνείηαζ ακαιεκυιεκμ κα παναηδνμφκηαζ ιεζςιέκα επίπεδα πνςηεμζςιζηχκ 

εκενβμηήηςκ ζηα βδναζιέκα ηφηηανα [190]. 

 

1.6 p53 θαη γήξαλζε 

Σμ εέια ηδξ βήνακζδξ ηαζ ηδξ ιαηνμγςίαξ απμζπμφζε πάκηα ηδκ πνμζμπή ηςκ ακενχπςκ 

πμθφ πνζκ ηαεζενςεμφκ μζ επζζηδιμκζηέξ ιέεμδμζ βζα ηδ ιεθέηδ ημο θαζκμιέκμο. ιςξ, μζ 

επζζηήιμκεξ ανέεδηακ πμθφ ημκηά ζηδκ απάκηδζδ ηςκ μοζζαζηζηχκ ενςηδιάηςκ ιυκμ πμθφ 

πνυζθαηα, υηακ άνπζζακ κα ιεθεημφκ ηα πνχηα ιμκηέθα μνβακζζιχκ, υπςξ μ 

Caenorhabditis elegans, δ Drosophila melanogastrer ηαζ μ Saccharomyces cerevisiae, ζηδκ 

ακαγήηδζδ ηδξ ααζζηήξ πθδνμθμνίαξ ζπεηζηά ιε ηδ νφειζζδ ηδξ δζάνηεζαξ ηδξ γςήξ. Δίκαζ 

αλζμζδιείςημ υηζ ηάπμζα απυ ηα ηονίανπα ιμκμπάηζα έπμοκ δζαηδνδεεί απυ ηδ γφιδ ιέπνζ 

ημκ άκενςπμ.  

ηα ηφηηανα ηςκ εδθαζηζηχκ, δ βήνακζδ πμο επάβεηαζ απυ ηδκ p53 πνςηεΐκδ ζοιααίκεζ 

είηε υηακ ηα ηεθμιενή ελακηθμφκηαζ, ιε απμηέθεζια ηδκ ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ 

(replicative senescence), είηε έπεζηα απυ επζγήιζα ηοηηανζηή αθάαδ, υπςξ είκαζ δ ηοηηανζηή 

βήνακζδ πμο επάβεηαζ απυ ζηνεξ (stress-induced cellular senescence) [28]. Χξ βήνακζδ 

πενζβνάθεηαζ δ ιεζςιέκδ ζηακυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ ή ηςκ ζζηχκ κα ακαβεκκμφκ ηαηάθθδθα 

ημκ εαοηυ ημοξ ηαζ κα απμηνίκμκηαζ ζε δζάθμνα είδδ ζηνεξ [341]. Χξ ιαηνμγςία 

παναηηδνίγεηαζ δ ζηακυηδηα ηδξ ηαεοζηένδζδξ ηςκ ζοκεπεζχκ ηδξ βήνακζδξ ηαζ δ αφλδζδ 

ηδξ δζάνηεζαξ ηδξ γςήξ πάκς απυ ηα υνζα πμο ηοπζηά απακηχκηαζ ζε έκα ζοβηεηνζιέκμ είδμξ. 

Απυ ηδκ άπμρδ ηδξ ελέθζλδξ, βζα έκακ μνβακζζιυ είκαζ ζδιακηζηυ κα γεζ ανηεηά, χζηε κα 

ακαπανάβεζ ημκ εαοηυ ημο ηαζ κα δζεοημθφκεζ ηδκ επζαίςζδ ηςκ βμκζδίςκ ημο. 

Ζ πνςηεΐκδ p53 είκαζ πθέμκ βκςζηυ υηζ παίγεζ νυθμ-ηθεζδί ζε δζάθμνεξ δζαδζηαζίεξ, υπςξ 

δ απυηνζζδ ζημ ηοηηανζηυ ζηνεξ, δ απυπηςζδ, δ νφειζζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ δ 

βήνακζδ. Δπζπθέμκ, ιαγί ιε ηα άθθα ιέθδ ηδξ p53 μζημβέκεζαξ, p63 ηαζ p73, έπμοκ 

ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ ακάπηολδ ηςκ πμθοηφηηανςκ μνβακζζιχκ. Πνυζθαηα, δζαηοπχεδηε δ 

ηεκηνζηή θεζημονβία ηδξ πνςηεΐκδξ p53 ζηδ βήνακζδ ηςκ μνβακζζιχκ [342]. Φοζζηά, δ 

θεζημονβία ηδξ p53 πνέπεζ κα ελδβδεεί ιέζα απυ ημ πμθφπθμημ δίηηομ ηςκ πνςηεσκχκ ιε ηζξ 

μπμίεξ αθθδθεπζδνά [343-346].  
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Γζα κα δζεοηνζκζζηεί δ επίδναζδ ηδξ p53 ζηδ βήνακζδ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ηςκ μνβακζζιχκ, 

έπμοκ δζελαπεεί πμθοάνζεια in vivo πεζνάιαηα. Γοζηοπχξ, υιςξ, δε δίκμοκ ημ ακαιεκυιεκμ 

απμηέθεζια, ηαεχξ πμκηίηζα πμο δεκ έπμοκ ημ p53 βμκίδζμ (p53 knock-out mice) 

εηδδθχκμοκ βεκςιζηή αζηάεεζα, οπμηφπημοκ κςνίξ ζε κεμπθαζίεξ ηαζ ειθακίγμοκ ηανηίκμ 

[347]. Απυ ηδκ άθθδ πθεονά, βεκεηζηά ηνμπμπμζδιέκα πμκηίηζα πμο οπενεηθνάγμοκ ηδκ p53 

πνςηεΐκδ πεεαίκμοκ κςνίξ ηαηά ηδκ ειανοζηή ακάπηολδ, ελαζηίαξ οπεναμθζηήξ απυπηςζδξ 

ζε ζοβηεηνζιέκμοξ ζζημφξ. Μία άθθδ ιεθέηδ ακαθένεζ ιία ιεηαθθαβιέκδ ηοηηανζηή ζεζνά 

πμκηζημφ πμο εηθνάγεζ ιία παναθθαβή ηδξ p53 πνςηεΐκδξ, εοαίζεδηδ ζηδ εενιμηναζία 

(temperature sensitive, ts), ιε ιία οπμηαηάζηαζδ απυ αθακίκδ ζε ααθίκδ ζηδ εέζδ 135 [348]. 

Αοηή δ οπμηαηάζηαζδ αμήεδζε ηδκ πνςηεΐκδ κα ιεηαηνέπεηαζ απυ ηδ θοζζημφ ηφπμο (wt) 

(32°C) ζηδ ιεηαθθαβιέκδ δζαιυνθςζδ (37°C) ηαζ ακηίζηνμθα, ακάθμβα ιε ηδ εενιμηναζία 

ημο πενζαάθθμκημξ. Έηζζ, ηα πμκηίηζα ειθάκζζακ πνυςνδ βήνακζδ ζημοξ ζζημφξ ημο γχμο 

πμο εηηίεμκηακ ζε παιδθή εενιμηναζία πενζαάθθμκημξ (π.π. δένια). Αοηυ ημ απνμζδυηδημ 

απμηέθεζια ελδβείηαζ απυ ημ βεβμκυξ υηζ δ p53 παναθθαβή ανίζηεηαζ ζηδ ιδ θοζζμθμβζηή 

ιεηαθθαβιέκδ δζαιυνθςζδ ζε ηεκηνζηέξ πενζμπέξ ημο γχμο, εκχ οζμεεηεί ηδ wt ιμνθή ζε 

πζμ ηνφα ιένδ ημκηά ζηδκ επζθάκεζα ημο γχμο [348]. Πμθθέξ άθθεξ ιεθέηεξ έπμοκ 

πναβιαημπμζδεεί ιε ηδ πνήζδ ιεηαθθαβιέκςκ αθθδθυιμνθςκ p53, πνμηεζιέκμο κα 

δζεοηνζκζζηεί μ νυθμξ ηδξ p53 ζημ θαζκυιεκμ ηδξ βήνακζδξ [349]. 

Γζάθμνεξ ιεθέηεξ έπμοκ δείλεζ υηζ εκαθθαηηζηυ ιάηζζια πμο ζοιααίκεζ ζημ ακενχπζκμ 

βμκίδζμ p53 δίκεζ δζάθμνεξ ζζμιμνθέξ ηδξ πνςηεΐκδξ p53 [350, 351]. Ακηίζημζπα, ζημκ 

πμκηζηυ, ημ εκαθθαηηζηυ ιάηζζια αθθάγεζ ημ ηαναμλοηεθζηυ ηιήια ηδξ πνςηεΐκδξ p53 [352]. 

Μέπνζ ημ 2005, αοηέξ μζ παναηδνήζεζξ δεκ είπακ αλζμθμβδεεί ζδιακηζηά. Μεηέπεζηα ιεθέηεξ, 

ζηζξ μπμίεξ πνδζζιμπμζήεδηε πζμ εοαίζεδηδ ηαζ ζφβπνμκδ ιεεμδμθμβία, απμηάθορακ ηδκ 

φπανλδ 8 ζζμιμνθχκ ηδξ πνςηεΐκδξ p53, δ αηνζαήξ θεζημονβία ηςκ μπμίςκ παναιέκεζ αηυια 

άβκςζηδ [107, 353-355]. 

Πνυζθαηα, ιία ιζηνμφ ιήημοξ ζζμιμνθή ηδξ πνςηεΐκδξ p53 πενζβνάθδηε απυ δφμ 

ακελάνηδηεξ ιεηαλφ ημοξ μιάδεξ [353, 356], μζ μπμίεξ εζηίαζακ ζηδ ιεθέηδ ηδξ θεζημονβίαξ 

ηδξ. Ζ πνςηεΐκδ αοηή είπε πνμδβμφιεκα ακζπκεοεεί ζηα Balb/c πμκηίηζα [357], αθθά δεκ 

απέηηδζε ηδκ απαζημφιεκδ πνμζμπή, πανυθμ πμο ανέεδηε υηζ ζπεηίγεηαζ ιε ηδκ ειθάκζζδ 

υβημο ζηα πμκηίηζα. Ζ ζζμιμνθή αοηή, πμο μνίζηδηε ςξ p44 ζημκ πμκηζηυ ηαζ ςξ 

DNp53/DeltaNp53 ζημκ άκενςπμ, εηθνάγεηαζ ζε δζάθμνα ηφηηανα ηαζ ζζημφξ ηαζ μδδβεί ζε 

αολδιέκδ εκενβυηδηα ηαζ ζηαεενμπμίδζδ ηδξ p53 [353]. Δπζπθέμκ, πανμοζζάγεζ ιεβάθδ 

μιμζυηδηα ιε ηδκ p53 m, ημ πνμσυκ απυ έκα ημιιέκμ βμκίδζμ p53 πμο εηθνάγεζ ιυκμ ηα 

πέκηε ελχκζα πμο ηςδζημπμζμφκ βζα ημ ηαναμλοηεθζηυ ηιήια ηδξ πνςηεΐκδξ, αθθά δεκ 



ΔΗΑΓΧΓΖ 

76 

πενζέπεζ ηα έλζ ελχκζα ζημ 5’ άηνμ. Αοηή δ ζζμιμνθή πνμηφπηεζ ιέζς έκανλδξ ηδξ 

ιεηάθναζδξ ζε έκα εζςηενζηυ ηςδζηυκζμ έκανλδξ AUG ζηδ εέζδ 40 ζημκ άκενςπμ ή 41 

ζημκ πμκηζηυ ηαη’ ακαθμβία ιε ηδκ πθήνδ πνςηεΐκδ [348, 349]. 

Ο Yin ηαζ μζ ζοκενβάηεξ ημο (2002) απέδεζλακ υηζ δ ιεηαβναθή ημο βμκζδίμο p53 

νοειίγεηαζ απυ ηδ θζβάζδ Mdm2 ιέζς εκαθθαηηζηχκ εέζεςκ έκανλδξ, ιε απμηέθεζια ηδκ 

παναβςβή ηυζμ ηδξ p53 υζμ ηαζ ηδξ p44, δ μπμία δεκ πενζέπεζ ηδκ πενζμπή ζφκδεζδξ ιε ηδκ 

Mdm2 ηαζ ηδκ αιζκμηεθζηή ιεηαβναθζηή πενζμπή. Ζ Mdm2 ζοκδέεηαζ ιε ημ κεμζπδιαηζζεέκ 

πμθοπεπηίδζμ p53 ηαζ αημθμοεεί απμδυιδζδ ηδξ πθήνμοξ πνςηεΐκδξ p53, ηείκμκηαξ ηδκ 

ζζμννμπία πνμξ ηδκ πνςηεΐκδ p44 [356]. 

Αλίγεζ κα ακαθενεεί υηζ δ ιζηνή ζζμιμνθή ιμζάγεζ ζε ιεβάθμ ααειυ ιε ηζξ πνςηυβμκεξ 

ζζμιμνθέξ p53 πμο ζοκακηχκηαζ ζημοξ ηαηχηενμοξ μνβακζζιμφξ, πνμηείκμκηαξ υηζ ηα 

παναηηδνζζηζηά ηδξ p53 πμο μθείθμκηαζ ζημ αιζκμηεθζηυ ηιήια απμηηήεδηακ ανβυηενα 

ηαηά ηδκ ελέθζλδ. Σμ πζμ ζδιακηζηυ είκαζ υηζ ηα δφμ άθθα ιέθδ ηδξ p53 μζημβέκεζαξ, p63 ηαζ 

p73, εηθνάγμκηαζ ςξ δζάθμνεξ ζζμιμνθέξ πμο επίζδξ δεκ έπμοκ ημ αιζκμηεθζηυ ηιήια. ηζξ 

πενζζζυηενεξ πενζπηχζεζξ, μζ ιεβαθφηενεξ ζζμιμνθέξ έπμοκ πανυιμζεξ θεζημονβίεξ ιε ηδκ 

πθήνδ πνςηεΐκδ p53, εκχ μζ ζζμιμνθέξ DNp63 ηαζ DNp73 ελμοδεηενχκμοκ αοηέξ ηζξ 

δναζηδνζυηδηεξ. Γεκζηά, εεςνείηαζ υηζ μζ ιζηνέξ ζζμιμνθέξ ιπμνμφκ είηε κα ελμοδεηενχκμοκ 

είηε κα αεθηζχκμοκ ηδκ εκενβυηδηα ηδξ πνςηεΐκδξ ακάθμβα ιε ημ πενζαάθθμκ [349]. 

Ζ έηθναζδ ηςκ ιζηνχκ ζζμιμνθχκ p53 θαίκεηαζ υηζ νοειίγεηαζ ηυζμ ζε ιεηαβναθζηυ 

επίπεδμ υζμ ηαζ ζε επίπεδμ ιεηάθναζδξ [358]. Ζ πνςηεΐκδ DNp53, βζα πανάδεζβια, ιπμνεί 

κα ιεηαθναζηεί απυ έκα ημιιέκμ ιεηάβναθμ p53 (p53EII) [359]. Δκημφημζξ, έπεζ δεζπεεί υηζ 

δ έηθναζδ ηδξ DNp53 πνςηεΐκδξ νοειίγεηαζ πνςηανπζηά ζε ιεηα-ιεηαβναθζηυ επίπεδμ. 

Γεκζηυηενα, δ επζιυθοκζδ ηοηηανζηχκ ζεζνχκ πμκηζημφ πμο δεκ πενζέπμοκ ημ βμκίδζμ p53, 

μδδβεί ζηδκ έηθναζδ ζζμιμνθχκ, ηυζμ ημιιέκςκ υζμ ηαζ πθήνμοξ ιεβέεμοξ [353, 360]. 

Δπζπθέμκ, έπεζ πνμηαεεί υηζ δ πνςηεΐκδ p53 είκαζ ζηακή κα νοειίγεζ ηδ δζηή ηδξ 

ιεηάθναζδ ιέζς ζφκδεζδξ ζημ 5’-UTR ημο δζημφ ηδξ mRNA [361]. Μυκμ, υιςξ, δ 

μθυηθδνδ πνςηεΐκδ p53 ιπμνεί κα πνμζανιυγεζ αοηήκ ηδκ mRNA ζφκδεζδ, ηαεχξ ημ 

αιζκμηεθζηυ ηιήια ηδξ πνςηεΐκδξ πμο θείπεζ απυ ηδκ DN ζζμιμνθή είκαζ οπμπνεςηζηυ βζα 

αοηήκ ηδκ αθθδθεπίδναζδ [361]. Μία πενίζζεζα ηδξ ημιιέκδξ ζζμιμνθήξ p53 (p44) ζημ 

ηφηηανμ θαίκεηαζ υηζ ιεζχκεζ ηδκ ζηακυηδηα ηδξ πθήνμοξ ζζμιμνθήξ (p53) κα ιεηαβνάθεζ ηα 

πενζζζυηενα απυ ηα βμκίδζα ζηυπμοξ ηδξ [353, 356], ηδ ζηζβιή πμο έκα ιέηνζμ επίπεδμ ηδξ 

ιζηνήξ πνςηεΐκδξ εκζζπφεζ ημ ιεηαβναθζηυ δοκαιζηυ ηδξ ιαηνφηενδξ ζζμιμνθήξ [349]. Έπεζ, 

αηυια, ακαθενεεί υηζ αολδιέκα επίπεδα DNp53 πνμηαθμφκ ιία πνςηανπζηή 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιεηαηυπζζδ ηδξ μθυηθδνδξ p53, μπυηε ειπμδίγμοκ ηζξ ιεηαβναθζηέξ 
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ζδζυηδηεξ ηαζ άθθεξ πονδκζηέξ θεζημονβίεξ ηδξ πνςηεΐκδξ. Δπμιέκςξ, δ ιζηνμφ ιήημοξ 

ζζμιμνθή εα ιπμνμφζε κα επδνεάζεζ ηζξ ηοηηανμπθαζιαηζηέξ ζδζυηδηεξ ηδξ p53 (ππ. 

απεθεοεένςζδ ημο ηοημπνχιαημξ c), ειπμδίγμκηαξ ηεθζηά ηζξ πνμ-απμπηςηζηέξ ηδξ ζδζυηδηεξ 

[358, 362]. 

Τπάνπμοκ, πθέμκ, ανηεηά δεδμιέκα ηα μπμία δείπκμοκ υηζ ορδθά επίπεδα ηδξ αβνίμο-

ηφπμο πνςηεΐκδξ p53 ιπμνμφκ, οπυ ζοβηεηνζιέκεξ ζοκεήηεξ, κα πνμζηαηεφζμοκ ηα πμκηίηζα 

έκακηζ ημο ηανηίκμο ηαζ ηδξ βήνακζδξ. Σμ βεβμκυξ αοηυ εκεαννφκεζ ημ ιμκηέθμ, ζφιθςκα ιε 

ημ μπμίμ αολδιέκα επίπεδα p53 πνμζηαηεφμοκ ημοξ μνβακζζιμφξ απυ κεμπθαζίεξ ηαζ 

ιεηαζπδιαηζζιμφξ, πςνίξ ηδκ ακεπζεφιδηδ ειθάκζζδ ηδξ πνχζιδξ βήνακζδξ. Πνυζθαηα, ιία 

μιάδα Ηζπακχκ επζζηδιυκςκ δδιζμφνβδζε έκα κέμ δζαβμκζδζαηυ πμκηίηζ, ημ μπμίμ μκυιαζακ 

«super p53» [363]. Σμ πμκηίηζ αοηυ πανάβεζ αβνίμο-ηφπμο p53 απυ ηα δφμ θοζζμθμβζηά 

αθθδθυιμνθα πμο οπάνπμοκ ζημ βμκζδίςια, πανυιμζα ιε ημ ηακμκζηυ πμκηίηζ. Δπζπθέμκ, 

υιςξ, πενζέπεζ έκα ή δφμ ακηίβναθα εκυξ πνυζεεημο βμκζδίμο p53, αβνίμο-ηφπμο, πμο 

εζζήπεδ ςξ δζαβμκίδζμ. Σα πνυζεεηα ακηίβναθα εηθνάγμκηαζ απυ ημ θοζζμθμβζηυ οπμηζκδηή 

έηζζ, χζηε ηυζμ ημ δζαβμκίδζμ υζμ ηαζ ημ εκδμβεκέξ βμκίδζμ κα νοειίγμκηαζ ηαηά ημκ ίδζμ 

ηνυπμ. Σα «super p53» πμκηίηζα είκαζ πζμ εοαίζεδηα ζε αθάαδ ημο DNA, ηαεχξ ηα ορδθά 

επίπεδα p53 μδδβμφκ ζε αολδιέκμ νοειυ απυπηςζδξ. Ακηίεεηα, πνμζηαηεφμκηαζ πζμ 

απμηεθεζιαηζηά απυ πδιζηά επαβυιεκμοξ ηανηίκμοξ. Σμ αλζμζδιείςημ είκαζ υηζ ηα «super 

p53» πμκηίηζα δε θένμοκ ηακέκα ζδιάδζ επζηαποκυιεκδξ βήνακζδξ, πζεακά δζυηζ ημ 

δζαβμκζδζαηά εηθναγυιεκμ p53 νοειίγεηαζ απυ ημ θοζζμθμβζηυ οπμηζκδηή ηαζ επμιέκςξ, δ 

μβημηαηαζηαθηζηή πνςηεΐκδ p53 εηθνάγεηαζ υπςξ αηνζαχξ απαζηείηαζ ζημ θοζζμθμβζηυ 

ηοηηανζηυ πενζαάθθμκ. Αοηή δ πθδνμθμνία ίζςξ απμηεθεί ηδκ πνχηδ απυδεζλδ βζα ηδκ ζζπφ 

ηδξ ζδέαξ υηζ δ πνμζηαζία ηςκ ηοηηάνςκ έκακηζ ηςκ κεμπθαζζχκ ιπμνεί κα επζηεοπεεί ιε ηδκ 

εζζαβςβή ηςκ ζςζηχκ μβημηαηαζηαθηζηχκ βμκζδίςκ ζε πνμβμκζηά ζηεθεπζαία ηφηηανα. 

Σμ ενχηδια πμο πνμηφπηεζ είκαζ βζαηί δ αολδιέκδ εκενβυηδηα ηδξ p53 μδδβεί ζε πνυςνδ 

βήνακζδ ηαζ ζε ιεζςιέκδ δζάνηεζα γςήξ ηςκ εδθαζηζηχκ. Απυ ηδ αζαθζμβναθία πνμηφπηεζ 

υηζ δ εκζζποιέκδ εκενβυηδηα ηδξ p53 πνςηεΐκδξ επάβεζ απυπηςζδ ηαζ παφζδ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο, δζαδζηαζίεξ πμο ελακηθμφκ ηζξ δοκάιεζξ ηςκ μνβακζζιχκ κα ακαβεκκήζμοκ 

ζοβηεηνζιέκμοξ ζζημφξ ηαζ υνβακα. 

Ζ ιζηνμφ ιήημοξ ζζμιμνθή ηδξ p53 (p44/ΓΝp53) θαίκεηαζ υηζ επδνεάγεζ ζδιακηζηά ηδκ 

ειθάκζζδ ηδξ βήνακζδξ ηαζ ημ ιέβεεμξ ημο ζχιαημξ ηςκ εδθαζηζηχκ, ηαεχξ αθθάγεζ ηδκ 

ζηακυηδηα ηδξ ηακμκζημφ ιεβέεμοξ πνςηεΐκδξ p53 κα θεζημονβεί ςξ ιεηαβναθζηυξ 

πανάβμκηαξ. Αοηυ έπεζ ακηίηηοπμ ζηδ ζδιαημδυηδζδ απυ ημ ιμκμπάηζ IGF (insulin-like 

growth factor), ημ μπμίμ δζαθμνμπμζείηαζ ηαζ πνμηαθεί ηδκ ειθάκζζδ πνχζια βδναζιέκμο 
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θαζκμηφπμο [349]. Γζάθμνεξ ιεθέηεξ ειπθέημοκ ημ ιμκμπάηζ insulin/IGF1 ζηδ νφειζζδ ηδξ 

βήνακζδξ [364, 365]. Πμζα είκαζ, υιςξ, δ ζπέζδ ιεηαλφ p53, p44/ΓΝp53, insulin/IGF1 ηαζ 

βήνακζδξ; Πνζκ απυ δφμ δεηαεηίεξ, δ ιζηνή ζζμιμνθή p53 πανμοζζαγυηακ ςξ ηαηαζημθέαξ 

ηδξ αφλδζδξ πανμοζία ηδξ πθήνμοξ ιεβέεμοξ ζζμιμνθήξ [357, 366], εκχ απμοζία ημο 

ιαηνφηενμο μιυθμβμφ ηδξ ςξ μβημβεκεηζηή [367]. ηακ δ ζζμννμπία ηςκ δφμ ζζμιμνθχκ 

p53 δζαηανάζζεηαζ απυ ηδκ οπενέηθναζδ ηδξ p44/ΓΝp53, δ ηαηαζημθή ηδξ αφλδζδξ πμο 

ιεζμθααείηαζ απυ ηδκ ημιιέκδ πνςηεΐκδ μδδβεί ζε ιεζςιέκμ νοειυ πμθθαπθαζζαζιμφ, 

ιζηνυ ιέβεεμξ ζχιαημξ, ηοηηανζηή βήνακζδ, ιδ θοζζμθμβζηή ζδιαημδυηδζδ IGF ηαζ ηεθζηά, 

ζε πνχζιδ βήνακζδ ημο μνβακζζιμφ [349]. 

Δπμιέκςξ, δζαβμκζδζαηά πμκηίηζα πμο ζηαεενά οπενεηθνάγμοκ ηδκ p44 ειθακίγμοκ 

ιεζςιέκμ πνμζδυηζιμ γςήξ, πνχζιδ ζηεζνυηδηα (εζδζηά ηα ανζεκζηά πμκηίηζα) ηαζ ζδιάδζα 

πνχζιδξ βήνακζδξ, υπςξ θμνδμηφθςζδ απυ ημκ πέιπημ ηζυθαξ ιήκα ηαζ αζζεδηά ιεζςιέκδ 

μζηζηή ποηκυηδηα. Απμοζία ηδξ p53, δ οπενέηθναζδ ηδξ p44 δεκ έπεζ ηαιία επίδναζδ ζημ 

ιέβεεμξ ηςκ γχςκ, δεζηκφμκηαξ υηζ δ πθήνμοξ ιεβέεμοξ p53 απαζηείηαζ βζα ηδκ ηαηαζημθή 

ηδξ αφλδζδξ ζε επίπεδμ ηοηηάνμο ηαζ μνβακζζιμφ [349]. Αλίγεζ αηυια κα ακαθενεεί υηζ ημ 

ιμκμπάηζ ηδξ ζκζμοθίκδξ (insulin/IGF1) επδνεάγεηαζ απυ ηδκ αφλδζδ ηδξ p44. Σα ηφηηανα 

πμο απμιμκχκμκηαζ απυ ηα p44 δζαβμκζδζαηά πμκηίηζα εηθνάγμοκ ορδθά επίπεδα απυ 

μνζζιέκεξ πνςηεΐκεξ, υπςξ μ οπμδμπέαξ IGF1, δ εκενβμπμζδιέκδ Akt, δ θςζθμνοθζςιέκδ 

p53 ζηδ ζενίκδ 15, αθθά ηαζ μζ δφμ ηφνζμζ ιεηαβναθζημί ζηυπμζ ηδξ p53, Mdm2 ηαζ p21. Γζα 

υθα αοηά ηα απμηεθέζιαηα, απαζηείηαζ δ πανμοζία ηδξ πθήνμοξ πνςηεΐκδξ p53 [349]. 

Δίκαζ δεδμιέκμ, θμζπυκ, υηζ δ p53 είκαζ οπεφεοκδ βζα ηδκ επαβςβή ηαζ ηδ δζαηήνδζδ ημο 

βδναζιέκμο θαζκμηφπμο [368], αθθά ζε πενίπηςζδ απχθεζαξ ηδξ p53 ιυκμ ηα ορδθά 

επίπεδα ημο ακαζημθέα p16
Ink4a

 είκαζ ζηακά κα ηάκμοκ ηδ δζαδζηαζία ιδ ακηζζηνεπηή. Δάκ ηα 

επίπεδα ηδξ p16 δεκ είκαζ ζηακμπμζδηζηά ορδθά, μ βδναζιέκμξ θαζκυηοπμξ πζεακά ιπμνεί κα 

ακηζζηναθεί [369]. Δπζπνυζεεηα, δ αολδιέκδ έηθναζδ ηδξ p16 έπεζ πενζβναθεί ςξ δείηηδξ 

βήνακζδξ ζε ζοβηεηνζιέκεξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ πμκηζηχκ [370]. ε ιία ζεζνά πνυζθαηςκ 

ιεθεηχκ έπεζ δεζπεεί ημ ακηίηηοπμ ηδξ p16 ζηα αζιμπμζδηζηά ζηεθεπζαία ηφηηανα [371], ζηα 

παβηνεαηζηά ηφηηανα [372] ηαζ ζηα εβηεθαθζηά ηφηηανα [373]. Δίκαζ πνμθακέξ υηζ μζ μβημ-

ηαηαζηαθηζηέξ ζδζυηδηεξ ηδξ p53 εκ ιένεζ εηηεθμφκηαζ ιέζς ηδξ επαβςβήξ ηδξ ηοηηανζηήξ 

βήνακζδξ ηαζ ηαη’ επέηηαζδ ηδξ βήνακζδξ ηςκ μνβακζζιχκ [374, 375]. Πανυθ’ αοηά, μ 

αηνζαήξ ιδπακζζιυξ ιέζς ημο μπμίμο δ p53 ηαζ ηα άθθα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ επδνεάγμοκ 

ηδ βήνακζδ ηαζ ηδ ιαηνμαζυηδηα ανίζηεηαζ οπυ ζοκεπή ζογήηδζδ [376-379]. 
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2. ΤΛΗΚΑ θαη ΜΔΘΟΓΟΗ 

  

2.1 Τιηθά 

Σα πθαζηζηά ακαθχζζια πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ ηοηηανμηαθθζένβεζα (θθάζηεξ, 

falcon, ζςθδκάνζα universal, πζάηα 6 πδβαδζχκ, πζπέηεξ / ακαννμθδηήνζα, λφζηνεξ) είκαζ ηδξ 

εηαζνείαξ Sarstedt Ltd (Leicester, UK). Σα ηνοαθία Petri είκαζ ηδξ εηαζνείαξ Bioline Ltd 

(London, UK) ηαζ ηα πθαζηζηά θζαθίδζα ηαηάρολδξ ηςκ ηοηηάνςκ είκαζ ηδξ εηαζνείαξ 

Corning (Corning, NY). Σα ενεπηζηά οθζηά ηδξ ηοηηανμηαθθζένβεζαξ (Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium, DMEM), μ μννυξ ειανφμο αμυξ, ηα ιδ απαναίηδηα αιζκμλέα, δ 

βθμοηαιίκδ, ημ δζάθοια ηςκ θςζθμνζηχκ αθάηςκ (PBS), ημ TRIzol  ηαζ ηα ακηζδναζηήνζα 

βζα ημ ζοιααηζηυ PCR είκαζ ηδξ εηαζνείαξ Invitrogen Ltd (Carlsbad, CA, USA). Σα ζηενεά 

ακηζδναζηήνζα βζα ηδκ παναζηεοή ηςκ ενεπηζηχκ οθζηχκ ηςκ ααηηδνίςκ είκαζ ηςκ εηαζνεζχκ 

Difco (Detroit, MI, USA) ηαζ AppliChem (Darmstadt, Germany).  

Σμ ακηζδναζηήνζμ Bradford, μζ ηοαέηηεξ, δ ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ, ημ Quantum 

PrepTM Plasmid Midiprep Kit, ηα iScriptTMcDNA Synthesis ηαζ iQTM SYBR Green 

Supermix Kit είκαζ ηδξ εηαζνείαξ Bio-Rad Laboratories Inc (CA, USA). Σμ PIERCE ECL 

Western Blotting Substrate kit είκαζ ηδξ εηαζνείαξ Pierce (Rockford, IL). Οζ Prestained 

Protein Ladders είκαζ ηςκ εηαζνεζχκ Fermentas (St. Leon-Rot, Germany) ηαζ Invitrogen Ltd 

(Carlsbad, CA, USA), εκχ μ Low Molecular Weight DNA Ladder είκαζ ηδξ εηαζνείαξ Bio-

Labs (Boston, MA, U.S.A.). Σα πνςημβεκή ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ p53 (sc126; 53 kDa), 

Mdm2 (sc965; 90 kDa), Hsp90 (sc1055; 90 kDa), Hsp70 (sc1060; 70 kDa), Hsp40 (sc28845; 

40 kDa), Lamin A/C (sc-20681; 69/62 kDa), a-tubulin (sc8035; 52 kDa), c-Myc (sc40; 62 

kDa), Skp2 (sc-7164; 45 kDa), Rbx1 (sc-5200; 17 kDa), Bag1 (sc-939; 32 kDa), HA (sc-

805), p16 (sc467; 16 kDa), p21 (sc817; 21 kDa), UBE2D (sc15000; 17 kDa), ηδξ 

αθοδνμβμκάζδξ ηδξ 3-θςζθμνζηήξ βθοηενζκαθδεΰδδξ GAPDH (sc25778; 37 kDa), ηαεχξ 

ηαζ ηα δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα, μζ θοζζμθμβζημί μννμί (IgGs), ηα πνςηεΐκδ Α-ζςιαηίδζα 

αβανυγδξ (protein Α-agarose) ηαζ πνςηεΐκδ G-ζςιαηίδζα αβανυγδξ (protein G-agarose) είκαζ 

ηδξ εηαζνείαξ Santa Cruz Biotechnology Inc (CA, USA). Σα πνςημβεκή ακηζζχιαηα έκακηζ 

ηςκ πνςηεμζςιζηχκ οπμιμκάδςκ α1 (PW8140; 29 kDa), α2 (PW8145; 28 kDa) ηαζ α5 

(PW8895; 23 kDa) είκαζ ηδξ εηαζνείαξ BIOMOL Research Products Ltd (Exeter, UK), εκχ 

ηςκ θζβαζχκ CHIP (ab2917; 35 kDa) είκαζ ηδξ εηαζνείαξ Abcam Plc (Cambridge, UK), Pirh2 

(A300-357A; 32 kDa) ηδξ Bethyl Laboratories Inc (Montgomery, USA), TOPORS 

(H00010210-A01; 38 kDa) ηδξ Abnova Corporation (Taipei, Taiwan), Skp1 (32-3800; 19 



ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

80 

kDa) ηαζ Cul-1 (32-2400; 84 kDa) ηδξ Zymed (San Francisco, California, USA) ηαζ COP1 

(4466; 84 kDa) ηδξ Genentech Ltd (South San Francisco, CA). Σμ πνςημβεκέξ ακηίζςια 

έκακηζ ηδξ αζιαβθμοηζκίκδξ HA (12CA5) είκαζ ηδξ εηαζνείαξ Roche Diagnostics (Mannheim, 

Germany).  

Οζ πνςηεμζςιζημί ακαζημθείξ, MG132 ηαζ επμλμιζζίκδ, ηα θθμομνμπεπηίδζα βζα ηδ 

ιέηνδζδ ηςκ πνςηεμζςιζηχκ εκενβμηήηςκ ηαζ ηα ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ πνςηεμζςιζηχκ 

οπμιμκάδςκ είκαζ ηδξ εηαζνείαξ BIOMOL Research Products Ltd (Exeter, UK). Ο 

ακαζημθέαξ Nutlin-3 είκαζ ηδξ εηαζνείαξ Sigma Aldrich Inc (St. Louis, MO, USA) ηαζ μ 

ακαζημθέαξ 17AAG ηδξ εηαζνείαξ Calbiochem-Merck KGaA (Darmstadt, Germany). Ζ 

επζιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ έβζκε πνδζζιμπμζχκηαξ ημ Effectene kit ηδξ Qiagen (Valencia, 

CA, USA) ηαζ ηδ Lipofectamine 2000 ηδξ Invitrogen Ltd (Carlsbad, CA, USA). Σα 

μθζβμκμοηθεμηίδζα βζα ηδκ απμζζχπδζδ ηςκ βμκζδίςκ CHIP ηαζ Mdm2 είκαζ ηδξ εηαζνείαξ 

Dharmacon (Lafayette, CO, USA). Ζ ηεηναηοηθίκδ είκαζ ηδξ εηαζνείαξ Clontech Inc (Saint-

Germain-en-Laye, France). Γζα ηδκ απμιυκςζδ ηςκ ηοηηανμπθαζιαηζηχκ ηαζ ηςκ 

πονδκζηχκ εηποθζζιάηςκ πνδζζιμπμζήεδηε ημ εζδζηυ kit ηδξ εηαζνείαξ Active Motif. Σμ 

Oxyblot
TM

 Protein Oxidation Detection Kit είκαζ ηδξ εηαζνίαξ Chemicon International 

(Temecula, CA). Ζ παναβςβή ηςκ εηηζκδηχκ βζα ημ ζοιααηζηυ PCR, αθθά ηαζ βζα ημ Real-

Time PCR έβζκακ απυ ηδκ MWG-Biotech (Ebersberg, Germany). Σα δζάθμνα πδιζηά 

ακηζδναζηήνζα (αθάηζα, δζαθφηεξ, ηθπ.) είκαζ ηςκ εηαζνεζχκ BDH Chemicals Ltd. (Poole, 

England), Fluka Chemie (Buchs, Switzerland), Sigma (St. Louis, MO, USA) ηαζ Scharlau 

(Barcelona, Spain).  

Σμ υπδια έηθναζδξ πμο πενζέπεζ ημ cDNA βζα ηδ α5 πνςηεμζςιζηή οπμιμκάδα 

(πθαζιίδζμ pBJ1-neo.subunit α5) πνμζθένεδηε απυ ημ Γν. K. Tanaka. Σμ πθαζιίδζμ 

pcDNA3.1/Myc-His-CHIP πμο πενζέπεζ ημ cDNA βζα ηδκ ακενχπζκδ CHIP θζβάζδ 

πνμζθένεδηε απυ ημ Γν. C. Patterson, εκχ ημ πθαζιίδζμ pMT123, ημ μπμίμ πενζέπεζ 8 

επακαθήρεζξ μοιπζηζηίκδξ ζδιαζιέκδξ ιε αζιαβθμοηζκίκδ απυ ημ Γν. W. Zwerschke. 

 

2.2 Μέζνδνη 

Σα πνςηυημθθα ιμνζαηήξ αζμθμβίαξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ιπμνμφκ κα ανεεμφκ ζηα αζαθία:  

 Sambrook J, Fritsch EF and Maniatis T (1989) Molecular cloning: A laboratory manual. 

 Cold Spring Harbor Laboratory. 

 Harlow E and Lane D (1999) Using antibodies. A laboratory manual. Cold Spring Harbor 

 Laboratory Press. 

http://www.merck.de/
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2.2.1 Κπηηαξνθαιιηέξγεηα  

Οζ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ήηακ: 

1. Φοζζμθμβζημί ειανοσημί ακενχπζκμζ ζκμαθάζηεξ πκεφιμκα, ΖFL-1, μζ μπμίμζ 

αβμνάζηδηακ απυ ηδκ Δονςπασηή οθθμβή  Κοηηανμηαθθζενβεζχκ (European Collection 

of Cell Cultures). 

2. Αεακαημπμζδιέκμζ ακενχπζκμζ ζκμαθάζηεξ (WI38/T) [380]. 

3. Φοζζμθμβζημί ηαζ αεακαημπμζδιέκμζ ζκμαθάζηεξ πμκηζημφ (MEFs, mouse embryonic 

fibroblasts) πμο δζαεέημοκ (άβνζμο-ηφπμο, wt) ή υπζ (CHIP knock-out) ημ βμκίδζμ πμο 

ηςδζημπμζεί ηδκ CHIP θζβάζδ (πνμζθένεδηακ απυ ημ Γν. C. Patterson). 

4. Ηκμαθάζηεξ Li-Fraumeni πμο εηθνάγμοκ οπυ ζοκεήηδ, ιέζς εκυξ ζοζηήιαημξ Tet
off

, ηδκ 

πνςηεΐκδ p53. 

 

 Αλαθαιιηέξγεηα 

θεξ μζ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ ηαζ ηα πνςημβεκή ηφηηανα δζαηδνήεδηακ ζε επςαζηζηυ ηθίαακμ 

(Forma) ζε εενιμηναζία 37°C, αηιυζθαζνα 5% CO2 ηαζ ζπεηζηή οβναζία 95%. 

Καθθζενβήεδηακ ζε πθήνεξ ιέζμ ηαθθζένβεζαξ DMEM ζημ μπμίμ είπακ πνμζηεεεί 10% (v/v) 

μννυξ ειανφμο αμυξ, 2 mM βθμοηαιίκδ ηαζ 1% (v/v) ιδ απαναίηδηα αιζκμλέα. Ζ 

ηοηηανμηαθθζένβεζα υθςκ ηςκ ηοηηάνςκ πναβιαημπμζήεδηε υπςξ έπεζ ήδδ πενζβναθεί απυ 

ημοξ Hayflick ηαζ Moorhead [4]. οκμπηζηά, ημ οβνυ ηαθθζένβεζαξ ακακεχκεηαζ δφμ θμνέξ 

εαδμιαδζαίςξ. ηακ ηα ηφηηανα ηαθφρμοκ ημ 80% ηδξ επζθάκεζαξ ηδξ θθάζηαξ ή είκαζ 

ακαβηαίμ κα πςνζζεμφκ ζε ζοβηεηνζιέκεξ αναζχζεζξ, ηυηε ακαηαθθζενβμφκηαζ. Πθέκμκηαζ ιε 

δζάθοια PBS (δζάθοια θςζθμνζηχκ αθάηςκ) ηαζ επςάγμκηαζ ζημοξ 37°C βζα 1 θεπηυ 

πανμοζία ενορίκδξ. Αθμφ πνμζηεεεί ενεπηζηυ οθζηυ πνμηεζιέκμο κα απεκενβμπμζδεεί δ 

ενορίκδ, ηα απμημθθδιέκα ηφηηανα θοβμηεκηνμφκηαζ (1500 rpm, 5 θεπηά, 4°C). Σα ηφηηανα 

επακαδζαθφμκηαζ ζε ενεπηζηυ οθζηυ ηαζ ιεηά ηδ ιέηνδζή ημοξ ημπμεεημφκηαζ ζε ηαζκμφνζεξ 

θθάζηεξ ακάθμβα ιε ηδκ απαζημφιεκδ ζοβηέκηνςζδ ηαζ αναίςζδ αοηχκ. 

Γζα ηα θοζζμθμβζηά ηφηηανα πμο πναβιαημπμζμφκ ζοβηεηνζιέκμ ανζειυ ηοηηανζηχκ 

δζαζνέζεςκ, πνμημφ θηάζμοκ ζημ ζδιείμ ηδξ ιδ ακηζζηνεπηήξ παφζδξ ημο ηοηηανζημφ 

πμθθαπθαζζαζιμφ (ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ, replicative senescence), ιία αναίςζδ 1:2 

ζζμδοκαιεί ιε έκακ ηφηθμ δζπθαζζαζιμφ. Γζα ημοξ ακενχπζκμοξ ειανοσημφξ ζκμαθάζηεξ 

HFL-1, ςξ κεανά in vitro ηφηηανα εεςνμφκηαζ αοηά πμο ανίζημκηαζ ζε CPD < 40 ηαζ ςξ 

βδναζιέκα ηα ηφηηανα πμο ανίζημκηαζ ζε CPD > 58 (υπμο cpd είκαζ μ ανζειυξ ηςκ 

ηοηηανζηχκ δζαζνέζεςκ ζηδκ ηαθθζένβεζα, cell population doubling). Γζα ηα ακενχπζκα 
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(WI38/T) ηαζ πμκηζηίζζα (MEFs) αεακαημπμζδιέκα ηφηηανα δεκ οπμθμβίγμκηαζ ηοηηανζημί 

δζπθαζζαζιμί, εθυζμκ αοηέξ μζ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ είκαζ αεάκαηεξ. 

Οζ ζκμαθάζηεξ MDAH041 θοζζμθμβζηά δεκ πενζέπμοκ θεζημονβζηή πνςηεΐκδ p53 (p53-

null). Σα ηφηηανα αοηά, πμο απμιμκχκμκηαζ απυ αζεεκείξ ιε ζφκδνμιμ Li-Fraumeni, εάκ 

επζιμθοκεμφκ ζηαεενά ιε ημ ακενχπζκμ cDNA ηδξ αβνίμο-ηφπμο p53 πνςηεΐκδξ, 

δδιζμονβμφκ ηθχκμοξ TR9-7. Οζ ηθχκμζ αοημί, ιέζς εκυξ ζοζηήιαημξ Tet
off

, πανμοζία 

ηεηναηοηθίκδξ εηθνάγμοκ ηδκ πνςηεΐκδ p53 ζε πμθφ παιδθά επίπεδα, ηα μπμία είκαζ 

ακεπανηή βζα ηδκ επαβςβή ημο βμκζδίμο ζηυπμο p21
Waf1 

ηαζ ηδκ πεναζηένς παφζδ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο. Ζ απμιάηνοκζδ ηδξ ηεηναηοηθίκδξ απυ ημ ιέζμ ηαθθζένβεζαξ επζηνέπεζ 

ηδκ έηθναζδ ηδξ p53 πνςηεΐκδξ, αθθά ηαζ ηςκ βμκζδίςκ ζηυπςκ ηδξ [381], βεβμκυξ ημ μπμίμ 

ηεθζηά ιπμνεί κα μδδβήζεζ ζε παφζδ ημο ηοηηανζημφ πμθθαπθαζζαζιμφ. 

Ο ανζειυξ δζπθαζζαζιμφ ημο ηοηηανζημφ πθδεοζιμφ πνμζδζμνίγεηαζ ιε αάζδ ημ 

ιαεδιαηζηυ ηφπμ: logN/log2, υπμο Ν μ ανζειυξ ηςκ ηοηηάνςκ ζε ιία πθήνδ ηαθθζένβεζα 

δζαζνμφιεκμξ ιε ημκ ανπζηυ ανζειυ ηςκ ηοηηάνςκ πμο ημπμεεηήεδηακ ζηδ θθάζηα. Οζ 

ιεηνήζεζξ ηςκ ηοηηάνςκ πναβιαημπμζμφκηαζ ζε ηνία δείβιαηα ιε ηδ αμήεεζα ιεηνδηή 

ηοηηάνςκ Coulter Z2 Counter (Coulter Corporation) ηαζ μζ ηζιέξ πανμοζζάγμκηαζ ςξ μ ιέζμξ 

υνμξ αοηχκ ηςκ ηζιχκ ± ηδκ ηοπζηή απυηθζζδ (standard deviation, SD), πμο οπμθμβίγεηαζ ιε 

ηδ αμήεεζα ημο Microsoft Excel.  

 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ  

Πιήξεο κέζν θαιιηέξγεηαο 

Τβνυ ηαθθζένβεζαξ DMEM ζημ μπμίμ έπεζ πνμζηεεεί: 

10% (v/v) μννυξ ειανφμο αμυξ (βζα ηδκ πανμπή ηςκ απαναίηδηςκ αολδηζηχκ παναβυκηςκ) 

2 mM βθμοηαιίκδ  

1% (v/v) ιδ απαναίηδηα αιζκμλέα 

Γηάιπκα PBS 

10x PBS ζε απεζηαβιέκμ κενυ πνμηεζιέκμο κα βίκεζ 1x 

Γηάιπκα ζξπςηλνπνίεζεο 

1% (v/v) ενορίκδ ζε δζάθοια PBS / 0,02% αζεοθεκμ-δζαιζκμ-ηεηναμλζηυ EDTA (ethylene- 

diaminetetra-acetate) 

 

 Καηάςπμε θαη Απόςπμε Κπηηάξσλ 

Γζα ιαηνμπνυκζα απμεήηεοζδ ηςκ ηοηηανζηχκ ζεζνχκ ηαζ ηςκ πνςημβεκχκ ηοηηάνςκ, ηα 

ηφηηανα ενορζκμπμζμφκηαζ, ζοθθέβμκηαζ ιεηά απυ θοβμηέκηνδζδ, επακαζςνμφκηαζ ζε οβνυ 
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ηαηάρολδξ ηαζ ιεηαθένμκηαζ ζε πθαζηζηά θζαθίδζα (ampoules, Corning). Έπεζηα απυ 

ζηαδζαηή ρφλδ (-20°C βζα 2 χνεξ  ηαζ -80°C βζα > 16 χνεξ) απμεδηεφμκηαζ ζε δμπεία οβνμφ 

αγχημο. Ακηίεεηα, δ δζαδζηαζία απυρολδξ βίκεηαζ βνήβμνα ζε οδαηυθμοηνμ εενιμηναζίαξ 

37°C. Σμ πενζεπυιεκμ ημο πθαζηζημφ θζαθζδίμο αναζχκεηαζ ζε 5 ml ενεπηζημφ οθζημφ ηαζ 

θοβμηεκηνείηαζ (1500 rpm, 5 θεπηά). Μεηά ηδκ αθαίνεζδ ημο οπενηείιεκμο, ηα ηφηηανα 

επακαζςνμφκηαζ ζε 10 ml ενεπηζημφ οθζημφ ηαζ ιεηαθένμκηαζ ζε θθάζηεξ ηαθθζένβεζαξ. 

 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ 

Τγξό θαηάςπμεο θπηηάξσλ 

40% (v/v) πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ 

50% (v/v) μννυξ ειανφμο αμυξ 

10% (v/v) dimethyl sulphoxide (DMSO) 

Φοθάζζεηαζ ζημοξ 4°C ηαζ ιπμνεί κα πνδζζιμπμζδεεί βζα 1 ιήκα απυ ηδκ διένα παναζηεοήξ 

ημο. 

 

2.2.2 Δπίδξαζε θπηηάξσλ κε αλαζηνιείο 

Νεανά ή/ηαζ βδναζιέκα HFL-1 ηφηηανα δέπηδηακ ηδκ επίδναζδ ηςκ οπυ ιεθέηδ 

ακαζημθέςκ. Οζ ακαζημθείξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ είκαζ μζ ελήξ: μζ πνςηεμζςιζημί 

ακαζημθείξ MG132 ηαζ επμλμιζζίκδ, μ εζδζηυξ ακαζημθέαξ Nutlin-3a ηδξ αθθδθεπίδναζδξ 

p53-Mdm2 ηαζ μ ακαζημθέαξ 17AAG ηδξ εκενβυηδηαξ ηδξ Hsp90 πνςηεΐκδξ. Δζδζηυηενα, μ 

MG132 είκαζ έκα ζοκεεηζηυ ακάθμβμ θεοπεπηίκδξ, πνμζδέκεηαζ ακηαβςκζζηζηά πάκς ζημ 

εκενβυ ηέκηνμ ποιμενορίκδξ ηαζ πνμηαθεί ακηζζηνεπηή ακαζημθή ημο πνςηεμζχιαημξ. Ζ 

επμλμιζζίκδ πανάβεηαζ απυ αηηζκμιφηδηεξ ηαζ πνμηαθεί ιδ ακηζζηνεπηή ακαζημθή ημο 

πνςηεμζχιαημξ, ηαεχξ πνμζδέκεηαζ πάκς ζηα εκενβά ηέκηνα ηαζ ηα ηνμπμπμζεί ιυκζια.  

Οζ ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ ακαζημθέςκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ήηακ: 20 nM επμλμιζζίκδ, 

πμζυηδηα πμο πνμηαθεί ιενζηή ακαζημθή ημο πνςηεμζχιαημξ, 20 ιM MG132, πμζυηδηα 

πμο πνμηαθεί πθήνδ ακαζημθή ημο πνςηεμζχιαημξ, 10 ιΜ Nutlin-3a ηαζ 4 ιΜ 17AAG. 

θμζ μζ ακαζημθείξ ήηακ δζαθοιέκμζ ζε DMSO. Πανάθθδθα, οπήνπακ ηαζ ηφηηανα-ιάνηονεξ 

πμο ηαθθζενβήεδηακ απμοζία ακαζημθέςκ, αθθά εηηίεμκηακ ζημ δζαθφηδ ηςκ ακαζημθέςκ 

DMSO βζα ημ ίδζμ πνμκζηυ δζάζηδια. οκμπηζηά, δ δζαδζηαζία επίδναζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε 

ημοξ ακαζημθείξ ήηακ δ ελήξ: 

ηδκ πενίπηςζδ ηδξ επμλμιζζίκδξ: 2 x 10
5 

ηφηηανα επζζηνχεδηακ ζε ηνοαθία petri ιε 

πθήνεξ ιέζμ ηαθθζένβεζαξ ηαζ 24 χνεξ ιεηά, πνμζηέεδηακ ζε αοηά 20 nM ακαζημθέα. 

Πναβιαημπμζήεδηε ζοκεπυιεκδ αβςβή ημο ακαζημθέα ζηα ηφηηανα βζα 4 διένεξ, ιία 
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δζαδζηαζία πμο μδδβεί ζε πνυςνα επαβυιεκδ ηοηηανζηή βήνακζδ θυβς ακαζημθήξ ημο 

πνςηεμζχιαημξ, υπςξ έπεζ πνμδβμφιεκα δεζπεεί [327]. Ο ακαζημθέαξ ακακεςκυηακ 

ηαεδιενζκά, πνμηεζιέκμο κα απμθεοπεεί δ πζεακή απεκενβμπμί-δζή ημο θυβς ζοκεπμφξ 

παναιμκήξ ημο ζημοξ 37°C. ακ ιάνηονεξ πνδζζιμπμζήεδηακ ηφηηανα ζηα μπμία 

πνμζηέεδηε ίζμξ υβημξ DMSO, πμο απμηεθεί ημ δζαθφηδ ημο ακαζημθέα.  

ηδκ πενίπηςζδ ηςκ οπυθμζπςκ ακαζημθέςκ: 4 x 10
5
 ηφηηανα επζζηνχεδηακ ζε ηνοαθία 

petri ιε πθήνεξ ιέζμ ηαθθζένβεζαξ ηαζ 24 χνεξ ιεηά, πνμζηέεδηακ ζε αοηά 10 ιM Nutlin-3 ή 

4 ιM 17AAG βζα 24 χνεξ ηαζ/ή 20 ιM MG132 βζα 6 χνεξ. ακ ιάνηονεξ πνδζζιμπμζήεδηακ 

ηφηηανα ζηα μπμία πνμζηέεδηε ίζμξ υβημξ DMSO, πμο απμηεθεί ημ δζαθφηδ ημο ακαζημθέα.  

Αημθμφεδζε ηαηαιέηνδζδ ημο ανζειμφ ηςκ ηοηηάνςκ, ιέηνδζδ ηςκ εκενβμηήηςκ ημο 

πνςηεμζχιαημξ, ηαεχξ ηαζ εηπφθζζδ πνςηεσκχκ. 

 

2.2.3 Καιιηέξγεηα θπηηάξσλ παξνπζία παξαγόλησλ νμεηδσηηθνύ ζηξεο 

4 x 10
5
 θοζζμθμβζημί ακενχπζκμζ ειανοζημί ζκμαθάζηεξ HFL-1 επζζηνχεδηακ ζε ηνοαθία 

petri ηαζ ηαθθζενβήεδηακ πανμοζία ηςκ παναβυκηςκ μλεζδςηζημφ ζηνεξ ηαζ ζοβηεηνζιέκα, 

ιε 300 ιΜ Ζ2Ο2 βζα 20 χνεξ ή ιε 0,1 mM FeCl3 (πανμοζία 0,5 mM ADP / 25 mM L-

αζημναζημφ μλέμξ) βζα 2,5 χνεξ.   

 

2.2.4 Υξώζε β-γαιαθηνζηδάζεο 

Mέπνζ ζήιενα, o ηαθφηενμξ δείηηδξ βζα ηδκ in situ ακίπκεοζδ ημο θαζκμηφπμο ηδξ βήνακζδξ 

εεςνείηαζ υηζ είκαζ δ πνχζδ SA-α-βαθαηημζζδάζδξ [18]. Ζ ιέεμδμξ ααζίγεηαζ ζηδκ 

ακίπκεοζδ ηδξ θοζμζςιζηήξ α-βαθαηημζζδάζδξ ζε pH 6.0 ζηα βδναζιέκα ηφηηανα, ακ ηαζ ημ 

αέθηζζημ pH ζημ μπμίμ θεζημονβεί είκαζ 4.0 [382]. ηα βδναζιέκα ηφηηανα, μ ανζειυξ ηαζ ημ 

ιέβεεμξ ηςκ θοζμζςιάηςκ αολάκεζ, μπυηε είκαζ δοκαηή δ ακίπκεοζδ ημο εκγφιμο. Ακηίεεηα, 

ζηα κεανά ηφηηανα πμο μ ανζειυξ ηαζ ημ ιέβεεμξ ηςκ θοζμζςιάηςκ είκαζ ιεζςιέκμξ, δεκ 

είκαζ ακζπκεφζζια ηα επίπεδα ηδξ εκενβυηδηαξ ημο εκγφιμο ζε pH 6.0. οκμπηζηά δ 

δζαδζηαζία έπεζ ςξ ελήξ:  

 1.5 x 10
5 

ηφηηανα ημπμεεημφκηαζ ζε ιζηνά ηνοαθία. 

 24 χνεξ ιεηά, ιμκζιμπμζμφκηαζ (δζάθοια ιμκζιμπμίδζδξ) βζα 5 θεπηά. 

 Αημθμοεεί επχαζδ βζα 24 χνεξ ζημοξ 37°C πανμοζία ημο δζαθφιαημξ πνχζδξ SA-α-

βαθαηημζζδάζδξ ηαζ απμοζία CO2 (ζε επςαζηήνα πςνίξ πανμπή CO2). 

 Σα ηφηηανα πθέκμκηαζ ιε δζάθοια PBS ηαζ ηαηαιεηνμφκηαζ αοηά πμο δίκμοκ εεηζηή 

πνχζδ SA-α-βαθαηημζζδάζδξ. Ζ πνχζδ εηθνάγεηαζ ςξ ιπθε πνχια ζημ ηοηηανυ-

πθαζια ηςκ ηοηηάνςκ πμο θένμοκ ηδκ εκενβυηδηα ημο εκγφιμο. 
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ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ 

Γηάιπκα κνληκνπνίεζεο ησλ θπηηάξσλ 

0.2% (v/v) βθμοηαναθδεΰδδ 

2% (v/v) θμνιαθδεΰδδ 

Γηάιπκα ρξώζεο SA-β-γαιαθηνζηδάζεο 

150 mM NaCl 

2 mM MgCl2 

5 mM K3Fe(CN)6 

40 mM C6H8O7 

12 mM Na3PO4, pH 6.0 

1 mg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indolyl α-D-galactoside (X-gal) 

Σμ δζάθοια παναζηεοάγεηαζ αηνζαχξ πνζκ απυ ηδ πνήζδ ημο. 

X-gal solution (2% w/v) 

X-gal δζαθφεηαζ ζε δζιεεοθ-θμνιαιίδζμ ζε ζοβηέκηνςζδ 20mg/ml 

Σμ δζάθοια δζαηδνείηαζ ζημοξ -20°C ζε ζημηεζκυ ιπμοηάθζ, ηαεχξ είκαζ θςημεοαίζεδημ. 

 

2.2.5 Απνκόλσζε RNA 

Ζ απμιυκςζδ μθζημφ RNA έβζκε ιε ηδ ιέεμδμ TRIzol
 
(Invitrogen Ltd) ηαζ ημ RNA πμο 

απμιμκχεδηε, απμεδηεφηδηε ζημοξ -80°C. Σμ TRIZOL είκαζ έκα ιμκμθαζζηυ δζάθοια 

θαζκυθδξ ηαζ ζζμεεζμηοακζηήξ βμοακζδίκδξ, ημ μπμίμ δζαηδνεί ηδκ αηεναζυηδηα ημο RNA, 

εκχ δζαηανάζζεζ ηα ηφηηανα ηαζ δζαθοημπμζεί ηα ηοηηανζηά δζαιενίζιαηα. Πθεμκεηηήιαηα 

αοηήξ ηδξ ιεευδμο είκαζ μ ζφκημιμξ πνυκμξ ηαζ δ εοημθία απμιυκςζδξ, δ ορδθή απυδμζδ 

RNA, ηυζμ ζε πμζυηδηα υζμ ηαζ ζε πμζυηδηα, αθθά ηαζ δ ηαεμθζηυηδηά ημο, ηαεχξ ιπμνεί 

κα πνδζζιμπμζδεεί βζα ηδκ απμιυκςζδ RNA ηυζμ απυ ηφηηανα υζμ ηαζ απυ ζζημφξ, 

μπμζαζδήπμηε πμζυηδηαξ ηαζ πνμεθεφζεςξ, ακενχπζκδξ, γςζηήξ, θοηζηήξ ή ααηηδνζαηήξ. 

θα ηα ζηεφδ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ απμιυκςζδ ημο RNA απμζηεζνχεδηακ βζα ηδκ 

απμιάηνοκζδ νζαμκμοηθεαζχκ (RNase) ηαζ ζηα ζπεηζηά δζαθφιαηα πνδζζιμπμζήεδηε 

δζζαπεζηαβιέκμ κενυ (ddH2O) πμο είπε επελενβαζηεί ιε δζαζεοθ-πονμηαναμκζηυ μλφ (diethyl 

pyrocarbonate, DEPC). οκμπηζηά δ δζαδζηαζία έπεζ ςξ ελήξ: 

 Θνορζκμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ, πθφζζιμ ιε παβςιέκμ δζάθοια PBS ηαζ ηαηααφεζζδ ιε 

θοβμηέκηνδζδ (1500 rpm, 5 θεπηά, 4°C). 
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 Ακαδζάθοζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε 1ml TRIzol ηαζ επχαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 5 

θεπηά, χζηε κα επζηεοπεεί πθήνδξ δζαπςνζζιυξ ηςκ κμοηθεμπνςηεσκζηχκ ζοιπθυηςκ. 

 Πνμζεήηδ 0,2 ml πθςνμθoνιίμο, αίαζδ ακάδεοζδ (vortex) βζα 15 δεοηενυθεπηα ηαζ  

επχαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 2,5 θεπηά. 

 Φοβμηέκηνδζδ (12000 g, 15 θεπηά, 4°C), ζημ ηέθμξ ηδξ μπμίαξ παναηδνείηαζ ζπδιαηζ-

ζιυξ ηνζχκ θάζεςκ. Γζαηνίκεηαζ δ μνβακζηή ηάης θάζδ θαζκυθδξ-πθςνμθμνιίμο (νμγ 

πνχια), δ μπμία πενζέπεζ ηζξ πνςηεΐκεξ, δ ιεζυθαζδ, δ μπμία πενζέπεζ ημ DNA ηαζ δ 

οδαηζηή επάκς θάζδ (δζαθακήξ), δ μπμία πενζέπεζ ημ RNA. 

 Μεηαθμνά ηδξ οδαηζηήξ θάζδξ ζε ηαζκμφνζμ ζςθήκα ιζηνμθοβμηέκηνμο ηαζ πνμζεήηδ 

πενίπμο ίζδξ πμζυηδηαξ ζζμπνμπακυθδξ (0,5 ml) βζα ηδκ ηαηααφεοζδ ημο RNA. 

Αημθμοεεί επχαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 10 θεπηά. 

 Φοβμηέκηνδζδ (12000 g, 10 θεπηά, 4°C), απμιάηνοκζδ ημο οπενηεζιέκμο ηαζ πνμζεήηδ 

1 ml 75% δζαθφιαημξ αζεακυθδξ ζημ ίγδια βζα ημκ ηαεανζζιυ ημο RNA. 

 Φοβμηέκηνδζδ (7600 g, 5 θεπηά, 4°C), απμιάηνοκζδ ηδξ αζεακυθδξ, ακαδζάθοζδ ημο 

ζγήιαημξ RNA ζε ΣΔ ηαζ εένιακζδ ζημοξ 65°C βζα 10 θεπηά (πνμηεζιέκμο κα 

επζηεοπεεί δ πθήνδξ δζαθοημπμίδζδ ημο RNA). 

 Φςημιέηνδζδ ημο RNA ζε ηοαέηηα παθαγία. Ζ ζοβηέκηνςζδ ημο RNA ηαεμνίγεηαζ 

ιεηνχκηαξ ηδκ μπηζηή ποηκυηδηα (OD) ζηα 260nm (1 OD260 = 40 ιg RNA/ml). Ζ 

ηαεανυηδηα ημο RNA οπμδδθχκεηαζ απυ ημ θυβμ OD260 / OD280, μ μπμίμξ πνέπεζ 

ζδακζηά κα είκαζ > 1,65. 

 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ 

DEPC 

ε 1000 ml ddH2O πνμζηίεεκηαζ 1000 ιl DEPC. Σμ δζάθοια δζαηδνείηαζ ζημοξ 37°C ηαηά ηδ 

δζάνηεζα ηδξ κφπηαξ οπυ ακάδεοζδ ηαζ απμζηεζνχκεηαζ ηδκ επυιεκδ ιένα.  

ΣΔ 

10 mM Tris 

1 mM EDTA (pH 8.0) 

 

2.2.6 Αληίζηξνθε κεηαγξαθή 

Με ηδ ιέεμδμ ηδξ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ επζηοβπάκεηαζ δ ιεηαηνμπή ηςκ mRNA, δδθαδή 

ηςκ εηθναγυιεκςκ βμκζδίςκ ημο ηοηηάνμο, ζε cDNA ιε ηδ αμήεεζα ημο εκγφιμο ηδξ 

ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθάζδξ. ηδκ πανμφζα δζδαηημνζηή δζαηνζαή αοηυ έβζκε ιε ηδ αμήεεζα 

ημο παηέημο iScript
TM

cDNA Synthesis Kit ηδξ BIORAD. Σμ ζοβηεηνζιέκμ παηέημ πανέπεζ 
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έκα βνήβμνμ, εοαίζεδημ ηαζ εφημθμ ηνυπμ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ ημο mRNA ζε cDNA, 

ημ μπμίμ ιπμνεί κα πνδζζιμπμζδεεί ζηδ ζοκέπεζα ηυζμ ζε παναδμζζαηυ RT-PCR υζμ ηαζ ζε 

PCR πναβιαηζημφ πνυκμο (Real-time PCR). Ζ ακηίζηνμθδ ιεηαβναθάζδ iScript RNAse H
+
, 

πμο πενζέπεζ ημ kit, είκαζ πμθφ πζμ εοαίζεδηδ απυ ηα RNAse H
-
 έκγοια ηαζ έηζζ ιπμνεί κα 

ζοκεέζεζ cDNA απυ ιία πμθφ ιεβάθδ πμζηζθία ανπζημφ RNA. Δπίζδξ, ημ ιίβια πενζέπεζ 

ακαζημθείξ νζαμκμοηθεαζχκ, αθθά ηαζ έκα ιμκαδζηυ ζοκδοαζιυ μθζβμ-dT ηαζ ηοπαίμοξ 

ελαιενείξ εηηζκδηέξ, πμο δμοθεφμοκ πμθφ ηαθά ιε έκα ιεβάθμ εφνμξ ζηυπςκ. Ζ ακηίδναζδ 

πναβιαημπμζείηαζ ςξ ελήξ: 

ε ιζηνυ ζςθήκα ιζηνμθοβμηέκηνμο πνμζηίεεκηαζ ηα παναηάης: 

 1 ιg μθζημφ RNA, ημ μπμίμ εα ιεηαηναπεί ζε cDNA 

 1 ιl ακηίζηνμθδ ιεηαβναθάζδ iScript 

 4 ιl 5x iScript ιίβια 

 ddH2O, χζηε μ ηεθζηυξ υβημξ ηδξ ακηίδναζδξ κα είκαζ 20 ιl 

Οζ πνδζζιμπμζμφιεκεξ ζοκεήηεξ είκαζ μζ ελήξ: 

1. 25°C βζα 5 θεπηά βζα ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο εκγφιμο. 

2. 42°C βζα 30 θεπηά μπυηε ηαζ πναβιαημπμζείηαζ δ ακηίδναζδ δδιζμονβίαξ ημο cDNA. 

3. 85°C βζα 5 θεπηά πνμηεζιέκμο κα απεκενβμπμζδεεί ημ έκγοιμ. 

Σμ cDNA πμο πανάβεηαζ, αναζχκεηαζ ιε ddH2O ζε ακαθμβία 1:5 ηαζ ζηδ ζοκέπεζα, είηε 

πνδζζιμπμζείηαζ ζηδκ αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ είηε απμεδηεφεηαζ ζημοξ -20°C. 

 

2.2.7 Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) 

Με ηδ ιέεμδμ ηδξ αθοζζδςηήξ ακηίδναζδξ πμθοιενάζδξ επζηοβπάκεηαζ δ εκίζποζδ ζοβηεηνζ-

ιέκμο βμκζδίμο ζε ζδιακηζηυ ααειυ, χζηε ιεηά ημ πέναξ ηδξ ακηίδναζδξ, αοηυ κα είκαζ 

ακζπκεφζζιμ. Γζα ηα ζοβηεηνζιέκα πεζνάιαηα, δ αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ 

πνδζζιμπμζήεδηε πνμηεζιέκμο κα επζαεααζςεεί δ πμζυηδηα ημο πνμσυκημξ, αθθά ηαζ κα 

ελαζθαθζζηεί υηζ πανάπεδηε ίζδ πμζυηδηα cDNA απυ ηάεε δείβια ιε ηδ δζαδζηαζία ηδξ 

ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, ςξ εζςηενζηυξ ιάνηοναξ πνδζζιμπμζήεδηε ημ 

βμκίδζμ ηδξ GAPDH, ηα επίπεδα έηθναζδξ ημο μπμίμο είκαζ ζηαεενά ιεξ ζημ ηφηηανμ. Ζ 

ακηίδναζδ πναβιαημπμζείηαζ ςξ ελήξ: 

ε ιζηνυ ζςθήκα ιζηνμθοβμηέκηνμο πνμζηίεεκηαζ ηα παναηάης: 

 10 ιl cDNA πμο πενζέπεζ ηδκ αθθδθμοπία πμο εα εκζζποεεί ιέζς ηδξ ακηίδναζδξ. 

 Ροειζζηζηυ δζάθοια ζημ μπμίμ δνα ημ έκγοιμ ζε ηέημζα πμζυηδηα, χζηε δ ζοβηέκηνςζή 

ημο ιέζα ζημ ιίβια ηδξ ακηίδναζδξ απυ 10x κα βίκεζ 1x. 

 1,5 mM πθςνζμφπμ ιαβκήζζμ βζα ημοξ ζοβηεηνζιέκμοξ εηηζκδηέξ.  
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 0,4 ιM απυ ηάεε εηηζκδηή (πνυζεζμ ηαζ ακηίζηνμθμ). 

 400 ιΜ 5΄-ηνζθςζθμνζηά δεμλοκμοηθεμηίδζα (deoxynucleoside-5΄-triphospate, dNTPs). 

 2,5 units Taq πμθοιενάζδξ. 

 ddH2O, χζηε μ ηεθζηυξ υβημξ ηδξ ακηίδναζδξ κα είκαζ 50 ιl. 

 50 ιl μνοηηέθαζμ, πμο πνμζηίεεκηαζ επάκς απυ ημ ιίβια, πνμηεζιέκμο κα απμθεοπεεί δ 

ελάηιζζή ημο ηαηά ηδκ πναβιαημπμίδζδ ηδξ ακηίδναζδξ. 

 

Οζ πνδζζιμπμζμφιεκεξ ζοκεήηεξ είκαζ μζ ελήξ: 

1. 94°C βζα 1 θεπηυ, υπμο ιεημοζζχκεηαζ ημ DNA, δδθαδή απμδζαηάζζεηαζ δ δίηθςκδ 

δμιή ημο ζε ιμκυηθςκδ. 

2. 52°C βζα 1 θεπηυ, υπμο πναβιαημπμζείηαζ ζφκδεζδ (οανζδζζιυξ) ηςκ εηηζκδηχκ ιε 

ηδκ ηαηάθθδθδ αθθδθμοπία. 

3. 72°C βζα 1 θεπηυ, υπμο επζηοβπάκεηαζ επζιήηοκζδ ημο DNA ιέζς ηδξ DNA 

πμθοιενάζδξ ιε ηδκ πνμζεήηδ κμοηθεμηζδίςκ ζημ 3΄ άηνμ ηςκ εηηζκδηχκ. 

4. Ζ δζαδζηαζία επακαθαιαάκεηαζ βζα 25 ηφηθμοξ βζα κα εκζζποεεί ημ πνμσυκ. 

5.  ημ ηέθμξ, αημθμοεεί εένιακζδ ζημοξ 72 C βζα 10 θεπηά. 

   Σα πνμσυκηα ηδξ ακηίδναζδξ δζαπςνίγμκηαζ ζε 1% πήηηςια αβανυγδξ ζδιαζιέκμ ιε 

0,05% (v/v) ανςιζμφπμ αζείδζμ. Γζα ημκ ηαεμνζζιυ ημο ιμνζαημφ αάνμοξ ηςκ πνμσυκηςκ 

πνδζζιμπμζείηαζ μ Low Molecular Weight DNA Ladder (Bio-Labs). Οζ εηηζκδηέξ ημο 

GAPDH πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζημ PCR ζοκμρίγμκηαζ ζημκ Πίκαηα 2. 

 

2.2.8 Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο ζε πξαγκαηηθό ρξόλν κε ηε ρξσζηηθή SYBR-

green I (Real-Time PCR SYBR-green I) 

Γζα ηδκ πμζμηζημπμίδζδ ηδξ ανπζηήξ πμζυηδηαξ cDNA πμο οπάνπεζ ζημ οπυ ιεθέηδ δείβια, 

αημθμοεείηαζ δ ιέεμδμξ ηδξ αθοζζδςηήξ ακηίδναζδξ πμθοιενάζδξ ζε πναβιαηζηυ πνυκμ ιε 

ηδ πνήζδ ημο kit iQ
TM

 SYBR Green Supermix ηδξ BIORAD. Καηά ημ Real-Time PCR, ζημ 

ηέθμξ ηάεε ηφηθμο (βζα αοηυ ηαζ δ μκμιαζία «ακηίδναζδ ζε πναβιαηζηυ πνυκμ») 

ηαηαβνάθεηαζ δ πμζυηδηα θεμνζζιμφ πμο πανάβεηαζ απυ ηδ δδιζμονβία ημο οπυ ιεθέηδ 

πνμσυκημξ. Σμ SYBR-green I απμηεθεί ιία πνςζηζηή, δ μπμία πνμζδέκεηαζ ζηδ δζπθή έθζηα 

ημο DNA, αθθά υπζ ζε ιμκυηθςκμ DNA.  

Ζ ιέεμδμξ αοηή ζηδνίγεηαζ αηνζαχξ ζηδκ ακίπκεοζδ ηαζ πμζμηζημπμίδζδ ημο θεμνζζιμφ 

αοηήξ ηδξ πνςζηζηήξ υηακ είκαζ πνμζδειέκδ ζε δίηθςκμ DNA, δ πμζυηδηα ημο μπμίμο (ηαζ 

ηαη' επέηηαζδ ηαζ ηδξ πνμζδειέκδξ θεμνίγμοζαξ μοζίαξ) αολάκεζ εηεεηζηά ζε ηάεε ηφηθμ 
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PCR. Σμ ζήια θεμνζζιμφ ιεηνζέηαζ ζημ ηέθμξ ηδξ ηάεε θάζδξ επζιήηοκζδξ. Πνμηεζιέκμο 

κα οπμθμβζζηεί ημ πμζυ ηδξ ιήηναξ DNA πμο οπήνπε ζε ηάεε δείβια, πνδζζιμπμζείηαζ δ 

ιέεμδμξ ζφβηνζζδξ ηςκ μνζαηχκ ηφηθςκ (comparative CT method). Ζ ιέεμδμξ αοηή 

πνδζζιμπμζεί ιζα πνυηοπδ ηαιπφθδ βζα ηάεε οπυ ιεθέηδ βμκίδζμ ηαζ ημ πμζυ αοημφ ζε ηάεε 

οπυ ιεθέηδ δείβια δίκεηαζ ζε ζπέζδ ιε ημ ακηίζημζπμ πμζυ ζηδκ ηαιπφθδ ακαθμνάξ. Ζ 

ααζζηή πανάιεηνμξ πμο οπμθμβίγεηαζ ζηδ ιέεμδμ είκαζ μ ηφηθμξ CT (threshold cycle), πμο 

απμηεθεί ημκ ηφηθμ ζημκ μπμίμ βζα πνχηδ θμνά ειθακίγεηαζ ιία ζηαηζζηζηά ζδιακηζηή 

δζαθμνά ζημ ζήια θεμνζζιμφ. Καηά ηδ ιέεμδμ αοηή πνδζζιμπμζείηαζ ηζ έκα βμκίδζμ 

ακαθμνάξ, πνμηεζιέκμο κα βίκεζ δ ηακμκζημπμίδζδ (normalization) ηςκ ηζιχκ πμο 

θαιαάκμκηαζ. Οζ οπμθμβζζιμί πμο πναβιαημπμζμφκηαζ είκαζ μζ ελήξ:  

A. Τπμθμβίγεηαζ δ δζαθμνά ακάιεζα ζηα CT ημο οπυ ιεθέηδ βμκζδίμο ηαζ ημο ακηίζημζπμο 

βμκζδίμο-ακαθμνάξ.  

ΓCT = CT (οπυ ιεθέηδ βμκζδίμο) - CT (βμκζδίμο ακαθμνάξ) 

B. Έκα απυ ηα δείβιαηα πμο ελεηάγμκηαζ, επζθέβεηαζ κα πνδζζιμπμζδεεί ςξ δείβια-

ακαθμνάξ (baseline). Τπμθμβίγεηαζ δ δζαθμνά ακάιεζα ζημ ΓCT ημο ηάεε δείβιαημξ ηαζ 

ζημ ΓCT ημο δείβιαημξ ακαθμνάξ. 

ΓΓCT = ΓCT (δείβιαημξ) - ΓCT (δείβιαημξ ακαθμνάξ) 

Δάκ ημ δείβια ακαθμνάξ απμηεθεί ημ εθάπζζημ έηθναζδξ, ημ ΓΓCT εα είκαζ ανκδηζηυ, 

ηαεχξ ημ ΓCT ημο δείβιαημξ ακαθμνάξ εα είκαζ ημ ιέβζζημ δζυηζ εα πανμοζζάγεζ ημ 

ιέβζζημ CT. 

Γ.  Πνμηεζιέκμο κα ιεηαηναπμφκ μζ ζπεηζηέξ ηζιέξ ζε απυθοηεξ ηζιέξ (πμζμζηυ έηθναζδξ) 

πνδζζιμπμζείηαζ μ ηφπμξ: 2
-ΓΓCT

 πμο δίκεζ πυζεξ θμνέξ ιεβαθφηενδ ή ιζηνυηενδ 

έηθναζδ ημο οπυ ιεθέηδ βμκζδίμο παναηδνείηαζ ζηα δείβιαηα ζε ζπέζδ ιε αοηήκ πμο 

παναηδνείηαζ ζημ δείβια ακαθμνάξ (http://dorakmt.tripod.com/genetics/ realtime.html). 

Σέθμξ, βζα κα επζαεααζςεεί δ εζδζηυηδηα ηςκ πνμσυκηςκ ημο PCR βζα ηάεε γεφβμξ εηηζκδηχκ, 

ηα πνμσυκηα οπμαάθθμκηαζ ζε ακάθοζδ ηδξ ηαιπφθδξ ηήλδξ αοηχκ ηαζ ζε ακάθοζδ ιε 

δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια αβανυγδξ. 

 

Οζ ακηζδνάζεζξ πναβιαημπμζμφκηαζ ηνεζξ θμνέξ δ ηαεειζά ζε iCycler (Bio-Rad). Οζ 

ηεθζηέξ ζοκεήηεξ ακηίδναζδξ είκαζ:  

 10 ιl cDNA απυ ηάεε οπυ ιεθέηδ δείβια 

 1x νοειζζηζηυ δζάθοια iQ SYBR Green 

 0,4 ιM απυ ηάεε έκακ εηηζκδηή   

 Απεζηαβιέκμ κενυ ιέπνζ ηεθζηυ υβημ 50 ιl  
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   Οζ ακηζδνάζεζξ πναβιαημπμζμφκηαζ ζε πθαηίδζα ιζηνμηζηθμπμίδζδξ 96-θνεαηίςκ ηαζ μζ 

ζοκεήηεξ εενιμηναζίαξ είκαζ:  

1. 3 θεπηά ζε 95°C (ανπζηυ ζηάδζμ απμδζάηαλδξ ημο DNA ηαζ εκενβμπμίδζδξ ηδξ DNA 

πμθοιενάζδξ). 

2. 15 δεοηενυθεπηα ζημοξ 95°C ηαζ 30 δεοηενυθεπηα ζημοξ 60°C (μζ εηηζκδηέξ έπμοκ 

ζπεδζαζηεί έηζζ, χζηε κα πνμζδέκμκηαζ ζηαεενά επάκς ζημ DNA πμο ακαβκςνίγμοκ 

ζε αοηήκ ηδ εενιμηναζία). Δπακάθδρδ ηδξ δζαδζηαζίαξ βζα 40 ηφηθμοξ. 

   ηζξ πανμφζεξ ακαθφζεζξ ηα επίπεδα έηθναζδξ ημο βμκζδίμο GAPDH (βμκίδζμ ακαθμνάξ) 

πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ εζςηενζημί ιάνηονεξ, πνμηεζιέκμο κα βίκεζ δ ηακμκζημπμίδζδ ηςκ 

επζπέδςκ έηθναζδξ ημο οπυ ιεθέηδ βμκζδίμο CHIP ζηα δζάθμνα δείβιαηα, εκχ ςξ δείβια 

ακαθμνάξ πνδζζιμπμζήεδηε έκα ιίβια απυ ημ ζφκμθμ ηςκ δεζβιάηςκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ 

ζε ηάεε πθαηίδζμ ιζηνμηζηθμπμίδζδξ. Οζ εηηζκδηέξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηα πεζνάιαηα 

ηδξ αθοζζδςηήξ ακηίδναζδξ πμθοιενάζδξ ζε πναβιαηζηυ πνυκμ ζοκμρίγμκηαζ ζημκ Πίκαηα 

2.  

Δθθηλεηήο Αιιεινπρία 

GAPDH-R 5’-CATGGGTGGAATCATATTGGAA-3’ 

GAPDH-F 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3’ 

CHIP-R 5’-GCG AAC GCC CAC CCT TAA GAG G-3’ 

 

Πίλαθαο 2 Αιιεινπρίεο ησλ PCR εθθηλεηώλ 

R: μπίζεζμξ εηηζκδηήξ, F: πνυζεζμξ εηηζκδηήξ. 

 

2.2.9 Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 

Πνμηεζιέκμο κα εθεβπεμφκ ηα πνμσυκηα πμο πανάβμκηαζ απυ ηδκ αθοζζδςηή ακηίδναζδ 

πμθοιενάζδξ, αημθμοεεί δ δθεηηνμθυνδζή ημοξ ζε πήηηςια αβανυγδξ. Ζ δθεηηνμθυνδζδ 

πναβιαημπμζείηαζ ιέζα ζε δθεηηνζηυ πεδίμ ιε ηέημζμ ηνυπμ, χζηε ηαεχξ ημ ανκδηζηά 

θμνηζζιέκμ DNA ιεηαηζκείηαζ πνμξ ημ εεηζηυ πυθμ, κα δζαπςνίγεηαζ ιε αάζδ ημ ιμνζαηυ ημο 

αάνμξ. ηδ ζοβηεηνζιέκδ δζδαηημνζηή δζαηνζαή πνδζζιμπμζήεδηακ πδηηχιαηα 1% αβανυγδξ 

ζδιαζιέκα ιε 0,05% (v/v) ανςιζμφπμ αζείδζμ ηαζ μ Low Molecular Weight DNA Ladder βζα 

ημκ ηαεμνζζιυ ημο ιμνζαημφ αάνμοξ ηςκ πνμσυκηςκ. Ζ δζαδζηαζία πμο αημθμοεείηαζ είκαζ δ 

ελήξ: 

 Ακάιζλδ 3 g αβανυγδξ ιε 150 ml δζαθφιαημξ 1x ΣΑΔ (Tris-Acetic acid-EDTA). 

 Θένιακζδ ημο ιίβιαημξ ζε θμφνκμ ιζηνμηοιάηςκ, χζηε κα θζχζεζ δ αβανυγδ. 
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 Πνμζεήηδ ανςιζμφπμο αζεζδίμο ζημ ιίβια ζε ζοβηέκηνςζδ 0,5% (v/v), υηακ δ 

εενιμηναζία ημο οβνμφ πδηηχιαημξ έπεζ ιεζςεεί ανηεηά. 

 Μεηαθμνά ημο οβνμφ πδηηχιαημξ ζημ «ηαθμφπζ» ηαζ ημπμεέηδζδ ηδξ «πηέκαξ», ιε ηδ 

αμήεεζα ηδξ μπμίαξ εα δδιζμονβδεμφκ ηα «πδβαδάηζα» ζηα μπμία θμνηχκμκηαζ ηα 

δείβιαηα. 

 Γζαηήνδζδ ημο πδηηχιαημξ ζε ζηαεενυ ιένμξ πνμηεζιέκμο κα πήλεζ. 

 ηακ μθμηθδνςεεί δ πήλδ, αημθμοεεί αθαίνεζδ ηδξ «πηέκαξ» ηαζ ιεηαθμνά ημο 

πδηηχιαημξ ζηδ ζοζηεοή δθεηηνμθυνδζδξ, δ μπμία βειίγεζ ιε δζάθοια 1x ΣΑΔ έςξ 

υημο ηαθοθεεί ημ πήηηςια ιε ημ δζάθοια. 

 Πνμζεήηδ πνςζηζηήξ θμνηχιαημξ ζηα δείβιαηα, χζηε κα επζηεοπεεί ηαθφηενμ θυνηςια 

ηςκ δεζβιάηςκ ηαεχξ ηαζ κα εθεβπεεί δ ελέθζλδ ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ. 

 Φυνηςζδ ηςκ δεζβιάηςκ ζηα «πδβαδάηζα» ημο πδηηχιαημξ. 

 Ζθεηηνμθυνδζδ ζε 100 V βζα πενίπμο 1 χνα. 

 Μεηά ηδκ μθμηθήνςζδ ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ, αημθμοεεί παναηήνδζδ ημο πδηηχιαημξ 

ηάης απυ οπενζχδδ αηηζκμαμθία, υπμο ημ DNA βίκεηαζ μναηυ ηαεχξ ακηζδνά ιε ημ 

ανςιζμφπμ αζείδζμ. 

 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ 

50x TAE  

242 g Tris 

57,1 ml μλζηυ μλφ (Acetic acid, CH3COOH) 

100 ml 0,5 mM EDTA, pH 8,0 

Σμ pH ημο δζαθφιαημξ νοειίγεηαζ ζημ 7,5 ιε οδνμπθςνζηυ μλφ (Hydrochloric acid, HCl). Ο 

υβημξ ημο δζαθφιαημξ ζοιπθδνχκεηαζ ιε ddH2O έςξ 1000 ml. 

1x TAE (working solution) 

2 ml 50x ΣΑΔ ηαζ 98 ml ddH2O 

Πήθησκα Αγαξόδεο (1% w/v) 

1 g αβανυγδ ζε 100 ml δζαθφιαημξ 1x TAE 

0,05% (v/v) ανςιζμφπμ αζείδζμ 

 

2.2.10 Απνκόλσζε πξσηετλώλ 

Καηά ηδκ απμιυκςζδ ηςκ πνςηεσκχκ πναβιαημπμζείηαζ δζαπςνζζιυξ ηςκ πνςηεσκζηχκ 

ιμνίςκ απυ ηα οπυθμζπα αζμιυνζα, υπςξ είκαζ ηα θίπδ, ηα ζάηπανα, ηα κμοηθεσηά μλέα, ηηθ. 

θδ δ πεζναιαηζηή δζαδζηαζία ηδξ απμιυκςζδξ ηςκ πνςηεσκχκ πνέπεζ κα πναβιαημπμζδεεί 
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ζε παιδθή εενιμηναζία (4°C), πνμηεζιέκμο κα απμθεοπεμφκ πνμαθήιαηα πνςηευθοζδξ ηςκ 

πνςηεσκζηχκ δεζβιάηςκ. Γζα ημκ ίδζμ θυβμ, πνμζηίεεκηαζ δζάθμνμζ ακαζημθείξ πνςηεαζχκ 

ιέζα ζηα δζαθφιαηα θφζδξ ηςκ πνςηεσκχκ. 

 

2.2.10.1 Οιηθέο πξσηεΐλεο 

Ζ απμιυκςζδ πνςηεσκχκ βζα ηδ δζελαβςβή ακμζμζηοπχιαημξ ηαηά Western (Western blot) 

βίκεηαζ ιε ηδ πνήζδ δζαθφιαημξ Laemmli [383]. Με αοηήκ ηδ ιέεμδμ απμιμκχκμκηαζ μθζηέξ 

πνςηεΐκεξ (total cell lysates) ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηαζ πνςηεσκχκ πμο ανίζημκηαζ ιέζα ζε 

ιειανάκεξ ή ζε μνβακίδζα. Αοηυ μθείθεηαζ ζηδ πνήζδ SDS πμο οπμαμδεά ζηδ δζάζπαζδ 

υθςκ ηςκ ηοηηανζηχκ ζοζηαηζηχκ. οκμπηζηά, δ δζαδζηαζία πμο θαιαάκεζ πχνα είκαζ δ ελήξ: 

 Πθφζζιμ ηςκ ηοηηάνςκ πμο είκαζ πνμζημθθδιέκα ζημκ ποειέκα ηδξ θθάζηαξ ιε 

παβςιέκμ δζάθοια PBS βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ηςκ οπμθεζιιάηςκ ημο ενεπηζημφ ιέζμο 

ηαθθζένβεζαξ. 

 οθθμβή ηςκ ηοηηάνςκ ζε δζάθοια PBS ιε απμηυθθδζδ απυ ημ οπυζηνςια (scrapping). 

 Φοβμηέκηνδζδ (1500 rpm, 5 θεπηά, 4°C) ηαζ πθφζζιμ ημο ζγήιαημξ ιε παβςιέκμ 

δζάθοια PBS. 

 Φοβμηέκηνδζδ (1500 rpm, 5 θεπηά, 4°C) ηαζ ακαδζάθοζδ ημο ζγήιαημξ ζε δζάθοια 

Laemmli. 

 Βναζιυξ ζε οδαηυθμοηνμ εενιμηναζίαξ 95°C βζα 5 θεπηά. Σα δείβιαηα θοθάζζμκηαζ 

ζημοξ -20°C βζα ιζηνυ πνμκζηυ δζάζηδια, εκχ βζα απμεήηεοζδ ιεβαθφηενμο πνμκζημφ 

δζαζηήιαημξ θοθάζζμκηαζ ζημοξ -80°C.  

 

2.2.10.2 Πξσηεΐλεο γηα ηε κέηξεζε ησλ πξσηενζσκηθώλ ελεξγνηήησλ 

Ζ απμιυκςζδ ηςκ πνςηεσκχκ βζα ηδ ιέηνδζδ ηςκ εζδζηχκ πνςηεμθοηζηχκ εκενβμηήηςκ 

βίκεηαζ ιε ηδ πνήζδ ημο δζαθφιαημξ θφζδξ βζα εκενβυηδηεξ πνςηεμζχιαημξ. Σμ εζδζηυ αοηυ 

δζάθοια ζε ζοκδοαζιυ ιε ηζξ ήπζεξ ζοκεήηεξ θφζδξ (υπζ vortex) ηαζ ηδ δζαηήνδζδ ηςκ 

εηποθζζιάηςκ ζε πάβμ ελαζθαθίγμοκ ηδ δζαηήνδζδ ηςκ απμιμκςιέκςκ πνςηεσκχκ ζηδ 

βδβεκή ημοξ ιμνθή (native form) ηαζ ηαη’ επέηηαζδ ζε ιμνθή πμο είκαζ εκενβέξ ηαζ πθήνςξ 

θεζημονβζηέξ, βεβμκυξ απαναίηδημ βζα ηδ ιέηνδζδ ηςκ εκενβμηήηςκ ημο πνςηεμζχιαημξ. H 

δζαδζηαζία πμο αημθμοεείηαζ βζα ηδκ απμιυκςζδ ηςκ πνςηεσκχκ βζα ηδ ιέηνδζδ ηςκ εζδζηχκ 

πνςηεμθοηζηχκ εκενβμηήηςκ ημο πνςηεμζχιαημξ είκαζ δ ελήξ: 

 Πθφζζιμ ηςκ ηοηηάνςκ ιε παβςιέκμ δζάθοια PBS βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ηςκ 

οπμθεζιιάηςκ ημο ενεπηζημφ ιέζμο ηαθθζένβεζαξ. 
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 Θνορζκμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ, πθφζζιμ ιε ιέζμ ηαθθζένβεζαξ ηαζ ηαηααφεζζδ ιε 

θοβμηέκηνδζδ (1500 rpm, 5 θεπηά, 4°C). 

 Πθφζζιμ ημο ζγήιαημξ ιε παβςιέκμ δζάθοια PBS ηαζ θοβμηέκηνδζδ (1500 rpm, 5 

θεπηά, 4°C). 

 Ακαδζάθοζδ ημο ζγήιαημξ ζε δζάθοια θφζδξ βζα εκενβυηδηεξ πνςηεμζχιαημξ, 

δζαηήνδζδ βζα 30 θεπηά ζημκ πάβμ ιε πενζμδζηή ακαηίκδζδ ηάεε 5 θεπηά. Απμθεφβεηαζ 

δ αίαζδ ακάδεοζδ (ιε πνήζδ vortex), πνμηεζιέκμο κα απμθεοπεεί δ δζάζπαζδ ηςκ 

δζάθμνςκ πνςηεμζςιζηχκ ζοιπθυηςκ (20S:19S, 20S:11S). 

 Φοβμηέκηνδζδ (12000 rpm, 10 θεπηά, 4°C). οθθμβή οπενηεζιέκμο. 

 Φςημιέηνδζδ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα, ιέηνδζδ ηςκ πνςηεμζςιζηχκ εκενβμηήηςκ.  

 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ 

Γηάιπκα Laemmli γηα ηελ απνκόλσζε ησλ πξσηετλώλ γηα αλνζνζηύπσκα 

60 mM Tris-HCl, pH 6,8 

2% (w/v) SDS 

10% (v/v) Γθοηενυθδ 

0,01% (w/v) Μπθε ηδξ ανςιμθαζκυθδξ 

1 M DTT  

Μπιε ηεο βξσκνθαηλόιεο (0,4% w/v) 

4 mg ιπθε ηδξ ανςιμθαζκυθδξ ζε 1 ml ddH20 

Σμ δζάθοια δζαηδνείηαζ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

Γηάιπκα ιύζεο γηα πξσηενζσκηθέο ελεξγόηεηεο (Lysis Buffer)  

20 mM Tris-HCl, pH 7,6 

250 mM NaCl 

3 mM EDTA 

0,5% (v/v) Triton X-100  

Σμ δζάθοια θοθάζζεηαζ ζημοξ 4°C. ε ηάεε πνήζδ ημο δζαθφιαημξ πνμζηίεεκηαζ ακαζημθείξ 

ηςκ πνςηεαζχκ (1,15 ιg/ml απνμηζκίκδ ηαζ 50 mM PMSF), πνμηεζιέκμο κα απμθεοπεμφκ 

θαζκυιεκα πνςηευθοζδξ ηαηά ηδ δζαδζηαζία απμιυκςζδξ ηςκ πνςηεσκχκ.  
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2.2.10.3 Γηαρσξηζκόο θαη απνκόλσζε θπηηαξνπιαζκαηηθώλ θαη ππξεληθώλ 

εθρπιηζκάησλ 

Γζα ηδκ απμιυκςζδ ηςκ πνςηεσκχκ πμο εκημπίγμκηαζ ζημ ηοηηανμπθαζιαηζηυ ηαζ πονδκζηυ 

ηθάζια ημο ηοηηάνμο πνδζζιμπμζήεδηε ημ εζδζηυ kit ηδξ Active Motif.  Ζ ιέεμδμξ αοηή 

ζηδνίγεηαζ ζηδ πνήζδ οπμημκζημφ δζαθφιαημξ ημ μπμίμ πνμηαθεί ηδ δζαθοημπμίδζδ ηδξ 

ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ ηαζ ηαηά ζοκέπεζα ηςκ ηοηηανζηχκ πνςηεσκχκ. ηδ ζοκέπεζα, δ 

ζπεδυκ αδζάννδηηδ πονδκζηή ιειανάκδ δζαννδβκφεηαζ ιε εζδζηυ δζάθοια θφζδξ ηαζ 

απμιμκχκμκηαζ μζ πονδκζηέξ πνςηεΐκεξ. Ζ δζαδζηαζία πμο αημθμοεείηαζ πενζθαιαάκεζ ηα 

ελήξ ζηάδζα: 

 Απμιάηνοκζδ ημο οπενηείιεκμο ηαζ πθφζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε παβςιέκμ δζάθοια PBS 

πανμοζία ακαζημθέςκ ηαζ θςζθαηαζχκ. 

 οθθμβή ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ θοβμηέκηνδζδ βζα 5 θεπηά ζηα 500 rpm ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο 4°C. 

 Απμιάηνοκζδ ημο οπενηείιεκμο ηαζ δζαηήνδζδ ημο ζγήιαημξ ζημκ πάβμ. 

 Ακαδζάθοζδ ημο ζγήιαημξ ζε οπμημκζηυ δζάθοια ηαζ επχαζδ ζημ πάβμ βζα 15 θεπηά. 

 Πνμζεήηδ απμννοπακηζημφ ηαζ αίαζδ ακάδεοζδ βζα 10 δεοηενυθεπηα. 

 Φοβμηέκηνδζδ βζα 30 δεοηενυθεπηα ζηα 14000g ζημοξ 4°C. 

 To οπενηείιεκμ απμηεθεί ημ ηοηηανμπθαζιαηζηυ ηθάζια ηαζ δζαηδνείηαζ ζημοξ 4°C.  

 Σμ ίγδια ακαδζαθφεηαζ ζε δζάθοια θφζδξ ηαζ ακαδεφεηαζ αίαζα βζα 10 δεοηενυθεπηα. 

Αημθμοεεί επχαζδ ζημ πάβμ ιε ήπζα ηαζ ζοκεπή ακάδεοζδ βζα 30 θεπηά. 

 Βίαζδ ακάδεοζδ βζα 30 δεοηενυθεπηα.  

 Φοβμηέκηνδζδ βζα 10 θεπηά ζηα 14000g ζημοξ 4°C. 

 To οπενηείιεκμ απμηεθεί ημ πονδκζηυ ηθάζια ηαζ απμεδηεφεηαζ ζημοξ -20°C.  

 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ 

Γηάιπκα PBS παξνπζία αλαζηνιέσλ θαη θσζθαηαζώλ (πανέπεηαζ απυ ημ kit) 

Τπνηνληθό δηάιπκα (πανέπεηαζ απυ ημ kit) 

Γηάιπκα DTT (πανέπεηαζ απυ ημ kit) 

10 mM DTT 

Γηάιπκα νιηθήο ιύζεο  

10 mM DTT 

Γηάιπκα ιύζεο  (πανέπεηαζ απυ ημ kit) 

Μείγκα αλαζηνιέσλ ησλ πξσηεαζώλ 

 



ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

95 

2.2.11 Μέηξεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ πξσηετλώλ 

Γζα ηδ ιέηνδζδ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ηςκ ήδδ απμιμκςεέκηςκ πνςηεσκχκ πνδζζιμπμζείηαζ δ 

ιέεμδμξ Bradford. φιθςκα ιε ηδ ιέεμδμ αοηή, ζοβηεηνζιέκμξ υβημξ ηάεε ελεηαγυιεκμο 

δείβιαημξ ακηζδνά βζα 10 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ιε ημ ακηζδναζηήνζμ Bradford, ημ 

μπμίμ είκαζ αναζςιέκμ ιε απεζηαβιέκμ κενυ ζε ακαθμβία υβηςκ 1:5 (Bradford:κενυ). 

Σαοηυπνμκα, ιε ημ ίδζμ ακηζδναζηήνζμ ηαζ βζα ημ ίδζμ πνμκζηυ δζάζηδια ακηζδνμφκ ηαζ 

βκςζηέξ πμζυηδηεξ (2, 4, 6, 8, 10 ηαζ 15 ιg) πνυηοπδξ πνςηεΐκδξ, δ μπμία ζηα πανυκηα 

πεζνάιαηα είκαζ δ αθαμοιίκδ μννμφ αμυξ (Βμvine Serum Albumin, BSA). Χξ ανκδηζηυξ 

ιάνηοναξ πνδζζιμπμζείηαζ 1 ml απυ ημ αναζςιέκμ ακηζδναζηήνζμ Bradford. Ζ ακηίδναζδ 

ηςκ πνςηεσκχκ ιε ημ ακηζδναζηήνζμ Bradford δίκεζ πνςιαηζζιέκμ πνμσυκ, ημ μπμίμ 

απμννμθά ζηα 595 nm. Έηζζ, ιεηά ηδκ επχαζδ ηςκ δεζβιάηςκ, βκςζηχκ ηαζ αβκχζηςκ, 

αημθμοεεί δ θςημιέηνδζή ημοξ. ηδ ζοκέπεζα, απυ ημ ίδζμ ημ θςηυιεηνμ, ζπεδζάγεηαζ 

πνυηοπδ ηαιπφθδ μπηζηήξ απμννυθδζδξ ζε ζοκάνηδζδ ιε ηδ ζοβηέκηνςζδ ηδξ πνυηοπδξ 

πνςηεΐκδξ ηαζ ιε αάζδ αοηή, οπμθμβίγεηαζ δ ζοβηέκηνςζδ ηςκ άβκςζηςκ δεζβιάηςκ. 

 

2.2.12 Μέηξεζε ησλ εηδηθώλ πξσηενιπηηθώλ ελεξγνηήησλ 

Οζ εζδζηέξ πνςηεμθοηζηέξ εκενβυηδηεξ ημο πνςηεμζχιαημξ (εκενβυηδηα ποιμενορίκδξ, 

εκενβυηδηα πεπηζδοθμβθμοηαιοθμ-οδνμθάζδξ ηαζ εκενβυηδηα ενορίκδξ) οπμθμβίγμκηαζ ιε 

αάζδ ηδκ οδνυθοζδ εζδζηχκ θθμομνμπεπηζδίςκ. Υνδζζιμπμζήεδηε ημ πεπηίδζμ Suc-Leu-Leu-

Val-Tyr-7-amino-4-methylcoumarin (LLVY-AMC) βζα ηδ ιέηνδζδ ηδξ εκενβυηδηαξ ηδξ 

ποιμενορίκδξ, ημ N-Cbz-Leu-Leu-Glu-α-naphthylamine (LLE-NA) βζα ηδ ιέηνδζδ ηδξ 

εκενβυηδηαξ ηδξ πεπηζδοθμβθμοηαιοθμ-οδνμθάζδξ ηαζ ημ N-Cbz-Leu-Leu-Leucinal (LSTR-

AMC) βζα ηδ ιέηνδζδ ηδξ εκενβυηδηαξ ηδξ ενορίκδξ. Ζ ιέηνδζδ ηδξ ηάεε εκενβυηδηαξ 

βίκεηαζ ζε νοειζζηζηυ δζάθοια 0.1 Μ Hepes pH 7.3, υπμο ηαζ πνμζηίεεκηαζ ζε ηεθζηή 

ζοβηέκηνςζδ 10 ιΜ (βζα ημ LLVY-AMC), 20 ιΜ (βζα ημ LLE-NA) ηαζ 100 ιΜ (βζα ημ 

LSTR-AMC) ηα ακηίζημζπα θθμομνμπεπηίδζα, ζε ακηίδναζδ ηεθζημφ υβημο 200 ιl. 

Πνμηεζιέκμο κα ελαζθαθζζηεί δ εζδζηυηδηα ηδξ ιέηνδζδξ, βζα ηάεε δείβια 

παναζηεοάγεηαζ ηαζ δεφηενμ πακμιμζυηοπμ δείβια υπμο πνμζηίεεηαζ μ εζδζηυξ ακαζημθέαξ 

ημο πνςηεμζχιαημξ MG132 ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 400 ιΜ. Ζ ιέηνδζδ πμο θαιαάκεηαζ 

απυ αοηυ ημ δείβια αθαζνείηαζ απυ αοηήκ πμο θαιαάκεηαζ απυ ημ ακηίζημζπμ δείβια πμο δεκ 

έπεζ πνμζηεεεί ακαζημθέαξ. Ζ δζαθμνά ηςκ ηζιχκ απμηεθεί ηδκ ηαεανή ιέηνδζδ πμο 

μθείθεηαζ απμηθεζζηζηά ζηδ δνάζδ ημο πνςηεμζχιαημξ. Ζ ακηίδναζδ πναβιαημπμζείηαζ βζα 

30 θεπηά ζημοξ 37°C, υπςξ έπεζ ήδδ πενζβναθεί απυ ημοξ [170, 188] ηαζ θήβεζ ιε ηδκ 

πνμζεήηδ 300 ιl δζαθφιαημξ Α βζα ηζξ ακηζδνάζεζξ ιε πεπηίδζα πμο θένμοκ αιζκμ-
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ιεεοθμημοιανίκδ (AMC) ηαζ 300 ιl αζεακυθδξ βζα ηζξ ακηζδνάζεζξ ιε πεπηίδζα πμο θένμοκ 

καθεοθαιίκδ (NA). Ζ ιέηνδζδ ημο εζδζημφ θεμνζζιμφ ζημ δζάθοια πμο πνμηφπηεζ ιεηά ηδκ 

πνςηευθοζδ ηςκ θθμομνμπεηζδίςκ απυ ημ πνςηευζςια βίκεηαζ ιε θεμνζζιμθςηυιεηνμ 

(Perkin Elmer 650-40 fluorescence spectrophotometer). Γζα ηα πεπηίδζα ιε αιζκμ-

ιεεοθμημοιανίκδ, ημ ιήημξ ηφιαημξ δζέβενζδξ (excitation) είκαζ 350 nm ηαζ ημ ιήημξ 

ηφιαημξ εηπμιπήξ (emission) είκαζ 440 nm. Γζα ηα πεπηίδζα ιε καθεοθαιίκδ, ημ ιήημξ 

ηφιαημξ δζέβενζδξ (excitation) είκαζ 333 nm ηαζ ημ ιήημξ ηφιαημξ εηπμιπήξ (emission) 

είκαζ 410 nm. 

 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ 

Ρπζκηζηηθό δηάιπκα Hepes 

0,1 M Hepes ζε ddH2O 

Σμ pH ημο δζαθφιαημξ νοειίγεηαζ ζημ 7,3 ιε HCl. 

Γηάιπκα ιήμεο ηεο αληίδξαζεο ησλ πξσηενζσκηθώλ ελεξγνηήησλ (Γηάιπκα Α) 

30 mM CH3COONa 

70 mM CH3COOH 

100 mM chloro-CH3COONa, pH 4,3 

 

2.2.13 Αλνζνθαηαθξήκληζε γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ησλ επηπέδσλ νπκπηθηηπιίσζεο ηεο 

CHIP in vivo 

Με ηδ ιέεμδμ ηδξ ακμζμηαηαηνήικζζδξ είκαζ δοκαηή δ ηαηααφεζζδ ηαζ απμιυκςζδ ηδξ 

πνςηεΐκδξ ημο εκδζαθένμκημξ, ηαεχξ ηαζ ηςκ πνςηεσκχκ πμο αθθδθεπζδνμφκ ηαζ 

πνμζδέκμκηαζ ζε αοηήκ. Ζ ιέεμδμξ ζηδνίγεηαζ ζηδ πνήζδ εζδζημφ ακηζζχιαημξ, πμο 

ακαβκςνίγεζ ηδκ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδ ηαζ ζηδκ αθθδθεπίδναζδ αοημφ ημο ακηζζχιαημξ ιε 

ηδκ πνςηεΐκδ Α ή G (πνςηεΐκδ πμο απμιμκχκεηαζ απυ ιφηδηεξ ηαζ πανμοζζάγεζ εκδμβεκή 

ηάζδ κα ζοκδέεηαζ ιε ακηζζχιαηα), δ μπμία ιε ηδ ζεζνά ηδξ είκαζ ζοκδεδειέκδ ιε ζθαζνίδζα 

αβανυγδξ ηα μπμία οπμαμδεμφκ, ηαηά ηδ θοβμηέκηνδζδ ημο ιείβιαημξ, ηδκ ηαείγδζδ ημο 

ζοιπθυημο ακηζβυκμ-ακηίζςια-πνςηεΐκδ Α ή G / ζθαζνίδζα αβανυγδξ.  

Ακάθμβα ιε ηζξ ζοκεήηεξ αθαηυηδηαξ ηάης απυ ηζξ μπμίεξ βίκεηαζ ημ πείναια (ήπζεξ ή 

ζζπονέξ, μζ μπμίεξ ζπεηίγμκηαζ ιε ηδ δζαηήνδζδ ή υπζ ηςκ δθεηηνμζηαηζηχκ αθθδθε-

πζδνάζεςκ ακάιεζα ζηζξ δζάθμνεξ πνςηεΐκεξ, ακηίζημζπα), ιαγί ιε ημ ακηζβυκμ πμο 

ιεθεηάηαζ ζοιπαναζφνμκηαζ ή υπζ ηαζ μζ πνςηεΐκεξ πμο αθθδθεπζδνμφκ ιε αοηυ. Δδχ 

πνδζζιμπμζήεδηακ ζζπονέξ ζοκεήηεξ, πνμηεζιέκμο κα ζπάζμοκ υθεξ μζ πνςηεσκζηέξ 
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αθθδθεπζδνάζεζξ ηδξ CHIP ιε άθθα ιυνζα ηαζ κα δζαζθαθζζηεί υηζ ακζπκεφμκηαζ ηα επίπεδα 

μοιπζηζηοθίςζδξ απμηθεζζηζηά ηδξ CHIP θζβάζδξ. 

οκμπηζηά δ δζαδζηαζία πμο αημθμοεείηαζ είκαζ δ ελήξ: 

 Πθφζζιμ ηςκ ηοηηάνςκ ιε παβςιέκμ δζάθοια PBS βζα ηδκ απμιάηνοκζδ οπμθεζιιάηςκ 

ημο ενεπηζημφ ιέζμο ηαθθζένβεζαξ ηαζ ενορζκμπμίδζδ. 

 οθθμβή ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ζημ ίγδια πνμζηίεεκηαζ 100ιl δζαθφιαημξ TSD. 

 Βναζιυξ (7 θεπηά, 95°C). 

 Πνμζεήηδ 950 ιl δζαθφιαημξ TNN ηαζ αημθμοεεί επχαζδ βζα 5 θεπηά ζημκ πάβμ.  

 Φοβμηέκηνδζδ (1200 rpm, 3 θεπηά, 4°C) ηαζ ιεηαθμνά ημο οπενηείιεκμο ζε κέμ 

eppendorf. 

 Δπχαζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ εηποθζζιάηςκ ιε 2 ιg ακηζζχιαημξ (ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια 

πμο ακαβκςνίγεζ εζδζηά ηδ Myc πνςηεΐκδ) βζα 2 χνεξ ζημοξ 4°C οπυ ακάδεοζδ. 

Πανάθθδθα, ζημ ίδζμ πνμκζηυ δζάζηδια, δ ίδζα πμζυηδηα πνςηεσκζημφ εηποθίζιαημξ 

επςάγεηαζ ιε μννυ πμκηζημφ (δεδμιέκμο υηζ ημ ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια πμο 

πνδζζιμπμζείηαζ έπεζ ακαπηοπεεί ζε πμκηίηζ) ηαζ απμηεθεί ημκ ανκδηζηυ ιάνηονα. 

 Πνμζεήηδ ζβαζνζδίςκ αβανυγδξ ζοκδεδειέκα ιε πνςηεΐκδ G βζα 16 χνεξ ζημοξ 4°C οπυ 

ακάδεοζδ. 

 Φοβμηέκηνδζδ (3000 rpm, 2 θεπηά, 4°C). Πθφζζιμ ακμζμηαηαηνδικζζιέκςκ 

πνςηεσκζηχκ ζοιπθυηςκ (ίγδια πμο είκαζ ζφιπθμημ ηςκ πνςηεσκχκ ιε ηα ζθαζνίδζα 

αβανυγδξ – ακηίζςια Myc) 4 θμνέξ ιε δζάθοια πθφζδξ. 

 Βναζιυξ βζα 5 θεπηά (ηα πνςηεσκζηά ζφιπθμηα απεθεοεενχκμκηαζ απυ ηα ζθαζνίδζα ηαηά 

ημ ζηάδζμ αοηυ). 

 Φοβμηέκηνδζδ (3000 rpm, 5 θεπηά, 4°C). Λήρδ οπενηεζιέκμο. 

 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ 

TNN, Non-denaturing 

50 mM Tris-HCl, pH 7.5 

250 mM NaCl 

5 mM EDTA 

0,5% (v/v) NP-40 

ε ηάεε πνήζδ ημο δζαθφιαημξ πνμζηίεεκηαζ μζ παναηάης ακαζημθείξ πνςηεαζχκ 

πνμηεζιέκμο κα απμθεοπεμφκ θαζκυιεκα πνςηευθοζδξ ηαηά ηδ δζαδζηαζία απμιυκςζδξ ηςκ 

πνςηεσκχκ: 10 ιg/ml θεοπεπηίκδ, 10 ιg/ml πεπζηαηίκδ ηαζ 5 ιg/ml απνμηζκίκδ. 

TSD, Denaturing 
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50 mM Tris-HCl, pH 7.5 

1% (v/v) SDS 

5 mM DTT 

Γηάιπκα πιύζεο  

1% (v/v) NP-40  

 

2.2.14 Ζιεθηξνθόξεζε κίαο δηάζηαζεο πξσηετλώλ ζε πήθησκα SDS-

Πνιπαθξπιακηδίνπ (SDS-PAGE) 

Σα πεζνάιαηα δθεηηνμθυνδζδξ (SDS-PAGE) πναβιαημπμζήεδηακ υπςξ έπμοκ πενζβναθεί 

απυ ημκ Laemmli [384]. Υνδζζιμπμζήεδηακ 10% ηαζ 8% απμδζαηαηηζηά πδηηχιαηα SDS-

πμθοαηνοθαιζδίμο. Πάκς απυ ημ πήηηςια δζαπςνζζιμφ (separating gel) ζημ μπμίμ βίκεηαζ μ 

δζαπςνζζιυξ ηςκ πμθοπεπηζδζχκ ιε αάζδ ημ ιμνζαηυ ημοξ αάνμξ, πνμζηίεεηαζ ημ πήηηςια 

ζοιπφηκςζδξ (6%) (stacking gel), ημ μπμίμ πνδζζιεφεζ πνμηεζιέκμο κα ελαζθαθζζηεί δ 

ηαοηυπνμκδ ηαζ μιμζυιμνθδ είζμδμξ υθςκ ηςκ πμθοπεπηζδίςκ ζημ πήηηςια δζαπςνζζιμφ. 

Σμ δζάθοια ηςκ πνςηεσκχκ ακαιζβκφεηαζ ιε δζάθοια θυνηςζδξ πνςηεσκχκ, ανάγεηαζ βζα 5 

θεπηά ζημοξ 95°C ηαζ θμνηχκεηαζ ζηδκ ημνοθή ηαηαηυνοθμο απμδζαηαηηζημφ πδηηχιαημξ 

SDS-πμθοαηνοθαιζδίμο. Σμ δζάθοια θυνηςζδξ πενζέπεζ βθοηενυθδ πμο οπμαμδεά ημ 

θυνηςια ηςκ πνςηεσκζηχκ εηποθζζιάηςκ, SDS πμο απμδίδεζ ανκδηζηυ θμνηίμ ζε υθεξ ηζξ 

πνςηεΐκεξ, χζηε αοηέξ κα δζαπςνίγμκηαζ ιε αάζδ ημ ιμνζαηυ ημοξ αάνμξ ηαζ υπζ ιε αάζδ ημ 

θμνηίμ ημοξ ηαζ ιπθε ηδξ ανςιμθαζκυθδξ χζηε κα δζεοημθφκεηαζ ημ θυνηςια ηςκ 

πνςηεσκχκ, αθθά ηαζ κα παναημθμοεείηαζ δ πμνεία ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ. Πανάθθδθα ιε ηα 

δείβιαηα, θμνηχκμκηαζ ηαζ δείηηεξ πνςηεσκχκ ιε βκςζηά ιμνζαηά αάνδ πνμηεζιέκμο κα 

ακαβκςνίγεηαζ εοημθυηενα δ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδ, ιε αάζδ ημ ακαιεκυιεκμ ιμνζαηυ αάνμξ 

ηδξ. Αημθμοεεί δθεηηνμθυνδζδ ζε 150V, ζε δζάθοια δθεηηνμθυνδζδξ, βζα πνυκμ πμο 

ελανηάηαζ απυ ημ ιμνζαηυ αάνμξ ηδξ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδξ ηαζ ηδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 

πδηηςιάηςκ ζοιπφηκςζδξ ηαζ δζαπςνζζιμφ (βζα ηζξ πνςηεμζς-ιζηέξ οπμιμκάδεξ ηαζ βζα ηα 

πδηηχιαηα 6% (ζοιπφηκςζδξ) ηαζ 10% (δζαπςνζζιμφ) απαζηείηαζ ~1 χνα). 

 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ 

4x Tris-HCl-SDS, pH 6.8 (Stacking buffer) 

0.5 Μ Tris 

0.4% (w/v) SDS 

Σμ pH ημο δζαθφιαημξ νοειίγεηαζ ζημ 6.8 ιε ηδ πνήζδ HCl. Σμ δζάθοια θοθάζζεηαζ ζημοξ 

4°C. 
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4x Tris-HCl-SDS, pH 8.8 (Resolving buffer) 

1.5 M Tris 

0.4% (w/v) SDS 

Σμ pH ημο δζαθφιαημξ νοειίγεηαζ ζημ 8.8 ιε ηδ πνήζδ HCl. Σμ δζάθοια θοθάζζεηαζ ζημοξ 

4°C. 

Γηάιπκα Αθξπιακηδίνπ (40%) (Acrylamide Solution) 

38 g αηνοθαιίδδ 

2 g 1,2-δζτδνυλο-αζεοθέκμ-δζξ-αηνοθαιίδζμ 

O υβημξ ημο δζαθφιαημξ ζοιπθδνχκεηαζ ιε ddH2O έςξ 100 ml ηαζ ιεηά ημ θζθηνάνζζια 

θοθάζζεηαζ ζημοξ 4°C. 

Πήθησκα πκπύθλσζεο Αθξπιακηδίνπ (6%) (Stacking Gel) 

6% (v/v) δζάθοια αηνοθαιζδίμο  

1x Tris-HCl, pH 6.8 

1% (v/v) APS 

0.2% (v/v) TEMED 

Πήθησκα Γηαρσξηζκνύ Αθξπιακηδίνπ (10 ή 12%) (Separating Gel) 

10 ή 12 % (v/v) δζάθοια αηνοθαιζδίμο  

1x Tris-HCl-SDS, pH 8.8 

1% (v/v) APS 

0.2% (v/v) TEMED 

Γηάιπκα Φόξησζεο Πξσηετλώλ (Protein Loading Buffer) 

0.125 M Tris-HCl, pH 7.5 

4% (w/v) SDS 

20% (v/v) Γθοηενυθδ 

2 mM EDTA, pH 8 

0.01% (w/v) ιπθε ηδξ ανςιμθαζκυθδξ 

1x Γηάιπκα Ζιεθηξνθόξεζεο (Running Buffer) 

25 mM Tris 

192 mM Γθοηίκδ 

0.1% (w/v) SDS 

Stock APS (10%) 

1gr APS ζε 10 ml ddH2O 

Σμ δζάθοια δζαηδνείηαζ ζημοξ 4˚C βζα πενίπμο 10 ιένεξ. 

Μπιε ηεο βξσκνθαηλόιεο (0.4% w/v) 



ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

100 

4 mg ιπθε ηδξ ανςιμθαζκυθδξ ζε 1 ml ddH20 

Σμ δζάθοια δζαηδνείηαζ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

 

2.2.15 Υξώζε Πξσηετλώλ 

Πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί ημ ζζυπμζμ θυνηςια ηςκ πνςηεσκχκ ιεηαλφ δζαθμνεηζηχκ 

δεζβιάηςκ, αθθά ηαζ κα βίκμοκ μναηέξ μζ πνςηεΐκεξ, πνδζζιμπμζείηαζ δ ιέεμδμξ πνχζδξ ηςκ 

πνςηεσκχκ πμο ανίζημκηαζ ζε πήηηςια SDS-πμθοαηνοθαιζδίμο. Με ηδ ιέεμδμ αοηή βίκεηαζ 

ιυκμ πνχζδ ηςκ πνςηεσκχκ ηαζ δεκ αημθμοεεί ακμζμαπμηφπςια. οκμπηζηά δ δζαδζηαζία 

πμο αημθμοεείηαζ είκαζ δ ελήξ: 

 Σμ πήηηςια πμθοαηνοθαιζδίμο αοείγεηαζ ζε δζάθοια πνχζδξ πνςηεσκχκ Coomassie 

brillant blue ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 30 θεπηά, οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ. 

 Αημθμοεεί απμπνςιαηζζιυξ ημο πδηηχιαημξ ιε δζάθοια απμπνςιαηζζιμφ πνςηεσκχκ, 

ηαηά ηδ δζάνηεζα ημο μπμίμο μζ πνςηεΐκεξ βίκμκηαζ μναηέξ. 

 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ 

Γηάιπκα Υξώζεο Πξσηετλώλ  

45% (v/v) Μεεακυθδ 

10% (v/v) CH3COOH 

0,033% (w/v) Coomassie Brillant Blue 

Γηάιπκα Aπνρξσκαηηζκνύ Πξσηετλώλ  

45% (v/v) Μεεακυθδ 

10% (v/v) CH3COOH 

 

2.2.16 Μεηαθνξά πξσηετλώλ ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο (Western blot) 

Πνμηεζιέκμο κα ελεηαζημφκ ηα επίπεδα έηθναζδξ ηςκ οπυ ιεθέηδ πνςηεσκχκ, μζ πνςηεΐκεξ 

πμο ανίζημκηαζ ζημ πήηηςια πμθοαηνοθαιζδίμο ιεηαθένμκηαζ ζε ζηενευ οπυααενμ, δδθαδή 

ζε ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ, ιε ηδ αμήεεζα ζοζηεοήξ δθεηηνμθυνδζδξ Bio-rad. H 

δζαδζηαζία πμο αημθμοεείηαζ είκαζ δ ελήξ: 

 Μεηά ηδκ δθεηηνμθυνδζδ, ημ πήηηςια πμθοαηνζθαιζδίμο ημπμεεηείηαζ ζε επαθή ιε 

θφθθμ κζηνμηοηηανίκδξ ζδίμο ιεβέεμοξ, ιέζα ζε πθέβια πμο ανίζηεηαζ ζε δθεηηνζηυ 

πεδίμ. Ζ ιειανάκδ  κζηνμηοηηανίκδξ ημπμεεηείηαζ πνμξ ημ εεηζηυ πυθμ, εκχ ημ πήηηςια 

ιε ηζξ πνςηεΐκεξ πνμξ ημκ ανκδηζηυ πυθμ. Οζ πνςηεΐκεξ έπμοκ μιμζυιμνθμ ανκδηζηυ 

θμνηίμ θυβς ημο SDS πμο οπάνπεζ ζημ δζάθοια θυνηςζδξ ηςκ πνςηεσκχκ. Μεηά ηδκ 
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επίδναζδ ημο δθεηηνζημφ πεδίμο, μζ πνςηεΐκεξ εα ιεηαθενεμφκ πνμξ ημ εεηζηυ πυθμ, 

υπμο ανίζηεηαζ δ ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ.  

 Ζ ιεηαθμνά ηςκ πνςηεσκχκ βίκεηαζ ιέζα ζε εζδζηυ δζάθοια ιεηαθμνάξ βζα 1 χνα ηαζ 45 

θεπηά ζε 400 mA.  

 Μεηά ηδ ιεηαθμνά, αημθμοεεί πνχζδ ηδξ ιειανάκδξ κζηνμηοηηανίκδξ ιε δζάθοια 

Ponceau S βζα 1 θεπηυ οπυ ακάδεοζδ ηαζ απμπνςιαηζζιυ ιε ddH2O. Οζ πνςηεΐκεξ 

βίκμκηαζ μναηέξ πάκς ζηδ ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ ηαζ έηζζ εθέβπεηαζ ακ έπεζ βίκεζ 

ζςζηή ιεηαθμνά ηςκ πνςηεσκχκ επάκς ζηδ ιειανάκδ ηαεχξ ηαζ ημ ζζυπμζμ θυνηςια 

πνςηεσκχκ ιεηαλφ ηςκ δεζβιάηςκ.  

 ηδ ζοκέπεζα, δ ιειανάκδ απμπνςιαηίγεηαζ πθήνςξ ιε πθφζζιμ ιε ddH2O ηαζ είκαζ 

έημζιδ βζα ακμζμζηφπςια ηαηά Western.  

 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ 

1x Γηάιπκα Μεηαθνξάο Πξσηετλώλ  

48 mM Tris 

37 mM βθοηίκδ 

20% (v/v) ιεεακυθδ 

0,04% (w/v) SDS 

Γηάιπκα Ponceau S 

2% (w/v) Ponceau S ζε 30% (v/v) ηνζπθςνμλζηυ μλφ 

Γηάιπκα απνρξσκαηηζκνύ 

Απεζηαβιέκμ κενυ 

 

2.2.17 Αλνζνζηύπσκα πξσηετλώλ θαηά Western (Immunoblotting) 

Με ηδ ιέεμδμ ημο ακμζμζηοπχιαημξ πνςηεσκχκ ηαηά Western επζηοβπάκεηαζ δ ακίπκεοζδ 

ηδξ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδξ πάνδ ζηδ αμήεεζα εζδζημφ ακηζζχιαημξ εθέβπμο. οκμπηζηά, δ 

δζαδζηαζία πμο αημθμοεείηαζ είκαζ δ ελήξ: 

 Δπχαζδ ηδξ ιειανάκδξ οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ ιε δζάθοια blocking (5% (w/v) βάθα ιε 

παιδθά θζπανά) βζα 1 χνα ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, χζηε κα ηαθοθεμφκ μζ ιδ εζδζηέξ 

εέζεζξ πνυζδεζδξ. 

 Δπχαζδ ηδξ ιειανάκδξ ιε ημ πνςημβεκέξ ακηίζςια (ακηίζςια-εθέβπμο), ημ μπμίμ είκαζ 

εζδζηά παναζηεοαζιέκμ, χζηε κα ακαβκςνίγεζ ζοβηεηνζιέκμ επίημπμ ηδξ οπυ ιεθέηδ 

πνςηεΐκδξ, δζαθοιέκμ ζε δζάθοια blocking βζα 1 χνα ζε εενιμηναζία δςιαηίμο (ή βζα 

~16 χνεξ ζημοξ 4°C) οπυ ακάδεοζδ. 
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 Πθφζζιμ ηδξ ιειανάκδξ ιε δζάθοια πθφζδξ 3 θμνέξ βζα 10 θεπηά, οπυ ακάδεοζδ, βζα κα 

δζαζπαζημφκ μζ ιδ εζδζηέξ ζοκδέζεζξ. 

 Δπχαζδ ηδξ ιειανάκδξ ιε ημ δεοηενμβεκέξ ακηίζςια δζαθοιέκμ ζε δζάθοια blocking βζα 

1 χνα ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, οπυ ακάδεοζδ. Σμ δεοηενμβεκέξ ακηίζςια ακαβκςνίγεζ 

ηδ ζοκηδνδιέκδ πενζμπή Fc ημο ακηζζχιαημξ-εθέβπμο ηαζ είκαζ ζογεοβιέκμ ιε έκα ιυνζμ 

ζπκδεέηδ. ηα ζοβηεηνζιέκα πεζνάιαηα, ημ ιυνζμ αοηυ είκαζ ημ έκγοιμ οπενμλεζδάζδξ 

αβνζμναπακίδαξ (Horse Radish Peroxidase, HRP), ημ μπμίμ ιε ημ ηαηάθθδθμ οπυζηνςια 

δίκεζ ακηίδναζδ πδιεζμθςηαφβεζαξ.  

 Πθφζζιμ ιειανάκδξ ιε δζάθοια πθφζδξ 3 θμνέξ βζα 10 θεπηά, οπυ ακάδεοζδ, βζα κα 

δζαζπαζημφκ ηαζ πάθζ μζ ιδ εζδζηέξ ζοκδέζεζξ. 

 Ακίπκεοζδ ημο ζοιπθέβιαημξ ακηζβυκμο (οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδ) - ακηζζχιαημξ 

(δεοηενμβεκέξ ακηίζςια πμο είκαζ ζοκδεδειέκμ ιε ημ πνςημβεκέξ) ιε ηδ πνήζδ ημο 

εζδζημφ παηέημο ECL (ECL kit), ημ μπμίμ πενζέπεζ δφμ ακηζδναζηήνζα. Σμ οπενμλείδζμ 

(ακηζδναζηήνζμ Α), ημ μπμίμ απμηεθεί οπυζηνςια βζα ημ έκγοιμ οπενμλεζδάζδ 

αβνζμναπακίδαξ, ηαζ ηδ θμοιζκυθδ (ακηζδναζηήνζμ Β), δ μπμία απμηεθεί εκζζποηή ηδξ 

πδιεζμθςηαφβεζαξ. Σα ακηζδναζηήνζα Α ηαζ Β (0,125 ml/cm
2
) ακαιζβκφμκηαζ ηαζ 

πνμζηίεεκηαζ ζηδκ επζθάκεζα ηδξ ιειανάκδξ βζα 1 θεπηυ. 

 Έηεεζδ ηδξ ιειανάκδξ ζε θζθι αηηίκςκ Υ (Fuji) ζε ζημηεζκυ εάθαιμ βζα ζοβηεηνζιέκδ 

πνμκζηή δζάνηεζα (ηοιαίκεηαζ απυ 30 δεοηενυθεπηα ιέπνζ 1 χνα), δ μπμία ελανηάηαζ απυ 

ηδκ έκηαζδ ηδξ γχκδξ ημο ζοιπθέβιαημξ, δ μπμία ζπεηίγεηαζ ιε ηα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ 

οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδξ αθθά ηαζ ιε ηα επίπεδα ζοββέκεζαξ ηδξ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδξ ιε 

ημ πνςημβεκέξ ακηίζςια. 

 Διθάκζζδ ημο θζθι ιε ιεηαθμνά ημο ζε εζδζηυ δζάθοια ειθάκζζδξ βζα πενίπμο 3 θεπηά, 

λέπθοια ιε κενυ ανφζδξ ηαζ ιμκζιμπμίδζδ ζε εζδζηυ δζάθοια ιμκζιμπμίδζδξ βζα 3 πάθζ 

θεπηά.  

Σα ακηζζχιαηα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ θαίκμκηαζ ζημκ Πίκαηα 3. 
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Αληίζσκα  Δηαηξεία 
Γεπηεξνγελέο 

αληίζσκα 
Αξαίσζε 

Μνξηαθό βάξνο 

πξσηεΐλεο (kDa) 

β1 Biomol anti-mouse 1:1000 29 

β2 Biomol anti-mouse 1:1000 28 

β5 Biomol anti-rabbit 1:1000 23 

p53 Santa Cruz anti-mouse 1:5000 53 

Mdm2 Santa Cruz anti-mouse 1:500 90 

Hsp90 Santa Cruz anti-goat 1:1000 90 

Hsp70 Santa Cruz anti-goat 1:1000 70 

Hsp40 Santa Cruz anti-rabbit 1:1000 40 

Lamin A/C Santa Cruz anti-rabbit 1:5000 69/62 

a-tubulin Santa Cruz anti-mouse 1:1000 52 

c-Myc Santa Cruz anti-mouse 1:1000 62 

p16 Santa Cruz anti-rabbit 1:5000 16 

p21 Santa Cruz anti-mouse 1:5000 21 

UBE2D Santa Cruz anti-goat 1:1000 17 

HA Santa Cruz anti-mouse 1:1000 - 

GAPDH Santa Cruz anti-rabbit 1:10000 37 

CHIP Abcam anti-rabbit 1:1000 35 

Pirh2 Bethyl Laboratories anti-rabbit 1:1000 32 

TOPORS Abnova Corporation anti-mouse 1:1000 38 

COP1 Genentech anti-mouse 1:1000 84 

HA (12CA5) Roche anti-mouse 1:1000 - 

Skp1 Zymed anti-mouse 1:1000 19 

Skp2 Santa Cruz anti-rabbit 1:1000 45 

Cul1 Zymed anti-rabbit 1:1000 84 

Rbx1 Santa Cruz anti-goat 1:1000 17 

Bag1 Santa Cruz anti-rabbit 1:1000 32 

 

Πίλαθαο 3 Πξσηνγελή αληηζώκαηα 

ημκ πίκαηα θαίκμκηαζ ηα εζδζηά ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ ζοβηεηνζιέκςκ πνςηεσκχκ, δ 

εηαζνεία απυ ηδκ μπμία πνμιδεεφηδηακ, ημ δεοηενμβεκέξ ακηίζςια, μζ αναζχζεζξ πμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ ηαζ ηα ιμνζαηά αάνδ (ΜΒ) ηςκ πνςηεσκχκ εηθναζιέκα ζε kDa. 
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2.2.18 Αθαίξεζε αληηζώκαηνο από ηε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο (Stripping) 

Ζ ηάεε ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ ζηδκ μπμία έπεζ βίκεζ ιεηαθμνά πνςηεσκχκ είκαζ δοκαηυκ 

κα πνδζζιμπμζδεεί πενζζζυηενεξ ηδξ ιζαξ θμνέξ. Αοηυ είκαζ ζδζαίηενα πνήζζιμ ζηδκ 

πενίπηςζδ πμο πνέπεζ κα εθεβπεεί ημ ζζυπμζμ θυνηςια ιεηαλφ ηςκ δεζβιάηςκ πμο 

ιεθεηχκηαζ ή υηακ ηα οπυ ιεθέηδ δείβιαηα είκαζ ζπάκζα ηαζ δεκ οπάνπεζ δοκαηυηδηα κα 

δδιζμονβδεμφκ πμθθέξ πακμιμζυηοπεξ ιειανάκεξ θυβς ηδξ πενζμνζζιέκδξ πμζυηδηαξ ηςκ  

δεζβιάηςκ. ε αοηέξ ηζξ πενζπηχζεζξ, δ ιειανάκδ επάκς ζηδκ μπμία έπεζ ήδδ βίκεζ 

ζπκδεέηδζδ ιε ηάπμζμ ακηίζςια, οπμαάθθεηαζ ζηδ δζαδζηαζία αθαίνεζδξ ημο ακηζζχιαημξ. 

Μεηά ηδκ αθαίνεζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ, δ ιειανάκδ είκαζ έημζιδ βζα επακαπνδζζιμπμίδζδ, 

δδθαδή βζα έκα εη κέμο ακμζμζηφπςια ηαηά Western. Γζα ημκ έθεβπμ ημο ζζμθμνηχιαημξ, 

πνδζζιμπμζείηαζ ιία πνςηεΐκδ, ηα επίπεδα ηδξ μπμίαξ δεκ αθθάγμοκ ηαηά ηζξ ζοκεήηεξ 

πναβιαημπμίδζδξ ημο πεζνάιαημξ. ηδκ πανμφζα δζδαηημνζηή δζαηνζαή, μ έθεβπμξ αοηυξ 

έβζκε ιε ακίπκεοζδ ηςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ηδξ αθοδνμβμκάζδξ ηδξ 3-θςζθμνζηήξ 

βθοηενζκαθδεΰδδξ (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH).  

H δζαδζηαζία πμο αημθμοεείηαζ βζα ηδκ αθαίνεζδ ημο ακηζζχιαημξ απυ ηδ ιειανάκδ ηδξ 

κζηνμηοηηανίκδξ είκαζ δ ελήξ:  

 Δπχαζδ ηδξ ιειανάκδξ ιε δζάθοια stripping ζημοξ 65 C βζα 45 θεπηά. 

 Πθφζζιμ ηδξ ιειανάκδξ 3 θμνέξ βζα 10 θεπηά ιε δζάθοια πθφζδξ. 

 ηέβκςια ηδξ ιειανάκδξ ηαζ θφθαλδ ζημοξ 4 C ή έκανλδ εκυξ κέμο ακμζμζηοπχιαημξ 

ηαηά Western. 

  

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ 

Γηάιπκα stripping 

2% (w/v) SDS 

50 mΜ Tris 

50 mM DTT  

Σμ pH ημο δζαθφιαημξ νοειίγεηαζ ζημ 7 ιε HCl. 

Γηάιπκα πιύζεο  

1x ΣBS/0,1% (v/v) Tween-20 

 

2.2.19 Αλνζνεληνπηζκόο (Confocal) 

Με ηδ ιέεμδμ αοηή είκαζ δοκαηυξ μ in situ εκημπζζιυξ δζάθμνςκ ηοηηανζηχκ ακηζβυκςκ (ζηα 

πανυκηα πεζνάιαηα, πνςηεΐκεξ) ιέζα ζηα ηφηηανα. Υνδζζιμπμζμφκηαζ πνςημβεκή 

ακηζζχιαηα πμο ακαβκςνίγμοκ ηα οπυ έθεβπμ ακηζβυκα ηαζ δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα πμο 
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ακαβκςνίγμοκ ηα πνςημβεκή ακηζζχιαηα ηαζ θένμοκ ηάπμζμκ ζπκδεέηδ πνμηεζιέκμο ημ 

ζφιπθμημ πμο δδιζμονβείηαζ (ακηζβυκμ-πνςημβεκέξ ακηίζςια-δεοηενμβεκέξ ακηίζςια) κα 

βίκεζ ακζπκεφζζιμ. Ο ζπκδεέηδξ πμο πνδζζιμπμζήεδηε ζηα πανυκηα πεζνάιαηα είκαζ δ 

θεμνίγμοζα πνςζηζηή FITC. οκμπηζηά, δ δζαδζηαζία πμο πναβιαημπμζείηαζ είκαζ δ ελήξ: 

 Καθθζένβεζα ηςκ ηοηηάνςκ πάκς ζε ηαθοπηνίδεξ. Σδκ διένα ημο πεζνάιαημξ, πνζκ ηδ 

δζαδζηαζία ακμζμεκημπζζιμφ, μζ ηαθοπηνίδεξ πμο θένμοκ επάκς ημοξ ηα ηφηηανα,  

πθέκμκηαζ 3 θμνέξ ιε δζάθοια PBS.  

 Μμκζιμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε 4% παναθμνιαθδεΰδδ ζε δζάθοια PBS. 

 Γζάκμζλδ ηςκ ιειανακχκ ιε 0.2% Triton X-100 ζε δζάθοια PBS. 

 Δπχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε δζάθοια blocking ακμζμσζημπδιείαξ βζα 50 θεπηά ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο.  

 Δπχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ημ πνςημβεκέξ ακηίζςια (ακηίζςια-εθέβπμο) δζαθοιέκμ ζε 

δζάθοια blocking ακμζμσζημπδιείαξ βζα 1χνα ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

 Πθφζζιμ ηςκ ηοηηάνςκ ιε δζάθοια πθφζδξ ακμζμσζημπδιείαξ 3 θμνέξ βζα 5 θεπηά, οπυ 

ακάδεοζδ. 

 Δπχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ημ δεοηενμβεκέξ ακηίζςια (ακάθμβα ιε ημ πνςημβεκέξ 

ακηίζςια πμο πνδζζιμπμζήεδηε) δζαθοιέκμ ζε δζάθοια blocking ακμζμσζημπδιείαξ βζα 

1 χνα ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Σμ δεοηενμβεκέξ ακηίζςια ακαβκςνίγεζ ηδ ζοκηδνδ-

ιέκδ πενζμπή Fc ημο ακηζζχιαημξ-εθέβπμο ηαζ είκαζ ζογεοβιέκμ ιε έκα ιυνζμ ζπκδεέηδ 

(FITC θεμνίγμοζα μοζία). 

 Πνμζεήηδ 80% βθοηενυθδξ ζε ακηζηεζιεκμθυνμ πθάηα ηαζ αφεζζδ ηδξ ηαθοπηνίδαξ πμο 

θένεζ ηα δείβιαηα ζε αοηή (mounting). Σα δείβιαηα ζηεβακμπμζμφκηαζ ιε ηάθορδ ηςκ 

ηαθοπηνίδςκ ηαζ ιμκζιμπμίδζδ αοηχκ ιε αενκίηζ κοπζχκ. Σα δείβιαηα ιπμνμφκ κα 

δζαηδνδεμφκ ζημοξ 4 C ιέπνζ ηδκ παναηήνδζή ημοξ ιε ζοκεζηζαηυ ιζηνμζηυπζμ 

ζάνςζδξ. Χξ ηοθθά πνδζζιμπμζμφκηαζ α) δείβιαηα πςνίξ ημ πνςημβεκέξ ακηίζςια ηαζ 

α) δείβιαηα ιε πνμζεήηδ ηακμκζημφ μννμφ (απυ ημκ μνβακζζιυ ζημκ μπμίμ πανάπεδηε 

ημ πνςημβεκέξ ακηίζςια) ακηί βζα πνςημβεκέξ ακηίζςια.  

 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ 

Γηάιπκα πιύζεο αλνζντζηνρεκείαο 

1x PBS/0.05% (v/v) Tween-20 

Γηάιπκα blocking αλνζντζηνρεκείαο 

3% (w/v) BSA ζε 1x PBS/0.05% (v/v) Tween-20 
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2.2.20 Πξνεηνηκαζία δεθηηθώλ θπηηάξσλ Escherichia coli 

H ιέεμδμξ ζηδνίγεηαζ ζηζξ παναηδνήζεζξ ηςκ Mandel ηαζ Higa, μζ μπμίμζ έδεζλακ υηζ ηα 

ααηηδνζαηά ηφηηανα πμο επςάγμκηαζ ιε παβςιέκμ δζάθοια CaCl2 ηαζ ζηδ ζοκέπεζα 

εενιαίκμκηαζ βνήβμνα ζημοξ 37°C ή ζημοξ 42°C, ιπμνμφκ κα οπμζημφκ επζιυθοκζδ ιε ημ 

DNA ημο ααηηδνζμθάβμο θ [385]. Καηά ηδκ πνμεημζιαζία ηςκ δεηηζηχκ ηοηηάνςκ, υθμζ μζ 

πεζνζζιμί βίκμκηαζ ιε ήπζεξ ηζκήζεζξ χζηε ηα ηφηηανα κα ιδκ οπμζημφκ αθάαεξ. Ζ δζαδζηαζία 

πενζθαιαάκεζ ηα ελήξ ζηάδζα: 

 ε ζςθήκα ηφπμο universal πνμζηίεεκηαζ οπυ άζδπηεξ ζοκεήηεξ 5 ml ενεπηζημφ οθζημφ 

L-Broth (LB) ηαζ 100 ιl ααηηδνίςκ E. coli ημο ζηεθέπμοξ XL1 blue. Ζ ηαθθζένβεζα 

δζαηδνείηαζ ζημοξ 37 C, οπυ ακαηίκδζδ βζα πενίπμο 16 χνεξ. 

 Σδκ επυιεκδ διένα: ζε 100 ml LB πνμζηίεεκηαζ, οπυ άζδπηεξ ζοκεήηεξ, 2 ml 

ααηηδνζαηήξ ηαθθζένβεζαξ. Ζ ηαζκμφνζα ηαθθζένβεζα ημπμεεηείηαζ ζε ηθίαακμ, οπυ 

ακαηίκδζδ, ζημοξ 37°C, έςξ υημο δ μπηζηή ποηκυηδηα ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζηα 600 nm κα 

θάαεζ ηδκ ηζιή 0,6. Ζ ιέηνδζδ ηδξ μπηζηήξ ποηκυηδηαξ βίκεηαζ πενζμδζηά ηαζ ςξ 

ιάνηοναξ-ηοθθυ πνδζζιμπμζείηαζ ιένμξ ημο ενεπηζημφ οθζημφ. 

 ηακ δ ηαθθζένβεζα πανμοζζάγεζ μπηζηή ποηκυηδηα ίζδ ιε 0,6 ζηα 600 nm, ιεηαθένεηαζ 

οπυ άζδπηεξ ζοκεήηεξ ζε ζςθήκα ηφπμο falcon ηαζ δ ηαθθζένβεζα δζαηδνείηαζ ζημκ πάβμ 

βζα 10 θεπηά. 

 Φοβμηέκηνδζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζε 4000 rpm βζα 10 θεπηά ζημοξ 4 C, πνμηεζιέκμο κα 

ηαηαηνδικζζημφκ ηα ααηηδνζαηά ηφηηανα. Απυννζρδ ημο οπενηεζιέκμο ηαζ δζαηήνδζδ 

ημο ζςθήκα ακαπμδμβονζζιέκμο βζα 1 θεπηυ (ζηνάββζζια). 

 Δπακαζχνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε 10 ml παβςιέκμο δζαθφιαημξ 0,1 M CaCl2 ιε ηδ 

αμήεεζα αηνμθοζίμο πζπέηαξ, ιε ήπζμοξ πεζνζζιμφξ ηαζ δζαηήνδζδ ζημκ πάβμ βζα 30 

θεπηά. 

 Φοβμηέκηνδζδ ζε 4000 rpm βζα 10 θεπηά ζε 4°C. Απυννζρδ ημο οπενηεζιέκμο ηαζ 

δζαηήνδζδ ημο ζςθήκα ακαπμδμβονζζιέκμο βζα 1 θεπηυ (ζηνάββζζια). 

 Δπακαζχνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε 2 ml παβςιέκμο δζαθφιαημξ 0,1M CaCl2. 

 Πνμζεήηδ απμζηεζνςιέκδξ βθοηενυθδξ ζε ζοβηέκηνςζδ 15% ηαζ απμεήηεοζδ ζημοξ -

80°C. 

 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ 

L-Broth (LB) 

1% (w/v) bacto-tryptone 
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0,5% (w/v) bacto-yeast extract 

1% (w/v) NaCl 

Σμ pH ημο δζαθφιαημξ νοειίγεηαζ ζημ 7, ιε 5Ν οδνμλείδζμ ημο καηνίμο (sodium hydroxide, 

ΝαΟΖ). Απμζηείνςζδ. 

 

2.2.21 Μεηαζρεκαηηζκόο βαθηεξίσλ (Transformation) 

Ζ ανπή ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ ηςκ ααηηδνίςκ ζηδνίγεηαζ ζημ βεβμκυξ υηζ ηα δεηηζηά πθέμκ 

ααηηήνζα ιπμνμφκ κα παναθάαμοκ DNA, ζε ιμνθή πθαζιζδίμο, απυ ημ δζάθοια ηαζ κα ημ 

εηθνάζμοκ οπυ ηαηάθθδθεξ ζοκεήηεξ. Καηά ημ ιεηαζπδιαηζζιυ ηςκ ααηηδνίςκ, εηηυξ απυ 

ημ ηακμκζηυ δείβια, ημ μπμίμ πενζέπεζ ηα δεηηζηά ηφηηανα ηαζ ημ πθαζιίδζμ ιε ημ μπμίμ εα 

ιεηαζπδιαηζζεμφκ ηα ηφηηανα, οπάνπεζ πάκηα έκα δείβια πμο απμηεθεί ημ εεηζηυ ιάνηονα 

ηαζ έκα πμο απμηεθεί ημκ ανκδηζηυ ιάνηονα. Σμ πθαζιίδζμ, εηηυξ απυ ηδκ έηθναζδ ημο 

βμκζδίμο πμο εέθμοιε, απμδίδεζ επίζδξ ακεεηηζηυηδηα ζε ηάπμζμ ακηζαζμηζηυ επζθμβήξ. Ο 

εεηζηυξ ιάνηοναξ απμηεθείηαζ απυ ηα δεηηζηά ηφηηανα ηαζ ιία ζοβηεηνζιέκδ πμζυηδηα 

βκςζημφ πθαζιζδίμο πμο επίζδξ ηςδζημπμζεί βζα έκα βμκίδζμ πμο απμδίδεζ ακεεηηζηυηδηα ζε 

ηάπμζμ ακηζαζμηζηυ επζθμβήξ. Ο ανκδηζηυξ ιάνηοναξ πενζέπεζ ιυκμ ηα δεηηζηά ηφηηανα 

[385]. ηδκ πνμηεζιέκδ πενίπηςζδ, δ πνςηεΐκδ πμο πανάβεηαζ απυ ημ βμκίδζμ 

ακεεηηζηυηδηαξ είκαζ δ α-θαηηαιάζδ ηαζ ςξ ακηζαζμηζηυ επζθμβήξ πνδζζιμπμζείηαζ δ 

αιπζηζθθίκδ. Ζ δζαδζηαζία πμο πναβιαημπμζείηαζ είκαζ δ ελήξ: 

 ε ηάεε έκακ απυ ημοξ ζςθήκεξ ιζηνμθοβμηέκηνμο πνμζηίεεκηαζ 100 ιl δεηηζηχκ 

ηοηηάνςκ. ημκ ανκδηζηυ ιάνηονα δεκ πνμζηίεεηαζ ηίπμηα άθθμ, ζημ εεηζηυ ιάνηονα 

πνμζηίεεκηαζ 5 ng ζοβηεηνζιέκμο πθαζιζδίμο ηαζ ζημ ηακμκζηυ δείβια πνμζηίεεκηαζ 10 

ng ημο πθαζιζδίμο πμο ιαξ εκδζαθένεζ. Σα δείβιαηα ημπμεεημφκηαζ ζημκ πάβμ βζα 30 

θεπηά, ζηδ ζοκέπεζα ζημοξ 42 C βζα 1 θεπηυ ηαζ επακαθένμκηαζ ζημκ πάβμ. 

 Όζηενα απυ 10 θεπηά, ηα ηφηηανα επζζηνχκμκηαζ ζε ηνοαθία ηα μπμία πενζέπμοκ άβαν 

πμο θένεζ ημ ακηζαζμηζηυ επζθμβήξ, δδθαδή ηδκ αιπζηζθθίκδ. 

 Σα ηνοαθία ημπμεεημφκηαζ ακεζηναιιέκα ζε επςαζηζηυ ηθίαακμ ζημοξ 37°C βζα 15-24 

χνεξ. 

 Σδκ επυιεκδ ιένα ηαηαιεηνμφκηαζ μζ απμζηίεξ ηυζμ ημο δείβιαημξ υζμ ηαζ ημο εεηζημφ 

ιάνηονα. Ζ απυδμζδ ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ εηθνάγεηαζ ζε ανζειυ απμζηζχκ ακά ιg 

DNA πμο πνδζζιμπμζήεδηε. 
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ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ 

Ακπηθηιιίλε (50 mg/ml) 

1 g Pentrexyl ζε 10 ml ddH2O ηαζ 10 ml αζεακυθδξ 100% 

Άγαξ 

1% (w/v) bacto-tryptone 

0,8% (w/v) NaCl 

1,2% (w/v) άβαν 

Αημθμοεεί απμζηείνςζδ ημο άβαν. ηακ δ εενιμηναζία θηάζεζ ζημοξ 40 C, πνμζηίεεηαζ δ 

αιπζηζθθίκδ (χζηε δ ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ κα είκαζ 100 ιg/ml), ημ άβαν ιμζνάγεηαζ ζηα 

ηνοαθία, ηα μπμία δζαηδνμφκηαζ ζε ζηαεενυ ιένμξ βζα κα ζηενεμπμζδεεί ημ άβαν. Σα ηνοαθία 

δζαηδνμφκηαζ βζα πενίπμο 24 χνεξ ζημοξ 37 C ηαζ απμεδηεφμκηαζ ζημοξ 4°C. 

 

 Μηθξέο θαιιηέξγεηεο 

ε ζςθήκα ηφπμο universal πνμζηίεεκηαζ 5 ml απμζηεζνςιέκμο ενεπηζημφ οθζημφ Super 

Broth (SB), ιία ααηηδνζαηή απμζηία, δ μπμία θένεζ ημ πθαζιίδζμ πνμξ απμιυκςζδ ηαζ 

αιπζηζθθίκδ ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 400 ιg/ml. Οζ ηαθθζένβεζεξ αοηέξ επςάγμκηαζ οπυ 

ακαηίκδζδ ζημοξ 37 C βζα πενίπμο 16 χνεξ. 

 

 Μεζαίεο θαιιηέξγεηεο 

ε ιεβάθεξ θθάζηεξ πνμζηίεεκηαζ 500 ml απμζηεζνςιέκμο SB, 2 ml ααηηδνζαηχκ ηοηηάνςκ 

ηαζ αιπζηζθθίκδ, πνμηεζιέκμο δ ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ αοηήξ κα είκαζ 400 ιg/ml. Οζ 

ηαθθζένβεζεξ αοηέξ επςάγμκηαζ οπυ ακαηίκδζδ ζημοξ 37°C βζα πενίπμο 16 χνεξ. 

 

2.2.22 Απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA 

Γζα ηδκ απμιυκςζδ ημο πθαζιζδζαημφ DNA πνδζζιμπμζήεδηε ημ Quantum PrepTM Plasmid 

Midiprep Kit ηδξ BIORAD, ημ μπμίμ εθανιυγεζ έκα αεθηζζημπμζδιέκμ πνςηυημθθμ 

αθηαθζηήξ θφζδξ ηαζ έκα παηεκηανζζιέκμ ηαθμφπζ πνυζδεζδξ DNA, ημ μπμίμ απμηεθείηαζ 

απυ ημκ ελςζηεθεηυ δζμλεζδίμο ημο πονζηίμο ηςκ δζαηυιςκ. Πανέπεζ ορδθή απυδμζδ ηαζ 

ηαεανυηδηα ιέζς ιίαξ απθήξ ηαζ ζφκημιδξ δζαδζηαζίαξ. Σα αήιαηα πμο αημθμοεμφκηαζ 

είκαζ ηα ελήξ:    

 Μεηαθμνά 40 ml ηςκ ιεζαίςκ ηαθθζενβεζχκ ζε ζςθήκεξ θοβμηέκηνμο ηςκ 50 ml ηαζ 

ηαηααφεζζδ ηςκ ααηηδνίςκ ιε θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 5000 rpm βζα 5 θεπηά. 
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 Απυννζρδ ημο οπενηεζιέκμο ηαζ ακαδζάθοζδ ημο ζγήιαημξ ηςκ ααηηδνζαηχκ ηοηηάνςκ 

ιε ηδ αμήεεζα vortex ζε 5 ml δζαθφιαημξ ακαδζάθοζδξ ηςκ ηοηηάνςκ (Cell 

Resunspension Solution).  

 Πνμζεήηδ 5 ml δζαθφιαημξ θφζδξ ηςκ ηοηηάνςκ (Cell Lysis Solution) ηαζ ακαηίκδζδ 

ημο ζςθήκα 6-8 θμνέξ, χζηε κα ακαιζπεμφκ ηα δζαθφιαηα.  

 Πνμζεήηδ 5 ml δζαθφιαημξ Neutralization Solution ηαζ ήπζα ακάδεοζδ, ακαπμδμβο-

νίγμκηαξ ηα θζαθίδζα 6-8 θμνέξ.  

 Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ ζε 8000 rpm βζα 10 θεπηά ηαζ ιεηαθμνά ημο οπενηεζιέκμο ζε 

κέμ ζςθήκα. 

 Πνμζεήηδ 1 ml δζαθφιαημξ Quantum Prep matrix, ήπζα ακάδεοζδ βζα 15-30 δεο/πηα ηαζ 

θοβμηέκηνδζδ βζα 2 θεπηά ζηζξ 8000 rpm.  

 Απυννζρδ ημο οπενηεζιέκμο, πνμζεήηδ 10 ml δζαθφιαημξ πθφζδξ ζημ ίγδια ηαζ 

ακαδζάθοζδ ημο ζγήιαημξ ιε ακάδεοζδ. 

 Φοβμηέκηνδζδ ζε 8000 rpm βζα 2 θεπηά, απυννζρδ ημο οπενηεζιέκμο ηαζ επακαδζάθοζδ 

ημο ζγήιαημξ ζε 600 ιl δζαθφιαημξ πθφζδξ. 

 Μεηαθμνά ημο ακαδζαθοιέκμο ζγήιαημξ ζε ιία εζδζηή ημθχκα θοβμηέκηνδζδξ ιέζα ζε 

έκα ζοθθεηηηυ ζςθήκα ηςκ 2 ml ηαζ θοβμηέκηνδζδ βζα 30 δεο/πηα ζηζξ 12000 g.   

 Αθαίνεζδ ημο δζαθφιαημξ πθφζδξ απυ ημκ πάημ ημο ζςθήκα ηαζ πνμζεήηδ 500 ιl 

δζαθφιαημξ πθφζδξ ζηδκ ημθχκα. 

 Φοβμηέκηνδζδ βζα 30 δεοηενυθεπηα ζηζξ 12000 g ηαζ αθαίνεζδ ημο δζαθφιαημξ πθφζδξ 

απυ ημκ πάημ ημο ζςθήκα. 

 Αημθμοεμφκ άθθεξ δφμ θοβμηεκηνήζεζξ ζηζξ 14000 rpm βζα 2 θεπηά βζα κα 

απμιαηνοκεεί ημ εκαπμιείκακ δζάθοια πθφζδξ ηαζ έπεζηα ιεηαθένεηαζ δ ημθχκα 

θοβμηέκηνδζδξ ζε έκα κέμ ζοθθεηηηυ ζςθήκα ηςκ 2 ml. 

 Πνμζεήηδ 600 ιl ΣΔ ζηδκ ημθχκα ηαζ θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 14000 rpm βζα 2 θεπηά. 

 Απμιάηνοκζδ ηδξ ημθχκαξ ηαζ απμεήηεοζδ ημο πθαζιζδζαημφ DNA ζημοξ -20 C.   

 Φςημιέηνδζδ ζε ηοαέηηεξ παθαγία. Πνμηεζιέκμο κα οπμθμβζζηεί δ ζοβηέκηνςζδ ημο 

DNA ζε ηάεε δείβια, ιεηνζέηαζ δ μπηζηή ημο ποηκυηδηα ζηα 260 nm ηαζ ζηα 280 nm. 

Γζάθοια DNA ιε μπηζηή ποηκυηδηα 1 ζηα 260 nm πενζέπεζ 50 ιg DNA/ml. Ζ 

ηαεανυηδηά ημο οπμδδθχκεηαζ απυ ημ θυβμ OD260/OD280, μ μπμίμξ πνέπεζ κα είκαζ > 1.8. 
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2.2.23 Πέςεηο DNA κε ηε ρξήζε ησλ πεξηνξηζηηθώλ ελδνλνπθιεαζώλ 

Πνμηεζιέκμο κα επζαεααζςεεί υηζ απμιμκχεδηε ημ ζςζηυ πθαζιίδζμ, αημθμφεδζε πέρδ ημο 

πθαζιζδίμο ιε ηα ηαηάθθδθα πενζμνζζηζηά έκγοια. οβηεηνζιέκα, ζε έκα ιζηνυ ζςθήκα 

ιζηνμθοβμηέκηνμο πνμζηίεεκηαζ ηα παναηάης: 

1. 1 ιg DNA ημ μπμίμ εα οπμζηεί πέρδ. 

2. Ροειζζηζηυ δζάθοια ζημ μπμίμ δνα ημ έκγοιμ, χζηε δ ζοβηέκηνςζή ημο ζημ ιίβια 

ηδξ ακηίδναζδξ, απυ 10x κα βίκεζ 1x. 

3. Ο ζοκμθζηυξ υβημξ ημο εκγφιμο δεκ πνέπεζ κα λεπενκά ημ 10% ημο ζοκμθζημφ υβημο 

ηδξ πέρδξ (3 units εκγφιμο/1 ιg DNA). Αοηυ βζαηί ηα έκγοια δζαηδνμφκηαζ ιέζα ζε 

βθοηενίκδ, δ μπμία υιςξ ζε ακαθμβία > 10% ιέζα ζημ ιίβια ηδξ ακηίδναζδξ, δνα ςξ 

απεκενβμπμζδηήξ ηςκ εκγφιςκ. Δάκ ζε ιζα πέρδ πνδζζιμπμζδεμφκ πενζζζυηενα απυ 

έκα έκγοια, μ παναπάκς πενζμνζζιυξ ζζπφεζ βζα ημ άενμζζια ηδξ πμζυηδηαξ ηςκ 

εκγφιςκ ηαζ υπζ βζα ηαεέκα λεπςνζζηά. 

4. ddH2O έςξ ηεθζηυ υβημ 20 ιl. 

Σμ ιίβια επςάγεηαζ βζα 180 θεπηά ζημοξ 37°C ηαζ αημθμοεεί δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια 

αβανυγδξ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 20 Υάξηεο Πιαζκηδίσλ 

Σμ πθαζιίδζμ pcDNA3.1/Myc-His-CHIP πμο πενζέπεζ ημ cDNA βζα ηδκ ακενχπζκδ CHIP 

θζβάζδ ηαζ ημ πθαζιίδζμ pBJ1-neo.subunitα5 πμο πενζέπεζ ημ cDNA βζα ηδ α5 πνςηεμζςιζηή 

οπμιμκάδα.  

 

 

 

  

Full length human 

CHIP cDNA 

β 
5 

β 
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2.2.24 Δπηκόιπλζε ησλ θπηηάξσλ 

 ηαζεξή επηκόιπλζε θπηηάξσλ (stable transfection) 

Ζ ιέεμδμξ ααζίγεηαζ ζηδκ ανπή υηζ ημ DNA πμο πνυηεζηαζ κα εζζαπεεί ζημ ηφηηανμ, 

πενζαάθθεηαζ απυ θζπζδζηά ιυνζα. ηδ ζοκέπεζα, είηε αθθδθεπζδνά άιεζα ιε ηδκ ηοηηανζηή 

ιειανάκδ είηε πνμζθαιαάκεηαζ απυ ημ ηφηηανμ ιε εκδμηοηηάνςζδ απμοζία οπμδμπέα. Ζ 

ιέεμδμξ ηδξ επζιυθοκζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ηδ πνήζδ ηςκ θζπζδίςκ ζηδνίγεηαζ ανπζηά ζηδ 

ζοιπφηκςζδ ημο ιμνίμο DNA πμο πνυηεζηαζ κα εζζαπεεί ζημ ηφηηανμ ηζ αοηυ 

ελαζθαθίγεηαζ νοειίγμκηαξ ηδκ ζμκζηή ζζπφ ηαζ ημ pH ημο δζαθφιαημξ. Σα ορδθμφ ααειμφ 

ζοιπφηκςζδξ ιυνζα DNA πενζαάθθμκηαζ απυ θζπίδζα πμο έπμοκ ηδκ ζδζυηδηα κα 

ζπδιαηίγμοκ ιοηήθζα ηαζ έηζζ δδιζμονβμφκηαζ ζοιποηκςιέκα ζφιπθμηα θζπζδίςκ-ιμνίςκ 

DNA. Σα ζφιπθμηα αοηά, ηαεχξ πενζαάθθμκηαζ απυ ιοηήθζα πνμζημθθχκηαζ ηαζ ηεθζηά 

ζοκηήημκηαζ ιε ηδκ ανκδηζηά θμνηζζιέκδ ηοηηανζηή ιειανάκδ. 

   οβηεηνζιέκα, πναβιαημπμζήεδηε επζιυθοκζδ ηςκ αεακαημπμζδιέκςκ ηοηηάνςκ WI38/T 

ιε ημ πθαζιίδζμ pBJ1-neo.subunit α5. Υνδζζιμπμζήεδηε ημ kit ηδξ Qiagen, ημ μπμίμ πανέπεζ 

ηα δζαθφιαηα πμο απαζημφκηαζ ηαζ ζοβηεηνζιέκα: 

α) ημ ηαηάθθδθμ νοειζζηζηυ δζάθοια (Βuffer EC) πμο ελαζθαθίγεζ ημ pH βζα ηδκ ακηίδναζδ 

ζοιπφηκςζδξ ημο DNA,  

α) ημ δζάθοια εκίζποζδξ ηδξ ζοιπφηκςζδξ ηςκ ιμνίςκ DNA (Δnhancer), 

β) ηα θζπζδζηά ιυνζα πμο εα πενζαάθθμοκ ηα ζοιποηκςιέκα ιυνζα ημο DNA ηζ έηζζ εα 

ιεηαθενεμφκ ζημ εζςηενζηυ ημο ηοηηάνμο (Effectene Transfection Reagent). 

οκμπηζηά, ηα ζηάδζα είκαζ ηα ελήξ: 

 4 x 10
5
 ηφηηανα επζζηνχκμκηαζ ζε ηνοαθία petri πανμοζία πθήνμοξ ενεπηζημφ οθζημφ 

ηαζ ηαθθζενβμφκηαζ οπυ ηζξ ζοκήεεζξ ζοκεήηεξ ηαθθζένβεζαξ (37°C ηαζ 5% CO2). 48 

χνεξ ανβυηενα, υηακ δ ποηκυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ είκαζ πενίπμο 50 % αημθμοεεί δ 

επζιυθοκζδ.  

 Αναίςζδ 1 ιg DNA, δζαθοιέκμο ζε ΣΔ, ιε ημ Βuffer EC ιέπνζ ημο υβημο ηςκ 150 ιl 

ηαζ πνμζεήηδ 8 ιl δζαθφιαημξ Enhancer.  

 Ακάιζλδ ιε vortex βζα 1 δεοηενυθεπημ ηαζ επχαζδ ημο ιίβιαημξ ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο βζα 5 θεπηά. 

 Πνμζεήηδ ζημ ιίβια ηδξ πνμδβμφιεκδξ ακηίδναζδξ 25 ιl δζαθφιαημξ Effectene 

Transfection Reagent ηαζ ακάιζλδ ιε vortex βζα 10 δεοηενυθεπηα. 

 Δπχαζδ ημο ιίβιαημξ βζα 10 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα κα ζπδιαηζζημφκ ηα 

ζφιπθμηα ηδξ επζιυθοκζδξ. 
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 Καηά ηδ δζάνηεζα ηδξ επχαζδξ αοηήξ, πναβιαημπμζείηαζ απμιάηνοκζδ ημο ενεπηζημφ 

ιέζμο απυ ηα ηφηηανα ηαζ λέπθοια ιε νοειζζηζηυ δζάθοια PBS. Πνμζεήηδ 4 ml 

πθήνμοξ ενεπηζημφ ιέζμο ζηα ηφηηανα. 

 Πνμζεήηδ 1 ml πθήνμοξ ενεπηζημφ ιέζμο ζημ ζςθήκα πμο πενζέπεζ ηα ζφιπθμηα ηδξ 

επζιυθοκζδξ ηαζ ακάιζλδ ιε ήπζμ πζπεηάνζζια. Σέθμξ, ημ παναπάκς ιίβια πνμζηίεεηαζ 

ζηα ηφηηανα ηαζ ιε εθαθνά ακαηίκδζδ ηαηακέιεηαζ μιμζυιμνθα ζημ ηνοαθίμ.  

Δπεζδή πνυηεζηαζ βζα ζηαεενή επζιυθοκζδ, ηα επζιμθοζιέκα ηφηηανα πςνίγμκηαζ ζε 

δζάθμνεξ αναζχζεζξ φζηενα απυ 48 χνεξ ηαζ δζαηδνμφκηαζ ζε επζθεηηζηυ ιέζμ ηαθθζένβεζαξ 

πμο πενζέπεζ G418/κεμιοηίκδ ςξ ακηζαζμηζηυ επζθμβήξ. Έηζζ, βίκεηαζ επζθμβή ηοηηάνςκ πμο 

έπμοκ εκζςιαηχζεζ ημ πθαζιζδζαηυ DNA ζημ βμκζδίςιά ημοξ ηαζ εηθνάγμοκ πανάθθδθα ιε 

ημ οπυ ιεθέηδ βμκίδζμ ηαζ ημ βμκίδζμ πμο πνμζδίδεζ ακεεηηζηυηδηα ζημ παναπάκς 

ακηζαζμηζηυ, ζημ μπμίμ οπυ ηακμκζηέξ ζοκεήηεξ ηα εοηανοςηζηά ηφηηανα δεκ επζαζχκμοκ. Σμ 

επζθεηηζηυ ιέζμ ακακεχκεηαζ ηάεε 3-4 διένεξ. Απμζηίεξ ζηαεενχκ, αιζβχκ ηθχκςκ 

απμιμκχκμκηαζ φζηενα απυ 3-4 εαδμιάδεξ επζθμβήξ/ακάπηολδξ ζημ παναπάκς ιέζμ. Ζ 

απμιυκςζδ ηςκ ηθχκςκ βίκεηαζ ιε ηδ πνήζδ πθαζηζηχκ ηνίηςκ δζαιέηνμο 0,6 cm, μζ μπμίμζ 

πνμζημθθχκηαζ ζημ οπυζηνςια ημο ηνοαθίμο βζα κα πενζαάθθμοκ ηάεε απμζηία λεπςνζζηά. 

Σα ηφηηανα απμημθθχκηαζ ιε ηδ αμήεεζα ενορίκδξ ηαζ ηάεε ηθχκμξ ιεηαθένεηαζ ζε 24-well 

ηνοαθίμ. ηακ δδιζμονβδεεί πθήνεξ ηαπήηζμ, ηα ηφηηανα ενορζκμπμζμφκηαζ ηαζ ιεηαθέ-

νμκηαζ ζε 6-well ηνοαθίμ ηαζ ηέθμξ ζε θθάζηα 75 cm
2
. ε υθεξ ηζξ πενζπηχζεζξ, ηα 

επζιμθοζιέκα ηφηηανα εθέβπμκηαζ ςξ πνμξ ηδκ έηθναζδ ηςκ ακηίζημζπςκ επζιμθοζιέκςκ 

βμκζδίςκ ιε ακμζμζηφπςια ηαηά Western. 

 

 Πξνζσξηλή επηκόιπλζε θπηηάξσλ 

Ζ πνμζςνζκή επζιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ α) βζα ηδκ οπενέηθναζδ ηςκ πθαζιζδίςκ 

pcDNA3.1/Myc-His-CHIP ηαζ PMT123 (HA-Ub), ηαεχξ ηαζ ηςκ μπδιάηςκ έηθναζδξ 

(πθαζιίδζα έηθναζδξ πμο δε θένμοκ ημ cDNA ηςκ βμκζδίςκ ημο εκδζαθένμκημξ) ηαζ β) βζα 

ηδκ απμζζχπδζδ ηςκ βμκζδίςκ Mdm2 ηαζ CHIP ιε ηα ηαηάθθδθα μθζβμκμοηθεμηίδζα siRNA 

(small interfering RNA), έβζκε ιε ηδ πνήζδ ηδξ Lipofectamine 2000 ηδξ Invitrogen. 

οκμπηζηά, ηα ζηάδζα είκαζ ηα ελήξ: 

 Ζ ηαηάθθδθδ πμζυηδηα ημο DNA ή ηςκ siRNA δζαθφεηαζ ζε ιέζμ ηαθθζένβεζαξ πςνίξ 

ηδκ πνμζεήηδ μννμφ (Opti-MEM) ηαζ αημθμοεεί ήπζα ακάιζλδ. 

 Ακηίζημζπδ πμζυηδηα θζπμθεηηαιίκδξ ακαιζβκφεηαζ ιε Opti-MEM ηαζ επςάγεηαζ βζα 5 

θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 
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 Ζ δζαθοιέκδ θζπμθεηηαιίκδ ζοκδοάγεηαζ ηαζ ακαιζβκφεηαζ ιε ημ δζαθοιέκμ DNA ή ηα 

δζαθοιέκα siRNAs ιε ήπζα ακαηίκδζδ. Αημθμοεεί επχαζδ βζα 20 θεπηά ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο. 

 Σα ζφιπθμηα πνμζηίεεκηαζ ζηα ηφηηανα ηαζ ιε εθαθνά ακαηίκδζδ ηαηακέιμκηαζ 

μιμζυιμνθα ζημ ηνοαθίμ.  

ηδκ πενίπηςζδ ηδξ οπενέηθναζδξ ηςκ βμκζδίςκ, έπεζηα απυ 24 χνεξ, ηα ηφηηανα 

ζοθθέβμκηαζ ηαζ αημθμοεεί ακάθοζδ ηαηά Western. ηδκ πενίπηςζδ ηδξ απμζζχπδζδξ ημο 

βμκζδίμο Mdm2, ηα ηφηηανα επζιμθφκεδηακ δφμ θμνέξ ιε ηα siRNA μθζβμκμοηθεμηίδζα 

αθήκμκηαξ δζάζηδια 24 ςνχκ κα ιεζμθααήζεζ ιεηαλφ ηςκ επζιμθφκζεςκ ηαζ ακαθφεδηακ 

ιε Western 48 χνεξ ανβυηενα. ιςξ, βζα ηδκ απμζζχπδζδ ημο βμκζδίμο CHIP, ηα ηφηηανα 

επζιμθφκεδηακ δφμ θμνέξ αθήκμκηαξ δζάζηδια 48 ςνχκ κα ιεζμθααήζεζ ιεηαλφ ηςκ 

επζιμθφκζεςκ ηαζ ακαθφεδηακ ιε Western 48 χνεξ ανβυηενα. ακ ηφηηανα-ιάνηονεξ 

πνδζζιμπμζήεδηακ ηφηηανα πμο επζιμθφκεδηακ ιε μθζβμκμοηθεμηίδζα siRNA πμο δεκ 

πενζείπακ ηακέκα ζηυπμ (siCON). Σα μθζβμκμοηθεμηίδζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ θαίκμκηαζ 

ζημκ Πίκαηα 4. 

 

Πίλαθαο 4 Οιηγνλνπθιενηίδηα siRNA 

 

2.2.25 ηαηηζηηθή αλάιπζε 

Ζ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ ηαζ ηα βναθήιαηα πναβιαημπμζήεδηακ ιε ηδ αμήεεζα ημο Microsoft 

Excel. Ζ ποηκμιεηνζηή ακάθοζδ, δδθαδή δ πμζμηζημπμίδζδ ηςκ ακμζμζηοπςιάηςκ ηαηά 

Western, έβζκε ιε ηδ αμήεεζα ημο θμβζζιζημφ πνμβνάιιαημξ Image Quant 5.2. θεξ μζ ηζιέξ 

ηυζμ ζημοξ πίκαηεξ υζμ ηαζ ζηα βναθήιαηα, απεζημκίγμκηαζ ςξ μ ιέζμξ υνμξ 3 ακελάνηδηςκ 

ιεηνήζεςκ ± ηδκ ηοπζηή απυηθζζδ (standard deviation, SD), εηηυξ ακ ακαθένεηαζ ηάηζ 

δζαθμνεηζηυ. Οζ ιεηνήζεζξ εηθνάγμκηαζ ςξ % πμζμζηά, υπμο ςξ 100% μνίγεηαζ, αοεαίνεηα 

siMdm2 

GCCAGUAUAUUAUGACUAA, 

GAACAAGAGACCCUGGUUA, 

GAAUUUAGACAACCUGAAA, 

GAUGAGAAGCAACAACAUA 

On-target Smartpool (Dharmacon) 

siCHIP 

CGCUGGUGGCCGUGUAUUA, 

GUGGAGGACUACUGAGGUU, 

GAAGGAGGUUAUUGACGCA, 

UGGAAGAGUGCCAGCGAAA 

On-target Smartpool (Dharmacon) 
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ηάεε θμνά, δ ιέηνδζδ ζηα ηφηηανα - ιάνηονεξ (CON, control). Σα δεδμιέκα ακαθφεδηακ ιε 

ηδ αμήεεζα ηδξ ιεευδμο εθέβπμο δζαηφιακζδξ ηαηά έκακ πανάβμκηα (ANOVA Single Factor 

Test) ηαζ δ ηζιή p (p-value) πνδζζιμπμζήεδηε πνμηεζιέκμο κα ηαεμνζζηεί ημ επίπεδμ 

ζδιακηζηυηδηαξ ηςκ απμηεθεζιάηςκ. ηα πανυκηα πεζνάιαηα, ημ επίπεδμ ζδιακηζηυηδηαξ 

(α) μνίζηδηε ςξ α > 99%, ιε p < 0,01 ή p < 0,05, δδθαδή δ πζεακυηδηα μζ ακαθενυιεκεξ 

δζαθμνέξ ζηζξ ηζιέξ ιεηαλφ ηςκ ζοβηνζκυιεκςκ δεζβιάηςκ κα μθείθμκηαζ ζε ηοπαζυηδηα ηαζ 

κα ιδκ είκαζ αθδεείξ, κα είκαζ ιζηνυηενδ ημο 1% ή ημο 5%, ακηίζημζπα. 
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3. ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

 

3.1 Κπηηαξηθή γήξαλζε HFL-1 εκβξπηθώλ ηλνβιαζηώλ 

Πνμημφ πνμπςνήζμοιε ζηδ ιεθέηδ ημο πνςηεμθοηζημφ ζοζηήιαημξ ηςκ HFL-1 ηοηηάνςκ, 

εθέβλαιε ζοβηεηνζιέκμοξ δείηηεξ ηοηηανζηήξ βήνακζδξ, υπςξ είκαζ μζ ιεζςιέκεξ 

πνςηεμθοηζηέξ εκενβυηδηεξ ηαζ δ οπενέηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ p16. Οζ δείηηεξ αοημί είκαζ 

εκδεζηηζημί βζα ηδ βήνακζδ άθθςκ ηοηηανζηχκ ζεζνχκ, υπςξ μζ ακενχπζκμζ ειανοσημί 

ζκμαθάζηεξ WI38, IMR90 ηαζ MRC5 [386, 387]. 

Γζα ημ θυβμ αοηυ, ακενχπζκμζ ειανοζημί ζκμαθάζηεξ HFL-1 ηαθθζενβήεδηακ έςξ ηδ θάζδ 

ηδξ ιδ ακηζζηνεπηήξ απχθεζαξ ηδξ πμθθαπθαζζαζηζηήξ ημοξ ζηακυηδηαξ ηαζ απμιμκχεδηακ 

πνςηεΐκεξ απυ κεανά (CPD < 25) ηαζ βδναζιέκα (CPD > 57) in vitro ηφηηανα. Ανπζηά, 

ιεηνήεδηακ μζ εζδζηέξ πνςηεμθοηζηέξ εκενβυηδηεξ ημο πνςηεμζχιαημξ, εκχ 

πναβιαημπμζήεδηε ηαζ ακάθοζδ ηαηά Western ηςκ α-ηαηαθοηζηχκ οπμιμκάδςκ ημο 

πνςηεμζχιαημξ. ηδκ εζηυκα 21, ηα βναθήιαηα απεζημκίγμοκ ηα επίπεδα ηςκ εκενβμηήηςκ 

ποιμενορίκδξ (α5), πεπηζδοθμβθμοηάιοθμ-οδνμθάζδξ (α1) ηαζ ενορίκδξ (α2) ακάιεζα ζε 

κεανά ηαζ βδναζιέκα in vitro HFL-1 ηφηηανα. Οζ ηνεζξ εζδζηέξ εκενβυηδηεξ ανέεδηακ 

ζηαηζζηζηά ζδιακηζηά ιεζςιέκεξ ζηα βδναζιέκα ηφηηανα ζε ζπέζδ ιε ηα κεανά (1,56 θμνέξ 

βζα ηδκ εκενβυηδηα ποιμενορίκδξ, 1,6 θμνέξ βζα ηδκ εκενβυηδηα πεπηζδοθμβθμοηάιοθμ-

οδνμθάζδξ ηαζ 2,27 θμνέξ βζα ηδκ εκενβυηδηα ενορίκδξ) ιε ιεβαθφηενδ ιείςζδ ζηδκ 

εκενβυηδηα πεπηζδοθμβθμοηάιοθμ-οδνμθάζδξ (Δζη. 21). 

ηδ ζοκέπεζα, ακζπκεφηδηακ ηα επίπεδα πνςηεσκζηήξ έηθναζδξ ηςκ α-ηαηαθοηζηχκ 

οπμιμκάδςκ ημο πνςηεμζχιαημξ ιε ακάθοζδ ηαηά Western (Δζη. 22). Σα επίπεδα ηςκ 

οπμιμκάδςκ πμο απμηεθμφκ ηα ηαηαθοηζηά ηέκηνα ημο πονήκα ημο πνςηεμζχιαημξ, α1, α2 

ηαζ α5, πμο θένμοκ ηα εκενβά ηέκηνα βζα ηζξ εκενβυηδηεξ πεπηζδοθμβθμοηάιοθμ-οδνμθάζδξ, 

ενορίκδξ ηαζ ποιμενορίκδξ ακηίζημζπα [388-391], ανέεδηακ ιεζςιέκα ζηα βδναζιέκα 

ηφηηανα ζε ζπέζδ ιε ηα κεανά, ζε ζοιθςκία ηαζ ιε πνμδβμφιεκδ ιεθέηδ [386]. 
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Δηθόλα 21 Δλεξγόηεηεο πξσηενζώκαηνο ζε λεαξά θαη γεξαζκέλα HFL-1 θύηηαξα 

Οζ εκενβυηδηεξ εηθνάζηδηακ ςξ εηαημζηζαία πμζμζηά, υπμο ζακ 100% μνίζηδηε μ ιέζμξ 

υνμξ ηςκ ηζιχκ εκενβμηήηςκ πμο ακζπκεφηδηακ ζηα κεανά ηφηηανα. Καζ μζ ηνεζξ εκενβυηδηεξ 

ανέεδηακ ζδιακηζηά ιεζςιέκεξ (p < 0,05) ζηα βδναζιέκα ηφηηανα ζε ζπέζδ ιε ηα κεανά. Ζ 

ακίπκεοζδ ηςκ εκενβμηήηςκ έβζκε ιε 10 ιg πνςηεσκζηχκ εηποθζζιάηςκ απυ ηάεε δείβια. Ζ 

ηθίιαηα πμο πνδζζιμπμζείηαζ ζημκ ηάεεημ άλμκα είκαζ θμβανζειζηή. Οζ ηζιέξ απμηεθμφκ ημ 

ιέζμ υνμ 3 ακελάνηδηςκ ιεηνήζεςκ ± ηοπζηή απυηθζζδ (SD). Οζ ηζιέξ πμο ακαβνάθμκηαζ 

δίπθα απυ ηάεε βνάθδια απμηεθμφκ ηζξ ηζιέξ p (p-value) πμο πνμηφπημοκ απυ ηδ ζηαηζζηζηή 

ακάθοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ιε ηδ αμήεεζα ημο εθέβπμο δζαηφιακζδξ ηαηά έκακ πανάβμκηα 

(ANOVA Single Factor Test). Οζ ηζιέξ αοηέξ πνμηφπημοκ απυ ηδ ζφβηνζζδ ηςκ ηζιχκ 

εκενβμηήηςκ ηςκ δζαθμνεηζηχκ, ακελάνηδηςκ ιεηνήζεςκ βζα ηα βδναζιέκα ηφηηανα ηαζ βζα 

ηάεε εκενβυηδηα λεπςνζζηά ιε ηζξ ακηίζημζπεξ ηζιέξ βζα ηα κεανά ηφηηανα. Σζιή p < 0,05 

ζδιαίκεζ υηζ δ πζεακυηδηα μζ παναηδνμφιεκεξ δζαθμνέξ ζηζξ εκενβυηδηεξ ακάιεζα ζηα κεανά 

ηαζ ζηα βδναζιέκα ηφηηανα, κα μθείθμκηαζ ζε ηοπαζυηδηα ηαζ κα ιδκ είκαζ αθδεείξ, είκαζ 

ιζηνυηενδ ημο 5%. 
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Δηθόλα 22 Αλάιπζε θαηά Western ησλ θαηαιπηηθώλ ππνκνλάδσλ ηνπ 20S 

πξσηενζσκηθνύ ζπκπιόθνπ ζε λεαξά θαη γεξαζκέλα HFL-1 θύηηαξα 

Ακμζμζηφπςια ηαηά Western πνςηεμζςιζηχκ οπμιμκάδςκ ημο 20S (α1, α2 ηαζ α5). 

Ζθεηηνμθμνήεδηακ 10 ιg μθζηήξ πνςηεΐκδξ. Πνμηεζιέκμο κα επζαεααζςεεί μ βδναζιέκμξ 

θαζκυηοπμξ ηςκ ηοηηάνςκ, ζηδ ιειανάκδ έβζκε ηαζ ακίπκεοζδ ηδξ οπενέηθναζδξ ηδξ 

πνςηεΐκδξ p16. Σα ιμνζαηά αάνδ ηςκ πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ ζημκ πίκαηα 3 ζηα Τθζηά ηαζ 

Μέεμδμζ. 

 

πκπέξαζκα 1: 

Δπμιέκςξ, ηα HFL-1 ηφηηανα είκαζ ζδακζηά βζα ηδ ιεθέηδ ηςκ πνςηεμθοηζηχκ 

ιδπακζζιχκ πμο εκδζαθένμοκ αοηήκ ηδ δζαηνζαή, δεδμιέκμο υηζ πανμοζζάγμοκ ημοξ 

παναηηδνζζηζημφξ δείηηεξ μζ μπμίμζ είκαζ εκδεζηηζημί ημο θαζκμιέκμο ηδξ ηοηηανζηήξ 

βήνακζδξ. 
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3.2 Μειέηε ηεο έθθξαζεο ζπγθεθξηκέλσλ ηύπσλ Δ3 ελδύκσλ (ιηγάζεο νπκπηθηηίλεο) ζε 

λεαξά θαη γεξαζκέλα HFL-1 θύηηαξα 

Δίκαζ πθέμκ βκςζηυ υηζ ηαεμνζζηζηυ νυθμ ζηδκ ελέθζλδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ ζδζαίηενα 

ζηδκ απυθαζδ βζα παφζδ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ηαζ είζμδμ ημο ηοηηάνμο ζε θάζδ βήνακζδξ 

δζαδναιαηίγεζ μ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ p53, αθθά ηαζ ηα ιυνζα – ακαζημθείξ ηςκ 

ηοηθζκμ-ελανηχιεκςκ ηζκαζχκ, p21 ηαζ p27. Αοηά ηα ιυνζα ζοκεπχξ πανάβμκηαζ ηαζ 

απμδμιμφκηαζ απυ ημ 26S πνςηευζςια ιε ηδ ζοιαμθή ζοβηεηνζιέκςκ εκγφιςκ, ηςκ Δ3 

θζβαζχκ. Δζδζηυηενα, δ μοιπζηζηοθίςζδ ηδξ p53 ιεζμθααείηαζ απυ ανηεηά ιυνζα, πέκηε απυ 

ηα μπμία εεςνμφκηαζ ιέπνζ ζήιενα υηζ είκαζ ηα πζμ ααζζηά, Mdm2, COP1, CHIP, Pirh2 ηαζ 

Topors (αθ. §1.4.3 ηαζ §1.4.4). Ακηίεεηα, δ απμδυιδζδ ηςκ ακαζημθέςκ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο, p21 ηαζ p27, νοειίγεηαζ απυ ημ ζφιπθμημ SCF πμο δζαεέηεζ ιία οπμιμκάδα ιε 

εκενβυηδηα θζβάζδξ (αθ. Δζη. 10). Πνμηεζιέκμο κα ιεθεηδεεί δ ζοιαμθή ηαζ μ πζεακυξ νυθμξ 

αοηχκ ηςκ εκγφιςκ ζηδ νφειζζδ ηδξ p53 ηαζ ηςκ ακαζημθέςκ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, 

ακενχπζκμζ ειανοζημί ζκμαθάζηεξ πκεφιμκα HFL-1 ηαθθζενβήεδηακ in vitro ιέπνζ ηδκ 

παφζδ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ημοξ ηαζ απμιμκχεδηακ απυ ηα ηφηηανα αοηά πνςηεΐκεξ ηαζ 

RNA, βζα ηδ ιεθέηδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ p53 πνςηεΐκδξ ηαζ ηςκ θζβαζχκ αοηήξ, ηαεχξ ηαζ ηςκ 

οπμιμκάδςκ ημο ζοιπθυημο SCF, ζε κεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα. 

 

3.2.1 Βηνρεκηθή κειέηε ηεο έθθξαζεο ηεο p53 πξσηεΐλεο θαη ησλ ιηγαζώλ απηήο θαηά 

ηε γήξαλζε ησλ ηλνβιαζηώλ HFL-1 

 

3.2.1.1 Αλαδηπιαζηαζηηθή γήξαλζε 

Πμθφ ζοπκά ακαθένεηαζ δ δνάζδ ηςκ Δ3 θζβαζχκ ηδξ πνςηεΐκδξ p53 ζε δζάθμνμοξ ηφπμοξ 

ηανηίκμοξ, υπμο ζοκήεςξ οπενεηθνάγμκηαζ, αθθά πμθφ θίβα είκαζ βκςζηά βζα ημ νυθμ ημοξ 

ζηα θοζζμθμβζηά ηφηηανα ηαζ ζδζαίηενα ζηδκ ελέθζλδ ημο θαζκμιέκμο ηδξ ακαδζπθαζζαζηζηήξ 

βήνακζδξ. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, HFL-1 ζκμαθάζηεξ ηαθθζενβήεδηακ έςξ ηδ θάζδ ηδξ ιδ 

ακηζζηνεπηήξ απχθεζαξ ηδξ πμθθαπθαζζαζηζηήξ ημοξ ζηακυηδηαξ ηαζ απμιμκχεδηακ 

πνςηεΐκεξ απυ κεανά (CPD<25) ηαζ βδναζιέκα (CPD>57) in vitro ηφηηανα βζα ηδκ ακάθοζδ 

ηςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ηδξ p53 ηαζ ηςκ θζβαζχκ αοηήξ. πςξ θαίκεηαζ ζηδκ εζηυκα 23, δ 

p53 ανέεδηε ιεζςιέκδ ζηα βδναζιέκα ηφηηανα ζε ζπέζδ ιε ηα ανπζηά ηδξ επίπεδα, υπςξ 

αοηά πανμοζζάγμκηαζ ζημοξ κεανμφξ ζκμαθάζηεξ. Πάκηςξ, ημ πνυηοπμ μοιπζηζηοθίςζδξ ηαζ 

πνςηευθοζδξ ηδξ p53 θαίκεηαζ κα αθθάγεζ ηαεχξ ηα ηφηηανα βενκάκε. Δζδζηυηενα, μ έθεβπμξ 

ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ηςκ θζβαζχκ ηδξ p53 απμηάθορε υηζ δ Mdm2 ηαζ δ COP1 
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ιεζχκμκηαζ ζδιακηζηά, εκχ δ Pirh2 ηαζ δ Topors δε δζαθμνμπμζμφκηαζ. Ζ ιείςζδ πμο 

παναηδνήεδηε ζηα επίπεδα ηςκ θζβαζχκ Mdm2 ηαζ COP1 ιπμνεί κα ελδβδεεί πζεακά απυ ημ 

βεβμκυξ υηζ απμηεθμφκ ιεηαβναθζημφξ ζηυπμοξ ηδξ p53. Ζ ιεζςιέκδ πνςηεσκζηή έηθναζδ 

ηδξ p53 ιπμνεί κα ζοκεπάβεηαζ ηαζ ιεζςιέκδ θεζημονβζηυηδηα ςξ πνμξ ηδ ιεηαβναθζηή 

δνάζδ ηδξ p53, πμο δεκ επζηνέπεζ ηδ ιεηαβναθζηή εκενβμπμίδζδ ηςκ βμκζδίςκ ηδξ Mdm2 ηαζ 

COP1. Ακηίεεηα, δ CHIP είκαζ δ ιυκδ θζβάζδ απυ αοηέξ πμο ιεθεηήεδηακ, δ μπμία έπεζ 

αλζμζδιείςηα αολδιέκα πνςηεσκζηά επίπεδα ζηδ θάζδ βήνακζδξ ηςκ ηοηηάνςκ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Γζα κα ηαεμνζζηεί ημ πνυηοπμ έηθναζδξ ηδξ CHIP θζβάζδξ ζε ζφβηνζζδ ιε ηδκ p53 

ηαεχξ μζ ζκμαθάζηεξ βενκάκε, ακαθφεδηακ ηα πνςηεσκζηά ημοξ επίπεδα ζε κεανά, πνχζια 

βδναζιέκα (ιέζδξ δθζηίαξ) ηαζ ηεθζηά βδναζιέκα ηφηηανα. ε ζοιθςκία ιε πνμδβμφιεκεξ 

ιεθέηεξ [342, 392, 393], δ πνςηεΐκδ p53 ηαζ ηα βμκίδζα-ζηυπμζ ηδξ, p21 ηαζ Mdm2, ανέεδηακ 

αολδιέκα ηαηά ηζξ πνχζια βδναζιέκεξ ζοκεήηεξ, εκχ ιεζχεδηακ ζδιακηζηά ιυθζξ ηα 

ηφηηανα ηεθζηά βέναζακ. ε ακηίεεζδ, ηα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ CHIP θζβάζδξ ααειζαία 

αολάκμκηακ, θηάκμκηαξ ζε έκα επίπεδμ πενίπμο 3,5 θμνέξ ορδθυηενμ ζημοξ ηεθζηά 

βδναζιέκμοξ ζκμαθάζηεξ (Δζη. 24). 

Λυβς ηδξ αολδιέκδξ έηθναζδξ ηδξ CHIP θζβάζδξ ζε επίπεδμ πνςηεΐκδξ ηαηά ηδκ ελέθζλδ 

ημο θαζκμιέκμο ηδξ βήνακζδξ, εθέβπεδηε δ πζεακυηδηα δ αφλδζδ αοηή κα μθείθεηαζ ζε 

νφειζζδ ηαζ ζε ιεηαβναθζηυ επίπεδμ. Απμιμκχεδηε RNA απυ κεανά ηαζ βδναζιέκα HFL-1 

ηφηηανα ηαζ εθέβπεδηακ ηα επίπεδα mRNA έηθναζδξ ηδξ CHIP ιε ηδ πνήζδ PCR ζε 

πναβιαηζηυ πνυκμ (Real Time PCR). πςξ θαίκεηαζ ζηδκ εζηυκα 25, ηα επίπεδα έηθναζδξ 

Δηθόλα 23 Αλάιπζε θαηά Western ησλ Δ3 ιηγαζώλ ηεο p53 

πξσηεΐλεο ζε λεαξνύο θαη γεξαζκέλνπο ηλνβιάζηεο 

Ακμζμζηφπςια ηαηά Western ηδξ p53 ηαζ ηςκ Δ3 εκγφιςκ 

Mdm2, COP1, Pirh2, TOPORS ηαζ CHIP. Ζθεηηνμθμνήεδηακ 

50 ιg μθζηήξ πνςηεΐκδξ. Πνμηεζιέκμο κα επζαεααζςεεί μ 

βδναζιέκμξ θαζκυηοπμξ ηςκ ηοηηάνςκ, ζηδ ιειανάκδ έβζκε 

ηαζ ακίπκεοζδ ηδξ οπενέηθναζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ p16. Γζα ημκ 

έθεβπμ ημο ζζυπμζμο θμνηχιαημξ ιεηαλφ ηςκ δζάθμνςκ 

δεζβιάηςκ, ακζπκεφηδηακ ηα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ GAPDH. 

Σα ιμνζαηά αάνδ ηςκ πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ ζημκ πίκαηα 3 

ζηα Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ. 
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ηδξ CHIP θζβάζδξ αολάκμκηαζ ζηα βδναζιέκα ζε ζφβηνζζδ ιε ηα κεανά ηφηηανα ηαηά 1,8 

θμνέξ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 24 Αλάιπζε θαηά Western ηεο έθθξαζεο ηεο CHIP ιηγάζεο θαηά ηελ εμέιημε 

ηνπ θαηλνκέλνπ ηεο αλαδηπιαζηαζηηθήο γήξαλζεο 

Απμιμκχεδηακ πνςηεΐκεξ απυ κεανά, ιέζδξ δθζηίαξ (πνχζια βδναζιέκα) ηαζ ηεθζηά 

βδναζιέκα ηφηηανα. Ζθεηηνμθμνήεδηακ 50 ιg μθζηήξ πνςηεΐκδξ. Γζα ημκ έθεβπμ ημο 

ζζυπμζμο θμνηχιαημξ ιεηαλφ ηςκ δεζβιάηςκ, ακζπκεφηδηακ ηα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ 

GAPDH. Σα ιμνζαηά αάνδ ηςκ πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ ζημκ πίκαηα 3 ζηα Τθζηά ηαζ 

Μέεμδμζ. ημ δελί ιένμξ ηδξ εζηυκαξ απεζημκίγεηαζ δ πμζμηζημπμίδζδ ηδξ CHIP απυ ημ 

ακμζμζηφπςια ιε ηδ αμήεεζα ποηκμιεηνδηή. Ζ ηθίιαηα πμο πνδζζιμπμζείηαζ ζημκ ηάεεημ 

άλμκα είκαζ θμβανζειζηή. Οζ ηζιέξ έπμοκ εηθναζηεί ςξ % πμζμζηά, υπμο ςξ 1 (100%) έπεζ 

μνζζηεί δ ηζιή ζηα κεανά ηφηηανα. Οζ ηζιέξ απμηεθμφκ ημ ιέζμ υνμ 3 ακελάνηδηςκ 

ιεηνήζεςκ ± ηοπζηή απυηθζζδ (SD). Ζ ηζιή p (p-value) πνμηφπηεζ απυ ηδ ζηαηζζηζηή 

ακάθοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ιε ηδ αμήεεζα εθέβπμο δζαηφιακζδξ ηαηά έκακ πανάβμκηα 

(ANOVA Single Factor Test). Σζιή p < 0,05 ζδιαίκεζ υηζ δ πζεακυηδηα μζ παναηδνμφιεκεξ 

δζαθμνέξ ακάιεζα ζηα κεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα, κα μθείθμκηαζ ζε ηοπαζυηδηα ηαζ κα 

ιδκ είκαζ αθδεείξ, είκαζ ιζηνυηενδ ημο 0,05 %. 

P < 0,05 
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P < 0,1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 25 RNA επίπεδα έθθξαζεο ηεο CHIP ιηγάζεο ζε λεαξά θαη γεξαζκέλα θύηηαξα 

Ακζπκεφηδηακ ηα επίπεδα RNA έηθναζδξ ηδξ CHIP θζβάζδξ ζε κεανά ηαζ βδναζιέκα HFL-1 

ηφηηανα. Ο ιέζμξ υνμξ ηςκ ηζιχκ RNA έηθναζδξ ζηα κεανά ηφηηανα μνίζηδηε ςξ 1. Ζ 

ηθίιαηα πμο πνδζζιμπμζείηαζ ζημκ ηάεεημ άλμκα είκαζ θμβανζειζηή. Οζ ηζιέξ απμηεθμφκ ημ 

ιέζμ υνμ 3 ακελάνηδηςκ ιεηνήζεςκ ± ηοπζηή απυηθζζδ (SD). Ζ ηζιή p (p-value) πνμηφπηεζ 

απυ ηδ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ιε ηδ αμήεεζα εθέβπμο δζαηφιακζδξ ηαηά 

έκακ πανάβμκηα (ANOVA Single Factor Test). Σζιή p < 0,1 ζδιαίκεζ υηζ δ πζεακυηδηα μζ 

παναηδνμφιεκεξ δζαθμνέξ ακάιεζα ζηα κεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα, κα μθείθμκηαζ ζε 

ηοπαζυηδηα ηαζ κα ιδκ είκαζ αθδεείξ, είκαζ ιζηνυηενδ ημο 0,1 %. 

 

3.2.1.2 Πξώηκα επαγόκελε γήξαλζε ιόγσ κεξηθήο πξσηενζσκηθήο αλαζηνιήο 

Με αάζδ ηζξ παναπάκς ακαθφζεζξ είκαζ θακενυ υηζ δ CHIP θζβάζδ δζαδναιαηίγεζ ηάπμζμ 

ζδζαίηενμ νυθμ ζηδ νφειζζδ ηδξ p53 ηαηά ηδκ ελέθζλδ ημο θαζκμιέκμο ηδξ βήνακζδξ, ηαεχξ 

αολάκεζ ηυζμ ζε ιεηαβναθζηυ υζμ ηαζ πνςηεσκζηυ επίπεδμ. Πνμηεζιέκμο κα επζαεααζςεμφκ 

αοηά ηα απμηεθέζιαηα, πναβιαημπμζήεδηε ιενζηή ηαζ ζοκεπήξ ακαζημθή ηδξ δνάζδξ ημο 

πνςηεμζχιαημξ βζα ζοβηεηνζιέκμ πνμκζηυ δζάζηδια ζε κεανά, θοζζμθμβζηά, ειανοσηά 

ηφηηανα, ιία δζαδζηαζία δ μπμία έπεζ πνμδβμφιεκα δεζπεεί υηζ μδδβεί ζε πνχζιδ ηοηηανζηή 

βήνακζδ [30, 327]. Γζα ηδκ ακαζημθή ηδξ δνάζδξ ημο πνςηεμζχιαημξ ζηα κεανά ηφηηανα 

πνδζζιμπμζήεδηε μ εζδζηυξ πνςηεμζςιζηυξ ακαζημθέαξ, δ επμλμιζζίκδ. Πνυηεζηαζ βζα έκα 

ιδ ακηζζηνεπηυ ακαζημθέα, πμο ακαζηέθθεζ ηονίςξ ηζξ εκενβυηδηεξ ποιμενορίκδξ ηαζ 

ενορίκδξ ηαζ ζε παιδθυηενμ επίπεδμ ηδκ εκενβυηδηα πεπηζδοθμβθμοηάιοθμ-οδνμθάζδξ. 

Γεδμιέκμο υηζ πθήνδξ ακαζημθή ημο πνςηεμζχιαημξ βζα ιεβάθα πνμκζηά δζαζηήιαηα 

εκενβμπμζεί ημκ απμπηςηζηυ ιδπακζζιυ [394], μ ακαζημθέαξ αοηυξ πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ 

επίηεολδ ζοκεπμφξ (ηαε’ υθδξ ηδξ δζάνηεζαξ ημο πεζνάιαημξ) αθθά ιενζηήξ (υζμκ αθμνά ζηα 
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επίπεδα εκαπμιέκμοζαξ εκενβυηδηαξ ζηα ηφηηανα) ακαζημθήξ ημο πνςηεμζχιαημξ, χζηε κα 

επζηναπεί δ επζαίςζδ ηςκ ηοηηάνςκ. 

Δλεηάζηδηε έκα εφνμξ δζαθμνεηζηχκ ζοβηεκηνχζεςκ επμλμιζζίκδξ (10 nM έςξ 100 nΜ) 

βζα δζάθμνα πνμκζηά δζαζηήιαηα (1 χνα έςξ 4 διένεξ) ηαζ ανέεδηε πςξ δ πνήζδ 20 nM 

επμλμιζζίκδξ ζε κεανά HFL-1 ηφηηανα πνμζμιμίαγε ηα επίπεδα πνςηεμζςιζηχκ 

εκενβμηήηςκ πμο ακζπκεφμκηαζ ζηα θοζζμθμβζηά βδναζιέκα HFL-1 ηφηηανα (ιείςζδ 

πενίπμο 40% - 60% ηδξ εκενβυηδηαξ ηςκ κεανχκ ηοηηάνςκ, ηονίςξ υζμκ αθμνά ηδκ 

εκενβυηδηα ποιμενορίκδξ).   

πςξ έπεζ πνμδβμφιεκα ακαθενεεί, δ πνμζεήηδ 20 nM επμλμιζζίκδξ ζε WI38 ηφηηανα 

ζοκεπυιεκα βζα 4 διένεξ μδδβεί ζε πνχζιδ βήνακζδ ηςκ ηοηηάνςκ [327]. Σαοηυπνμκα, ηαηά 

ηδκ αθαίνεζδ ημο ακαζημθέα απυ ημ ιέζμ ηαθθζένβεζαξ, μζ πνςηεμζςιζηέξ εκενβυηδηεξ ηςκ 

ηοηηάνςκ δεκ επακένπμκηαζ ζηα ανπζηά ημοξ επίπεδα, υπςξ αοηά ήηακ πνζκ απυ ηδκ 

πνμζεήηδ ημο ακαζημθέα. ε ζοιθςκία ιε αοηήκ ηδ ιεθέηδ, δ πμνήβδζδ 20 nΜ 

επμλμιζζίκδξ ζε HFL-1 ηφηηανα ζοκεπυιεκα βζα 4 διένεξ μδήβδζε ζε απχθεζα ηδξ 

πμθθαπθαζζαζηζηήξ ζηακυηδηαξ ηςκ ηοηηάνςκ, ιία ηαηάζηαζδ πμο πνμζμιμζάγεζ ημ 

θαζκυιεκμ ηδξ επαβυιεκδξ βήνακζδξ. οβηεηνζιέκα, κεανά ηφηηανα HFL-1 δέπηδηακ ηδκ 

επίδναζδ 20nM επμλμιζζίκδξ βζα 4 ζοκεπυιεκεξ διένεξ (πνμηεζιέκμο κα απμθεοπεεί δ 

πζεακή απεκενβμπμίδζδ ημο ακαζημθέα ηαηά ηδ ζοκεπή παναιμκή ημο ζημοξ 37 C, δ 

πνμζεήηδ αοημφ ακακεςκυηακ ηαεδιενζκά) ηαζ ηα ηφηηανα πανέιεζκακ ζηδκ ηαθθζένβεζα βζα 

δφμ επζπθέμκ εαδμιάδεξ ιεηά ηδκ απμιάηνοκζδ ημο ακαζημθέα. ηδ ζοκέπεζα, 

ηαηαιεηνήεδηε μ ανζειυξ ηςκ ηοηηανζηχκ δζπθαζζαζιχκ (Δζη. 26), αθθά ηαζ μζ 

πνςηεμζςιζηέξ εκενβυηδηεξ (Δζη. 27) ηαζ ελεηάζηδηε δ ακηίδναζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε πνχζδ 

SA-α-βαθαηημζζδάζδξ (Δζη. 28), πμο απμηεθεί δείηηδ ηοηηανζηήξ βήνακζδξ. 
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Δηθόλα 26 Κπηηαξηθνί δηπιαζηαζκνί HFL-1 θπηηάξσλ έπεηηα από επίδξαζε κε 20nM 

επνμνκηζίλεο 

Σα ηφηηανα δέπηδηακ ηδκ επίδναζδ 20 nM επμλμιζζίκδξ (INH) ή ημο δζαθφηδ DMSO βζα 4 

ζοκεπυιεκεξ διένεξ ηαζ ηαηαιεηνήεδηακ, απυ υπμο πνμέηορε μ ανζειυξ ηςκ ηοηηανζηχκ 

δζπθαζζαζιχκ πμο πναβιαημπμίδζακ αιέζςξ ιεηά ηδκ αβςβή (4+0 ιένεξ) ημο ακαζημθέα, 

ιία (4+7 ιένεξ), δφμ (4+14 ιένεξ) ηαζ ηνεζξ (4+21 ιένεξ) εαδμιάδεξ ιεηά ηδκ απμιάηνοκζή 

ημο. Σα ηφηηανα λεηίκδζακ απυ cpd ίζμ ιε 25 ηαζ ηα ιεκ ηφηηανα ιάνηονεξ (ct, DMSO) 

έθηαζακ ζε cpd ίζμ ιε 40 πενίπμο ιεηά απυ ηνεζξ εαδμιάδεξ (4+21 ιένεξ), εκχ αοηά πμο 

δέπηδηακ ηδκ επίδναζδ ηδξ επμλμιζζίκδξ πανέιεζκακ ζπεδυκ ζηα ίδζα επίπεδα. Ζ ηθίιαηα 

πμο πνδζζιμπμζείηαζ ζημκ ηάεεημ άλμκα είκαζ θμβανζειζηή. Οζ ηζιέξ απμηεθμφκ ημ ιέζμ υνμ 

3 ακελάνηδηςκ ιεηνήζεςκ ± ηοπζηή απυηθζζδ (SD). 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 27 Δλεξγόηεηα ρπκνζξπςίλεο HFL-1 θπηηάξσλ έπεηηα από επίδξαζε γηα 2 ώξεο 

κε δηάθνξεο ζπγθεληξώζεηο επνμνκηζίλεο 

Οζ εκενβυηδηεξ εηθνάζηδηακ ςξ εηαημζηζαία πμζμζηά, υπμο ζακ 100 % μνίζηδηε μ ιέζμξ 

υνμξ ηςκ ηζιχκ εκενβυηδηαξ ποιμενορίκδξ πμο ακζπκεφηδηε ζηα ηφηηανα ιάνηονεξ 

(DMSO). Υνδζζιμπμζήεδηακ 3 δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ επμλμιζζίκδξ (10, 20 ηαζ 100 

nM) βζα 2 χνεξ ηαζ απμιμκχεδηακ πνςηεΐκεξ. ε 10 ιg πνςηεσκζημφ εηποθίζιαημξ έβζκε 

ιέηνδζδ ηδξ εκενβυηδηαξ. Ζ ηθίιαηα πμο πνδζζιμπμζείηαζ ζημκ ηάεεημ άλμκα είκαζ 

θμβανζειζηή. Οζ ηζιέξ απμηεθμφκ ημ ιέζμ υνμ 3 ακελάνηδηςκ ιεηνήζεςκ ± ηοπζηή απυηθζζδ 

(SD). 
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Δηθόλα 28 Υξώζε SA-β-γαιαθηνζηδάζεο HFL-1 πνπ δέρηεθαλ ηελ επίδξαζε 20 nM 

επνμνκηζίλεο 

Σα ηφηηανα πμο δέπηδηακ επίδναζδ 20 nM επμλμιζζίκδξ (INH) πανμοζίαζακ εεηζηή πνχζδ 

SA-α-βαθαηημζζδάζδξ (ιπθε πνχια) ηαηά ακαθμβία ιε ηα θοζζμθμβζηχξ βδναζιέκα 

ηφηηανα ηαζ ζε ακηίεεζδ ιε ηα ηφηηανα ιάνηονεξ (Ct) πμο ήηακ ανκδηζηά ζηδ πνχζδ SA-α-

βαθαηημζζδάζδξ. Ζ πνχζδ πναβιαημπμζήεδηε δφμ εαδμιάδεξ (4+14 διένεξ) ιεηά απυ ηδκ 

ηεθεοηαία πνμζεήηδ ημο ακαζημθέα ζηζξ ηαθθζένβεζεξ. 

 

ε αοηέξ ηζξ ζοκεήηεξ, θμζπυκ, ιεθεηήεδηε δ πνςηεσκζηή έηθναζδ ηςκ θζβαζχκ ηδξ p53 

πνςηεΐκδξ, πνμηεζιέκμο κα επζαεααζςεμφκ μζ ανπζηέξ παναηδνήζεζξ ηαηά ηδκ 

ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ ηςκ ζκμαθαζηχκ (Δζη. 23). Έηζζ, υπςξ θαίκεηαζ ζηδκ εζηυκα 29, 

ανέεδηε υηζ ηα επίπεδα p53 αολάκμκηαζ αιέζςξ ιεηά ηδ πμνήβδζδ (4+0 ιένεξ) ημο 

ακαζημθέα, ελαζηίαξ ημο αηανζαίμο ζηνεξ, εκχ ηα επίπεδά ηδξ ιεζχκμκηαζ ηαεχξ ηα ηφηηανα 

εζζένπμκηαζ ζε θάζδ πνχζιδξ βήνακζδξ. Ζ θζβάζδ Mdm2, επίζδξ αολήεδηε αιέζςξ ιεηά ηδ 

πμνήβδζδ (4+0 ιένεξ) ημο ακαζημθέα, βζα κα αημθμοεήζεζ ιία ιείςζδ ζηα πνςηεσκζηά ηδξ 

επίπεδα δφμ εαδμιάδεξ ιεηά ηδκ απμιάηνοκζή ημο (4+14 ιένεξ), υηακ ηα ηφηηανα απμηημφκ 

ημ βδναζιέκμ θαζκυηοπμ. Οζ θζβάζεξ COP1, Pirh2 ηαζ Topors μοζζαζηζηά δεκ πανμοζζάγμοκ 

αθθαβέξ ζημ πνμθίθ ηδξ πνςηεσκζηήξ ημοξ έηθναζδξ ηαηά ηδ δζάνηεζα ημο πεζνάιαημξ ζε 

ακηζζημζπία ιε ημ πνυηοπμ έηθναζδξ ηαηά ηδκ ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ. Δίκαζ 

αλζμζδιείςηδ, υιςξ, δ αολδιέκδ έηθναζδ ηδξ CHIP θζβάζδξ ςξ απμηέθεζια ηδξ επαβςβήξ 

ηδξ πνχζιδξ βήνακζδξ (Δζη. 29), υπςξ άθθςζηε ακαιεκυηακ ιε αάζδ ηα εονήιαηα απυ ηδκ 

ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ (Δζη. 23). 
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Δηθόλα 29 Αλάιπζε θαηά Western ηεο p53 θαη ησλ ιηγαζώλ ηεο θαηά ηελ πξώηκε 

γήξαλζε πνπ επάγεηαη από κεξηθή αλαζηνιή ηνπ πξσηενζώκαηνο 

Σα ηφηηανα δέπηδηακ ηδκ επίδναζδ 20 nM επμλμιζζίκδξ (INH) ή ηδκ επίδναζδ ημο δζαθφηδ 

DMSO (control, ct) βζα 4 ζοκεπυιεκεξ διένεξ ηαζ απμιμκχεδηακ πνςηεΐκεξ αιέζςξ ιεηά 

ηδκ αβςβή (4+0 ιένεξ) ημο ακαζημθέα, ιία εαδμιάδα (4+7 ιένεξ) ηαζ δφμ εαδμιάδεξ (4+14 

ιένεξ) ιεηά ηδκ απμιάηνοκζή ημο (πενίμδμξ ακάηαιρδξ). Ζθεηηνμθμνήεδηακ 40 ιg μθζηήξ 

πνςηεΐκδξ. Πνμηεζιέκμο κα επζαεααζςεεί μ βδναζιέκμξ θαζκυηοπμξ ηςκ ηοηηάνςκ, ζηδ 

ιειανάκδ έβζκε ηαζ ακίπκεοζδ ηδξ οπενέηθναζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ p16. Γζα ημκ έθεβπμ ημο 

ζζυπμζμο θμνηχιαημξ ιεηαλφ ηςκ δζάθμνςκ δεζβιάηςκ, ακζπκεφηδηακ ηα επίπεδα έηθναζδξ 

ηδξ GAPDH. Σα ιμνζαηά αάνδ ηςκ πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ ζημκ πίκαηα 3 ζηα Τθζηά ηαζ 

Μέεμδμζ. 
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3.2.2 Βηνρεκηθή κειέηε ηνπ ζπκπιόθνπ SCF θαηά ηελ εμέιημε ηνπ θαηλνκέλνπ ηεο 

αλαδηπιαζηαζηηθήο γήξαλζεο 

Πανάθθδθα ιε ηδ ιεθέηδ ηδξ p53 ηαζ ηςκ θζβαζχκ ηδξ, εθέβπεδηακ ηαζ ηα επίπεδα ηςκ 

οπμιμκάδςκ ημο SCF ζοιπθυημο, ημ μπμίμ είκαζ βκςζηυ υηζ δζαεέηεζ εκενβυηδηα θζβάζδξ 

ηαζ εοεφκεηαζ βζα ηδκ μοιπζηζηοθίςζδ ηαζ πεναζηένς απμδυιδζδ ιεβάθμο ανζειμφ ιμνίςκ 

(αθ. Δζζαβςβή §1.4.1). ηυπμξ αοηήξ ηδξ ιεθέηδξ ήηακ κα ελαηνζαςεεί δ έηθναζδ ηςκ 

οπμιμκάδςκ ημο ζοιπθυημο SCF, Skp1, Skp2 ηαζ Cul1, ηαεχξ επίζδξ ηαζ ηςκ δζάθμνςκ 

οπμζηνςιάηςκ ημο (αθ. Δζη. 10), ακάιεζα ζε κεανμφξ ηαζ βδναζιέκμοξ ζκμαθάζηεξ. 

οβηεηνζιέκα, δ πνςηεΐκδ Skp2 ανέεδηε ιεζςιέκδ, εκχ δ Skp1 αολδιέκδ ζηα βδναζιέκα 

ηφηηανα. Ακηίεεηα, δ Cul1 δεκ ειθάκζζε ζδιακηζηή δζαθμνά ηαε’ υθδ ηδ δζάνηεζα ηδξ 

ηαθθζένβεζαξ. Δκδεζηηζηά, έκα απυ ηα οπμζηνχιαηά ημο, μ ακαζημθέαξ ηςκ ηοηθζκμ-

ελανηχιεκςκ ηζκαζχκ p27, ανέεδηε ιεζςιέκμξ ηαηά ηδ βήνακζδ ηςκ ηοηηάνςκ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 30 Αλάιπζε θαηά Western ησλ ππνκνλάδσλ ηνπ SCF ζπκπιόθνπ θαηά ηελ 

αλαδηπιαζηαζηηθή γήξαλζε 

Απμιμκχεδηακ πνςηεσκζηά εηποθίζιαηα απυ κεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα ηαζ ακαθφεδηακ 

ιε ακμζμζηφπςια 20 ιg μθζηήξ πνςηεΐκδξ. Γζα κα επζαεααζςεεί μ βδναζιέκμξ θαζκυηοπμξ 

ηςκ ηοηηάνςκ έβζκε ακίπκεοζδ ηδξ p16 ηαζ βζα ημκ έθεβπμ ημο ζζυπμζμο θμνηχιαημξ ιεηαλφ 

ηςκ δζάθμνςκ δεζβιάηςκ ακζπκεφηδηακ ηα επίπεδα ηδξ GAPDH. Σα ιμνζαηά αάνδ ηςκ 

πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ ζημκ πίκαηα 3 ζηα Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ. 
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Καηά ημκ έθεβπμ, υιςξ, ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ηςκ οπμιμκάδςκ ημο ζοιπθυημο, 

πνμέηορακ ηάπμζα απμηεθέζιαηα, ηα μπμία πανά ηδκ επακαθδρζιυηδηα πμο πανμοζίαγακ, 

ήηακ δζαθμνεηζηά απυ πνμδβμφιεκεξ παναηδνήζεζξ. Λυβς ηςκ αιθζαμθζχκ πμο πνμέηορακ, 

δεκ ήηακ δοκαηυ κα ζοκεπζζηεί μ έθεβπμξ ηαζ ηςκ οπυθμζπςκ οπμζηνςιάηςκ αοημφ ημο 

ζοιπθυημο.  

 

πκπέξαζκα 2: 

οκμθζηά, απυ ηα παναπάκς απμηεθέζιαηα ζοιπεναίκεηαζ υηζ πνμηεζιέκμο κα εζζέθεμοκ 

ηα ακενχπζκα ηφηηανα ζε θάζδ βήνακζδξ είκαζ ακαβηαία ιία ανπζηή αφλδζδ ζηα επίπεδα 

ηδξ πνςηεΐκδξ p53 ζημ ιέζμ ηδξ δθζηίαξ ηςκ ηοηηάνςκ, δ μπμία ελαζεεκεί ζηδ ζοκέπεζα, 

ιέπνζ πμο ζπεδυκ ελαθακίγεηαζ υηακ ηα ηφηηανα έπμοκ ηεθζηά βενάζεζ. Γεδμιέκδξ ηδξ 

δζαθμνεηζηήξ εκγοιζηήξ ηζκδηζηυηδηαξ ηςκ θζβαζχκ ηδξ p53, υπςξ πνμηφπηεζ απυ ηδ ιεθέηδ 

ηυζμ ημο θαζκμιέκμο ηδξ ακαδζπθαζζαζηζηήξ βήνακζδξ υζμ ηαζ ηδξ πνχζια επαβυιεκδξ 

βήνακζδξ θυβς ιενζηήξ πνςηεμζςιζηήξ ακαζημθήξ, δ νφειζζδ ηδξ p53 ζηα ηφηηανα 

θαίκεηαζ κα ζοιααίκεζ ζε ιεηα-ιεηαθναζηζηυ επίπεδμ ηαζ ζοβηεηνζιέκα ζημ επίπεδμ ηδξ 

μοιπζηζηοθίςζδξ ηαζ ηδξ πεναζηένς  απμδυιδζδξ ηδξ p53. Ηδζαίηενμ νυθμ απυ ημ ζφκμθμ ηςκ 

ιμνίςκ πμο νοειίγμοκ ηδκ μοιπζηζηοθίςζδ ηδξ p53 πζεακυηαηα ηαηέπεζ δ CHIP θζβάζδ, δ 

μπμία επάβεηαζ ζδιακηζηά ηαεχξ ηα ηφηηανα βενκάκε. 
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3.3 Μειέηε ηεο CHIP ιηγάζεο ζηελ αλαδηπιαζηαζηηθή γήξαλζε 

 

3.3.1 Απνζηώπεζε ηεο έθθξαζεο ηεο CHIP ιηγάζεο νδεγεί ζε πξόσξε γήξαλζε in vitro 

Γεδμιέκμο υηζ απυ ηα Δ3 έκγοια ηδξ p53 πνςηεΐκδξ, ιυκμ δ CHIP θζβάζδ αολάκεζ ηαεχξ ηα 

ηφηηανα εζζένπμκηαζ ζε θάζδ βήνακζδξ ηαζ βκςνίγμκηαξ υηζ πμκηίηζα ζηα μπμία έπεζ 

αθαζνεεεί ημ βμκίδζμ ηδξ CHIP βενκάκε πνυςνα [395], εθέβπεδηε δ ηαηαζημθή ηδξ έηθναζδξ 

ηδξ CHIP in vitro ζε ακενχπζκμοξ ζκμαθάζηεξ. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, πνδζζιμπμζήεδηε δ 

ιέεμδμξ ηδξ απμζζχπδζδξ ηδξ έηθναζδξ βμκζδίςκ (small interfering RNA, siRNA) ζε 

κεανμφξ ακενχπζκμοξ ζκμαθάζηεξ ΖFL-1, ιε ζημπυ κα ιεζςεεί ζημ εθάπζζημ δ έηθναζδ ηδξ 

CHIP. Ανπζηά, ανέεδηακ μζ ηαηάθθδθεξ ζοκεήηεξ βζα ηδ αέθηζζηδ ιείςζδ ηδξ έηθναζδξ ημο 

βμκζδίμο CHIP ζηδκ ηοηηανζηή ζεζνά ΖFL-1. οβηεηνζιέκα, ΖFL-1 ζκμαθάζηεξ 

επζιμθφκεδηακ ιε ηα ηαηάθθδθα μθζβμκμοηθεμηίδζα (siCHIP) ή μθζβμκμοηθεμηίδζα ιάνηονεξ 

(siCon) ζηζξ ζοβηεκηνχζεζξ 50 ηαζ 75 nM βζα 24 ηαζ 48 χνεξ ηαζ ιεηνήεδηακ ηα επίπεδα 

mRNA ημο βμκζδίμο ηδξ CHIP ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ Real-Time PCR (Δζη. 31). Ζ ιέβζζηδ 

ιείςζδ ζηδκ έηθναζδ ηδξ CHIP πανμοζζάζηδηε ζηδ ζοβηέκηνςζδ 50 nΜ βζα 48 χνεξ ηαζ 

ζοβηεηνζιέκα ηαηά 85%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 31 Δπίπεδα έθθξαζεο RNA ηεο CHIP ιηγάζεο ζε λεαξά θύηηαξα έπεηηα από 

απνζηώπεζε ηεο έθθξαζήο ηεο 

Ακζπκεφηδηακ ηα επίπεδα RNA ηδξ CHIP θζβάζδξ ζε κεανά HFL-1 ηφηηανα ιε ηδ ιέεμδμ 

ηδξ Real-Time PCR, έπεζηα απυ επζιυθοκζδ ιε ηα εζδζηά μθζβμκμοηθεμηίδζα βζα ηδκ CHIP 

(siCHIP) ή ηα μθζβμκμοηθεμηίδζα ιάνηονεξ (siCon) ζηζξ ζοβηεκηνχζεζξ 50 ηαζ 75 nm βζα 24 

ηαζ 48 χνεξ. Ο ιέζμξ υνμξ ηςκ ηζιχκ RNA ζηα ηφηηανα πμο επζιμθφκεδηακ ιε ηα 

μθζβμκμοηθεμηίδζα ιάνηονεξ μνίζηδηε αοεαίνεηα ςξ 1. Ζ ηθίιαηα πμο πνδζζιμπμζείηαζ ζημκ 

p < 0,05 
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ηάεεημ άλμκα είκαζ θμβανζειζηή. Οζ ηζιέξ απμηεθμφκ ημ ιέζμ υνμ 3 ακελάνηδηςκ ιεηνήζεςκ 

± ηοπζηή απυηθζζδ (SD). Ζ ηζιή p (p-value) πνμηφπηεζ απυ ηδ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ ηςκ 

απμηεθεζιάηςκ ιε ηδ αμήεεζα εθέβπμο δζαηφιακζδξ ηαηά έκακ πανάβμκηα (ANOVA Single 

Factor Test). Σζιή p < 0,05 ζδιαίκεζ υηζ δ πζεακυηδηα μζ παναηδνμφιεκεξ δζαθμνέξ ακάιεζα 

ζηα κεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα, κα μθείθμκηαζ ζε ηοπαζυηδηα ηαζ κα ιδκ είκαζ αθδεείξ, 

είκαζ ιζηνυηενδ ημο 0,05 %. 

 

Απυ ηδ ζηζβιή πμο ανέεδηακ μζ ηαηάθθδθεξ ζοκεήηεξ βζα ηδ αέθηζζηδ απμζζχπδζδ ηδξ 

θζβάζδξ CHIP, πναβιαημπμζήεδηακ πεζνάιαηα βζα ηδ δζανηή απμζζχπδζδ ηδξ έηθναζήξ ηδξ 

ηαηά ηδκ ηοηηανμηαθθζένβεζα κεανχκ ζκμαθαζηχκ έηζζ, χζηε κα ελεηαζηεί μ νυθμξ ηδξ ζημκ 

ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδ βήνακζδ. Γζα ηδ ζοκεπυιεκδ απμζζχπδζδ ηδξ CHIP, ηα 

ηφηηανα ιάνηονεξ ηαζ ηα οπυ ελέηαζδ ηφηηανα επζιμθφκμκηακ ηάεε 48 χνεξ ιε 50 nM siCon 

ηαζ siCHIP, ακηίζημζπα. Πανάθθδθα, βζκυηακ ηαηαιέηνδζδ ημο ανζειμφ ηςκ ηοηηάνςκ, 

πνμηεζιέκμο κα οπμθμβζζηεί μ ανζειυξ ηςκ ηοηηανζηχκ δζαζνέζεςκ. οκμθζηά, δ δζαδζηαζία 

δζήνηεζε 21 διένεξ, χζπμο ηα ηφηηανα έπαζακ ηδκ ζηακυηδηα ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ημοξ. 

Οζ ζκμαθάζηεξ πμο δεκ ελέθναγακ ημ βμκίδζμ ηδξ CHIP πανμοζίαζακ ιεζςιέκμ νοειυ 

πμθθαπθαζζαζιμφ ζε ζφβηνζζδ ιε ηα ηφηηανα ιάνηονεξ απυ ηδκ 5
δ
 ηζυθαξ διένα ηδξ 

ηαθθζένβεζαξ, βεβμκυξ πμο ηεθζηά μδήβδζε ζε πνυςνδ ειθάκζζδ βδναζιέκμο θαζκυηοπμο. 

Ακηίεεηα, ηα ηφηηανα ιάνηονεξ ζοκέπζζακ κα πμθθαπθαζζάγμκηαζ (Δζη. 32Α). Σδκ 21
δ
 

διένα, πμο μθμηθδνχεδηε δ δζαδζηαζία, ηα ηφηηανα ιάνηονεξ πνμδβμφκηακ ηαηά ιέζμ υνμ 

3,6 ηοηηανζημφξ δζπθαζζαζιμφξ απυ ηα ηφηηανα ζηα μπμία είπε ηαηαζηαθεί δ έηθναζδ ηδξ 

CHIP. ημ ηεθζηυ ζηάδζμ ημο πεζνάιαημξ ακζπκεφηδηακ ηα πνςηεσκζηά επίπεδα ηδξ CHIP, ηα 

μπμία πνάβιαηζ ήηακ ακφπανηηα ζηα siCHIP ηφηηανα, εκχ ηα επίπεδα ηδξ p16 πνςηεΐκδξ 

ανέεδηακ αολδιέκα δεζηκφμκηαξ ημ βδναζιέκμ θαζκυηοπμ (Δζη. 32Β). 

Ζ ειθάκζζδ ηδξ πνυςνδξ βήνακζδξ ελεηάζηδηε ιε επζπθέμκ ιεευδμοξ. Δηηυξ απυ ηδκ 

παφζδ ημο ηοηηανζημφ πμθθαπθαζζαζιμφ, μζ ζκμαθάζηεξ απέηηδζακ ημκ ηοπζηυ θαζκυηοπμ 

ηςκ βδναζιέκςκ ζκμαθαζηχκ. Έηζζ, ηαηά ηδ δζάνηεζα ημο πεζνάιαημξ άνπζζε κα 

ιεηααάθθεηαζ ζηαδζαηά δ ιμνθμθμβία ημοξ, ηαεχξ απυ ιαηνυζηεκα, ιε μλφθδηηα άηνα πμο 

αολάκμκηαζ ζε πανάθθδθμοξ ζημίπμοξ ιεηαηνάπδηακ ζε πεπθαηοζιέκα, πμο αολάκμκηαζ 

πςνίξ ηάπμζα δμιή ζημ πχνμ, εκχ μζ πονήκεξ ημοξ δζμβηχεδηακ (Δζη. 32Γi). Ο βδναζιέκμξ 

θαζκυηοπμξ επζαεααζχεδηε επίζδξ ιε ηδ πνχζδ ηδξ α-βαθαηημζζδάζδξ. οβηεηνζιέκα, μζ 

ζκμαθάζηεξ πμο δεκ ελέηθναγακ ηδκ CHIP είπακ αολδιέκμ πμζμζηυ ηοηηάνςκ εεηζηχκ ζηδ 

πνχζδ ηδξ α-βαθαηημζζδάζδξ, ηαηά 80% πενίπμο, ζε ζπέζδ ιε ηα ηφηηανα ιάνηονεξ (Δζη. 

32Γii). Δπμιέκςξ, ιε αάζδ ηα παναπάκς απμηεθέζιαηα, ιπμνεί κα πνμηαεεί υηζ δ ζηαεενά 
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ιεζςιέκδ έηθναζδ ηδξ CHIP μδδβεί in vitro ημοξ ακενχπζκμοξ ζκμαθάζηεξ ζε πνυςνδ 

βήνακζδ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 32 Ζ απνζηώπεζε ηεο έθθξαζεο ηεο CHIP νδεγεί ζε πξόσξε γήξαλζε 

(A) Γνάθδια ημ μπμίμ πανμοζζάγεζ ημκ ανζειυ ημκ ηοηηανζηχκ δζαζνέζεςκ ΖFL-1 

ηοηηάνςκ, ηα μπμία επζιμθφκμκηακ ηάεε 48 χνεξ ιε 50 nΜ απυ ηα εζδζηά μθζβμκμοηθεμηίδζα 

έκεακηζ ημο βμκζδίμο CHIP (siCHIP) ή ηςκ ακηίζημζπςκ ιδ εζδζηχκ (siCon) βζα 21 διένεξ. 

(Β) Ακάθοζδ ηαηά western ηςκ πνςηεσκχκ CHIP, p16 ηαζ GAPDH. Ζθεηηνμθμνήεδηακ 20 

ιg μθζηήξ πνςηεΐκδξ. (Γi) Ακηζπνμζςπεοηζηέξ θςημβναθίεξ ηςκ ηοηηάνςκ πνζκ (άκς) ηαζ 

ιεηά (ηάης) ηδ πνχζδ ηδξ α-βαθαηημζζδάζδξ. (Γii) Γνάθδια ζημ μπμίμ θαίκεηαζ ημ πμζμζηυ 

ηςκ ηοηηάνςκ πμο είκαζ εεηζηά ζηδ πνχζδ ηδξ α-βαθαηημζζδάζδξ ηυζμ ζηα ηφηηανα 

ιάνηονεξ siCon (πνχηδ ζηήθδ), υζμ ηαζ ζηα siCHIP ηφηηανα (δεφηενδ ζηήθδ). Σζιή p < 0,05 

ζδιαίκεζ υηζ δ πζεακυηδηα μζ παναηδνμφιεκεξ δζαθμνέξ ακάιεζα ζηα κεανά ηαζ βδναζιέκα 

ηφηηανα, κα μθείθμκηαζ ζε ηοπαζυηδηα ηαζ κα ιδκ είκαζ αθδεείξ, είκαζ ιζηνυηενδ ημο 0,05 %. 

Α 

Β 

Γi 

Γii 
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πκπέξαζκα 3: 

Δπμιέκςξ, ιε αάζδ ηα παναπάκς απμηεθέζιαηα, ιπμνεί κα πνμηαεεί υηζ δ ζηαεενή 

ηαηαζημθή ηδξ έηθναζδξ ηδξ CHIP μδδβεί in vitro ημοξ ακενχπζκμοξ ζκμαθάζηεξ HFL-1 ζε 

πνυςνδ βήνακζδ. Σα ηφηηανα ιεζχκμοκ ημ νοειυ πμθθαπθαζζαζιμφ ημοξ αιέζςξ ιεηά ηδκ 

απμζζχπδζδ ημο βμκζδίμο ηαζ ιέζα ζε θίβεξ διένεξ πάκμοκ αοηήκ ηδκ ζηακυηδηα. Σα 

ηφηηανα δζαηδνμφκηαζ ζε ιία δζαδζηαζία ιδ ακαζηνέρζιδ ηαζ ειθακίγμοκ υθα ηα 

παναηηδνζζηζηά ημο βδναζιέκμο θαζκμηφπμο. 
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3.4 πζρέηηζε ηεο ιεηηνπξγίαο ησλ p53-εηδηθώλ ιηγαζώλ κε ην πξσηεόζσκα θαη ηελ p53  

Δθέβπεδηε πνμδβμφιεκα δ έηθναζδ ηςκ εζδζηχκ Δ3 εκγφιςκ ηδξ πνςηεΐκδξ p53 ηαηά ηδ 

θοζζμθμβζηή ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ ακενχπζκςκ ζκμαθαζηχκ, αθθά ηαζ ζε ζοκεήηεξ 

πνυςνδξ βήνακζδξ πμο επάβεηαζ απυ ιενζηή ακαζημθή ημο πνςηεμζχιαημξ. Σμ ενχηδια 

πμο πνμέηορε ζηδ ζοκέπεζα, αθμνμφζε ηζξ επζπηχζεζξ είηε α) ηδξ εκενβμπμίδζδξ ημο 

πνςηεμζχιαημξ (αθ. §3.4.1) είηε α) ηδξ εθεβπυιεκδξ έηθναζδξ ηδξ p53 ζηδκ πνςηεσκζηή 

έηθναζδ ηςκ θζβαζχκ ηδξ p53 (αθ. §3.4.2). Κάεε ιία απυ ηζξ παναπάκς πενζπηχζεζξ 

ιεθεηήεδηε λεπςνζζηά ζε δζαθμνεηζηά ηοηηανζηά ζοζηήιαηα. 

 

3.4.1 Απμεκέλε έθθξαζε ησλ ιηγαζώλ ζε θιώλνπο WI38/T πνπ ζηαζεξά ππεξεθθξάδνπλ 

ηε β5 ππνκνλάδα ηνπ πξσηενζώκαηνο 

Οζ θζβάζεξ ςξ Δ3 έκγοια απμηεθμφκ ααζζηά ιένδ ημο ηοηηανζημφ ιδπακζζιμφ πνςηευθοζδξ 

απυ ημ 26S πνςηευζςια. Γεκ οπάνπεζ, υιςξ, ηάπμζα ακαθμνά βζα ημκ ηνυπμ ιε ημκ μπμίμ 

επδνεάγεηαζ ημ ζφζηδια ηςκ θζβαζχκ απυ ημ πνςηευζςια. Δάκ, δδθαδή, δ εκενβμπμίδζδ 

ημο πνςηεμζχιαημξ είκαζ ζηακή κα πονμδμηήζεζ ηδ δναζηζηυηδηα ηςκ θζβαζχκ βζα ηδκ 

μοιπζηζηοθίςζδ ηαζ πεναζηένς απμδυιδζδ ηςκ οπμζηνςιάηςκ ημοξ απυ ημ πνςηευζςια.  

Μέπνζ ζήιενα, δεκ έπεζ ανεεεί ηάπμζμξ ιμνζαηυξ ή πδιζηυξ εκενβμπμζδηήξ ημο 

πνςηεμζχιαημξ, ιε ελαίνεζδ ηδκ πνςηεΐκδ PARP πμο ανέεδηε υηζ πνμζδέκεηαζ ζημ 

πνςηευζςια ηαζ αολάκεζ ηζξ εκενβυηδηέξ ημο ηαηά ημ μλεζδςηζηυ ζηνεξ [186]. Γεκζηά, βζα ηδ 

ιεθέηδ ημο νυθμο ιίαξ πνςηεΐκδξ πναβιαημπμζείηαζ ιμνζαηή ηθςκμπμίδζδ ημο βμκζδίμο πμο 

ηςδζημπμζεί βζα αοηήκ ηδκ πνςηεΐκδ, ιε απμηέθεζια ηδκ οπενέηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ ζε 

ηάπμζμ ηοηηανζηυ ζφζηδια. Πνμηεζιέκμο κα επζηεοπεεί εκενβμπμίδζδ ημο πνςηεμζχιαημξ 

ζε ακενχπζκμοξ ζκμαθάζηεξ, έβζκε ζηαεενή επζιυθοκζδ ηδξ α5 οπμιμκάδαξ ζε 

αεακαημπμζδιέκμοξ ζκμαθάζηεξ WI38/T. Ζ επζθμβή αοηήξ ηδξ αεακαημπμζδιέκδξ ηοηηανζηήξ 

ζεζνάξ ελαζθάθζζε ημκ απενζυνζζημ ανζειυ ηοηηανζηχκ δζαζνέζεςκ, δεδμιέκμο υηζ δεκ 

οθίζηαηαζ ηοηηανζηή βήνακζδ, πνμτπυεεζδ πμο απαζηείηαζ βζα ηδ δδιζμονβία αιζβχκ 

ηθχκςκ ζε ιαηνυ πνμκζηυ δζάζηδια. Οζ ηθχκμζ αοημί οπενεηθνάγμοκ ζηαεενά ηδκ 

οπμιμκάδα ιε ηδκ μπμία επζιμθφκεδηακ ηαζ επζπθέμκ πανμοζζάγμοκ αολδιέκδ πμζυηδηα 

δμιδιέκμο ηαζ θεζημονβζημφ πνςηεμζχιαημξ [328]. 

Μεηά ηδκ απυηηδζδ ηςκ ηθχκςκ WI38/T πμο ζηαεενά οπενεηθνάγμοκ ηδ α5 οπμιμκάδα 

(WI38/T/α5), απμιμκχεδηακ πνςηεΐκεξ απυ WI38/T ηφηηανα πμο είπακ επζιμθοκεεί ιε ημκ 

άδεζμ θμνέα έηθναζδξ (vector) ή ιε ηδκ οπμιμκάδα (WI38/T/α5) ηαζ ακζπκεφηδηακ ηα 

πνςηεσκζηά επίπεδα ηδξ p53 ηαζ ηςκ θζβαζχκ αοηήξ, ηα μπμία ανέεδηακ υθα αολδιέκα (Δζη. 

33). Δηηυξ απυ ηζξ θζβάζεξ Mdm2 ηαζ COP1, μζ μπμίεξ απμηεθμφκ ιεηαβναθζημφξ ζηυπμοξ 
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ηδξ p53, δ επαβςβή ηςκ άθθςκ θζβαζχκ ηαζ ηονίςξ ηδξ CHIP ηαζ ηδξ Pirh2 ιπμνεί κα 

ελδβδεεί ςξ απμηέθεζια ηοηηανζημφ ζηνεξ, υπςξ δείπκεζ ηαζ δ αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ 

θςζθμνοθζςιέκδξ ιμνθήξ ηδξ p53 ζηδ ζενίκδ 15 (p-p53 Ser 15) (Δζη. 33). Πανά ηα 

αολδιέκα επίπεδα ηςκ θζβαζχκ, αοηά δεκ ήηακ ζηακά κα μδδβήζμοκ ηδκ p53 πνμξ 

απμδυιδζδ, βεβμκυξ πμο δείπκεζ υηζ ημ ζφζηδια ηςκ θζβαζχκ εθέβπεηαζ ηαζ απυ άθθμοξ 

πανάβμκηεξ άβκςζημοξ, ακελάνηδημοξ απυ ηδκ πμζυηδηα ηαζ ηδ δναζηζηυηδηα ημο 

πνςηεμζχιαημξ ιεξ ζημ ηφηηανμ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 33 Έθθξαζε ησλ ιηγαζώλ ηεο p53 ζε θιώλνπο WI38/T/β5 

Απμιμκχεδηακ πνςηεΐκεξ απυ ηφηηανα WI38/T πμο είπακ επζιμθοκεεί ιε ημκ άδεζμ θμνέα 

έηθναζδξ (vector) ή ιε ηδκ οπμιμκάδα α5 (WI38/T/α5) ηαζ δθεηηνμθμνήεδηακ 40 ιg μθζηήξ 

πνςηεΐκδξ. Ακαθφεδηακ ηαηά Western δ p53 ηαζ μζ ααζζηέξ ηδξ θζβάζεξ, δ θςζθμνοθζςιέκδ 

ιμνθή ηδξ p53 ζηδ ζενίκδ 15 (p-p53 Ser 15) ςξ έκδεζλδ ηάπμζμο ζηνεξ, δ α5 βζα ηδ 

δζαπίζηςζδ ηςκ ηθχκςκ ηαζ δ GAPDH βζα ημ ζζυπμζμ θυνηςια ιεηαλφ ηςκ δεζβιάηςκ. Σα 

ιμνζαηά αάνδ ηςκ πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ ζημκ πίκαηα 3 ζηα Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ. 

 

3.4.2 Αληίζεηε έθθξαζε p53 θαη CHIP ζε θύηηαξα Li-Fraumeni 

Πνμηεζιέκμο κα ιεθεηδεεί δ έηθναζδ ηςκ Δ3 θζβαζχκ οπυ ζοκεήηεξ εθεβπυιεκδξ έηθναζδξ 

ηδξ p53 πνςηεΐκδξ, πνδζζιμπμζήεδηακ ζκμαθάζηεξ πμο έπμοκ απμιμκςεεί απυ αζεεκείξ ιε ημ 

ζφκδνμιμ Li-Fraumeni. Οζ ζκμαθάζηεξ αοημί (MDAH041) θοζζμθμβζηά δεκ πενζέπμοκ 

θεζημονβζηή p53 πνςηεΐκδ. Τπυ ζοκεήηδ, υιςξ, ιέζς εκυξ ζοζηήιαημξ Tet
off

, ιπμνμφκ 

απμοζία ηεηναηοηθίκδξ κα εηθνάγμοκ ηδκ p53 (αθ. §2.2.1). Έηζζ, θμζπυκ, απμιμκχεδηακ 

πνςηεΐκεξ απυ ηα θοζζμθμβζηά MDAH041 ηφηηανα, υπςξ επίζδξ απυ ηφηηανα πμο 

ηαθθζενβήεδηακ πανμοζία ηεηναηοηθίκδξ, αθθά ηαζ απυ ηφηηανα 2 ηαζ 4 διένεξ ιεηά ηδκ 

απμιάηνοκζδ ηδξ ηεηναηοηθίκδξ απυ ημ ιέζμ ηαθθζένβεζαξ. πςξ θαίκεηαζ ζηδκ εζηυκα 34, 
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ηα ηφηηανα MDAH041 δεκ πενζέπμοκ πνςηεΐκδ p53. Πανμοζία ηεηναηοηθίκδξ ηα επίπεδα 

ηδξ p53 είκαζ πμθφ παιδθά ηαζ δεκ είκαζ θεζημονβζηά, ηαεχξ δεκ οπάνπεζ πνςηεΐκδ Mdm2, 

πμο απμηεθεί ιεηαβναθζηυ ζηυπμ ηδξ p53. Ακηίεεηα, 4 διένεξ ιεηά ηδκ απμιάηνοκζδ ηδξ 

ηεηναηοηθίκδξ, δ p53 επάβεηαζ ζε πμθφ ορδθά επίπεδα ηαζ ιάθζζηα είκαζ θεζημονβζηή, υπςξ 

θαίκεηαζ απυ ηδκ επαβςβή ηδξ έηθναζδξ ηδξ Mdm2. Οζ άθθεξ θζβάζεξ ηδξ p53, ιε ελαίνεζδ 

ηδκ CHIP, δεκ πανμοζζάγμοκ μοζζαζηζηέξ αθθαβέξ ζηδκ έηθναζή ημοξ ηαηά ηδ ιεηααμθή 

ηςκ ζοκεδηχκ ζηζξ μπμίεξ ηαθθζενβμφκηαζ ηα ηφηηανα. Δίκαζ αλζμζδιείςημ υηζ δ CHIP 

θζβάζδ πανάβεηαζ ζε πμθφ ιεβάθεξ πμζυηδηεξ ζηα θοζζμθμβζηά ηφηηηανα MDAH041, ηα 

μπμία δεκ έπμοκ p53, εκχ ηα επίπεδά ηδξ ιεζχκμκηαζ ηαεχξ ανπίγεζ κα ειθακίγεηαζ δ p53 ζηα 

ηφηηανα. Δπμιέκςξ, παναηδνείηαζ ιία ακηίζηνμθδ έηθναζδ ιεηαλφ ηςκ πνςηεσκχκ p53 ηαζ 

CHIP, ηδ ζηζβιή πμο απυ ηζξ άθθεξ θζβάζεξ, ιυκμ δ Mdm2 αημθμοεεί ηδκ έηθναζδ ηδξ p53 

(Δζη. 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 34 Έθθξαζε ηεο p53 θαη ησλ ιηγαζώλ ηεο ζηα Li-Fraumeni θύηηαξα 

Σα ηφηηανα ηαθθζενβήεδηακ πανμοζία ηαζ απμοζία ηεηναηοηθίκδξ ηαζ απμιμκχεδηακ 

πνςηεΐκεξ απυ θοζζμθμβζηά ηφηηανα MDAH041 ηαζ απυ ηθχκμοξ TR9-7 πμο 

ηαθθζενβήεδηακ πανμοζία ηεηναηοηθίκδξ, αθθά ηαζ απυ TR9-7 ηθχκμοξ 2 ηαζ 4 διένεξ 

έπεζηα απυ ηδκ απμιάηνοκζδ ηδξ ηεηναηοηθίκδξ. Ζθεηηνμθμνήεδηακ 40 ιg μθζηήξ 

πνςηεΐκδξ ηαζ ακαθφεδηακ ηαηά Western. Σα ιμνζαηά αάνδ ηςκ πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ 

ζημκ πίκαηα 3 ζηα Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ. 

 

 

TR9-7 
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πκπέξαζκα 4: 

Απυ ηδ ιεθέηδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ p53 πνςηεΐκδξ ηαζ ηςκ ηφνζςκ θζβαζχκ ηδξ ζε ηφηηανα 

WI38/T πμο ζηαεενά οπενεηθνάγμοκ ηδ α5 οπμιμκάδα ημο πνςηεμζχιαημξ, πνμηφπηεζ υηζ δ 

αολδιέκδ εκενβυηδηα ημο πνςηεμζχιαημξ ιπμνεί κα επάβεζ ηα επίπεδα ηςκ θζβαζχκ, πμο 

υιςξ δεκ είκαζ ζηακά κα μδδβήζμοκ ηδκ p53 πνμξ απμδυιδζδ. Δπζπθέμκ, δ εθεβπυιεκδ 

έηθναζδ ηδξ p53 δείπκεζ υηζ ζηα ηφηηανα Li-Fraumeni οπάνπεζ ιία ακηίζηνμθδ ζπέζδ ιυκμ 

ιεηαλφ p53 ηαζ CHIP, ηδ ζηζβιή πμο δ Mdm2 αημθμοεεί ηδκ έηθναζδ ηδξ p53, εκχ μζ 

οπυθμζπεξ θζβάζεξ δεκ επδνεάγμκηαζ απυ ηδκ έηθναζδ ή ιδ ηδξ p53. 



ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

136 

3.5 Μειέηε ηεο εηδηθήο δξάζεο ηεο CHIP ιηγάζεο ζηελ θπηηαξηθή γήξαλζε  

 

Καεχξ δ CHIP θζβάζδ είκαζ δ ιυκδ απυ ηα έκγοια πμο ιεθεηήεδηακ, δ μπμία επάβεηαζ ηυζμ 

ζε ιεηαβναθζηυ υζμ ηαζ πνςηεσκζηυ επίπεδμ, ηαηά ηδκ ειθάκζζδ ηδξ βήνακζδξ ηςκ 

ζκμαθαζηχκ, δδιζμονβείηαζ ημ ενχηδια πμο αθμνά ημ νυθμ ηδξ ζηδκ ηοηηανζηή θοζζμθμβία. 

Απυ ηδ αζαθζμβναθία είκαζ βκςζηυ υηζ δ CHIP εεςνείηαζ ςξ δ πνςηεΐκδ εθέβπμο ηδξ 

πμζυηδηαξ ημο ηοηηάνμο, «quality control protein», ηαζ μοιπζηζηοθζχκεζ ανηεηά 

οπμζηνχιαηα ζημ ηοηηανυπθαζια ηςκ ηοηηάνςκ, ηα πενζζζυηενα εη ηςκ μπμίςκ είκαζ ιδ 

ζςζηά δζπθςιέκεξ πνςηεΐκεξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηζξ ζοκμδέξ πνςηεΐκεξ Hsp70 ηαζ/ή Hsp90 

[299]. Οζ πενζζζυηενεξ ιεθέηεξ αθμνμφκ ηανηζκζηά ηφηηανα ηαζ μοιπζηζηοθίςζδ 

ιεηαθθαβιέκςκ ιμνίςκ p53, εκχ μ νυθμξ ηδξ ιέπνζ ζήιενα πενζμνίγεηαζ ζημ 

ηοηηανυπθαζια. Πμθφ θίβα είκαζ βκςζηά βζα ημ ακ ιπμνεί κα δνάζεζ εκηυξ ημο πονήκα, πχξ 

νοειίγεζ ηδκ απμδυιδζδ ηδξ θοζζμθμβζηήξ p53 ζημ ηφηηανμ ηαζ ιε πμζμ ηνυπμ ζοιιεηέπεζ 

ζημκ έθεβπμ ηδξ ηοηηανζηήξ θοζζμθμβίαξ. Έηζζ, ζηδκ πανμφζα δζδαηημνζηή δζαηνζαή 

ιεθεηήεδηε δ εέζδ ηδξ CHIP ζημ ηφηηανμ ηαζ δ εκγοιζηή ηδξ εκενβυηδηα πμο εηθνάγεηαζ 

απυ ηα επίπεδα ηδξ μοιπζηζηοθίςζήξ ηδξ. Δπζπθέμκ, οπενεηθνάζηδηε αθθά ηαζ 

απμζζςπήεδηε δ έηθναζή ηδξ ζηα ηφηηανα, χζηε κα ιεθεηδεεί ημ ιμκμπάηζ πμο ελανηάηαζ 

απυ ηδκ CHIP ζε ακηζδζαζημθή ιε ημ ιμκμπάηζ ηδξ Mdm2 (δ Mdm2, άθθςζηε, ζηδκ 

πθεζμρδθία ηςκ ιεθεηχκ εεςνείηαζ ςξ δ ηφνζα θζβάζδ ηδξ p53) επάκς ζηδ νφειζζδ ηδξ p53. 

 

3.5.1 Τπνθπηηαξηθόο εληνπηζκόο ηεο CHIP ζηνπο ηλνβιάζηεο HFL-1 

Τπυ θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ, είκαζ βκςζηυ υηζ δ CHIP εκημπίγεηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια ηςκ 

ηοηηάνςκ [288]. Απυ ηδ ζηζβιή, υιςξ, πμο δ εέζδ ηδξ ζηα βδναζιέκα ηφηηανα δεκ έπεζ 

ιεθεηδεεί, εθέβπεδηακ μζ ζκμαθάζηεξ HFL-1 βζα ημκ οπμηοηηανζηυ εκημπζζιυ ηδξ CHIP. 

οβηεηνζιέκα, ακενχπζκμζ ειανοζημί ζκμαθάζηεξ πκεφιμκα HFL-1 ηαθθζενβήεδηακ έςξ ηδ 

θάζδ ηδξ ιδ ακηζζηνεπηήξ παφζδξ ημο ηοηηανζημφ ημοξ πμθθαπθαζζαζιμφ ηαζ 

απμιμκχεδηακ ηοηηανμπθαζιαηζηά ηαζ πονδκζηά εηποθίζιαηα απυ κεανά ηαζ βδναζιέκα 

ηφηηανα βζα ημκ έθεβπμ ηδξ έηθναζδξ ηδξ CHIP (Δζη. 35). Πανάθθδθα, πναβιαημπμζήεδηε 

ακμζμεκημπζζιυξ ηδξ CHIP ιε ηδ πνήζδ ζοκεζηζαημφ ιζηνμζημπίμο ζάνςζδξ βζα ηδκ 

επζαεααίςζδ ημο απμηεθέζιαημξ απυ ηδκ ακάθοζδ ημο ακμζμζηοπχιαημξ (Δζη. 36).  

Σα πεζνάιαηα αοηά έδεζλακ υηζ ημ πνυηοπμ εκημπζζιμφ ηδξ CHIP αθθάγεζ ακάιεζα ζε 

κεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα ηαζ ζοβηεηνζιέκα, παναηδνήεδηε ιία ιενζηή ιεηαηυπζζδ ηδξ 

CHIP ζημκ πονήκα ηςκ βδναζιέκςκ ηοηηάνςκ. Δζδζηυηενα, ζηα κεανά ηφηηανα 

ειθακίγμκηαζ παιδθά επίπεδα ηδξ CHIP ιυκμ ζημ ηοηηανυπθαζια, εκχ ζηα βδναζιέκα 
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ηφηηανα αολδιέκα επίπεδα ηδξ CHIP ηαηακέιμκηαζ ιεηαλφ ηοηηανμπθάζιαημξ ηαζ πονήκα 

(Δζη. 35 ηαζ 36). Ο θυβμξ ηςκ επζπέδςκ ηδξ CHIP ιεηαλφ πονήκα ηαζ ηοηηανμπθάζιαημξ ζε 

κεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα πενζβνάθεζ αοηήκ ηδκ πονδκζηή ιεηαηυπζζδ (Δζη. 35). Ο 

θυβμξ αοηυξ είκαζ 2,5 θμνέξ ιεβαθφηενμξ ζηα βδναζιέκα ηφηηανα ζε ζφβηνζζδ ιε ηα κεανά. 

Αοηέξ μζ ακαθφζεζξ απμηαθφπημοκ υηζ δ CHIP θζβάζδ υπζ ιυκμ αολάκεζ ζδιακηζηά ηαηά ηδ 

βήνακζδ, αθθά επζπθέμκ οθίζηαηαζ ιεηαηυπζζδ ζημκ πονήκα, πνμηείκμκηαξ ηάπμζμ πζεακυ 

νυθμ ςξ πνμξ ηδκ μοιπζηζηοθίςζδ ηαζ απμδυιδζδ ηςκ πονδκζηχκ πνςηεσκχκ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 35 Αλάιπζε θαηά Western ηεο CHIP ζε θπηηαξνπιαζκαηηθά θαη ππξεληθά 

εθρπιίζκαηα 

Απμιμκχεδηακ ηοηηανμπθαζιαηζηά (Κ) ηαζ πονδκζηά (Π) εηποθίζιαηα απυ κεανά ηαζ 

βδναζιέκα ηφηηανα ηαζ ακαθφεδηακ ιε ακμζμζηφπςια 20 ιg μθζηήξ πνςηεΐκδξ. Ζ 

ηαεανυηδηα ηςκ ηθαζιάηςκ επζαεααζχκεηαζ ιε ηδ πνήζδ ακηζζχιαημξ έκακηζ ηδξ θαιίκδξ 

A/C βζα ηα πονδκζηά ηαζ έκακηζ ηδξ α-ημοιπμοθίκδξ βζα ηα ηοηηανμπθαζιαηζηά. Γζα κα 

επζαεααζςεεί μ βδναζιέκμξ θαζκυηοπμξ ηςκ ηοηηάνςκ έβζκε ακίπκεοζδ ηδξ p16. Σα ιμνζαηά 

αάνδ ηςκ πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ ζημκ πίκαηα 3 ζηα Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ. ημ δελί ιένμξ ηδξ 

εζηυκαξ απεζημκίγεηαζ μ θυβμξ ηδξ πνςηεσκζηήξ έηθναζδξ ηδξ CHIP θζβάζδξ ιεηαλφ πονήκα 

ηαζ ηοηηανμπθάζιαημξ ζηα κεανά ηαζ ζηα βδναζιέκα ηφηηανα. Ζ ηθίιαηα πμο 

πνδζζιμπμζείηαζ ζημκ ηάεεημ άλμκα είκαζ θμβανζειζηή. Οζ ηζιέξ απμηεθμφκ ημ ιέζμ υνμ 3 

ακελάνηδηςκ ιεηνήζεςκ ± ηοπζηή απυηθζζδ (SD). Ζ ηζιή p (p-value) πνμηφπηεζ απυ ηδ 

ζηαηζζηζηή ακάθοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ιε ηδ αμήεεζα εθέβπμο δζαηφιακζδξ ηαηά έκακ 

πανάβμκηα (ANOVA Single Factor Test). Σζιή p < 0,05 ζδιαίκεζ υηζ δ πζεακυηδηα μζ 

παναηδνμφιεκεξ δζαθμνέξ ακάιεζα ζηα κεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα, κα μθείθμκηαζ ζε 

ηοπαζυηδηα ηαζ κα ιδκ είκαζ αθδεείξ, είκαζ ιζηνυηενδ ημο 0,05 %. 

 

** 
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Δηθόλα 36 Αλνζνεληνπηζκόο ηεο CHIP ζε λεαξά θαη γεξαζκέλα HFL-1 θύηηαξα 

Ακμζμεκημπζζιυξ ηδξ CHIP θζβάζδξ ζε κεανά (1-3) ηαζ βδναζιέκα (4-6) ηφηηανα ιε ηδ 

πνήζδ ζοκεζηζαημφ ιζηνμζημπίμο ζάνςζδξ. Γζα ημκ έθεβπμ ηδξ πμζυηδηαξ ηδξ ακάθοζδξ 

πνδζζιμπμζήεδηε δ πνςζηζηή DAPI, δ μπμία αάθεζ ημοξ ηοηηανζημφξ πονήκεξ ιε 

παναηηδνζζηζηυ ιπθε πνχια. 

 

3.5.2 Μειέηε ηεο εηδηθήο ελεξγόηεηαο ηεο CHIP ιηγάζεο ζηνπο θπζηνινγηθνύο 

ηλνβιάζηεο 

πςξ έπεζ πνμηφρεζ απυ ηζξ πνμδβμφιεκεξ ακαθφζεζξ, δ CHIP θζβάζδ είκαζ δ ιυκδ απυ ηζξ 

θζβάζεξ ηδξ p53 πμο ελεηάζεδηακ, δ μπμία ειθακίγεζ αολδιέκδ έηθναζδ ηυζμ ζε επίπεδμ 

ιεηαβναθήξ υζμ ηαζ ζε πνςηεσκζηυ επίπεδμ ηαηά ηδκ ηοηηανζηή βήνακζδ ηςκ ακενχπζκςκ 

ειανοζηχκ ζκμαθαζηχκ HFL-1. Δπζπθέμκ, δ CHIP ςξ Δ3 έκγοιμ δζαεέηεζ εκγοιζηή 

εκενβυηδηα, δ μπμία εηθνάγεηαζ απυ ηδκ ζηακυηδηά ηδξ κα μοιπζηζηοθζχκεζ ηαζ κα ζημπεφεζ 

δζάθμνα οπμζηνχιαηα πνμξ απμδυιδζδ απυ ημ 26S πνςηευζςια, αθθά ηαζ ημκ εαοηυ ηδξ, 

ιία δζαδζηαζία πμο παναηηδνίγεηαζ ςξ «αοημ-μοιπζηζηοθίςζδ» [290]. Ζ «αοημ-

μοιπζηζηοθίςζδ» εκυξ εκγφιμο είκαζ δοκαηυ κα ιεθεηδεεί ιε ηδ αμήεεζα in vitro πεζναιάηςκ. 

ηα ηφηηανα, υιςξ, ιπμνμφκ κα εθεβπεμφκ ηα επίπεδα μοιπζηζηοθίςζδξ ημο εκγφιμο ιε ηδ 

πνήζδ εκυξ ζοκδοαζιμφ ηεπκζηχκ πμο εθανιυγμκηαζ απεοεείαξ ζηα ηφηηανα ηαζ εεςνείηαζ 

ςξ ακάθοζδ ηδξ μοιπζηζηοθίςζδξ in vivo.  

οβηεηνζιέκα, ζε αοηήκ ηδ δζαηνζαή ηα ηφηηανα επζιμθφκεδηακ πνμζςνζκά (βζα 24 χνεξ) 

ιε έκα πθαζιίδζμ πμο πενζείπε ημ cDNA βζα ηδκ ακενχπζκδ CHIP θζβάζδ ζδιαζιέκδ ιε 

Myc (Myc-CHIP) ηαζ έκα πθαζιίδζμ ημ μπμίμ πενζείπε 8 επακαθήρεζξ μοιπζηζηίκδξ 

ζδιαζιέκδξ ιε αζιαβθμοηζκίκδ (HA-Ub) (Δζη. 37). Γεδμιέκμο υηζ δ CHIP θοζζμθμβζηά ζηα 

ηφηηανα ανίζηεηαζ ζε πμθφ παιδθά επίπεδα, δ ακίπκεοζή ηδξ είκαζ δφζημθδ, μπυηε ζοκήεςξ 
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πνμηζιάηαζ κα εζζάβεηαζ ελςβεκχξ ιε ηδ αμήεεζα πθαζιζδίμο, υπμο είκαζ ζδιαζιέκδ ιε 

ηάπμζα «εηζηέηα», εδχ ημ Myc. Πανυιμζα, δ μοιπζηζηίκδ είκαζ ζδιαζιέκδ ιε 

αζιαβθμοηζκίκδ, χζηε κα δζεοημθφκεηαζ δ ακίπκεοζή ηδξ. 20 χνεξ ιεηά ηδκ επζιυθοκζδ, 

πμνδβήεδηε ζηα ηφηηανα μ πνςηεμζςιζηυξ ακαζημθέαξ MG132, πνμηεζιέκμο κα ακαζηαθεί 

δ πνςηεμζςιζηή απμδυιδζδ ηςκ μοιπζηζηοθζςιέκςκ ιμνίςκ ηαζ κα είκαζ ακζπκεφζζια. 

Αημθμφεδζε ακμζμηαηαηνήικζζδ (immunoprecipitation, IP) ηδξ Myc πνςηεΐκδξ, μπυηε ηαζ 

ηδξ CHIP πμο είπε εζζαπεεί ελςβεκχξ ζηα ηφηηανα ηαζ ιε ακάθοζδ ηαηά Western (Western 

Blot, WB) εκημπίζηδηακ ηα μοιπζηζηοθζςιέκα ιυνζα CHIP. Ζ ακμζμηαηαηνήικζζδ 

πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδκ εθανιμβή αηναίςκ απμδζαηαηηζηχκ ζοκεδηχκ (strict denaturing 

conditions) πμο ζπάκε υθεξ ηζξ αθθδθεπζδνάζεζξ ιεηαλφ ηδξ CHIP ηαζ ηςκ δζάθμνςκ 

οπμζηνςιάηςκ ηδξ έηζζ, χζηε κα ελαζθαθζζηεί δ απμηθεζζηζηή μοιπζηζηοθίςζδ ηδξ CHIP 

ηαζ υπζ ηςκ αθθδθεπζδνχκηςκ ιμνίςκ (Δζη. 37). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 37 Δπίπεδα νπκπηθηηπιίσζεο ηεο CHIP ζε λεαξά θαη γεξαζκέλα θύηηαξα  

Νεανά (βναιιέξ 3 ηαζ 4) ηαζ βδναζιέκα (βναιιέξ 5 ηαζ 6) ηφηηανα επζιμθφκεδηακ 

πνμζςνζκά ιε 4 ιg Myc-CHIP ή ημκ άδεζμ θμνέα έηθναζδξ, ιαγί ιε ημ θμνέα έηθναζδξ 

HA-Ub. 20 χνεξ ιεηά, πμνδβήεδηακ ζηα ηφηηανα 20 ιΜ MG132 βζα 6 χνεξ βζα ηδκ 

ακαζημθή ηδξ πνςηεμζςιζηήξ απμδυιδζδξ. Σα ηφηηανα θφεδηακ, ακμζμηαηαηνδικίζηδηακ 

ςξ πνμξ Myc ιε ζζπονέξ απμδζαηαηηζηέξ ζοκεήηεξ ηαζ ακαθφεδηακ ιε ακμζμζηφπςια. Καηά 

ηδκ ακμζμηαηαηνήικζζδ πνδζζιμπμζήεδηακ, επίζδξ, μθζηυ ηοηηανζηυ εηπφθζζια ςξ εεηζηυξ 

ιάνηοναξ ηαζ θοζζμθμβζηυξ μννυξ ςξ ανκδηζηυξ ιάνηοναξ ηαζ δθεηηνμθμνήεδηακ 300 ιg 
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πνςηεσκχκ. Γζα ηδκ δθεηηνμθυνδζδ ηςκ ανπζηχκ μθζηχκ εηποθζζιάηςκ πνδζζιμπμζήεδηακ 

30 ιg πνςηεΐκδξ. Σα ιμνζαηά αάνδ ηςκ πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ ζημκ πίκαηα 3 ζηα Τθζηά 

ηαζ Μέεμδμζ. 

 

πςξ θαίκεηαζ ζηδκ εζηυκα 37, ηα επίπεδα μοιπζηζηοθίςζδξ ηδξ CHIP ζοζζςνεφμκηαζ 

ζηα βδναζιέκα ηφηηανα πμο έπμοκ επζιμθοκεεί ιε ημ πθαζιίδζμ Myc-CHIP (βναιιή 5), ζε 

ακηζπανααμθή ιε ηα κεανά ηφηηανα υπμο δεκ οπάνπεζ ηάπμζα ζοζζχνεοζδ (βναιιή 3). 

οβηνίκμκηαξ ιε ηζξ εζηυκεξ απυ ηα μθζηά εηποθίζιαηα, μζ μπμίεξ δείπκμοκ ορδθέξ 

ζοβηεκηνχζεζξ μοιπζηζηοθζςιέκςκ ιμνίςκ είηε ζηα κεανά (βναιιέξ 3 ηαζ 4) είηε ζηα 

βδναζιέκα (βναιιέξ 5 ηαζ 6) ηφηηανα, είκαζ ειθακέξ υηζ δ μοιπζηζηοθίςζδ ζηα βδναζιέκα 

ηφηηανα ηαηά ηδκ ακμζμηαηαηνήικζζδ αθμνά ηδκ CHIP θζβάζδ. Δπμιέκςξ, αοηά ηα 

αολδιέκα επίπεδα μοιπζηζηοθίςζδξ ηδξ CHIP ζε ζοκδοαζιυ ιε ηα αολδιέκα πνςηεσκζηά 

επίπεδα ηαζ ηδ ιεηαηυπζζδ ζημκ πονήκα ηαηά ηδ βήνακζδ είκαζ εκδεζηηζηά βζα αολδιέκδ 

εκγοιζηή εκενβυηδηα ηδξ CHIP υζμκ αθμνά ζηδκ μοιπζηζηοθίςζδ ηαζ πεναζηένς απμδυιδζδ 

ηςκ οπμζηνςιάηςκ ηδξ ζημοξ βδναζιέκμοξ ζκμαθάζηεξ. 

 

3.5.3 Μειέηε ηεο p53 έπεηηα από εμσγελή ππεξέθθξαζε ηεο CHIP  

Μέπνζ ζηζβιήξ, έπεζ πνμηαεεί υηζ ηα αολδιέκα επίπεδα ηδξ CHIP ηαηά ηδ βήνακζδ πζεακά 

εοεφκμκηαζ βζα ηδκ μοιπζηζηοθίςζδ ηαζ επαηυθμοεδ ζηυπεοζδ ηδξ p53 πνμξ πνςηεμζςιζηή 

απμδυιδζδ. Ακηίεεηα, ζηα κεανά ηφηηανα, ηα παιδθά επίπεδα ηδξ CHIP είκαζ θζβυηενμ 

ζδιακηζηά ςξ πνμξ ημ κα επζδνάζμοκ ζηδ νφειζζδ ηδξ p53. Γζα κα επαθδεεοηεί αοηή δ 

άπμρδ, εθέβπεδηε εάκ δ επαβςβή ηςκ ανπζηά παιδθχκ επζπέδςκ ηδξ CHIP ζηα κεανά 

ηφηηανα, δ μπμία εζζάβεηαζ ελςβεκχξ ιε ηδ αμήεεζα πθαζιζδίμο, ιπμνεί κα επδνεάζεζ ημ 

πνμθίθ ηδξ ζηαεενυηδηαξ ηδξ p53 ζε αοηά ηα ηφηηανα. Με αοηυκ ημκ ηνυπμ, πνμζμιμζχεδηε 

ζημοξ κεανμφξ ζκμαθάζηεξ δ πνςηεσκζηή έηθναζδ ηδξ CHIP, πμο έπεζ πνμδβμφιεκα 

παναηδνδεεί ζημοξ ακηίζημζπμοξ βδναζιέκμοξ. 

Ακαθοηζηυηενα, κεανμί ζκμαθάζηεξ HFL-1 επζιμθφκεδηακ πνμζςνζκά ιε θμνέα έηθναζδξ 

ηδξ CHIP ζδιαζιέκδξ ιε Myc (Myc-CHIP) βζα ηδκ επαβςβή ηςκ επζπέδςκ ηδξ ζημ 

εζςηενζηυ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ πανάθθδθα, ημοξ πμνδβήεδηε μ πνςηεμζςιζηυξ ακαζημθέαξ 

MG132 βζα ηδ ζοζζχνεοζδ ηςκ μοιπζηζηοθζςιέκςκ ιμνίςκ p53. πςξ δείπκεζ δ εζηυκα 38, 

δ ελςβεκήξ οπενέηθναζδ ηδξ CHIP αολάκεζ ηα επίπεδα ηςκ πνςηεσκζηχκ ηδξ ιμνίςκ εκηυξ 

ηςκ ηοηηάνςκ, ηα μπμία είκαζ ζηακά κα μδδβήζμοκ ζε απμδυιδζδ ηδκ p53 [ιείςζδ ηςκ 

ανπζηχκ επζπέδςκ (βναιιή 1) πενίπμο ζημ ιζζυ (βναιιή 4), υπςξ θαίκεηαζ ζημ δζάβναιια]. 
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ε ακηίεεζδ, υηακ ζηα ηφηηανα έπεζ βίκεζ αβςβή ιε MG132, δ p53 ζοζζςνεφεηαζ ηαζ 

ζηαεενμπμζείηαζ (βναιιέξ 3 ηαζ 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 38 Δμσγελήο ππεξέθθξαζε ηεο CHIP ζηα λεαξά θύηηαξα 

Νεανά ηφηηανα επζιμθφκεδηακ πνμζςνζκά ιε 4 ιg Myc-CHIP ή ημκ άδεζμ θμνέα έηθναζδξ. 

20 χνεξ ιεηά, πμνδβήεδηακ ζηα ηφηηανα 20 ιΜ MG132 βζα 6 χνεξ βζα ηδκ ακαζημθή ηδξ 

πνςηεμζςιζηήξ απμδυιδζδξ. ηδ ζοκέπεζα, ηα ηφηηανα ακαθφεδηακ ιε ακμζμζηφπςια. Γζα 

ηδκ δθεηηνμθυνδζδ πνδζζιμπμζήεδηακ 20 ιg μθζηήξ πνςηεΐκδξ. Σα ιμνζαηά αάνδ ηςκ 

πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ ζημκ πίκαηα 3 ζηα Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ. ημ ηάης ιένμξ ηδξ εζηυκαξ 

απεζημκίγεηαζ δ πμζμηζημπμίδζδ ηδξ p53 απυ ημ ακμζμζηφπςια. Ζ ηθίιαηα πμο 

πνδζζιμπμζείηαζ ζημκ ηάεεημ άλμκα είκαζ θμβανζειζηή. Οζ ηζιέξ έπμοκ εηθναζηεί ςξ % 

πμζμζηά, υπμο ςξ 1 (100%) έπεζ μνζζηεί δ ηζιή ζηα κεανά ηφηηανα. Οζ ηζιέξ απμηεθμφκ ημ 

ιέζμ υνμ 3 ακελάνηδηςκ ιεηνήζεςκ ± ηοπζηή απυηθζζδ (SD). Ζ ηζιή p (p-value) πνμηφπηεζ 

απυ ηδ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ιε ηδ αμήεεζα εθέβπμο δζαηφιακζδξ ηαηά 

έκακ πανάβμκηα (ANOVA Single Factor Test). Σζιή p < 0,05 ζδιαίκεζ υηζ δ πζεακυηδηα μζ 

παναηδνμφιεκεξ δζαθμνέξ ακάιεζα ζηα κεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα, κα μθείθμκηαζ ζε 

ηοπαζυηδηα ηαζ κα ιδκ είκαζ αθδεείξ, είκαζ ιζηνυηενδ ημο 0,05 %. 
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Δπμιέκςξ, δ οπενέηθναζδ ηδξ CHIP ζηα κεανά ηφηηανα ιπμνεί κα ζημπεφζεζ ηδκ p53 

πνμξ απμδυιδζδ απυ ημ πνςηευζςια, ηαη’ ακαθμβία ιε ηζξ ζοκεήηεξ πμο επζηναημφκ ζηα 

βδναζιέκα ηφηηανα, ηα μπμία θοζζμθμβζηά δζαεέημοκ ορδθυηενα επίπεδα CHIP ηαζ 

ιεζςιέκα επίπεδα p53. Αοηή δ παναηήνδζδ οπμζηδνίγεζ αηυια πενζζζυηενμ ηδκ άπμρδ υηζ 

δ CHIP ηαηέπεζ ζπμοδαίμ νυθμ ζηδ βήνακζδ. 

 

3.5.4 Μειέηε ηεο απνζηώπεζεο ηεο έθθξαζεο ηεο CHIP θαη ηεο Mdm2 ιηγάζεο ζηε 

ξύζκηζε ηεο ζηαζεξόηεηαο ηεο p53 

Πανά ημ βεβμκυξ υηζ δ CHIP θζβάζδ ήηακ δ ιυκδ απυ ημ ζφκμθμ ηςκ πέκηε ααζζηχκ θζβαζχκ 

ηδξ p53 πμο ελεηάζεδηακ, δ μπμία πανμοζίαζε αολδιέκα επίπεδα ηυζμ ζε ιεηαβναθζηυ υζμ 

ηαζ ζε πνςηεσκζηυ επίπεδμ, ιεηαηυπζζδ ζημκ πονήκα ηαζ αολδιέκδ εκγοιζηή εκενβυηδηα 

ηαηά ηδκ ηοηηανζηή βήνακζδ ακενχπζκςκ ζκμαθαζηχκ, εεςνήεδηε ζηυπζιμ κα ελεηαζηεί δ 

θεζημονβζηυηδηά ηδξ ζε ακηζδζαζημθή ιε ηδκ Mdm2 θζβάζδ. Τπάνπεζ έκα ιεβάθμ εφνμξ 

δδιμζζεφζεςκ δζαεέζζιμ ζηδ αζαθζμβναθία πμο ακαθένεζ ηδκ Mdm2 θζβάζδ ςξ ηδκ ηφνζα 

θζβάζδ μοιπζηζηίκδξ βζα ηδ νφειζζδ ηδξ ζηαεενυηδηαξ ηδξ p53 (αθ. εζζαβςβή). Γεκζηυηενα, 

είκαζ βκςζηυ υηζ ανηεηά βμκίδζα-ζηυπμζ ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα p53 ακαζηέθθμοκ ηδκ 

εκενβυηδηα ημο p53 ιέζς εκυξ αοημνοειζγυιεκμο ηφηθμο ανκδηζηήξ ακάδναζδξ (negative 

feedback loop). Απυ ηδκ άθθδ, μ p53 εκενβμπμζεί ιεηαβναθζηά ημκ ηφνζμ ανκδηζηυ νοειζζηή 

ημο, ημ βμκίδζμ mdm2 (mouse double minute) [65, 66]. Ζ Mdm2 θζβάζδ ιε ηδ ζεζνά ηδξ 

απεκενβμπμζεί ηδκ πνςηεΐκδ p53 ηονίςξ ζημπεφμκηάξ ηδκ βζα πνςηεμζςιζηή απμδυιδζδ ηαζ 

πνμςεχκηαξ ηδκ έλμδυ ηδξ απυ ημκ πονήκα [67]. Γζα ημοξ παναπάκς θυβμοξ, ηνίεδηε 

ακαβηαία δ πνυζεεηδ ιεθέηδ ημο νυθμο ηδξ Mdm2 θζβάζδξ ηαζ δ πεναζηένς ζφβηνζζδ ιε ηδ 

δνάζδ ηδξ CHIP ζηδ νφειζζδ ηδξ p53, πανυθμ πμο δ Mdm2 ανέεδηε ιεζςιέκδ ηαηά ηδ 

βήνακζδ ηςκ ζκμαθαζηχκ (Δζη. 23).  

Γζα ηδκ ακάθοζδ αοηή πνδζζιμπμζήεδηε δ ηεπκζηή ηδξ ιεηα-ιεηαβναθζηήξ απμζζχπδζδξ 

βμκζδίςκ, δ μπμία επζηοβπάκεζ ηδκ ηαηαζημθή ηδξ έηθναζδξ ηςκ βμκζδίςκ ζηα ηφηηανα. 

Πνυηεζηαζ βζα ιία ζφβπνμκδ ηεπκζηή πμο επζηνέπεζ ηδ ιεθέηδ δζάθμνςκ αζμθμβζηχκ 

ιδπακζζιχκ [396, 397] ηαζ έβηεζηαζ ζηδ πνήζδ δίηθςκςκ μθζβμκμοηθεμηζδίςκ RNA ιε 

ιήημξ 20-25 κμοηθεμηίδζα. Αοηά ηα ιζηνά RNA ιυνζα πανειααίκμοκ ζηδκ έηθναζδ 

ζοβηεηνζιέκςκ βμκζδίςκ (small interfering RNA, siRNA, ιενζηέξ θμνέξ βκςζηά ηαζ ςξ 

short-interfering RNA ή silencing RNA) ιέζς ημο ιμκμπαηζμφ RNA-πανειαμθήξ (RNA-

interfering pathway) [398]. 
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Πνάβιαηζ, κεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα ιεηαπεζνίζηδηακ ιε δφμ δζαθμνεηζηέξ 

ζοβηεκηνχζεζξ, 50 ηαζ 75 nM, ηςκ εζδζηχκ μθζβμκμοηθεμηζδίςκ siCHIP ηαζ siMdm2 

(Πίκαηαξ 4) βζα δζάθμνα πνμκζηά δζαζηήιαηα (1 έςξ 4 διένεξ) ηαζ ανέεδηακ μζ ζδακζηέξ 

ζοκεήηεξ βζα ηδκ απμζζχπδζδ ηςκ δφμ βμκζδίςκ, πςνίξ κα πνμηαθμφκ ηδκ απυπηςζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ. ηδκ πενίπηςζδ ηδξ απμζζχπδζδξ ημο βμκζδίμο Mdm2, ηα ηφηηανα 

επζιμθφκεδηακ πνμζςνζκά δφμ θμνέξ ιε ηα siRNA μθζβμκμοηθεμηίδζα αθήκμκηαξ δζάζηδια 

24 ςνχκ κα ιεζμθααήζεζ ιεηαλφ ηςκ επζιμθφκζεςκ ηαζ ακαθφεδηακ ιε Western 48 χνεξ 

ανβυηενα. ιςξ, βζα ηδκ απμζζχπδζδ ημο βμκζδίμο CHIP, ηα ηφηηανα επζιμθφκεδηακ 

πνμζςνζκά δφμ θμνέξ αθήκμκηαξ δζάζηδια 48 ςνχκ κα ιεζμθααήζεζ ιεηαλφ ηςκ 

επζιμθφκζεςκ ηαζ ακαθφεδηακ ιε Western 48 χνεξ ανβυηενα. ακ ηφηηανα ιάνηονεξ 

πνδζζιμπμζήεδηακ ηφηηανα πμο επζιμθφκεδηακ ιε μθζβμκμοηθεμηίδζα siRNA πμο δεκ 

πενζείπακ ηακέκα ζηυπμ (siCON). 

πςξ θαίκεηαζ ζηδκ εζηυκα 39, δ επζιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ηα εζδζηά 

μθζβμκμοηθεμηίδζα siMdm2 επέηοπε ηαηαζημθή ηδξ έηθναζδξ ημο βμκζδίμο mdm2 ηαηά 80% 

ζηα κεανά ηφηηανα (βναιιέξ 2 έκακηζ 1) ηαζ ηαηά 50% ζηα βδναζιέκα (βναιιή 4 έκακηζ 3) 

(πάκς δελί βνάθδια). Ακηίζημζπα, επζιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ηα εζδζηά μθζβμκμο-

ηθεμηίδζα siCHIP μδήβδζε ζε ηαηαζημθή ηδξ έηθναζδξ ημο βμκζδίμο Chip ηαηά 60% πενίπμο 

ηυζμ ζηα κεανά (βναιιή 6 έκακηζ 5) υζμ ηαζ ζηα βδναζιέκα ηφηηανα (βναιιή 8 έκακηζ 7) 

(ηάης δελί βνάθδια). Δίκαζ παναηηδνζζηζηυ υηζ ζηα ηφηηανα ιάνηονεξ (siCon) δ Mdm2 

ιεζχεδηε ηαηά 50% πενίπμο απυ ηα κεανά ζηα βδναζιέκα ηφηηανα (βναιιέξ 1 ηαζ 3), εκχ δ 

CHIP αολήεδηε ηαηά 50% πενίπμο απυ ηα κεανά ζηα βδναζιέκα ηφηηανα (βναιιέξ 5 ηαζ 7). 

Σμ αλζμζδιείςημ ήηακ υηζ δ απμζζχπδζδ ημο Mdm2 μδήβδζε ζε πανυιμζα ζοζζχνεοζδ 

ηδξ p53 πνςηεΐκδξ ηυζμ ζηα κεανά υζμ ηαζ ζηα βδναζιέκα ηφηηανα (βναιιέξ 2 ηαζ 4). Αοηή 

δ επαβςβή ήηακ πενίπμο 4 θμνέξ ζε ζφβηνζζδ ιε ηα ηφηηανα πμο είπακ δεπηεί ηα 

μθζβμκμοηθεμηίδζα ιάνηονεξ (siCon) (ηάης ανζζηενυ βνάθδια, βναιιή 2 έκακηζ 1 ηαζ 

βναιιή 4 έκακηζ 3). Ακηίεεηα, δ ηαηαζημθή ηςκ εκδμβεκχκ επζπέδςκ ηδξ CHIP ιε ηδ πνήζδ 

ημο εζδζημφ siRNA επήβαβε ιία ζδιακηζηά ιεβαθφηενδ ζοζζχνεοζδ ηδξ p53 ζηα βδναζιέκα 

ζε ζπέζδ ιε ηα κεανά ηφηηανα. Δζδζηυηενα, δ πνςηεσκζηή έηθναζδ ηδξ p53 αολήεδηε ηαηά 

2,5 θμνέξ ζηα βδναζιέκα ηφηηανα πμο είπακ δεπηεί ημ siCHIP ζε ζπέζδ ιε ηα ηφηηανα 

ιάνηονεξ siCon (βναιιή 8 έκακηζ 7). 

οκεπχξ, αοηά ηα απμηεθέζιαηα δεζηκφμοκ υηζ πανυθμ πμο δ νφειζζδ ηδξ p53 πμο 

ελανηάηαζ απυ ηδκ Mdm2 ζοιααίκεζ ηαζ ζηα κεανά ηαζ ζηα βδναζιέκα ηφηηανα, δ CHIP 

θζβάζδ ζοιιεηέπεζ ζηδ νφειζζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ p53 ηονίςξ ηαηά ηδ βήνακζδ. 
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Δηθόλα 39 Απνζηώπεζε ηεο έθθξαζεο ηεο Mdm2 θαη ηεο CHIP ζε λεαξά θαη 

γεξαζκέλα θύηηαξα 

Νεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα επζιμθφκεδηακ πνμζςνζκά δφμ θμνέξ ιε ηα άδεζα πςνίξ 

εζδζηυ ζηυπμ ή ιε ηα εζδζηά μθζβμκμοηθεμηίδζα siMdm2 ηαζ siCHIP ηαζ ακαθφεδηακ ιε 

ακμζμζηφπςια 20 ιg μθζηήξ πνςηεΐκδξ. Σα ιμνζαηά αάνδ ηςκ πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ ζημκ 

πίκαηα 3 ζηα Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ. ημ δελί ιένμξ ηδξ εζηυκαξ απεζημκίγμκηαζ μζ 

πμζμηζημπμζήζεζξ ηδξ Mdm2 ηαζ ηδξ CHIP θζβάζδξ ακηίζημζπα, εκχ ζημ ηάης ιένμξ ηδξ 

εζηυκαξ απεζημκίγεηαζ δ πμζμηζημπμίδζδ ηδξ p53. Ζ ηθίιαηα πμο πνδζζιμπμζείηαζ ζημκ 

ηάεεημ άλμκα είκαζ θμβανζειζηή. Οζ ηζιέξ έπμοκ εηθναζηεί ςξ % πμζμζηά, υπμο ςξ 1 

(100%) έπεζ μνζζηεί δ ηζιή ζηα κεανά ηφηηανα ιάνηονεξ. Οζ ηζιέξ απμηεθμφκ ημ ιέζμ υνμ 3 

ακελάνηδηςκ ιεηνήζεςκ ± ηοπζηή απυηθζζδ (SD). Ζ ηζιή p (p-value) πνμηφπηεζ απυ ηδ 

ζηαηζζηζηή ακάθοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ιε ηδ αμήεεζα εθέβπμο δζαηφιακζδξ ηαηά έκακ 

πανάβμκηα (ANOVA Single Factor Test). Σζιή p < 0,05 ζδιαίκεζ υηζ δ πζεακυηδηα μζ 
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παναηδνμφιεκεξ δζαθμνέξ ακάιεζα ζηα κεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα, κα μθείθμκηαζ ζε 

ηοπαζυηδηα ηαζ κα ιδκ είκαζ αθδεείξ, είκαζ ιζηνυηενδ ημο 0,05 %.
 α

p < 0.05 ηαζ 
α
p < 0.05 βζα 

ηα siMdm2-ηφηηανα ζε ζφβηνζζδ ιε ηα κεανά ηαζ ηα βδναζιέκα siCon ηφηηανα, ακηίζημζπα.
 

β
p < 0.05 βζα ηα siCHIP-ηφηηανα ζε ζφβηνζζδ ιε ηα βδναζιέκα siCon ηφηηανα. 

 

3.5.5 Μειέηε ηεο επίδξαζεο ηνπ αλαζηνιέα Nutlin-3 ζε θύηηαξα πνπ ππεξεθθξάδνπλ 

ηελ CHIP ιηγάζε 

Πνμηεζιέκμο κα ιεθεηδεεί πεναζηένς δ ελεζδίηεοζδ ημο νυθμο ηδξ CHIP θζβάζδξ ζε 

ηφηηανα πμο οθίζηακηαζ ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ, εθέβπεδηε δ επίδναζδ ηδξ CHIP ζηδ 

νφειζζδ ηδξ p53 οπυ ζοκεήηεξ υπμο είπε ακαζηαθεί δ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ p53 ηαζ 

Mdm2. ηυπμξ αοημφ ημο πεζνάιαημξ ήηακ κα δμηζιαζηεί δ ζηακυηδηα ηδξ CHIP θζβάζδξ κα 

ζηείθεζ ηδκ p53, δ μπμία ζοζζςνεφεηαζ θυβς ακαζημθήξ ηδξ δνάζδξ ηδξ Mdm2, πνμξ 

απμδυιδζδ απυ ημ πνςηευζςια. Με αάζδ ηα πνμδβμφιεκα απμηεθέζιαηα, δ CHIP εα 

έπνεπε κα έπεζ ιία ζδζαίηενδ θεζημονβία ζηα βδναζιέκα πανά ζηα κεανά ηφηηανα. 

Γεκζηά, οπάνπμοκ δζάθμνμζ ακηαβςκζζηέξ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ ηδξ p53 ηαζ ηδξ 

Mdm2 (αθ. §1.4.3.3), αθθά μ πνχημξ ηαηάθθδθμξ ηαζ επζθεηηζηυξ ακαζημθέαξ αοηήξ ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ, απμηεθεζιαηζηυξ ζε in vitro ηαζ in vivo ζοζηήιαηα, ακαθένεδηε ημ 2004 

απυ ημοξ επζζηήιμκεξ ηδξ Roche [228] ηαζ ακήηε ζηδκ μζημβέκεζα ηςκ Nutlins. Σμ πζμ 

δναζηζηυ ιυνζμ ηδξ μζημβέκεζαξ είκαζ ημ εκενβυ εκακηζμιενέξ (a) ημο Nutlin-3. Σα ιυνζα 

Nutlins είκαζ απμηεθεζιαηζηά ιυκμ ζε ηφηηανα πμο εηθνάγμοκ ηδκ άβνζμο-ηφπμο πνςηεΐκδ 

p53 ηαζ υπζ ζε ηφηηανα ιε απεκενβμπμζδιέκδ ιεηαβναθζηά ή ιεηαθθαβιέκδ p53. 

οβηεηνζιέκα, εκενβμπμζμφκ ηδκ p53 ιέζς ιεηα-ιεηαθναζηζηχκ ιδπακζζιχκ 

ακαζηέθθμκηαξ ηδκ απμδυιδζή ηδξ, πςνίξ κα επδνεάγμοκ ηδκ ίδζα ηδ ιεηαβναθή ηδξ p53. Ζ 

πνςηεΐκδ p53 ζηαεενμπμζείηαζ ηαζ ζοζζςνεφεηαζ, ιε απμηέθεζια ηδκ επαβςβή ημο p53 

ιμκμπαηζμφ ηαζ ηδ ιεηαβναθζηή εκενβμπμίδζδ ηςκ βμκζδίςκ-ζηυπςκ, p21 ηαζ Mdm2 [228]. 

Δπμιέκςξ, ελεηάζεδηε ανπζηά έκα εφνμξ δζαθμνεηζηχκ ζοβηεκηνχζεςκ (5 έςξ 50 ιΜ) 

ημο ακαζημθέα βζα δζάθμνα πνμκζηά δζαζηήιαηα (2 έςξ 72 χνεξ), χζηε κα ανεεμφκ μζ 

ηαηάθθδθεξ ζοκεήηεξ ζηζξ μπμίεξ αθεκυξ ζηαεενμπμζείηαζ δ έηθναζδ ηδξ p53 ηαζ αθεηένμο 

ηα ηφηηανα δζαηδνμφκ ηδ αζςζζιυηδηά ημοξ. Έηζζ, ανέεδηε υηζ 10 ιM Nutlin-3 βζα 24 χνεξ 

μδδβμφκ ζημ επζεοιδηυ απμηέθεζια πςνίξ κα επδνεάγμοκ ηδ θοζζμθμβία ηςκ ηοηηάνςκ (Δζη. 

40 ηαζ 41). 
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Δηθόλα 40 Αξηζκόο HFL-1 θπηηάξσλ κεηά από επίδξαζε κε δηάθνξεο ζπγθεληξώζεηο 

Nutlin-3 

Νεανά ηφηηανα δέπηδηακ ηδκ επίδναζδ ημο δζαθφηδ DMSO (ηφηηανα ιάνηονεξ) ή δζάθμνεξ 

ζοβηεκηνχζεζξ (5 έςξ 50 ιΜ) ημο ακαζημθέα Nutlin-3 βζα 24 χνεξ ηαζ ηαηαιεηνήεδηακ 

αιέζςξ ιεηά ηδκ αβςβή ημο ακαζημθέα. Παναηδνείηαζ ιζηνή ιείςζδ ζημκ ανζειυ ηςκ 

ηοηηάνςκ ιεηά ηδ πμνήβδζδ ημο ακαζημθέα ζε ζφβηνζζδ ιε ηα ηφηηανα ιάνηονεξ, πμο υιςξ 

δε εεςνείηαζ ζηαηζζηζηά ζδιακηζηή. Ζ ηθίιαηα πμο πνδζζιμπμζείηαζ ζημκ ηάεεημ άλμκα 

είκαζ θμβανζειζηή. Οζ ηζιέξ απμηεθμφκ ημ ιέζμ υνμ 3 ακελάνηδηςκ ιεηνήζεςκ ± ηοπζηή 

απυηθζζδ (SD). 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 41 Αλάιπζε θαηά Western ησλ p53 θαη Mdm2 ζε θύηηαξα πνπ δέρηεθαλ ηελ 

επίδξαζε δηάθνξσλ ζπγθεληξώζεσλ Nutlin-3 γηα 24 ώξεο 

Απμιμκχεδηακ πνςηεΐκεξ απυ ηφηηανα ιάνηονεξ (πμο δέπηδηακ ηδκ επίδναζδ ημο δζαθφηδ 

DMSO, control) ηαζ απυ ηφηηανα πμο δέπηδηακ ηδκ επίδναζδ δζάθμνςκ ζοβηεκηνχζεςκ (5 

έςξ 50 ιΜ) ημο ακαζημθέα Nutlin-3 βζα 24 χνεξ ηαζ δθεηηνμθμνήεδηακ 40 ιg μθζηήξ 

πνςηεΐκδξ. Σα αολδιέκα επίπεδα p53 ζηα ηφηηανα ιάνηονεξ μθείθμκηαζ ζηδκ επίδναζδ ημο 

DMSO, βζ’ αοηυ εεςνείηαζ υηζ δ ζοζζχνεοζδ p53 λεηζκά ζηα 10 ιΜ Nutlin-3, υπςξ 

θαίκεηαζ ηαζ απυ ηδκ επαβςβή ηδξ Mdm2. Γζα κα επζαεααζςεεί ημ ζζυπμζμ θυνηςια ιεηαλφ 

ηςκ δεζβιάηςκ, ακζπκεφηδηακ ηα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ GAPDH. Σα ιμνζαηά αάνδ ηςκ 

πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ ζημκ πίκαηα 3 ζηα Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ. 
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ηδ ζοκέπεζα, βζα κα εθεβπεεί δ δνάζδ ημο ακαζημθέα Nutlin-3 ηαζ ζηα βδναζιέκα 

ηφηηανα ηαζ κα ζοβηνζεεί ημ απμηέθεζιά ημο ιε ηα κεανά ηφηηανα, εθανιυζηδηε ζημοξ 

ζκμαθάζηεξ βζα 24 χνεξ ηαζ δζαηδνήεδηε βζα 2 ηαζ 4 χνεξ επζπθέμκ ζε θνέζημ ιέζμ 

ηαθθζένβεζαξ. πςξ θαίκεηαζ ζηδκ εζηυκα 42, δ πμνήβδζδ ημο ακαζημθέα ζηαεενμπμίδζε ηδκ 

p53, δ μπμία επήβαβε ηδκ έηθναζδ ηςκ ιεηαβναθζηχκ ηδξ ζηυπςκ, υπςξ είκαζ δ θζβάζδ 

Μdm2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 42 Αλάιπζε θαηά Western ηεο p53 θαη ησλ ιηγαζώλ ηεο κεηά από επίδξαζε κε 

ηνλ αλαζηνιέα Nutlin-3 ζε λεαξά θαη γεξαζκέλα θύηηαξα 

Απμιμκχεδηακ πνςηεΐκεξ απυ ηφηηανα ιάνηονεξ (πμο δέπηδηακ ηδκ επίδναζδ ημο δζαθφηδ 

DMSO, control), απυ ηφηηανα πμο δέπηδηακ ηδκ επίδναζδ 10 ιM Nutlin-3 (Ν) βζα 24 χνεξ 

ηαζ απυ ηφηηανα πμο δζαηδνήεδηακ ζε θνέζημ ιέζμ ηαθθζένβεζαξ βζα 2 ηαζ 4 χνεξ ιεηά ηδκ 

απμιάηνοκζδ ημο ακαζημθέα (Ακάηαιρδ). Ζθεηηνμθμνήεδηακ 40 ιg μθζηήξ πνςηεΐκδξ. 

Πνμηεζιέκμο κα επζαεααζςεεί μ βδναζιέκμξ θαζκυηοπμξ ηςκ ηοηηάνςκ, ζηδ ιειανάκδ έβζκε 

ηαζ ακίπκεοζδ ηδξ οπενέηθναζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ p16. Γζα κα επζαεααζςεεί ημ ζζυπμζμ 

θυνηςια ιεηαλφ ηςκ δεζβιάηςκ, ακζπκεφηδηακ ηα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ GAPDH. Σα 

ιμνζαηά αάνδ ηςκ πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ ζημκ πίκαηα 3 ζηα Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ. 

 

Καεχξ απμιαηνφκεδηε μ ακαζημθέαξ απυ ηα ηφηηανα, εκχ πανάθθδθα είπε ζοζζςνεοηεί 

δ θζβάζδ Mdm2 θυβς ιεηαβναθζηήξ νφειζζδξ απυ ηδκ p53, άνπζζε δ ναβδαία πνςηευθοζδ 

ηδξ p53 ιέζς ηδξ δνάζδξ ηδξ Mdm2. φκημια, δ δζαεέζζιδ πμζυηδηα ηςκ ιμνίςκ Mdm2 

ελακηθήεδηε, χζπμο επήθεε εη κέμο ζζμννμπία ιεηαλφ p53 ηαζ Mdm2 ζημ εζςηενζηυ ηςκ 

ηοηηάνςκ. Ακηίεεηα, ηα επίπεδα ηδξ Pirh2 ηαζ ηδξ CHIP δεκ επδνεάζηδηακ ιεηαλφ ηςκ 

κεανχκ ηαζ ηςκ βδναζιέκςκ ηοηηάνςκ, μφηε ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ δνάζδξ ημο ακαζημθέα 
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μφηε ιεηά ηδκ απμιάηνοκζή ημο. Δκημφημζξ, είκαζ θακενυ υηζ δ CHIP αολήεδηε 

αλζμζδιείςηα ζηα βδναζιέκα ηφηηανα.  

Αημθμφεςξ, πνμηεζιέκμο κα δζαπζζηςεεί εάκ δ CHIP θζβάζδ δζαηδνεί ηδκ ζδζαίηενδ 

δνάζδ ηδξ ηαηά ηδ βήνακζδ ενήιδκ ηδξ δναζηζηήξ Mdm2, ηα ηφηηανα επζιμθφκεδηακ 

ελςβεκχξ ιε CHIP ζδιαζιέκδ ιε Myc ηαζ έπεζηα ιεηαπεζνίζηδηακ ιε Nutlin-3. πςξ 

θαίκεηαζ ζηδκ εζηυκα 43, ζηα κεανά ηφηηανα πμο είπακ επζιμθοκεεί είηε ιε ημκ άδεζμ θμνέα 

είηε ιε ημ πθαζιίδζμ Myc-CHIP, δ πμνήβδζδ ημο Nutlin-3 πνμηάθεζε πανυιμζα επαβςβή 

ζηα επίπεδα ηδξ p53 (βναιιέξ 2 ηαζ 4, ακηίζημζπα). Οιμίςξ, ζηα βδναζιέκα ηφηηανα πμο 

είπακ επζιμθοκεεί ιε ημκ άδεζμ θμνέα, μ ακαζημθέαξ Nutlin-3 μδήβδζε ζε ζδιακηζηή 

ζοζζχνεοζδ ηδξ p53 (βναιιή 6). Ακηζεέηςξ, δ ελςβεκήξ οπενέηθναζδ ηδξ CHIP ζηα 

βδναζιέκα ηφηηανα επέηνερε ιία ζημζπεζχδδ ιυκμ αφλδζδ ηδξ p53 έπεζηα απυ ηδ πμνήβδζδ 

ημο Nutlin-3 (βναιιή 8). Αοηέξ μζ παναηδνήζεζξ βίκμκηαζ πζμ λεηάεανεξ απυ ηδ ζφβηνζζδ 

ηδξ ακαθμβίαξ ηςκ επζπέδςκ ηδξ p53 πμο ζοζζςνεφμκηαζ θυβς Nutlin-3 πνμξ ηα ααζζηά 

επίπεδα ηδξ p53, ζε κεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα πμο επζιμθφκεδηακ ιε Myc-CHIP ή ημκ 

άδεζμ θμνέα (Δζη. 43, βνάθδια). 

Καηά ζοκέπεζα, πνμηφπηεζ αθεκυξ υηζ δ ακαζηαθηζηή δνάζδ ημο Nutlin-3 ζηδκ 

ελανηχιεκδ απυ ηδκ Mdm2 απμδυιδζδ ηδξ p53 είκαζ ελίζμο ζζπονή ηυζμ ζηα κεανά υζμ ηαζ 

ζηα βδναζιέκα ηφηηανα, αθεηένμο δ ελςβεκήξ οπενέηθναζδ ηδξ CHIP είκαζ ζηακή κα 

ελμοδεηενχζεζ εκ ιένεζ αοηυ ημ απμηέθεζια αθθά ιυκμ ζημοξ βδναζιέκμοξ ζκμαθάζηεξ. 

Αοηυ ημ ζοιπέναζια οπμζηδνίγεζ αηυια πενζζζυηενμ ηδκ ανπζηή οπυεεζδ υηζ δ CHIP 

ηαηέπεζ έκακ ελέπμκηα νυθμ ζηδ ζηαεενμπμίδζδ ηδξ p53 ηαηά ηδκ είζμδμ ζηδκ ηοηηανζηή 

βήνακζδ.  
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Δηθόλα 43 Υνξήγεζε ηνπ αλαζηνιέα Nutlin-3 ζε λεαξά θαη γεξαζκέλα θύηηαξα πνπ 

ππεξεθθξάδνπλ ηελ CHIP ιηγάζε 

Νεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα επζιμθφκεδηακ πνμζςνζκά ιε 4 ιg Myc-CHIP ή ημκ άδεζμ 

θμνέα (vector) ηαζ ημοξ πμνδβήεδηακ 10 ιM Nutlin-3 βζα 24 χνεξ χζηε κα ακαζηαθεί δ 

αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ p53 ηαζ Mdm2. 20 ιg μθζηήξ πνςηεΐκδξ ακαθφεδηακ ιε 

ακμζμζηφπςια. Σα ιμνζαηά αάνδ ηςκ πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ ζημκ πίκαηα 3 ζηα Τθζηά ηαζ 

Μέεμδμζ. ημ ηάης ιένμξ ηδξ εζηυκαξ απεζημκίγεηαζ μ θυβμξ ηςκ επζπέδςκ ηδξ p53 ιεηαλφ 

επζιμθοζιέκςκ ή ιδ, ιε ηδ ζδιαζιέκδ ιε Myc CHIP θζβάζδ, ηοηηάνςκ πμο πεζνίζηδηακ ιε 

Nutlin-3 ηαζ αοηχκ πμο δε δέπηδηακ ακαζημθέα. Χξ 1 ζημ βνάθδια, μνίζηδηε δ ηζιή ημο 

θυβμο ηςκ p53 επζπέδςκ ηςκ ιδ επζιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ. Οζ ηζιέξ απμηεθμφκ ημ ιέζμ υνμ 

3 ακελάνηδηςκ ιεηνήζεςκ ± ηοπζηή απυηθζζδ (SD). Ζ ηζιή p (p-value) πνμηφπηεζ απυ ηδ 

ζηαηζζηζηή ακάθοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ιε ηδ αμήεεζα εθέβπμο δζαηφιακζδξ ηαηά έκακ 

πανάβμκηα (ANOVA Single Factor Test). Σζιή p < 0,05 ζδιαίκεζ υηζ δ πζεακυηδηα μζ 

παναηδνμφιεκεξ δζαθμνέξ ακάιεζα ζηα κεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα, κα μθείθμκηαζ ζε 

ηοπαζυηδηα ηαζ κα ιδκ είκαζ αθδεείξ, είκαζ ιζηνυηενδ ημο 0,05 %. 

 

P < 0,05 
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3.5.6 Μειέηε ηνπ CHIP-εμαξηώκελνπ κνλνπαηηνύ θαηά ηελ αλαδηπιαζηαζηηθή γήξαλζε 

 

3.5.6.1 Μειέηε ηεο έθθξαζεο ησλ κνξηαθώλ ζπλνδώλ πξσηετλώλ θαηά ηε γήξαλζε 

Δίκαζ ηαεζενςιέκμ υηζ δ CHIP θζβάζδ αθθδθεπζδνά ιε ηζξ ηφνζεξ ζαπενυκεξ ή ζοκμδέξ 

πνςηεΐκεξ ημο ηοηηανμπθάζιαημξ, βκςζηέξ ηαζ ςξ πνςηεΐκεξ εενιζημφ ζμη Hsp70, Hsp90 

ηαζ Hsp40 [288]. Σμ ζφζηδια ηςκ ζοκμδχκ πνςηεσκχκ ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδκ CHIP θζβάζδ 

απμηεθμφκ ημ ιδπακζζιυ πμο εθέβπεζ ηδ ζςζηή δίπθςζδ-ακαδίπθςζδ ή ηδκ πνςηεμζςιζηή 

απμδυιδζδ ηςκ ηοηηανζηχκ ιμνίςκ. Μεηαλφ άθθςκ οπμζηνςιάηςκ, Ζ CHIP 

μοιπζηζηοθζχκεζ ηαζ απμδμιεί ηδκ p53 πμο είκαζ πνμζδειέκδ απυ ηζξ ζοκμδέξ πνςηεΐκεξ 

Hsp70 ηαζ Hsp90 [260, 267]. Γεδμιέκμο ημο εκαθθαηηζημφ ηνυπμο έηθναζδξ ηδξ CHIP 

θζβάζδξ ζηα ηφηηανα πμο οθίζηακηαζ βήνακζδ, ιεθεηήεδηακ ηα πνςηεσκζηά επίπεδα αοηχκ 

ηςκ ζοκμδχκ πνςηεσκχκ, χζηε κα εθεβπεεί εάκ μζ αθθαβέξ ζηδκ έηθναζδ ηδξ CHIP 

ζδιαίκμοκ ηαζ αθθαβέξ υθμο ημο ιμκμπαηζμφ απμδυιδζδξ ζημ μπμίμ αοηή ζοιιεηέπεζ.  

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 44 Αλάιπζε θαηά Western ησλ κνξηαθώλ ζπλνδώλ πξσηετλώλ ζε λεαξά θαη 

γεξαζκέλα θύηηαξα 

Απμιμκχεδηακ πνςηεΐκεξ απυ κεανά (Ν) ηαζ βδναζιέκα (Γδν) HFL-1 ηφηηανα ηαζ δθεηηνμ-

θμνήεδηακ 20 ιg μθζηήξ πνςηεΐκδξ. Ζ Hsp70 πνςηεΐκδ, θυβς ηδξ ηαπείαξ ακαηφηθςζήξ ηδξ, 

ακζπκεφεηαζ ιυκμ έπεζηα απυ πμνήβδζδ ημο πνςηεμζςιζημφ ακαζημθέα MG132 ζηα 

ηφηηανα. Σα ιμνζαηά αάνδ ηςκ πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ ζημκ πίκαηα 3 ζηα Τθζηά ηαζ 

Μέεμδμζ. 

 

ηδκ εζηυκα 44 θαίκεηαζ υηζ ηα επίπεδα αοηχκ ηςκ πνςηεσκχκ ανέεδηακ ζδιακηζηά 

ιεζςιέκα ζημοξ βδναζιέκμοξ ζκμαθάζηεξ ζε ζπέζδ ιε ηα θοζζμθμβζηά κεανά ηφηηανα. Αοηή 

δ παναηήνδζδ είκαζ πζεακή έκδεζλδ βζα εθάηηςζδ ηδξ θεζημονβζηυηδηαξ ημο ιδπακζζιμφ πμο 

εθέβπεζ ηδ θοζζμθμβζηή δίπθςζδ-ακαδίπθςζδ ηςκ ηοηηανζηχκ πνςηεσκχκ ηαηά ηδκ 

ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ. Καη’ επέηηαζδ, δ ζζμννμπία ημο ιδπακζζιμφ αοημφ είκαζ 

δοκαηυ κα ηείκεζ πνμξ ημ ιμκμπάηζ ηδξ απμδυιδζδξ, ιε ηδκ CHIP θζβάζδ κα δζαδναιαηίγεζ 
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ημκ ηφνζμ νυθμ ζηδ ζηυπεοζδ ηςκ ιδ θοζζμθμβζηά δζπθςιέκςκ οπμζηνςιάηςκ πνμξ ημ 

πνςηευζςια. 

 

3.5.6.2 Μειέηε ηεο απνδόκεζεο ηεο p53 έπεηηα από αλαζηνιή ηεο Hsp90 ελεξγόηεηαο  

ε θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ ζημ ηφηηανμ, ηα επίπεδα ηδξ p53 πνςηεΐκδξ ανίζημκηαζ ζε ιία 

ζζμννμπία ιεηαλφ ηδξ δζαδζηαζίαξ ημο δζπθχιαημξ ηαζ ηδξ πνςηεμθοηζηήξ απμδυιδζδξ. Ζ 

κεμζοκηζεέιεκδ ή ιδ δζπθςιέκδ πνςηεΐκδ p53 πνμζδέκεηαζ απυ ηδκ Hsp70 ηαζ ζε 

ζοκενβαζία ιε ηζξ άθθεξ ζαπενυκεξ, Hsp40 ηαζ Hop, δ p53 ιεηαααίκεζ ζηδκ επυιεκδ 

δζαδζηαζία. οβηεηνζιέκα, δ Hop δζεοημθφκεζ ηδ ζφκδεζδ ημο οπμζηνχιαημξ ηδξ Hsp70 ιε 

ηδκ Hsp90 [302, 303]. Δη θφζεςξ ιδ ζςζηά δζπθςιέκεξ πνςηεΐκεξ ζπδιαηίγμοκ ζηαεενυ 

ζφιπθμημ ιε ηζξ ζαπενυκεξ ηαζ δ εκενβυηδηα ηδξ Hsp90 ζοιαάθθεζ χζηε κα απμηναπεί δ 

απμδυιδζή ημοξ. Δάκ δ εκενβυηδηα ηδξ Hsp90 είκαζ παιδθή, ηυηε μζ ιδ ζςζηά δζπθςιέκεξ 

πνςηεΐκεξ, ιεηαλφ ηςκ μπμίςκ ηαζ ιυνζα p53, ζοκδέμκηαζ ζημ ζφιπθμημ Hsp70/CHIP. Ζ 

TPR πενζμπή ηδξ CHIP θζβάζδξ ζοκδέεηαζ ζηδκ COOH-ηεθζηή πενζμπή ηδξ Hsp70 ηαζ δ U-

box πενζμπή είκαζ οπεφεοκδ βζα ηδκ μοιπζηζηοθίςζδ ηςκ ιδ ζςζηά δζπθςιέκςκ p53 

πνςηεσκχκ. Ζ μοιπζηζηοθζςιέκδ p53 πνςηεΐκδ απμδμιείηαζ απυ ημ πνςηευζςια (αθ. 

§1.4.5.3). 

Καεχξ ηα επίπεδα ηδξ Hsp90 ανέεδηακ ιεζςιέκα ηαηά ηδκ ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ 

(Δζη. 44) ηαζ πνμηεζιέκμο κα εηηζιδεεί δ πνμδβμφιεκδ οπυεεζδ ζπεηζηά ιε ηδκ οπενίζποζδ 

ημο ιμκμπαηζμφ απμδυιδζδξ ιε ηδ ζοιιεημπή ηδξ CHIP θζβάζδ ηαηά ηδ βήνακζδ, 

ιεθεηήεδηε δ επίδναζδ ηδξ ακαζημθήξ ηδξ εκενβυηδηαξ ηδξ Hsp90 ζημ πνμθίθ έηθναζδξ ηδξ 

p53 ηυζμ ζηα κεανά υζμ ηαζ ζηα βδναζιέκα ηφηηανα. Πεζναιαηζηά, πνδζζιμπμζείηαζ ζοπκά 

έκα ακάθμβμ ηδξ βεθδακαιοηίκδξ, μ ακαζημθέαξ 17AAG, πμο ιπθμηάνεζ ηδ δνάζδ ηδξ 

Hsp90 ηαζ ζοκαηυθμοεα, ημ ζςζηυ δίπθςια ηςκ οπμζηνςιάηςκ ηδξ, ιεηαλφ ηςκ μπμίςκ ηαζ 

ηδκ πνςηεΐκδ p53. Έηζζ, πνδζζιμπμζήεδηε έκα εφνμξ ζοβηεκηνχζεςκ (1 έςξ 10 ιΜ) ημο 

ακαζημθέα βζα δζάθμνα πνμκζηά δζαζηήιαηα (1 έςξ 24 χνεξ) ηαζ ανέεδηε υηζ 4 ιΜ 17AAG 

βζα 24 χνεξ έπμοκ ιία ζδζαίηενδ επίδναζδ ζηδκ έηθναζδ ηδξ p53 πνςηεΐκδξ δζαθμνεηζηή ζηα 

κεανά απυ ηα βδναζιέκα ηφηηανα. 

Πνάβιαηζ, δ πμνήβδζδ 17AAG ζημοξ ζκμαθάζηεξ απμηάθορε ζδιακηζηέξ δζαθμνμ-

πμζήζεζξ ζημ πνμθίθ ζηαεενυηδηαξ ηδξ p53 (Δζη. 45), πνμηείκμκηαξ δζαθμνέξ ζημ ιδπακζζιυ 

απμδυιδζδξ ηδξ p53 πμο ελανηάηαζ απυ ηζξ ζαπενυκεξ, ιεηαλφ κεανχκ ηαζ βδναζιέκςκ 

ηοηηάνςκ. Δπζπθέμκ, μ ακαζημθέαξ 17AAG ζοκδοάζηδηε ηαζ ιε ηδ πμνήβδζδ ημο Nutlin-3, 

πμο έπεζ δεζπηεί υηζ ζοζζςνεφεζ ηδκ πνςηεΐκδ p53 ηαζ ζηα κεανά ηαζ ζηα βδναζιέκα 

ηφηηανα (Δζη. 42). πςξ θαίκεηαζ ζηδκ εζηυκα 45, ζηα κεανά ηφηηανα δ αβςβή ιε Nutlin-3 
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p < 0,05 

μδήβδζε ζηδκ ακαιεκυιεκδ ζοζζχνεοζδ ηδξ p53 (βναιιή 2), αθθά δ αηυθμοεδ πνμζεήηδ 

17AAG δε ιεηέααθε μοζζαζηζηά ηα επίπεδα ηδξ p53 (βναιιή 3). Οιμίςξ, υηακ μ ακαζημθέαξ 

πνμζηέεδηε ιυκμξ ημο ζηα ηφηηανα δεκ πνμηάθεζε ηαιία απμδυιδζδ ζηδκ p53 (βναιιή 4). 

Ακηζεέηςξ, ζηα βδναζιέκα ηφηηανα, δ πμνήβδζδ ημο 17AAG επήβαβε ηδκ πθήνδ 

απμδυιδζδ ηυζμ ηςκ θοζζμθμβζηχκ επζπέδςκ ηδξ πνςηεΐκδξ p53 (βναιιή 8 έκακηζ 5), υζμ 

ηαζ ηςκ ζοζζςνεοιέκςκ επζπέδςκ ηδξ έπεζηα απυ ηδκ αβςβή ιε Nutlin-3 (βναιιή 7 έκακηζ 

6). Αοηά ηα δεδμιέκα δεζηκφμοκ υηζ δ ακαζημθή ηδξ Hsp90 εκενβυηδηαξ μδδβεί ζε ναβδαία 

απμδυιδζδ ηδξ p53 ιυκμ ζηα βδναζιέκα ηφηηανα (βναιιή 8 έκακηζ 4), πζεακά θυβς ηςκ 

αολδιέκςκ επζπέδςκ ηαζ εκενβυηδηαξ ηδξ CHIP θζβάζδξ, δ μπμία ελανηάηαζ απυ ηζξ 

ζαπενυκεξ βζα ηδ δνάζδ ηδξ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 45 Αλάιπζε θαηά Western ηεο p53 έπεηηα από αλαζηνιή ηεο ελεξγόηεηαο ηεο 

Hsp90 ζε λεαξά θαη γεξαζκέλα θύηηαξα 

Σα ηφηηανα δέπηδηακ ηδκ επίδναζδ 10 ιΜ Nutlin-3 βζα 24 χνεξ, βζα κα ζοζζςνεοηεί δ p53 

ηαζ ζοκαηυθμοεα, ηδκ επίδναζδ 4 ιΜ 17AAG βζα 24 χνεξ, χζηε κα ιπθμηάνεζ δ εκενβυηδηα 

ηδξ Hsp90. Δπίζδξ, 17AAG πμνδβήεδηε ιυκμξ ημο ζηα ηφηηανα βζα 24 χνεξ, χζηε κα 

εθεβπεεί δ επίδναζή ημο ζηα θοζζμθμβζηά επίπεδα ηδξ p53. Απμιμκχεδηακ πνςηεΐκεξ ηαζ 

δθεηηνμθμνήεδηακ 20 ιg μθζηήξ πνςηεΐκδξ. Σα ιμνζαηά αάνδ ηςκ πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ 
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ζημκ πίκαηα 3 ζηα Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ. ημ ηάης ιένμξ ηδξ εζηυκαξ απεζημκίγεηαζ δ 

πμζμηζημπμίδζδ ηδξ p53 πνςηεΐκδξ. Ζ ηθίιαηα πμο πνδζζιμπμζείηαζ ζημκ ηάεεημ άλμκα 

είκαζ θμβανζειζηή. Οζ ηζιέξ έπμοκ εηθναζηεί ςξ % πμζμζηά, υπμο ςξ 1 (100%) έπεζ μνζζηεί 

δ ηζιή ζηα κεανά ηφηηανα. Οζ ηζιέξ απμηεθμφκ ημ ιέζμ υνμ 3 ακελάνηδηςκ ιεηνήζεςκ ± 

ηοπζηή απυηθζζδ (SD). Ζ ηζιή p (p-value) πνμηφπηεζ απυ ηδ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ ηςκ 

απμηεθεζιάηςκ ιε ηδ αμήεεζα εθέβπμο δζαηφιακζδξ ηαηά έκακ πανάβμκηα (ANOVA Single 

Factor Test). Σζιή p < 0,05 ζδιαίκεζ υηζ δ πζεακυηδηα μζ παναηδνμφιεκεξ δζαθμνέξ ακάιεζα 

ζηα κεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα, κα μθείθμκηαζ ζε ηοπαζυηδηα ηαζ κα ιδκ είκαζ αθδεείξ, 

είκαζ ιζηνυηενδ ημο 0,05 %.
 α

p < 0.1 ςξ ζφβηνζζδ ιε ηα κεανά ηφηηανα πμο δέπηδηακ Nutlin-

3 (βναιιή 2), 
α
p < 0.05 ςξ ζφβηνζζδ ιε ηα θοζζμθμβζηά κεανά ηφηηανα (βναιιή 1), 

β
p < 0.05 

ςξ ζφβηνζζδ ιε ηα βδναζιέκα ηφηηανα πμο δέπηδηακ Nutlin-3 (βναιιή 6) ηαζ 
δ
p < 0.05 ςξ 

ζφβηνζζδ ιε ηα θοζζμθμβζηά βδναζιέκα ηφηηανα (βναιιή 5). 

 

3.5.6.3 Μειέηε ηεο αιιειεπίδξαζεο κεηαμύ p53 θαη Hsp90 

Απυ ηα πνμδβμφιεκα απμηεθέζιαηα πνμέηορακ αθθαβέξ ζημ πνυηοπμ απμδυιδζδξ ηδξ p53 

πνςηεΐκδξ, ιεηαλφ κεανχκ ηαζ βδναζιέκςκ ηοηηάνςκ θυβς ηδξ δνάζδξ ημο 17AAG 

ακαζημθέα. Πνμηεζιέκμο κα ελαθεζθεεί δ πζεακυηδηα μζ παναηδνμφιεκεξ αθθαβέξ κα 

μθείθμκηαζ ζε δζαθμνέξ ζηδ ζπέζδ ακάιεζα ζηδκ p53 ηαζ ηδκ Hsp90 ιεηαλφ κεανχκ ηαζ 

βδναζιέκςκ ηοηηάνςκ, πναβιαημπμζήεδηακ πεζνάιαηα ακμζμηαηαηνήικζζδξ, χζηε κα 

εηηζιδεεί αοηή δ ζοζπέηζζδ. ηδκ εζηυκα 46 θαίκεηαζ υηζ δ αθθδθεπίδναζδ ακάιεζα ζηδκ 

p53 πνςηεΐκδ ηαζ ηδ ζαπενυκδ Hsp90 δζαηδνείηαζ ζηα βδναζιέκα υπςξ ηαζ ζηα κεανά 

ηφηηανα. Δπμιέκςξ, δεκ οπάνπεζ ιεζςιέκδ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ p53 ηαζ Hsp90 ηαηά ηδ 

βήνακζδ, πμο κα δζηαζμθμβεί ηδκ απμδυιδζδ ηδξ p53. Γζα ημ θυβμ αοηυ ιπμνεί κα πνμηαεεί 

υηζ δ πμνήβδζδ ημο ακαζημθέα 17AAG μδήβδζε ζε πνςηεμθοηζηή απμδυιδζδ ηδκ p53 ιυκμ 

ζηα βδναζιέκα ηφηηανα ελαζηίαξ ηδξ αολδιέκδξ δνάζδξ ηδξ CHIP θζβάζδξ, ιίαξ θζβάζδξ 

ζδζαίηενα ελανηχιεκδξ απυ ημ βδναζιέκμ θαζκυηοπμ. 

Σμ εκδεπυιεκμ δ CHIP θζβάζδ κα εοεφκεηαζ βζα ηδκ πνςηεμθοηζηή απμδυιδζδ ηδξ p53 

έπεζηα απυ ηδκ ακαζημθή ηδξ Hsp90 εκενβυηδηαξ θυβς ηδξ πνήζδξ ημο ακαζημθέα 17AAG, 

οπμζηδνίγεηαζ επζπθέμκ απυ ημ παναηάης απμηέθεζια. Γμηζιάζηδηε δ δνάζδ ημο 

ακαζημθέα 17AAG ιεηά απυ ηαηαζημθή ηδξ έηθναζδξ ηςκ εκδμβεκχκ επζπέδςκ ηδξ CHIP 

θζβάζδξ, ιε ηδ πνήζδ εζδζηχκ siRNA μθζβμκμοηθεμηζδίςκ, ζε κεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα 

(Δζη. 47). οβηεηνζιέκα, ζηα κεανά ηφηηανα, ηα επίπεδα ηδξ p53 πανέιεζκακ ζηαεενά έπεζηα 

απυ ηδκ αβςβή ιε 17AAG, ακελανηήηςξ ηδξ επζιυθοκζδξ ιε siCHIP (βναιιέξ 1 ηαζ 2). 

Ακηίεεηα, υιςξ, ζηα βδναζιέκα ηφηηανα δ επζιυθοκζδ ιε ηα εζδζηά siCHIP 
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μθζβμκμοηθεμηίδζα δεκ επέηνερε ηδκ απμδυιδζδ ηδξ p53 ιεηά απυ ηδκ πνμζεήηδ ημο 

17AAG (βναιιή 3), υπςξ είπε ζοιαεί ζε ηφηηανα πμο δεκ είπακ επζιμθοκεεί ιε siCHIP (Δζη. 

45). ε ζοκεήηεξ, θμζπυκ, πμο δ CHIP δεκ εηθνάγεηαζ, δ ακαζημθή ηδξ Hsp90 εκενβυηδηαξ 

δεκ είκαζ ζηακή κα επάβεζ ηδκ απμδυιδζδ ηδξ p53. Σμ απμηέθεζια αοηυ επζαεααζχκεζ υηζ δ 

απμδυιδζδ ηδξ p53 ηαηά ηδ βήνακζδ ελανηάηαζ ηαηελμπήκ απυ ηδκ CHIP θζβάζδ ηαζ ημ 

ζφζηδια ηςκ ζαπενμκχκ.  

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 46 Αλάιπζε θαηά Western ηεο αιιειεπίδξαζεο κεηαμύ ηεο p53 θαη ηεο Hsp90 

Απμιμκχεδηακ πνςηεΐκεξ απυ κεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα ιε ηδ πνήζδ άθαημξ ημο 

ιμθφαδμο πνμηεζιέκμο κα ζηαεενμπμζδεεί ημ ζφιπθμημ p53-Hsp90, πναβιαημπμζήεδηε 

ακμζμηαηαηνήικζζδ (immunoprecipitation, IP) ςξ πνμξ p53 ηαζ δθεηηνμθμνήεδηακ 250 ιg 

πνςηεΐκδξ βζα ακάθοζδ ιε ακμζμζηφπςια. Χξ ανκδηζηυξ ιάνηοναξ πνδζζιμπμζήεδηε 

θοζζμθμβζηυξ μννυξ IgG. Σα ιμνζαηά αάνδ ηςκ πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ ζημκ πίκαηα 3 ζηα 

Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 47 Αλάιπζε θαηά Western ηεο p53 πξσηεΐλεο έπεηηα από ηε δξάζε ηνπ 

αλαζηνιέα 17AAG ζε θύηηαξα ζηα νπνία έρεη απνζησπεζεί ε έθθξαζε ηεο CHIP 

Νεανά ηαζ βδναζιέκα ηφηηανα επζιμθφκεδηακ πνμζςνζκά δφμ θμνέξ ιε ημ άδεζμ πςνίξ 

εζδζηυ ζηυπμ (siCon) ή ιε ημ εζδζηυ μθζβμκμοηθεμηίδζμ siCHIP ηαζ ημοξ πμνδβήεδηακ 4 ιΜ 

17AAG βζα 24 χνεξ. Απμιμκχεδηακ πνςηεΐκεξ ηαζ δθεηηνμθμνήεδηακ 20 ιg βζα ακάθοζδ 

ιε ακμζμζηφπςια. Σα ιμνζαηά αάνδ ηςκ πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ ζημκ πίκαηα 3 ζηα Τθζηά 

ηαζ Μέεμδμζ. 
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πκπέξαζκα 5: 

οιπεναζιαηζηά, ηα παναπάκς απμηεθέζιαηα δείπκμοκ υηζ δ CHIP θζβάζδ εηηυξ απυ ηα 

αολδιέκα επίπεδα πμο πανμοζζάγεζ ζηα βδναζιέκα ηφηηανα, επζπθέμκ ειθακίγεζ αολδιέκα 

επίπεδα μοιπζηζηοθίςζδξ πμο είκαζ εκδεζηηζηά βζα ηδκ αολδιέκδ εκγοιζηή ηδξ εκενβυηδηα. 

Αηυια, ιεηαημπίγεηαζ εκ ιένεζ ζημκ πονήκα ηςκ ηοηηάνςκ ηαηά ηδκ ακαδζπθαζζαζηζηή 

βήνακζδ, υπμο είκαζ δοκαηυ κα ζοιιεηέπεζ ζηδκ απμδυιδζδ ηςκ πονδκζηχκ πνςηεσκχκ, 

υπςξ δ p53. Άθθςζηε δ ελςβεκήξ οπενέηθναζδ ηδξ CHIP ζηα κεανά ηφηηανα, 

πνμζμιμζάγμκηαξ ηζξ ζοκεήηεξ ζηα βδναζιέκα ηφηηανα, απέδεζλε υηζ υηακ δ CHIP επάβεηαζ, 

ζημπεφεζ ηδκ p53 πνμξ πνςηεμθοηζηή απμδυιδζδ. Δπζπνυζεεηα, υθεξ μζ ακαθφζεζξ είηε ηδξ 

οπενέηθναζδξ είηε ηδξ απμζζχπδζδξ ηδξ CHIP, αθθά ηαζ ηδξ ααζζηήξ θζβάζδξ ηδξ p53, ηδξ 

Mdm2, ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδκ ακαζημθή ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ p53-Mdm2, απέδεζλακ 

υηζ δ CHIP ηαηέπεζ έκακ ελέπμκηα νυθμ ζηδ νφειζζδ ηδξ ζηαεενυηδηαξ ηδξ p53 ηαηά ηδκ 

ηοηηανζηή βήνακζδ. Σέθμξ, απυ ηδ ιεθέηδ ημο ζοζηήιαημξ ηςκ ιμνζαηχκ ζαπενμκχκ ηαηά 

ηδ βήνακζδ, μζ μπμίεξ ανέεδηακ οπμεηθναζιέκεξ, πνμέηορε υηζ πανυθμ πμο δ p53 δζαηδνεί 

ηδκ ζηακυηδηά ηδξ κα αθθδθεπζδνά ιε ηδκ Hsp90 ηαζ κα είκαζ θεζημονβζηή, δ δνάζδ ηδξ CHIP 

οπενζζπφεζ ζημπεφμκηαξ ηδκ p53 πνμξ πνςηεμθοηζηή απμδυιδζδ. Άνα, δ ζζμννμπία αοημφ 

ημο ζοζηήιαημξ ηθίκεζ πνμξ ημ ιμκμπάηζ ηδξ απμδυιδζδξ, ιε ηδκ CHIP θζβάζδ κα 

δζαδναιαηίγεζ ημκ ηονίανπμ νυθμ ζηδ ζηυπεοζδ ηςκ ιμνίςκ p53 πνμξ ημ πνςηευζςια (Δζη. 

48). 
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Δηθόλα 48 Απεηθόληζε ηνπ ζπζηήκαηνο αλαδίπισζεο/απνδόκεζεο ηεο p53 κε ηε 

ζπκβνιή ησλ βαζηθώλ ιηγαζώλ ηεο, Mdm2 θαη CHIP, ζηα λεαξά θαη ζηα γεξαζκέλα 

θύηηαξα 

 

 

ΝΕΑΡΑ ΚΥΤΤΑΡΑ 

ΓΗΡΑΣΜΕΝΑ ΚΥΤΤΑΡΑ 
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3.6 Κπηηαξνπξνζηαηεπηηθή δξάζε ηεο CHIP ιηγάζεο 

Ζ CHIP θζβάζδ είκαζ βκςζηή ςξ πνςηεΐκδ εθέβπμο ηδξ πμζυηδηαξ ηςκ πνςηεσκχκ ημο 

ηοηηάνμο. Πνμηεζιέκμο κα ιεθεηδεεί δ επίδναζδ ηδξ CHIP θζβάζδξ ζημ μλεζδςηζηυ θμνηίμ 

ηςκ ηοηηάνςκ, ιεηνήεδηακ ηα επίπεδα ηςκ μλεζδςιέκςκ πνςηεσκχκ ζε ζοκεήηεξ 

μλεζδςηζημφ ζηνεξ ή ιδ, ηαηά ηδκ απμζζχπδζδ ηδξ έηθναζδξ ή ηδκ πνμζςνζκή οπενέηθναζδ 

ηδξ CHIP. Μεθεηήεδηακ ηυζμ θοζζμθμβζημί ακενχπζκμζ ζκμαθάζηεξ HFL-1 (αθ. §3.6.1), υζμ 

ηαζ αεακαημπμζδιέκμζ ζκμαθάζηεξ πμκηζημφ (αθ. §3.6.2). 

 

3.6.1 Ζ CHIP ιηγάζε πξνζηαηεύεη ηα HFL-1 έλαληη ησλ νμεηδσκέλσλ πξσηετλώλ  

Πνμηεζιέκμο κα ιεθεηδεεί δ επίδναζδ ηδξ CHIP θζβάζδξ ζηα επίπεδα μλεζδςηζημφ θμνηίμο 

ηςκ θοζζμθμβζηχκ ακενχπζκςκ ζκμαθαζηχκ HFL-1, πναβιαημπμζήεδηε ηυζμ απμζζχπδζδ 

ηδξ έηθναζδξ ηδξ CHIP (Δζη. 49Α), υζμ ηαζ πνμζςνζκή οπενέηθναζή ηδξ (Δζη. 49Β) ηαζ ζηδ 

ζοκέπεζα, εθέβπεδηακ ηα επίπεδα ηςκ μλεζδςιέκςκ πνςηεσκχκ. ηδκ πενίπηςζδ ηδξ 

απμζζχπδζδξ ηδξ έηθναζδξ ηδξ CHIP θζβάζδξ ιε ηα ηαηάθθδθα μθζβμκμοηθεμηίδζα 

(siCHIP), παναηδνήεδηακ πμθφ ορδθά επίπεδα μλεζδςιέκςκ πνςηεσκχκ ζε ζφβηνζζδ ιε ηα 

ηφηηανα ιάνηονεξ siCon (Δζη. 49Α). Δπμιέκςξ, θαίκεηαζ πςξ υηακ δεκ εηθνάγεηαζ δ CHIP 

θζβάζδ ζηα ηφηηανα, μζ μλεζδςιέκεξ πνςηεΐκεξ δεκ ιπμνμφκ κα απμδμιδεμφκ ηαζ 

ζοζζςνεφμκηαζ. 

ηδ ζοκέπεζα, δ οπενέηθναζδ ηδξ CHIP ζοκδοάζηδηε ιε ηδκ επίδναζδ ημο μλεζδςηζημφ 

πανάβμκηα H2O2. πςξ θαίκεηαζ ζηδκ εζηυκα 49Β, δ πανμοζία ημο H2O2 ζηα θοζζμθμβζηά 

ηφηηανα πμο δεκ έπμοκ επζιμθοκεεί ιε ηάπμζμ θμνέα έηθναζδξ μδδβεί ζε αολδιέκα επίπεδα 

μλεζδςιέκςκ πνςηεσκχκ (βναιιή 2 έκακηζ 1). Σμ ίδζμ απμηέθεζια πνμηφπηεζ υηακ ηα 

ηφηηανα έπμοκ επζιμθοκεεί ιε ημκ άδεζμ θμνέα (vector) (βναιιή 4 έκακηζ 3). ηακ, υιςξ, ηα 

ηφηηανα έπμοκ πνμδβμφιεκα επζιμθοκεεί ιε ημ θμνέα έηθναζδξ ημο ακενχπζκμο βμκζδίμο 

CHIP ηαζ ζοκαηυθμοεα πεζνζζηεί ιε ημ H2O2, ηα επίπεδα ηςκ μλεζδςιέκςκ πνςηεσκχκ είκαζ 

ιεζςιέκα ζε ζφβηνζζδ ηυζμ ιε ηα ηφηηανα πμο δε δέπηδηακ H2O2 υζμ ηαζ ιε ηα ηφηηανα πμο 

δέπηδηακ ημκ άδεζμ θμνέα ηαζ πεζνίζηδηακ ιε ημ H2O2 (βναιιή 6 έκακηζ 5 ηαζ 4, ακηίζημζπα). 

οκεπχξ, δ επαβςβή ηδξ έηθναζδξ ηδξ CHIP θζβάζδξ ζημοξ ακενχπζκμοξ ζκμαθάζηεξ 

πνμζηαηεφεζ ηα ηφηηανα απυ ηζξ μλεζδςιέκεξ πνςηεΐκεξ, μζ μπμίεξ θαίκεηαζ κα μδδβμφκηαζ 

ζημ πνςηευζςια βζα απμδυιδζδ. 
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Δηθόλα 49 Μέηξεζε ησλ νμεηδσκέλσλ πξσηετλώλ ζηα HFL-1 θύηηαξα 

Απμιμκχεδηακ πνςηεΐκεξ απυ (Α) θοζζμθμβζηά κεανά ηφηηανα, ηα μπμία επζιμθφκεδηακ 

πνμζςνζκά δφμ θμνέξ ιε ημ άδεζμ, πςνίξ εζδζηυ ζηυπμ (siCon), ή ιε ημ εζδζηυ 

μθζβμκμοηθεμηίδζμ siCHIP. (Β) Δπίζδξ, απμιμκχεδηακ πνςηεΐκεξ απυ ηφηηανα ηα μπμία 

πνμζςνζκά επζιμθφκεδηακ ιε 4 ιg απυ ημκ άδεζμ θμνέα έηθναζδξ (vector) ή απυ αοηυκ πμο 

θένεζ ημ ακενχπζκμ βμκίδζμ CHIP ηαζ ζηδ ζοκέπεζα, δέπηδηακ ή υπζ ηδκ επίδναζδ 300 ιΜ 

Ζ2Ο2 βζα 20 χνεξ. Ζ ακίπκεοζδ ηςκ μλεζδςιέκςκ πνςηεσκχκ έβζκε ιε ηδ αμήεεζα ημο 

«OxyBlot oxidised protein detection kit» ηαζ ηδκ αηυθμοεδ ακάθοζή ημοξ ηαηά Western. ε 

λεπςνζζηή ιειανάκδ ακζπκεφηδηακ ηα επίπεδα ηδξ CHIP, χζηε κα επζαεααζςεεί δ επζηοπία 

ηςκ επζιμθφκζεςκ, αθθά ηαζ δ GAPDH βζα κα επζαεααζςεεί ημ ζζμθυνηςια ιεηαλφ ηςκ 

δεζβιάηςκ. Σα ιμνζαηά αάνδ ηςκ πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ ζημκ πίκαηα 3 ζηα Τθζηά ηαζ 

Μέεμδμζ. 

 

Α 

Β 
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3.6.2 Ζ CHIP ιηγάζε πξνζηαηεύεη ηα MEFs έλαληη ησλ νμεηδσκέλσλ πξσηετλώλ 

πςξ ανέεδηε πνμδβμφιεκα (αθ. §3.6.1), δ CHIP θζβάζδ επδνεάγεζ ημ μλεζδςηζηυ θμνηίμ ζε 

ακενχπζκμοξ ζκμαθάζηεξ HFL-1. Πνμέηορε, θμζπυκ, ημ ενχηδια εάκ δ CHIP θζβάζδ ιπμνεί 

κα επδνεάζεζ ηα επίπεδα ηςκ μλεζδςιέκςκ πνςηεσκχκ ηαζ ζε ζκμαθάζηεξ πμκηζημφ (mouse 

embryonic fibroblasts, MEFs). Γζα ημ θυβμ αοηυ, πανυιμζα πεζνάιαηα πναβιαημπμζήεδηακ 

ζε αεακαημπμζδιέκμοξ ζκμαθάζηεξ άβνζμο ηφπμο (Wild-type, Wt), αθθά ηαζ ζκμαθάζηεξ 

ζημοξ μπμίμοξ έπεζ αθαζνεεεί ημ βμκίδζμ ηδξ CHIP θζβάζδξ (CHIP
-/-

) [395]. Ανπζηά, 

εθέβπεδηε ημ μλεζδςηζηυ θμνηίμ πμο οθίζηαηαζ θοζζμθμβζηά ζημοξ ζκμαθάζηεξ αβνίμο ηφπμο 

ζε ζφβηνζζδ ιε ημοξ CHIP
-/- 

ζκμαθάζηεξ ηαζ ανέεδηε υηζ μζ ζκμαθάζηεξ πμο δεκ εηθνάγμοκ 

ηδκ CHIP θζβάζδ έπμοκ εκδμβεκχξ αολδιέκα επίπεδα μλεζδςιέκςκ πνςηεσκχκ (Δζη. 50). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 50 Δπίπεδα νμεηδσκέλσλ πξσηετλώλ ζε ηλνβιάζηεο πνληηθνύ πνπ εθθξάδνπλ ή 

όρη ηελ CHIP ιηγάζε 

Απμιμκχεδηακ πνςηεΐκεξ απυ ζκμαθάζηεξ πμκηζημφ, ηυζμ άβνζμο ηφπμο (Wt) υζμ ηαζ 

ηοηηάνςκ απυ ηα μπμία έπεζ αθαζνεεεί ημ βμκίδζμ ηδξ CHIP (CHIP
-/-

) ηαζ ακζπκεφηδηακ μζ 

μλεζδςιέκεξ πνςηεΐκεξ ιε ηδ αμήεεζα ημο «OxyBlot oxidised protein detection kit» ηαζ ηδκ 

αηυθμοεδ ακάθοζή ημοξ ηαηά Western. ε λεπςνζζηή ιειανάκδ ακζπκεφηδηακ ηα επίπεδα 

ηςκ CHIP ηαζ GAPDH. Σα ιμνζαηά αάνδ ηςκ πνςηεσκχκ ακαθένμκηαζ ζημκ πίκαηα 3 ζηα 

Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ. 

 

ηδ ζοκέπεζα, πνμηεζιέκμο κα επζαεααζςεεί πεναζηένς ημ παναπάκς απμηέθεζια, 

ζκμαθάζηεξ άβνζμο ηφπμο επζιμθφκεδηακ πνμζςνζκά ιε ημκ άδεζμ θμνέα ή ημ θμνέα 

έηθναζδξ ημο βμκζδίμο ηδξ CHIP ηαζ δέπηδηακ ή υπζ ηδκ επίδναζδ μλεζδςηζηχκ παναβυκηςκ, 

H2O2 ή FeCl3. Έηζζ, παναηδνήεδηακ ιεζςιέκα επίπεδα μλεζδςιέκςκ πνςηεσκχκ ζηα 

ηφηηανα πμο οπενέηθναγακ ηδκ CHIP θζβάζδ, ηυζμ εκδμβεκχξ υζμ ηαζ έπεζηα απυ ηδκ 

επίδναζδ ηςκ μλεζδςηζηχκ παναβυκηςκ (Δζη. 51Α). Αλίγεζ, επίζδξ, κα ζδιεζςεεί υηζ 
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πανμοζία ημο FeCl3, ηα ηφηηανα πμο οπενέηθναγακ ηδκ CHIP θζβάζδ πανμοζίαζακ 

ηαθφηενδ ιμνθμθμβία (Δζη. 51Β, δελζά εζηυκα έκακηζ ηδξ ανζζηενήξ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 51 Μεησκέλεο νμεηδσκέλεο πξσηεΐλεο θαη θαιύηεξε κνξθνινγία ησλ θπηηάξσλ 

πνληηθνύ πνπ ππεξεθθξάδνπλ ηελ CHIP ιηγάζε 

(Α) Μέηνδζδ ηςκ επζπέδςκ ηςκ μλεζδςιέκςκ πνςηεσκχκ ιε ηδ αμήεεζα ημο «OxyBlot 

oxidised protein detection kit» ζε ζκμαθάζηεξ πμκηζημφ, πμο επζιμθφκεδηακ ιε ημ θμνέα 

έηθναζδξ ημο βμκζδίμο ηδξ CHIP ή ιε ημκ άδεζμ θμνέα, πνζκ ηαζ ιεηά ηδκ επίδναζδ ιε 

μλεζδςηζημφξ πανάβμκηεξ ηαζ ζοβηεηνζιέκα ιε 300 ιΜ H2O2 βζα 20 χνεξ ή ιε 0,1 mM FeCl3 

βζα 2,5 χνεξ. (Β) Μμνθμθμβία ηςκ ηοηηάνςκ πμο επζιμθφκεδηακ πνμζςνζκά ιε 4 ιg ημο 

θμνέα έηθναζδξ ηδξ CHIP θζβάζδξ ή ημο άδεζμο θμνέα vector, έπεζηα απυ επίδναζδ ιε 0,1 

mM FeCl3 βζα 2,5 χνεξ. 

 

πκπέξαζκα 6: 

φιθςκα ιε ηα παναπάκς απμηεθέζιαηα, δ CHIP θζβάζδ θαίκεηαζ υηζ δνα ηοηηανμ-

πνμζηαηεοηζηά έκακηζ ημο μλεζδςηζημφ θμνηίμο ηυζμ ζε θοζζμθμβζημφξ ακενχπζκμοξ 

ζκμαθάζηεξ HLF-1, υζμ ηαζ ζε αεακαημπμζδιέκμοξ ζκμαθάζηεξ πμκηζημφ. οβηεηνζιέκα, δ 

πανμοζία ηαζ αηυια πενζζζυηενμ, δ επαβςβή ηδξ έηθναζδξ ηδξ CHIP ζηα ηφηηανα μδδβεί 

ζε ιείςζδ ηςκ επζπέδςκ ηςκ μλεζδςιέκςκ πνςηεσκχκ, μζ μπμίεξ πζεακά μδδβμφκηαζ ζημ 

πνςηευζςια βζα απμδυιδζδ. Ακηίεεηα, δ απμζζχπδζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ CHIP θζβάζδξ 

εκζζπφεζ ηδ ζοζζχνεοζδ ημο μλεζδςηζημφ θμνηίμο ζηα ηφηηανα. 

Α 

Β 
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Έπεζ πνμδβμφιεκα δεζπεεί υηζ δ CHIP θζβάζδ ιπμνεί κα ιεζχζεζ ηα επίπεδα ηδξ p53 ιέζς 

μοιπζηζηοθίςζδξ ηαζ πεναζηένς απμδυιδζδξ απυ ημ 26S πνςηευζςια [260]. ε αοηή ηδ 

δζδαηημνζηή δζαηνζαή δείπηδηε υηζ δ CHIP είκαζ δ ιυκδ θζβάζδ ηδξ p53 πνςηεΐκδξ, δ μπμία 

αολάκεζ ηαηά ηδκ ακαδζπθαζζαζηζηή βήνακζδ ηαζ ηαοηυπνμκα, ιεηαημπίγεηαζ ιενζηχξ ζημκ 

πονήκα ηςκ ηοηηάνςκ. Δπζπθέμκ, δείπηδηε υηζ δ ίδζα δ μοιπζηζηοθίςζδ ηδξ CHIP επάβεηαζ 

ηαηά ηδ βήνακζδ ηςκ ζκμαθαζηχκ, βεβμκυξ πμο απμηεθεί πζεακή έκδεζλδ βζα αολδιέκδ 

εκγοιζηή εκενβυηδηα θζβάζδξ μοιπζηζηίκδξ, δ μπμία δζεοημθφκεζ ηδ ζηυπεοζδ ηςκ 

οπμζηνςιάηςκ ηδξ CHIP πνμξ ημ πνςηευζςια. Δίκαζ αλζμζδιείςημ υηζ βζα πνχηδ θμνά ζε 

αοηή ηδ ιεθέηδ ηαεζενχκεηαζ δ άπμρδ υηζ δ πνςηεμθοηζηή απμδυιδζδ ηδξ p53 πμο 

ελανηάηαζ απυ ημ ζφζηδια ηςκ ιμνζαηχκ ζοκμδχκ πνςηεσκχκ θαιαάκεζ πχνα εζδζηά ηαηά 

ηδκ ηοηηανζηή βήνακζδ. Δπμιέκςξ, πνμηείκεηαζ υηζ δ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ ηδξ p53 

πνςηεΐκδξ ηαζ ηδξ CHIP θζβάζδξ ζοιααίκεζ ηονίςξ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ακαδζπθαζζαζηζηήξ 

βήνακζδξ.  

Δπζπνυζεεηα, ζε αοηήκ ηδ δζαηνζαή δείπεδηε βζα πνχηδ θμνά υηζ δ ζηαεενά ιεζςιέκδ 

έηθναζδ ηδξ CHIP μδδβεί in vitro ημοξ ακενχπζκμοξ ειανοζημφξ ζκμαθάζηεξ ζε ιεζςιέκμ 

νοειυ ηοηηανζημφ πμθθαπθαζζαζιμφ ηαζ ηεθζηά ζε πνυςνδ βήνακζδ. Αηυια, δ CHIP 

θζβάζδ θαίκεηαζ υηζ δνα ηοηηανμπνμζηαηεοηζηά έκακηζ ημο μλεζδςηζημφ θμνηίμο ηυζμ ζημοξ 

θοζζμθμβζημφξ ακενχπζκμοξ ζκμαθάζηεξ HLF-1, υζμ ηαζ ζε αεακαημπμζδιέκμοξ ζκμαθάζηεξ 

πμκηζημφ. οβηεηνζιέκα, δ πανμοζία ηαζ αηυια πενζζζυηενμ δ επαβςβή ηδξ έηθναζδξ ηδξ 

CHIP ζηα ηφηηανα μδδβεί ζε ιείςζδ ηςκ επζπέδςκ ηςκ μλεζδςιέκςκ πνςηεσκχκ, μζ μπμίεξ 

πζεακά μδδβμφκηαζ ζημ πνςηευζςια βζα απμδυιδζδ. Ακηίεεηα, δ απμζζχπδζδ ηδξ έηθναζδξ 

ηδξ CHIP θζβάζδξ εκζζπφεζ ηδκ αφλδζδ ημο μλεζδςηζημφ θμνηίμο. 

Ο ααζζηυξ νυθμξ ηςκ ιμνζαηχκ ζαπενμκχκ είκαζ δ ζςζηή δίπθςζδ/ακαδίπθςζδ ηςκ 

κεμζοκηζεέιεκςκ πμθοπεπηζδίςκ, ιε ζημπυ ηδ δδιζμονβία εκενβχκ πνςηεσκχκ ηαζ ηδκ 

απμθοβή ηδξ απμδζάηαλήξ ημοξ, πμο μδδβεί ζημ ζπδιαηζζιυ πνςηεσκζηχκ ζοζζςιαηςιάηςκ, 

ηα αββνεζχιαηα [399, 400]. Ζ ζδιαζία ηδξ δνάζδξ ηςκ ιμνζαηχκ ζαπενμκχκ δζαπζζηχκεηαζ 

ζδζαίηενα ηαηά ηδ αζμθμβζηή βήνακζδ, ή ζε ζοκεήηεξ ζηνεξ, αθθά ηαζ ζε δζάθμνεξ ακςιαθίεξ 

μζ μπμίεξ είκαζ βκςζηυ υηζ πνμηαθμφκ ημ λεδίπθςια ηςκ πνςηεσκχκ ηαζ ημ ζπδιαηζζιυ 

αββνεζςιάηςκ. ζμκ αθμνά ηδ δζαδζηαζία ηδξ αζμθμβζηήξ βήνακζδξ, ιεθέηεξ ζημ κδιαηχδδ 

ζηχθδηα C. elegans ηαζ ηδ θνμοηυιοβα D. melanogaster πνμηείκμοκ υηζ αοηέξ μζ ζαπενυκεξ 

εθέβπμοκ άιεζα ηδ δζάνηεζα γςήξ ηςκ μνβακζζιχκ. Γζα πανάδεζβια, δ ηαηαζημθή ηδξ 
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έηθναζδξ ημο βμκζδίμο Hsf1 ζημ C. elegans ιεζχκεζ ημ πνυκμ γςήξ ημο ζηχθδηα ηαζ δ 

ηαηαζημθή ημο mtHsp70 μδδβεί ζηδκ ειθάκζζδ θαζκμηφπμο πμο ιμζάγεζ ιε πνμβδνία [401, 

402]. Καη’ ακαθμβία, ζε ιμκηέθα εδθαζηζηχκ, μζ ζαπενυκεξ πνμζπαεμφκ κα δζαηδνήζμοκ 

ηδκ πνςηεσκζηή μιμζμζηαζία υηακ μ μνβακζζιυξ αζεεκεί ή ςξ απυηνζζδ ζε ηάπμζμ ζηνεξ. 

Πανά ηζξ πνμακαθενεείζεξ ιεθέηεξ, δεκ οπάνπεζ άιεζδ έκδεζλδ βζα ζοζπέηζζδ ιεηαλφ ηςκ 

ιμνζαηχκ ζαπενμκχκ ηαζ ηδξ δζάνηεζαξ γςήξ ηςκ εδθαζηζηχκ in vivo. 

ε ιία πνυζθαηδ ιεθέηδ, πνμηάεδηε υηζ δ CHIP θζβάζδ απμηεθεί έκακ μοζζχδδ νοειζζηή 

ημο πνυκμο γςήξ ηςκ εδθαζηζηχκ. οβηεηνζιέκα, πμκηίηζα ζηα μπμία είπε ελαθεζθεεί ημ 

βμκίδζμ ηδξ CHIP θζβάζδξ ειθάκζζακ πνυςνα βδναζιέκμ θαζκυηοπμ ηαζ ιεζςιέκδ δζάνηεζα 

γςήξ. Σμ θαζκυιεκμ ηδξ πνυςνδξ βήνακζδξ απμδείπηδηε ζε αοηά ηα πμκηίηζα ηαζ ζε 

ηοηηανζηυ επίπεδμ. Σα πεζνάιαηα, επίζδξ, έδεζλακ υηζ δ απαθμζθή ημο βμκζδίμο ηδξ CHIP 

μδδβεί ζε οπεναμθζηή ζοζζχνεοζδ ηαηεζηναιιέκςκ πνςηεσκχκ, ηαεχξ ηαζ ζε ιεζςιέκδ 

εκενβυηδηα ημο πνςηεμζχιαημξ. Ζ απμοζία ηδξ CHIP δδιζμφνβδζε βεκζηυηενα πνμαθήιαηα 

ζημ ιδπακζζιυ εθέβπμο ηδξ πμζυηδηαξ ηςκ ηοηηανζηχκ πνςηεσκχκ. Σμ βεβμκυξ αοηυ πζεακά 

εοεφκεηαζ βζα ηδκ ειθάκζζδ ηδξ πνυςνδξ βήνακζδξ πμο παναηδνήεδηε ζε αοηά ηα πμκηίηζα. 

Αοηή δ ακαθμνά απμηέθεζε ηδκ πνχηδ ζαθή έκδεζλδ ηδξ ζπέζδξ ιεηαλφ ηςκ ιμνζαηχκ 

ζαπενμκχκ ηαζ ηδξ δζάνηεζαξ γςήξ ηςκ εδθαζηζηχκ in vivo, πανυθμ πμο δ ιδπακζζηζηή αάζδ 

ηδξ επζηαποκυιεκδξ βήνακζδξ ζηα CHIP
-/- 

πμκηίηζα δεκ είκαζ αηυια πθήνςξ ηαηακμδηή 

[395]. ηδκ πανμφζα δζαηνζαή δείπηδηε βζα πνχηδ θμνά υηζ δ ζηαεενά ιεζςιέκδ έηθναζδ 

ηδξ CHIP μδδβεί in vitro ημοξ ακενχπζκμοξ ειανοζημφξ ζκμαθάζηεξ ζε ιεζςιέκμ νοειυ 

ηοηηανζημφ πμθθαπθαζζαζιμφ ηαζ ηεθζηά ζε πνυςνδ βήνακζδ, επζαεααζχκμκηαξ ηα 

απμηεθέζιαηα ηδξ παναπάκς ιεθέηδξ ζηα CHIP
-/- 

πμκηίηζα. 

Δίκαζ βκςζηυ υηζ μ έθεβπμξ ηδξ πνςηεσκζηήξ πμζυηδηαξ ημο ηοηηάνμο ελαζθαθίγεζ ηδκ 

ηοηηανζηή μιμζμζηαζία ηυζμ ζε θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ υζμ ηαζ ζε ζοκεήηεξ ζηνεξ. Δηηυξ 

απυ ηδ δζαηήνδζδ ηδξ ηαηάθθδθδξ πνςηεσκζηήξ δζαιυνθςζδξ/ακαδίπθςζδξ ιέζς ημο 

ιδπακζζιμφ ηςκ ζαπενμκχκ, ημ ζφζηδια πνςηεσκζηήξ απμδυιδζδξ ηαζ ζδζαίηενα δ 

απμδυιδζδ απυ ημ 26S πνςηευζςια ιέζς μοιπζηζηοθίςζδξ (UPS) ζοιαάθθεζ ζηδκ 

απμιάηνοκζδ ηςκ ηαηεζηναιιέκςκ, ιδ ζςζηά δζπθςιέκςκ ηαζ δοκδηζηά ημλζηχκ 

πνςηεσκχκ. πςξ έπμοκ δείλεζ ιεθέηεξ ζε ηνςηηζηά αθθά ηαζ ζε ακενχπμοξ, δ θεζημονβία 

ημο UPS ιεζχκεηαζ ιε ηδ βήνακζδ [322, 403]. Ζ θεζημονβζηή ακαπμηεθεζιαηζηυηδηα ημο 

UPS αολάκεζ ημκ ανζειυ ηςκ αθααενχκ ηαζ ιδ ζςζηά δζπθςιέκςκ πνςηεσκχκ, ιε 

απμηέθεζια ηδ ζοκμθζηή θεμνά ημο ζοζηήιαημξ εθέβπμο ηδξ πνςηεσκζηήξ πμζυηδηαξ ημο 

ηοηηάνμο ηυζμ ηαηά ηδ βήνακζδ υζμ ηαζ ζε δζάθμνεξ αζεέκεζεξ [404]. ιςξ, αηυια ηαζ δ 

ιεζςιέκδ έηθναζδ ηςκ ιμνίςκ πμο ζοιιεηέπμοκ ζηδκ μιαθή θεζημονβία ημο UPS επδνεάγεζ 
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ηδ θοζζμθμβζηή δνάζδ ημο ζοζηήιαημξ εθέβπμο ηδξ πνςηεσκζηήξ πμζυηδηαξ. Γζα πανάδεζβια, 

δ απαθμζθή ημο βμκζδίμο CHIP απυ ηα πμκηίηζα επάβεζ ηδ ζοζζχνεοζδ ημλζηχκ μθζβμιενχκ 

ηςκ πνςηεσκχκ ηαζ μδδβεί ζε ιεζςιέκεξ πνςηεμζςιζηέξ εκενβυηδηεξ [395]. 

Απυ ηδκ άθθδ πθεονά, ιία πμζηζθία in vivo ιμκηέθςκ ιε δζαθμνμπμζδιέκδ p53 θεζημονβία 

παναηηδνίγμοκ ηδκ p53 ςξ νοειζζηή ηδξ βήνακζδξ ζε αοηά ηα ζοζηήιαηα [348, 349, 405-

407]. ε αοηέξ ηζξ ιεθέηεξ, δ p53 εεςνείηαζ υηζ έπεζ εκενβυηδηα είηε πνμ-βδνίαξ είηε ακηζ-

βήνακζδξ. Πνμηεζιέκμο κα ελδβήζμοκ αοηυ ημ θαζκυιεκμ, μ Serrano ηαζ μζ ζοκενβάηεξ ημο 

πνυηεζκακ ημ ελήξ: ιία ζημζπεζχδδξ, θοζζμθμβζηά νοειζγυιεκδ αφλδζδ ηδξ δυζδξ ημο 

βμκζδίμο p53 ιπμνεί πζεακά κα πνμζηαηεφζεζ απυ αθάαεξ ηαεοζηενχκηαξ ηδκ ειθάκζζδ ηδξ 

βήνακζδξ. Ακηίεεηα, δ ιυκζιδ εκενβμπμίδζδ ημο βμκζδίμο p53 ελακηθεί ηδκ ακαβεκκδηζηή 

ζηακυηδηα ηςκ ζζηχκ, επάβμκηαξ απυπηςζδ ηαζ/ή βήνακζδ, πμο ηεθζηά μδδβεί ζε πνυςνδ 

βήνακζδ [393]. Πάκηςξ, μ αηνζαήξ θοζζμθμβζηυξ νυθμξ ηδξ p53 πνςηεΐκδξ ζηδ βήνακζδ 

παναιέκεζ απνμζδζυνζζημξ, ιε απμηέθεζια κα εεςνείηαζ υηζ ηάπμζμξ πνυζεεημξ 

ιδπακζζιυξ(-μί) ιπμνεί κα έπεζ απμθαζζζηζηυ νυθμ επάκς ζηδκ πνμ-βδνακηζηή ή ακηζ-

βδνακηζηή εκενβυηδηα ηδξ p53. 

Σμ επίπεδμ ηδξ πμζηζθμιμνθίαξ ηςκ ιεηα-ιεηαθναζηζηχκ ηνμπμπμζήζεςκ ηδξ p53 πμο 

επδνεάγεζ ηδ ζηαεενυηδηα ηαζ δναζηζηυηδηά ηδξ, πνμηάθεζε ημ εκδζαθένμκ βζα ηδ ιεθέηδ 

ημο νοειζζηζημφ ιδπακζζιμφ ζπεηζηά ιε ηζξ αθθδθεπζδνάζεζξ ιεηαλφ ηδξ p53 ηαζ ηςκ ιμνίςκ 

πμο εθέβπμοκ ηδ ζηαεενμπμίδζή ηδξ. Έηζζ, ζε αοηήκ ηδ δζαηνζαή ακαθφεδηε επζηοπχξ μ 

ηνυπμξ ιε ημκ μπμίμ ηα ιυνζα πμο είκαζ οπεφεοκα βζα ηδκ μοιπζηζηοθίςζδ ηαζ ηδκ πεναζηένς 

πνςηεμζςιζηή απμδυιδζδ ηδξ p53 αθθάγμοκ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ακαδζπθαζζαζηζηήξ 

βήνακζδξ, ηαεχξ ηαζ εάκ αοηέξ μζ αθθαβέξ ζοιααδίγμοκ ιε ημ πνυηοπμ ηδξ ζηαεενυηδηαξ 

ηδξ p53 ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ακαδζπθαζζαζηζηήξ βήνακζδξ ηςκ ακενχπζκςκ ζκμαθαζηχκ. 

Γείπηδηε, θμζπυκ, υηζ ηα επίπεδα ηδξ p53 ιεζχκμκηαζ ζδιακηζηά ζημοξ βδναζιέκμοξ 

ζκμαθάζηεξ ηαζ ηαοηυπνμκα, δ CHIP θζβάζδ επάβεηαζ απυ πμθφ παιδθά επίπεδα ζηα κεανά 

ηφηηανα ζε ζδιακηζηά αολδιέκα επίπεδα ηαηά ηδκ είζμδμ ηςκ ηοηηάνςκ ζε θάζδ βήνακζδξ. 

Αλίγεζ, επίζδξ, κα ακαθενεεί υηζ δ νφειζζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ p53 δεκ έδεζλε ηάπμζα δζαθμνά 

ζηα βδναζιέκα ζε ζφβηνζζδ ιε ηα κεανά ηφηηανα. Ακηίεεηα, δ CHIP θζβάζδ ανέεδηε υηζ 

δνα ελεζδζηεοιέκα ζηα βδναζιέκα ηφηηανα. Γζα ημ θυβμ αοηυ, δζαηοπχκεηαζ δ οπυεεζδ υηζ δ 

απμδυιδζδ ηδξ p53 πμο ελανηάηαζ απυ ηδκ CHIP εα ιπμνμφζε κα ειπθέηεηαζ ζηδ νφειζζδ 

ηδξ πνμκζηήξ ιεηάααζδξ ημο ηοηηάνμο πνμξ ηδ θάζδ βήνακζδξ. Άθθςζηε, αοηή δ οπυεεζδ 

οπμζηδνίγεηαζ επζπθέμκ απυ ημκ επζηαποκυιεκμ βδναζιέκμ θαζκυηοπμ ηςκ CHIP
-/-

 πμκηζηχκ 

[395], υπςξ ακαθένεδηε παναπάκς, αθθά ηαζ άθθςκ γςζηχκ ιμκηέθςκ ιε ιυκζια 

εκενβμπμζδιέκδ πνςηεΐκδ p53 [348, 349]. οκεπχξ, πνμηείκεηαζ υηζ δ νφειζζδ ηδξ p53 
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πνςηεΐκδξ ελανηάηαζ απυ λεπςνζζηέξ αθθδθεπζδνάζεζξ μζ μπμίεξ θαιαάκμοκ πχνα ζε 

δζαθμνεηζηά ζηάδζα ηδξ ακάπηολδξ ηςκ ηοηηάνςκ ή ηςκ μνβακζζιχκ, βεβμκυξ ζδιακηζηυ βζα 

ηδ θοζζμθμβζηή βήνακζδ.  

Δίκαζ πθέμκ βκςζηυ υηζ δ πζεακυηδηα ειθάκζζδξ υβηςκ αολάκεζ ζδιακηζηά ιε ηδ βήνακζδ 

[408]. Σμ p53 είκαζ ημ πζμ ζοπκά ιεηαθθαβιέκμ βμκίδζμ ζημοξ ακενχπζκμοξ ηανηίκμοξ [409]. 

Έπεζ ακαθενεεί, αηυια, υηζ μζ p53 ιεηαθθάλεζξ πμο εοεφκμκηαζ βζα ημοξ ιεηαζπδιαηζζιμφξ, 

ειθακίγμοκ δμιζηέξ ακςιαθίεξ ηαζ ζπεηίγμκηαζ ιε ηζξ ιμνζαηέξ ζαπενυκεξ Hsc70 ηαζ Hsp90 

[410]. Οζ πενζζζυηενεξ απυ αοηέξ ηζξ ιεηαθθαβέξ οζμεεημφκ ιδ ζςζηά δζπθςιέκεξ 

δζαιμνθχζεζξ, μζ μπμίεξ μδδβμφκηαζ πνμξ μοιπζηζηοθίςζδ ηαζ πεναζηένς πνςηεμζςιζηή 

απμδυιδζδ ιε ηδ ιεζμθάαδζδ ηδξ CHIP θζβάζδξ [300]. Αοηυ είπε πνμδβμφιεκα πνμαθεθεεί 

απυ ηδ εεςνδηζηή οπυεεζδ υηζ δ απμδυιδζδ ηςκ ιεηαθθαβιέκςκ ιμνίςκ p53 δεκ έπεζ ηαιία 

ζπέζδ ιε ημκ αοημνοειζγυιεκμ ηφηθμ ανκδηζηήξ ακάδναζδξ ηδξ Mdm2 θζβάζδξ [411]. 

Πνάβιαηζ, ηα απμηεθέζιαηα πμο πνμηφπημοκ απυ αοηήκ ηδ δζαηνζαή ζοιθςκμφκ ιε αοηέξ ηζξ 

ακαθμνέξ. Δζδζηυηενα, δείπηδηε υηζ ηαεχξ ηα ηφηηανα βενκάκε, επάβεηαζ δ νφειζζδ ηςκ 

επζπέδςκ ηδξ p53 πμο ελανηάηαζ απυ ηδκ CHIP, βεβμκυξ πμο πζεακά μθείθεηαζ ζηδκ 

πανμοζία ιεηαθθαβιέκςκ ιμνθχκ p53. 

Έπεζ, επίζδξ, ανεεεί υηζ δ δναζηζηυηδηα ηδξ Hsp90 είκαζ οπεφεοκδ βζα ηδκ ηαηάθθδθδ ηαζ 

ζςζηή ακαδίπθςζδ αοηχκ ηςκ ιεηαθθαβχκ. οβηεηνζιέκα, υηακ δ εκενβυηδηα ηδξ Hsp90 

είκαζ παιδθή, ηα ιδ ζςζηά δζπθςιέκα ιεηαθθαβιέκα ιυνζα ζοκμδεφμκηαζ απυ ηδκ CHIP 

πνμξ ημ πνςηευζςια βζα απμδυιδζδ [300]. Σα δεδμιέκα ηδξ πανμφζαξ δζαηνζαήξ, εκχ 

απμηαθφπημοκ υηζ δ πνςηεσκζηή έηθναζδ ηδξ Hsp90 ηαζ ηςκ άθθςκ ζοκ-ζοκμδχκ ιμνίςκ 

ιεζχκεηαζ, δε δείπκμοκ δζαθμνέξ ζημ πνυηοπμ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ ηδξ p53 ηαζ ηδξ 

Hsp90 ηαεχξ ηα ηφηηανα βενκάκε. Αοηυ ημ απμηέθεζια ζε ζοκδοαζιυ ιε ηα εκζζποιέκα 

επίπεδα ηαζ ηδκ αολδιέκδ εκενβυηδηα ηδξ CHIP θζβάζδξ, υπςξ ανέεδηακ εδχ, πνμηείκεζ ιία 

ηθίζδ ηδξ ζζμννμπίαξ πνμξ ηδκ πνςηεμζςιζηή απμδυιδζδ πανά ζηδ ζηαεενμπμίδζδ ηςκ 

δζάθμνςκ ιμνθχκ ηδξ p53 πνςηεΐκδξ. 

Γζα κα δζεοηνζκζζηεί δ επίδναζδ ηδξ p53 ζηδ βήνακζδ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ηςκ μνβακζζιχκ, 

έπμοκ δζελαπεεί πμθοάνζεια in vivo πεζνάιαηα. Γοζηοπχξ, υιςξ, ηα πμκηίηζα πμο δεκ έπμοκ 

ημ p53 βμκίδζμ (p53 knock-out mice) εηδδθχκμοκ βεκςιζηή αζηάεεζα, οπμηφπημοκ κςνίξ ζε 

κεμπθαζίεξ ηαζ ειθακίγμοκ ηανηίκμ [347]. Ακηίεεηα, βεκεηζηά ηνμπμπμζδιέκα πμκηίηζα πμο 

οπενεηθνάγμοκ ηδκ p53 πνςηεΐκδ πεεαίκμοκ κςνίξ ηαηά ηδκ ειανοζηή ακάπηολδ, ελαζηίαξ 

ηδξ οπεναμθζηήξ απυπηςζδξ πμο παναηδνείηαζ ζε ζοβηεηνζιέκμοξ ζζημφξ. Μία άθθδ ιεθέηδ 

ακαθένεηαζ ζε ιία ιεηαθθαβιέκδ ηοηηανζηή ζεζνά πμκηζημφ πμο εηθνάγεζ ιία παναθθαβή 

ηδξ p53 πνςηεΐκδξ, ζοβηεηνζιέκα ιία οπμηαηάζηαζδ απυ αθακίκδ ζε ααθίκδ ζηδ εέζδ 135, 
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εοαίζεδηδ ζηδ εενιμηναζία (temperature sensitive, ts). [348]. Αοηή δ οπμηαηάζηαζδ 

δζεοημθφκεζ ηδ ιεηαηνμπή ηδξ πνςηεΐκδξ απυ ηδ θοζζημφ ηφπμο δζαιυνθςζδ (wt) (32°C) 

ζηδ ιεηαθθαβιέκδ δζαιυνθςζδ (37°C) ηαζ ακηίζηνμθα, ακάθμβα ιε ηδ εενιμηναζία ημο 

πενζαάθθμκημξ. Έηζζ, ηα πμκηίηζα ειθάκζζακ πνυςνδ βήνακζδ ζημοξ ζζημφξ ημο γχμο πμο 

εηηίεμκηακ ζε παιδθή εενιμηναζία πενζαάθθμκημξ (π.π. δένια). Αοηυ ημ απνμζδυηδημ 

απμηέθεζια ελδβείηαζ απυ ημ βεβμκυξ υηζ δ p53 απμηηά ηδ ιδ θοζζμθμβζηή ιεηαθθαβιέκδ 

δζαιυνθςζδ ζε ηεκηνζηέξ πενζμπέξ ημο γχμο, εκχ οζμεεηεί ηδ wt ιμνθή ζε πζμ ηνφα ιένδ, 

ημκηά ζηδκ επζθάκεζα ημο γχμο [348].  

Πμθθέξ άθθεξ ιεθέηεξ έπμοκ πναβιαημπμζδεεί ιε ηδ πνήζδ ιεηαθθαβιέκςκ 

αθθδθμιυνθςκ p53, πνμηεζιέκμο κα δζεοηνζκζζηεί μ νυθμξ ηδξ p53 ζημ θαζκυιεκμ ηδξ 

βήνακζδξ [349, 412]. Σμ βμκίδζμ p53 πανέπεζ πνμζηαζία έκακηζ ημο ηανηίκμο (ηαζ ημο 

εακάημο), δζαηυπημκηαξ ημ ιδ θοζζμθμβζηυ πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ ηοηηάνςκ. ιςξ, αοηή δ 

ζηακυηδηα δζαημπήξ ημο ηοηηανζημφ πμθθαπθαζζαζιμφ ιπμνεί κα είκαζ ηαηαζηνμθζηή υηακ 

πανειααίκεζ ζημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ θοζζμθμβζηχκ ηοηηάνςκ, υπςξ είκαζ ηα ζηεθεπζαία 

ηφηηανα, ηα μπμία απαζημφκηαζ βζα ηδκ ακακέςζδ ηςκ ζζηχκ ηαεχξ μ μνβακζζιυξ βενκά. Σμ 

ενχηδια πμο πνμηφπηεζ είκαζ εάκ αοηέξ μζ ηαηαζηνμθζηέξ ζοκέπεζεξ ημο p53, πμο 

ζοιααίκμοκ ανβά ζηδ γςή εκυξ αηυιμο, απμηεθμφκ ηα άηοπα παναπνμσυκηα ηςκ ελεθζηηζηχκ 

ιδπακζζιχκ ηαηαζημθήξ ηςκ υβηςκ, πνμηεζιέκμο κα δζαζθαθζζηεί δ επζαίςζδ ηςκ εζδχκ. 

Τπάνπμοκ, πθέμκ, ανηεηά δεδμιέκα ηα μπμία δείπκμοκ υηζ ορδθά επίπεδα ηδξ αβνίμο-

ηφπμο πνςηεΐκδξ p53 ιπμνμφκ, οπυ ζοβηεηνζιέκεξ ζοκεήηεξ, κα πνμζηαηεφζμοκ ηα πμκηίηζα 

έκακηζ ημο ηανηίκμο ηαζ ηδξ βήνακζδξ. Σμ βεβμκυξ αοηυ εκεαννφκεζ ημ ιμκηέθμ, ζφιθςκα ιε 

ημ μπμίμ αολδιέκα επίπεδα p53 πνμζηαηεφμοκ ημοξ μνβακζζιμφξ απυ κεμπθαζίεξ ηαζ 

ιεηαζπδιαηζζιμφξ, πςνίξ ηδκ ακεπζεφιδηδ ειθάκζζδ ηδξ πνχζιδξ βήνακζδξ [363]. 

Πνυζθαηα, ιία μιάδα Ηζπακχκ επζζηδιυκςκ δδιζμφνβδζε έκα κέμ δζαβμκζδζαηυ πμκηίηζ, ημ 

μπμίμ μκυιαζακ «super p53» [363]. Σμ πμκηίηζ αοηυ πανάβεζ αβνίμο-ηφπμο p53 απυ ηα δφμ 

θοζζμθμβζηά αθθδθυιμνθα πμο οπάνπμοκ ζημ βμκζδίςια, πανυιμζα ιε ημ ηακμκζηυ πμκηίηζ. 

Δπζπθέμκ, υιςξ, πενζέπεζ έκα ή δφμ ακηίβναθα εκυξ πνυζεεημο βμκζδίμο p53, αβνίμο-ηφπμο, 

πμο εζζήπεδ ςξ δζαβμκίδζμ. Σα πνυζεεηα ακηίβναθα εηθνάγμκηαζ απυ ημ θοζζμθμβζηυ 

οπμηζκδηή έηζζ, χζηε ηυζμ ημ δζαβμκίδζμ υζμ ηαζ ημ εκδμβεκέξ βμκίδζμ κα νοειίγμκηαζ ηαηά 

ημκ ίδζμ ηνυπμ. Σα «super p53» πμκηίηζα είκαζ πζμ εοαίζεδηα ζε αθάαδ ημο DNA, ηαεχξ ηα 

ορδθά επίπεδα p53 μδδβμφκ ζε αολδιέκμ νοειυ απυπηςζδξ. Ακηίεεηα, πνμζηαηεφμκηαζ πζμ 

απμηεθεζιαηζηά απυ πδιζηά επαβυιεκμοξ ηανηίκμοξ. Σμ αλζμζδιείςημ είκαζ υηζ ηα «super 

p53» πμκηίηζα δε θένμοκ ηακέκα ζδιάδζ επζηαποκυιεκδξ βήνακζδξ, πζεακά δζυηζ ημ 

δζαβμκζδζαηά εηθναγυιεκμ p53 νοειίγεηαζ απυ ημ θοζζμθμβζηυ οπμηζκδηή ηαζ επμιέκςξ, δ 
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μβημηαηαζηαθηζηή πνςηεΐκδ p53 εηθνάγεηαζ υπςξ αηνζαχξ απαζηείηαζ ζημ θοζζμθμβζηυ 

ηοηηανζηυ πενζαάθθμκ. Αοηή δ πθδνμθμνία ίζςξ απμηεθεί ηδκ πνχηδ έκδεζλδ βζα ηδκ ζζπφ 

ηδξ ζδέαξ υηζ δ πνμζηαζία ηςκ ηοηηάνςκ έκακηζ ηςκ κεμπθαζζχκ ιπμνεί κα επζηεοπεεί ιε ηδκ 

εζζαβςβή ηςκ ζςζηχκ μβημηαηαζηαθηζηχκ βμκζδίςκ ζε πνμβμκζηά ή ζηεθεπζαία ηφηηανα. 

Σμ ενχηδια πμο πνμηφπηεζ είκαζ βζαηί δ αολδιέκδ εκενβυηδηα ηδξ p53 μδδβεί ζε πνυςνδ 

βήνακζδ ηαζ ζε ιεζςιέκδ δζάνηεζα γςήξ ηςκ εδθαζηζηχκ. Απυ ηδ αζαθζμβναθία πνμηφπηεζ 

υηζ δ εκζζποιέκδ εκενβυηδηα ηδξ p53 πνςηεΐκδξ επάβεζ απυπηςζδ ηαζ παφζδ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο, δζαδζηαζίεξ πμο ελακηθμφκ ηζξ δοκάιεζξ ηςκ μνβακζζιχκ κα ακαβεκκήζμοκ 

ζοβηεηνζιέκμοξ ζζημφξ ηαζ υνβακα. 

Ζ ιζηνμφ ιήημοξ ζζμιμνθή ηδξ p53 (p44/ΓΝp53) θαίκεηαζ υηζ επδνεάγεζ ζδιακηζηά ηδκ 

ειθάκζζδ ηδξ βήνακζδξ ηαζ ημ ιέβεεμξ ημο ζχιαημξ ηςκ εδθαζηζηχκ, ηαεχξ αθθάγεζ ηδκ 

ζηακυηδηα ηδξ ηακμκζημφ ιεβέεμοξ πνςηεΐκδξ p53 κα θεζημονβεί ςξ ιεηαβναθζηυξ 

πανάβμκηαξ. Αοηυ έπεζ ακηίηηοπμ ζηδ ζδιαημδυηδζδ απυ ημ ιμκμπάηζ IGF (insulin-like 

growth factor), ημ μπμίμ δζαθμνμπμζείηαζ ηαζ πνμηαθεί ηδκ ειθάκζζδ πνχζια βδναζιέκμο 

θαζκμηφπμο [349]. Γζάθμνεξ ιεθέηεξ ειπθέημοκ ημ ιμκμπάηζ insulin/IGF1 ζηδ νφειζζδ ηδξ 

βήνακζδξ [364, 365]. Πμζα είκαζ, υιςξ, δ ζπέζδ ιεηαλφ p53, p44/ΓΝp53, insulin/IGF1 ηαζ 

βήνακζδξ; Πνζκ απυ δφμ δεηαεηίεξ, δ ιζηνή ζζμιμνθή p53 πανμοζζαγυηακ ςξ ηαηαζημθέαξ 

ηδξ αφλδζδξ πανμοζία ηδξ πθήνμοξ ιεβέεμοξ ζζμιμνθήξ [357, 366], εκχ απμοζία ημο 

ιαηνφηενμο μιυθμβμφ ηδξ ςξ μβημβεκεηζηή [367]. ηακ δ ζζμννμπία ηςκ δφμ ζζμιμνθχκ 

p53 δζαηανάζζεηαζ απυ ηδκ οπενέηθναζδ ηδξ p44/ΓΝp53, δ ηαηαζημθή ηδξ αφλδζδξ πμο 

ιεζμθααείηαζ απυ ηδκ ημιιέκδ πνςηεΐκδ μδδβεί ζε ιεζςιέκμ νοειυ πμθθαπθαζζαζιμφ, 

ιζηνυ ιέβεεμξ ζχιαημξ, ηοηηανζηή βήνακζδ, ιδ θοζζμθμβζηή ζδιαημδυηδζδ IGF ηαζ ηεθζηά, 

ζε πνχζιδ βήνακζδ ημο μνβακζζιμφ [349]. 

Δπμιέκςξ, δζαβμκζδζαηά πμκηίηζα πμο ζηαεενά οπενεηθνάγμοκ ηδκ p44 ειθακίγμοκ 

ιεζςιέκμ πνμζδυηζιμ γςήξ, πνχζιδ ζηεζνυηδηα (εζδζηά ηα ανζεκζηά πμκηίηζα) ηαζ ζδιάδζα 

πνχζιδξ βήνακζδξ, υπςξ θμνδμηφθςζδ απυ ημκ πέιπημ ηζυθαξ ιήκα ηαζ αζζεδηά ιεζςιέκδ 

μζηζηή ποηκυηδηα. Απμοζία ηδξ p53, δ οπενέηθναζδ ηδξ p44 δεκ έπεζ ηαιία επίδναζδ ζημ 

ιέβεεμξ ηςκ γχςκ, δεζηκφμκηαξ υηζ δ πθήνμοξ ιεβέεμοξ p53 απαζηείηαζ βζα ηδκ ηαηαζημθή 

ηδξ αφλδζδξ ζε επίπεδμ ηοηηάνμο ηαζ μνβακζζιμφ [349]. Αλίγεζ αηυια κα ακαθενεεί υηζ ημ 

ιμκμπάηζ ηδξ ζκζμοθίκδξ (insulin/IGF1) επδνεάγεηαζ απυ ηδκ αφλδζδ ηδξ p44. Σα ηφηηανα 

πμο πνμένπμκηαζ απυ ηα p44 δζαβμκζδζαηά πμκηίηζα εηθνάγμοκ ορδθά επίπεδα μνζζιέκςκ 

πνςηεσκχκ, υπςξ μ οπμδμπέαξ IGF1, δ εκενβμπμζδιέκδ Akt, δ θςζθμνοθζςιέκδ p53 ζηδ 

ζενίκδ 15, αθθά ηαζ μζ δφμ ηφνζμζ ιεηαβναθζημί ζηυπμζ ηδξ p53, Mdm2 ηαζ p21. Γζα υθα 

αοηά ηα απμηεθέζιαηα, απαζηείηαζ δ πανμοζία ηδξ πθήνμοξ ιεβέεμοξ πνςηεΐκδξ p53 [349]. 
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Έπμοκ πνμηαεεί δζάθμνεξ εεςνίεξ ζηδκ πνμζπάεεζα κα ελδβδεεί βζαηί υθα ηα γχα ηαζ ηα 

θοηά βενκάκε ιε ημ πνυκμ. Ζ βεκεηζηή εεςνία πνμηείκεζ υηζ δ δζάνηεζα γςήξ εκυξ 

μνβακζζιμφ πνμβναιιαηίγεηαζ ιέζς εκυξ ζοκδοαζιμφ δζαθμνεηζηχκ ηφπςκ αθθδθμιυνθςκ 

πμθθχκ βμκζδίςκ [413]. Δίκαζ πζεακυκ μνζζιέκα γχα, υπςξ ηα ζημοθήηζα, μζ ιφβεξ ηαζ ηα 

πμκηίηζα, κα αολάκμοκ ημ ιέζμ υνμ ηδξ γςήξ ημοξ ιέζς ιεηαθθάλεςκ πμο ιεζχκμοκ ηδκ 

εκενβυηδηα ημο ιμκμπαηζμφ IGF [414]. Αοηέξ μζ παναηδνήζεζξ ζοκδέμοκ ημκ ηαθά 

παναηηδνζζιέκμ νυθμ αοημφ ημο δζηηφμο ηςκ βμκζδίςκ (IGF-1, AKT ηαζ mTOR) ιε 

δζαδζηαζίεξ, υπςξ δ εκένβεζα ημο ιεηααμθζζιμφ ηαζ μ εενιζδζηυξ πενζμνζζιυξ, μζ μπμίεξ 

επίζδξ παναηείκμοκ ηδ δζάνηεζα γςήξ ηςκ γχςκ [414, 415]. Πανυιμζα, αολδιέκα επίπεδα 

ηςκ μνεμθυβςκ ημο βμκζδίμο sir-2 παναηείκμοκ ηδ ιαηνμγςία ηαζ ζοκδέμοκ ηζξ ιεηααμθζηέξ 

δζαδζηαζίεξ ιε ημ βεκεηζηυ έθεβπμ ημο πνμηφπμο έηθναζδξ ηςκ βμκζδίςκ [415]. Δάκ ηα 

ζηεθέπδ αβνίμο ηφπμο ηδξ Drosophila βεκκζμφκηαζ ανβυηενα ηαηά ηδ δζάνηεζα γςήξ, ηυηε 

αοηυξ μ πθδεοζιυξ εα έπεζ αολδιέκδ δζάνηεζα γςήξ [416]. Δπμιέκςξ, δ δθζηία ηδξ 

παναβςβήξ απμβυκςκ ιπμνεί κα ακαηνμθμδμηήζεζ ηαζ κα επζθέλεζ πθδεοζιμφξ ιε 

αθθδθυιμνθα πμο πνμζδίδμοκ αολδιέκδ δζάνηεζα γςήξ.  

Ακηίζημζπα, αζεέκεζεξ, υπςξ μζ υβημζ, ακαηφπημοκ ζημ ηεθεοηαίμ ηέηανημ ηδξ γςήξ ηςκ 

πενζζζυηενςκ μνβακζζιχκ, απυ ηα πμκηίηζα ιέπνζ ημκ άκενςπμ [408]. Γεκ είκαζ λεηάεανμ 

εάκ αοηέξ μζ παναηδνήζεζξ είκαζ απμηέθεζια δζαθμνεηζημφ ιεηααμθζημφ νοειμφ ζε αοηά ηα 

γχα ή ζοζζχνεοζδξ ιεηαθθάλεςκ πμο ειθακίγμκηαζ ζε μβημβμκίδζα ή μβημηαηαζηαθηζηά 

βμκίδζα ηαζ μδδβμφκ ηεθζηά ζημοξ ηανηίκμοξ. Μάθθμκ, μζ δζαδζηαζίεξ επζδζυνεςζδξ ημο 

DNA πμο έπμοκ ακηίηηοπμ ζημ νοειυ ηςκ ιεηαθθάλεςκ, μζ δζαδζηαζίεξ απυπηςζδξ πμο 

ελαθείθμοκ ηα ηφηηανα ιε ηζξ ιεηαθθάλεζξ ηαζ ημ ακμζμπμζδηζηυ ζφζηδια πμο πζεακά 

ιεζχκεζ ή ειπμδίγεζ ηάπμζμοξ υβημοξ, υθα πενζμνίγμκηαζ ιε ηδ βήνακζδ ηςκ μνβακζζιχκ 

[372, 417]. 

Μία απυ ηζξ ζδιακηζηυηενεξ δζαιάπεξ εκάκηζα ζημ βεκεηζηυ ηαεμνζζιυ ηδξ δζάνηεζαξ 

γςήξ εκυξ μνβακζζιμφ είκαζ ημ βεβμκυξ υηζ δ ελεθζηηζηή επζθμβή παφεζ κα δνα ιεηά ηδκ 

παναβςβή απμβυκςκ. Αοηυ ηαεζζηά ημκ μνβακζζιυ πζμ εοάθςημ ηαζ πενζζζυηενμ εοαίζεδημ 

ζε αζεέκεζεξ. Έηζζ, ζε αοηήκ ηδ εεςνία, μζ ζημπαζηζηέξ δζαδζηαζίεξ ηαεμνίγμοκ ηδ δζάνηεζα 

γςήξ. Κάεε είδμξ έπεζ ιία πανυιμζα θεζημονβία πμο εηθνάγεηαζ ςξ ιία ηαιπφθδ βζα ηδ 

δζάνηεζα γςήξ ημο πθδεοζιμφ, ιε ιυκδ δζαθμνά ημ ιέζμ υνμ ηδξ δθζηίαξ ημο εακάημο πμο 

ελανηάηαζ απυ ημ ηάεε είδμξ. ε αοηήκ ηδκ πενίπηςζδ, δ ζηναηδβζηή πμο πνδζζιμπμζείηαζ 

απυ ηα ζπμκδοθςηά βζα κα γήζμοκ πενζζζυηενμ είκαζ υηζ ηα εκήθζηα άημια δζαηδνμφκ ηδκ 

ζηακυηδηα κα ακαβεκκμφκ ημοξ δζάθμνμοξ ζζημφξ ιέζς εκυξ ζοκυθμο ζηεθεπζαίςκ ηοηηάνςκ. 

Μυκμ υηακ μ πθδεοζιυξ αοηχκ ηςκ ηοηηάνςκ ιεζςεεί, ανπίγεζ μ μνβακζζιυξ κα βενκά. 
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Πμκηίηζα πμο εηθνάγμοκ ορδθυηενα επίπεδα απυ ηδκ αβνίμο ηφπμο p53 πνςηεΐκδ είκαζ πζμ 

ακεεηηζηά ζημοξ ηανηίκμοξ, αθθά πεεαίκμοκ ζε κεανή δθζηία, ελαζηίαξ ημο ορδθμφ ααειμφ 

απυπηςζδξ ζε αοηά ηα ηφηηανα [348, 405]. Πμκηίηζα ιε πμθφ παιδθή έηθναζδ ηδξ p53 

πνςηεΐκδξ πεεαίκμοκ απυ ηανηίκμοξ ζε κεανή δθζηία, θυβς απμηοπίαξ κα ελαθείρμοκ ηα 

ζηεθεπζαία ηφηηανα πμο πενζέπμοκ ιεηαθθάλεζξ [49]. 

Ο ηανηίκμξ εεςνείηαζ ςξ ιία αζεέκεζα ηςκ δθζηζςιέκςκ ηαεχξ απαζηείηαζ πνυκμξ βζα κα 

ζοζζςνεοηεί ιία ζεζνά απυ ιεηαθθάλεζξ ζε έκα ιυκμ ηφηηανμ ημο ζχιαημξ, πμο ιπμνεί 

έπεζηα κα ακαπηφλεζ έκακ υβημ. Ζ απμηεθεζιαηζηυηδηα ημο p53 ιμκμπαηζμφ ιεζχκεηαζ ιε ηδκ 

δθζηία. Αοηυ ημ ιμκμπάηζ δζαζθαθίγεζ ηδκ πζζηυηδηα ηςκ ζοιαάκηςκ ηαηά ηδκ ηοηηανζηή 

δζαίνεζδ ηαζ ηζξ απμηνίζεζξ ζε δζάθμνα είδδ ζηνεξ, ηα μπμία ιπμνμφκ ζηδ ζοκέπεζα κα 

μδδβήζμοκ ζε ιεηαθθάλεζξ ηαζ αθάαεξ ζηδκ ηοηηανζηή δζαίνεζδ [409]. Έπεζ ανεεεί υηζ έπεζηα 

απυ αθάαδ ζημ DNA απυ οπενζχδδ αηηζκμαμθία (IR), δ ATM ηζκάζδ ακζπκεφεζ ηα 

ζπαζίιαηα ζημ DNA ιέζς θςζθμνοθίςζδξ ζηδκ p53 ηαζ ηδκ Mdm2, πνμηαθχκηαξ παιδθή 

δναζηζηυηδηα Mdm2 ηαζ αολδιέκα επίπεδα ηαζ εκενβυηδηα p53. ηδ ζοκέπεζα, δ 

εκενβμπμζδιέκδ p53 ιεηαβνάθεζ ιία ζεζνά βμκζδίςκ πμο μδδβμφκ ζε παφζδ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο, ζε βήνακζδ ή απυπηςζδ [418, 419]. Κάπμζμζ ηφπμζ αθάαδξ ημο DNA δεκ 

ακζπκεφμκηαζ απμηεθεζιαηζηά ζηα βδναζιέκα πμκηίηζα, ελαζηίαξ παιδθήξ εκενβυηδηαξ ηδξ 

ATM ηζκάζδξ πμο δίκεζ θζβυηενδ θςζθμνοθίςζδ p53 Ser-15 [420]. Έηζζ πνμηφπηεζ έκαξ 

ιδπακζζιυξ βζα ηδ ιεζςιέκδ απυπηςζδ ζηα ηφηηανα ηςκ βδναζιέκςκ αηυιςκ [421], έκα 

βεκζηυ θαζκυιεκμ πμο παναηδνείηαζ ζε ιία πμζηζθία ζζηχκ απυ δζάθμνα ζηεθέπδ πμκηζηχκ 

ηαζ έπεζηα απυ δζάθμνα ζήιαηα ζηνεξ πμο απμηοβπάκμοκ κα εκενβμπμζήζμοκ ηδκ p53 

ζζπονά. 

Γεκζηά, παναηδνείηαζ έκαξ θοθεηζηυξ δζιμνθζζιυξ ακαθμνζηά ιε ηδ θεζημονβία ηδξ p53 

πνςηεΐκδξ, δ μπμία ιεζχκεηαζ ηαεχξ ηα άημια βενκάκε. Αοηυξ μ θοθεηζηυξ δζιμνθζζιυξ 

πζεακά μθείθεηαζ ζε μνιμκζηή νφειζζδ. ηα πμκηίηζα, ηα ανζεκζηά άημια γμοκ πενζζζυηενμ 

απυ ηα εδθοηά ηαζ δ ιείςζδ ζηδ θεζημονβία ηδξ p53 ζοιααίκεζ ανβυηενα ζηα ανζεκζηά πανά 

ζηα εδθοηά. ημοξ ακενχπμοξ, μζ βοκαίηεξ γμοκ πενζζζυηενμ ηαζ ακαπηφζζμοκ ηανηίκμοξ 

ζε ιεβαθφηενδ δθζηία απυ ημοξ άκηνεξ, δείπκμκηαξ υηζ οπάνπεζ ιία ακαθμβία ςξ πνμξ ημ 

πνυκμ ειθάκζζδξ ημο ηανηίκμο ηαζ ηδξ βήνακζδξ. οκεπχξ, δ ιεζςιέκδ θεζημονβία ηδξ p53 

ηαηά ηδ βήνακζδ, ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδ ζοζζχνεοζδ ιεηαθθάλεςκ ζε ιεβάθδ δθζηία, εα 

ιπμνμφζε κα ελδβήζεζ βζαηί ηα δθζηζςιέκα άημια έπμοκ παιδθυηενμ ααειυ αλζμπζζηίαξ ηδξ 

ηοηηανζηήξ δζαίνεζδξ, ορδθυηενμ νοειυ θαεχκ ηαζ αθααχκ ηαζ ορδθή ζοπκυηδηα 

ιεηαθθάλεςκ ηαζ υβηςκ. 
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Δπμιέκςξ, είκαζ βεκζηά απμδεηηυ υηζ δ p53 εοεφκεηαζ βζα ηδκ επαβςβή ηαζ ηδ δζαηήνδζδ 

ημο βδναζιέκμο θαζκμηφπμο [368], αθθά ζε πενίπηςζδ απχθεζαξ ηδξ p53 ιυκμ ηα ορδθά 

επίπεδα ημο ακαζημθέα p16
Ink4a

 είκαζ ζηακά κα ηάκμοκ ηδ δζαδζηαζία ιδ ακηζζηνεπηή. Δάκ ηα 

επίπεδα ηδξ p16 δεκ είκαζ ζηακμπμζδηζηά ορδθά, μ βδναζιέκμξ θαζκυηοπμξ πζεακά ιπμνεί κα 

ακηζζηναθεί [369]. Δπζπνυζεεηα, δ αολδιέκδ έηθναζδ ηδξ p16 έπεζ πενζβναθεί ςξ δείηηδξ 

βήνακζδξ ζε ζοβηεηνζιέκεξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ πμκηζηχκ [370]. ε ιία ζεζνά πνυζθαηςκ 

ιεθεηχκ έπεζ δεζπεεί ημ ακηίηηοπμ ηδξ p16 ζηα αζιμπμζδηζηά ζηεθεπζαία ηφηηανα [371], ζηα 

παβηνεαηζηά ηφηηανα [372] ηαζ ζηα εβηεθαθζηά ηφηηανα [373]. Δίκαζ πνμθακέξ υηζ μζ μβημ-

ηαηαζηαθηζηέξ ζδζυηδηεξ ηδξ p53 εκ ιένεζ εηηεθμφκηαζ ιέζς ηδξ επαβςβήξ ηδξ ηοηηανζηήξ 

βήνακζδξ ηαζ ηαη’ επέηηαζδ ηδξ βήνακζδξ ηςκ μνβακζζιχκ [374, 375]. Πανυθ’ αοηά, μ 

αηνζαήξ ιδπακζζιυξ ιέζς ημο μπμίμο δ p53 ηαζ ηα άθθα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ επδνεάγμοκ 

ηδ βήνακζδ ηαζ ηδ ιαηνμαζυηδηα ανίζηεηαζ οπυ ζοκεπή ζογήηδζδ [376-379]. 

Ζ βήνακζδ, πανά ημ βεβμκυξ υηζ εεςνείηαζ ςξ δ έζπαηδ έηααζδ ηδξ εθάηηςζδξ ημο 

ιήημοξ ηςκ ηεθμιενχκ, είκαζ πθέμκ θακενυ υηζ πνυηεζηαζ βζα έκα πμθφπθμημ πνυβναιια ιε 

πμθθαπθέξ ηαηαθήλεζξ. ε αοηέξ ζοιπενζθαιαάκεηαζ, εηηυξ απυ ηδκ παφζδ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο, δ ιεβέεοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ, μ εηηεηαιέκμξ ζπδιαηζζιυξ ποιμημπίςκ, δ ηαηαζημθή 

ηαζ δ εκενβμπμίδζδ ζοβηεηνζιέκςκ μιάδςκ βμκζδίςκ, δ έηηνζζδ δζάθμνςκ ιμνίςκ 

ζδιαημδυηδζδξ, δ ακαζημθή ηδξ απυηνζζδξ ηςκ πνςηεσκχκ εενιζημφ ζμη ηαζ άθθεξ 

ηνμπμπμζήζεζξ. Σμ ζφκμθμ ηςκ παναηδνήζεςκ ζε αοηήκ ηδ δζαηνζαή ηαηαδεζηκφεζ ηδ 

ζοζπέηζζδ ακάιεζα ζημ ζφζηδια πνςηεσκζηήξ απμδυιδζδξ ηαζ ζημ ζφζηδια εθέβπμο ηδξ 

πμζυηδηαξ ηςκ ηοηηανζηχκ πνςηεσκχκ, πμο πενζθαιαάκεζ ηονίςξ ηζξ αθθδθεπζδνάζεζξ ιε ηζξ 

πνςηεσκζηέξ ζαπενυκεξ. οκεπχξ, ημ πμθοδζάζηαημ δίηηομ ηςκ ακηζδνάζεςκ πμο ελανηάηαζ 

απυ ηδκ p53 πνςηεΐκδ θαίκεηαζ πςξ δζαδναιαηίγεζ πνςηεφμκηα νυθμ ζηδκ ηαεζένςζδ ηδξ 

ηοηηανζηήξ βήνακζδξ. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

170 

ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

 

[1] Holliday, R. (1995) Understanding ageing, Cambridge University Press. Cambridge. 

[2] Troen, B.R. (2003). The biology of aging. Mt Sinai J Med 70, 3-22. 

[3] Hayflick, L. (1965). The Limited in Vitro Lifetime of Human Diploid Cell Strains. 

Exp Cell Res 37, 614-36. 

[4] Hayflick, L. and Moorhead, P.S. (1961). The serial cultivation of human diploid cell 

strains. Exp Cell Res 25, 585-621. 

[5] Jazwinski, S.M. (2001). New clues to old yeast. Mech Ageing Dev 122, 865-82. 

[6] Martin, G.M., Austad, S.N. and Johnson, T.E. (1996). Genetic analysis of ageing: role 

of oxidative damage and environmental stresses. Nat Genet 13, 25-34. 

[7] Gonos, E.S. (2000). Genetics of aging: lessons from centenarians. Exp Gerontol 35, 

15-21. 

[8] Martin, G.M. and Oshima, J. (2000). Lessons from human progeroid syndromes. 

Nature 408, 263-6. 

[9] Gray, M.D., Shen, J.C., Kamath-Loeb, A.S., Blank, A., Sopher, B.L., Martin, G.M., 

Oshima, J. and Loeb, L.A. (1997). The Werner syndrome protein is a DNA helicase. 

Nat Genet 17, 100-3. 

[10] Schriner, S.E. et al. (2000). Levels of DNA damage are unaltered in mice 

overexpressing human catalase in nuclei. Free Radic Biol Med 29, 664-73. 

[11] Salk, D., Bryant, E., Au, K., Hoehn, H. and Martin, G.M. (1981). Systematic growth 

studies, cocultivation, and cell hybridization studies of Werner syndrome cultured 

skin fibroblasts. Hum Genet 58, 310-6. 

[12] Eriksson, M. et al. (2003). Recurrent de novo point mutations in lamin A cause 

Hutchinson-Gilford progeria syndrome. Nature 423, 293-8. 

[13] Campisi, J. (2001). From cells to organisms: can we learn about aging from cells in 

culture? Exp Gerontol 36, 607-18. 

[14] Kipling, D. (2001). Telomeres, replicative senescence and human ageing. Maturitas 

38, 25-37; discussion 37-8. 

[15] Smith, J.R. and Pereira-Smith, O.M. (1996). Replicative senescence: implications for 

in vivo aging and tumor suppression. Science 273, 63-7. 

[16] Cristofalo, V.J. and Pignolo, R.J. (1993). Replicative senescence of human fibroblast-

like cells in culture. Physiol Rev 73, 617-38. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

171 

[17] Cristofalo, V.J., Volker, C., Francis, M.K. and Tresini, M. (1998). Age-dependent 

modifications of gene expression in human fibroblasts. Crit Rev Eukaryot Gene Expr 

8, 43-80. 

[18] Dimri, G.P. et al. (1995). A biomarker that identifies senescent human cells in culture 

and in aging skin in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A 92, 9363-7. 

[19] Campisi, J. (1996). Replicative senescence: an old lives' tale? Cell 84, 497-500. 

[20] Donato, H., Jr., Hoselton, M.A. and Sohal, R.S. (1979). Lipofuscin accumulation: 

effects of individual variation and selective mortality on population averages. Exp 

Gerontol 14, 141-7. 

[21] Brunk, U.T. and Terman, A. (2002). Lipofuscin: mechanisms of age-related 

accumulation and influence on cell function. Free Radic Biol Med 33, 611-9. 

[22] Matsumura, T., Pfendt, E.A. and Hayflick, L. (1979). DNA synthesis in the human 

diploid cell strain WI-38 during in vitro aging: an autoradiography study. J Gerontol 

34, 323-7. 

[23] Fargnoli, J., Kunisada, T., Fornace, A.J., Jr., Schneider, E.L. and Holbrook, N.J. 

(1990). Decreased expression of heat shock protein 70 mRNA and protein after heat 

treatment in cells of aged rats. Proc Natl Acad Sci U S A 87, 846-50. 

[24] Bonelli, M.A., Alfieri, R.R., Petronini, P.G., Brigotti, M., Campanini, C. and 

Borghetti, A.F. (1999). Attenuated expression of 70-kDa heat shock protein in WI-38 

human fibroblasts during aging in vitro. Exp Cell Res 252, 20-32. 

[25] Liu, V.W., Zhang, C. and Nagley, P. (1998). Mutations in mitochondrial DNA 

accumulate differentially in three different human tissues during ageing. Nucleic 

Acids Res 26, 1268-75. 

[26] Matsumura, T. (1980). Multinucleation and polyploidization of aging human cells in 

culture. Adv Exp Med Biol 129, 31-8. 

[27] Chen, Q.M., Prowse, K.R., Tu, V.C., Purdom, S. and Linskens, M.H. (2001). 

Uncoupling the senescent phenotype from telomere shortening in hydrogen peroxide-

treated fibroblasts. Exp Cell Res 265, 294-303. 

[28] Serrano, M., Lin, A.W., McCurrach, M.E., Beach, D. and Lowe, S.W. (1997). 

Oncogenic ras provokes premature cell senescence associated with accumulation of 

p53 and p16INK4a. Cell 88, 593-602. 

[29] Tresini, M., Mawal-Dewan, M., Cristofalo, V.J. and Sell, C. (1998). A 

phosphatidylinositol 3-kinase inhibitor induces a senescent-like growth arrest in 

human diploid fibroblasts. Cancer Res 58, 1-4. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

172 

[30] Chondrogianni, N. and Gonos, E.S. (2004). Proteasome inhibition induces a 

senescence-like phenotype in primary human fibroblasts cultures. Biogerontology 5, 

55-61. 

[31] Serrano, M. and Blasco, M.A. (2001). Putting the stress on senescence. Curr Opin 

Cell Biol 13, 748-53. 

[32] Sherr, C.J. and DePinho, R.A. (2000). Cellular senescence: mitotic clock or culture 

shock? Cell 102, 407-10. 

[33] Dumont, P. et al. (2000). Induction of replicative senescence biomarkers by sublethal 

oxidative stresses in normal human fibroblast. Free Radic Biol Med 28, 361-73. 

[34] Lane, D.P. and Crawford, L.V. (1979). T antigen is bound to a host protein in SV40-

transformed cells. Nature 278, 261-3. 

[35] Linzer, D.I. and Levine, A.J. (1979). Characterization of a 54K dalton cellular SV40 

tumor antigen present in SV40-transformed cells and uninfected embryonal 

carcinoma cells. Cell 17, 43-52. 

[36] Oren, M. and Levine, A.J. (1983). Molecular cloning of a cDNA specific for the 

murine p53 cellular tumor antigen. Proc Natl Acad Sci U S A 80, 56-9. 

[37] Zakut-Houri, R., Oren, M., Bienz, B., Lavie, V., Hazum, S. and Givol, D. (1983). A 

single gene and a pseudogene for the cellular tumour antigen p53. Nature 306, 594-7. 

[38] Eliyahu, D., Raz, A., Gruss, P., Givol, D. and Oren, M. (1984). Participation of p53 

cellular tumour antigen in transformation of normal embryonic cells. Nature 312, 646-

9. 

[39] Parada, L.F., Land, H., Weinberg, R.A., Wolf, D. and Rotter, V. (1984). Cooperation 

between gene encoding p53 tumour antigen and ras in cellular transformation. Nature 

312, 649-51. 

[40] Jenkins, J.R., Rudge, K. and Currie, G.A. (1984). Cellular immortalization by a 

cDNA clone encoding the transformation-associated phosphoprotein p53. Nature 312, 

651-4. 

[41] Eliyahu, D., Michalovitz, D. and Oren, M. (1985). Overproduction of p53 antigen 

makes established cells highly tumorigenic. Nature 316, 158-60. 

[42] Wolf, D., Harris, N. and Rotter, V. (1984). Reconstitution of p53 expression in a 

nonproducer Ab-MuLV-transformed cell line by transfection of a functional p53 

gene. Cell 38, 119-26. 

[43] Malkin, D. et al. (1990). Germ line p53 mutations in a familial syndrome of breast 

cancer, sarcomas, and other neoplasms. Science 250, 1233-8. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

173 

[44] Eliyahu, D., Michalovitz, D., Eliyahu, S., Pinhasi-Kimhi, O. and Oren, M. (1989). 

Wild-type p53 can inhibit oncogene-mediated focus formation. Proc Natl Acad Sci U 

S A 86, 8763-7. 

[45] Finlay, C.A., Hinds, P.W., Tan, T.H., Eliyahu, D., Oren, M. and Levine, A.J. (1988). 

Activating mutations for transformation by p53 produce a gene product that forms an 

hsc70-p53 complex with an altered half-life. Mol Cell Biol 8, 531-9. 

[46] Hinds, P., Finlay, C. and Levine, A.J. (1989). Mutation is required to activate the p53 

gene for cooperation with the ras oncogene and transformation. J Virol 63, 739-46. 

[47] Finlay, C.A., Hinds, P.W. and Levine, A.J. (1989). The p53 proto-oncogene can act as 

a suppressor of transformation. Cell 57, 1083-93. 

[48] Vogelstein, B., Lane, D. and Levine, A.J. (2000). Surfing the p53 network. Nature 

408, 307-10. 

[49] Donehower, L.A., Harvey, M., Slagle, B.L., McArthur, M.J., Montgomery, C.A., Jr., 

Butel, J.S. and Bradley, A. (1992). Mice deficient for p53 are developmentally normal 

but susceptible to spontaneous tumours. Nature 356, 215-21. 

[50] Jacks, T., Remington, L., Williams, B.O., Schmitt, E.M., Halachmi, S., Bronson, R.T. 

and Weinberg, R.A. (1994). Tumor spectrum analysis in p53-mutant mice. Curr Biol 

4, 1-7. 

[51] Hollstein, M., Sidransky, D., Vogelstein, B. and Harris, C.C. (1991). p53 mutations in 

human cancers. Science 253, 49-53. 

[52] Vousden, K.H. and Lane, D.P. (2007). p53 in health and disease. Nat Rev Mol Cell 

Biol 8, 275-83. 

[53] Bensaad, K., Tsuruta, A., Selak, M.A., Vidal, M.N., Nakano, K., Bartrons, R., 

Gottlieb, E. and Vousden, K.H. (2006). TIGAR, a p53-inducible regulator of 

glycolysis and apoptosis. Cell 126, 107-20. 

[54] Bensaad, K. and Vousden, K.H. (2007). p53: new roles in metabolism. Trends Cell 

Biol 17, 286-91. 

[55] Crighton, D. et al. (2006). DRAM, a p53-induced modulator of autophagy, is critical 

for apoptosis. Cell 126, 121-34. 

[56] Murray-Zmijewski, F., Slee, E.A. and Lu, X. (2008). A complex barcode underlies 

the heterogeneous response of p53 to stress. Nat Rev Mol Cell Biol 9, 702-12. 

[57] Gu, W., Shi, X.L. and Roeder, R.G. (1997). Synergistic activation of transcription by 

CBP and p53. Nature 387, 819-23. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

174 

[58] Thut, C.J., Chen, J.L., Klemm, R. and Tjian, R. (1995). p53 transcriptional activation 

mediated by coactivators TAFII40 and TAFII60. Science 267, 100-4. 

[59] Farmer, G., Colgan, J., Nakatani, Y., Manley, J.L. and Prives, C. (1996). Functional 

interaction between p53, the TATA-binding protein (TBP), andTBP-associated 

factors in vivo. Mol Cell Biol 16, 4295-304. 

[60] Gu, W. and Roeder, R.G. (1997). Activation of p53 sequence-specific DNA binding 

by acetylation of the p53 C-terminal domain. Cell 90, 595-606. 

[61] el-Deiry, W.S. et al. (1994). WAF1/CIP1 is induced in p53-mediated G1 arrest and 

apoptosis. Cancer Res 54, 1169-74. 

[62] Moll, U.M., Wolff, S., Speidel, D. and Deppert, W. (2005). Transcription-independent 

pro-apoptotic functions of p53. Curr Opin Cell Biol 17, 631-6. 

[63] Chang, T.C. et al. (2007). Transactivation of miR-34a by p53 broadly influences gene 

expression and promotes apoptosis. Mol Cell 26, 745-52. 

[64] He, L. et al. (2007). A microRNA component of the p53 tumour suppressor network. 

Nature 447, 1130-4. 

[65] Barak, Y., Juven, T., Haffner, R. and Oren, M. (1993). mdm2 expression is induced 

by wild type p53 activity. Embo J 12, 461-8. 

[66] Wu, X., Bayle, J.H., Olson, D. and Levine, A.J. (1993). The p53-mdm-2 

autoregulatory feedback loop. Genes Dev 7, 1126-32. 

[67] Brooks, C.L. and Gu, W. (2006). p53 ubiquitination: Mdm2 and beyond. Mol Cell 21, 

307-15. 

[68] Ceribelli, M., Alcalay, M., Vigano, M.A. and Mantovani, R. (2006). Repression of 

new p53 targets revealed by ChIP on chip experiments. Cell Cycle 5, 1102-10. 

[69] Budhram-Mahadeo, V., Morris, P.J., Smith, M.D., Midgley, C.A., Boxer, L.M. and 

Latchman, D.S. (1999). p53 suppresses the activation of the Bcl-2 promoter by the 

Brn-3a POU family transcription factor. J Biol Chem 274, 15237-44. 

[70] Innocente, S.A. and Lee, J.M. (2005). p53 is a NF-Y- and p21-independent, Sp1-

dependent repressor of cyclin B1 transcription. FEBS Lett 579, 1001-7. 

[71] Kanaya, T., Kyo, S., Hamada, K., Takakura, M., Kitagawa, Y., Harada, H. and Inoue, 

M. (2000). Adenoviral expression of p53 represses telomerase activity through down-

regulation of human telomerase reverse transcriptase transcription. Clin Cancer Res 6, 

1239-47. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

175 

[72] Murphy, M., Ahn, J., Walker, K.K., Hoffman, W.H., Evans, R.M., Levine, A.J. and 

George, D.L. (1999). Transcriptional repression by wild-type p53 utilizes histone 

deacetylases, mediated by interaction with mSin3a. Genes Dev 13, 2490-501. 

[73] Godar, S. et al. (2008). Growth-inhibitory and tumor- suppressive functions of p53 

depend on its repression of CD44 expression. Cell 134, 62-73. 

[74] D'Orazi, G. et al. (2002). Homeodomain-interacting protein kinase-2 phosphorylates 

p53 at Ser 46 and mediates apoptosis. Nat Cell Biol 4, 11-9. 

[75] Hofmann, T.G., Moller, A., Sirma, H., Zentgraf, H., Taya, Y., Droge, W., Will, H. 

and Schmitz, M.L. (2002). Regulation of p53 activity by its interaction with 

homeodomain-interacting protein kinase-2. Nat Cell Biol 4, 1-10. 

[76] Taira, N., Nihira, K., Yamaguchi, T., Miki, Y. and Yoshida, K. (2007). DYRK2 is 

targeted to the nucleus and controls p53 via Ser46 phosphorylation in the apoptotic 

response to DNA damage. Mol Cell 25, 725-38. 

[77] Sykes, S.M., Mellert, H.S., Holbert, M.A., Li, K., Marmorstein, R., Lane, W.S. and 

McMahon, S.B. (2006). Acetylation of the p53 DNA-binding domain regulates 

apoptosis induction. Mol Cell 24, 841-51. 

[78] Tang, Y., Luo, J., Zhang, W. and Gu, W. (2006). Tip60-dependent acetylation of p53 

modulates the decision between cell-cycle arrest and apoptosis. Mol Cell 24, 827-39. 

[79] Le Cam, L. et al. (2006). E4F1 is an atypical ubiquitin ligase that modulates p53 

effector functions independently of degradation. Cell 127, 775-88. 

[80] Flores, E.R., Tsai, K.Y., Crowley, D., Sengupta, S., Yang, A., McKeon, F. and Jacks, 

T. (2002). p63 and p73 are required for p53-dependent apoptosis in response to DNA 

damage. Nature 416, 560-4. 

[81] Horn, H.F. and Vousden, K.H. (2007). Coping with stress: multiple ways to activate 

p53. Oncogene 26, 1306-16. 

[82] Chehab, N.H., Malikzay, A., Appel, M. and Halazonetis, T.D. (2000). Chk2/hCds1 

functions as a DNA damage checkpoint in G(1) by stabilizing p53. Genes Dev 14, 

278-88. 

[83] Hirao, A. et al. (2000). DNA damage-induced activation of p53 by the checkpoint 

kinase Chk2. Science 287, 1824-7. 

[84] Shieh, S.Y., Ahn, J., Tamai, K., Taya, Y. and Prives, C. (2000). The human homologs 

of checkpoint kinases Chk1 and Cds1 (Chk2) phosphorylate p53 at multiple DNA 

damage-inducible sites. Genes Dev 14, 289-300. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

176 

[85] Palmero, I., Pantoja, C. and Serrano, M. (1998). p19ARF links the tumour suppressor 

p53 to Ras. Nature 395, 125-6. 

[86] de Stanchina, E. et al. (1998). E1A signaling to p53 involves the p19(ARF) tumor 

suppressor. Genes Dev 12, 2434-42. 

[87] Zindy, F., Eischen, C.M., Randle, D.H., Kamijo, T., Cleveland, J.L., Sherr, C.J. and 

Roussel, M.F. (1998). Myc signaling via the ARF tumor suppressor regulates p53-

dependent apoptosis and immortalization. Genes Dev 12, 2424-33. 

[88] Honda, R. and Yasuda, H. (1999). Association of p19(ARF) with Mdm2 inhibits 

ubiquitin ligase activity of Mdm2 for tumor suppressor p53. Embo J 18, 22-7. 

[89] Kamijo, T., Weber, J.D., Zambetti, G., Zindy, F., Roussel, M.F. and Sherr, C.J. 

(1998). Functional and physical interactions of the ARF tumor suppressor with p53 

and Mdm2. Proc Natl Acad Sci U S A 95, 8292-7. 

[90] Lohrum, M.A., Ashcroft, M., Kubbutat, M.H. and Vousden, K.H. (2000). 

Contribution of two independent MDM2-binding domains in p14(ARF) to p53 

stabilization. Curr Biol 10, 539-42. 

[91] Pomerantz, J. et al. (1998). The Ink4a tumor suppressor gene product, p19Arf, 

interacts with MDM2 and neutralizes MDM2's inhibition of p53. Cell 92, 713-23. 

[92] Kamijo, T., Bodner, S., van de Kamp, E., Randle, D.H. and Sherr, C.J. (1999). Tumor 

spectrum in ARF-deficient mice. Cancer Res 59, 2217-22. 

[93] Kamijo, T., van de Kamp, E., Chong, M.J., Zindy, F., Diehl, J.A., Sherr, C.J. and 

McKinnon, P.J. (1999). Loss of the ARF tumor suppressor reverses premature 

replicative arrest but not radiation hypersensitivity arising from disabled atm function. 

Cancer Res 59, 2464-9. 

[94] Bartkova, J. et al. (2005). DNA damage response as a candidate anti-cancer barrier in 

early human tumorigenesis. Nature 434, 864-70. 

[95] Gorgoulis, V.G. et al. (2005). Activation of the DNA damage checkpoint and 

genomic instability in human precancerous lesions. Nature 434, 907-13. 

[96] Christophorou, M.A., Ringshausen, I., Finch, A.J., Swigart, L.B. and Evan, G.I. 

(2006). The pathological response to DNA damage does not contribute to p53-

mediated tumour suppression. Nature 443, 214-7. 

[97] Efeyan, A., Garcia-Cao, I., Herranz, D., Velasco-Miguel, S. and Serrano, M. (2006). 

Tumour biology: Policing of oncogene activity by p53. Nature 443, 159. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

177 

[98] Lohrum, M.A., Ludwig, R.L., Kubbutat, M.H., Hanlon, M. and Vousden, K.H. 

(2003). Regulation of HDM2 activity by the ribosomal protein L11. Cancer Cell 3, 

577-87. 

[99] Zhang, Y., Wolf, G.W., Bhat, K., Jin, A., Allio, T., Burkhart, W.A. and Xiong, Y. 

(2003). Ribosomal protein L11 negatively regulates oncoprotein MDM2 and mediates 

a p53-dependent ribosomal-stress checkpoint pathway. Mol Cell Biol 23, 8902-12. 

[100] Dai, M.S., Zeng, S.X., Jin, Y., Sun, X.X., David, L. and Lu, H. (2004). Ribosomal 

protein L23 activates p53 by inhibiting MDM2 function in response to ribosomal 

perturbation but not to translation inhibition. Mol Cell Biol 24, 7654-68. 

[101] Horn, H.F. and Vousden, K.H. (2008). Cooperation between the ribosomal proteins 

L5 and L11 in the p53 pathway. Oncogene 27, 5774-84. 

[102] Jones, R.G., Plas, D.R., Kubek, S., Buzzai, M., Mu, J., Xu, Y., Birnbaum, M.J. and 

Thompson, C.B. (2005). AMP-activated protein kinase induces a p53-dependent 

metabolic checkpoint. Mol Cell 18, 283-93. 

[103] Hammond, E.M. and Giaccia, A.J. (2005). The role of p53 in hypoxia-induced 

apoptosis. Biochem Biophys Res Commun 331, 718-25. 

[104] Reisman, D., Greenberg, M. and Rotter, V. (1988). Human p53 oncogene contains 

one promoter upstream of exon 1 and a second, stronger promoter within intron 1. 

Proc Natl Acad Sci U S A 85, 5146-50. 

[105] Cho, Y., Gorina, S., Jeffrey, P.D. and Pavletich, N.P. (1994). Crystal structure of a 

p53 tumor suppressor-DNA complex: understanding tumorigenic mutations. Science 

265, 346-55. 

[106] Jeffrey, P.D., Gorina, S. and Pavletich, N.P. (1995). Crystal structure of the 

tetramerization domain of the p53 tumor suppressor at 1.7 angstroms. Science 267, 

1498-502. 

[107] Bourdon, J.C., Fernandes, K., Murray-Zmijewski, F., Liu, G., Diot, A., Xirodimas, 

D.P., Saville, M.K. and Lane, D.P. (2005). p53 isoforms can regulate p53 

transcriptional activity. Genes Dev 19, 2122-37. 

[108] Nikoshkov, A. and Hurd, Y.L. (2006). p53 splice variants generated by atypical 

mRNA processing confer complexity of p53 transcripts in the human brain. Biochem 

Biophys Res Commun 351, 383-6. 

[109] Santibanez-Koref, M.F. et al. (1991). p53 germline mutations in Li-Fraumeni 

syndrome. Lancet 338, 1490-1. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

178 

[110] Olivier, M., Goldgar, D.E., Sodha, N., Ohgaki, H., Kleihues, P., Hainaut, P. and 

Eeles, R.A. (2003). Li-Fraumeni and related syndromes: correlation between tumor 

type, family structure, and TP53 genotype. Cancer Res 63, 6643-50. 

[111] Lee, S.B. et al. (2001). Destabilization of CHK2 by a missense mutation associated 

with Li-Fraumeni Syndrome. Cancer Res 61, 8062-7. 

[112] Vahteristo, P. et al. (2001). p53, CHK2, and CHK1 genes in Finnish families with Li-

Fraumeni syndrome: further evidence of CHK2 in inherited cancer predisposition. 

Cancer Res 61, 5718-22. 

[113] Varley, J.M. (2003). Germline TP53 mutations and Li-Fraumeni syndrome. Hum 

Mutat 21, 313-20. 

[114] Hochstrasser, M. (2006). Lingering mysteries of ubiquitin-chain assembly. Cell 124, 

27-34. 

[115] Breitschopf, K., Bengal, E., Ziv, T., Admon, A. and Ciechanover, A. (1998). A novel 

site for ubiquitination: the N-terminal residue, and not internal lysines of MyoD, is 

essential for conjugation and degradation of the protein. Embo J 17, 5964-73. 

[116] Ciechanover, A. (2005). N-terminal ubiquitination. Methods Mol Biol 301, 255-70. 

[117] Handley-Gearhart, P.M., Stephen, A.G., Trausch-Azar, J.S., Ciechanover, A. and 

Schwartz, A.L. (1994). Human ubiquitin-activating enzyme, E1. Indication of 

potential nuclear and cytoplasmic subpopulations using epitope-tagged cDNA 

constructs. J Biol Chem 269, 33171-8. 

[118] Sommer, T. and Jentsch, S. (1993). A protein translocation defect linked to ubiquitin 

conjugation at the endoplasmic reticulum. Nature 365, 176-9. 

[119] Zheng, N., Wang, P., Jeffrey, P.D. and Pavletich, N.P. (2000). Structure of a c-Cbl-

UbcH7 complex: RING domain function in ubiquitin-protein ligases. Cell 102, 533-9. 

[120] Huang, L., Kinnucan, E., Wang, G., Beaudenon, S., Howley, P.M., Huibregtse, J.M. 

and Pavletich, N.P. (1999). Structure of an E6AP-UbcH7 complex: insights into 

ubiquitination by the E2-E3 enzyme cascade. Science 286, 1321-6. 

[121] Nuber, U. and Scheffner, M. (1999). Identification of determinants in E2 ubiquitin-

conjugating enzymes required for hect E3 ubiquitin-protein ligase interaction. J Biol 

Chem 274, 7576-82. 

[122] Saville, M.K., Sparks, A., Xirodimas, D.P., Wardrop, J., Stevenson, L.F., Bourdon, 

J.C., Woods, Y.L. and Lane, D.P. (2004). Regulation of p53 by the ubiquitin-

conjugating enzymes UbcH5B/C in vivo. J Biol Chem 279, 42169-81. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

179 

[123] Rajendra, R. et al. (2004). Topors functions as an E3 ubiquitin ligase with specific E2 

enzymes and ubiquitinates p53. J Biol Chem 279, 36440-4. 

[124] Laine, A., Topisirovic, I., Zhai, D., Reed, J.C., Borden, K.L. and Ronai, Z. (2006). 

Regulation of p53 localization and activity by Ubc13. Mol Cell Biol 26, 8901-13. 

[125] Scheffner, M., Huibregtse, J.M., Vierstra, R.D. and Howley, P.M. (1993). The HPV-

16 E6 and E6-AP complex functions as a ubiquitin-protein ligase in the ubiquitination 

of p53. Cell 75, 495-505. 

[126] Joazeiro, C.A. and Weissman, A.M. (2000). RING finger proteins: mediators of 

ubiquitin ligase activity. Cell 102, 549-52. 

[127] Petroski, M.D. and Deshaies, R.J. (2005). Function and regulation of cullin-RING 

ubiquitin ligases. Nat Rev Mol Cell Biol 6, 9-20. 

[128] Coscoy, L. and Ganem, D. (2003). PHD domains and E3 ubiquitin ligases: viruses 

make the connection. Trends Cell Biol 13, 7-12. 

[129] Koegl, M., Hoppe, T., Schlenker, S., Ulrich, H.D., Mayer, T.U. and Jentsch, S. 

(1999). A novel ubiquitination factor, E4, is involved in multiubiquitin chain 

assembly. Cell 96, 635-44. 

[130] Connell, P., Ballinger, C.A., Jiang, J., Wu, Y., Thompson, L.J., Hohfeld, J. and 

Patterson, C. (2001). The co-chaperone CHIP regulates protein triage decisions 

mediated by heat-shock proteins. Nat Cell Biol 3, 93-6. 

[131] Meacham, G.C., Patterson, C., Zhang, W., Younger, J.M. and Cyr, D.M. (2001). The 

Hsc70 co-chaperone CHIP targets immature CFTR for proteasomal degradation. Nat 

Cell Biol 3, 100-5. 

[132] Cyr, D.M., Hohfeld, J. and Patterson, C. (2002). Protein quality control: U-box-

containing E3 ubiquitin ligases join the fold. Trends Biochem Sci 27, 368-75. 

[133] Imai, Y., Soda, M., Hatakeyama, S., Akagi, T., Hashikawa, T., Nakayama, K.I. and 

Takahashi, R. (2002). CHIP is associated with Parkin, a gene responsible for familial 

Parkinson's disease, and enhances its ubiquitin ligase activity. Mol Cell 10, 55-67. 

[134] Shih, S.C., Sloper-Mould, K.E. and Hicke, L. (2000). Monoubiquitin carries a novel 

internalization signal that is appended to activated receptors. Embo J 19, 187-98. 

[135] Hoeller, D. et al. (2006). Regulation of ubiquitin-binding proteins by 

monoubiquitination. Nat Cell Biol 8, 163-9. 

[136] Hicke, L. (2001). Protein regulation by monoubiquitin. Nat Rev Mol Cell Biol 2, 195-

201. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

180 

[137] Kim, H.T., Kim, K.P., Lledias, F., Kisselev, A.F., Scaglione, K.M., Skowyra, D., 

Gygi, S.P. and Goldberg, A.L. (2007). Certain pairs of ubiquitin-conjugating enzymes 

(E2s) and ubiquitin-protein ligases (E3s) synthesize nondegradable forked ubiquitin 

chains containing all possible isopeptide linkages. J Biol Chem 282, 17375-86. 

[138] Thrower, J.S., Hoffman, L., Rechsteiner, M. and Pickart, C.M. (2000). Recognition of 

the polyubiquitin proteolytic signal. Embo J 19, 94-102. 

[139] Deng, L. et al. (2000). Activation of the IkappaB kinase complex by TRAF6 requires 

a dimeric ubiquitin-conjugating enzyme complex and a unique polyubiquitin chain. 

Cell 103, 351-61. 

[140] Morris, J.R. and Solomon, E. (2004). BRCA1 : BARD1 induces the formation of 

conjugated ubiquitin structures, dependent on K6 of ubiquitin, in cells during DNA 

replication and repair. Hum Mol Genet 13, 807-17. 

[141] Wilkinson, K.D. (2000). Ubiquitination and deubiquitination: targeting of proteins for 

degradation by the proteasome. Semin Cell Dev Biol 11, 141-8. 

[142] Yao, T. et al. (2006). Proteasome recruitment and activation of the Uch37 

deubiquitinating enzyme by Adrm1. Nat Cell Biol 8, 994-1002. 

[143] Verma, R., Aravind, L., Oania, R., McDonald, W.H., Yates, J.R., 3rd, Koonin, E.V. 

and Deshaies, R.J. (2002). Role of Rpn11 metalloprotease in deubiquitination and 

degradation by the 26S proteasome. Science 298, 611-5. 

[144] Cummins, J.M. and Vogelstein, B. (2004). HAUSP is required for p53 destabilization. 

Cell Cycle 3, 689-92. 

[145] Kovalenko, A., Chable-Bessia, C., Cantarella, G., Israel, A., Wallach, D. and 

Courtois, G. (2003). The tumour suppressor CYLD negatively regulates NF-kappaB 

signalling by deubiquitination. Nature 424, 801-5. 

[146] Trompouki, E., Hatzivassiliou, E., Tsichritzis, T., Farmer, H., Ashworth, A. and 

Mosialos, G. (2003). CYLD is a deubiquitinating enzyme that negatively regulates 

NF-kappaB activation by TNFR family members. Nature 424, 793-6. 

[147] Kerscher, O., Felberbaum, R. and Hochstrasser, M. (2006). Modification of proteins 

by ubiquitin and ubiquitin-like proteins. Annu Rev Cell Dev Biol 22, 159-80. 

[148] Hoeller, D., Hecker, C.M. and Dikic, I. (2006). Ubiquitin and ubiquitin-like proteins 

in cancer pathogenesis. Nat Rev Cancer 6, 776-88. 

[149] Xirodimas, D.P., Saville, M.K., Bourdon, J.C., Hay, R.T. and Lane, D.P. (2004). 

Mdm2-mediated NEDD8 conjugation of p53 inhibits its transcriptional activity. Cell 

118, 83-97. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

181 

[150] Kawakami, T. et al. (2001). NEDD8 recruits E2-ubiquitin to SCF E3 ligase. Embo J 

20, 4003-12. 

[151] Osaka, F., Kawasaki, H., Aida, N., Saeki, M., Chiba, T., Kawashima, S., Tanaka, K. 

and Kato, S. (1998). A new NEDD8-ligating system for cullin-4A. Genes Dev 12, 

2263-8. 

[152] Ritchie, K.J. and Zhang, D.E. (2004). ISG15: the immunological kin of ubiquitin. 

Semin Cell Dev Biol 15, 237-46. 

[153] Glickman, M.H. and Ciechanover, A. (2002). The ubiquitin-proteasome proteolytic 

pathway: destruction for the sake of construction. Physiol Rev 82, 373-428. 

[154] Hanna, J. and Finley, D. (2007). A proteasome for all occasions. FEBS Lett 581, 

2854-61. 

[155] Puhler, G., Weinkauf, S., Bachmann, L., Muller, S., Engel, A., Hegerl, R. and 

Baumeister, W. (1992). Subunit stoichiometry and three-dimensional arrangement in 

proteasomes from Thermoplasma acidophilum. Embo J 11, 1607-16. 

[156] Dahlmann, B., Kopp, F., Kuehn, L., Niedel, B., Pfeifer, G., Hegerl, R. and 

Baumeister, W. (1989). The multicatalytic proteinase (prosome) is ubiquitous from 

eukaryotes to archaebacteria. FEBS Lett 251, 125-31. 

[157] Heinemeyer, W., Kleinschmidt, J.A., Saidowsky, J., Escher, C. and Wolf, D.H. 

(1991). Proteinase yscE, the yeast proteasome/multicatalytic-multifunctional 

proteinase: mutants unravel its function in stress induced proteolysis and uncover its 

necessity for cell survival. Embo J 10, 555-62. 

[158] Jager, S., Groll, M., Huber, R., Wolf, D.H. and Heinemeyer, W. (1999). Proteasome 

beta-type subunits: unequal roles of propeptides in core particle maturation and a 

hierarchy of active site function. J Mol Biol 291, 997-1013. 

[159] Kruger, E., Kloetzel, P.M. and Enenkel, C. (2001). 20S proteasome biogenesis. 

Biochimie 83, 289-93. 

[160] Frentzel, S., Pesold-Hurt, B., Seelig, A. and Kloetzel, P.M. (1994). 20 S proteasomes 

are assembled via distinct precursor complexes. Processing of LMP2 and LMP7 

proproteins takes place in 13-16 S preproteasome complexes. J Mol Biol 236, 975-81. 

[161] Baumeister, W., Dahlmann, B., Hegerl, R., Kopp, F., Kuehn, L. and Pfeifer, G. 

(1988). Electron microscopy and image analysis of the multicatalytic proteinase. 

FEBS Lett 241, 239-45. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

182 

[162] Nandi, D., Woodward, E., Ginsburg, D.B. and Monaco, J.J. (1997). Intermediates in 

the formation of mouse 20S proteasomes: implications for the assembly of precursor 

beta subunits. Embo J 16, 5363-75. 

[163] Heinemeyer, W., Fischer, M., Krimmer, T., Stachon, U. and Wolf, D.H. (1997). The 

active sites of the eukaryotic 20 S proteasome and their involvement in subunit 

precursor processing. J Biol Chem 272, 25200-9. 

[164] Schmidtke, G., Schmidt, M. and Kloetzel, P.M. (1997). Maturation of mammalian 20 

S proteasome: purification and characterization of 13 S and 16 S proteasome 

precursor complexes. J Mol Biol 268, 95-106. 

[165] Ramos, P.C., Hockendorff, J., Johnson, E.S., Varshavsky, A. and Dohmen, R.J. 

(1998). Ump1p is required for proper maturation of the 20S proteasome and becomes 

its substrate upon completion of the assembly. Cell 92, 489-99. 

[166] Witt, E., Zantopf, D., Schmidt, M., Kraft, R., Kloetzel, P.M. and Kruger, E. (2000). 

Characterisation of the newly identified human Ump1 homologue POMP and analysis 

of LMP7(beta 5i) incorporation into 20 S proteasomes. J Mol Biol 301, 1-9. 

[167] Rivett, A.J. and Hearn, A.R. (2004). Proteasome function in antigen presentation: 

immunoproteasome complexes, Peptide production, and interactions with viral 

proteins. Curr Protein Pept Sci 5, 153-61. 

[168] Hisamatsu, H. et al. (1996). Newly identified pair of proteasomal subunits regulated 

reciprocally by interferon gamma. J Exp Med 183, 1807-16. 

[169] Aki, M. et al. (1994). Interferon-gamma induces different subunit organizations and 

functional diversity of proteasomes. J Biochem 115, 257-69. 

[170] Gaczynska, M., Rock, K.L. and Goldberg, A.L. (1993). Gamma-interferon and 

expression of MHC genes regulate peptide hydrolysis by proteasomes. Nature 365, 

264-7. 

[171] Hershko, A. and Ciechanover, A. (1998). The ubiquitin system. Annu Rev Biochem 

67, 425-79. 

[172] Ferrell, K., Wilkinson, C.R., Dubiel, W. and Gordon, C. (2000). Regulatory subunit 

interactions of the 26S proteasome, a complex problem. Trends Biochem Sci 25, 83-8. 

[173] Elsasser, S. et al. (2002). Proteasome subunit Rpn1 binds ubiquitin-like protein 

domains. Nat Cell Biol 4, 725-30. 

[174] Raasi, S., Orlov, I., Fleming, K.G. and Pickart, C.M. (2004). Binding of polyubiquitin 

chains to ubiquitin-associated (UBA) domains of HHR23A. J Mol Biol 341, 1367-79. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

183 

[175] Chen, X., Chi, Y., Bloecher, A., Aebersold, R., Clurman, B.E. and Roberts, J.M. 

(2004). N-acetylation and ubiquitin-independent proteasomal degradation of 

p21(Cip1). Mol Cell 16, 839-47. 

[176] Asher, G., Lotem, J., Sachs, L., Kahana, C. and Shaul, Y. (2002). Mdm-2 and 

ubiquitin-independent p53 proteasomal degradation regulated by NQO1. Proc Natl 

Acad Sci U S A 99, 13125-30. 

[177] Sdek, P., Ying, H., Chang, D.L., Qiu, W., Zheng, H., Touitou, R., Allday, M.J. and 

Xiao, Z.X. (2005). MDM2 promotes proteasome-dependent ubiquitin-independent 

degradation of retinoblastoma protein. Mol Cell 20, 699-708. 

[178] Rechsteiner, M., Realini, C. and Ustrell, V. (2000). The proteasome activator 11 S 

REG (PA28) and class I antigen presentation. Biochem J 345 Pt 1, 1-15. 

[179] Tanahashi, N., Murakami, Y., Minami, Y., Shimbara, N., Hendil, K.B. and Tanaka, 

K. (2000). Hybrid proteasomes. Induction by interferon-gamma and contribution to 

ATP-dependent proteolysis. J Biol Chem 275, 14336-45. 

[180] Orlowski, M. (1993). The multicatalytic proteinase complex (proteasome) and 

intracellular protein degradation: diverse functions of an intracellular particle. J Lab 

Clin Med 121, 187-9. 

[181] Akopian, T.N., Kisselev, A.F. and Goldberg, A.L. (1997). Processive degradation of 

proteins and other catalytic properties of the proteasome from Thermoplasma 

acidophilum. J Biol Chem 272, 1791-8. 

[182] Seemuller, E., Lupas, A., Stock, D., Lowe, J., Huber, R. and Baumeister, W. (1995). 

Proteasome from Thermoplasma acidophilum: a threonine protease. Science 268, 

579-82. 

[183] Zwickl, P., Kleinz, J. and Baumeister, W. (1994). Critical elements in proteasome 

assembly. Nat Struct Biol 1, 765-70. 

[184] Chu-Ping, M., Vu, J.H., Proske, R.J., Slaughter, C.A. and DeMartino, G.N. (1994). 

Identification, purification, and characterization of a high molecular weight, ATP-

dependent activator (PA700) of the 20 S proteasome. J Biol Chem 269, 3539-47. 

[185] Dubiel, W., Pratt, G., Ferrell, K. and Rechsteiner, M. (1992). Purification of an 11 S 

regulator of the multicatalytic protease. J Biol Chem 267, 22369-77. 

[186] Ullrich, O., Reinheckel, T., Sitte, N., Hass, R., Grune, T. and Davies, K.J. (1999). 

Poly-ADP ribose polymerase activates nuclear proteasome to degrade oxidatively 

damaged histones. Proc Natl Acad Sci U S A 96, 6223-8. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

184 

[187] Gaczynska, M., Goldberg, A.L., Tanaka, K., Hendil, K.B. and Rock, K.L. (1996). 

Proteasome subunits X and Y alter peptidase activities in opposite ways to the 

interferon-gamma-induced subunits LMP2 and LMP7. J Biol Chem 271, 17275-80. 

[188] Gaczynska, M., Rock, K.L., Spies, T. and Goldberg, A.L. (1994). Peptidase activities 

of proteasomes are differentially regulated by the major histocompatibility complex-

encoded genes for LMP2 and LMP7. Proc Natl Acad Sci U S A 91, 9213-7. 

[189] Tsubuki, S., Saito, Y. and Kawashima, S. (1994). Purification and characterization of 

an endogenous inhibitor specific to the Z-Leu-Leu-Leu-MCA degrading activity in 

proteasome and its identification as heat-shock protein 90. FEBS Lett 344, 229-33. 

[190] Szweda, P.A., Camouse, M., Lundberg, K.C., Oberley, T.D. and Szweda, L.I. (2003). 

Aging, lipofuscin formation, and free radical-mediated inhibition of cellular 

proteolytic systems. Ageing Res Rev 2, 383-405. 

[191] Okada, K., Wangpoengtrakul, C., Osawa, T., Toyokuni, S., Tanaka, K. and Uchida, 

K. (1999). 4-Hydroxy-2-nonenal-mediated impairment of intracellular proteolysis 

during oxidative stress. Identification of proteasomes as target molecules. J Biol 

Chem 274, 23787-93. 

[192] Tsubuki, S., Saito, Y., Tomioka, M., Ito, H. and Kawashima, S. (1996). Differential 

inhibition of calpain and proteasome activities by peptidyl aldehydes of di-leucine and 

tri-leucine. J Biochem 119, 572-6. 

[193] Momand, J., Zambetti, G.P., Olson, D.C., George, D. and Levine, A.J. (1992). The 

mdm-2 oncogene product forms a complex with the p53 protein and inhibits p53-

mediated transactivation. Cell 69, 1237-45. 

[194] Kubbutat, M.H., Jones, S.N. and Vousden, K.H. (1997). Regulation of p53 stability 

by Mdm2. Nature 387, 299-303. 

[195] Cahilly-Snyder, L., Yang-Feng, T., Francke, U. and George, D.L. (1987). Molecular 

analysis and chromosomal mapping of amplified genes isolated from a transformed 

mouse 3T3 cell line. Somat Cell Mol Genet 13, 235-44. 

[196] Montes de Oca Luna, R., Wagner, D.S. and Lozano, G. (1995). Rescue of early 

embryonic lethality in mdm2-deficient mice by deletion of p53. Nature 378, 203-6. 

[197] Itahana, K. et al. (2007). Targeted inactivation of Mdm2 RING finger E3 ubiquitin 

ligase activity in the mouse reveals mechanistic insights into p53 regulation. Cancer 

Cell 12, 355-66. 

[198] Freedman, D.A., Wu, L. and Levine, A.J. (1999). Functions of the MDM2 

oncoprotein. Cell Mol Life Sci 55, 96-107. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

185 

[199] Michael, D. and Oren, M. (2003). The p53-Mdm2 module and the ubiquitin system. 

Semin Cancer Biol 13, 49-58. 

[200] Honda, R., Tanaka, H. and Yasuda, H. (1997). Oncoprotein MDM2 is a ubiquitin 

ligase E3 for tumor suppressor p53. FEBS Lett 420, 25-7. 

[201] Haupt, Y., Maya, R., Kazaz, A. and Oren, M. (1997). Mdm2 promotes the rapid 

degradation of p53. Nature 387, 296-9. 

[202] Momand, J., Wu, H.H. and Dasgupta, G. (2000). MDM2--master regulator of the p53 

tumor suppressor protein. Gene 242, 15-29. 

[203] Oliner, J.D., Pietenpol, J.A., Thiagalingam, S., Gyuris, J., Kinzler, K.W. and 

Vogelstein, B. (1993). Oncoprotein MDM2 conceals the activation domain of tumour 

suppressor p53. Nature 362, 857-60. 

[204] Iwakuma, T. and Lozano, G. (2003). MDM2, an introduction. Mol Cancer Res 1, 993-

1000. 

[205] Chen, J., Marechal, V. and Levine, A.J. (1993). Mapping of the p53 and mdm-2 

interaction domains. Mol Cell Biol 13, 4107-14. 

[206] Olson, D.C., Marechal, V., Momand, J., Chen, J., Romocki, C. and Levine, A.J. 

(1993). Identification and characterization of multiple mdm-2 proteins and mdm-2-

p53 protein complexes. Oncogene 8, 2353-60. 

[207] Kussie, P.H., Gorina, S., Marechal, V., Elenbaas, B., Moreau, J., Levine, A.J. and 

Pavletich, N.P. (1996). Structure of the MDM2 oncoprotein bound to the p53 tumor 

suppressor transactivation domain. Science 274, 948-53. 

[208] Kulikov, R., Winter, M. and Blattner, C. (2006). Binding of p53 to the central domain 

of Mdm2 is regulated by phosphorylation. J Biol Chem 281, 28575-83. 

[209] Lindstrom, M.S., Jin, A., Deisenroth, C., White Wolf, G. and Zhang, Y. (2007). 

Cancer-associated mutations in the MDM2 zinc finger domain disrupt ribosomal 

protein interaction and attenuate MDM2-induced p53 degradation. Mol Cell Biol 27, 

1056-68. 

[210] Poyurovsky, M.V., Jacq, X., Ma, C., Karni-Schmidt, O., Parker, P.J., Chalfie, M., 

Manley, J.L. and Prives, C. (2003). Nucleotide binding by the Mdm2 RING domain 

facilitates Arf-independent Mdm2 nucleolar localization. Mol Cell 12, 875-87. 

[211] Freedman, D.A., Epstein, C.B., Roth, J.C. and Levine, A.J. (1997). A genetic 

approach to mapping the p53 binding site in the MDM2 protein. Mol Med 3, 248-59. 

[212] Bottger, A. et al. (1997). Molecular characterization of the hdm2-p53 interaction. J 

Mol Biol 269, 744-56. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

186 

[213] Kubbutat, M.H., Ludwig, R.L., Ashcroft, M. and Vousden, K.H. (1998). Regulation 

of Mdm2-directed degradation by the C terminus of p53. Mol Cell Biol 18, 5690-8. 

[214] Wallace, M., Worrall, E., Pettersson, S., Hupp, T.R. and Ball, K.L. (2006). Dual-site 

regulation of MDM2 E3-ubiquitin ligase activity. Mol Cell 23, 251-63. 

[215] Yu, G.W., Rudiger, S., Veprintsev, D., Freund, S., Fernandez-Fernandez, M.R. and 

Fersht, A.R. (2006). The central region of HDM2 provides a second binding site for 

p53. Proc Natl Acad Sci U S A 103, 1227-32. 

[216] Lane, D.P. (1999). Exploiting the p53 pathway for cancer diagnosis and therapy. Br J 

Cancer 80 Suppl 1, 1-5. 

[217] Chene, P. (2003). Inhibiting the p53-MDM2 interaction: an important target for 

cancer therapy. Nat Rev Cancer 3, 102-9. 

[218] Bottger, A., Bottger, V., Sparks, A., Liu, W.L., Howard, S.F. and Lane, D.P. (1997). 

Design of a synthetic Mdm2-binding mini protein that activates the p53 response in 

vivo. Curr Biol 7, 860-9. 

[219] Garcia-Echeverria, C., Chene, P., Blommers, M.J. and Furet, P. (2000). Discovery of 

potent antagonists of the interaction between human double minute 2 and tumor 

suppressor p53. J Med Chem 43, 3205-8. 

[220] Stoll, R. et al. (2001). Chalcone derivatives antagonize interactions between the 

human oncoprotein MDM2 and p53. Biochemistry 40, 336-44. 

[221] Kumar, S.K., Hager, E., Pettit, C., Gurulingappa, H., Davidson, N.E. and Khan, S.R. 

(2003). Design, synthesis, and evaluation of novel boronic-chalcone derivatives as 

antitumor agents. J Med Chem 46, 2813-5. 

[222] Duncan, S.J., Cooper, M.A. and Williams, D.H. (2003). Binding of an inhibitor of the 

p53/MDM2 interaction to MDM2. Chem Commun (Camb), 316-7. 

[223] Tsukamoto, S., Yoshida, T., Hosono, H., Ohta, T. and Yokosawa, H. (2006). 

Hexylitaconic acid: a new inhibitor of p53-HDM2 interaction isolated from a marine-

derived fungus, Arthrinium sp. Bioorg Med Chem Lett 16, 69-71. 

[224] Zhao, J., Wang, M., Chen, J., Luo, A., Wang, X., Wu, M., Yin, D. and Liu, Z. (2002). 

The initial evaluation of non-peptidic small-molecule HDM2 inhibitors based on p53-

HDM2 complex structure. Cancer Lett 183, 69-77. 

[225] Pantoliano, M.W. et al. (2001). High-density miniaturized thermal shift assays as a 

general strategy for drug discovery. J Biomol Screen 6, 429-40. 

[226] Ding, K. et al. (2005). Structure-based design of potent non-peptide MDM2 

inhibitors. J Am Chem Soc 127, 10130-1. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

187 

[227] Hardcastle, I.R. et al. (2006). Small-molecule inhibitors of the MDM2-p53 protein-

protein interaction based on an isoindolinone scaffold. J Med Chem 49, 6209-21. 

[228] Vassilev, L.T. et al. (2004). In vivo activation of the p53 pathway by small-molecule 

antagonists of MDM2. Science 303, 844-8. 

[229] Vassilev, L.T. (2004). Small-molecule antagonists of p53-MDM2 binding: research 

tools and potential therapeutics. Cell Cycle 3, 419-21. 

[230] Bode, A.M. and Dong, Z. (2004). Post-translational modification of p53 in 

tumorigenesis. Nat Rev Cancer 4, 793-805. 

[231] Maya, R. et al. (2001). ATM-dependent phosphorylation of Mdm2 on serine 395: role 

in p53 activation by DNA damage. Genes Dev 15, 1067-77. 

[232] Goldberg, Z. et al. (2002). Tyrosine phosphorylation of Mdm2 by c-Abl: implications 

for p53 regulation. Embo J 21, 3715-27. 

[233] Ashcroft, M., Ludwig, R.L., Woods, D.B., Copeland, T.D., Weber, H.O., MacRae, 

E.J. and Vousden, K.H. (2002). Phosphorylation of HDM2 by Akt. Oncogene 21, 

1955-62. 

[234] Canman, C.E. et al. (1998). Activation of the ATM kinase by ionizing radiation and 

phosphorylation of p53. Science 281, 1677-9. 

[235] Khanna, K.K. et al. (1998). ATM associates with and phosphorylates p53: mapping 

the region of interaction. Nat Genet 20, 398-400. 

[236] Lakin, N.D., Hann, B.C. and Jackson, S.P. (1999). The ataxia-telangiectasia related 

protein ATR mediates DNA-dependent phosphorylation of p53. Oncogene 18, 3989-

95. 

[237] Bech-Otschir, D., Kraft, R., Huang, X., Henklein, P., Kapelari, B., Pollmann, C. and 

Dubiel, W. (2001). COP9 signalosome-specific phosphorylation targets p53 to 

degradation by the ubiquitin system. Embo J 20, 1630-9. 

[238] Yang, W.H., Kim, J.E., Nam, H.W., Ju, J.W., Kim, H.S., Kim, Y.S. and Cho, J.W. 

(2006). Modification of p53 with O-linked N-acetylglucosamine regulates p53 

activity and stability. Nat Cell Biol 8, 1074-83. 

[239] Abida, W.M., Nikolaev, A., Zhao, W., Zhang, W. and Gu, W. (2007). FBXO11 

promotes the Neddylation of p53 and inhibits its transcriptional activity. J Biol Chem 

282, 1797-804. 

[240] Gostissa, M., Hengstermann, A., Fogal, V., Sandy, P., Schwarz, S.E., Scheffner, M. 

and Del Sal, G. (1999). Activation of p53 by conjugation to the ubiquitin-like protein 

SUMO-1. Embo J 18, 6462-71. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

188 

[241] Kwek, S.S., Derry, J., Tyner, A.L., Shen, Z. and Gudkov, A.V. (2001). Functional 

analysis and intracellular localization of p53 modified by SUMO-1. Oncogene 20, 

2587-99. 

[242] Muller, S., Berger, M., Lehembre, F., Seeler, J.S., Haupt, Y. and Dejean, A. (2000). c-

Jun and p53 activity is modulated by SUMO-1 modification. J Biol Chem 275, 

13321-9. 

[243] Avantaggiati, M.L., Ogryzko, V., Gardner, K., Giordano, A., Levine, A.S. and Kelly, 

K. (1997). Recruitment of p300/CBP in p53-dependent signal pathways. Cell 89, 

1175-84. 

[244] Liu, L., Scolnick, D.M., Trievel, R.C., Zhang, H.B., Marmorstein, R., Halazonetis, 

T.D. and Berger, S.L. (1999). p53 sites acetylated in vitro by PCAF and p300 are 

acetylated in vivo in response to DNA damage. Mol Cell Biol 19, 1202-9. 

[245] Luo, J., Su, F., Chen, D., Shiloh, A. and Gu, W. (2000). Deacetylation of p53 

modulates its effect on cell growth and apoptosis. Nature 408, 377-81. 

[246] Luo, J., Nikolaev, A.Y., Imai, S., Chen, D., Su, F., Shiloh, A., Guarente, L. and Gu, 

W. (2001). Negative control of p53 by Sir2alpha promotes cell survival under stress. 

Cell 107, 137-48. 

[247] Chuikov, S. et al. (2004). Regulation of p53 activity through lysine methylation. 

Nature 432, 353-60. 

[248] Shvarts, A. et al. (1996). MDMX: a novel p53-binding protein with some functional 

properties of MDM2. Embo J 15, 5349-57. 

[249] Shvarts, A. et al. (1997). Isolation and identification of the human homolog of a new 

p53-binding protein, Mdmx. Genomics 43, 34-42. 

[250] Bottger, V., Bottger, A., Garcia-Echeverria, C., Ramos, Y.F., van der Eb, A.J., 

Jochemsen, A.G. and Lane, D.P. (1999). Comparative study of the p53-mdm2 and 

p53-MDMX interfaces. Oncogene 18, 189-99. 

[251] Jackson, M.W., Lindstrom, M.S. and Berberich, S.J. (2001). MdmX binding to ARF 

affects Mdm2 protein stability and p53 transactivation. J Biol Chem 276, 25336-41. 

[252] Stad, R., Little, N.A., Xirodimas, D.P., Frenk, R., van der Eb, A.J., Lane, D.P., 

Saville, M.K. and Jochemsen, A.G. (2001). Mdmx stabilizes p53 and Mdm2 via two 

distinct mechanisms. EMBO Rep 2, 1029-34. 

[253] Tanimura, S., Ohtsuka, S., Mitsui, K., Shirouzu, K., Yoshimura, A. and Ohtsubo, M. 

(1999). MDM2 interacts with MDMX through their RING finger domains. FEBS Lett 

447, 5-9. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

189 

[254] Uldrijan, S., Pannekoek, W.J. and Vousden, K.H. (2007). An essential function of the 

extreme C-terminus of MDM2 can be provided by MDMX. Embo J 26, 102-12. 

[255] Marine, J.C., Francoz, S., Maetens, M., Wahl, G., Toledo, F. and Lozano, G. (2006). 

Keeping p53 in check: essential and synergistic functions of Mdm2 and Mdm4. Cell 

Death Differ 13, 927-34. 

[256] Francoz, S., Froment, P., Bogaerts, S., De Clercq, S., Maetens, M., Doumont, G., 

Bellefroid, E. and Marine, J.C. (2006). Mdm4 and Mdm2 cooperate to inhibit p53 

activity in proliferating and quiescent cells in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A 103, 

3232-7. 

[257] Scheffner, M., Werness, B.A., Huibregtse, J.M., Levine, A.J. and Howley, P.M. 

(1990). The E6 oncoprotein encoded by human papillomavirus types 16 and 18 

promotes the degradation of p53. Cell 63, 1129-36. 

[258] Leng, R.P. et al. (2003). Pirh2, a p53-induced ubiquitin-protein ligase, promotes p53 

degradation. Cell 112, 779-91. 

[259] Dornan, D. et al. (2004). The ubiquitin ligase COP1 is a critical negative regulator of 

p53. Nature 429, 86-92. 

[260] Esser, C., Scheffner, M. and Hohfeld, J. (2005). The chaperone-associated ubiquitin 

ligase CHIP is able to target p53 for proteasomal degradation. J Biol Chem 280, 

27443-8. 

[261] Weger, S., Hammer, E. and Heilbronn, R. (2002). Topors, a p53 and topoisomerase I 

binding protein, interacts with the adeno-associated virus (AAV-2) Rep78/68 proteins 

and enhances AAV-2 gene expression. J Gen Virol 83, 511-6. 

[262] Chen, D., Kon, N., Li, M., Zhang, W., Qin, J. and Gu, W. (2005). ARF-BP1/Mule is a 

critical mediator of the ARF tumor suppressor. Cell 121, 1071-83. 

[263] Yamasaki, S. et al. (2007). Cytoplasmic destruction of p53 by the endoplasmic 

reticulum-resident ubiquitin ligase 'Synoviolin'. Embo J 26, 113-22. 

[264] Tang, J., Qu, L.K., Zhang, J., Wang, W., Michaelson, J.S., Degenhardt, Y.Y., El-

Deiry, W.S. and Yang, X. (2006). Critical role for Daxx in regulating Mdm2. Nat Cell 

Biol 8, 855-62. 

[265] Laine, A. and Ronai, Z. (2007). Regulation of p53 localization and transcription by 

the HECT domain E3 ligase WWP1. Oncogene 26, 1477-83. 

[266] Andrews, P., He, Y.J. and Xiong, Y. (2006). Cytoplasmic localized ubiquitin ligase 

cullin 7 binds to p53 and promotes cell growth by antagonizing p53 function. 

Oncogene 25, 4534-48. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

190 

[267] Tripathi, V., Ali, A., Bhat, R. and Pati, U. (2007). CHIP chaperones wild type p53 

tumor suppressor protein. J Biol Chem 282, 28441-54. 

[268] Weger, S., Hammer, E. and Heilbronn, R. (2005). Topors acts as a SUMO-1 E3 ligase 

for p53 in vitro and in vivo. FEBS Lett 579, 5007-12. 

[269] Anfinsen, C.B. (1973). Principles that govern the folding of protein chains. Science 

181, 223-30. 

[270] Joachimiak, A. (1997). Capturing the misfolds: chaperone-peptide-binding motifs. 

Nat Struct Biol 4, 430-4. 

[271] Pelham, H.R. (1984). Hsp70 accelerates the recovery of nucleolar morphology after 

heat shock. Embo J 3, 3095-100. 

[272] Mayer, M.P. and Bukau, B. (2005). Hsp70 chaperones: cellular functions and 

molecular mechanism. Cell Mol Life Sci 62, 670-84. 

[273] Zylicz, M., LeBowitz, J.H., McMacken, R. and Georgopoulos, C. (1983). The dnaK 

protein of Escherichia coli possesses an ATPase and autophosphorylating activity and 

is essential in an in vitro DNA replication system. Proc Natl Acad Sci U S A 80, 

6431-5. 

[274] McCarty, J.S., Buchberger, A., Reinstein, J. and Bukau, B. (1995). The role of ATP in 

the functional cycle of the DnaK chaperone system. J Mol Biol 249, 126-37. 

[275] Liberek, K., Skowyra, D., Zylicz, M., Johnson, C. and Georgopoulos, C. (1991). The 

Escherichia coli DnaK chaperone, the 70-kDa heat shock protein eukaryotic 

equivalent, changes conformation upon ATP hydrolysis, thus triggering its 

dissociation from a bound target protein. J Biol Chem 266, 14491-6. 

[276] Liberek, K., Marszalek, J., Ang, D., Georgopoulos, C. and Zylicz, M. (1991). 

Escherichia coli DnaJ and GrpE heat shock proteins jointly stimulate ATPase activity 

of DnaK. Proc Natl Acad Sci U S A 88, 2874-8. 

[277] Hohfeld, J. and Jentsch, S. (1997). GrpE-like regulation of the hsc70 chaperone by the 

anti-apoptotic protein BAG-1. Embo J 16, 6209-16. 

[278] Takayama, S., Bimston, D.N., Matsuzawa, S., Freeman, B.C., Aime-Sempe, C., Xie, 

Z., Morimoto, R.I. and Reed, J.C. (1997). BAG-1 modulates the chaperone activity of 

Hsp70/Hsc70. Embo J 16, 4887-96. 

[279] Ziegelhoffer, T., Johnson, J.L. and Craig, E.A. (1996). Chaperones get Hip. Protein 

folding. Curr Biol 6, 272-5. 

[280] Frydman, J. and Hohfeld, J. (1997). Chaperones get in touch: the Hip-Hop 

connection. Trends Biochem Sci 22, 87-92. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

191 

[281] Pratt, W.B. and Welsh, M.J. (1994). Chaperone functions of the heat shock proteins 

associated with steroid receptors. Semin Cell Biol 5, 83-93. 

[282] Pratt, W.B. and Toft, D.O. (2003). Regulation of signaling protein function and 

trafficking by the hsp90/hsp70-based chaperone machinery. Exp Biol Med 

(Maywood) 228, 111-33. 

[283] Neckers, L. and Neckers, K. (2005). Heat-shock protein 90 inhibitors as novel cancer 

chemotherapeutics - an update. Expert Opin Emerg Drugs 10, 137-49. 

[284] Ferrarini, M., Heltai, S., Zocchi, M.R. and Rugarli, C. (1992). Unusual expression and 

localization of heat-shock proteins in human tumor cells. Int J Cancer 51, 613-9. 

[285] Beliakoff, J. and Whitesell, L. (2004). Hsp90: an emerging target for breast cancer 

therapy. Anticancer Drugs 15, 651-62. 

[286] Whitesell, L., Mimnaugh, E.G., De Costa, B., Myers, C.E. and Neckers, L.M. (1994). 

Inhibition of heat shock protein HSP90-pp60v-src heteroprotein complex formation 

by benzoquinone ansamycins: essential role for stress proteins in oncogenic 

transformation. Proc Natl Acad Sci U S A 91, 8324-8. 

[287] Sharp, S. and Workman, P. (2006). Inhibitors of the HSP90 molecular chaperone: 

current status. Adv Cancer Res 95, 323-48. 

[288] Ballinger, C.A., Connell, P., Wu, Y., Hu, Z., Thompson, L.J., Yin, L.Y. and 

Patterson, C. (1999). Identification of CHIP, a novel tetratricopeptide repeat-

containing protein that interacts with heat shock proteins and negatively regulates 

chaperone functions. Mol Cell Biol 19, 4535-45. 

[289] Hatakeyama, S., Yada, M., Matsumoto, M., Ishida, N. and Nakayama, K.I. (2001). U 

box proteins as a new family of ubiquitin-protein ligases. J Biol Chem 276, 33111-20. 

[290] Jiang, J., Ballinger, C.A., Wu, Y., Dai, Q., Cyr, D.M., Hohfeld, J. and Patterson, C. 

(2001). CHIP is a U-box-dependent E3 ubiquitin ligase: identification of Hsc70 as a 

target for ubiquitylation. J Biol Chem 276, 42938-44. 

[291] Demand, J., Alberti, S., Patterson, C. and Hohfeld, J. (2001). Cooperation of a 

ubiquitin domain protein and an E3 ubiquitin ligase during chaperone/proteasome 

coupling. Curr Biol 11, 1569-77. 

[292] Murata, S., Minami, Y., Minami, M., Chiba, T. and Tanaka, K. (2001). CHIP is a 

chaperone-dependent E3 ligase that ubiquitylates unfolded protein. EMBO Rep 2, 

1133-8. 

[293] Galigniana, M.D., Harrell, J.M., Housley, P.R., Patterson, C., Fisher, S.K. and Pratt, 

W.B. (2004). Retrograde transport of the glucocorticoid receptor in neurites requires 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

192 

dynamic assembly of complexes with the protein chaperone hsp90 and is linked to the 

CHIP component of the machinery for proteasomal degradation. Brain Res Mol Brain 

Res 123, 27-36. 

[294] Hinds, P.W., Finlay, C.A., Frey, A.B. and Levine, A.J. (1987). Immunological 

evidence for the association of p53 with a heat shock protein, hsc70, in p53-plus-ras-

transformed cell lines. Mol Cell Biol 7, 2863-9. 

[295] Selkirk, J.K., Merrick, B.A., Stackhouse, B.L. and He, C. (1994). Multiple p53 

protein isoforms and formation of oligomeric complexes with heat shock proteins 

Hsp70 and Hsp90 in the human mammary tumor, T47D, cell line. Appl Theor 

Electrophor 4, 11-8. 

[296] Nagata, Y. et al. (1999). The stabilization mechanism of mutant-type p53 by impaired 

ubiquitination: the loss of wild-type p53 function and the hsp90 association. 

Oncogene 18, 6037-49. 

[297] Peng, Y., Chen, L., Li, C., Lu, W., Agrawal, S. and Chen, J. (2001). Stabilization of 

the MDM2 oncoprotein by mutant p53. J Biol Chem 276, 6874-8. 

[298] Grossman, S.R., Deato, M.E., Brignone, C., Chan, H.M., Kung, A.L., Tagami, H., 

Nakatani, Y. and Livingston, D.M. (2003). Polyubiquitination of p53 by a ubiquitin 

ligase activity of p300. Science 300, 342-4. 

[299] Esser, C., Alberti, S. and Hohfeld, J. (2004). Cooperation of molecular chaperones 

with the ubiquitin/proteasome system. Biochim Biophys Acta 1695, 171-88. 

[300] Muller, P., Hrstka, R., Coomber, D., Lane, D.P. and Vojtesek, B. (2008). Chaperone-

dependent stabilization and degradation of p53 mutants. Oncogene 27, 3371-83. 

[301] Lang, G.A. et al. (2004). Gain of function of a p53 hot spot mutation in a mouse 

model of Li-Fraumeni syndrome. Cell 119, 861-72. 

[302] King, F.W., Wawrzynow, A., Hohfeld, J. and Zylicz, M. (2001). Co-chaperones Bag-

1, Hop and Hsp40 regulate Hsc70 and Hsp90 interactions with wild-type or mutant 

p53. Embo J 20, 6297-305. 

[303] Zylicz, M., King, F.W. and Wawrzynow, A. (2001). Hsp70 interactions with the p53 

tumour suppressor protein. Embo J 20, 4634-8. 

[304] Asher, G. and Shaul, Y. (2005). p53 proteasomal degradation: poly-ubiquitination is 

not the whole story. Cell Cycle 4, 1015-8. 

[305] Liang, S.H. and Clarke, M.F. (2001). Regulation of p53 localization. Eur J Biochem 

268, 2779-83. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

193 

[306] Middeler, G., Zerf, K., Jenovai, S., Thulig, A., Tschodrich-Rotter, M., Kubitscheck, 

U. and Peters, R. (1997). The tumor suppressor p53 is subject to both nuclear import 

and export, and both are fast, energy-dependent and lectin-inhibited. Oncogene 14, 

1407-17. 

[307] Shaulsky, G., Ben-Ze'ev, A. and Rotter, V. (1990). Subcellular distribution of the p53 

protein during the cell cycle of Balb/c 3T3 cells. Oncogene 5, 1707-11. 

[308] Shaulsky, G., Goldfinger, N., Tosky, M.S., Levine, A.J. and Rotter, V. (1991). 

Nuclear localization is essential for the activity of p53 protein. Oncogene 6, 2055-65. 

[309] Stommel, J.M., Marchenko, N.D., Jimenez, G.S., Moll, U.M., Hope, T.J. and Wahl, 

G.M. (1999). A leucine-rich nuclear export signal in the p53 tetramerization domain: 

regulation of subcellular localization and p53 activity by NES masking. Embo J 18, 

1660-72. 

[310] Zhang, Y. and Xiong, Y. (2001). A p53 amino-terminal nuclear export signal 

inhibited by DNA damage-induced phosphorylation. Science 292, 1910-5. 

[311] Carter, S., Bischof, O., Dejean, A. and Vousden, K.H. (2007). C-terminal 

modifications regulate MDM2 dissociation and nuclear export of p53. Nat Cell Biol 9, 

428-35. 

[312] Lohrum, M.A., Woods, D.B., Ludwig, R.L., Balint, E. and Vousden, K.H. (2001). C-

terminal ubiquitination of p53 contributes to nuclear export. Mol Cell Biol 21, 8521-

32. 

[313] Li, M., Brooks, C.L., Wu-Baer, F., Chen, D., Baer, R. and Gu, W. (2003). Mono- 

versus polyubiquitination: differential control of p53 fate by Mdm2. Science 302, 

1972-5. 

[314] Boyd, S.D., Tsai, K.Y. and Jacks, T. (2000). An intact HDM2 RING-finger domain is 

required for nuclear exclusion of p53. Nat Cell Biol 2, 563-8. 

[315] Gu, J., Nie, L., Wiederschain, D. and Yuan, Z.M. (2001). Identification of p53 

sequence elements that are required for MDM2-mediated nuclear export. Mol Cell 

Biol 21, 8533-46. 

[316] Nikolaev, A.Y., Li, M., Puskas, N., Qin, J. and Gu, W. (2003). Parc: a cytoplasmic 

anchor for p53. Cell 112, 29-40. 

[317] Wadhwa, R., Takano, S., Robert, M., Yoshida, A., Nomura, H., Reddel, R.R., Mitsui, 

Y. and Kaul, S.C. (1998). Inactivation of tumor suppressor p53 by mot-2, a hsp70 

family member. J Biol Chem 273, 29586-91. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

194 

[318] Chipuk, J.E. and Green, D.R. (2004). Cytoplasmic p53: bax and forward. Cell Cycle 

3, 429-31. 

[319] Chipuk, J.E., Kuwana, T., Bouchier-Hayes, L., Droin, N.M., Newmeyer, D.D., 

Schuler, M. and Green, D.R. (2004). Direct activation of Bax by p53 mediates 

mitochondrial membrane permeabilization and apoptosis. Science 303, 1010-4. 

[320] Marchenko, N.D., Wolff, S., Erster, S., Becker, K. and Moll, U.M. (2007). 

Monoubiquitylation promotes mitochondrial p53 translocation. Embo J 26, 923-34. 

[321] Friguet, B., Bulteau, A.L., Chondrogianni, N., Conconi, M. and Petropoulos, I. 

(2000). Protein degradation by the proteasome and its implications in aging. Ann N Y 

Acad Sci 908, 143-54. 

[322] Gaczynska, M., Osmulski, P.A. and Ward, W.F. (2001). Caretaker or undertaker? The 

role of the proteasome in aging. Mech Ageing Dev 122, 235-54. 

[323] Bulteau, A.L., Moreau, M., Nizard, C. and Friguet, B. (2002). Impairment of 

proteasome function upon UVA- and UVB-irradiation of human keratinocytes. Free 

Radic Biol Med 32, 1157-70. 

[324] Petropoulos, I., Conconi, M., Wang, X., Hoenel, B., Bregegere, F., Milner, Y. and 

Friguet, B. (2000). Increase of oxidatively modified protein is associated with a 

decrease of proteasome activity and content in aging epidermal cells. J Gerontol A 

Biol Sci Med Sci 55, B220-7. 

[325] Louie, J.L., Kapphahn, R.J. and Ferrington, D.A. (2002). Proteasome function and 

protein oxidation in the aged retina. Exp Eye Res 75, 271-84. 

[326] Merker, K. and Grune, T. (2000). Proteolysis of oxidised proteins and cellular 

senescence. Exp Gerontol 35, 779-86. 

[327] Chondrogianni, N., Stratford, F.L., Trougakos, I.P., Friguet, B., Rivett, A.J. and 

Gonos, E.S. (2003). Central role of the proteasome in senescence and survival of 

human fibroblasts: induction of a senescence-like phenotype upon its inhibition and 

resistance to stress upon its activation. J Biol Chem 278, 28026-37. 

[328] Chondrogianni, N., Tzavelas, C., Pemberton, A.J., Nezis, I.P., Rivett, A.J. and Gonos, 

E.S. (2005). Overexpression of proteasome beta5 assembled subunit increases the 

amount of proteasome and confers ameliorated response to oxidative stress and higher 

survival rates. J Biol Chem 280, 11840-50. 

[329] Katsiki, M., Chondrogianni, N., Chinou, I., Rivett, A.J. and Gonos, E.S. (2007). The 

olive constituent oleuropein exhibits proteasome stimulatory properties in vitro and 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

195 

confers life span extension of human embryonic fibroblasts. Rejuvenation Res 10, 

157-72. 

[330] Bulteau, A.L., Lundberg, K.C., Humphries, K.M., Sadek, H.A., Szweda, P.A., 

Friguet, B. and Szweda, L.I. (2001). Oxidative modification and inactivation of the 

proteasome during coronary occlusion/reperfusion. J Biol Chem 276, 30057-63. 

[331] Bulteau, A.L., Petropoulos, I. and Friguet, B. (2000). Age-related alterations of 

proteasome structure and function in aging epidermis. Exp Gerontol 35, 767-77. 

[332] Grune, T., Shringarpure, R., Sitte, N. and Davies, K. (2001). Age-related changes in 

protein oxidation and proteolysis in mammalian cells. J Gerontol A Biol Sci Med Sci 

56, B459-67. 

[333] Sitte, N., Huber, M., Grune, T., Ladhoff, A., Doecke, W.D., Von Zglinicki, T. and 

Davies, K.J. (2000). Proteasome inhibition by lipofuscin/ceroid during postmitotic 

aging of fibroblasts. Faseb J 14, 1490-8. 

[334] Carrard, G., Dieu, M., Raes, M., Toussaint, O. and Friguet, B. (2003). Impact of 

ageing on proteasome structure and function in human lymphocytes. Int J Biochem 

Cell Biol 35, 728-39. 

[335] Sitte, N., Merker, K., von Zglinicki, T. and Grune, T. (2000). Protein oxidation and 

degradation during proliferative senescence of human MRC-5 fibroblasts. Free Radic 

Biol Med 28, 701-8. 

[336] Sitte, N., Merker, K., Von Zglinicki, T., Davies, K.J. and Grune, T. (2000). Protein 

oxidation and degradation during cellular senescence of human BJ fibroblasts: part II-

-aging of nondividing cells. Faseb J 14, 2503-10. 

[337] Sitte, N., Merker, K., Von Zglinicki, T., Grune, T. and Davies, K.J. (2000). Protein 

oxidation and degradation during cellular senescence of human BJ fibroblasts: part I--

effects of proliferative senescence. Faseb J 14, 2495-502. 

[338] Bulteau, A.L., Verbeke, P., Petropoulos, I., Chaffotte, A.F. and Friguet, B. (2001). 

Proteasome inhibition in glyoxal-treated fibroblasts and resistance of glycated 

glucose-6-phosphate dehydrogenase to 20 S proteasome degradation in vitro. J Biol 

Chem 276, 45662-8. 

[339] Friguet, B., Szweda, L.I. and Stadtman, E.R. (1994). Susceptibility of glucose-6-

phosphate dehydrogenase modified by 4-hydroxy-2-nonenal and metal-catalyzed 

oxidation to proteolysis by the multicatalytic protease. Arch Biochem Biophys 311, 

168-73. 

[340] Wickens, A.P. (2001). Ageing and the free radical theory. Respir Physiol 128, 379-91. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

196 

[341] Gerstein, A.D., Phillips, T.J., Rogers, G.S. and Gilchrest, B.A. (1993). Wound healing 

and aging. Dermatol Clin 11, 749-57. 

[342] Donehower, L.A. (2002). Does p53 affect organismal aging? J Cell Physiol 192, 23-

33. 

[343] Kohn, K.W. (1999). Molecular interaction map of the mammalian cell cycle control 

and DNA repair systems. Mol Biol Cell 10, 2703-34. 

[344] Haupt, S., Berger, M., Goldberg, Z. and Haupt, Y. (2003). Apoptosis - the p53 

network. J Cell Sci 116, 4077-85. 

[345] Dartnell, L., Simeonidis, E., Hubank, M., Tsoka, S., Bogle, I.D. and Papageorgiou, 

L.G. (2005). Robustness of the p53 network and biological hackers. FEBS Lett 579, 

3037-42. 

[346] Kohn, K.W. and Pommier, Y. (2005). Molecular interaction map of the p53 and 

Mdm2 logic elements, which control the Off-On switch of p53 in response to DNA 

damage. Biochem Biophys Res Commun 331, 816-27. 

[347] Clarke, A.R. and Hollstein, M. (2003). Mouse models with modified p53 sequences to 

study cancer and ageing. Cell Death Differ 10, 443-50. 

[348] Tyner, S.D. et al. (2002). p53 mutant mice that display early ageing-associated 

phenotypes. Nature 415, 45-53. 

[349] Maier, B. et al. (2004). Modulation of mammalian life span by the short isoform of 

p53. Genes Dev 18, 306-19. 

[350] Matlashewski, G., Pim, D., Banks, L. and Crawford, L. (1987). Alternative splicing of 

human p53 transcripts. Oncogene Res 1, 77-85. 

[351] Flaman, J.M., Waridel, F., Estreicher, A., Vannier, A., Limacher, J.M., Gilbert, D., 

Iggo, R. and Frebourg, T. (1996). The human tumour suppressor gene p53 is 

alternatively spliced in normal cells. Oncogene 12, 813-8. 

[352] Arai, N., Nomura, D., Yokota, K., Wolf, D., Brill, E., Shohat, O. and Rotter, V. 

(1986). Immunologically distinct p53 molecules generated by alternative splicing. 

Mol Cell Biol 6, 3232-9. 

[353] Courtois, S., Verhaegh, G., North, S., Luciani, M.G., Lassus, P., Hibner, U., Oren, M. 

and Hainaut, P. (2002). DeltaN-p53, a natural isoform of p53 lacking the first 

transactivation domain, counteracts growth suppression by wild-type p53. Oncogene 

21, 6722-8. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

197 

[354] Rohaly, G., Chemnitz, J., Dehde, S., Nunez, A.M., Heukeshoven, J., Deppert, W. and 

Dornreiter, I. (2005). A novel human p53 isoform is an essential element of the ATR-

intra-S phase checkpoint. Cell 122, 21-32. 

[355] Ray, P.S., Grover, R. and Das, S. (2006). Two internal ribosome entry sites mediate 

the translation of p53 isoforms. EMBO Rep 7, 404-10. 

[356] Yin, Y., Stephen, C.W., Luciani, M.G. and Fahraeus, R. (2002). p53 Stability and 

activity is regulated by Mdm2-mediated induction of alternative p53 translation 

products. Nat Cell Biol 4, 462-7. 

[357] Lavigueur, A., Maltby, V., Mock, D., Rossant, J., Pawson, T. and Bernstein, A. 

(1989). High incidence of lung, bone, and lymphoid tumors in transgenic mice 

overexpressing mutant alleles of the p53 oncogene. Mol Cell Biol 9, 3982-91. 

[358] Scrable, H., Sasaki, T. and Maier, B. (2005). DeltaNp53 or p44: priming the p53 

pump. Int J Biochem Cell Biol 37, 913-9. 

[359] Ghosh, A., Stewart, D. and Matlashewski, G. (2004). Regulation of human p53 

activity and cell localization by alternative splicing. Mol Cell Biol 24, 7987-97. 

[360] Gannon, J.V. and Lane, D.P. (1991). Protein synthesis required to anchor a mutant 

p53 protein which is temperature-sensitive for nuclear transport. Nature 349, 802-6. 

[361] Mosner, J., Mummenbrauer, T., Bauer, C., Sczakiel, G., Grosse, F. and Deppert, W. 

(1995). Negative feedback regulation of wild-type p53 biosynthesis. Embo J 14, 

4442-9. 

[362] Mihara, M., Erster, S., Zaika, A., Petrenko, O., Chittenden, T., Pancoska, P. and Moll, 

U.M. (2003). p53 has a direct apoptogenic role at the mitochondria. Mol Cell 11, 577-

90. 

[363] Garcia-Cao, I. et al. (2002). "Super p53" mice exhibit enhanced DNA damage 

response, are tumor resistant and age normally. Embo J 21, 6225-35. 

[364] Gems, D. and Partridge, L. (2001). Insulin/IGF signalling and ageing: seeing the 

bigger picture. Curr Opin Genet Dev 11, 287-92. 

[365] Richardson, A., Liu, F., Adamo, M.L., Van Remmen, H. and Nelson, J.F. (2004). The 

role of insulin and insulin-like growth factor-I in mammalian ageing. Best Pract Res 

Clin Endocrinol Metab 18, 393-406. 

[366] Rovinski, B. and Benchimol, S. (1988). Immortalization of rat embryo fibroblasts by 

the cellular p53 oncogene. Oncogene 2, 445-52. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

198 

[367] Mowat, M., Cheng, A., Kimura, N., Bernstein, A. and Benchimol, S. (1985). 

Rearrangements of the cellular p53 gene in erythroleukaemic cells transformed by 

Friend virus. Nature 314, 633-6. 

[368] Papazoglu, C. and Mills, A.A. (2007). p53: at the crossroad between cancer and 

ageing. J Pathol 211, 124-33. 

[369] Beausejour, C.M., Krtolica, A., Galimi, F., Narita, M., Lowe, S.W., Yaswen, P. and 

Campisi, J. (2003). Reversal of human cellular senescence: roles of the p53 and p16 

pathways. Embo J 22, 4212-22. 

[370] Beausejour, C.M. and Campisi, J. (2006). Ageing: balancing regeneration and cancer. 

Nature 443, 404-5. 

[371] Jansen, J.F., Shamblott, M.J., van Zijl, P.C., Lehtimaki, K.K., Bulte, J.W., Gearhart, 

J.D. and Hakumaki, J.M. (2006). Stem cell profiling by nuclear magnetic resonance 

spectroscopy. Magn Reson Med 56, 666-70. 

[372] Krishnamurthy, J., Ramsey, M.R., Ligon, K.L., Torrice, C., Koh, A., Bonner-Weir, S. 

and Sharpless, N.E. (2006). p16INK4a induces an age-dependent decline in islet 

regenerative potential. Nature 443, 453-7. 

[373] Molofsky, A.V., Slutsky, S.G., Joseph, N.M., He, S., Pardal, R., Krishnamurthy, J., 

Sharpless, N.E. and Morrison, S.J. (2006). Increasing p16INK4a expression decreases 

forebrain progenitors and neurogenesis during ageing. Nature 443, 448-52. 

[374] Campisi, J. (2005). Suppressing cancer: the importance of being senescent. Science 

309, 886-7. 

[375] Campisi, J. (2005). Senescent cells, tumor suppression, and organismal aging: good 

citizens, bad neighbors. Cell 120, 513-22. 

[376] Keyes, W.M., Wu, Y., Vogel, H., Guo, X., Lowe, S.W. and Mills, A.A. (2005). p63 

deficiency activates a program of cellular senescence and leads to accelerated aging. 

Genes Dev 19, 1986-99. 

[377] Wesierska-Gadek, J. and Schmid, G. (2005). The subcellular distribution of the p53 

tumour suppressor, and organismal ageing. Cell Mol Biol Lett 10, 439-53. 

[378] Wesierska-Gadek, J., Ranftler, C. and Schmid, G. (2005). Physiological ageing: role 

of p53 and PARP-1 tumor suppressors in the regulation of terminal senescence. J 

Physiol Pharmacol 56 Suppl 2, 77-88. 

[379] Keyes, W.M. and Mills, A.A. (2006). p63: a new link between senescence and aging. 

Cell Cycle 5, 260-5. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

199 

[380] Girardi, A.J., Weinstein, D. and Moorhead, P.S. (1966). SV40 transformation of 

human diploid cells. A parallel study of viral and karyologic parameters. Ann Med 

Exp Biol Fenn 44, 242-54. 

[381] Agarwal, M.L., Agarwal, A., Taylor, W.R. and Stark, G.R. (1995). p53 controls both 

the G2/M and the G1 cell cycle checkpoints and mediates reversible growth arrest in 

human fibroblasts. Proc Natl Acad Sci U S A 92, 8493-7. 

[382] Kurz, D.J., Decary, S., Hong, Y. and Erusalimsky, J.D. (2000). Senescence-associated 

(beta)-galactosidase reflects an increase in lysosomal mass during replicative ageing 

of human endothelial cells. J Cell Sci 113 ( Pt 20), 3613-22. 

[383] Harlow, E. and Lane, D. (1999) Using antibodies : a laboratory manual, Cold Spring 

Harbour Laboratory Press. Cold Spring Harbour. 

[384] Laemmli, U.K. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the 

head of bacteriophage T4. Nature 227, 680-5. 

[385] Mandel, M. and Higa, A. (1970). Calcium-dependent bacteriophage DNA infection. J 

Mol Biol 53, 159-62. 

[386] Chondrogianni, N., Petropoulos, I., Franceschi, C., Friguet, B. and Gonos, E.S. 

(2000). Fibroblast cultures from healthy centenarians have an active proteasome. Exp 

Gerontol 35, 721-8. 

[387] Hara, E., Uzman, J.A., Dimri, G.P., Nehlin, J.O., Testori, A. and Campisi, J. (1996). 

The helix-loop-helix protein Id-1 and a retinoblastoma protein binding mutant of 

SV40 T antigen synergize to reactivate DNA synthesis in senescent human 

fibroblasts. Dev Genet 18, 161-72. 

[388] Rivett, A.J. (1993). Proteasomes: multicatalytic proteinase complexes. Biochem J 291 

( Pt 1), 1-10. 

[389] Rivett, A.J. (1993). Characterization of proteasomes isolated from rat liver. Enzyme 

Protein 47, 210-9. 

[390] Tanaka, K. (1998). Molecular biology of the proteasome. Biochem Biophys Res 

Commun 247, 537-41. 

[391] Voges, D., Zwickl, P. and Baumeister, W. (1999). The 26S proteasome: a molecular 

machine designed for controlled proteolysis. Annu Rev Biochem 68, 1015-68. 

[392] Schwarze, S.R., Shi, Y., Fu, V.X., Watson, P.A. and Jarrard, D.F. (2001). Role of 

cyclin-dependent kinase inhibitors in the growth arrest at senescence in human 

prostate epithelial and uroepithelial cells. Oncogene 20, 8184-92. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

200 

[393] Matheu, A., Maraver, A. and Serrano, M. (2008). The Arf/p53 pathway in cancer and 

aging. Cancer Res 68, 6031-4. 

[394] Drexler, H.C., Risau, W. and Konerding, M.A. (2000). Inhibition of proteasome 

function induces programmed cell death in proliferating endothelial cells. Faseb J 14, 

65-77. 

[395] Min, J.N., Whaley, R.A., Sharpless, N.E., Lockyer, P., Portbury, A.L. and Patterson, 

C. (2008). CHIP deficiency decreases longevity, with accelerated aging phenotypes 

accompanied by altered protein quality control. Mol Cell Biol 28, 4018-25. 

[396] Baulcombe, D.C. (2000). Molecular biology. Unwinding RNA silencing. Science 290, 

1108-9. 

[397] Tuschl, T. (2001). RNA interference and small interfering RNAs. Chembiochem 2, 

239-45. 

[398] Fire, A., Xu, S., Montgomery, M.K., Kostas, S.A., Driver, S.E. and Mello, C.C. 

(1998). Potent and specific genetic interference by double-stranded RNA in 

Caenorhabditis elegans. Nature 391, 806-11. 

[399] Bukau, B., Weissman, J. and Horwich, A. (2006). Molecular chaperones and protein 

quality control. Cell 125, 443-51. 

[400] Hartl, F.U. and Hayer-Hartl, M. (2002). Molecular chaperones in the cytosol: from 

nascent chain to folded protein. Science 295, 1852-8. 

[401] Hsu, A.L., Murphy, C.T. and Kenyon, C. (2003). Regulation of aging and age-related 

disease by DAF-16 and heat-shock factor. Science 300, 1142-5. 

[402] Kimura, K., Tanaka, N., Nakamura, N., Takano, S. and Ohkuma, S. (2007). 

Knockdown of mitochondrial heat shock protein 70 promotes progeria-like 

phenotypes in caenorhabditis elegans. J Biol Chem 282, 5910-8. 

[403] Hayashi, T. and Goto, S. (1998). Age-related changes in the 20S and 26S proteasome 

activities in the liver of male F344 rats. Mech Ageing Dev 102, 55-66. 

[404] Goldberg, A.L. (2003). Protein degradation and protection against misfolded or 

damaged proteins. Nature 426, 895-9. 

[405] Dumble, M., Moore, L., Chambers, S.M., Geiger, H., Van Zant, G., Goodell, M.A. 

and Donehower, L.A. (2007). The impact of altered p53 dosage on hematopoietic 

stem cell dynamics during aging. Blood 109, 1736-42. 

[406] Garcia-Cao, I., Garcia-Cao, M., Tomas-Loba, A., Martin-Caballero, J., Flores, J.M., 

Klatt, P., Blasco, M.A. and Serrano, M. (2006). Increased p53 activity does not 

accelerate telomere-driven ageing. EMBO Rep 7, 546-52. 



ΒΗΒΛΗΟΓΡΑΦΗΑ 

201 

[407] Matheu, A. et al. (2007). Delayed ageing through damage protection by the Arf/p53 

pathway. Nature 448, 375-9. 

[408] Campisi, J. (2000). Cancer, aging and cellular senescence. In Vivo 14, 183-8. 

[409] Levine, A.J. (1997). p53, the cellular gatekeeper for growth and division. Cell 88, 

323-31. 

[410] Soussi, T. and Lozano, G. (2005). p53 mutation heterogeneity in cancer. Biochem 

Biophys Res Commun 331, 834-42. 

[411] Lukashchuk, N. and Vousden, K.H. (2007). Ubiquitination and degradation of mutant 

p53. Mol Cell Biol 27, 8284-95. 

[412] Schmid, G., Kramer, M.P., Maurer, M., Wandl, S. and Wesierska-Gadek, J. (2007). 

Cellular and organismal ageing: Role of the p53 tumor suppressor protein in the 

induction of transient and terminal senescence. J Cell Biochem 101, 1355-69. 

[413] Geiger-Thornsberry, G.L. and Mackay, T.F. (2004). Quantitative trait loci affecting 

natural variation in Drosophila longevity. Mech Ageing Dev 125, 179-89. 

[414] Kenyon, C. (2005). The plasticity of aging: insights from long-lived mutants. Cell 

120, 449-60. 

[415] Guarente, L. (2005). Calorie restriction and SIR2 genes--towards a mechanism. Mech 

Ageing Dev 126, 923-8. 

[416] Sgro, C.M. and Partridge, L. (1999). A delayed wave of death from reproduction in 

Drosophila. Science 286, 2521-4. 

[417] Woodland, D.L. and Blackman, M.A. (2006). Immunity and age: living in the past? 

Trends Immunol 27, 303-7. 

[418] Bakkenist, C.J. and Kastan, M.B. (2003). DNA damage activates ATM through 

intermolecular autophosphorylation and dimer dissociation. Nature 421, 499-506. 

[419] Khosravi, R., Maya, R., Gottlieb, T., Oren, M., Shiloh, Y. and Shkedy, D. (1999). 

Rapid ATM-dependent phosphorylation of MDM2 precedes p53 accumulation in 

response to DNA damage. Proc Natl Acad Sci U S A 96, 14973-7. 

[420] Feng, Z., Hu, W., Teresky, A.K., Hernando, E., Cordon-Cardo, C. and Levine, A.J. 

(2007). Declining p53 function in the aging process: a possible mechanism for the 

increased tumor incidence in older populations. Proc Natl Acad Sci U S A 104, 

16633-8. 

[421] Camplejohn, R.S. et al. (2003). Apoptosis, ageing and cancer susceptibility. Br J 

Cancer 88, 487-90. 



ΤΝΣΜΖΔΗ 

202 

ΤΝΣΜΖΔΗ 

 

AA: Αιζκμλέα, Amino acids 

APS: Τπενεεζσηυ αιιχκζμ, Ammonium persulfate 

ATCC: Αιενζηάκζηδ ζοθθμβή ηφπςκ ηαθθζένβεζαξ, American Type Culture Collection 

ATP: 5-ηνζθςζθμνζηή αδεκμζίκδ, Adenosine 5’-triphosphate 

BSA: Αθαμοιίκδ μννμφ αμυξ, Bovine serum albumin 

Cdk: Κοηθζκμ-ελανηχιεκδ ηζκάζδ, Cyclin dependent kinase 

CDKI: Ακαζημθέαξ ηςκ ηοηθζκμ-ελανηχιεκςκ ηζκαζχκ, 

Inhibitor of cyclin-dependent kinase 

cDNA: οιπθδνςιαηζηυ DNA, DNA complementary to mRNA 

CFTR: Ροειζζηήξ ηδξ δζαιειανακζηήξ αβςβζιυηδηαξ ζηδκ ηοζηζηή ίκςζδ, 

Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 

CHIP: Πνςηεΐκδ αθθδθεπζδνμφζα ιε ημ ηαναμλοηεθζηυ άηνμ ηδξ Hsp70, 

Carboxyl terminus of Hsc70-interacting protein 

CPD: Αενμζγυιεκμξ ανζειυξ ηοηηανζηχκ δζπθαζζαζιχκ, Cumulative population doubling 

CT-L: Δκενβυηδηα ποιμενορίκδξ, Chymotrypsin-like 

DAPI: 4,6-Γζαιίδζκμ-2-θεκζθοκδυθδ, 4,6-Diamidino-2-phenylindole 

DBD: Πενζμπή πμο πνμζδέκεηαζ ζημ DNA, DNA binding domain 

DMEM: Dulbecco’s modified Eagles medium 

DMSO: Γζιεεοθμζμοθθμλείδζμ, Dimethyl sulphoxide 

DNA: Γεμλονζαμκμοηθεσηυ μλφ, Deoxyribonucleic acid 

dNTPs: Σνζθςζθμνζηά δεμλονζαμκμοηθεμηίδζα, Deoxyribonucleotide triphosphate 

DTT: Γζεεζμενεσηυθδ, Dithiothreitol 

DUB: Απμ-μοιπζηζηοθίςζδξ, De-Ubiquitilating 

ECL: Δκζζποιέκδ Υδιεζμθςηάοβεζα, Enhanced chemiluminescence 

EDTA: Αζεοθεκμδζαιζκμηεηναμλζηυ μλφ, Ethylene diamine tetra-acetate 

EtBr: Βνςιζμφπμ αζείδζμ, Ethidium bromide 

FCS: Διανοσηυξ Ονυξ Μυζπμο, Foetal calf serum 

GAPDH: Γετδνμβμκάζδ 3-θςζθμνζηήξ βθοηενζκαθδεΰδδξ, 

Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase 

HDAC-1: Απμαηεηοθάζδ 1 ηδξ ζζηυκδξ, Histone DeACetylase1 

HEPES: Ν’-2’-οδνμλοαζεοθ-πζπεναγζκ-Ν’-2’-αζεακμζμοθθμκζηυ μλφ, 
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4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethane-sulfonic acid 

HRP: Τπενμλεζδάζδ ηδξ αβνζμναθακίδαξ, Horseradish peroxidase 

Hsp: Πνςηεΐκδ εενιζημφ ζμη, Heat shock protein 

kDa: Kilodalton 

LB: Luria-Bertani medium 

LFS: Lifraumeni Syndrome 

mRNA: Μδκοιαημθυνμ RNA, Messenger RNA 

NLS: ζκζάθμ πονδκζημφ εκημπζζιμφ, Nuclear localisation signal 

NES: ζκζάθμ ελυδμο απυ ημκ πονήκα, Nuclear export signal 

NP-40: Nonidet P40 

NQO1: Ολεζδμακαβςβάζδ ηδξ NAD(P)H ηζκυκδξ, NAD(P)H Quinone Oxidoreductase 1 

OD: Πενζμπή μθζβμιενζζιμφ, Oligomerization domain 

PARP: Poly-ADP-Ribose-Polymerase 

PBS: Γζάθοια θςζθμνζηχκ αθάηςκ, Phosphate buffered saline 

PCR: Αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ, Polymerase chain reaction 

PD: Πενζμπή πθμφζζα ζε πνμθίκεξ, Proline rich domain 

PFA: Παναθμνιαθδεΰδδ, Paraformaldehyde 

PGPH: Δκενβυηδηα πεπηζδοθμβθμοηαιοθμ-οδνμθάζδξ, 

Peptidylglutamyl-peptide hydrolyzing 

PMSF: Φαζκοθμ-ιεεοθμ-ζμοθθμκφθμ-θεoνίδζμ, Phenylmethylsulphonyl fluoride 

RD: Ροειζζηζηή πενζμπή, Regulatory domain 

RNA: Ρζαμκμοηθεσηυ μλφ, Ribonucleic acid 

RNase: Ρζαμκμοηθεάζδ, Ribonuclease 

ROS: Δκενβέξ νίγεξ μλοβυκμο, Reactive Oxygen Species 

Rpm: ηνμθέξ ακά θεπηυ, Rounds per minute 

rRNA: Ρζαμζςιζηυ RNA, Ribosomal RNA 

RT-PCR: Αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ ζε πναβιαηζηυ πνυκμ, 

Reverse transcription polymerase chain reaction 

SD: Σοπζηή απυηθζζδ, Standard deviation 

SDS: Γςδεηοθ-οπενεεζζηυ κάηνζμ, Sodium dodecyl sulphate 

SIPS: Πνυςνα επαβυιεκδ βήνακζδ ελαζηίαξ ζηνεξ, Stress-induced premature senescence 

Sir2a: Silent Information Regulator 2α 

siRNA: φκημια πανειααθθυιεκα RNA, Short interfering RNA 

TA: Πενζμπή δζα-εκενβμπμίδζδξ, Transactivation domain 
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TBS-T: Ροειζζηζηυ δζάθοια Tris ιε Σween 20, Tris buffered saline – Tween 20 

TE: Γζάθοια Tris-EDTA  

TEMED: N,N, N’, N’, ηεηναιεεοθεκ-δζαιίκδ, N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine 

T-L: Δκενβυηδηα ενορίκδξ, Σrypsin-like  

Tris: Σνζξ-οδνμλοιεεοθμ-αιζκμιεεάκζμ 

Ts: Θενιμεοαίζεδημ, Temperature sensitive 

Ub: Οοιπζηζηίκδ, Ubiquitin 

UCHs: Καναμλοηεθζηέξ οδνμθάζεξ μοιπζηζηίκδξ, Ubiquitin C-terminal hydrolases 

USPs: Πνςηεάζεξ εζδζηέξ βζα μοιπζηζηίκδ, Ubiquitin-specific processing protease 
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