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µέρος από όσα µου προσέφεραν. 
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 Η πρωτεϊνη p21WAF1/Cip1 (p21) παίζει σηµαντικό ρόλο σε βιολογικές 

διεργασίες όπως η κυτταρική ανάπτυξη, η διαφοροποίηση κ.α. δρώντας ως 

αναστολέας του κυτταρικού κύκλου στις φάσεις G1 και G2. Σε συνθήκες 

επαγωγής της έκφρασης της p21 από εξωκυττάριους παράγοντες όπως 

κυτταροκίνες,  γενοτοξικό στρές ή παράγοντες διαφοροποίησης, η p21 

καταστέλλει την δράση των συµπλόκων που σχηµατίζονται µεταξύ κυκλινών 

και κινασών που εξαρτώνται από τις κυκλινες (cyclin/CDKs) και την λειτουργία 

της πρωτεϊνης  PCNA η οποία αποτελεί υποµονάδα της DNA πολυµεράσης δ 

µε αποτέλεσµα την καταστολή της σύνθεσης του DNA κατά την φάση S και 

την αναστολή του κυτταρικού κύκλου.  

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή µελετήσαµε τους µοριακούς 

µηχανισµούς µε τους οποίους ρυθµίζεται η έκφραση του γονιδίου p21 σε 

µεταγραφικό επίπεδο. Στο πρώτο µέρος της διατριβής εκπονήσαµε τον 

λειτουργικό χαρακτηρισµό της κοντινής περιοχής του υποκινητή του γονιδίου 

p21 και βρήκαµε ότι δυο µέλη της οικογένειας των µεταγραφικών παραγόντων 

Sp1 (Sp1 και Sp3) προσδένονται, µε διαφορετική συνάφεια, σε έξι 

διαφορετικές θέσεις που ονοµάστηκαν Sp1 θέσεις 1-6 και χαρτογραφούνται 

στην περιοχή του υποκινητή που περιλαµβάνεται µεταξύ των νουκλεοτιδίων -

120 και -45. Με µεταλλαξιογένεση των θέσεων αυτών και παροδικές 

επιµολύνσεις κυττάρων SL2 τα οποία στερούνται ενδογενών Sp1 

παραγόντων, δείξαµε ότι οι θέσεις 1 και 2 είναι απαραίτητες για την 

µεταγραφική ενεργοποίηση από τους παράγοντες Sp1 και Sp3. 

Χρησιµοποιώντας µια µεταλλαγµένη µορφή του παράγοντα Sp1  η οποία 

στερείται της περιοχής ολιγοµερισµού (Sp1 ∆D) δείξαµε ότι η µεταγραφική 

ενεργοποίηση του υποκινητή του γονιδίου p21 επιτυγχάνεται µέσω 

συνεργασιακών αλληλεπιδράσεων µεταξύ Sp1 πρωτεϊνών που προσδένονται 

σε γειτονικές θέσεις του κοντινού υποκινητή. 

 Στο δεύτερο µέρος της διατριβής αναλύσαµε την µακρινή περιοχή του 

p21 υποκινητή µε µεταλλαξιογέννεση και µε την δηµιουργία συνθετικών 

υποκινητών και βρήκαµε ότι η περιοχή -2,325 έως -2,280, η οποία 

περιλαµβάνει µια θέσης πρόσδεσης της ογκοκατασταλτικής πρωτεϊνης p53, 

δρα σαν µεταγραφικός ενισχυτής του γονιδίου σε κύτταρα ηπατώµατος 

HepG2. Βρήκαµε ότι η µεταγραφική ενεργοποίηση του υποκινητή του γονιδίου 

p21 από την p53 δεν µπορεί να επιτευχθεί σε κύτταρα SL2 που στερούνται 
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ενδογενών Sp1 παραγόντων και ότι καταστέλεται από την µεταλλαξιογέννεση 

της Sp1 θέσης 3 στον κοντινό υποκινητή. Παράλληλα δείξαµε ότι καµία απο 

τις 6 θέσεις πρόσδεσης του Sp1 δεν είναι απραίτητη για την ενεργοποίηση του 

p21 υποκινητή από τις πρωτεϊνες Smad που συµµετέχουν στο σηµατοδοτικό 

µονοπάτι του TGFβ. Τα παραπάνω αποτέλεσµατα µας οδήγησαν στην 

υπόθεση ότι η ενεργοποίηση του p21 υποκινητή απαιτεί λειτουργικές και 

φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ της p53 που προσδένεται στον ενισχυτή και 

των παραγόντων Sp1 και Sp3 που προσδένονται στην κοντινό υποκινητή. Η 

άµεση πρόσδεση των Sp1 και Sp3 στην p53 αποδείχθηκε µε αναλύσεις 

πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων τόσο σε συνθήκες in vitro όσο και in vivo. 

Βρήκαµε ότι οι περιοχές A, B και DBD της Sp1 αλληλεπιδρούν µε την C-

τερµατική περιοχή 293-393 της p53 ενώ µια µεταλλαγµένη µορφή της p53 η 

οποία στερούνταν της ανωτέρω περιοχής δεν είχε την δυνατότητα 

µεταγραφικής ενεργοποίησης του p21 υποκινητή. ∆είξαµε επίσης ότι οι 

πρωτεϊνες Sp1 και Sp3 αλληλεπιδρούν φυσικά και λειτουργικά και µε την p73 

η οποία είναι οµόλογη της p53 αλλά εκφράζεται σε συγκεκριµένους τύπους 

κυττάρων. 

 Στο τρίτο µέρος της διατριβής, διερευνήσαµε την σηµασία του 

παράγοντα Sp1 σε κυτταρικές διεργασίες που διαµεσολαβούνται από την p53 

όπως το γενοτοξικό στρες. Βρήκαµε ότι η χηµειοθεραπευτική ένωση 5-

φθοροουρακίλη (5-FU) προκαλεί µεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου p21 

µόνο σε κύτταρα που εκφράζουν φυσιολογική  p53. H ενεργοποίηση της p53 

από την 5-FU επιτελείται µέσω φωσφορυλίωσης στην σερίνη 15. Βρήκαµε 

επίσης ότι η ένωση Μιθραµυκίνη, η οποία χρησιµοποιείται για την θεραπεία 

της νόσου του Paget και ως αντικαρκινικό, έχει διπλή δράση στα κύτταρα 

στόχους. Από τη µια µεριά ενεργοποιεί ισχυρά την ογκοκατασταλτική 

πρωτεΐνη p53 µε µηχανισµό παρόµοιο µε αυτόν της 5-FU δηλ. µε το να 

προκαλεί τη φωσφορυλίωσή της στη σερίνη 15. Από την άλλη µεριά, η 

Μιθραµυκίνη, λόγω της ικανότητάς της να παρεµποδίζει την πρόσδεση του 

παράγοντα Sp1 σε πλούσια σε GC µοτίβα στους υποκινητές γονιδίων, 

καταστέλλει τη µεταγραφική ενεργοποίηση των γονιδίων p21 και PUMA από 

ενώσεις όπως η 5-FU ενώ δεν επηρεάζει τα βασικά επίπεδα µεταγραφής των 

γονιδίων αυτών. Τέλος, βρήκαµε ότι η Μιθραµυκίνη προκαλεί ισχυρή 
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απόπτωση στα κύτταρα HepG2 πιθανόν λόγω της ιδιότητάς της να καταστέλει 

την έκφραση της p21. 

Συνοπτικά, τα αποτελέσµατα της παρούσας διατριβής δείχνουν ότι η 

µεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου p21 απαιτεί ένα σύνολο πρωτεϊνικών 

αλληλεπιδράσεων µεταξύ παραγόντων που προσδένονται στη µακρινή 

περιοχή και παραγόντων που προσδένονται στην κοντινή περιοχή του 

υποκινητή του γονιδίου. Αναστολή των αλληλεπιδράσεων αυτών δεν 

επιτρέπει τη βιολογική απόκριση του γονιδίου p21, µε συνέπεια να 

παρεµποδίζεται η αναστολή του κυτταρικού κύκλου και να ευνοείται ο 

ανεξέλεγκτος κυτταρικός πολλαπλασιασµός.  

Επίσης, τα αποτελέσµατά µας ενισχύουν το ρόλο του µεταγραφικού 

παράγοντα Sp1 τόσο στην βασική έκφραση του γονιδίου p21 όσο και στην 

επαγόµενη έκφραση από κυτταροκίνες όπως ο TGFβ και χηµειοθεραπευτικές 

ενώσεις όπως η 5-FU. Η πρωτεϊνη p21, λόγω της ικανότητάς της να αναστέλει 

τον κυτταρικό κύκλο, αποτελεί ένα πρώτης τάξεως εργαλείο για την 

καταπολέµηση νοσηµάτων που χαρακτηρίζονται από ανεξέλεγκτο κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό όπως ο καρκίνος και κατά συνέπεια η γνώση των µοριακών 

µηχανισµών ρύθµισης της έκφρασης του γονιδίου p21 είναι πρωταρχικής 

σηµασίας για την αντικαρκινική έρευνα. 
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p21WAF1/Cip1 (p21) plays an essential role in important biological 

processes such as cell growth, differnentiation etc. acting as an inhibitor of the 

cell cycle in G1 and G2. Under conditions of p21 gene induction by 

extracellular factors such as cytokines, genotoxic stress or differentiation 

factors, p21 represses the activity of cyclin/CDK (Cyclin-Dependent Kinase) 

complexes  and the activity of PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) 

which is a subunit of DNA Polymerase δ, resulting in the inhibition of DNA 

synthesis during S phase. 

In the present dissertation, we studied the molecular mechanisms that 

control p21 gene expression at the transcriptional level. In the first part, we 

have undertaken a functional characterization of the proximal p21 promoter 

and we found that two members of the Sp1 family of transcription factors (Sp1 

and Sp3) bound, with different affinity, to six binding sites present in the 

proximal region  between nucleotides -120 and -45 that were named Sp1 sites 

1-6. Mutagenesis of these sites combined with transient transfections of SL2 

cells that lack endogenous Sp1 or related activities, showed that sites 1 and 2 

are important for the transactivation of the p21 promoter by Sp1 and Sp3. 

Utilizing a mutant Sp1 lacking the oligomerization domain D (Sp1 ∆D) we 

showed that the transactivation of the p21 promoter is accomplished by 

synergistic interactions between Sp1 proteins bound to adjacent sites on the 

proximal region. 

In the second part, we characterized the distal  region of the p21 

promoter by mutagenesis and by constructing artificial promoters and we 

found that the region between nucleotides -2,325 to -2,280, that includes a 

binding site for the tumor suppressor p53 protein, is a strong transcriptional 

enhancer of the p21 gene in human hepatome HepG2 cells. We showed that 

p53 cannot transactivate the p21 promoter in SL2 cells that lack endogenous 

Sp1 and Sp3 and that the p53-mediated transactivation of the p21 promoter is 

inhibited by mutations in Sp1 site 3. In parallel, we showed that none of the 6 

Sp1 sites is necessary for the transactivation of the p21 promoter by Smad 

proteins which are mediators of the Transforming Growth Factor β (TGFβ) 

signaling pathway. Based on these findings, we proposed that p21 promoter 

is regulated by physical and functional interactions between p53 bound to the 

distal region and Sp1 or Sp3 bound to the proximal promoter region. Direct 
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binding of Sp1 and Sp3 to p53 was shown both in vitro and in vivo. We found 

that Sp1 domains A, B and DBD interact with the C-terminal region of p53 

(amino acids 293-393) whereas a mutant p53 that lacks the above region 

could not transactivate the p21 promoter. We also found that Sp1 and Sp3 

physically and functionally interact with p73 which is homologous to p53 but is 

expressed in a cell specific manner.  

 In the third part of the dissertation, we investigated the importance of 

Sp1 in cell processes that are mediated by p53 such as genotoxic stress 

induced by chemotherapeutic drugs. We found that the anticancer drug 5-

Fluorouracil (5-FU) induces the transcription of the p21 gene only in cells that 

express a functional p53 protein. p53 activation by 5-FU is caused by the site-

specific phosphorylation at serine 15. We also found that Mithramycin, a 

compound that is used for the treatment of Paget ’s disease and in certain 

forms of cancer, has a dual effect on cells. On one hand, it strongly activates 

p53 by a similar mechanism to 5-FU i.e. by phosphorylation at serine 15. On 

the other hand, Mithramycin, due to its property to inhibit the binding of Sp1 to 

GC-rich motives in the promoters of genes, represses the transcriptional 

induction of the p21 and PUMA (p53-Upregulated Mediator of Apoptosis) 

genes by 5-FU but has no effect on the basal levels of transcription of the 

above genes. Finally, we showed that Mithramycin is a strong apoptotic 

inducer in HepG2 cells presumably due to the inhibition of p21 gene induction 

by this drug. 

 In summary, the results of the present dissertation show that 

transcriptional activation of p21 gene requires a number of protein-protein 

interactions between factors that bind to the distal p21 promoter region and 

factors that bind to the proximal p21 promoter region. Repression of these 

interactions inhibits cell cycle arrest by p21, resulting in uncontrolled cell 

proliferation.  

These results also support an important role of Sp1 transcription factor 

in the basal and the inducible activity of the p21 gene. The p21 protein, due to 

its cell cycle inhibitory properties, is a prime tool for the treatment of disease 

of uncontrolled cell proliferation. Understanding the molecular mechanisms of 

p21 gene regulation is of outmost importance for anticancer research. 
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Ο ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΣ ΚΥΚΛΟΣ 
Η µετάβαση από τη µία φάση του κυτταρικού κύκλου στην άλλη 

συµβαίνει µε συγκεκριµένη σειρά και ρυθµίζεται από διαφορετικές κυτταρικές 

πρωτεΐνες (Εικόνα 1). Οι κύριες ρυθµιστικές πρωτεΐνες είναι οι εξαρτώµενες 

από κυκλίνες κινάσες (CDK), µια οικογένεια κινασών σερίνης/θρεονίνης οι 

 

 
 

Εικόνα 1 : Τα στάδια του κυτταρικού κύκλου και ο ρυθµιστικός ρόλος των συµπλόκων 
µεταξύ κυκλινών και CDKs. Η δράση των συµπλόκων αυτών στην πρόοδο του κυτταρικού 
κύκλου δείχνεται µε βέλη (Vermeulen et al, 2003)  

 

οποίες ενεργοποιούνται σε συγκεκριµένα σηµεία του κυτταρικού κύκλου 

(εικόνα 2). Μέχρι σήµερα, έχουν ταυτοποιηθεί 9 CDK και οι 5 από αυτές είναι 

ενεργές κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου, οι CDK4, CDK6 και CDK2 

κατά τη G1 φάση, η CDK2 κατά την S και η CDK1 κατά τις G2 και Μ (Πίνακας 

1). Μετά την ενεργοποίησή τους οι CDK επάγουν κυτταρικές διαδικασίες 

φωσφορυλιώνοντας συγκεκριµένες πρωτεΐνες (Morgan, 1995;  Pines, 1995). 

Τα πρωτεϊνικά επίπεδα των CDK παραµένουν σταθερά κατά τον κυτταρικό 
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κύκλο, σε αντίθεση µε αυτά των ενεργοποιητικών τους πρωτεϊνών, των 

κυκλινών, τα επίπεδα των οποίων αυξάνονται ή µειώνονται κατά τη διάρκεια 

του κυτταρικού κύκλου και µε αυτόν τον τρόπο ενεργοποιούν περιοδικά τις 

CDK (Evans et al, 1983; Pines, 1991). ∆ιαφορετικές κυκλίνες απαιτούνται σε 

διαφορετικές φάσεις του κυτταρικού κύκλου (Πίνακας 1).  

 
 Πίνακας 1: Τα σύµπλοκα κυκλινών-CDK τα οποία ενεργοποιούνται σε συγκεκριµένα 
σηµεία του κυτταρικού κύκλου 

CDK κυκλίνη Φάση κυτταρικού κύκλου 

CDK4 Κυκλίνη D1,D2,D3 G1 

CDK6 Κυκλίνη D1,D2,D3 G1 

CDK2 Κυκλίνη Ε G1/S µετάβαση 

CDK2 Κυκλίνη Α S 

CDK1 Κυκλίνη Α G2/M µετάβαση 

CDK1 Κυκλίνη Β Μίτωση 

CDK7 Κυκλίνη Η CAK, σε όλες τις φάσεις 

 

 

 

 
Εικόνα 2 : Σχηµατική αναπαράσταση των κυριότερων σταδίων στη ρύθµιση του 
κυτταρικού κύκλου (Vermeulen et al, 2003) 
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Η ενεργότητα των CDΚ µπορεί να ρυθµιστεί από πρωτεΐνες-αναστολείς 

του κυτταρικού κύκλου (CKI) οι οποίες προσδένονται είτε στη CDK είτε στο 

σύµπλοκο CDK-κυκλίνη. Μέχρι σήµερα έχουν ανακαλυφθεί 2 διακριτές 

οικογένειες CDK αναστολέων, η INK4 οικογένεια και η Cip/Kip οικογένεια 

(Πίνακας 2) (Sherr and Roberts, 1995). Η INK4 οικογένεια περιλαµβάνει τις 

p15 (INK4b), p16 (INK4a), p18 (INK4c) και p19 (INK4d), οι οποίες 

απενεργοποιούν τις CDK της φάσης G1 (CDK4 και CDK6). Αυτές οι CKI 

σχηµατίζουν σταθερά σύµπλοκα µε τις CDK πριν την πρόσδεση των κυκλινών, 

αποτρέποντας πρόσδεση µε την κυκλίνη D (Carnero and Hannon, 1998). Η 

δεύτερη οικογένεια αναστολέων περιλαµβάνει τις p21 (WAF1, Cip1), p27 

(Cip2) και p57 (Kip2). Οι αναστολείς αυτοί απενεργοποιούν τα σύµπλοκα 

CDK-κυκλινών (Polyak et al, 1994; Harper et al, 1995; Lee et al, 1995). 

Αναστέλλουν κυρίως τα σύµπλοκα CDK κυκλινών της G1, και σε µικρότερο 

βαθµό τα σύµπλοκα CDK1-κυκλίνη Β (Hengst and Reed, 1998). Οι CKI 

ρυθµίζονται τόσο από εσωτερικά όσο και από εξωτερικά σήµατα. Η έκφραση 

της p21 βρίσκεται κάτω από το µεταγραφικό έλεγχο του ογκοκατασταλτικού 

γονιδίου p53 (el Deiry et al, 1993), ενώ η έκφραση και η ενεργοποίηση των 

p15 και p27, αντίστοιχα, αυξάνουν µετά την επίδραση του µετασχηµατίζοντα 

αυξητικού παράγοντα β (TGF-β), συνεισφέροντας µε αυτόν τον τρόπο στην 

αναστολή της ανάπτυξης (Hannon and Beach, 1994; Reynisdottir et al, 1995). 

 
Πίνακας 2 : Αναστολείς των CDK και η δράση τους 

CKI οικογένεια ∆ράση Μέλη οικογένειας 
p15 INK4b 
p16 ΙΝΚ4a 
p18 INK4c 

 
ΙΝΚ4 Απενεργοποίηση των G1 

CDK 
(CDK4, CDK6) 

p19 INK4d 
p21 WAF1,Cip1 
p27 Cip2 

 
Cip/Kip 

Απενεργοποίηση των G1 
συµπλόκων CDK-κυκλινών 
και του CDK1-κυκλίνη Β p57 Kip2 

 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή θα ασχοληθούµε µε τη 

µεταγραφική ρύθµιση του γονιδίου p21, και για το λόγο αυτό θα αναφέρουµε 

ορισµένα στοιχεία τόσο για το γονίδιο και τη ρύθµισή του, όσο και για την 

πρωτεΐνη που κωδικοποιεί. 

 

 

 17



p21 
 

Η πρωτεΐνη p21WAF1/Cip1 αποτελεί τον πρώτο αναστολέα κυκλινών-CDK 

που ταυτοποιήθηκε. Η πρωτεΐνη αυτή θεωρείται ως διαµεσολαβητής της 

αναστολής του κυτταρικού κύκλου από την p53 (el-Deiry et al, 1993) και ως 

άµεσος ρυθµιστής της ενεργότητας των CDKs (Harper et al, 1993), ενώ το 

p21 γονίδιο αναγνωρίζεται ως γονίδιο του οποίου η έκφραση αυξάνεται ως 

επακόλουθο της κυτταρικής γήρανσης (Noda et al, 1994). Η p21, όπως 

αναφέραµε και νωρίτερα, ανήκει στην οικογένεια Cip/Kip των αναστολέων των 

CDKs (p21WAF1/Cip1, p27Kip1, p57Kip2), οι οποίες εµφανίζουν οµολογία στην 

αµινο-τερµατική τους ακολουθία και αναγνωρίζουν ένα ευρύ φάσµα CDK-

κυκλινών (Sherr and Roberts, 1999). Η αµινο-τερµατική περιοχή της p21 είναι 

αναγκαία και ικανή να αναστείλει τη δράση των συµπλόκων CDK-κυκλινών 

τόσο in vitro όσο και in vivo. H µοναδική καρβοξυ-τερµατική περιοχή της p21 

αλληλεπιδρά µε το πυρηνικό αντιγόνο πολλαπλασιασµού κυττάρων (PCNA), 

που αποτελεί υποµονάδα της DNA πολυµεράσης δ και µπορεί να αναστείλει 

άµεσα την αντιγραφή του DNA, χωρίς να επηρεάσει την επιδιόρθωση του 

DNA (Li R. et al, 1994; Shivji et al, 1994; Chen et al, 1995; Luo et al, 1995). 

Πρόσφατα αναφέρθηκε ότι η πρόσδεση του PCNA στην p21 µπορεί να 

ρυθµιστεί από αντιστρέψιµη φωσφορυλίωση της p21 στην καρβοξυ-τερµατική 

της περιοχή (Scott et al, 2000). Εκτός από την αλληλεπίδρασή της µε τα 

σύµπλοκα CDK-κυκλινών και το PCNA, η p21 βρέθηκε να συµµετέχει και σε 

έναν αριθµό διαφορετικών πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων (Εικόνα 3). 

Κάποιες από αυτές παίζουν, επίσης, ρόλο στον έλεγχο του κυτταρικού κύκλου, 

ενώ οι άλλες σχετίζονται µε διαφορετικές λειτουργίες της πρωτεΐνης.  
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Εικόνα 3 : Σχηµατική αναπαράσταση της p21 πρωτεΐνης και των άµεσων πρωτεϊνικών 
της αλληλεπιδράσεων. Οι στοιχίσεις δεξιά και αριστερά αντιστοιχούν σε πρωτεϊνικές 
προσδέσεις στην αµινο- και καρβοξυ-τερµατική περιοχή της  p21, ενώ οι αριθµοί στις 
παρενθέσεις αντιστοιχούν στα αµινοξέα της p21 που είναι υπεύθυνα για τις προσδέσεις αυτές. 
Cyc1 και 2 : περιοχές πρόσδεσης κυκλινών. NLS : σήµα πυρηνικού εντοπισµού (Dotto, 2000)      

 

 

 

p21 και έλεγχος του κυτταρικού κύκλου 
Σε φυσιολογικούς ινοβλάστες, η πλειονότητα των CDKs απαντάται σε 

τετραµερή σύµπλοκα τα οποία εκτός από την κυκλίνη και την καταλυτική 

υποµονάδα CDK, περιλαµβάνουν το πυρηνικό αντιγόνο πολλαπλασιασµού 

κυττάρων (PCNA) και µια πρωτεΐνη µε ΜΒ 21000 Da, την p21 (Xiong et al., 

1992; Zhang et al., 1993). Η p21 συνδέεται απευθείας στις cdc2, CDK2 και 

CDK4 (Harper et al., 1993; Xiong et al., 1993a,b; Zhang et al., 1993; Dulic et 

al., 1994) και αποµονώνεται µαζί µε αυτές σε ενεργά σύµπλοκα που 

σχηµατίζονται µε τις κυκλίνες A, B, D και Ε (Xiong et al., 1993a; Zhang et al., 

1993, 1994). Η κλωνοποίηση του γονιδίου της p21, η επανασύνδεση καθαρής 

πρωτεΐνης p21 µε σύµπλοκα κυκλίνης-CDK in vitro και η υπερέκφρασή της σε 

κυτταρικές σειρές θηλαστικών απέδειξαν ότι η πρωτεΐνη αυτή είναι ένας 

αναστολέας της δράσης των CDKs, ικανός να αναστείλει τον κυτταρικό κύκλο 

(el-Deiry et al., 1993; Y Gu et al., 1993; Harper et al., 1993; Xiong et al., 

1993b; Noda et al., 1994).  
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Η ικανότητα της p21 να παρεµποδίζει την ενεργότητα του συµπλόκου 

κυκλίνη-CDK έρχεται σε αντίθεση µε την παρουσία της σε όλα σχεδόν τα 

σύµπλοκα αυτού του τύπου σε κύτταρα που έχουν φυσιολογικό κυτταρικό 

κύκλο. Η p21 αυξάνεται όταν ινοβλάστες σε “λήθαργο” και Τ λεµφοκύτταρα 

οδηγούνται σε πολλαπλασιασµό από µιτογόνους παράγοντες (Firpo et al., 

1994; Li Y. et al., 1994; Noda et al., 1994; Nourse et al., 1994; Sheikh et al., 

1994). Αυτό το παράδοξο διαλευκάνθηκε όταν βρέθηκε ότι τα σύµπλοκα p21- 

κυκλίνη-CDK σε διπλασιαζόµενα κύτταρα διατηρούσαν την ενεργότητα 

κινάσης, η οποία χανόταν µε την προσθήκη επιπλέον p21 (Zhang et al., 1994; 

Harper et al., 1995). Εποµένως, η µετατροπή των συµπλόκων  ενεργούς 

µορφής σε ανενεργά επιτυγχάνεται µεταβάλλοντας τη στοιχειοµετρία µεταξύ 

της p21 των συµπλόκων κυκλινών-CDK. Έτσι τα ενεργά σύµπλοκα κυκλίνης-

CDK περιέχουν ένα µόριο p21, ενώ τα ανενεργά περιέχουν περισσότερες 

υποµονάδες p21. Αύξηση της ποσότητας της p21 ή µείωση των επιπέδων 

κυκλίνης-CDK, οδηγεί σε σταµάτηµα του κυτταρικού κύκλου.  

Το γεγονός ότι τα σύµπλοκα που περιέχουν p21 και κυκλίνη-CDK 

περιέχουν επίσης PCNA, προτείνει ότι η p21 µπορεί να ρυθµίζει την επίδραση 

των CDKs στον κυτταρικό κύκλο µέσω επεµβάσεων στην αντιγραφή ή/και την 

επιδιόρθωση του DNA. Η p21 συνδέεται ανεξάρτητα στο PCNA και η 

συµµετοχή του τελευταίου δε φαίνεται να παίζει ρόλο στην αναστολή των 

κυκλινών-CDKs (Zhang et al., 1994). Η p21 παρεµποδίζει το PCNA να 

ενεργοποιήσει την DNA πολυµεράση δ (Flores-Rozas et al., 1994). Η p21 και 

το PCNA αλληλεπιδρούν άµεσα µεταξύ τους και ο ρόλος της p21 είναι να 

παρεµποδίζει τη µετακίνηση της DNA πολυµεράσης δ κατά τη διαδικασία 

επιµήκυνσης της αλυσίδας του DNA, χωρίς να επηρεάζει το σχηµατισµό του 

ολοενζύµου που περιέχει και το PCNA. Από την άλλη, η p21 δεν επηρεάζει τη 

δυνατότητα επιδιόρθωσης του DNA που διαθέτει το PCNA (R. Li et al, 1994; 

Shivji et al, 1994), µε συνέπεια η p21 να προσφέρει µια ισορροπία µεταξύ του 

διπλασιασµού του DNA και της µηχανής επιδιόρθωσης βλαβών κατά τη 

διάρκεια του κυτταρικού κύκλου.  

Όλα τα στοιχεία που αναφέραµε για τη δράση της p21 ως αναστολέα 

του κυτταρικού κύκλου συνοψίζονται στην Εικόνα 4 (Sherr and Roberts, 1995). 
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Εικόνα 4: Μηχανισµοί δράσης και µεταγραφικής ρύθµισης του γονιδίου p21/WAF1 του 
ανθρώπου. TGF-β: Mετασχηµατίζων Αυξητικός Παράγοντας- β, NGF: Αυξητικός Παράγοντας 
Νεύρων, TNF-α: Παράγοντας Νέκρωσης Όγκων-α, PMA: φορβολικοί εστέρες, D/E: κυκλίνες D 
ή Ε, CDK: Κινάση εξαρτώµενη από κυκλίνες, PCNA: Πυρηνικό αντιγόνο πολλαπλασιασµού 
κυττάρων (υποµονάδα της DNA πολυµεράσης δ). 

 

 

Περιοχές της πρωτεΐνης p21 που αλληλεπιδρούν µε τις CDKs 
Η p21 αλληλεπιδρά άµεσα µε τις κυκλίνες µέσω µιας συντηρηµένης 

περιοχής κοντά στο αµινο-τερµατικό άκρο (αµινοξέα 17-24; Cyc1) (Chen et al, 

1996a). Επίσης, διαθέτει µια δεύτερη, ασθενική περιοχή αλληλεπίδρασης µε 

κυκλίνες (Cyc 2) η οποία εντοπίζεται κοντά στο καρβοξυ-τερµατικό άκρο και 

αλληλεπικαλύπτεται µε την περιοχή πρόσδεσης του PCNA (Εικόνα 3). 

Επιπλέον, η p21 διαθέτει µια ξεχωριστή περιοχή πρόσδεσης της CDK2 στο 

αµινο-τερµατικό άκρο (αµινοξέα 53-58) και η ιδανική αναστολή του 

συµπλόκου CDK-κυκλίνη απαιτεί πρόσδεση στη θέση αυτή ταυτόχρονα µε 

πρόσδεση στη µια θέση πρόσδεσης των κυκλινών (Chen et al, 1996a). Μια 

τυπική Cyc1 ακολουθία, αποτελούµενη από δύο βασικά αµινοξέα που 
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ακολουθούνται από δύο µη πολικά αµινοξέα (RRLFG στην p21), υπάρχει και 

στις p27 και p57, καθώς και σε θετικούς ρυθµιστές των συµπλόκων CDK-

κυκλινών, όπως είναι οι φωσφατάση Cdc25 και τα υποστρώµατα των 

συµπλόκων CDK-κυκλινών, p107, p130 και E2F (Saha et al, 1997). Έχει 

βρεθεί ότι η p21 ανταγωνίζεται τις p107 και p130 για τα σύµπλοκα CDK-

κυκλινών και αποδιατάσσει ήδη σχηµατισµένα σύµπλοκα µεταξύ των µορίων 

αυτών (Shiyanov et al, 1996).  

 

 

Η πρωτεΐνη p21 ρυθµίζει την εξαρτώµενη από τον παράγοντα E2F 
µεταγραφή. 

Είναι γνωσδτό ότι η p21 µπορεί να παρεµποδίσει, επίσης, τη 

µεταγραφή που εξαρτάται από τον παράγοντα E2F (Shiyanov et al, 1996). Το 

πιο  αποδεκτό µοντέλο υποστηρίζει ότι η p21 ελέγχει τη µεταγραφή αυτή 

µέσω της επίδρασής της στη δράση των συµπλόκων CDK-κυκλινών και στη 

συσχέτισή τους µε τα υποστρώµατα. Παρόλα αυτά, πρόσφατα, αναφέρθηκε 

µια πολύ ενδιαφέρουσα θεωρία σύµφωνα µε την οποία η p21 αλληλεπιδρά 

άµεσα µε τον E2F (Delavaine and Thangue, 1999). Αυτό υποδηλώνει ότι ο 

E2F λειτουργεί ως άγκυρα για την p21, φέρνοντας τη σε επαφή µε το 

σύµπλοκο έναρξης της µεταγραφής που εξαρτάται από E2F, αναστέλλοντας 

µε αυτόν τον τρόπο τη δράση του. Η πιθανότητα η p21 να δρα ως άµεσος 

ρυθµιστής της µεταγραφής, ανεξάρτητα από τη ρύθµιση των συµπλόκων 

CDK-κυκλινών, ενισχύεται από πρόσφατες µελέτες που δείχνουν τον αρνητικό 

ρόλο της p21 στη διαφοροποίηση (Di Cunto et al, 1998).  

 

 

Αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης p21 µε το µεταγραφικό 
παράγοντα Myc. 

Επίσης, έχει αναφερθεί και η αλληλεπίδραση της p21 µε άλλους 

µεταγραφικούς παράγοντες, µε αποτέλεσµα τη ρύθµιση της δράσης τους. 

Πρόσφατα, βρέθηκε ότι η p21 προσδένεται στην αµινο-τερµατική περιοχή της 

c-Myc, επεµβαίνει στη διαµόρφωση του συµπλόκου c-Myc-Max και 

καταστέλλει την εξαρτώµενη από c-Myc µεταγραφή. Ταυτόχρονα, η 

αλληλεπίδραση της c-Myc µε την p21 µπορεί να εξουδετερώσει την αναστολή 
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της σύνθεσης του DNA από την p21, εφόσον η c-Myc προσδένεται στην 

καρβοξυ-τερµατική περιοχή της p21 και ανταγωνίζεται µε το PCNA (Kitaura et 

al, 2000).  

 

 

Η πρωτεΐνη p21 ρυθµίζει τη δράση µεταγραφικών 
συνενεργοποιητών. 

Πέρα από τους µεταγραφικούς παράγοντες, η p21 ρυθµίζει και 

µεταγραφικούς συνενεργοποιητές, όπως ο p300 ή ο CBP, ενισχύοντας τη 

δράση τους. Η λειτουργία αυτή σχετίζεται άµεσα µε τη ρύθµιση των 

συµπλόκων CDK-κυκλινών. Η δυνατότητα αλληλεπίδρασης της p300 µε τον 

µεταγραφικό παράγοντα NFκΒ και η πρόοδος της εξαρτώµενης από NFκΒ 

µεταγραφής, ρυθµίζεται αρνητικά από την αλληλεπίδραση της p300 µε τα 

σύµπλοκα CDK-κυκλινών. Εποµένως, η αναστολή της δράσης των 

συµπλόκων CDK-κυκλινών από p21 εξηγεί την ικανότητα της τελευταίας να 

ενεργοποιεί την εξαρτώµενη από p300 µεταγραφή (Perkins et al, 1997). 

Πιθανά, όµως, η p21 να επηρεάζει τη δράση της p300 µέσω αλληλεπίδρασης 

µε µια προς το παρόν άγνωστη περιοχή της p300, που παρεµποδίζει τη 

µεταγραφή. Αυτό στηρίζεται στο ότι η ενεργοποίηση της δράσης της p300 από 

την p21 συµβαίνει ανεξάρτητα από την ενδογενή ικανότητα ακετυλίωσης 

ιστονών που διαθέτει ο συνενεργοποιητής καθώς και από την περιοχή 

πρόσδεσής του στα σύµπλοκα CDK-κυκλινών (Snowden et al, 2000).  

 

 

Η πρωτεΐνη p21 ρυθµίζει τη σύνθεση του DNΑ. 
Εκτός από τις ρυθµιστικές πρωτεΐνες της µεταγραφής, η p21 

αλληλεπιδρά µε πρωτεΐνες που εµπλέκονται άµεσα στην ανάπτυξη και τον 

έλεγχο της σύνθεσης του DNA. Η ογκοπρωτεΐνη Ε7 του ανθρώπινου ιού 

papilloma 16 (HPV-16) προσδένεται στην p21 (Funk et al, 1997; Jones et al, 

1997). Όπως αναφέραµε και παραπάνω, σε φυσιολογικά πολλαπλασιαζόµενα 

κύτταρα, η p21 που προσδένεται στα σύµπλοκα CDK-κυκλινών, ταυτόχρονα 

συνδέεται και στο PCNA (Zhang et al, 1994). Με τον τρόπο αυτό η p21 

πιθανά να λειτουργεί ως γέφυρα µεταξύ των CDK-κυκλινών και του 

µηχανισµού σύνθεσης του DNA, η οποία γέφυρα αποτελεί άµεσο στόχο της 
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πρωτεΐνης HPV-E7. Στην πραγµατικότητα, η αλληλεπίδραση µε την E7 

παρεµποδίζει την ικανότητα της p21 να αναστέλλει τη δράση των συµπλόκων 

CDK-κυκλινών, καθώς και την εξαρτώµενη από PCNA σύνθεση του DNA. Η 

E7 ανταγωνίζεται µε το PCNA για την πρόσδεση στην καρβοξυ-τερµατική 

περιοχή της p21, αποτρέποντας έτσι την αναστολή του PCNA από την p21. 

Αντίθετα, η Ε7 δε διαταράσσει την αλληλεπίδραση της p21 µε τα σύµπλοκα 

CDK-κυκλινών, αλλά αποτρέπει την καταστολή της ενεργότητας των 

συµπλόκων αυτών µε έναν άγνωστο ακόµη µηχανισµό (Funk et al, 1997; 

Jones et al, 1997). Μια ενδιαφέρουσα εξήγηση είναι ότι η πρόσδεση της p21 

στα σύµπλοκα CDK-κυκλινών αυτή καθ’ αυτή δεν είναι αρκετή για αναστολή 

της δράσης των συµπλόκων, αλλά απαιτείται και κάποια άλλη περιοχή της 

p21, η οποία λόγω της πρόσδεσης της Ε7 είναι παραµορφωµένη. Σύµφωνη 

µε τη θεωρία αυτή είναι και η ταυτοποίηση µιας µεταλλαγµένης µορφής p21 µε 

µια αντικατάσταση αµινοξέος (αµινοξύ 94), η οποία µορφή δεν µπορεί να 

αναστείλει τη δράση των συµπλόκων CDK-κυκλινών, αλλά είναι ικανή να 

προσδεθεί ισχυρά στα σύµπλοκα αυτά (Balbin et al, 1996).  

Οι πρωτεΐνες Ε7 και c-Myc δεν είναι οι µόνες που προσδένονται στην 

p21 και ανταγωνίζονται το PCNA (Εικόνα 3). Η p21 ανήκει σε µια κατηγορία 

πρωτεϊνών που περιέχουν µια συντηρηµένη θέση πρόσδεσης του PCNA, των 

οποίων οι άµεσες αλληλεπιδράσεις µε το PCNA αλληλοεξουδετερώνονται. Το 

PCNA περιβάλλει τη διπλή έλικα του DNA σε µια οµοτριµερή µορφή και 

λειτουργεί ως ένας κυλιόµενος σφιγκτήρας που απαιτείται για τη δράση των 

DNA πολυµερασών δ και ε (Kelman et al, 1998). Εκτός από το ρόλο του στην 

αντιγραφή του DNA, το PCNA απαιτείται και για την επιδιόρθωση µε αποκοπή 

νουκλεοτιδίου, τουλάχιστο σε συστήµατα ελεύθερων κυττάρων (Shivji et al, 

1994; Nichols et al, 1992). Θεωρείται ότι ο διπλός αυτός ρόλος του PCNA 

διαµεσολαβείται από πρωτεΐνες ειδικές για κάθε µια από τις λειτουργίες αυτές. 

Η πρόσδεση της p21 αρχικά αποδείχθηκε ότι αναστέλλει την αντιγραφή του 

DNA που εξαρτάται από PCNA, αφήνοντας ανεπηρέαστη τη λειτουργία 

επιδιόρθωσης του DNA (Li R. et al, 1994; Shivji et al, 1994), παρόλο που έχει 

αναφερθεί, επίσης, αναστολή της εξαρτώµενης από PCNA επιδιόρθωσης από 

την p21 (Pan et al, 1995). Τόσο η πρόσδεση του PCNA στο DNA, όσο και η 

ικανότητά του να µετακινείται κατά µήκος του DNA δεν επηρεάζονται από την 

p21 (Podust et al, 1995), γεγονός που δείχνει ότι η αναστολή της δράσης του 
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PCNA από την p21 οφείλεται στην παρεµπόδιση αλληλεπιδράσεων µε άλλες 

πρωτεΐνες. Τουλάχιστο δύο µεταβολικά ένζυµα του DNA έχουν βρεθεί να 

ανταγωνίζονται για πρόσδεση στην ίδια περιοχή του PCNA µε την p21 

(Warbrick et al, 1997; Chuang et al, 1997). Η Fen1 (Flap endonuclease 1) 

είναι µια 5΄-3΄ εξωνουκλεάση, υπεύθυνη στην αντιγραφή του DNA για την 

ένωση των τµηµάτων Okazaki και για τη συµπλήρωση της σύνθεσης της 

καθυστερηµένης αλυσίδας (Siegal et al, 1992; Waga et al, 1994). Το PCNA 

αλληλεπιδρά φυσιολογικά µε τη Fen1 και υποκινεί την ενζυµική 

δραστηριότητά της (Li X. et al, 1995; Wu et al, 1996). Πρόσφατα, αναφέρθηκε 

η δοµή ενός συµπλόκου µεταξύ του PCNA και ενός πεπτιδίου 22 αµινοξέων 

που αντιστοιχεί στην καρβοξυ-τερµατική περιοχή της p21 (Gulbis et al, 1996). 

Τα κεντρικά αµινοξέα της περιοχής πρόσδεσης µε τον PCNA της p21 είναι τα 

πιο συντηρηµένα µε τη Fen1 και πιθανά διαµεσολαβούν την κοινή πρόσδεσή 

του στο PCNA (Warbrick et al, 1997). Εποµένως, η παρεµπόδιση της 

πρόσδεσης του PCNA µε τη Fen1 µπορεί να εξηγήσει ικανοποιητικά το 

µηχανισµό παρεµπόδισης του διπλασιασµού του DNA από την p21. Πάντως, 

παρόµοιες εξηγήσεις θα µπορούσαν να προσφέρουν οι αλληλεπιδράσεις της 

p21 µε άλλα ένζυµα που εµπλέκονται στο διπλασιασµό του DNA, όπως η 

DNA(κυτοσίνη-5) µεθυλο-τρανφεράση (MCMT) (Chuang et al, 1997).  

Πέρα από τα µεταβολικά ένζυµα του DNA, η GADD45 και τα µέλη της 

οικογένειάς της αποτελούν µια δεύτερη οµάδα πρωτεϊνών που εµπλέκονται 

στις αλληλεπιδράσεις p21-PCNA (Εικόνα 5) (Dotto, 2000). Η GADD45 είναι 

µια πρωτεΐνη 165 αµινοξέων η οποία εντοπίσθηκε σε κύτταρα µετά από 

αναστολή της ανάπτυξης ή βλάβη του DNA (Fornace, 1992). Όπως και η p21, 

η GADD45 είναι µια πυρηνική πρωτεΐνη η οποία εµπλέκεται στην αναστολή 

της κυτταρικής ανάπτυξης, στην απόπτωση, στην επιδιόρθωση µε αποκοπή 

και στην σταθερότητα του DNA (Smith et al, 1994; Kearsey et al, 1995; 

Hollander et al, 1999). Η GADD45 αλληλεπιδρά µε το PCNA µέσω µιας 

περιοχής η οποία διαφέρει από αυτή που αναγνωρίζει η p21 (Smith et al, 

1994; Hall et al, 1995; Warbrick et al, 1995). Παρά το γεγονός αυτό , τα δύο 

µόρια ανταγωνίζονται για την πρόσδεση µε το PCNA. Η GADD45 και η 

οµόλογή της, MyD118, µπορούν να αλληλεπιδράσουν άµεσα µε την p21 

(Kearsey et al, 1995; Vairapandi et al, 1996).  
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Εικόνα 5 : Άµεσες και έµµεσες πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις στις οποίες συµµετέχει η 
p21 (Dotto, 2000) 

 

 

 

Η p21 ως παράγοντας συναρµολόγησης των συµπλόκων CDK-
κυκλινών 

Έχει βρεθεί ότι σε πρωτογενείς ινοβλάστες που δεν εκφράζουν 

ενδογενώς p21 ή p27 δεν είναι εφικτή η δηµιουργία συµπλόκων cdk4-κυκλίνη 

D1 (Cheng et al, 1999). Φαίνεται, λοιπόν, ότι οι Cip/Kip πρωτεΐνες 

λειτουργούν ως γέφυρα µεταξύ των δύο υποµονάδων, ώστε να ενισχυθεί η 

πρόσδεση της κυκλίνης D1 στη CDK. Οι πρωτεΐνες αυτές δρουν ως 

παράγοντες συναρµολόγησης στο κυτταρόπλασµα, όπου πιθανά 

προσδένονται στη cdk4 αµέσως µετά την πρωτεϊνική σύνθεση και 

διαµόρφωση (Cheng et al, 1999). Επιπλέον, οι κυτταροπλασµατικές Cip/Kip 

πρωτεΐνες προάγουν την πυρηνική είσοδο των συµπλόκων τύπου D τα οποία 

δε διαθέτουν ακολουθίες πυρηνικού εντοπισµού. Στο σηµείο αυτό πρέπει να 

αναφερθεί ότι χαµηλά επίπεδα κυκλίνης D1 µπορούν να εισέλθουν στον 

πυρήνα απουσία p21 και p27, γεγονός που υποδεικνύει ότι οι Cip/Kip 

πρωτεΐνες µάλλον ενισχύουν την πυρηνική είσοδο της κυκλίνης D1 (Cheng et 

al, 1999). Πάντως, οι πρωτεΐνες αυτές αλληλεπιδρούν µε διαµεσολαβητές που 
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εµπλέκονται στην επικοινωνία µεταξύ κυτταροπλάσµατος και πυρήνα. Η p21 

παρεµποδίζει την αλληλεπίδραση µεταξύ της κυκλίνης D1 και της εξπορτίνης 

CRM1, οδηγώντας σε υψηλά επίπεδα κυκλίνης D στον πυρήνα (Alt et al, 

2002).  

Εποµένως, οι Cip/Kip πρωτεΐνες πέρα από την πυρηνική ανασταλτική 

τους δράση, ενεργοποιούν τα σύµπλοκα CDK και κυκλινών τύπου D, 

ενισχύοντας τη συνεργασία και την πυρηνική τους συσσώρευση. Η δράση 

αυτή της κυτταροπλασµατικής p21 συνοψίζεται στην Εικόνα 6 (Coqueret, 

2003). 

 

 

 
Εικόνα 6 : Οι Cip/Kip πρωτεΐνες ρυθµίζουν τα σύµπλοκα CDK-κυκλινών στο 
κυτταρόπλασµα. Οι p21 και p27 λειτουργούν ως γέφυρα µεταξύ της κυκλίνης D και της cdk4, 
ώστε να ενισχύσει την πρόσδεσή τους. Μετά την πρόσδεση, οι Cip/Kip πρωτεΐνες προάγουν 
τον πυρηνικό εντοπισµό του συµπλόκου (Coqueret, 2003) 
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Η p21 ως αναστολέας της απόπτωσης 
Μετά από επίδραση ακτινοβολίας και χηµειοθεραπευτικών 

παραγόντων, η πρωτεΐνη p53 σταθεροποιείται και οδηγεί σε αναστολή του 

κυτταρικού κύκλου και απόπτωση. Παρόλο που οι µηχανισµοί της 

εξαρτώµενης από p53 απόπτωσης δεν είναι ακόµη κατανοητοί, η αναστολή 

του κυτταρικού κύκλου από p53 γίνεται µέσω της p21. ∆εν είναι ακόµη 

γνωστός ο τρόπος µε τον οποίο το κύτταρο επιλέγει µεταξύ της απόπτωσης 

και της αναστολής του κυτταρικού κύκλου µετά από βλάβη στο DNA, αλλά 

υπάρχουν ισχυρές ενδείξεις ότι η p21 αποτελεί κύριο αναστολέα της 

απόπτωσης που οφείλεται σε p53 (Εικόνα 7) (Gartel and Tyner, 2002). 

 
Εικόνα 7 : Η p21 αποτελεί κύριο αναστολέα της εξαρτηµένης και ανεξάρτητης από p53 
απόπτωσης. Η βλάβη του DNA και το οξειδωτικό στρες (Η2Ο2) ενεργοποιούν δύο µονοπάτια, 
αυτό που εµπλέκει την εξαρτηµένη από p53 απόπτωση και αυτό που εµπλέκει την 
εξαρτηµένη από p53 ενεργοποίηση της p21 που προστατεύει τα κύτταρα από απόπτωση. 
Καταστολή ή εξάλειψη της p21 ευνοεί την αποπτωτική δράση της p53, ενώ αύξηση της p21 
καταστέλλει την εξαρτηµένη από p53 απόπτωση (Gartel and Tyner, 2002)      

    

 

Καταστολή της εξαρτηµένης από p53 αύξησης της µεταγραφής της p21 

ή διάσπαση της p21 από κασπάση (Εικόνα 8) συνήθως οδηγεί σε αυξηµένη 

απόπτωση που είναι εξαρτηµένη από p53. Για παράδειγµα, ανθρώπινες 

καρκινικές σειρές που επεξεργάσθηκαν µε παράγοντες που προκαλούν 

βλάβη στο DNA, ανέστειλαν τον κυτταρικό τους κύκλο µέσω p21, ενώ 

οδηγήθηκαν σε απόπτωση µετά από διάσπαση της p21 από την κασπάση 3 

(Εικόνα 8Β) (Zhang et al, 1999). Παροµοίως, µεταλλαγµένες µορφές της p53 
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που δεν ενεργοποιούν το γονίδιο της p21 αύξησαν την απόπτωση από την 

p53 αγρίου τύπου (Kaneuchi et al 1999; Okaichi et al, 1999; Kokontis et al, 

2001). Κύτταρα Α431 τα οποία εκφράζουν µεταλλαγµένη p53 η οποία δεν 

ενεργοποιεί την p21, οδηγούνται σε απόπτωση µετά από επίδραση µε 

ακτινοβολία γ ή υπέρυθρη, ενώ η αύξηση της p21 µετά από επίδραση της 

ουσίας mimosine προστατεύει τα κύτταρα αυτά από απόπτωση (Bissonnette 

et al, 1998).  

Η ουσία triptolide, ένας παράγοντας ανοσοκαταστολής, ενισχύει την 

απόπτωση που οφείλεται στο φάρµακο Adriamycin µέσω αύξησης της 

έκφρασης της p53 πρωτεΐνης και ταυτόχρονη καταστολή της µεταγραφής της 

p21 (Εικόνα 7) (Chang et al, 2001).  

Η ουσία Adriamycin αυξάνει την εξαρτηµένη και ανεξάρτητη από p53 

απόπτωση και η αύξηση της p21 προστατεύει τα κύτταρα από την απόπτωση 

που προκαλεί η Adriamycin (Bunz et al, 1999). Άµεση πρόσδεση και 

απενεργοποίηση της p21 από την ογκοπρωτεΐνη  Ε1Α οδηγεί σε αυξηµένη 

ενεργότητα της Cdk2 σε κύτταρα µε βλάβες στο DNA και έχει ως αποτέλεσµα 

την ενίσχυση της απόπτωσης µετά από βλάβη του DNA σε κύτταρα HCT116 

(Εικόνα 7) (Chattopadhyay et al, 2001). Αξιοσηµείωτο είναι ότι η αυξηµένη 

από Adriamycin απόπτωση παρεµποδίζεται από p21 που διαθέτει 

ανασταλτική δράση για Cdk, και όχι από p21 που δε διαθέτει τη δυνατότητα 

αυτή σε ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα παχέος εντέρου που δεν εκφράζουν 

p21 (Lu et al, 2000).  

Η ουσία Etoposide, ένας αναστολέας της τοποϊσοµεράσης ΙΙ, είναι ένα 

κυτταροτοξικό φάρµακο που χρησιµοποιείται συχνά σε χηµειοθεραπεία έναντι 

του καρκίνου. Υπερέκφραση p21 σε ανθρώπινα κύτταρα οστεοσαρκώµατος 

που εκφράζουν p53 αγρίου τύπου, πριν και µετά την επίδραση µε Etoposide 

εµπόδισε τον κυτταρικό θάνατο των κυττάρων αυτών (Prabhu et al, 1999). 

 Παροµοίως, το οξειδωτικό στρες (Η2Ο2) ενεργοποιεί δύο µονοπάτια : 

το ένα εµπλέκει εξαρτηµένη από p53 απόπτωση και το άλλο εξαρτηµένη και 

ανεξάρτητη από p53 ενεργοποίηση της p21 που προστατεύει τα κύτταρα από 

απόπτωση (Εικόνα 7) (Migliaccio et al, 1999). Σε  µακροφάγα κύτταρα, τα 

νιτρικά οξέα αυξάνουν την εξαρτηµένη από p53 ενεργοποίηση της p21 και την 

αναστολή του κυτταρικού κύκλου. Έκφραση antisense p21 µειώνει την 
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έκφραση της p21, καταργεί την αναστολή στη φάση G1 και οδηγεί τα κύτταρα 

σε απόπτωση (Yang et al, 2000).  

Όλα τα παραπάνω δείχνουν ότι η εξαρτηµένη από p53 αύξηση της p21 

ακυρώνει την αποπτωτική δράση της p53. Καταστολή ή εξάλειψη της 

έκφρασης της p21 από antisense p21, Ε1Α, triptolide ή έκφραση πρωτεΐνης 

p53 η οποία δεν ενεργοποιεί την p21 ευνοεί τον αποπτωτικό ρόλο της p53, 

ενώ η υπερέκφραση εξωγενούς p21 ή η αύξηση της ενδογενούς p21 

αναστέλλει την εξαρτηµένη από p53 απόπτωση (Εικόνα 7).  

Εκτός, όµως, από τους παράγοντες που επάγουν την εξαρτηµένη από 

p53 απόπτωση, διάφορα άλλα σήµατα, όπως ο TGF-β, o TNF-α, οι 

αναστολείς των απακετυλασών ιστονών, η IFN-γ και άλλοι, µπορούν να 

αυξήσουν την απόπτωση και να ενεργοποιήσουν την p21 ανεξάρτητα της p53 

(Εικόνα 7) (Gartel and Tyner, 1999). Στις περιπτώσεις αυτές η p21 

προστατεύει τα κύτταρα από την απόπτωση που προκαλούν οι παράγοντες 

αυτοί ανεξάρτητα της p53. Ο TGF-β παρεµποδίζει τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό µέσω αναστολής του κυτταρικού κύκλου ή απόπτωσης. Η 

αναστολή του κυτταρικού κύκλου από τον TGF-β διαµεσολαβείται από την 

ανεξάρτητη από p53 ενεργοποίηση των αναστολέων των CDK p15 και p21 

(Εικόνα 7).  

Ο παράγοντας TNF-α και ο συνδέτης CD95 είναι µέλη της οικογένειας 

των κυτταροκινών που είναι τοξικές για συγκεκριµένα καρκινικά κύτταρα. 

Αλληλεπιδρούν µε διάφορους µεµβρανικούς υποδοχείς και οδηγούν σε 

ενεργοποίηση των κασπασών και απελευθέρωση του κυτοχρώµατος c. Ο 

TNF-α ευνοεί την απόπτωση και την έκφραση της p21 σε κάποιες κυτταρικές 

σειρές µε ένα ανεξάρτητο από p53 µονοπάτι (Εικόνα 7). Η αύξηση της p21 

στα κύτταρα αυτά εξαρτάται από τον παράγοντα NF-κΒ και η αναστολή του 

NF-κΒ έχει ως αποτέλεσµα τα κύτταρα αυτά να οδηγούνται σε απόπτωση από 

τον TNF-α. Επειδή, η υπερέκφραση της p21 στα κύτταρα αυτά προστατεύει 

από την απόπτωση που προκαλεί ο TNF-α, η p21 θεωρείται ως κύριος 

διαµεσολαβητής του αντιαποπτωτικού ρόλου του NF-κΒ, στα κύτταρα αυτά 

(Javelaud et al, 2000).  

Η IFN-γ αυξάνει, επίσης, την p21 µε ένα µηχανισµό που εξαρτάται από 

τον παράγοντα STAT1 και είναι ανεξάρτητος από p53 (Εικόνα 7) (Gartel et al, 

1999). Στη συνέχεια η p21 προστατεύει τα ανθρώπινα αδενοκαρκινώµατα 
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παχέος εντέρου από την εξαρτηµένη από IFN-γ απόπτωση (Hobeika et al, 

1999).  

Τα επίπεδα της p21 συχνά καθορίζουν την κυτταρική απόκριση σε 

διαφορετικά φάρµακα. Για παράδειγµα, βρέθηκε ότι σε µια ανθρώπινη 

καρκινική κυτταρική σειρά που οδηγείται σε απόπτωση µετά από επίδραση µε 

το φάρµακο prostaglandin A2, τα επίπεδα της p21 είναι χαµηλά (Gorospe et al, 

1996). Αντίθετα, άλλες κυτταρικές σειρές που εκφράζουν υψηλά επίπεδα p21 

αναστέλλουν τον κυτταρικό τους κύκλο στη φάση G1 µετά από επίδραση µε το 

ίδιο φάρµακο (Gorospe et al, 1996; Hitomi et al, 1996).   

Βέβαια, ο µηχανισµός µε τον οποίο η p21 αποτρέπει την απόπτωση 

των κυττάρων δεν είναι ακόµη απόλυτα κατανοητός. Ένας  µηχανισµός 

εικάζεται ότι είναι η αναστολή του κυτταρικού κύκλου από την p21 (κυρίως στο 

σηµείο ελέγχου G2/M) η οποία επιτρέπει την επιδιόρθωση ή αποτρέπει τη 

βλάβη του DNA (Εικόνα 8Α). Για παράδειγµα, αδενο-σχετιζόµενοι ιοί 

αυξάνουν επιλεκτικά την απόπτωση σε κύτταρα που δεν εκφράζουν p53 και 

p21. Κύτταρα µε ενεργές p21 και p53 δεν πεθαίνουν αλλά αναστέλλουν τον 

κυτταρικό τους κύκλο στη φάση G2, γεγονός που χαρακτηρίζεται από αύξηση 

στην ενεργότητα της p53 και στα επίπεδα της p21 (Raj et al, 2001). Κύτταρα 

µε ενεργές p53 και p21 σταµατούν στη G2, ώστε να εξαλείψουν το γένωµα 

των ιών και ακολούθως να συνεχίσουν την κυτταρική διαίρεση. Κύτταρα χωρίς 

p53 και p21 δεν µπορούν να διατηρηθούν στη φάση G2 και ξεκινούν την 

καταστροφική πυρηνική διαίρεση που οδηγεί τελικά σε κυτταρικό θάνατο 

(Vogelstein and Kinzler,  2001). Στην περίπτωση αυτή, η ικανότητα της p21 να 

διαµεσολαβεί την εξαρτηµένη από p53 αναστολή στη φάση G2 µετά από 

βλάβη στο DNA, προστατεύει τα κύτταρα από απόπτωση. Παρόµοιες 

παρατηρήσεις έχουν αναφερθεί και για άλλους παράγοντες που αυξάνουν την 

p21 και προστατεύουν έτσι από απόπτωση (Lin et al, 2000; Schmidt et al, 

2001).   

Ένας διαφορετικός µηχανισµός είναι αυτός που βασίζεται στη 

δυνατότητα της p21 να προσδένεται και απενεργοποιεί τα σύµπλοκα Cdk2-

κυκλίνης Α (Εικόνα 8Α). Έχει δειχθεί ότι η διάσπαση της p21 από την 

κασπάση 3 είναι ένας σηµαντικός µηχανισµός για την ενεργοποίηση του 

συµπλόκου Cdk2-κυκλίνης Α, το οποίο σχετίζεται µε το θάνατο σε διάφορες 

κυτταρικές σειρές (Εικόνα 8Β) ( Levkau et al, 1998; Gervais et al, 1998; Jin et 
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al, 2000; Adachi et al, 2001). Η ενεργότητα της Cdk2 είναι απαραίτητος 

παράγοντας για τον αποπτωτικό θάνατο και πιθανά να είναι αναγκαία για τη 

συµπύκνωση της χρωµατίνης, το ζάρωµα του κυττάρου και την απώλεια 

πρόσδεσης στο υπόστρωµα που παρατηρούνται κατά τη διάρκεια της 

απόπτωσης (Harvey et al, 2000).  

Πρόσφατα δεδοµένα υποδεικνύουν και άλλους µηχανισµούς µέσω των 

οποίων η p21 µπορεί να αναστείλει τον κυτταρικό θάνατο. Αυτοί 

περιλαµβάνουν αναστολή της αρχικής διάσπασης της p21 από κασπάση 

(Εικόνα 8Α) ( Xu and El-Deiry, 2000), αλληλεπίδραση της p21 µε την 

προκασπάση 3 που οδηγεί σε ανθεκτικότητα στον εξαρτηµένο από Fas 

κυτταρικό θάνατο (Εικόνα 8Α) ( Suzuki et al, 1998) και σταθεροποίηση του 

αναστολέα της απόπτωσης c-IAP1 (Steinman and Johnson, 2000).   

 

 
Εικόνα 8 : Πιθανοί µηχανισµοί αναστολής της απόπτωσης από p21. Α) Η p21 µπορεί να 
παρεµποδίζει την απόπτωση είτε αλληλεπιδρώντας µε προαποπτωτικά µόρια όπως η 
προκασπάση-3, η κασπάση-8 και η κινάση-1 που ρυθµίζει το εξαρτηµένο από κινάσες 
µονοπάτι απόπτωσης (ASK-1), είτε µε αναστολή του κυτταρικού κύκλου µετά από πρόσδεση 
στα σύµπλοκα Cdk2-κυκλίνης Α και Cdk2-κυκλίνης Ε. Β) Η απόπτωση σε συγκεκριµένες 
κυτταρικές σειρές διαµεσολαβείται από διάσπαση της p21 από την κασπάση 3 και αύξηση της 
ενεργότητας του συµπλόκου Cdk2-κυκλίνης Α. Η διάσπαση της p21 από κασπάση 3 και 
DEVD-κασπάση οδηγεί στην εµφάνιση ενός προϊόντος p15 και στη µείωση της δραστικότητας 
της p21 (Gartel and Tyner, 2002)  
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Η p21 ως προαγωγέας της απόπτωσης 
Μια πληθώρα τύπων κυτταρικού στρες οδηγεί σε αύξηση της p21 η 

οποία µπορεί να είναι ανεξάρτητη ή εξαρτηµένη από p53. Όπως αναφέρθηκε 

παραπάνω, η αναστολή του κυτταρικού κύκλου που οφείλεται στην αύξηση 

της p21 προστατεύει τα κύτταρα και παρεµποδίζει την απόπτωση. Ωστόσο, 

µια σειρά δηµοσιεύσεων προτείνουν ότι η p21 µπορεί να διαδραµατίσει και 

προαποπτωτικό ρόλο κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες σε συγκεκριµένα 

συστήµατα. Υπερέκφραση της p21 σε θυµοκύτταρα οδήγησε σε αυξηµένο 

κυτταρικό θάνατο εξαρτηµένο από p53 µετά την επίδραση µε ακτινοβολία, 

αλλά όχι µετά την επίδραση µε dexamethasone σε διαγενετικά ζώα (Fotedar 

et al, 1999). Υπερέκφραση της p21 σε καρκινικά κύτταρα που δεν εκφράζουν 

p53 αύξησε την απόπτωση (Shibata et al, 2001). Επίσης, υπερέκφραση της 

p21 σε κυτταρικές σειρές που έχουν επεξεργασθεί µε την ουσία cisplatin 

οδηγήθηκαν σε απόπτωση (Kondo et al, 1996; Lincet et al, 2000).  

Σε άλλες καρκινικές σειρές, η υπερέκφραση της p21 οδηγεί σε αύξηση 

της έκφρασης της προαποπτωτικής πρωτεΐνης Bax, γεγονός που µεταβάλλει 

τη µοριακή αναλογία Bcl-2:Bax (Kang et al, 1999; Hsu et al, 1999; Y. Li et al, 

1999).  

Στην πλειοψηφία των παραπάνω µελετών, τα αποτελέσµατα δείχνουν 

ότι η υπερέκφραση της p21 αυξάνει την απόπτωση, ενώ η αναστολή της 

δράσης της οδηγεί σε µείωση της απόπτωσης. Στις περισσότερες 

περιπτώσεις, τα συστήµατα που χρησιµοποιήθηκαν δε διαθέτουν λειτουργική 

p53. Οι µηχανισµοί µε τους οποίους η p21 ευνοεί την απόπτωση δεν είναι 

ακόµη κατανοητοί, αλλά πιθανά να σχετίζονται µε την ικανότητά της να 

αλληλεπιδρά και να ρυθµίζει συστατικά της µηχανής επιδιόρθωσης του DNA. 

Συνολικά, πάντως, οι αναφορές που υποστηρίζουν αντιαποπτωτικό ρόλο για 

την p21 είναι πολύ περισσότερες από αυτές που αποδίδουν αποπτωτικές 

ιδιότητες στην πρωτεΐνη αυτή (Gartel and Tyner, 2002).    

  

 
Η p21 ως µεταγραφικός συνενεργοποιητής 
∆ιάφορες µελέτες προτείνουν ότι η p21 µπορεί να δράσει ως 

µεταγραφικός συνενεργοποιητής. Η p21 ρυθµίζει τη δράση των NF-κΒ, 

STAT3, Myc, C/EBP και E2F (Kitaura et al, 2000; Coqueret and Gascan, 2000; 
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Harris et al, 2001), ενώ η έκφρασή της καταστέλλει την έκφραση διαφόρων 

γονιδίων που εµπλέκονται στην πρόοδο του κυτταρικού κύκλου, όπως αυτά 

που κωδικοποιούν για την DNA πολυµεράση α, την τοποϊσοµεράση ΙΙ, την 

κυκλίνη Β1 και τη cdk1 (Chang  et al., 2000). Επιπλέον, η p21 αλληλεπιδρά µε 

την ακετυλάση των ιστονών CBP/p300 (Snowden et al., 2000), γεγονός που 

υποδεικνύει ότι µπορεί να δρα ως γενικός ρυθµιστής της δυνατότητας 

ακετυλίωσης των ιστονών του παράγοντα CBP ή της αλληλεπίδρασής του µε 

τις DNA πολυµεράσες. Επίσης, η p21 λειτουργεί ως µεταγραφικός 

αναστολέας όταν προσδένεται τεχνητά στο DNA (Delavaine and La Thangue, 

1999). Αυτό οδηγεί στην ενδιαφέρουσα υπόθεση ότι η πυρηνική µορφή του 

αναστολέα στοχεύει τη cdk2 και ταυτόχρονα παρεµποδίζει τα γονίδια που 

προάγουν την ανάπτυξη (Εικόνα 9). Μέσω των E2F, Myc και STAT3, η p21 

µπορεί να ρυθµίζει αρνητικά γονίδια που εµπλέκονται σε µιτογονικές 

αποκρίσεις.  

 Στο σηµείο αυτό πρέπει να διευκρινιστεί ότι δεν είναι γνωστό αν αυτές 

οι µεταγραφικές δραστηριότητες είναι άµεσες. Για παράδειγµα, η p21 ρυθµίζει 

έµµεσα τον NF-κΒ αναστέλλοντας την εξαρτηµένη από cdk2 δράση του. 

Επιπλέον, η υψηλή έκφραση των Cip/Kip πρωτεϊνών ενισχύει την ανασταλτική 

δράση του συµπλόκου Rb-E2F, υποδεικνύοντας ότι αυτή η µεταγραφική 

δραστηριότητα µπορεί να διαµεσολαβείται έµµεσα από τον E2F και την 

αναστολή του κυτταρικού κύκλου. Ωστόσο, µεταλλαγµένες p21 πρωτεΐνες που 

δε διαθέτουν δυνατότητα πρόσδεσης στις CDK, µπορούν να αναστείλουν τη 

µεταγραφή (Delavaine and La Thangue, 1999). Επίσης, η p21 αλληλεπιδρά 

άµεσα µε τους παράγοντες Myc, STAT3 και C/EBPα, γεγονός που 

υποδεικνύει ότι αυτοί οι µεταγραφικοί παράγοντες είναι σε θέση να οδηγήσουν 

την πρωτεΐνη στο DNA. Γι’ αυτό η µεταγραφική δραστικότητα της p21 πιθανά 

να είναι ανεξάρτητη του µονοπατιού των CDK και της αναστολής του 

κυτταρικού κύκλου. Πιο συγκεκριµένα, η µεταγραφική δράση αναστέλλει ή 

οδηγεί σε επανατροφοδότηση γονιδίων που εµπλέκονται στην πρόοδο του 

κυτταρικού κύκλου. Ο µηχανισµός αυτός µπορεί να δρα παράλληλα µε την 

αρνητική ρύθµιση της δράσης των CDK και να οδηγεί σε αναστολή του 

κυτταρικού κύκλου (Coqueret, 2003). 
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Εικόνα 9 : Οι Cip/Kip πρωτεΐνες αποτρέπουν την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου  
µέσω αναστολής των cdk και αρνητικής µεταγραφικής ρύθµισης γονιδίων που 
προάγουν την κυτταρική αύξηση.  A : ενεργοποιητές (Coqueret, 2003)   

   

 

 

Το p21 γονίδιο και η p21 πρωτεΐνη  
Το γονίδιο p21 εντοπίζεται στο χρωµόσωµα 6, στη θέση 6p21.2. Η 

ακολουθία και η δοµή του είναι συντηρηµένη στα τρωκτικά. Ο υποκινητής του 

γονιδίου µπορεί να διαχωρισθεί σε δύο διακριτές περιοχές : την κοντινή 

περιοχή, που περιλαµβάνει 6 θέσεις πρόσδεσης του Sp1 και µια θέση 

πρόσδεσης του παράγοντα Miz-1 και τη µακρινή περιοχή, που περιλαµβάνει 

δύο θέσεις πρόσδεσης της πρωτεΐνης p53 (Εικόνα 10). Οι θέσεις πρόσδεσης 

της πρωτεΐνης Sp1 ονοµάζονται 1-6 και οι δύο από αυτές (5 και 6) είναι 

αλληλεπικαλυπτόµενες.   

Το προϊόν του γονιδίου αυτού είναι µια πρωτεΐνη 164 αµινοξέων σε µήκος. Η 

ανασταλτική δράση των CDKs και η θέση σύνδεσης µε το PCNA είναι 

διακριτές και εντοπίζονται στο αµινο-τερµατικό και καρβοξυ-τερµατικό άκρο 

του µορίου της p21, αντίστοιχα. Πιο συγκεκριµένα η περιοχή αναστολής των 
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CDKs και της σύνθεσης του DNA είναι µεταξύ των αµινοξέων 1-71, ενώ αυτή 

που συνδέεται µε το PCNA έχει µήκος 20 αµινοξέων και βρίσκεται στη θέση 

141-160 (Εικόνα 3) (Chen et al., 1995; Luo et al., 1995; Nakanishi et al., 1995; 

Warbrick et al., 1995). 

 

 

 
Εικόνα 10 : Ο υποκινητής του γονιδίου p21. Οι θέσεις πρόσδεσης της p53 συµβολίζονται 
µε κόκκινα οβάλς και αυτές της Sp1 µε µπλε οβάλς. Επίσης, φαίνεται η κοντινή περιοχή µε 
µεγαλύτερη λεπτοµέρεια. Με µπλε χρώµα φαίνεται η ακολουθία των 6 θέσεων πρόσδεσης της 
Sp1, ενώ µε πράσινο αυτή του παράγοντα Miz-1. Με κόκκινο φαίνονται οι παράγοντες που 
δρουν µέσω των διαφόρων θέσεων πρόσδεσης της Sp1. Με πορτοκαλί χρώµα φαίνονται οι 
θέσεις πρόσδεσης του παράγοντα E2F και τα κουτιά E.   
 

Όλες οι παραπάνω παρατηρήσεις προήλθαν από in vitro πειράµατα. 

Πέρα, όµως, από τα συγκεκριµένα δεδοµένα υπάρχουν και in vivo µελέτες για 

τα χαρακτηριστικά της p21, που είναι υπεύθυνα για την αναστολή της 

ανάπτυξης (Chen et al., 1995; Strausfeld et al., 1994; Chen et al., 1995; Luo 

et al., 1995; Nakanishi et al., 1995). 

Η ρύθµιση της έκφρασης του γονιδίου p21 ελέγχεται σε µεταγραφικό 

επίπεδο από µηχανισµούς είτε ανεξάρτητους από την p53, είτε εξαρτηµένους 

από το µόριο αυτό, καθώς και σε µετα-µεταφραστικό επίπεδο. Στη συνέχεια 
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θα περιγράψουµε τους µηχανισµούς ρύθµισης της µεταγραφής του p21, είτε 

αυτοί εξαρτώνται είτε όχι από την p53. 

 

 

Μεταγραφική αύξηση του γονιδίου p21 από την p53. 
Η ογκοκατασταλτική πρωτεϊνη p53 είναι ένας µεταγραφικός 

παράγοντας, υπεύθυνος για την ενεργοποίηση πολλών γονιδίων που 

εµπλέκονται στον κυτταρικό κύκλο (Wiman et al., 1997). Σύγκριση της 

ακολουθίας του υποκινητή του γονιδίου p21 σε αρουραίο, ποντίκι και 

άνθρωπο, αποκάλυψε την ύπαρξη δύο θέσεων πρόσδεσης της p53 σε κάθε 

έναν από τους υποκινητές αυτούς και τουλάχιστον µια από τις θέσεις αυτές 

απαιτείται για την απόκριση στην p53 (El-Deiry et al., 1995). Αν και η p53 δεν 

είναι απαραίτητη για την προαγωγή της µεταγραφής του p21 κατά την 

ανάπτυξη και στους περισσότερους ιστούς του ώριµου ατόµου, εντούτοις 

έκθεση σε γ-ακτινοβολία ποντικών των οποίων το γονίδιο p53 είχε 

απενεργοποιηθεί έδειξε ότι σε περιπτώσεις βλάβης του DNA απαιτείται 

ρύθµιση του  γονιδίου p21 από την p53 (Macleod et al., 1995). Ακτινοβόληση 

ανθρώπινων κυτταρικών σειρών οδηγεί σε αύξηση της µεταγραφής του 

γονιδίου p21 από την p53 και σε αναστολή του κυτταρικού κύκλου (Dulic et al., 

1994; Namba et al., 1995). Αρκετοί παράγοντες, όπως οι Zta, NDF, c-Rel ή 

αναστολείς της σύνθεσης ριβονουκλεοτιδίων ευνοούν την αύξηση της 

µεταγραφής του γονιδίου p21 από την p53, ενεργοποιώντας ή 

σταθεροποιώντας το RNA ή την πρωτεΐνη p53. Ο Zta ευνοεί την αναστολή του 

κυτταρικού κύκλου µέσω µετα-µεταφραστικής ρύθµισης της p53 και κατ’ 

επέκταση της µεταγραφής του γονιδίου p21 (Caryol et al., 1996). Ο 

παράγοντας διαφοροποίησης Neu (NDF) σταθεροποιεί την p53 και έτσι 

προάγει τη µεταγραφή του γονιδίου p21 (Bacus et al., 1996). Αναστολείς της 

σύνθεσης ριβονουκλεοτιδίων αυξάνουν την έκφραση του γονιδίου p21 µε 

τρόπο εξαρτηµένο της p53 απουσία βλάβης στο DNA, οδηγώντας σε 

υποφωσφορυλίωση της pRB σε φυσιολογικούς ανθρώπινους ινοβλάστες και 

τελικά σε παύση του κυτταρικού κύκλου (Linke et al., 1996). Στην περίπτωση 

αυτή η p53 δρα ως µεταβολικός αισθητήρας που ενεργοποιείται από την 

έλλειψη νουκλεοτιδίων, αλλά ο ακριβής µηχανισµός είναι ακόµη άγνωστος. Η 

c-Rel, ένα µέλος της οικογένειας των Rel/NF-κB, σταµατά τον 

 37



πολλαπλασιασµό κυττάρων HeLa στη µετάβαση από τη G1 στην S φάση 

µέσω αύξησης της σταθερότητας της p53 και τελικά αύξηση της έκφρασης του 

p21 γονιδίου (Bash et al., 1997).   

 

 

 

Ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης του γονιδίου p21 ανεξάρτητα 
από p53. 

Μια πληθώρα παραγόντων που προάγουν τη διαφοροποίηση, 

ταυτόχρονα ενεργοποιούν και τη µεταγραφή του γονιδίου p21 µε µηχανισµούς 

ανεξάρτητους από p53. Οι παράγοντες αυτοί ευνοούν τη σύνδεση διαφόρων 

µεταγραφικών παραγόντων σε συγκεκριµένα στοιχεία του υποκινητή του 

γονιδίου p21 (Εικόνα 11). Ο παράγοντας Sp1 συµµετέχει στην αύξηση της 

p21 µέσω των θέσεων πρόσδεσης 1 και 2 ως απόκριση σε φορβολικούς 

εστέρες (PMA) και οκαδαϊκό οξύ σε ανθρώπινα λευχαιµικά κύτταρα U937 

κατά τη µεταµόρφωσή τους σε µακροφάγα (Biggs et al., 1996) (Εικόνες 10 και 

11; Πίνακας 3). Η ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη BRCA1 ενεργοποιεί την p21 µε 

τρόπο ανεξάρτητο από p53 µέσω της περιοχής του υποκινητή –143 έως –93 

η οποία περιέχει τις θέσεις πρόσδεσης 1 και 2.  

Η θέση 3 του υποκινητή απαιτείται για την αύξηση της p21 από τον 
µετασχηµατίζοντα αυξητικό παράγοντα-β (TGF-β) (Datto et al., 1995), το Ca2+ 

(Prowse et al., 1997), το βουτυρικό οξύ (Nakano et al., 1997), τη λοβαστατίνη 

(Lee et al., 1998), τον αναστολέα της απακετυλάσης ιστονών, την 

τριχοστατίνη Α (TSA) (Nakano et al, 1997) και τον NGF (Εικόνα 11). Η 

αλληλεπίδραση του Sp1 µε τις πρωτεΐνες Smad προάγει την αύξηση του 

υποκινητή του p21 από TGF-β (Li et al., 1998; Moustakas and Kardassis, 

1998).  
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Εικόνα 11 : Εξωκυττάρια σήµατα που ενεργοποιούν τη µεταγραφή του γονιδίου p21. 
Μια σχηµατική αναπαράσταση που παρουσιάζει τα ενεργά συστατικά του υποκινητή του p21, 
συµπεριλαµβανοµένων και των 6 Sp1 θέσεων (1-6). Λεπτοµέρειες υπάρχουν στο κείµενο, 
καθώς και στην Εικόνα 8 και στον Πίνακα 1 (Gartel and Tyner, 1999).  
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Πίνακας 3 : Ενεργοποιητές της µεταγραφής του γονιδίου p21 που δρουν  ανεξάρτητα 
από την p53 

Σήµα Μεταγραφικοί παράγοντες Ενεργά στοιχεία 
Βουτυρικό Sp1, Sp3 -82/-77; -69/-64 
Λοβαστατίνη Sp1, Sp3 -82/-77 

Τριχοστατίνη Α Sp1, Sp3 -82/-77; -69/-64 
RGF-β Sp1, Smad3/4 Smad2/4 

p300 
-82/-77 

NGF Sp1, Sp3, p300 -82/-77 
Ασβέστιο Sp3 -82/-77 

Προγεστερόνη Sp1, p300 -82/-77; -69/-64 
Οκαδαϊκό οξύ Sp1, Sp3(?) 

 
AP2 

-119/-114; -109/-104; 
-82/-77; -69/-64 

-102/-94 
TPA Ap2 -102/-94 
PMA Sp1, Sp3(?) -119/-114; -109/-104 

- BRCA1 -143/-93 
- E2A -162/-157; -20/-15; -5/+1 

Βιταµίνη D3 VDR -779/-765 
Ρετινοϊκό οξύ RAR -1212/-1194 
∆εξαµεθασόνη C/EBPα -1270/-1256 
Βιταµίνη Ε C/EBPβ -1928/-1920 

EGF STAT1, STAT3 -4236/-4228; -2561/-2553; 
-696/-688 

IFN-γ STAT1 -4236/-4228; -2561/-2553; 
-696/-688 

TPO STAT5 -4236/-4228; -2561/-2553 
IL6 STAT3 -696/688 
 

Ο bHLH µεταγραφικός παράγοντας Ε2Α προκαλεί αναστολή της 

ανάπτυξης σε κύτταρα ΝΙΗ3T3 και ευνοεί την έκφραση του γονιδίου p21 µέσω 

3 κουτιών-Ε, δύο από τα οποία βρίσκονται πριν το κουτί-ΤΑΤΑ (Εικόνα 10; 

Πίνακας 3) (Prabhu et al., 1997). 

Η αναστολή της ανάπτυξης από προγεστερόνη συνοδεύεται από µια 

αύξηση 10-15 φορές στα επίπεδα της p21 και µια θέση πρόσδεσης της 

προγεστερόνης εντοπίσθηκε στις θέσεις 3 και 4 του υποκινητή του p21 

γονιδίου (Εικόνες 10 και 11) (Owen et al., 1998).  

Οι παράγοντες E2F1 και E2F3, αλλά όχι ο E2F4, ενεργοποιούν ισχυρά 

την p21 µέσω των θέσεων πρόσδεσης τους στην περιοχή –199 έως +16 του 

υποκινητή του γονιδίου p21 (Εικόνα 10) (Gartel et al., 1999; Hiyama et al., 

1998). 
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Επίσης, γνωρίζουµε ότι το σηµατοδοτικό µονοπάτι JAK-STAT παίζει 

ρόλο στην αναστολή της κυτταρικής ανάπτυξης ως απόκριση σε διάφορους 

παράγοντες. Οι  EGF και IFN-γ ευνοούν την αναστολή της κυτταρικής 

ανάπτυξης και την αύξηση της p21 από τον παράγοντα STAT1 µέσω 3 

θέσεων πρόσδεσης των STATs στον υποκινητή του γονιδίου p21 που 

εντοπίζονται στις βάσεις –690, -2590 και –4233 (Εικόνα 11; Πίνακας 3) (Chin 

et al., 1996). Η θροµβοποιητίνη (ΤPO) αυξάνει την διαφοροποίηση 

µεγακαρυοκυττάρων και τη µεταγραφή του γονιδίου p21 από την STAT5 

µέσω 2 αποµακρυσµένων θέσεων πρόσδεσης των STATs στον υποκινητή 

του γονιδίου p21 (Εικόνα 11; Πίνακας 3) (Matsumura et al., 1997).  

Ο παράγοντας C/EBPα ενεργοποιεί τον υποκινητή του p21 γονιδίου και 

αυξάνει τη µετα-µεταφραστική σταθερότητα της πρωτεΐνης p21 σε 

λιποκύτταρα (Timchenko et al., 1996). Ο C/EBPβ ρυθµίζει την έκφραση του 

γονιδίου p21 στο µεταγραφικό επίπεδο (Chinery et al., 1997). Ο παράγοντας 

gax σε ινοβλάστες ρυθµίζει την p21 µε µηχανισµό άγνωστο, αλλά σίγουρα 

ανεξάρτητο από p53 (Smith et al., 1997).  

Η βιταµίνη D ενεργοποιεί τον υποκινητή του p21 γονιδίου και οδηγεί σε 

διαφοροποίηση. Μία θέση πρόσδεσης της βιταµίνης D3 βρέθηκε στη θέση –

771 του υποκινητή του γονιδίου p21 (Εικόνα 11; Πίνακας 3) (Liu et al., 1996b). 

 Η µεταγραφή του p21 γονιδίου, επίσης, επηρεάζεται από το ρετινοϊκό 

οξύ, καθώς υπάρχει ενεργή θέση σύνδεσης του ρετινοϊκού µεταξύ των 

βάσεων –1212 και –1194 στον υποκινητή του γονιδίου p21 (Εικόνα 11; 

Πίνακας 3) (Liu et al., 1996a).  

Ακόµη, ο µεταγραφικός παράγοντας c-jun φαίνεται να ενεργοποιεί τον 

υποκινητή του p21 γονιδίου, παρόλο που δεν υπάρχει συγκεκριµένη θέση 

πρόσδεσης για τον παράγοντα αυτό στον υποκινητή. Αυτό γίνεται µέσω του 

παράγοντα Sp1 µε ένα µηχανισµό που δεν είναι ακόµη πλήρως γνωστός 

(Kardassis et al., 1999).  

Τέλος, στην περιοχή -103/-83 του p21 υποκινητή εντοπίζεται µια θέση 

πρόσδεσης του µεταγραφικού παράγοντα Miz-1 (Εικόνα 10). Ο παράγοντας 

αυτός προσδένεται στον p21 υποκινητή και αλληλεπιδρά µε τον παράγοντα 

Myc. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την αναστολή της ενεργοποίησης του p21 

υποκινητή από τον παράγοντα Myc. Αντίθετα, σε συνθήκες χαµηλών 
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επιπέδων του παράγοντα Myc ο παράγοντας Miz-1 ενεργοποιεί τον p21 

υποκινητή (Wu et al, 2003).  

Συµπερασµατικά, µια πληθώρα διαφορετικών εξωκυττάριων σηµάτων 

ρυθµίζει τον υποκινητή του γονιδίου p21, συχνά µέσω των ίδιων 

µεταγραφικών παραγόντων και ενεργοποιητικών συστατικών. Ο υποκινητής 

του γονιδίου p21 εµφανίζεται ως µοναδικός αισθητήρας ο οποίος είναι ικανός 

να µετατρέψει εξωκυττάρια σήµατα σε αποφάσεις που οδηγούν σε 

πολλαπλασιασµό ή αναστολή του κυτταρικού κύκλου (Gartel and Tyner, 

1999).  

Πολύ σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της έκφρασης του γονιδίου p21, 

όπως είδαµε, διαδραµατίζει ο παράγοντας Sp1. Στη συγκεκριµένη διδακτορική 

διατριβή µελετήσαµε τη σηµασία του παράγοντα αυτού στην έκφραση του 

γονιδίου p21 και για το λόγο αυτό θα ήταν χρήσιµο να αναφέρουµε ορισµένα 

στοιχεία για το συγκεκριµένο παράγοντα.  

  

  

 

Η οικογένεια Sp/XKLF 
Ο Sp1 ανήκει στην οικογένεια των Sp/XKLF (specificity 

protein/Krüppel-like factor) µεταγραφικών παραγόντων. Τα µέλη της 

συγκεκριµένης οικογένειας διακρίνονται από ένα συνδυασµό 3 συντηρηµένων 

Cys2His2 δακτυλίων ψευδαργύρου οι οποίοι σχηµατίζουν την περιοχή 

πρόσδεσης στο DNA των παραγόντων αυτών (Philipsen and Suske, 1999). 

Οι παράγοντες αυτοί ονοµάσθηκαν «παρόµοιοι µε τους Krüppel παράγοντες», 

επειδή το γονίδιο κατάτµησης της ∆ροσόφιλας Krüppel παρουσιάζει παρόµοια 

διάταξη δακτυλίων ψευδαργύρου (Schuh et al, 1986). Στον άνθρωπο, το 

µοτίβο αυτό παρατηρήθηκε αρχικά στον παράγοντα Sp1 (Kadonaga et al, 

1987). Ο Sp1 βρέθηκε να συνδέεται στο DNA µέσω των αµινοξέων ΚΗΑ του 

πρώτου, των αµινοξέων RER του δεύτερου και των αµινοξέων RHK του 

τρίτου δακτυλίου φευδαργύρου (Εικόνα 12). Τα µέλη της οικογένειας 

Sp1/XKLF αναγνωρίζουν στο DNA τις ακολουθίες GC-(GGGGCGGGG) και 

GT-(GGTGTGGGG) µε διαφορετική συνάφεια, λόγω διαφορών στα αµινοξέα 

των δακτυλίων. Οι ακολουθίες GC και GT είναι σηµαντικές για την έκφραση 
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αρκετών γονιδίων του κυττάρου (Philipsen and Suske, 1999). Επιπλέον, τα 

µοτίβα αυτά είναι απαραίτητα για την αποτροπή της µεθυλίωσης σε CpG 

περιοχές, όπως βρέθηκε για το γονίδιο APRT (Brandeis et al, 1994; Macleod 

et al, 1994). 
 
 
 

 
Εικόνα 12 : Οι δακτύλιοι ψευδαργύρου των Sp/XKLF µεταγραφικών παραγόντων. Οι 
ανεξάρτητοι δακτύλιοι (F1, F2 και F3) παρουσιάζονται ως ένα β-φύλλο (βέλη) και µια α-έλικα 
(κύλινδρος) που συνδέονται µε ένα ιόν ψευδαργύρου (σφαίρα). Το τµήµα του DNA που 
περιέχει ένα κλασσικό GC κουτί (5΄-GGGGCGGGG-3΄) παρουσιάζεται ως µια διπλή σειρά 
σφαιριδίων σε κλωστή µε τις νουκλεοτιδικές βάσεις να αλληλεπικαλύπτονται µερικώς. Τα 
αµινοξέα των α-ελίκων σηµειώνονται και οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ των κρίσιµων αµινοξέων 
(µαύρα) του κάθε δακτυλίου και της συγκεκριµένης τριπλέτας βάσεων συµβολίζονται µε 
διακεκοµµένη γραµµή. Ο προσανατολισµός των πρωτεϊνών και του DNA σηµειώνονται 
(Bouwman and Philipsen, 2002)    

 

Το όνοµα της οικογένειας υποδηλώνει ότι χωρίζεται σε δύο κύριες 

υποοµάδες. Η πρώτη, οι πρωτεΐνες Sp, πήραν την ονοµασία τους από τον 

παράγοντα Sp1 και διαθέτουν όχι µόνο παρόµοιους δακτυλίους ψευδαργύρου, 

αλλά και παρόµοια αµινο-τερµατικά µοτίβα (Εικόνα 13). Η δεύτερη 

περιλαµβάνει περισσότερο ετερογενείς πρωτεΐνες, οι οποίες είναι γνωστές ως 

KLFs (Philipsen and Suske, 1999).   

 

Οι παράγοντες Sp. 
Η οικογένεια Sp/XKLF περιλαµβάνει ένα σηµαντικό αριθµό οµόλογων 

µεταγραφικών παραγόντων. Μέχρι σήµερα είναι γνωστά 23 µέλη της 

συγκεκριµένης οικογένειας : 8 παράγοντες Sp και 15 παράγοντες KLF. Η 

ένταξη των παραγόντων στην Sp οικογένεια βασίζεται στην οµολογία και στο 

χρωµοσωµικό εντοπισµό τους. Οι παράγοντες 1-8 εντοπίζονται κοντά στο 

σύµπλεγµα γονιδίων HOX (Philipsen and Suske, 1999). Οι Sp1 και Sp7 
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εντοπίζονται στη θέση  12q13.13 (HOX C), οι Sp2 και Sp6 στη θέση 

17q21.31/32 (HOXB), οι Sp3 και Sp5 στη θέση 2q31.1 (HOX D) και ο Sp4 και 

ο λιγότερο γνωστός Sp8 στη θέση 7p21.2 (HOX A).  

 

 
Εικόνα 13 : ∆οµικά µοτίβα των Sp παραγόντων. AD : περιοχή ενεργοποίησης, D : 
περιοχή ολιγοµερισµού, C: ρυθµιστική περιοχή, Zinc finger : περιοχή πρόσδεσης το DNA. Στο 
αριστερό µέρος της εικόνας σηµειώνονται τα µήκη της κάθε πρωτεΐνης (Bouwman and 
Philipsen, 2002)   

 

Παρόλο που οι Sp παράγοντες έχουν παρόµοια δοµή, εντούτοις 

παρουσιάζουν λειτουργικές διαφορές. Έτσι οι Sp4 και Sp7 δείχνουν µια 

ιστοεξαρτώµενη έκφραση και η in vivo σηµασία τους προσδιορίσθηκε µετά 

από γονιδιακές αναλύσεις σε ποντίκια (Gollner et al, 2001a; Nakashima et al, 

2002; Nguyen et al, 2000; Nuez et al, 1995; Perkins et al, 1995; Supp et al, 

1996). Αντίθετα, οι Sp1 και Sp3 εκφράζονται σε όλα τα κύτταρα, αλλά παρόλα 

αυτά έχουν συγκεκριµένες λειτουργίες (Bouwman et al, 2000; Gollner et al, 

2001b; Marin et al, 1997). 

Ο παράγοντας Sp1, το πρώτο µέλος της οικογένειας που 

κλωνοποιήθηκε (Kadonaga et al, 1987, 1988), αναγνωρίσθηκε ως 

ενεργοποιητής γονιδίων του ιού SV40 (Simian Virus 40) (Dynan and Tjian, 

1983). Επικρατούσε για καιρό η άποψη ότι ο παράγοντας Sp1 είναι 
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απαραίτητος για τη µεταγραφική ρύθµιση όλων των γονιδίων που περιέχουν 

GC ή GT µοτίβα. Η άποψη αυτή απορρίφθηκε όταν κλωνοποιήθηκαν οι 

παράγοντες Sp2, Sp3 και Sp4  (Hagen et al, 1992; Kingsley and Winoto, 

1992). Στη συνέχεια αναγνωρίσθηκαν οι Sp5 (Harrison et al, 2000), Sp6 

(Scohy et al, 2000), Sp7 (Nakashima et al, 2002) και Sp8 (P. Bouwman and S. 

Philipsen, αδηµοσίευτες παρατηρήσεις). Οι Sp5-8 παρουσιάζουν αρκετές 

κοινές περιοχές µε τις Sp1-4 (Εικόνα 13).  

 

Οι λειτουργικές περιοχές των πρωτεϊνών Sp. 
Οι Sp1, Sp2, Sp3 και Sp4 αποτελούν µια υποκατηγορία µέσα στην Sp 

οικογένεια, εξαιτίας της παρόµοιας δοµής τους (Εικόνα 13). Οι Sp1, Sp3 και 

Sp4 διαθέτουν 2 περιοχές ενεργοποίησης, Α και Β, πλούσιες σε γλουταµίνη 

και οι οποίες είναι απαραίτητες για τη µεταγραφική ενεργοποίηση. ∆ίπλα στις 

περιοχές αυτές βρίσκονται περιοχές πλούσιες σε Ser/Thr οι οποίες πιθανά να 

αποτελούν στόχους µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων. Ο παράγοντας 

Sp2 διαθέτει µόνο µια περιοχή ενεργοποίησης, καθώς και µια περιοχή 

πλούσια σε Ser/Thr. Επίσης, ο παράγοντας αυτός διαθέτει διαφορετική 

ακολουθία πρόσδεσης στο DNA έναντι των Sp1, Sp3 και Sp4, εξαιτίας µιας 

λευκίνης αντί για ιστιδίνη στο δακτύλιο 1 (Kingsley ανδ Winoto, 1992).  

Επίσης, οι παράγοντες Sp περιέχουν µια περιοχή που ονοµάζεται 

Buttonhead, αµέσως αµινο-τερµατικά των δακτυλίων ψευδαργύρου (Harrison 

et al, 2000). Η περιοχή αυτή των 11 αµινοξέων αρχικά ανακαλύφθηκε στο 

οµόλογο γονίδιο Buttonhead του παράγοντα Sp1 της ∆ροσόφιλας (Wimmer et 

al, 1993). Η περιοχή αυτή πιθανά να συνεισφέρει στη δυνατότητα 

ενεργοποίησης των παραγόντων, καθώς απαλοιφή της οδηγεί σε µειωµένη 

ενεργότητα του Sp1 in vitro (Courey and Tjian, 1988).  

Η περιοχή C (Yieh et al, 1995) και πιο συγκεκριµένα το στοιχείο Btd της 

περιοχής C (Athanikar et al, 1997) είναι υπεύθυνη για τη συνεργασιακή 

αλληλεπίδραση των Sp1/Sp3 µε τις πρωτεΐνες SREBP (sterol-regulatory 

element-binding proteins).  

Επίσης, βρέθηκε µια ακόµη συντηρηµένη ακολουθία αµινοξέων 

(Harrison et al, 2000), SPLALLAATCSR/KI (Sp box) η οποία εντοπίζεται στην 

αµινο-τερµατική περιοχή της πρωτεΐνης. Η περιοχή αυτή περιέχει µια θέση 

πρωτεόλυσης και εντοπίζεται δίπλα σε µια περιοχή που είναι υπεύθυνη για 
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την αποικοδόµηση της Sp1 από πρωτεασώµατα in vitro (Su et al, 1999). 

Παρόλο που η περιοχή αυτή δεν είναι απαραίτητη άµεσα για την πρωτεόλυση, 

το γεγονός ότι είναι συντηρηµένη σε τέτοιο βαθµό υποδεικνύει ότι ρυθµίζει την 

πρωτεόλυση των Sp παραγόντων. Ένας ακόµη ρόλος που αποδίδεται στην 

ακολουθία αυτή είναι η ρύθµιση της ενεργότητας των παραγόντων µέσω 

αλληλεπίδρασης µε έναν ανασταλτικό παράγοντα (Murata et al, 1994). Αν και 

η λειτουργία των περιοχών Sp και Btd δεν είναι ακόµη ξεκάθαρη, το γεγονός 

ότι απουσιάζουν από την υποκατηγορία XKLF επιβεβαιώνει τη σηµασία τους 

για τους Sp µεταγραφικούς παράγοντες. 

 Όσον αφορά τους παράγοντες Sp5-8, πέραν των ακολουθιών Sp και 

Btd, τα αµινο-τερµατικά τους άκρα είναι τελείως διαφορετικά από αυτά των 

Sp1-4, ενώ δεν έχουν µελετηθεί ακόµη τα βιοχηµικά χαρακτηριστικά των 

παραγόντων αυτών. 

 

Λειτουργικές διαφορές µεταξύ των παραγόντων Sp1-4. 
Ο Sp1 µπορεί να ενεργοποιήσει τη µεταγραφή, τόσο από κοντινές 

περιοχές υποκινητών, όσο και από µακρινές περιοχές ενίσχυσης (Courey et al, 

1989). In vitro αναλύσεις έδειξαν ότι τα τετραµερή του Sp1 εµπλέκονται σε 

συνεργασιακές ενεργοποιήσεις µέσω αποµακρυσµένων περιοχών 

(Mastrangelo et al, 1991), προκαλώντας κάµψη του DNA (Li et al., 1991; 

Mastrangelo et al., 1991; Su et al., 1991). Επίσης, βρέθηκε ότι η περιοχή 

ενεργοποίησης Β είναι σηµαντική για τον πολυµερισµό του παράγοντα Sp1 

(Pascal and Tjian, 1991). Επιπλέον, η περιοχή Β σε συνεργασία µε την 

περιοχή Α είναι υπεύθυνες για την υπερενεργοποίηση (superactivation) της 

µεταγραφής που επιτυγχάνεται από µεταλλαγµένες µορφές Sp1 οι οποίες δεν 

έχουν τη δυνατότητα πρόσδεσης στο DNA, σε υποκινητές που φέρουν 

πολλαπλές θέσεις πρόσδεσης της Sp1 (Courey et al., 1989; Hagen et al., 

1995). Αντίθετα, για συνεργασιακή ενεργοποίηση µέσω πολλαπλών θέσεων 

πρόσδεσης πέραν των δύο περιοχών ενεργοποίησης είναι αναγκαία και η 

περιοχή D (Pascal and Tjian, 1991).  

Όπως είδαµε παραπάνω, η νουκλεοτιδική ακολουθία πρόσδεσης του 

Sp2 διαφέρει σε σχέση µε εκείνη των άλλων Sp πρωτεϊνών (Kingsley and 

Winoto, 1992), γεγονός που δικαιολογεί την αδυναµία του παράγοντα αυτού 

να ενεργοποιεί υποκινητές που περιέχουν GC ακολουθίες (Chen et al., 1994, 
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1998; Rotheneder et al., 1999). Τα ελάχιστα δεδοµένα που υπάρχουν για τον 

παράγοντα αυτόν υποδεικνύουν µια πιθανή, κυτταροειδική λειτουργία του, 

καθώς σε κύτταρα ∆ροσόφιλας αναστέλλει την ενεργοποίηση υποκινητών 

από Sp1/Sp3, ενώ σε κύτταρα θηλαστικών ενεργοποιεί τη µεταγραφή 

(Bakovic et al., 2000). Φαίνεται ότι ο παράγοντας Sp2 διαθέτει διαφορετικά 

χαρακτηριστικά από τους Sp1, Sp3 και Sp4, καθώς διαθέτει µόνο µια περιοχή 

ενεργοποίησης, ενώ οι δύο περιοχές ενεργοποίησης είναι απαραίτητες για την 

υπερνεργοποίηση και τη συνεργασιακή ενεργοποίηση από τον Sp1 (Pascal 

and Tjian, 1991).  

Παρόλο που ο παράγοντας Sp3 παρουσιάζει υψηλή οµολογία µε τον 

Sp1, καθώς και παρόµοια συνάφεια για περιοχές GC και GT, εντούτοις 

εµφανίζει σηµαντικές λειτουργικές διαφορές. Ο Sp3 ενεργοποιεί διάφορους 

υποκινητές σε κύτταρα ∆ροσόφιλας SL2, καθώς και σε συγκεκριµένες 

κυτταρικές σειρές θηλαστικών (Ding et al., 1999; Galvagni et al., 2001; Ihn 

and Trojanowska, 1997; Udvadia et al., 1995). Μετά από συνεπιµόλυνση 

κυττάρων µε Sp1, παρατηρήθηκε τόσο προσθετική (Ihn and Trojanowska, 

1997; Ko et al., 1998), όσο και συνεργασιακή ενεργοποίηση (Bigger et al., 

1997; Netzker et al., 1997). Παρόλα αυτά κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες 

ο παράγοντας Sp3 είναι λιγότερο δραστικός και σε περιπτώσεις υποκινητών 

µε πολλαπλές θέσεις πρόσδεσης αυτών των παραγόντων ο Sp3 αναστέλλει 

την ενεργοποίηση από Sp1 ή άλλους µεταγραφικούς παράγοντες (Birnbaum 

et al., 1995; Dennig et al., 1996; Majello et al., 1997).  

Επίσης, υπάρχει µια αναφορά ότι ο παράγοντας Sp1 αναστέλλει την 

ενεργοποίηση του υποκινητή της αναπτυξιακής ορµόνης L2 του ποντικού από 

Sp3 σε κύτταρα SL2 (Yu et al., 1999). Πρέπει, ακόµη, να αναφερθεί ότι 

κάποιοι υποκινητές ενεργοποιούνται από τον παράγοντα Sp3 σε κύτταρα SL2, 

αλλά όχι σε κύτταρα θηλαστικών και το αντίστροφο (Hansen et al., 199; 

Sjottem et al., 1996).  

Όπως συµβαίνει και µε τον παράγοντα Sp3, έτσι και ο Sp4 

παρουσιάζει διαφορετικές λειτουργικές ιδιότητες µε αυτές του Sp1. Ο 

παράγοντας Sp4 παρουσιάζει παρόµοιες µε τον Sp1 δυνατότητες 

ενεργοποίησης , ενώ µπορεί να υπερενεργοποιείται από Sp1, που δε διαθέτει 

δακτυλίους ψευδαργύρου και να αναστέλλεται από τον Sp3 (Hagen et al., 

1995). Από την άλλη, ενώ ο παράγοντας Sp1 είναι ικανός να ενεργοποιεί 
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συνεργασιακά υποκινητές που διαθέτουν πολλαπλές θέσεις πρόσδεσης, ο 

Sp4 µπορεί να ενεργοποιήσει µόνον αθροιστικά τέτοιους υποκινητές (Hagen 

et al., 1995). Βέβαια, οι δυνατότητες ενεργοποίησης διαφορετικών 

υποκινητών από τον Sp4 δεν έχουν µελετηθεί τόσο καλά όσο αυτές των 

Sp1/Sp3. Πάντως, αρκετοί υποκινητές ενεργοποιούνται από τον παράγοντα 

Sp4, τόσο σε κύτταρα θηλαστικών, όσο και σε κύτταρα ∆ροσόφιλας, ενώ 

άλλοι φαίνεται να ανταποκρίνονται σε άλλα µέλη της οικογένειας Sp (Kwon et 

al., 1999; Yan et al., 2000). 

 

Μετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις του παράγοντα Sp1.  
Όπως πολλοί άλλοι µεταγραφικοί παράγοντες, έτσι και ο Sp1 υπόκειται 

σε µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις οι οποίες επηρεάζουν τη δράση του. Οι 

πρώτες ενδείξεις προήλθαν από τη διαπίστωση ότι η ανθρώπινη Sp1 που 

συντέθηκε σε E.coli αποδείχθηκε λιγότερο αποτελεσµατική στην 

ενεργοποίηση in vitro από την Sp1 που αποµονώθηκε από κύτταρα HeLa 

(Kadonaga et al., 1988). Οι κυριότεροι µηχανισµοί µετα-µεταφραστικών 

τροποποιήσεων που εµπλέκονται στη µεταγραφική δράση της Sp1 είναι η 

γλυκοσυλίωση και η φωσφορυλίωση. Πέραν της Sp1 δεν υπάρχουν άλλα 

δηµοσιευµένα δεδοµένα για γλυκοσυλίωση των άλλων Sp πρωτεϊνών, 

παρόλο που περιέχουν πιθανές θέσεις γλυκοσυλίωσης (Hagen et al., 1992; 

Kingsley and Winoto, 1992). Αυτό πιθανά να σηµαίνει ότι η γλυκοσυλίωση δεν 

είναι απαραίτητη για τη µεταγραφική δράση των Sp παραγόντων. Η Ο-

γλυκοσυλίωση έχει συσχετισθεί µε τον πυρηνικό εντοπισµό της Sp1 

πρωτεΐνης, τη σταθερότητα και/ή τη µεταγραφική της δυνατότητα. Η τελευταία 

ιδιότητα είναι ανεσταλµένη στην πρωτεΐνη Sp1 που εκφράσθηκε σε E.coli 

(Kadonaga et al., 1988) και όταν η Ο-συνδεδεµένη Ν-ακετυλογλυκοζαµίνη 

(GlcNAc) προσδένεται µε λεκτίνη (Jackson and Tjian, 1988). Εντούτοις, δεν 

υπάρχουν ισχυρές αποδείξεις για το ρόλο της γλυκοσυλίωσης στη λειτουργία 

της Sp1, ενώ όσον αφορά τη µεταγραφική ιδιότητα της συγκεκριµένης 

πρωτεΐνης, όπως βρέθηκε, η γλυκοσυλίωση µπορεί να επιφέρει αντίθετα 

αποτελέσµατα (Roos et al., 1997; Yang et al., 2001).   

Πολλές από τις Ο-γλυκοσυλιωµένες πρωτεΐνες είναι ταυτόχρονα και 

φωσφοπρωτεΐνες και υπάρχουν ενδείξεις ότι και οι δύο τύποι τροποποιήσεων 

ρυθµίζονται αµοιβαία στον παράγοντα Sp1 (Du et al., 2000; Haltiwanger et al., 
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1998). Η πρωτεΐνη Sp1 φωσφορυλιώνεται στο αµινο-τερµατικό της άκρο από 

την εξαρτηµένη από το DNA πρωτεϊνική κινάση µετά την πρόσδεσή της στο 

DNA (Gottlieb and Jackson, 1993; Jackson et al., 1990). Επίσης, και το 

καρβοξυ-τερµατικό άκρο της Sp1 µπορεί να φωσφορυλιωθεί. In vitro 

δεδοµένα προτείνουν ότι µια άγνωστη προς το παρόν κινάση είναι υπεύθυνη 

για τη φωσφορυλίωση σερινών στους δακτυλίους 1 και 2 (Black et al., 1999). 

Ενώ οι συγκεκριµένες φωσφορυλιώσεις δεν επηρεάζουν την πρόσδεση στο 

DNA, η φωσφορυλίωση θρεονινών στην περιοχή των δακτυλίων από την 

κινάση καζεϊνης ΙΙ οδηγεί σε µειωµένη πρόσδεση της Sp1 στο DNA 

(Armstrong et al., 1997). Επιπλέον µελέτες συσχετίζουν τη φωσφορυλίωση 

της Sp1 µε µειωµένη πρόσδεση στο DNA (Borellini et al., 1990; Zhu and Liao, 

2000), ενώ άλλες τη συσχετίζουν µε αυξηµένη πρόσδεση (Haidweger et al., 

2001; Rafty and Khachigian, 2001). 

Αναλύσεις µε µεταλλαγµένες πρωτεΐνες έδειξαν ότι η µεταγραφική 

ιδιότητα της Sp3 επηρεάζεται από µια ανασταλτική περιοχή (Dennig et al., 

1996). Η περιοχή αυτή εντοπίζεται σε µια οµάδα φορτισµένων αµινοξέων η 

οποία δεν υπάρχει στην αντίστοιχη περιοχή της Sp1 (περιοχή C, Εικόνα 13). 

Η ύπαρξη της ανασταλτικής αυτής περιοχής δικαιολογεί την αδυναµία του 

αµινο-τερµατικού τµήµατος της Sp3 να ενεργοποιεί υποκινητές, παρόλο που 

διαθέτει τις περιοχές ενεργοποίησης Α και Β (Hagen et al., 1994). Οι 

µεταλλάξεις στην αµινοξική τριπλέτα KEE οδηγούν σε παρεµπόδιση της 

αναστολής και επιτρέπουν την ενεργοποίηση από Sp3 κυρίως υποκινητών µε 

πολλαπλές θέσεις πρόσδεσης της πρωτεΐνης αυτής (Dennig et al., 1996). 

Πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι η λυσίνη της τριπλέτας αυτής είναι 

ακετυλιωµένη in vivo. Μια µεταλλαγµένη µορφή της Sp3, που δε διέθετε τη 

συγκεκριµένη λυσίνη είχε µεγάλη µεταγραφική ενεργότητα in vivo. Το γεγονός 

ότι η µεταλλαγµένη αυτή µορφή δεν µπορεί να ακετυλιωθεί in vivo, 

υποδεικνύει ότι η ακετυλίωση ρυθµίζει τη µεταγραφική δράση της Sp3 (Braun 

et al., 2001).  

Συνοψίζοντας, τα λειτουργικά χαρακτηριστικά των Sp παραγόντων 

είναι εν µέρει παρόµοια, παρόλο τον υψηλό βαθµό οµολογία τους. Οι 

µεταγραφικές τους λειτουργίες ρυθµίζονται και εξαρτώνται από τις κυτταρικές 

συνθήκες, τη σύσταση του υποκινητή και τα βιοχηµικά χαρακτηριστικά των 

παραγόντων αυτών (Bouwman and Philipsen, 2002).  
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p53 
Εκτός, όµως, από τον παράγοντα Sp1 παρατηρήσαµε ότι και η 

ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη p53 παίζει σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της 

έκφρασης του γονιδίου p21. Στη συγκεκριµένη διδακτορική διατριβή 

µελετήσαµε τη σηµασία της p53, καθώς και τη συνεργασιακή της 

αλληλεπίδραση µε τον παράγοντα Sp1 για τη µεταγραφική ρύθµιση του 

γονιδίου p21.  

Το γονίδιο p53 είναι ένα ογκοκατασταλτικό γονίδιο και αποτελεί τον πιο 

συχνό στόχο των γενετικών αλλαγών που συναντώνται στους ανθρώπινους 

όγκους (Hollstein et al., 1991, 1996). ∆ιαγενετικά ποντίκια που εκφράζουν 

µεταλλαγµένη p53 ή ποντίκια που δεν εκφράζουν καθόλου p53 είναι επιρρεπή 

σε εµφάνιση όγκων (Donehower et al., 1992). Ο παράγοντας p53 είναι ένας 

µεταγραφικός παράγοντας που ρυθµίζει την έκφραση γονιδίων που ρυθµίζουν 

τον κυτταρικό κύκλο και την απόπτωση µετά την επίδραση γενετικών βλαβών 

ή κυτταρικού στρες (Ko and Prives, 1996; Levine, 1997; Choisy-Rossi and 

Yonish-Rouach, 1998; el-Deiry, 1998; Prives and Hall, 1999; Oren, 1999). Η 

αναστολή του κυτταρικού κύκλου ή ο κυτταρικός θάνατος που προκαλείται 

από την ενεργοποίηση της p53 αποτρέπει την αντιγραφή του κατεστραµµένου 

DNA και τον πολλαπλασιασµό. Για το λόγο αυτό, η πρωτεΐνη p53 έχει 

χαρακτηρισθεί ως «φύλακας του γενώµατος» (Lane, 1992). Η δράση της αυτή 

είναι απαραίτητη για την απόκριση των καρκινικών κυττάρων σε αντικαρκινικά 

φάρµακα, τα οποία ευνοούν την απόπτωση προκαλώντας βλάβη στο DNA. 

Πράγµατι, απενεργοποίηση της p53 λόγω απαλοιφής, µετάλλαξης ή 

αλληλεπίδρασης µε κυτταρικές και ιϊκές πρωτεΐνες αποτελεί τη βασικότερη 

προϋπόθεση για την ανάπτυξη τουλάχιστον του 50% των ανθρώπινων όγκων. 

 

Οι λειτουργικές περιοχές της πρωτεΐνης p53. 
Το ανθρώπινο γονίδιο p53 αποτελείται από 11 εξόνια και εντοπίζεται 

στο χρωµόσωµα 17p13.1. Εναλλακτικό µάτισµα του ιντρονίου 9 στο 

ανθρώπινο p53 mRNA οδηγεί σε µια ελλιπή στο καρβοξυ-τερµατικό άκρο 

µορφή (p53AS) (Arai et al, 1986) (Εικόνα 14).  Η ανθρώπινη p53 πρωτεΐνη 

αποτελείται από 393 αµινοξέα και περιλαµβάνει διακριτές δοµικά και 

λειτουργικά περιοχές : την περιοχή ενεργοποίησης, την περιοχή αναστολής 
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της ανάπτυξης, την περιοχή πρόσδεσης στο DNA, την περιοχή πυρηνικού 

εντοπισµού (NLS), την περιοχή ολιγοµερισµού και τη ρυθµιστική περιοχή 

(Εικόνα 14) (Ko and Prives, 1996). Η περιοχή ενεργοποίησης (AD) διακρίνεται 

στις AD1 και AD2 οι οποίες περιλαµβάνουν τα αµινοξέα 1-42 και 43-63 

αντίστοιχα (Zhu et al, 1998; Candau et al, 1997). Η περιοχή αυτή 

αλληλεπιδρά µε τη βασική µεταγραφική µηχανή, ώστε να αυξήσει την 

έκφραση των γονιδίων. Τα αµινοξέα 13-23 της πρωτεΐνης p53 είναι αρκετά 

συντηρηµένα σε αρκετά είδη. Επίσης, βρέθηκε ότι τα αµινοξέα F19, L22 και 

W23 είναι απαραίτητα για τη µεταγραφική ενεργοποίηση από την p53 in vivo 

(Lin et al, 1995). Επιπλέον, τα αµινοξέα αυτά προσδένονται, in vitro, µε τους 

παράγοντες TAFII70 και TAFII31, οι οποίοι αποτελούν υποµονάδες του TFIID 

(Lu and Levine, 1995; Thut et al, 1995).  

Η περιοχή αναστολής της ανάπτυξης εντοπίζεται µεταξύ των 

αµινοξέων 64-90 και περιλαµβάνει 5 µοτίβα πλούσια σε προλίνη (PXXP, όπου 

P προλίνη και Υ οποιοδήποτε αµονιξύ). Απαλοιφή της περιοχής αυτής µειώνει 

την ικανότητα της p53 να αναστέλλει την ανάπτυξη όγκων (Walker and Levine, 

1996).  

Η περιοχή πρόσδεσης στο DNA εντοπίζεται µεταξύ των αµινοξέων 102 

και 292. Η περιοχή αυτή είναι ανθεκτική στη δράση πρωτεασών και 

αναδιπλώνεται ανεξάρτητα. Περιέχει ένα ιόν Zn2+ το οποίο είναι υπεύθυνο για 

την ικανότητα της p53 να προσδένεται αποκλειστικά σε συγκεκριµένη 

ακολουθία DNA. Η περιοχή αυτή αναδιπλώνεται σε αντιπαράλληλα β-φύλλα 

τεσσάρων και πέντε αλυσίδων, τα οποία µε τη σειρά τους αποτελούν σκελετό 

για δύο βρόχους α-ελίκων οι οποίες προσδένονται άµεσα στο DNA (Cho et al, 

1994). Η τετραµερής p53, η οποία είναι ένα διµερές από διµερή, προσδένεται 

αποκλειστικά στη νουκλεοτιδική περιοχή που περιλαµβάνει 4 επαναλήψεις 

της ακολουθίας 5΄-PuPuPuC(A/T)-3΄, οι οποίες εντοπίζονται σε ζευγάρια µε 

αντίθετη φορά, δηλαδή της µορφής →←→←, όπου → η παραπάνω 

ακολουθία. Τα αµινοξέα K120, S241, R273, A276 και R283 σχηµατίζουν 

δεσµούς µε τη φωσφορική ραχοκοκαλιά της µεγάλης αύλακας, ενώ τα K120, 

C277 και R280 αλληλεπιδρούν µέσω δεσµών υδρογόνου µε τις βάσεις του 

DNA. Στη συνέχεια το αµινοξύ R248 σχηµατίζει πολλαπλούς δεσµούς 

υδρογόνου µε τη µικρή αύλακα της έλικας του DNA (Cho et al, 1994). 

Περισσότερο από το 90% των µεταλλάξεων απαλοιφής βάσεων της p53 
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εντοπίζεται στην περιοχή αυτή πρόσδεσης στο DNA. Κάποιες από τις 

µεταλλάξεις αυτές µειώνουν την ικανότητα πρόσδεσης της p53 στο DNA και 

κατ’ επέκταση τη µεταγραφική της δράση, ενώ κάποιες άλλες αλλάζουν 

ολόκληρη τη διαµόρφωση της πρωτεΐνης (Cho et al, 1994; Hollstein et al, 

1994).  

Η περιοχή που είναι υπεύθυνη για την είσοδο της p53 στον πυρήνα 

εντοπίζεται µεταξύ των αµινοξέων 316-325. 

Όπως αναφέραµε παραπάνω, η πρωτεΐνη p53 απαντάται µε τη µορφή 

τετραµερών στα κύτταρα. Υπεύθυνη για το σχηµατισµό του τετραµερούς 

αυτού είναι η περιοχή ολιγοµερισµού που αποτελείται από τα αµινοξέα 324-

355 (Jeffrey et al, 1995).      

Τέλος, τα τελευταία 30 καρβοξυ-τερµατικά αµινοξέα αποτελούν µια 

ρυθµιστική περιοχή ευαίσθητη στην πρωτεάση, που περιλαµβάνει 9 βασικά 

αµινοξέα, τα οποία έχουν τη δυνατότητα να προσδένονται τόσο στο DNA όσο 

και στο RNA (Lee et al, 1995). Υπάρχουν δεδοµένα που δείχνουν ότι η 

πρωτεΐνη p53 που προέρχεται από αρκετές πηγές απαιτεί αλλαγή της 

διαµόρφωσής της, ώστε να µπορέσει να συνδεθεί ειδικά στις αντίστοιχες 

θέσεις στο DNA. Η µορφή αυτή της p53 ρυθµίζεται από την καρβοξυ-

τερµατική ρυθµιστική περιοχή. Απαλοιφή της περιοχής αυτή, φωσφορυλίωση 

του αµινοξέος S378 από την πρωτεϊνική κινάση C ή του αµινοξέος S392 από 

κινάση καζείνης ΙΙ ή πρόσδεση του αντισώµατος PAb421 στην περιοχή 370-

378, όλα ευνοούν την πρόσδεση της συγκεκριµένης p53 στο DNA µέσω της 

κεντρικής περιοχής της (αµινοξέα 102-292) (Hupp and Lane, 1994). Επίσης, η 

περιοχή αυτή καταλύει την επαναδιάταξη απλών αλυσίδων DNA ή RNA σε 

δίκλωνες. Τέλος, η καρβοξυ-τερµατική αυτή περιοχή προσδένεται στα άκρα 

του DNA και σε εσωτερικούς βρόχους, που προέρχονται από λάθη κατά την 

αντιγραφή του DNA, και οι οποίοι µε τον τρόπο αυτό ανιχνεύονται και 

διορθώνονται από τους µηχανισµούς επιδιόρθωσης του κυττάρου (Lee et al, 

1995).  
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Εικόνα 14 : Σχηµατική αναπαράσταση της πρωτεΐνης p53, καθώς και της ελλειµµατικής 
στο καρβοξυ-τερµατικό άκρο µορφής. AD : περιοχή ενεργοποίησης, PXXP : µοτίβο 
πλούσιο σε προλίνη, DNA binding : περιοχή πρόσδεση το DNA, NLS : σήµα πυρηνικού 
εντοπισµού, Oligo : περιοχή ολιγοµερισµού, Basic : ρυθµιστική περιοχή. Οι αριθµοί στο πάνω 
µέρος δείχνουν τον αριθµό των αµινοξέων. 

 

 

Οι πρωτεΐνες p63 και p73. 
Αρκετά χρόνια µετά την ανακάλυψη του ογκοκατασταλτικού γονιδίου 

p53, κλωνοποιήθηκαν δύο ακόµη γονίδια, τα p63 και p73, τα οποία ανήκουν 

στην οικογένεια της p53. Οι ακολουθίες των p63 και p73 παρουσιάζουν 

περισσότερες οµοιότητες µεταξύ τους παρά µε αυτή του p53 γονιδίου. 

Φυλογενετική ανάλυση έδειξε ότι το γονίδιο p53 πρέπει να προέρχεται από 

αρχέγονο γονίδιο, παρόµοιο µε τα p63/p73 (Kaghad et al, 1997; Yang et al, 

1998). Το p63 γονίδιο περιέχει 15 εξόνια (Yang et al, 1998) και εντοπίζεται 

στο χρωµόσωµα 3q27-29, ενώ το p73 έχει µήκος περίπου 65kb, περιέχει 14 

εξόνια (Kaghad et al, 1997) και εντοπίζεται στο χρωµόσωµα 1p36. Υπάρχουν 

αρκετά κοινά σηµεία ανάµεσα στα γονίδια της οικογένειας p53 : α) Όλα 

περιέχουν µεγάλα ιντρόνια (Mai et al, 1998). To γονίδιο p53 των θηλαστικών 

περιέχει ένα ιντρόνιο 10,7 kb µεταξύ των εξονίων 1 και 2, ενώ το ανθρώπινο 

p73 περιέχει 3 µεγάλα ιντρόνια : το ιντρόνιο 1 (>32kb), το ιντρόνιο 3 (12kb) και 

το ιντρόνιο 4 (8kb). Το p63, παροµοίως, περιέχει 2 µεγάλα ιντρόνια, τα 1 και 3. 

β) Το εξόνιο 1 δεν κωδικοποιεί σε καµιά περίπτωση. Η περιοχή αυτή στο 

γονίδιο p53, και θεωρητικά και στο p73, κωδικοποιεί µια κατασκευή βρόχου η 

οποία πιθανά να επηρεάζει τη µετάφραση (Kaghad et al, 1997; Mosner et al, 

1995). γ) Η οργάνωση των εξονίων και των ιντρονίων είναι παρόµοια σε όλα 

τα µέλη της οικογένειας. 
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Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, υπάρχουν δύο µορφές p53 mRNA, 

που προέρχονται από διαφορετικό µάτισµα. Σε αντιστοιχία και τα γονίδια p63 

και p73 παράγουν πολλαπλά mRNA µετάγραφα, που προέρχονται από 

διαφορετικό µάτισµα. Τα περισσότερα µατίσµατα συµβαίνουν στο 3΄ άκρο και 

δηµιουργούν πρωτεΐνες µε διαφορετικά καρβοξυ-τερµατικά άκρα (Εικόνα 15). 

Υπάρχουν τουλάχιστον 6 διαφορετικές p73 πρωτεΐνες (α-ζ) στα φυσιολογικά 

κύτταρα (Kaghad et al., 1997; De Laurenzi et al., 1998, 1999; Ueda et al., 

1999). Οι β και δ ισοµορφές είναι ελλειπείς µορφές της α : τα εναλλακτικά 

αναγνωστικά πλαίσια από τα διαφορετικά µατίσµατα δηµιουργούν ένα 

κωδικόνιο λήξης. Η ισοµορφή δ δε διαθέτει το µεγαλύτερο τµήµα της καρβοξυ-

τερµατικής περιοχής, και για το λόγο αυτό µοιάζει περισσότερο µε την p53. Η 

ισοµορφή ζ διαθέτει µια εσωτερική απαλοιφή µεταξύ των αµινοξέων 400-496 

της µορφής α. Η ισοµορφή γ περιέχει ένα µεγάλο εναλλακτικό αναγνωστικό 

πλαίσιο το οποίο οδηγεί στη δηµιουργία ενός διαφορετικού καρβοξυ-

τερµατικού άκρου µήκους 75 αµινοξέων. Η ισοµορφή ε διαθέτει µια καρβοξυ-

τερµατική περιοχή που αποτελείται από τµήµατα των αναγνωστικών πλαισίων 

των α και γ ισοµορφών (Εικόνα 15). Επιπλέον ισοµορφές ανιχνεύθηκαν µε 

RT-PCR τόσο σε καρκινικά όσο και σε φυσιολογικά κύτταρα, αλλά δεν έχουν 

κλωνοποιηθεί ακόµη.  

Παρόµοια µε το γονίδιο p73, το γονίδιο p63 δηµιουργεί 3 διαφορετικά 

στο καρβοξυ-τερµατικό τους άκρο µετάγραφα. Από αυτά προκύπτει µια 

φυσιολογικού µήκους α ισοµορφή, µια β ισοµορφή που είναι ελλειπής µετά το 

εξόνιο 12 και µια γ ισοµορφή η οποία δε διαθέτει τα εξόνια 12-14, ενώ 

περιέχει ένα επιπλέον εξόνιο, το 15. Επίσης, οι ισοµορφές της πρωτεΐνης p63 

διακρίνονται ανάλογα µε το αν περιέχουν την περιοχή ενεργοποίησης (µορφές 

ΤΑ) ή όχι (µορφές ∆Ν). Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι η µεταγραφή µπορεί 

να αρχίσει είτε από το εξόνιο 1 (µορφές ΤΑ) είτε από το εξόνιο 3 (µορφές ∆Ν). 

Οι ∆Ν ισοµορφές δεν µπορούν να ενεργοποιήσουν τη µεταγραφή, αλλά 

αντίθετα δρουν ως αρνητικά επικρατούσες και παρεµποδίζουν την 

ενεργοποίηση από τις ΤΑ ισοµορφές, καθώς και από την p53 (Yang et al., 

1998). 
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Εικόνα 15 : Σχηµατική αναπαράσταση των εξονίων των p53, p63 και p73. Οι περιοχές 
ενεργοποίησης (TAD), οι περιοχές πρόσδεσης στο DNA (DBD) και η περιοχή ολιγοµερισµού 
(OD) σηµειώνονται µε γκρι χρώµα. Η περιοχή SAM, επίσης, σηµειώνεται. Ο αριθµός του κάθε 
εξονίου σηµειώνεται µε λατινική αρίθµηση στο πάνω µέρος της κάθε ισοµορφής. Τα εξόνια µε 
διαφορετικό αναγνωστικό πλαίσιο από την ισοµορφή α σηµειώνονται µε µαύρο χρώµα. Τα 
εξόνια που απουσιάζουν από κάθε ισοµορφή σηµειώνονται στο δεξί τµήµα της εικόνας. * Η 
µορφή ∆Νp73 έχει περιγραφεί µόνο στον ποντικό (Levrero et al, 2000) 
    

 

Οµολογία και διαφορές µεταξύ των µελών της οικογένειας p53. 
Τα 3 µέλη της οικογένειας p53 παρουσιάζουν σηµαντική οµολογία, 

τόσο σε γενωµικό όσο και σε πρωτεϊνικό επίπεδο. Με εξαίρεση τις ισοµορφές 

∆Ν των p63 και p73, όλες οι άλλες ισοµορφές διαθέτουν τις περιοχές που 

περιέχει και η p53. Το υψηλότερο επίπεδο οµολογίας παρατηρείται στην 

περιοχή πρόσδεσης στο DNA. Μεταξύ των p53 και p73 παρατηρείται 63% 

οµολογία, ενώ µεταξύ των p53 και p63 60% οµολογία. Αυτό υποδεικνύει ότι οι 

3 αυτές πρωτεΐνες προσδένονται στις ίδιες ακολουθίες DNA και ενεργοποιούν 

τους ίδιους υποκινητές. Παρόλα αυτά, υπάρχει εξειδίκευση στους υποκινητές 

που ενεργοποιεί η κάθε πρωτεΐνη.  

Επίσης, η υψηλή οµολογία που υπάρχει ανάµεσα στις περιοχές 

ολιγοµερισµού των 3 πρωτεϊνών υποδεικνύει ότι αυτές είναι ικανές να 

σχηµατίσουν εκτός από οµο-ολιγοµερή και ετερο-ολιγοµερή. Παρόλα αυτά 

διάφορες αναλύσεις έδειξαν ότι οι περιοχές ολιγοµερισµού των πρωτεϊνών 

αυτών τείνουν να σχηµατίζουν οµο-ολιγοµερή και όχι ετερο-ολιγοµερή 

(Kaghad et al., 1997; De Laurenzi et al., 1998; Davison et al., 1999; Di Como 

et al., 1999). 

Οι µεγάλες διαφορές µεταξύ των 3 πρωτεϊνών εντοπίζονται στο 

καρβοξυ-τερµατικό τους άκρο. Λόγω του διαφορετικού µατίσµατος οι p63 και 
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p73 έχουν πιο επιµήκη καρβοξυ-τερµατικά άκρα. Στα άκρα αυτά έχουν 

εντοπισθεί επιπλέον λειτουργικές περιοχές. Έτσι, έχει περιγραφεί µια δεύτερη 

περιοχή ενεργοποίησης στην p73 µεταξύ των αµινοξέων 382 και 491 (Takeda 

et al, 1994). Επίσης, κάποιες ισοµορφές των p63 και p73 διαθέτουν µια 

περιοχή SAM (Sterile Alpha Motif) (Thanos and Bowie, 1999; Bork and 

Koonin, 1999). Η περιοχή αυτή είναι υπεύθυνη για την αλληλεπίδραση µεταξύ 

πρωτεϊνών (Chi et al., 1999) και πιο συγκεκριµένα πρωτεϊνών που 

εµπλέκονται στη διαφοροποίηση. Βέβαια σε αντίθεση µε άλλες περιοχές SAM, 

αυτές που εντοπίζονται στις p63 και p73 δεν παίζουν ρόλο στον οµο- ή ετερο-

διµερισµό (Chi et al., 1999), το οποίο σηµαίνει ότι είναι σηµαντικές για 

αλληλεπιδράσεις µε άλλες, άγνωστες προς το παρόν πρωτεΐνες (Levrero et al, 

2000). 

 

Ρύθµιση της πρωτεΐνης p53  
Καθώς η p53 αποτελεί τον κύριο αναστολέα του κυτταρικού κύκλου, η 

δράση της πρέπει να ρυθµίζεται αυστηρά. Αυτό επιτυγχάνεται µέσω 

διάφορων µηχανισµών που περιλαµβάνουν ρύθµιση της µεταγραφής και της 

µετάφρασης της p53, της πρωτεϊνικής σταθερότητας, του υποκυτταρικού 

εντοπισµού και της ενεργότητας (Woods and Vousden 2001).  

 

Α) Μεταγραφική ρύθµιση του γονιδίου p53. 

Λόγω της µεγάλης σηµασίας των µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων 

στη δράση της p53, η µεταγραφική ρύθµιση του γονιδίου αυτού δεν έτυχε 

ευρείας προσοχής τα τελευταία χρόνια. Αυτό φυσικά δε σηµαίνει ότι η ρύθµιση 

της έκφρασης του γονιδίου p53 είναι ασήµαντη. Αντίθετα, είχε παρατηρηθεί 

παλιότερα ότι τα επίπεδα του p53 mRNA αυξάνονται µετά από προσθήκη 

ορού (Reich and Levine, 1984).  Αυτό πιθανά να οφείλεται στην παρουσία 

θέσεων πρόσδεσης παραγόντων του ορού στον p53 υποκινητή (Ginsberg et 

al, 1990), καθώς και στην ικανότητα του p53 γονιδίου να προσδένει την 

πρωτεΐνη c-Myc και να ενεργοποιείται η µεταγραφή του από περίσσεια c-Myc 

(Reisman et al, 1993). Βέβαια, εκ πρώτης άποψης η αύξηση του αντι-

πολλαπλασιαστικού γονιδίου p53 από ορό και αναπτυξιακούς παράγοντες 

φαίνεται παράλογη. Εντούτοις, είναι απόλυτα φυσιολογική. Τα κύτταρα που 

πολλαπλασιάζονται µε γρήγορο ρυθµό παρουσιάζουν αυξηµένες πιθανότητες 
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βλάβης του DNA και κατ’ επέκταση ανάπτυξης εστιών καρκίνου. Υψηλά 

επίπεδα p53 mRNA στα κύτταρα αυτά, αυτόµατα τα καθιστά σε ετοιµότητα. 

Εφόσον, δεν υπάρχουν βλάβες στο DNA η p53 παραµένει ανενεργή και δεν 

εµπλέκεται στις φυσιολογικές κυτταρικές διεργασίες. Αν, όµως, οι συνθήκες 

απαιτούν άµεση p53 αποκριση, τότε τα υψηλά επίπεδα p53 mRNA 

εξασφαλίζουν γρήγορη και αποτελεσµατική απόκριση (Oren, 1999). 

Επίσης, έκθεση των κυττάρων σε σήµατα που ενεργοποιούν την p53 

είναι ικανά να οδηγήσουν σε ελάχιστο χρόνο σε αύξηση των επιπέδων της 

p53 πρωτεΐνης. Μέχρι ενός σηµείου αυτό δικαιολογείται από αύξηση της 

µετάφρασης του p53 mRNA, αναστέλλοντας έναν µηχανισµό παρεµπόδισης 

της µετάφρασης (Fu et al, 1996). Υπάρχουν, επίσης, ενδείξεις ότι η p53 είναι 

ικανή να αναστέλλει την ίδια της τη σύνθεση, αλληλεπιδρώντας µε το mRNA 

της (Mosner et al, 1995;  Fontoura et al, (1997).  

 

Β) Μετα-µεταφραστικοί µηχανισµοί τροποποίησης της πρωτεΐνης p53. 

Παρόλα αυτά, είναι γενικά αποδεκτό ότι η συσσώρευση ενεργής p53 

ως απόκριση σε στρες οφείλεται, κυρίως, σε µετα-µεταφραστικούς 

µηχανισµούς. Ιδιαίτερα κρίσιµη είναι η αύξηση του χρόνου ηµιζωής της p53 

πρωτεΐνης. Η p53 έχει φυσιολογικά χρόνο ηµιζωής περίπου 20 λεπτά (Rogel 

et al, 1985). Μετά από βλάβες στο DNA ή επίδραση παραγόντων που πιέζουν 

τα κύτταρα, η p53 εµφανίζει µια αξιοσηµείωτη σταθερότητα (Kastan et al, 

1991; Maltzman and Czyzyk, 1984). Η γρήγορη αύξηση της συγκέντρωσης 

της p53 χωρίς να απαιτείται de novo σύνθεσή της, αποτελεί πλεονέκτηµα για 

τα κύτταρα µε σοβαρές βλάβες στο γένωµά τους. Επιπρόσθετα, συµβαίνει µια 

γρήγορη µετάβαση από την ανενεργή στην ενεργή µορφή.  

Η καλύτερα τεκµηριωµένη αλλαγή αφορά την ικανότητα πρόσδεσης της 

p53 σε συγκεκριµένες θέσεις του DNA. Η p53 αποτελεί ένα µεταγραφικό 

ενεργοποιητή συγκεκριµένων γονιδίων και η δράση της αυτή βασίζεται στην 

ικανότητά της να προσδένεται αποκλειστικά σε ειδικές θέσεις στους 

υποκινητές των γονιδίων στόχων (Hansen and Oren, 1997; Levine, 1997; 

Agarwal et al, 1998; Almog and Rotter, 1998; Prives and Hall, 1999). Η ειδική 

πρόσδεση της p53 στο DNA αποτελεί στόχο αρνητικής ρύθµισης, αρχικά 

µέσω της ανασταλτικής καρβοξυ-τερµατικής περιοχής της ίδιας της p53 (Hupp 

et al, 1992; Bayle et al, 1995;  Wolkowicz et al, 1995). Αναστολή αυτής της 
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παρεµπόδισης οδηγεί σε αυξηµένη πρόσδεση στο DNA (Hupp and Lane, 

1995;  Gu and Roeder, 1997; Waterman et al, 1998) και κατ’ επέκταση 

αυξηµένη βιολογική δραστηριότητα. Η αύξηση στη µεταγραφική 

δραστηριότητα της p53 µπορεί να οφείλεται, επίσης, σε αλλαγές σε άλλες 

περιοχές, όπως είναι τροποποιήσεις στην αµινο-τερµατική περιοχή 

ενεργοποίησης,  επιτρέποντας αποδοτικότερη στρατολόγηση παραγόντων 

της µεταγραφικής µηχανής (Lambert et al, 1998).  

Τέλος, η ενεργοποίηση της p53 µπορεί να προϋποθέτει και αλλαγή 

στον υποκυτταρικό εντοπισµό της πρωτεΐνης. Πράγµατι, ενώ η ανενεργή 

µορφή είναι κυτταροπλασµατική, τουλάχιστον σε κάποιο µέρος του 

κυτταρικού κύκλου, µετά την επίδραση γενοτοξικών παραγόντων η p53 

συσσωρεύεται στον πυρήνα (Shaulsky et al, 1990). 

 

 Ο ρόλος της πρωτεΐνης Mdm2 στη ρύθµιση της πρωτεΐνης p53. 

Ένας πολύ σηµαντικός παράγοντας της ρύθµισης της p53 είναι η 

πρωτεΐνη Mdm2. Η πρωτεΐνη αυτή είναι προϊόν ενός ογκογονιδίου, του 

οποίου η δράση ευθύνεται για αρκετούς τύπους ανθρώπινων όγκων (Lozano 

and Montes de Oca Luna, 1998;  Freedman and Levine, 1999; Juven-

Gershon and Oren, 1999). Η πρωτεΐνη Mdm2 παρουσιάζει µια εξαιρετική 

σχέση µε την p53. Από τη µια µεριά η Mdm2 προσδένεται στην p53 και την 

απενεργοποιεί (Momand et al, 1992; Chen et al, 1996b; Haupt et al, 1996). Η 

πρόσδεση πραγµατοποιείται µέσω της περιοχής ενεργοποίησης της p53, 

επηρεάζοντας την αλληλεπίδραση µε τους παράγοντες της βασικής 

µεταγραφικής µηχανής (Thut et al,, 1995; Lu and Levine, 1995). Επιπλέον, η 

Mdm2 µπορεί να αναστείλει η ίδια τη µεταγραφή, όταν προσδεθεί στην p53 

(Thut et al, 1997). Επίσης, η πρόσδεση της Mdm2 οδηγεί στην πρωτεολυτική 

αποικοδόµηση της p53. Ταυτόχρονα, η p53 προσδένεται ειδικά στον 

υποκινητή του Mdm2 γονιδίου και αυξάνει τη µεταγραφή του (Barak et al, 

1993; Wu et al, 1993). Η δράση αυτή υποδεικνύει έναν αρνητικό αναδραστικό 

µηχανισµό ρύθµισης, ο οποίος πιθανά διατηρεί την p53 κάτω από αυστηρό 

έλεγχο και αναστέλλει τη δράση της p53 αµέσως µόλις εξαφανισθεί ο 

παράγοντας στρες (Oren, 1999). Βέβαια, σε κάποιες περιπτώσεις η 

µεταγραφή του Mdm2 γονιδίου αυξάνεται αργότερα από τη µεταγραφή των 

άλλων γονιδίων στόχων της p53 (Perry et al, 1993; Wu and Levine, 1997). 
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Αυτό προφανώς προφέρει τον απαιτούµενο χρόνο στην p53 να δράσει 

αποτελεσµατικά.  

Ο πιο σηµαντικός, όµως, παράγοντας για την ενεργοποίηση της p53 

είναι η σταθεροποίηση της πρωτεΐνης. Η διαπίστωση αυτή οδήγησε την 

έρευνα στη ρύθµιση της αποικοδόµησης της p53. Σήµερα, είναι τεκµηριωµένο 

ότι η αποικοδόµηση της p53 συµβαίνει µέσω του µονοπατιού ουβικουιτίνης-

πρωτεασώµατος (Maki et al, 1996), παρόλο που έχει αναφερθεί η δυνατότητα 

και άλλων πρωτεολυτικών ενζύµων να αποικοδοµούν την p53, όπως η 

καλπαϊνη (Kubbutat and Vousden, 1997a). Η Mdm2 παίζει, και στη διεργασία 

αυτή, βασικό ρόλο. Αυξηµένα επίπεδα Mdm2 οδηγούν σε γρήγορη 

αποικοδόµηση της p53, η οποία εξαρτάται από την ικανότητα των δύο 

πρωτεϊνών να προσδένονται άµεσα (Haupt et al, 1997; Kubbutat et al, 1997b). 

Αυτό υποδεικνύει ότι τα χαµηλά επίπεδα της p53 κάτω από φυσιολογικές 

συνθήκες οφείλονται πρωταρχικά στη συνεχή, εξαρτηµένη από Mdm2, 

αποικοδόµησή της. Η Mdm2 ευνοεί την ουβικουιτινίωση της p53, η οποία στη 

συνέχεια πρωτεολύεται από τα πρωτεασώµατα (Haupt et al, 1997; Kubbutat 

et al, 1997b). Παρόλο που η πρωτεΐνη Mdm2 αποτελεί σηµαντικό παράγοντα 

ρύθµισης της σταθερότητας της p53, υπάρχουν και άλλοι µηχανισµοί 

ουβικουιτινίωσης και αποικοδόµησης της πρωτεΐνης αυτής. Ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον παρουσιάζει ο ρόλος της κινάσης JNK-1 (c-Jun N-terminal 

Kinase). ∆εδοµένα in vivo και in vitro αναλύσεων δείχνουν ότι η πρόσδεση της 

JNK στην p53 οδηγεί στην ουβικουιτινίωση και την πρωτεολυτική διάσπαση 

της τελευταίας (Fuchs et al, 1998a). 

 

 Ο ρόλος της φωσφορυλίωσης στην ενεργοποίηση της πρωτεΐνης p53.  

Είναι γνωστό ότι η µετα-µεταφραστική ενεργοποίηση σηµατοδοτικών 

πρωτεϊνών επιτυγχάνεται, κυρίως, µέσω τροποποιήσεων, µε πιο συχνή τη 

φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών. Εποµένως, ήταν αναµενόµενο η 

σταθεροποίηση και η ενεργοποίηση της p53 να οφείλονται σε τροποποιήσεις 

του µορίου της. Πράγµατι, η p53 φωσφορυλιώνεται σε πολλαπλές θέσεις in 

vivo, τόσο στο αµινο-τερµατικό όσο και στο καρβοξυ-τερµατικό άκρο, µετά την 

επίδραση παραγόντων στρες. Επίσης, έχουν εντοπισθεί πολλές κινάσες που 

είναι ικανές να φωσφορυλιώνουν in vitro την p53 (Fuchs et al, 1998b; Meek, 

1998; Giaccia and Kastan, 1998; Jayaraman and Prives, 1999). Το 
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αναµενόµενο αποτέλεσµα της φωσφορυλίωσης αυτής είναι η σταθεροποίηση 

της πρωτεΐνης p53, µέσω αναστολής της ουβικουιτινίωσης και της 

αποικοδόµησης. Επειδή η αποικοδόµηση της συγκεκριµένης πρωτεΐνης 

απαιτεί πρόσδεση µε την Mdm2 (Haupt et al, 1997; Kubbutat et al, 1997b), η 

φωσφορυλίωση αµινοξέων που συµµετέχουν στην πρόσδεση αυτή θα 

ανέστειλε την πρόσδεση και θα επέτρεπε τη σταθεροποίηση της πρωτεΐνης 

p53. Πράγµατι έχουν εντοπισθεί συγκεκριµένα αµινοξέα της p53 που 

συµµετέχουν στην πρόσδεση µε την Mdm2, η φωσφορυλίωση των οποίων 

µειώνει τη συνάφεια της p53 για την Mdm2 (Shieh et al, 1997; Shieh et al, 

1999; Unger et al, 1999). Παρόλο που η θεωρία της φωσφορυλίωσης 

φαντάζει αρκετά πειστική, εντούτοις τα πρόσφατα in vivo δεδοµένα την 

έθεσαν υπό αµφισβήτηση (Ashcroft et al, 1999; Blattner et al, 1999). Έτσι, το 

αποτέλεσµα της φωσφορυλίωσης στη σταθερότητα της p53 µπορεί να 

εξαρτάται από το ενδοκυτταρικό περιβάλλον και πιο συγκεκριµένα από την 

ύπαρξη εναλλακτικών µηχανισµών αποικοδόµησης της p53. Επίσης, η 

σταθεροποίηση της p53 µπορεί να επιτυγχάνεται όχι µόνο από την 

τροποποίηση της ίδιας, αλλά και από την τροποποίηση της Mdm2. Η 

φωσφορυλίωση της Mdm2 µπορεί να αναστέλλει την πρόσδεσή της µε την 

p53, και µια τέτοια θέση φωσφορυλίωσης έχει εντοπισθεί (Mayo et al, 1997). 

Εναλλακτικά, η φωσφορυλίωση της Mdm2 µπορεί να αναστέλλει τη δράση 

λιγάσης ουβικουιτίνης που διαθέτει (Honda et al, 1997; Kubbutat et al, 1999).  

 

 Η σηµασία του πυρηνικού εντοπισµού της πρωτεΐνης p53 για τη 

λειτουργία της. 

Εκτός, όµως, από τους παραπάνω µηχανισµούς ρύθµισης, η 

λειτουργία της p53 εξαρτάται και από τον πυρηνικό εντοπισµό της και οι 

διαδικασίες εισόδου και εξόδου της p53 από τον πυρήνα ρυθµίζονται αυστηρά 

(Vousden and Vande Woude, 2000). Η είσοδος της πρωτεΐνης p53 στον 

πυρήνα εξαρτάται από την αλληλεπίδρασή της µε το δίκτυο των 

µικροσωληνίσκων και της δυνεϊνης (Giannakakou et al, 2000), 

υποδηλώνοντας ότι η p53 εισέρχεται ενεργητικά στον πυρήνα µε τη βοήθεια 

του σήµατος πυρηνικού εντοπισµού που διαθέτει στην καρβοξυ-τερµατική της 

περιοχή. Η p53 περιέχει επίσης και σήµα εξόδου από τον πυρήνα, το οποίο 

εντοπίζεται, οµοίως, στην καρβοξυ-τερµατική περιοχή (Stommel et al, 1999), 
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και η έξοδος της p53 από τον πυρήνα εξαρτάται από την Mdm2. Όπως η p53, 

έτσι και η Mdm2 µετακινείται συνεχώς από και προς τον πυρήνα (Roth et al, 

1998) και η µετακίνηση αυτή, πιθανά, να είναι υπεύθυνη για την έξοδο της p53 

από τον πυρήνα. Πάντως, τελευταίες µελέτες υποστηρίζουν ότι η λειτουργία 

λιγάσης ουβικουιτίνης της Mdm2 είναι υπεύθυνη για την έξοδο της p53 από 

τον πυρήνα (Boyd et al, 2000; Geyer et al, 2000). Πιθανά, η ουβικουιτινίωση 

της p53 από την Mdm2 στον πυρήνα (Yu et al, 2000) αποκαλύπτει ή 

ενεργοποιεί το σήµα εξόδου από τον πυρήνα, επηρεάζοντας το επίπεδο 

ολιγοµερισµού της p53 (Stommel et al, 1999). 

 

Η σηµασία της φωσφορυλίωσης, της ακετυλίωσης, της γλυκοσυλίωσης 

και της σουµοϋλίωσης στην πρόσδεση της πρωτεΐνης p53 στο DNA. 

Επίσης, είναι δυνατή η ρύθµιση της πρόσδεσης της p53 στο DNA, 

ώστε να µπορέσει να δράσει ως µεταγραφικός παράγοντας. Έχουν αναφερθεί 

αρκετές µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις στο καρβοξυ-τερµατικό άκρο της 

p53, οι οποίες ενισχύουν την ειδική πρόσδεσή της στο DNA και τις 

µεταγραφικές της ιδιότητες. Τέτοιες τροποποιήσεις είναι η φωσφορυλίωση 

(Meek, 1999), η σουµοϋλίωση (Gostissa et al, 1999; Rodriguez et al, 1999) 

και η ακετυλίωση (Gu and Roeder, 1997). Η ακετυλίωση των λυσινών του 

καρβοξυ-τερµατικού άκρου πραγµατοποιείται από τις ακετυλοτρανφεράσες 

των ιστονών, όπως είναι η p300/CBP και η pCAF, οι οποίες προσδένονται 

στο αµινο-τερµατικό άκρο της p53 (Gu and Roeder, 1997; Liu et  al, 1999). Η 

φωσφορυλίωση της αµινο-τερµατικής περιοχής ενισχύει την πρόσδεση των 

ακετυλοτρανσφερασών, υποδεικνύοντας µια άµεση συνεργασία 

φωσφορυλίωσης/ακετυλίωσης στην ενίσχυση της δράσης της p53 (Sakaguchi 

et al, 1998). Αντίστροφα, η παρεµπόδιση της ακετυλίωσης της p53, είτε από 

την αναστολή των ακετυλοτρανσφερασών από την Mdm2 (Kobet et al, 2000) 

είτε από την άµεση πρόσδεση της p53 µε σύµπλοκο απακετυλασών (Luo et al, 

2000) µειώνει τη δράση της πρωτεΐνης αυτής.  

Ακόµη, έχει αναφερθεί ότι η γλυκοσυλίωση της p53 είναι ικανή να 

ενισχύσει την πρόσδεση στο DNA (Shaw et al, 1996).  

Τέλος, εκτός από τις παραπάνω τροποποιήσεις, σηµαντικό ρόλο 

παίζουν και οι πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις στη ρύθµιση των επιπέδων της 
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p53 στα κύτταρα και στην ενεργότητα της πρωτεΐνης αυτής (Prives and Hall, 

1999; Jayaraman and Prives, 1999; Hupp, 1999).  

   Οι περισσότεροι µηχανισµοί ρύθµισης της δράσης της p53 

συνοψίζονται στην αναπαράσταση της Εικόνας 16  

 

 
Εικόνα 16 : Σχηµατική αναπαράσταση µερικών µηχανισµών ρύθµισης των επιπέδων 
και της δραστικότητας της πρωτεΐνης p53 (Ryan et al, 2001)  
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Πειραµατικοί στόχοι 
 

Από τα εισαγωγικά στοιχεία συνειδητοποιούµε ότι  η πρωτεΐνη p21 

διαδραµατίζει πολύ σηµαντικό ρόλο στην οµαλή πορεία της ζωής του 

κυττάρου. Η πρωτεΐνη p21 είναι αυτή που κυρίως ρυθµίζει τον κυτταρικό 

κύκλο και κατά συνέπεια την ανάπτυξη και τον πολλαπλασιασµό των 

κυττάρων. Ταυτόχρονα, η ικανότητά της να αναστέλλει µε έναν ακόµη 

άγνωστο τρόπο το αποπτωτικό µονοπάτι που ενεργοποιείται από την 

πρωτεΐνη p53, προσφέρει τη δυνατότητα στο κύτταρο να επιδιορθώσει τις 

γενετικές του ανωµαλίες, αποτρέποντας µε τον τρόπο αυτό τον κυτταρικό 

θάνατο. Εποµένως, η διαλεύκανση των µηχανισµών µεταγραφικής ρύθµισης 

του γονιδίου p21 αποτελεί απαραίτητη προϋπόθεση για την καταπολέµηση 

νοσηµάτων που χαρακτηρίζονται από ανεξέλεγκτο κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό όπως ο καρκίνος.  

Στη συγκεκριµένη διδακτορική διατριβή επιδιώξαµε να αναδείξουµε 

σηµαντικούς µηχανισµούς µεταγραφικής ρύθµισης του γονιδίου αυτού. Για το 

σκοπό αυτό θέσαµε συγκεκριµένους πειραµατικούς στόχους, τους οποίους 

προσπαθήσαµε να επιτύχουµε, προκειµένου να συµβάλλουµε στην 

κατανόηση της ρύθµισης του γονιδίου του αναστολέα του κυτταρικού κύκλου 

p21 του ανθρώπου.  

Στόχος 1 : Αρχικά, θελήσαµε να προσδιορίσουµε τη σηµασία της 

κοντινής περιοχής του p21 υποκινητή στη µεταγραφική ενεργοποίησή του. 

Όπως είδαµε, η περιοχή αυτή αποτελεί στόχο αρκετών σηµατοδοτικών 

µονοπατιών που επηρεάζουν την έκφραση του γονιδίου p21. Είναι 

απαραίτητη, εποµένως, η περιοχή αυτή για την ενεργοποίηση του p21 

υποκινητή ή η ενεργοποίηση είναι δυνατό να επιτευχθεί και απουσία της 

συγκεκριµένης περιοχής; 

Στόχος 2 : Αφού προσδιορίσαµε τη σηµασία της κοντινής περιοχής 

στην ενεργοποίηση του p21 υποκινητή, προσπαθήσαµε να προσδιορίσουµε 

τους παράγοντες που έχουν τη δυνατότητα να προσδένονται στην περιοχή 

αυτή, καθώς και το ρόλο των παραγόντων αυτών τόσο στην βασική έκφραση 

του γονιδίου p21 όσο και στην επαγόµενη έκφρασή του από κυτταροκίνες 

όπως ο TGFβ. 
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Στόχος 3 : Εκτός από την κοντινή περιοχή, υπάρχει και η µακρινή 

περιοχή του p21 υποκινητή η οποία είναι σηµαντική για την ενεργοποίησή του. 

Προσπαθήσαµε να προσδιορίσουµε το ρόλο της περιοχής αυτής στη 

µεταγραφική ρύθµιση του υποκινητή αυτού, καθώς και της θέσης πρόσδεσης 

της πρωτεΐνης p53 που εντοπίζεται στην περιοχή αυτή. 

Στόχος 4 : Αφού µελετήσαµε τόσο τη συνεισφορά της κοντινής, όσο 

και της µακρινής περιοχής στην ενεργοποίηση του p21 υποκινητή, θελήσαµε 

να προσδιορίσουµε τη λειτουργική αλληλεπίδραση µεταξύ της Sp1, που 

προσδένεται στην κοντινή περιοχή, και της p53 που προσδένεται στη µακρινή 

περιοχή, στη µεταγραφική ρύθµιση του p21 υποκινητή.  

Στόχος 5 : Οι λειτουργικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των πρωτεϊνών 

p53 και Sp1 υποδεικνύουν φυσικές και άµεσες αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 

πρωτεϊνών αυτών. Προσπαθήσαµε να επιβεβαιώσουµε τις αλληλεπιδράσεις 

αυτές και να προσδιορίσουµε τις περιοχές της κάθε πρωτεΐνης που είναι 

υπεύθυνες για τις συγκεκριµένες αλληλεπιδράσεις.  

Στόχος 6 : Θελήσαµε να ελέγξουµε αν η συνεργασιακή ενεργοποίηση 

του p21 υποκινητή από τις πρωτεΐνες Sp1 και p53 µπορεί να επιτευχθεί και µε 

άλλα µέλη των δύο αυτών οικογενειών. 

Στόχος 7 : Αφού προσδιορίσαµε το ρόλο των Sp1/Sp3 στην 

ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από την p53, θελήσαµε να µελετήσουµε το 

ρόλο του παράγοντα Sp1 σε βιολογικές διεργασίες που εξαρτώνται από την 

πρωτεΐνη p53.            

Στόχος 8 : Τέλος, θελήσαµε να επιβεβαιώσουµε τη σηµασία του 

παράγοντα Sp1 στην ενεργοποίηση και άλλων εκτός του p21 γονιδίων των 

οποίων η απόκριση σε γενοτοξικούς παράγοντες εξαρτάται από την p53.  
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ΥΛΙΚΑ-ΜΕΘΟ∆ΟΙ
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Υλικά. 
Τα ένζυµα περιορισµού,  τα τροποποιητικά ένζυµα (T4 DNA ligase, T4 

polynucleotide kinase, Klenow fragment of DNA polymerase I, calf intestinal 

alkaline phosphatase) και οι DNA πολυµεράσες προέρχονται από τις 

Minotech, New England Biolabs και GIBCO/BRL. Τα [C-32P]ATP and [R-

32P]dCTP προέρχονται από την Amersham ή τη New England Nuclear. Το 

GeneEditor in vitro Site-Directed Mutagenesis System, καθώς και το  

υπόστρωµα της λουσιφεράσης από την Promega, το poly(dI/dC)  και τα 

dNTPs από τη Pharmacia, όλα τα ολιγονουκλεοτίδια από το Εργαστήριο  

Μικροχηµείας του Ινστιτούτου Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας. Το Dc 

Protein Assay kit προέρχεται από τη BioRad Laboratories. Τα διαλύµατα των 

κυτταροκαλλιεργειών, η geneticin,  η DNase I  και τοSuperscript Reverse 

Transcription kit προέρχονται από την Invitrogen/Life Technologies. Τα O-

nitrophenyl-galactopyranoside (ONPG), phenylmethyl-sulfonyl fluoride 

(PMSF), mithramycin, 5-Fluorouracil, Protein G Sepharose και το anti-myc 

(9E10) µονοκλωνικό αντίσωµα προέρχονται από τη Sigma-Aldrich. Τα 

µονοκλωνικά αντισώµατα anti-p53 (DO-1) και anti-p63, καθώς και τα 

πολυκλωνικά anti-Sp1 (PEP-2), anti-Sp2 (K-20) και anti-Sp3 (D-20) 

προέρχονται από τη Santa Cruz Biotechnology, το µονοκλωνικό αντίσωµα 

anti-Cip1 από την Transduction Laboratories, το µονοκλωνικό αντίσωµα anti-

β-tubulin ήταν µια ευγενική προσφορά του κου Στουρνάρα, το πολυκλωνικό 

αντίσωµα anti-PUMA ήταν µια ευγενική προσφορά του Dr. J. Yu. Το phospho-

p53 antibody sampler kit προέρχεται από τη Cell Signaling Technology και 

τέλος όλα τα υπόλοιπα χηµικά αντιδραστήρια από το εµπόριο µε το 

µεγαλύτερο διαθέσιµο δείκτη ποιότητας. 
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Κυτταροκαλλιέργειες και επεξεργασία αυτών.  

Για την πραγµατοποίηση αυτής της εργασίας χρησιµοποιήθηκαν 5 

διαφορετικές κυτταρικές σειρές. Αυτές είναι ανθρώπινα ηπατικά κύτταρα 

HepG2, κύτταρα από νεφρό πιθήκου COS-7, κύτταρα καρκινώµατος 

τραχήλου HeLa, κερατινοκύτταρα δέρµατος ανθρώπου HaCaT, καθώς και 

κύτταρα εµβρύων Drosophila SL2 (Schneider’s). Τα HepG2, COS-7, HaCaT 

και HeLa µεγάλωσαν σε DMEM εµπλουτισµένο µε 10% ορό εµβρύου µόσχου 

και πενικιλίνη/στρεπτοµυκίνη, ενώ τα  SL2 (Schneider’s) µεγάλωσαν σε 

θρεπτικό µέσο ειδικό για κύτταρα Schneider’s εµπλουτισµένο µε 10% ορό 

εµβρύου µόσχου και πενικιλίνη/στρεπτοµυκίνη.  

 

Πλασµιδιακές κατασκευές. 
 Για την πραγµατοποίηση της σειράς των πειραµάτων αυτών 

χρησιµοποιήθηκε κατά κύριο λόγο το πλασµίδιο –2300WAF-luc το οποίο 

περιέχει ολόκληρο τον υποκινητή του p21 –2300/+8 κλωνοποιηµένο στο 

φορέα pGL3 basic. Αρχικά στο εργαστήριο υπήρχε το πλασµίδιο –

2300/+8WAF-CAT. Από αυτό αφαιρέθηκε το Hind III κοµµάτι το οποίο στη 

συνέχεια κλωνοποιήθηκε στο φορέα pGL3 basic στη θέση Hind III.  

Εκτός από το παραπάνω πλασµίδιο στη συγκεκριµένη σειρά 

πειραµάτων χρησιµοποιήθηκαν, εκτεταµένα, και τα πλασµίδια –215WAF-luc 

και –143WAF-luc. Το –215WAF-luc προήλθε από την κλωνοποίηση του 

τµήµατος Pst I– Xho I του υποκινητή –2300WAF σε pGL3 basic στις 

αντίστοιχες θέσεις. To –143WAF-luc προήλθε από την κλωνοποίηση του 

τµήµατος Kpn I – Xho I του υποκινητή –2300WAF σε pGL3 basic στις 

αντίστοιχες θέσεις (εικόνα 17). 

Επίσης, χρησιµοποιήθηκαν τα πλασµίδια -115WAF-luc, -105WAF-luc 

και -78WAF-luc. Το -115WAF-luc προήλθε από αφαίρεση του τµήµατος Xho Ι-

Xho Ι από το φορέα p21 (-2325/+8)Mut1-luc. Το πλασµίδιο -105WAF-luc 

προήλθε από αφαίρεση του τµήµατος Kpn I-Kpn I από το φορέα p21 (-

2325/+8)Mut2-luc. Το πλασµίδιο -78WAF-luc προήλθε από κλωνοποίηση του 

τµήµατος Sal I-Hind III από το φορέα p21 (-2325/+8)Mut3-luc, στο φορέα 

pGL3 basic στις θέσεις XhoI-HindIII (εικόνα 17).  
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Το πλασµίδιο -215Mut3-luc προήλθε από την αφαίρεση του τµήµατος 

Pst I-Xho I από το φορέα p21(-2325/+8)Mut3-luc (εικόνα 18).  

Το πλασµίδιο -215Mut1-luc προήλθε από την αφαίρεση του τµήµατος 

Pst I-Kpn I από το φορέα p21(-2325/+8)Mut1-luc (εικόνα 18).  

Το πλασµίδιο p53(-215/+8)-luc προήλθε από την κλωνοποίηση του 

τµήµατος Sac I-Sac I του φορέα (-2325/+8)p21-luc στη θέση Sac I του φορέα 

-215Mut3-luc (εικόνα 18).  

Το πλασµίδιο (-2325/+8 ∆ -122/-60)p21-luc προήλθε από την αφαίρεση 

του τµήµατος Sma I-Sma I του φορέα (-2325/+8)p21-luc (εικόνα 18). 

Το πλασµίδιο (-1890/+8)p21-CAT προήλθε από αφαίρεση του 

τµήµατος Sac I-Sac I από το φορέα (-2325/+8)p21-CAT. 

Τα πλασµίδια (-2325/-1890)p21-tk και (-1890/-2325)p21-tk προήλθαν, 

αρχικά, από την κλωνοποίηση του τµήµατος Hind III-Ssp I στο φορέα pBS στη 

θέση EcoRV  και στους δύο προσανατολισµούς και στη συνέχεια µε την 

κλωνοποίηση του τµήµατος  Xba I-Kpn I στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα tk-

85 CAT. 

Τα πλασµίδια (-2260/-1890)p21-tk και (-2325/-2260)p21-tk προήλθαν, 

αρχικά, από την κλωνοποίηση του τµήµατος EcoRI-Sac I των παραπάνω 

πλασµιδίων στη θέση EcoRV και στη συνέχεια µε την κλωνοποίηση του 

τµήµατος XbaI-KpnI στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα tk-85 CAT.  

Οι φορείς έκφρασης των p73α και p73β ήταν µια ευγενική προσφορά 

του Dr Kaelin. 

Οι φορείς που εκφράζουν χιµαιρικές πρωτεΐνες GST και p53 αγρίου 

τύπου, καθώς και GST και µεταλλαγµένες p53 ήταν µια ευγενική προσφορά 

του ∆ρ Χαλαζονίτη. Οι φορείς έκφρασης της αγρίου τύπου p53, καθώς και 

των µεταλλαγµένων p53, προήλθαν µε κλωνοποίηση του τµήµατος EcoR I-

Hind III από τα παραπάνω πλασµίδια στη θέση EcoR I - Hind III του φορέα 

pRK5 (εικόνα 19). 

Οι φορείς που εκφράζουν τις χιµαιρικές πρωτεΐνες GST και του Sp1 

αγρίου τύπου, καθώς και GST και κάθε υποπεριοχής του παράγοντα Sp1 

ήταν µια ευγενική προσφορά της Βασιλάκης Ελευθερίας. 

Ο φορέας έκφρασης της p21 ήταν µια ευγενική προσφορά της 

Θυµιακού Έφης. 
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Ο φορέας έκφρασης  pPac-Sp1 ήταν µια ευγενική προσφορά του Dr 

John Noti, ενώ ο φορέας έκφρασης hsp-lacZ, που χρησιµοποιήθηκε για την 

οµαλοποίηση των παροδικών επιµολύνσεων ήταν µια ευγενική προσφορά του 

Dr. C. Delidakis. 

Οι φορείς έκφρασης των µεταλλαγµένων Sp1 ήταν µια ευγενική 

προσφορά   

Το πλασµίδιο (-336/+157)PUMA-luc ήταν µια ευγενική προσφορά του 

Dr Vogelstein. Το πλασµίδιο (-336/+157 ∆-126/-25)PUMA-luc προήλθε από 

αφαίρεση του τµήµατος Sac I - Sma I από το φορέα (-336/+157)PUMA-luc. 
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Εικόνα 17 : Σχηµατική αναπαράσταση πλασµιδίων που φέρουν τον αγρίου τύπου ή ελλειµµατικούς p21 υποκινητές που ελέγχουν την έκφραση 
του γονιδίου της λουσιφεράσης. Με κόκκινο βέλος φαίνεται το γονίδιο της λουσιφεράσης και µε πράσινο βέλος το γονίδιο ανθεκτικότητας απέναντι στην 
Amp. Στο πάνω τµήµα του κάθε φορέα φαίνεται ο p21 υποκινητής. Με κόκκινα οβάλς σηµειώνονται οι θέσεις πρόσδεσης της p53 και µε µπλε οβάλς οι θέσεις 
πρόσδεσης της Sp1. 
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Εικόνα 18 : Σχηµατική αναπαράσταση πλασµιδίων που φέρουν ελλειµµατικούς ή µεταλλαγµένους p21 υποκινητές που ελέγχουν την έκφραση του 
γονιδίου της λουσιφεράσης. Με κόκκινο βέλος φαίνεται το γονίδιο της λουσιφεράσης και µε πράσινο βέλος το γονίδιο ανθεκτικότητας απέναντι στην Amp. 
Στο πάνω τµήµα του κάθε φορέα φαίνεται ο p21 υποκινητής. Με κόκκινα οβάλς σηµειώνονται οι θέσεις πρόσδεσης της p53 και µε µπλε οβάλς οι θέσεις 
πρόσδεσης της Sp1. Με κόκκινο Χ συµβολίζεται η µετάλλαξη της αντίστοιχης θέσης πρόσδεσης της Sp1.
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Εικόνα 19 : Σχηµατική αναπαράσταση φορέων έκφρασης της αγρίου τύπου ή ελλειµµατικών µορφών της p53. Με µαύρο βέλος φαίνεται ο 
υποκινητής SP6, που ελέγχει την έκφραση των p53 µορφών, µε κόκκινο βέλος ο CMV υποκινητής/ενισχυτής και µε πράσινο βέλος το γονίδιο ανθεκτικότητας 
απέναντι στην Amp. Στο πάνω τµήµα του κάθε φορέα φαίνεται η p53 πρωτεΐνη που εκφράζει ο κάθε φορέας.
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Αποµόνωση τµήµατος DNA. 
 Μετά την πέψη, τρέχουµε της αντίδραση της πέψης σε 

παρασκευαστική πηκτή 0,4-0,6% αγαρόζης για περίπου 2 ώρες στα 50V. Στη 

συνέχεια αφαιρούµε το τµήµα της πηκτής που περιέχει το κοµµάτι που µας 

ενδιαφέρει και µε τη βοήθεια λεπίδας το κόβουµε σε όσο το δυνατό µικρότερα 

κοµµάτια. Κατόπιν τα κοµµάτια αυτά τα τοποθετούµε σε κολώνες που 

προετοιµάζουµε ως εξής : στον κέντρο του πάτου µικροσωλήνα 0,5ml 

κάνουµε µια τρύπα µε τη βοήθεια βελόνας. Τοποθετούµε στο εσωτερικό του 

σωλήνα ψαρόµαλλο και προσθέτουµε 150µl σφαιρίδια G-10. Τοποθετούµε το 

σωλήνα αυτό σε άλλο των 2ml και φυγοκεντρούµε στις 12000 στροφές για 2 

λεπτά. Μεταφέρουµε το σωλήνα του 0,5ml σε καθαρό των 2ml και 

προσθέτουµε την πηκτή. Φυγοκεντρούµε στις 12000 στροφές για 10 λεπτά. 

Μεταφέρουµε το διάλυµα του DNA σε καθαρό µικροσωλήνα των 1,5ml και 

προσθέτουµε 1/10 όγκου 3M οξικού νατρίου και 0,7 του όγκου παγωµένη 

ισοπροπανόλη. Φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 12000 στροφές. Ξέπλυµα 2 

φορές µε 70% αιθανόλη. Στέγνωµα του DNA και τελικά επαναδιάλυσή του σε 

ΤΕ. 

 

 

Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από καλλιέργειες 
µικρής κλίµακας.  

• Μεταφορά 1,5ml καλλιέργειας σε σωλήνα 1,5ml 

• Φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές για 1 λεπτό 

• Αφαίρεση υπερκειµένου στον απαγωγό 

• Επαναδιάλυση πελέττας σε 600λ διαλύµατος λύσης µε έντονη 

ανάδευση 

• Προσθήκη 20µl λυσοζύµης (10mg/ml). Ανάδευση  

• Αφήνουµε την αντίδραση για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου 

• Βράζουµε την αντίδραση για 1,5 λεπτό 

• Επώαση σε πάγο για περίπου 10 λεπτά 

• Φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές για 15 λεπτά 

• Αφαίρεση πελέττας µε οδοντογλυφίδα 

• Προσθήκη 600 παγωµένης ισοπροπανόλης. Ανάδευση 
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• Επώαση στους –20oC το λιγότερο για 30 λεπτά 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Προσθήκη 1ml 70% αιθανόλης 

• Φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές για 5 λεπτά 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Στέγνωµα της πελέττας 

• Επαναδιάλυση σε 20µl Η2Ο 

      
 

Αποµόνωση DNA από καλλιέργειες µεγάλης κλίµακας.  
Η αποµόνωση DNA από καλλιέργειες µεγάλης κλίµακας έγινε µε τη 

χρήση κολώνων QIAGEN και σύµφωνα µε το εγχειρίδιο της εταιρείας. 

 

 

Αποφωσφορυλίωση DNA. 
Η αντίδραση που προετοιµάζουµε είναι η εξής :  

20µl πλασµίδιο κοµµένο µε περιοριστικά ένζυµα (0,5-1 µg/µl) 

3µl 10x CIAP buffer 

3µl ένζυµο CIAP 

2µl Η2Ο 

Στη συνέχεια ακολουθούµε την παρακάτω διαδικασία 

 

• Επώαση της αντίδρασης στους 37oC για 30 λεπτά 

• Προσθήκη 2µl ενζύµου CIAP 

• Επώαση της αντίδρασης στους 37oC για 30 λεπτά 

• Προσθήκη 70µl Η20 

• Προσθήκη 50µl φαινόλης και 50µl χλωροφορµίου. Ανάδευση 

• Φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές για 5 λεπτά 

• Μεταφορά υδατικής φάσης σε καθαρό σωλήνα 1,5ml 

• Προσθήκη ίσου όγκου χλωροφόρµιο. Ανάδευση και φυγοκέντρηση 

όπως προηγουµένως (προαιρετικό). 

• Προσθήκη 1/10 του όγκου 3Μ οξικού νατρίου και 2,5 όγκων 100% 

αιθανόλης 
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• Τοποθέτηση για 5 λεπτά στους –80oC 

• Φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές για 10 λεπτά 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Ξέπλυµα 2 φορές µε 70% αιθανόλη 

• Αφαίρεση υπερκειµένου και στέγνωµα της πελέττας 

• Επαναδιάλυση σε Η2Ο 

 

 

Συγκόλληση τµηµάτων DNA.  
1µl φορέας (1µg/µl) 

xµl ένθεµα 

1µl ligation buffer 

1µl T4 DNA ligase 

Η2Ο µέχρι τα 10µl 

 

Η ποσότητα του ενθέµατος υπολογίζεται από τον εξής τύπο : 

(500 x ζεύγη βάσεων ενθέµατος/ζεύγη βάσεων φορέα) (ng) 

 

 

Επώαση της αντίδρασης στους 16oC όλη νύχτα  

 

 

Μετασχηµατισµός βακτηρίων µε τη µέθοδο του θερµικού 
“σοκ”. 

• Τοποθετούµε 100µl βακτηρίων σε σωλήνα των 15ml 

• Προσθήκη 0,5µg καθαρού πλασµιδίου ή 10µl αντίδραση 

συγκόλλησης 

• Τοποθέτηση στον πάγο για 30 λεπτά 

• Θέρµανση στους 42oC για 45 δευτερόλεπτα 

• Τοποθέτηση για 2 λεπτά σε πάγο 

• Προσθήκη 900µl LB 

• Επώαση για 1 ώρα στους 37oC στις 225 στροφές 

• Άπλωµα σε πιάτο LB+Amp και επώαση στους 37oC όλη νύχτα 
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Μεταλλαξιγένεση Sp1 θέσεων.  
Οι µεταλλάξεις των Sp1 θέσεων του υποκινητή του p21 

πραγµατοποιήθηκαν µε τη βοήθεια του GeneEditor in vitro Site-Directed 

Mutagenesis System της Promega. Η διαδικασία αυτή στηρίζεται στην ύπαρξη 

ενός ολιγονουκλεοτιδίου που περιέχει την επιθυµητή µετάλλαξη στο κέντρο 

της ακολουθίας και άκρα τµήµατα της νουκλεοτιδικής ακολουθίας άγριου 

τύπου.  Τα στάδια που ακολουθήθηκαν είναι σύµφωνα µε το εγχειρίδιο της 

εταιρείας και είναι τα εξής: 

Φωσφορυλίωση του ολιγονουκλεοτιδίου. Αυτή έγινε σύµφωνα µε το 

εγχειρίδιο της εταιρείας και έχει ως εξής: 

 

Ολιγονουκλεοτίδιο                               100pmol 

kinase 10x buffer                                 2,5 µl 

T4 polynucleotide kinase                      5u 

ATP, 10mM                                           2,5 µl 

H20                                                       µέχρι 25 µl   

 

Επώαση στους 37οC για 30 λεπτά.  

Επώαση στους 70οC για απενεργοποίηση των κινασών. 

 

Αλκαλική αποδιάταξη του προς µετάλλαξη DNA.  
 

• Ετοιµασία της αντίδρασης αποδιάταξης  

 

dsDNA template                              0,5pmol (2µg) 

2M NaOH, 2mM EDTA                    2 µl 

αποστειρωµένο νερό                       µέχρι 20 µl 

 

• Επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 5 λεπτά. 

• Προσθήκη 2µl 2Μ οξικού αµµωνίου (pH 4,6) και 75µl 100% 

αιθανόλης. 

• Επώαση στους –70oC για 30 λεπτά. 
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• Φυγόκεντρης σε µέγιστη ταχύτητα περιστροφής για 15 λεπτά στους 

4oC. 

• Αφαίρεση υπερκειµένου και πλύσιµο της πελέττας µε 200µl 70% 

αιθανόλης. Φυγοκέντρηση όπως στο προηγούµενο στάδιο. 

• Στέγνωµα της πελέττας. 

• Επαναδιάλυση της πελέττας σε  100µl ΤΕ (pH 8). Ανάλυση 10µl του 

αποδιαταγµένου DNA σε πηκτή αγαρόζης για έλεγχο της 

ποσότητας DNA µετά το τέλος της αποδιάταξης πριν τη µετάβαση 

στο επόµενο στάδιο 

 

Αντίδραση υβριδισµού. Η αντίδραση αυτή περιγράφεται ως εξής:  

 

Template DNA                                                               10µl (0,005 pmol)             

Ολιγονουκλ. Επιλογής(2,9 ng/µl), φωσφορυλιωµένο     1 µl (0,25pmol) 

Ολιγονουκλ. Μετάλλαξης, φωσφορυλιωµένο                 1,25 pmol 

Annealing 10x buffer                                                       2µl 

Αποστειρωµένο νερό                                                      µέχρι 20µl 

 

Επώαση της αντίδρασης στους 75oC για 5 λεπτά και στη συνέχεια 

σταδιακό πάγωµα (περίπου 1,5oC ανά λεπτό) µέχρι τους 37oC. 

 

 

Σύνθεση µεταλλαγµένης αλυσίδας και σύνδεση των άκρων.  
Εφόσον η αντίδραση υβριδοποίησης κρύωσε µέχρι τους 37oC , προσθέτουµε 

τα ακόλουθα: 

Αποστειρωµένο νερό             5µl 

Synthesis 10x buffer              3µl 

T4 DNA polymerase              1µl (5-10u) 

T4 DNA ligase                       1µl (1-3u) 

Τελ.όγκος                               30µl 

 

Επώαση της αντίδρασης στους 37oC για 90 λεπτά  
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Μετασχηµατισµός BMH 71-18 κυττάρων.  
Αυτή η βακτηριακή σειρά δε διαθέτει µηχανισµούς επιδιόρθωσης του 

DNA µε αποτέλεσµα να αποτρέπει την επιδιόρθωση της νεοσυντιθέµενης 

µεταλλαγµένης αλυσίδας. Ταυτόχρονα, όµως η σειρά αυτή είναι ασταθής, γι’ 

αυτό πρέπει το µεταλλαγµένο πλασµίδιο στη συνέχεια να µεταφερθεί σε άλλη 

βακτηριακή σειρά. Η µέθοδος του µετασχηµατισµού  γίνεται µε τη γνωστή 

µέθοδο του “θερµικού σοκ” προσθέτοντας 1,5 µl από την αντίδραση 

µεταλλαξιγένεσης σε 100 µl κυττάρων ΒΜΗ 71-18. Στο τέλος της διαδικασίας 

ετοιµάζουµε καλλιέργειες προσθέτοντας 4ml LB που περιέχει 100 µl από το 

GeneEditor Antibiotic Selection Mix. Αναδεύουµε τις καλλιέργειες αυτές στους 

37oC σε 225 στροφές για 16-18 ώρες. 

 

Αποµόνωση DNA από καλλιέργειες µικρής κλίµακας. Η 

αποµόνωση του DNA έγινε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της Promega το 

οποίο είναι το εξής : 

• Τοποθέτηση 1,5 ml της καλλιέργειας σε µικροσωλήνα 

φυγοκέντρησης και φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές για 1 λεπτό. 

• Αφαίρεση υπερκειµένου. 

• Επαναδιάλυση πελέττας σε 100µl παγωµένου αντιδραστηρίου 

επαναδιάλυσης 

• Επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 5 λεπτά. 

• Προσθήκη 200µl φρέσκου διαλύµατος 0,2Μ ΝαΟΗ, 1% SDS για 

λύση κυττάρων. Ήπια ανακίνηση. Επώαση σε πάγο για 5 λεπτά. 

• Προσθήκη 150µl παγωµένου 3Μ οξικού καλίου (pH 4,8), για 

εξουδετέρωση της λύσης. Ήπια ανακίνηση. Επώαση σε πάγο για 5 

λεπτά. 

• Φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές για 5 λεπτά. 

• Μεταφορά του υπερκειµένου σε καθαρό µικροσωλήνα. 

• Προσθήκη 1 όγκου διαλύµατος φαινόλη:χλωροφόρµιο:ισοαµυλική 

αλκοόλη (25:24:1). Ανάδευση για 1 λεπτό και φυγοκέντρηση στις 

12000 στροφές για 5 λεπτά. 
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• Μεταφορά υδατικής φάσης σε καθαρό µικροσωλήνα και προσθήκη 

1 όγκου διαλύµατος χλωροφόρµιο:ισοαµυλική αλκοόλη (24:1). 

Ανάδευση για 1 λεπτό και φυγοκέντρηση όπως προηγούµενα. 

• Μεταφορά υδατικής φάσης σε καθαρό µικροσωλήνα και προσθήκη 

2,5 όγκων 100% αιθανόλης. Ανάδευση και επώαση στους –80oC 

για 5 λεπτά 

• Φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές για 5 λεπτά. Αφαίρεση 

υπερκειµένου και ξέπλυµα της πελέττας µε 70% αιθανόλη. 

• Στέγνωµα της πελέττας και επαναδιάλυση αυτής σε 50µl 

αποστειρωµένου νερού. 

• Εξέταση του DNA σε πηκτή αγαρόζης για εκτίµηση της ποσότητας.  
 

 

Μετασχηµατισµός DH-10b κυττάρων.  
Πριν την έναρξη της διαδικασίας προετοιµάζουµε πιάτα LB που 

περιέχουν 150λ GeneEditor Antibiotic Selection Mix και 2,5mg αµπικιλλίνης. Η 

διαδικασία έγινε µε τη µέθοδο του “θερµικού σοκ” προσθέτοντας 100ng από 

το αποµονωµένο DNA σε 100µl κυττάρων DH-10b. 

 
 

Σύνθεση διαλυµάτων 
 

2 Μ οξικό αµµώνιο (pH 4,6) 
15,4 g οξικού αµµωνίου σε 50 ml 

αποστειρωµένου νερού, 

σταθεροποίηση του pH στο 4,6 µε 

υγρό οξικό οξύ και προσθήκη 

αποστειρωµένου νερού µέχρι τα 

100ml. 

 
 
 
 
 

 
Annealing 10x buffer 
 

200mM Tris-HCl (pH 7,5) 

100mM MgCl2 

500mM NaCl 

 

 

Kinase 10x buffer 
 

700mM Tris-HCl (pH 7,6) 

100mM MgCl2 

50mM DTT 
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∆ιάλυµα επαναδιάλυσης 
καλλιεργειών 
25mM Tris-HCl (pH 8) 

10mM EDTA 

50mM γλυκόζη 

 

0,2M NaOH 1% SDS 
200µl 10Μ ΝαΟΗ 

   1ml 10% SDS 

8,8ml νερό 

 

2M NaOH 2mM EDTA 
2ml 10M NaOH 

40µl 500mM EDTA 

7,96ml νερό 

 

3Μ οξικό κάλιο (pH 4,8) 
Προσθήκη 29,44g οξικό κάλιο σε 

30ml νερό, σταθεροποίηση του pH 

στο 4,8 µε υγρό οξικό οξύ και 

προσθήκη νερού µέχρι τα 100ml. 

 

 

Synthesis 10x buffer 
 

100mM Tris-HCl (pH 7,5) 

5mM dNTPs 

10mM ATP 

20mM DTT 

 
 
Ολιγονουκλεοτίδια.  
Τα ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήσαµε για την πραγµατοποίηση 

των σηµειακών µεταλλάξεων στον p21 υποκινητή φαίνονται στον πίνακα 4. 

Τα ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήσαµε στις αναλύσεις 

ηλεκτροφορητικής κινητικότητας συµπλόκου φαίνονται στον πίνακα 5. 

Για να γίνουν δίκλωνα τα ολιγονουκλεοτίδια αυτά προσθέσαµε 10µg 

από το κάθε συµπληρωµατικό ολιγονουκλεοτίδιο, 2µl 10x kinase buffer και 

νερό µέχρι τα 20µl. Στα συνέχεια βράσαµε την αντίδραση για 2 λεπτά, την 

αφήσαµε σταδιακά να κρυώσει περίπου µέχρι τους 20oC και την αραιώσαµε 

10 φορές. Τα προκύπτοντα δίκλωνα µόρια σηµάνθηκαν µε 32P µε τη βοήθεια 

πολυµεράσης Klenow. 
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Πίνακας 4 : ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν στη σηµειακή µεταλλαξιγένεση του p21 υποκινητή 
όνοµα ολιγονουκλεοτιδίου ακολουθία σκοπός 

Sp1-1 5΄-GCC TGG GCC CCG GGG CTC GAG GTC CCG GGC GGC GC-3΄ 

εκκινητής για µεταλλαξιγένεση της περιοχής -
119/-114 του p21 υποκινητή (θέση 2). Οι 

σηµειακές µεταλλάξεις φαίνονται µε κόκκινο 
χρώµα. Η θέση περιορισµού Xho I είναι 

υπογραµµισµένη 

Sp1-2 5΄-GAG GGC GGT CCC GGG TAC CGC GGT GGG CCG AGC-3΄ 

εκκινητής για µεταλλαξιγένεση της περιοχής -
109/-104 του p21 υποκινητή (θέση 1). Οι 

σηµειακές µεταλλάξεις φαίνονται µε κόκκινο 
χρώµα. Η θέση περιορισµού Kpn I είναι 

υπογραµµισµένη 

Sp1-3 5΄-GGC CGA GCG CGG GTC GAC CCT CCT TGA GGC GGG-3΄ 

εκκινητής για µεταλλαξιγένεση της περιοχής -
82/-77 του p21 υποκινητή (θέση 3). Οι 

σηµειακές µεταλλάξεις φαίνονται µε κόκκινο 
χρώµα. Η θέση περιορισµού Sal I είναι 

υπογραµµισµένη 

Sp1-4 5΄-CCC GCC TCC TTG AGG AAT TCC CGG GCG GGG CGG T-3΄ 

εκκινητής για µεταλλαξιγένεση της περιοχής -
69/-64 του p21 υποκινητή (θέση 4). Οι 

σηµειακές µεταλλάξεις φαίνονται µε κόκκινο 
χρώµα. Η θέση περιορισµού EcoR I είναι 

υπογραµµισµένη 

Sp1-5/6 5΄-TTG AGG CGG GCC CGG TCT AGA CGG TTG TAT ATC AGG-3΄ 

εκκινητής για µεταλλαξιγένεση της περιοχής -
59/-50 του p21 υποκινητή (θέση 5). Οι 

σηµειακές µεταλλάξεις φαίνονται µε κόκκινο 
χρώµα. Η θέση περιορισµού Xba I είναι 

υπογραµµισµένη 
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Πίνακας 5 : ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν ως ανιχνευτές σε ανάλυση ηλεκτροφορητικής κινητικότητας συµπλόκου 
όνοµα ολιγονουκλεοτιδίου ακολουθία θέση 

p21 (-124/-109) sense 5΄-TTT GGG GAG GGC GGT CCC G-3΄ Αντιστοιχεί στην περιοχή -124/-109 του p21 υποκινητή 

p21 (-124/-109)mut1 sense 5΄-TTT GGG GCT CGA GGT CCC G-3΄ Αντιστοιχεί στην περιοχή -124/-109 του p21 υποκινητή µε µεταλλαγµένη τη 
θέση 1. Οι µεταλλάξεις φαίνονται µε κόκκινο 

p21 (-115/-95) sense 5΄-TTT GGT CCC GGG CGG CGC GGT GGG-3΄ Αντιστοιχεί στην περιοχή -115/-95 του p21 υποκινητή 

p21 (-115/-95)mut2 sense 5΄-TTT-GGTCCCGGGTACCGCGGTGGG-3΄ Αντιστοιχεί στην περιοχή -115/-95 του p21 υποκινητή µε µεταλλαγµένη τη 
θέση 2. Οι µεταλλάξεις φαίνονται µε κόκκινο 

p21 (-123/-97) sense 5’-GGG AGG GCG GTC CCG GGC GGC GCG GTG-3’ Αντιστοιχεί στην περιοχή -123/-97 του p21 υποκινητή 

p21 (-123/-97)mut2 sense 5’-GGG AGG GCG GTC CCG GGT ACC GCG GTG-3’ Αντιστοιχεί στην περιοχή -123/-97 του p21 υποκινητή µε µεταλλαγµένη τη 
θέση 2. Οι µεταλλάξεις φαίνονται µε κόκκινο 

p21 (-123/-97)mut1 sense 5’-GGG CTC GAG GTC CCG GGC GGC GCG GTG-3’ Αντιστοιχεί στην περιοχή -123/-97 του p21 υποκινητή µε µεταλλαγµένη τη 
θέση 1. µεταλλάξεις φαίνονται µε κόκκινο 

p21 (-86/-70) sense 5΄-GGG GGA CCC GCC TCC TTG A-3΄ Αντιστοιχεί στην περιοχή -86/-70 του p21 υποκινητή 

p21 (-86/-70)mut3 sense 5΄-GGG GGT CGA CCC TCC TTG A-3΄ Αντιστοιχεί στην περιοχή -86/-70 του p21 υποκινητή µε µεταλλαγµένη τη 
θέση 3. µεταλλάξεις φαίνονται µε κόκκινο 

p21 (-76/-58) sense 5΄-TTT TCC TTG AGG CGG GCC CGG G-3΄ Αντιστοιχεί στην περιοχή -76/-58 του p21 υποκινητή 

p21 (-76/-58)mut4 sense 5΄-TTT TCC TTG AGG AAT TCC CCG G-3΄ Αντιστοιχεί στην περιοχή -76/-58 του p21 υποκινητή µε µεταλλαγµένη τη 
θέση 4. Οι µεταλλάξεις φαίνονται µε κόκκινο 

p21 (-63/-45) sense 5΄-TTT CCC GGG CGG GGC GGT TGT A-3´ Αντιστοιχεί στην περιοχή -63/-45 του p21 υποκινητή 

p21 (-63/-45)mut5/6 sense 5΄-TTT CCC GGT CTA GAC GGT TGT A-3’  Αντιστοιχεί στην περιοχή -63/-45 του p21 υποκινητή µε  µεταλλαγµένες τις 
θέσεις 5/6. Οι µεταλλάξεις φαίνονται µε κόκκινο 

 82



Ηλεκτροφορητική κινητικότητα συµπλόκου σε πηκτή 
πολυακρυλαµίδης. 

 Οι αντιδράσεις αυτές έγιναν µε πυρηνικό εκχύλισµα από κύτταρα 

Schneider’s που προηγουµένως είχαν επιµολυνθεί µε το πλασµίδιο pPacSp1 

και µε πυρηνικά εκχυλίσµατα από ήπαρ αρουραίου. 

• Προσθήκη 2,5µl Η2Ο 

• Προσθήκη 2µl 10x binding buffer 

• Προσθήκη 0,5µl dI/dC 3µg/µl 

• Προσθήκη εκχυλίσµατος 

• Συµπλήρωση µέχρι τα 13µl µε D-buffer 

• 15 λεπτά στον πάγο 

• Προσθήκη ανταγωνιστών ή αντισωµάτων 

• 15 λεπτά στον πάγο 

• Προσθήκη ραδιοσηµασµένου ανιχνευτή 

• 30 λεπτά στον πάγο 

• Φόρτωµα της αντίδρασης σε µη αποδιατακτική πηκτή 5-6% 

πολυακρυλαµίδης 

• 3-4 ώρες στα 150V 

• Στέγνωµα της πηκτής 

• Έκθεση σε φιλµ στους –80oC για όλη τη νύχτα 

 

 
Σύνθεση διαλυµάτων. 
 
10x Binding Buffer 
 
100mM Hepes pH 7,9 
0,5 M KCl 
20mM MgCl2 
40mM spermidine 
1mg/ml BSA 
0,2mM Zn acetate 
0,5% NP4O 
dH2O 
 
 
 
 

 
 
D-buffer 
 
20mM Hepes pH 7,9 
10% glycerol 
40mM KCl 
0,5mM DTT 
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Ετοιµασία κυττάρων για επιµόλυνση.  
Η διαδικασία αυτή είναι κοινή για τα HepG2, HeLa και COS-7, ενώ 

διαφέρει στα SL2. 

 

Α) HepG2, Hela, COS-7, HaCaT 

• Αφαίρεση θρεπτικού από τη φλάσκα 

• Πλύσιµο µε 2ml τρυψίνη 

• Αφαίρεση τρυψίνης 

• Προσθήκη 2ml τρυψίνη και επώαση στους 37oC για 5 λεπτά 

• Προσθήκη 2ml θρεπτικού 10% και µεταφορά σε σωλήνα των 15ml 

• Σπάσιµο συσσωµατωµάτων  

• Αραίωση µέχρι τα 12ml µε θρεπτικό 10% 

• Μέτρηση κυττάρων 

• Αραίωση κυττάρων σε 106 κύτταρα/ml µε θρεπτικό 10% 

• Προσθήκη 5x105 κύτταρα/πηγάδι για HepG2 και HeLa και 2,5x105 

κύτταρα/πηγάδι για COS-7 και HaCaT. 

• Προσθήκη 2,5ml κυττάρων σε φλάσκα 

 

 

Β) SL2 

• Μεταφορά κυττάρων από φλάσκα σε σωλήνες των 15ml 

• Φυγοκέντρηση στις 2000 στροφές για 5 λεπτά 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Προσθήκη 2ml θρεπτικού 10% σε κάθε σωλήνα και σπάσιµο 

συσσωµατωµάτων 

• Αραίωση µέχρι τα 10ml µε θρεπτικό 10% 

• Μέτρηση κυττάρων 

• Αραίωση κυττάρων σε 106 κύτταρα/ml µε θρεπτικό 10% 

• Προσθήκη 106 κύτταρα/πηγάδι 

• Προσθήκη 2ml σε φλάσκα 
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Επιµόλυνση κυτταρικών σειρών.  
Όλες οι κυτταρικές σειρές επιµολύνθηκαν µε τη µέθοδο του 

χλωριούχου ασβεστίου. Τα HepG2, και HeLa κύτταρα τοποθετήθηκαν σε 

πιάτα 6-well µε πυκνότητα 5x105 κύτταρα ανά πηγάδι, τα κύτταρα COS-7 και 

HaCaT τοποθετήθηκαν σε πιάτα 6-well µε πυκνότητα 2,5x105 κύτταρα ανά 

πηγάδι, ενώ τα Schneider’s τοποθετήθηκαν σε πιάτα 12-well µε πυκνότητα 

106 κύτταρα ανά πηγάδι. Για την εξοµάλυνση της απόδοσης της επιµόλυνσης 

χρησιµοποιήσαµε για τα µεν Schneider’s το πλασµίδιο p-hs-lacz, ενώ για τις 

υπόλοιπες κυτταρικές σειρές το pCMV-β-gal. Τα µίγµατα του DNA 

προστέθηκαν σε ίσο όγκο διαλύµατος 2xHBS. 

 

Σύνθεση διαλύµατος 2xHBS.  
274mM NaCl 

10mM KCl 

1,5mM Na2HPO4.H2O 

12mM dextrose 

42mM Hepes 

 

ρύθµιση του pH στο 7,1±0,1 

 

Συλλογή κυττάρων HepG2, COS-7, HeLa, HaCaT µετά 
την επιµόλυνση.  

48 ώρες µετά την επιµόλυνση συλλέγουµε τα κύτταρα µε τον 

παρακάτω τρόπο :  

• Αφαίρεση θρεπτικού στον απαγωγό 

• Προσθήκη 1ml διαλύµατος PBS 

• Αφαίρεση PBS στον απαγωγό 

• Προσθήκη 300µl ειδικού διαλύµατος λύσης για λουσιφεράση 

• Ξύσιµο πιάτων και µεταφορά του διαλύµατος σε µικροσωλήνες του 

1,5ml 

• Τοποθέτηση για 10 λεπτά στους –80oC 

• Επώαση για 2 λεπτά στους 37oC 

• Έντονη ανάδευση 

 85



• Φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές για 5 λεπτά 

• Μεταφορά του υπερκειµένου σε καθαρό µικροσωλήνα  

 

Συλλογή κυττάρων Schneider’s µετά την επιµόλυνση.  
48 ώρες µετά την επιµόλυνση συλλέγουµε τα κύτταρα µε τον 

παρακάτω τρόπο :  

 

• Αφαίρεση θρεπτικού από πιάτα µε τη χρήση µικροπιπέτας 

• Φυγοκέντρηση στις 5000 στροφές για 5 λεπτά 

• Αφαίρεση υπερκειµένου στον απαγωγό 

• Προσθήκη 500µl διαλύµατος PBS 

• Έντονη ανάδευση 

• Φυγοκέντρηση στις 5000 στροφές για 5 λεπτά 

• Αφαίρεση υπερκειµένου στον απαγωγό 

• Προσθήκη 150µl ειδικού διαλύµατος λύσης για λουσιφεράση 

• Τοποθέτηση για 10 λεπτά στους –80oC 

• Επώαση για 2 λεπτά στους 37oC 

• Έντονη ανάδευση 

• Φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές για 5 λεπτά 

• Μεταφορά του υπερκειµένου σε καθαρό µικροσωλήνα  

 

 
Μέτρηση της απόδοσης της επιµόλυνσης µε τη µέθοδο 

της β-γαλακτοσιδάσης. 
 Συνθέτουµε την αντίδραση :  

0,1 M P-buffer                      456 µl 

ONPG                                  132 µl        

100x salt                                  6 µl 

κυτ. Εκχύλισµα                        6 µl    

 

Επώαση της αντίδρασης στους 37oC µέχρι τα δείγµατα να κιτρινίσουν. 

Σταµάτηµα της αντίδρασης µε προσθήκη 200µl διαλύµατος 1M Na2CO3. Στη 
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συνέχεια µετράµε την οπτική απορρόφηση στα 410nm. Εξοµαλύνουµε τα 

αποτελέσµατα µε βάση τη µεγαλύτερη τιµή οπτικής πυκνότητας. 

 

Σύνθεση διαλυµάτων για την αντίδραση της β-γαλακτοσιδάσης.  
 

Sodium Phosphate buffer (Na2HPO4)0,1M pH 7,3 (ρύθµιση του pH 

στο 7,3 προσθέτοντας 0,1m NaH2PO4) 

 

100x salt 
3M KCl                  333 µl 

1M MgCl2                     100 µl 

b-mercapto.           352 µl 

H2O                        215 µl 

 

 

ONPG 8mg/ml σε 0,1M P buffer. 

 

 

 

Μέτρηση της δράσης της λουσιφεράσης σε ειδικό 
ανιχνευτή. 

 Μετά το τέλος της β-γαλακτοσιδάσης, τις εξοµαλυµένες τιµές τις 

χρησιµοποιούµε ως ποσότητες που θα προσθέσουµε από το κάθε δείγµα στη 

µέτρηση της λουσιφεράσης. Τις ποσότητες αυτές τις προσθέτουµε σε 100µl 

υποστρώµατος λουσιφεράσης και αφού αναδεύσουµε, µετράµε τις µονάδες 

φωτός που απελευθερώνει η αντίδραση της λουσιφεράσης στο λουµινόµετρο.  

 

 

 
 
 
 

 87



∆ηµιουργία µόνιµων κυτταρικών σειρών HepG2 
Κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν µε 7,5µg φορέα έκφρασης του 

γονιδίου neo και 7,5µg µε πλασµίδιο που περιέχει τον υποκινητή (-

2325/+8)p21-luc ή τον (-2325/+8 ∆ -122/-60)p21-luc. Την επόµενη µέρα τα 

κύτταρα µεταφέρθηκαν σε πιάτα p-100 σε αραιώσεις 1:5, 1:10 και 1:20. Η 

επιλογή των κλώνων που ενσωµάτωσαν τα πλασµίδια έγινε αρχικά µε το 

φάρµακο Geneticin (G418). Οι κλώνοι που επιβίωσαν παρουσία του 

φαρµάκου ελέγχθηκαν για την έκφραση των υποκινητών που ελέγχουν την 

έκφραση της λουσιφεράσης.    

 

 

Συλλογή εκχυλίσµατος εµπλουτισµένου µε Sp1. 
 48 ώρες µετά την επιµόλυνση τα κύτταρα συλλέγονται και 

επαναδιαλύονται σε 400µl διαλύµατος 20mM Tris-HCl, pH 7 / 0,4M KCl / 

2mMDTT / 10% glycerol. Στη συνέχεια τα κύτταρα έσπασαν µε 3 διαδοχικά 

παγώµατα-ξεπαγώµατα και το εκχύλισµα αποµονώθηκε µετά από 

φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές για 5 λεπτά στους 0oC. 

 

Μέθοδος ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης (ChIP) 
Ετοίµασα 4 p-100 πιάτα µε 5x106 κύτ./πιάτο. 48 ώρες αργότερα 

πρόσθεσα στο ένα πιάτο 50µg/ml 5-FU, στο άλλο 200ng/ml Mithramycin, στο 

τρίτο και τα δύο φάρµακα ταυτόχρονα, ενώ στο τελευταίο τα κύτταρα 

µεγάλωσαν χωρίς την επίδραση φαρµάκου. 24 ώρες αργότερα ξεκίνησε η 

διαδικασία ως εξής : 

• Αποµάκρυνση θρεπτικού 

• Ξέπλυµα µε 7ml θρεπτικό για HepG2 

• Προσθήκη 9ml θρεπτικό 

• Προσθήκη 1ml formaldehyde (10%) σταγόνα-σταγόνα (γρήγορα) και 

ανακάτεµα 

• 10 min σε RT 

• Προσθήκη 1ml Glycine (1,375M) σταγόνα-σταγόνα (γρήγορα) και 

ανακάτεµα 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 
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• 3 πλυσίµατα µε 10 ml 1xPBS/0,5mM PMSF το καθένα  

• Προσθήκη 7 ml 1xPBS/0,5% NP-40/0,5mM PMSF και ξύσιµο των  

κυττάρων µε scraper.      

• Φυγοκέντρηση στις 1000 στροφές για 5min στους 4οC 

• Επαναδιάλυση πελέττας σε 5ml Swelling buffer 

• Στον πάγο για 10 λεπτά 

• Σπάσιµο των κυττάρων µε το µηχάνηµα “Dounce”. 20 φορές για κάθε 

δείγµα 

• Προσθήκη 5µl από το κάθε δείγµα σε 5µl Trypan Blue και έλεγχος σε 

µικροσκόπιο, αν έσπασαν τα κύτταρα και ελευθερώθηκαν οι πυρήνες 

• Φυγοκέντρηση στις 2000 στροφές για 5 λεπτά στους 4οC 

• Επαναδιάλυση πελέττας σε 2ml Sonication buffer 

• 11 sonications των 30sec για κάθε δείγµα µε 5 λεπτά στον πάγο 

ανάµεσα σε κάθε sonication 

• Φυγοκέντρηση στις 14000 στροφές για 15 λεπτά στους 4οC 

• Μεταφορά υπερκειµένου σε καθαρά tubes 

• Επαναλαµβάνω µια φορά τα δύο προηγούµενα στάδια 

• Μεταφορά 40µl από το κάθε δείγµα σε καθαρό tube. Αποθήκευση του 

υπόλοιπου στους -80οC. 

• Προσθήκη 160µl Η2Ο  και 10,5µl NaCl 4M 

• 65oC o/n 

• Καθάρισµα µε φαινόλη:χλωροφόρµιο:ισοαµυλική 25:24:1 

• Καθάρισµα µε χλωροφόρµιο:ισοαµυλική 24:1 

• Κατακρήµνιση µε αιθανόλη 

• Επαναδιάλυση σε 20µl Η2Ο 

• Έλεγχος σε πηκτή 1,5% 

 

Αν η χρωµατίνη έχει σπάσει σε κοµµάτια µικρότερα των 1000 βάσεων, 

συνεχίζουµε µε τα δείγµατά µας. 
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Ετοιµασία των beads 

Για το κάθε δείγµα αρχικά χρησιµοποιώ 250µl καθαρά protein G beads 

(50µl για το +p53, 50µl για το +Sp1, 50µl για το –ab και 100µl για το 

preclearing).  

• Προσθήκη 1,5ml sonication buffer+inhibitors 

• Περιστροφή για 10 λεπτά στους 4oC 

• Φυγοκέντρηση στις 6000 στροφές για 3 λεπτά στους 4oC 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Επαναλαµβάνω 2 φορές τα 4 παραπάνω στάδια 

• Προσθήκη 494µl dialysis buffer (+inhibitors) + 5µl BSA (100mg/ml) + 

1µl λDNA (0,5µg/µl) 

•  Περιστροφή για 2 ώρες στους 4oC 

• Μεταφορά από 150µl beads σε 3 καθαρά tubes και αποθήκευση στους 

4oC  

• Φυγοκέντρηση των υπόλοιπων beads (για preclearing) στις 6000 

στροφές για 3 λεπτά στους 4oC 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Ξεπάγωµα των δειγµάτων από τους -80oC 

• Φωτοµέτρηση κάθε δείγµατος  στα 260nm και 280nm 

• ∆ιαίρεση της κάθε OD260  µε τη µικρότερη OD260 (λόγος) 

• Προσθήκη στα preclearing beads 1500µl από το δείγµα µε τη 

µικρότερη OD260 και 1500/λόγος µl για τα υπόλοιπα. Προσθήκη 

sonication buffer µέχρι τα 1500µl 

• Προσθήκη 15µl BSA (100mg/ml) και 3µl λ DNA (0,5µg/µl) 

• Περιστροφή για 2 ώρες στους 4oC 

• Φυγοκέντρηση στις 6000 στροφές για 3 λεπτά στους 4oC 

• Μεταφορά υπερκειµένου σε νέα tubes 

• Μέτρηση του όγκου του κάθε δείγµατος 

• Το κάθε δείγµα µοιράζεται εξίσου σε 3 νέα tubes, ενώ σε τρίτο tube 

αποθηκεύεται στους -20oC το 1/10 του όγκου που µεταφέρθηκε σε 

κάθε tube (input) 

• Στο πρώτο tube προστίθενται 5µl α-p53 (+p53), στο δεύτερο 5µl α-Sp1 

(+Sp1), ενώ στο τρίτο τίποτα (-ab) 
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• Περιστροφή για 2 ώρες στους 4oC 

• Φυγοκέντρηση των beads από τους 4oC 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Προσθήκη των δειγµάτων (+ab, -ab) στα καθαρά beads 

• Περιστροφή στους 4oC o/n   

• 2 πλυσίµατα µε το Wash buffer A. Το κάθε πλύσιµο περιλαµβάνει 10 

λεπτά περιστροφή στους 4oC και φυγοκέντρηση στις 6000 στροφές για 

3 λεπτά στους 4oC 

• 2 πλυσίµατα µε το Wash buffer B 

• 2 πλυσίµατα µε το Wash buffer C 

• 2 πλυσίµατα µε το TE buffer 

• Προσθήκη 150µl Elution buffer 

• Vortex 

• Επώαση στους 65oC για 10 λεπτά 

• Vortex 

• Φυγοκέντρηση στις 14000 στροφές για 1 λεπτό 

• Μεταφορά υπερκειµένου (150µl) σε καθαρό tube 

• Προσθήκη 150µl Elution buffer 

• Vortex 

• Επώαση στους 65oC για 10 λεπτά 

• Vortex 

• Φυγοκέντρηση στις 14000 στροφές για 1 λεπτό 

• Μεταφορά υπερκειµένου στο tube του προηγούµενου υπερκειµένου 

(300µl τελικά) 

• Προσθήκη 100µl Η2Ο και 21µl  NaCl 4M 

• Για τα inputs προσθήκη µέχρι τα 300µl Elution buffer, 100µl Η2Ο και 

21µl  NaCl 4M 

• Ανάδευση, flash spin και επώαση στους 65oC για 5 ώρες 

• Προσθήκη 1µl RNAse A (10mg/ml, DNase-free) 

• Επώαση στους 37oC για ώρα 

• Προσθήκη 2µl EDTA (0,5M) και 2µl Proteinase K (10mg/ml) 

• Επώαση στους 42oC για 2 ώρες 
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• Προσθήκη 200µl Η2Ο 

• Προσθήκη 1/10 του όγκου CH3COONa 3M 

• Καθάρισµα µε φαινόλη:χλωροφόρµιο:ισοαµυλική 25:24:1 

• Καθάρισµα µε χλωροφόρµιο:ισοαµυλική 24:1 

• Προσθήκη 1µl glycogen (20 mg/ml) 

• Κατακρήµνιση µε αιθανόλη o/n 

• Επαναδιάλυση των inputs σε 100µl 10mM Tris (pH 7,5) και των 

δειγµάτων σε 50µl 10mM Tris (pH 7,5) 

 

Swelling buffer 
 
25mM Hepes pH 7,9 
1,5mM MgCl2 
10mM KCl 
0,5% NP-40 
1mM DTT 
0,5mM PMSF 
2µg/ml aprotinin 
 
 
Sonication buffer  
 
50mM Hepes pH 7,9 
140mM NaCl 
1mM EDTA 
1% Triton X-100 
0,1% Na-deoxycholate 
0,1% SDS 
0,5mM PMSF  
10µg/ml aprotinin 
 
 
Wash buffer A 
 
50 mM Hepes pH 7,9 
140 mM NaCl 
1mM EDTA 
1% Triton X-100 
0,1% Na-deoxycholate 
0,1% SDS 
0,5 mM PMSF 
2µg/ml aprotinin 
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Wash buffer B 
 
Same as Wash buffer A but contains 500mM NaCl 
 
Wash buffer C 
 
20 mM Tris pH 8 
1 mM EDTA 
250 mM LiCl 
0,5% NP-40 
0,5% Na-deoxycholate 
0,5mM PMSF 
2µg/ml aprotinin 
 
 
TE  
 
+ inhibitors 
 
 
Elution buffer (prepare freshly) 
 
50mM Tris pH 8 
1mM EDTA 
1% SDS 
50mM NaHCO3 
no inhibitors 
 

 

PCR για CHIP 
 
Αντίδραση PCR 
 
Σε PCR tube αρχικά βάζω 8µl H2O και 2µl από το δείγµα µου. 
 
Στη συνέχεια ετοιµάζω την υπόλοιπη αντίδραση : 
 
10µM sense primer                             2µl 
10µM antisense primer                       2µl 
10mM dNTPs                                      1µl 
25mM MgCl2                                       3µl 
10x Taq buffer                                     5µl 
Taq polymerase                               0,5µl 
H2O                                                26,5µl      
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Πρόγραµµα PCR 
 
94oC για 3 λεπτά 
94oC για 30sec 

35 κύκλοι  Annealing για 30sec 
72oC για 2 λεπτά  
72oC για 5 λεπτά      

 

Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση των διαφόρων 

περιοχών του p21 υποκινητή στο συγκεκριµένο πείραµα φαίνονται στον 

πίνακα 6. 
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Πίνακας 6 : ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση περιοχών του p21 υποκινητή στο πείραµα  
                    ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης 

Όνοµα ολιγονουκλεοτιδίου ακολουθία σκοπός 

p21 prox sense 5΄-TGTGTCCTCCTGGAGAGTGC-3΄ 

p21 prox antisense 5΄-AGCTTGCTGAGCCTGGCCGAGTTGCAGCA-3΄ 
Ενίσχυση της περιοχής (-343/-159) του p21 υποκινητή, που 

περιέχει τις θέσεις πρόσδεσης του Sp1 

p21 MID sense 5΄-GAGGTCAGCTGCGTTAGAGG-3΄ 

p21 MID antisense 5΄-TGCAGAGGATGGATTGTTCA-3΄ 
Ενίσχυση της περιοχής (-1416/-1263) του p21 υποκινητή, 

που περιέχει την κοντινή θέση πρόσδεσης της p53 

p21 UP sense 5΄-CCTATGCTGCCTGCTTCCCAGGAA-3΄ 

p21 UP antisense 5΄-TAGCCACCAGCCTCTTCTATGCCAG-3΄ 
Ενίσχυση της περιοχής (-2355/-2235) του p21 υποκινητή, 
που περιέχει την αποµακρυσµένη θέση πρόσδεσης της p53 

p21 CONTROL sense 5΄-GATGAGGTTCCCTATCTATGGAAAG-3΄ 

p21 CONTROL antisense 5΄-CAACTGTCCAATTTAAGACAGAGTG-3΄ 

Ενίσχυση της περιοχής (-3555/-3415) του p21 υποκινητή, 
που βρίσκεται ~1000 βάσεις πριν την αποµακρυσµένη θέση 

πρόσδεσης της p53 
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Ανοσοανίχνευση πρωτεϊνών 
Αρχικά υπολογίζω τη συγκέντρωση των πρωτεϊνών, ώστε να 

φορτώσω ίδιες ποσότητες από το κάθε δείγµα. Αυτό γίνεται µε τα 

αντιδραστήρια της Bio-Rad σύµφωνα µε το εγχειρίδιο της εταιρείας. 

Ετοιµάζω µια αντίδραση που περιέχει 190µl H2O, 10µl δείγµα και 100µl 

reagent A΄(reagent A΄= 1ml reagent A + 20µl S). Προσθέτω 800µl reagent 

Β και επωάζω για 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Για κάθε δείγµα 

ετοιµάζω τουλάχιστο 2 αντιδράσεις. Φωτοµέτρηση στα 750nm. Η 

συγκέντρωση της πρωτεΐνης υπολογίζεται από τη σχέση : y=α+βx, όπου 

y=OD και x=µg πρωτεΐνης. Τα α και β υπολογίζονται από την πρότυπη 

καµπύλη η οποία δηµιουργείται από τη φωτοµέτρηση γνωστών 

συγκεντρώσεων  BSA.  

Αφού προσδιορίσουµε τη συγκέντρωση των πρωτεϊνών του κάθε 

δείγµατος, υπολογίζουµε τους όγκους που πρέπει να χρησιµοποιήσουµε 

για να έχουµε ίδιες ποσότητες. Αραιώνουµε σε ίσο όγκο 2x sample buffer 

και βράζουµε για 5 λεπτά. Στη συνέχεια φορτώνουµε τα δείγµατα σε πηκτή 

πολυακρυλαµίδης, η οποία αποτελείται από δύο τµήµατα. Το κατώτερο 

µέρος ονοµάζεται Running gel και το ανώτερο ονοµάζεται Stacking gel. Η 

σύσταση των δύο gels ανάλογα µε την πυκνότητα της πολυακρυλαµίδης 

φαίνεται στον πίνακα 7 :  

 

Πίνακας 7 : σύσταση πηκτών για ανοσοανίχνευση 

Running gel Stacking gel 
πυκνότητα 8,5% 12,5%  

H2O 4,6ml 3,2ml H2O 3,6ml  

30% acrylamide 2,8ml 4,2ml 30% acrylamide 0,9ml 

Separating buffer 2,5ml 2,5ml Stacking buffer 1,5 

10% APS 160µl 160µl 10% APS 60µl 

Temed 8µl 8µl Temed 6µl 

   

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, µεταφέρουµε τις πρωτεΐνες σε 

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης.  

Στη συνέχεια ακολουθούµε το παρακάτω πρωτόκολλο : 
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• Πλύσιµο της µεµβράνης µε Η2Ο 

• Ανάδευση της µεµβράνης σε TBS-T (1x TBS + 0,05% Tween 20) για 

10 λεπτά 

• Ανάδευση της µεµβράνης σε TBS-T + 5% w/v γάλα για 1 ώρα 

• Προσθήκη 1ου αντισώµατος 

• Ανάδευση στους 4οC όλη τη νύχτα 

• 3 πλυσίµατα της µεµβράνης σε TBS-T µε ανάδευση για 10 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου 

• Προσθήκη 2ου αντισώµατος 

• Ανάδευση της µεµβράνης για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου 

• 3 πλυσίµατα της µεµβράνης σε TBS-T µε ανάδευση για 10 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου 

• 1 πλύσιµο της µεµβράνης σε TBS µε ανάδευση για 5 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου 

• αποκάλυψη πρωτεϊνών µε τη µέθοδο του ECL 

 

Αποµόνωση GST-πρωτεϊνών από E.coli 
• Μετασχηµατισµός DH5a ή BL21 E.coli µε το πλασµίδιο έκφρασης 

• Μεταφορά αποικίας σε 20 ml θρεπτικό LB+Amp  

• Επώαση στους 37oC o/n 

• Μεταφορά της καλλιέργειας σε 200 ml θρεπτικό LB+Amp 

• Επώαση στους 37oC, εωσότου η οπτική απορρόφηση OD600=0,6-0,8  

• Προσθήκη IPTG και επώαση στους 37oC για ~4 ώρες   

• Φυγοκέντρηση στις 3500 στροφές για 30 λεπτά στους 4oC 

• Επαναδιάλυση πελέττας σε 10 ml κρύο 1xPBS 

• ∆ιαχωρισµός σε 3 falcons των 15ml 

• 6 sonications των 30sec µε 30 sec κενό ενδιάµεσα για κάθε δείγµα 

• Προσθήκη Triton X-1000 (τελ. συγκέντρωση 1%) 

• Περιστροφή για 30 λεπτά στους 4oC 

• ∆ιαχωρισµός σε µικροσωλήνες 1,5ml 

• Φυγοκέντρηση στις 10000 στροφές για 10 λεπτά στους 4oC 

• Αποθήκευση υπερκειµένου (1ο) 
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• Επαναδιάλυση πελεττών σε 400µl “Solubilization buffer” 

• Περιστροφή για 10 λεπτά στους 4oC 

• Προσθήκη Triton X-1000 και CaCl2 (τελικές συγκεντρώσεις 2% και 

1mM αντίστοιχα) 

• Φυγοκέντρηση στις 10000 στροφές για 10 λεπτά στους 4oC 

• Αποθήκευση υπερκειµένου (2ο) 

• Έλεγχος σε gel, ώστε να προσδιορισθεί σε ποιο υπερκείµενο 

εντοπίζεται η πρωτεΐνη 

• Προσθήκη glutathione sepharose beads τα οποία είχαν εξισορροπηθεί 

σε 1xPBS 

• Περιστροφή o/n στους 4oC 

• Φυγοκέντρηση στις 2000 στροφές για 5 λεπτά στους 4oC 

• Αφαίρεση υπερκειµένου  

• Προσθήκη κρύου 1xPBS/1% Triton (10 φορές τον όγκο των beads) 

• Περιστροφή για 5 λεπτά στους 4oC 

• Φυγοκέντρηση στις 2000 στροφές για 5 λεπτά στους 4oC 

• Επανάληψη των 4 παραπάνω σταδίων 2 φορές 

• Προσθήκη κρύου 1xPBS και µεταφορά των beads σε καθαρό 

µικροσωλήνα 1,5ml 

• Flash spin 

• Αφαίρεση υπερκειµένου  

• Προσθήκη ίσου όγκου 1xPBS 

• Ανάλυση σε gel 

 

Solubilization buffer 

25mM triethenolamine (7,51M) 

1,5% (w/v) Sarcosyl 

1mM EDTA 

 

Εξισορρόπηση beads 

• Προσθήκη των beads σε falcon 15ml 

• Φυγοκέντρηση στις 3500 στροφές για 5 λεπτά 
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• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Προσθήκη 10 όγκων 1xPBS 

• Ανάδευση  

• Φυγοκέντρηση στις 3500 στροφές για 5 λεπτά 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Προσθήκη ίσου όγκου 1xPBS 

 
GST-pull down assay 

• Προσθήκη των απαιτούµενων beads σε µικροσωλήνα 1,5ml 

• Flash spin 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Προσθήκη 1ml κρύου 2x Interaction buffer 

• Ανάδευση  

• Flash spin 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Προσθήκη 200µl 2x Interaction buffer 

• Προσθήκη της απαιτούµενης ποσότητας κυτταρικού εκχυλίσµατος ή 

πρωτεΐνης που παράχθηκε µε in vitro transcription/translation 

• Προσθήκη H2O µέχρι τα 400µl 

• Περιστροφή o/n στους 4oC 

• Flash spin 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Προσθήκη 1ml washing buffer 100mM KCl 

• Περιστροφή για 10 λεπτά στους 4oC 

• Flash spin 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Προσθήκη 1ml washing buffer 250mM KCl 

• Περιστροφή για 10 λεπτά στους 4oC 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Προσθήκη 2x protein loading buffer 

Σηµείωση : για πρωτεΐνη που παράχθηκε µε in vitro 
transcription/translation κάνουµε 3 πλυσίµατα µε washing buffer 250mM 
KCl, όπως παραπάνω 
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2x Interaction buffer 

40mM Hepes pH 7,9 

10mM MgCl2 

0,4% NP40 

0,4% BSA 

15% Glycerol 

PMSF 
Benzamidine 
Aprotinin 
 

Washing buffer 

100mM KCl (250mM KCl) 

20mM Hepes pH 7,9 

5mM MgCl2 

0,2% NP40 
PMSF 
Benzamidine 
Aprotinin 
 

 

 

Παραγωγή πρωτεϊνών in vitro 

Για τη διαδικασία αυτή έγιναν διαδοχικά αντιδράσεις in vitro 

transcription και in vitro translation. 

in vitro transcription 

4µl transcription buffer 

2µl DTT 

0,5µl RNasin 

4µl NTP mix (2,5mM) 

1µl DNA (0,5µg/µl) 

1µl T7 DNA polymerase 

7,5µl H2O 

Επώαση στους 37oC για 1 ώρα 

 

in vitro translation 

60µl Rabbit Reticulocyte Lysate 

3µl Amino Acide Mixture, Minus Methionine 

3µl [35S]Methionine 

20µl RNA substrate 

 

Επώαση στους 30oC για 1,5 ώρα 
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Αποµόνωση πρωτεϊνών σηµασµένων µε επίτοπο Tag  
• Μετασχηµατισµός BL21 E.coli µε το πλασµίδιο έκφρασης 

• Μεταφορά αποικίας σε 5 ml θρεπτικό LB+Amp  

• Επώαση στους 37oC o/n 

• Μεταφορά της καλλιέργειας σε 200 ml θρεπτικό LB+Amp 

• Επώαση στους 37oC, εωσότου η οπτική απορρόφηση OD600=0,6-0,8  

• Προσθήκη IPTG 1mM και επώαση στους 37oC για ~3 ώρες   

• Φυγοκέντρηση στις 3500 στροφές για 30 λεπτά στους 4oC 

• Επαναδιάλυση πελέττας σε 12ml Buffer A (+inhibitors) 

• Προσθήκη λυσοζύµης σε τελική συγκέντρωση 1mg/ml 

• Μεταφορά σε πάγο για 30 λεπτά 

• 6 sonications των 20sec µε 20sec κενό ενδιάµεσα 

• Πέρασµα του διαλύµατος από σύριγγα ινσουλίνης 

• Φυγοκέντρηση στις 14000 στροφές για 30 λεπτά στους 4 oC 

• Αποθήκευση υπερκειµένου (1ο) 

• Επαναδιάλυση πελεττών σε 400µl “Solubilization buffer” (βλέπε GST) 

• Περιστροφή για 10 λεπτά στους 4oC 

• Προσθήκη Triton X-1000 και CaCl2 (τελικές συγκεντρώσεις 2% και 

1mM αντίστοιχα) 

• Φυγοκέντρηση στις 10000 στροφές για 10 λεπτά στους 4oC 

• Αποθήκευση υπερκειµένου (2ο) 

• Προσθήκη 600µl σφαιριδίων Ni-NTA εξισορροπηµένων σε Buffer A 

• Περιστροφή για 3 ώρες στους 4 oC 

• Φυγοκέντρηση στις 3000 στροφές για 5 λεπτά στους 4 oC 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Προσθήκη 1ml Buffer B(+inhibitors) 

• Περιστροφή για 10 λεπτά στους 4 oC 

• Φυγοκέντρηση στις 3000 στροφές για 5 λεπτά στους 4 oC 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Προσθήκη 1ml Buffer B 

• Περιστροφή για 5 λεπτά στους 4 oC 

• Φυγοκέντρηση στις 3000 στροφές για 5 λεπτά στους 4 oC 
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• Επανάληψη των 4 παραπάνω σταδίων 2 φορές 

• Προσθήκη 600µl Elution Buffer(+inhibitors)  

• Περιστροφή για 10 λεπτά στους 4 oC 

• Φυγοκέντρηση στις 13000 στροφές για 1 λεπτό σε RT 

• Αποθήκευση υπερκειµένου (1ο) 

• Επανάληψη διαδικασίας elution 

• Αποθήκευση υπερκειµένου (2ο)  

• Έλεγχος σε πηκτή ακρυλαµίδης 10,5% 

 

Buffer A 
50mM Hepes-KOH pH 7,9 

0,15M NaCl 

20% Glycerol 

0,1% NP-40 

5mM Imidazol 

0,5% BSA 

10µl β-mercaproethanol/10ml buffer A 

 

Buffer B 

50mM Hepes-KOH pH 7,9 

0,5M NaCl 

10% Glycerol 

0,1% NP-40 

50mM Imidazol 

 

Elution buffer 
50mM Tris pH 8 

0,5M NaCl 

10% Glycerol 

0,1% NP-40 

150-300mM Imidazol 

 

 

 102



Αποµόνωση RNA 
Ετοίµασα 4 p-100 πιάτα µε 5x106 κύτ./πιάτο. 48 ώρες αργότερα 

πρόσθεσα στο ένα πιάτο 50µg/ml 5-FU, στο άλλο 200ng/ml Mithramycin, στο 

τρίτο και τα δύο φάρµακα ταυτόχρονα, ενώ στο τελευταίο τα κύτταρα 

µεγάλωσαν χωρίς την επίδραση φαρµάκου. 24 ώρες αργότερα ξεκίνησε η 

διαδικασία ως εξής : 

• Αφαίρεση θρεπτικού 

• Προσθήκη 1ml Trypsin 

• Επώαση για 5 λεπτά στους 37oC 

• Προσθήκη 1ml θρεπτικού 

• Μάζεµα κυττάρων µε scrapper 

• Φυγοκέντρηση στις 5000 στροφές για 5 λεπτά 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Προσθήκη 1ml 1xPBS 

• Ανάδευση 

• Φυγοκέντρηση στις 5000 στροφές για 5 λεπτά 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Προσθήκη 500µl Trizol 

• Vortex 

• 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου 

• Προσθήκη 300µl CHCl3 

• Vortex 

• 1-2 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου 

• Φυγοκέντρηση στις 14000 στροφές για 15 λεπτά στους 4oC 

• Μεταφορά υπερκειµένου σε καθαρό µικροσωλήνα 1,5ml 

• Προσθήκη 500µl ισοπροπανόλη και 10 µg γλυκογόνο 

• Ανάδευση και αποθήκευση στους -20oC o/n 

• Φυγοκέντρηση στις 14000 στροφές για 15 λεπτά στους 4oC 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Προσθήκη 1ml αιθανόλη 70% 

• Vortex 

• Φυγοκέντρηση στις 14000 στροφές για 20 λεπτά στους 4oC 
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• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Στέγνωµα πελέττας 

• Προσθήκη 25µl Η2Ο 

• Φωτοµέτρηση στα 260nm  

• Υπολογισµός µg RNA µε τη βοήθεια του τύπου :  

µg/µl RNA=(OD260x40x200)/1000 

 

 

Αντίδραση ανάστροφης µεταγραφής 
• 1µg RNA 

• H2O ως τα 30,5µl 

• 3µl oligo-dT random examer primers 100ng/µl 

• 10µl 5x Reverse Transcription buffer 

• 5µl dNTP’s mix 2mM 

• Επώαση για 5 λεπτά στους 65oC 

• Σε θερµοκρασία δωµατίου για 10 λεπτά 

• 1µl M-MLV reverse transcriptase 

• 0,5µl RNase inhibitor 

• Flash spin 

• Επώαση για 1-2 ώρες στους 37oC 

 

 

Πρόγραµµα PCR ανάστροφης µεταγραφής 
94oC για 1,5 λεπτό 
94oC για 1 λεπτό 

30 κύκλοι 57 oC για 1,5 λεπτό  
72oC για 2 λεπτά  
 

Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στην παραπάνω αντίδραση 

φαίνονται στον πίνακα 8 :  
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Πίνακας 8 : εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στην αντίδραση PCR   
                    ανάστροφης µεταγραφής  

Όνοµα εκκινητή ακολουθία 

p21 sense 5’-CTGCCCAAGCTCTACCTTCC-3’ 

p21 anti-sense 5’-CAGGTCCACATGGTCTTCCT-3’ 
 

 

Μέθοδος συνανοσοκατακρήµνισης πρωτεϊνών 
• Πλύσιµο πιάτων µε 1xPBS 

• Προσθήκη 1ml lysis byffer και ήπια ανάδευση για 20 λεπτά στους 4oC 

• Ξύσιµο κυττάρων και µεταφορά τους σε µικροσωλήνες στον πάγο 

• Φυγοκέντρηση στις 13000 στροφές για 5 λεπτά στους 4oC 

• Μεταφορά υπερκειµένου σε καθαρά µικροσωλήνες 

• Αποθήκευση 100µl ως control στην ανοσοανίχνευση 

• Προσθήκη 50µl ανά δείγµα 50% καθαρών σφαιριδίων protein A, 

εξισορροπηµένων σε PBS 

• Περιστροφή για 30 λεπτά στους 4oC 

• Σύντοµη φυγοκέντρηση 

• Μεταφορά υπερκειµένου σε καθαρούς µικροσωλήνες 

• Προσθήκη αντισώµατος στα δείγµατα (30µl για Santa Cruz, 1µl για Sigma) 

• Περιστροφή δειγµάτων για 2 ώρες στους 4oC 

• Προσθήκη 50µl 50% καθαρών σφαιριδίων protein G, εξισορροπηµένων σε 

PBS 

• Περιστροφή για 30 λεπτά στους 4oC 

• Προσθήκη ένα 1ml lysis buffer 

• Περιστροφή για 10 λεπτά στους 4oC 

• Σύντοµη φυγοκέντρηση 

• Αφαίρεση υπερκειµένου 

• Επανάληψη των 4 παραπάνω σταδίων για 2 φορές ακόµη 

• Προσθήκη 50µl 2x sample buffer 

• Βράσιµο για 5-10 λεπτά 

• Μεταφορά σε πηκτή πολυακρυλαµίδης 

• Ανοσοανίχνευση µε το δεύτερο αντίσωµα 

 105



Ανάλυση της έκφρασης του γονιδίου CAT 
• Ετοιµασία της εξής αντίδρασης :  

66µl 250mM Tris 

10µl Acetyl-CoA 

4µl C14-Chlor 

20µl κυτταρικό εκχύλισµα  

• Επώαση στους 37oC για 30 λεπτά 

• Προσθήκη 200µl Ethyl Acetate 

• Ισχυρή ανάδευση 

• Φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 14000 στροφές 

• Μεταφορά υπερκειµένου σε καθαρό µικροσωλήνα 

• Στέγνωµα σε κενό για 15 λεπτά 

• Προσθήκη 15µl Ethyl Acetate 

• Ισχυρή ανάδευση 

• Σύντοµη φυγοκέντρηση 

• Μεταφορά δειγµάτων σε TLC 

• Μεταφορά του TLC σε διάλυµα Meth-Chlor  

• Έκθεση σε φωτογραφικό φιλµ για όλη τη νύχτα 
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Λειτουργικός χαρακτηρισµός της κοντινής περιοχής του 
υποκινητή του γονιδίου p21 του ανθρώπου και ο ρόλος των 

παραγόντων Sp1 και Sp3. 
 
Οι παράγοντες Sp1 και Sp3 προσδένονται στην κοντινή περιοχή 

του p21 υποκινητή µε διαφορετική συνάφεια.  
Η πρόσδεση των πυρηνικών ηπατικών παραγόντων στην κοντινή 

περιοχή του υποκινητή του γονιδίου p21(-130/-33) µελετήθηκε µε ανάλυση 

ηλεκτροφορητικής κινητικότητας συµπλόκου. Για το σκοπό αυτό συντέθηκαν 6 

ολιγονουκλεοτίδια που αλληλεπικαλύπτονται µερικώς και καλύπτουν την 

περιοχή -124/-45 του p21 υποκινητή (Εικόνα 20 και Πίνακας 5 (υλικά και 

µέθοδοι)). Η περιοχή -124/-45 περιέχει 6 πιθανές θέσεις πρόσδεσης του 

παράγοντα Sp1 που ονοµάσθηκαν θέσεις 1-6. Τα ολιγονουκλεοτίδια που 

χρησιµοποιήθηκαν είναι τα εξής : p21 (-123/-97) που περιλαµβάνει τις θέσεις 

1 και 2, p21 (-124/-109) που περιλαµβάνει τη θέση 1, p21 (-115/-95) που 

περιλαµβάνει τη θέση 2, p21 (-86/-70) που περιλαµβάνει τη θέση 3, p21 (-76/-

58) που περιλαµβάνει τη θέση 4 και p21 (-63/-45) που περιλαµβάνει τις 

αλληλεπικαλυπτόµενες θέσεις 5 και 6.  

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 21, η επώαση πυρηνικών εκχυλισµάτων 

ήπατος αρουραίου µε το ολιγονουκλεοτίδιο p21(-86/-70) (θέση 3) οδήγησε στο 

σχηµατισµό τριών συµπλόκων DNA-πρωτεΐνης. Η χρήση αντισωµάτων 

ειδικών έναντι των Sp1 και Sp3, αποκάλυψε ότι το σύµπλοκο DNA-πρωτεΐνης 

που µετακινείται µε τη µικρότερη ταχύτητα αντιστοιχεί αποκλειστικά στον Sp1, 

ενώ τα δύο άλλα σύµπλοκα που µετακινούνται ταχύτερα αντιστοιχούν στον 

Sp3 αγρίου τύπου και πιθανά σε µια κοµµένη µορφή ή ισοµορφή 

εναλλακτικού µατίσµατος του παράγοντα αυτού.  

Προκειµένου να µελετήσουµε περαιτέρω την πρόσδεση των Sp1 και 

Sp3 στην περιοχή p21(-86/-70) χρησιµοποιήσαµε πρωτεΐνες που 

εκφράσθηκαν στην κυτταρική σειρά SL2. Αυτή αποτελείται από κύτταρα 

εµβρύων ∆ροσόφιλας τα οποία δεν εκφράζουν ενδογενώς παράγοντες της 

οικογένειας Sp1 και γι’ αυτό αποτελούν χρήσιµο εργαλείο για τη µελέτη 

µηχανισµών µεταγραφικής ενεργοποίησης που εξαρτώνται από τον 

παράγοντα Sp1. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 22Α, τόσο ο παράγοντας Sp1

 108



 
Εικόνα 20 : Νουκλεοτιδική ακολουθία της περιοχής -133/-33 του υποκινητή του 
γονιδίου p21 του ανθρώπου. Οι σηµειακές µεταλλάξεις που εισαγάγαµε στις θέσεις 
πρόσδεσης του Sp1 φαίνονται µε κόκκινο χρώµα και χαρακτηρίζονται ως Mut1-Mut5/6. Οι 
παχιές γραµµές αντιστοιχούν στα ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν στην ανάλυση 
ηλεκτροφορητικής κινητικότητας συµπλόκου. 

 

 

 
Εικόνα 21 : Οι Sp1/Sp3 που εκφράζονται ενδογενώς σε πυρηνικά εκχυλίσµατα ήπατος 
αρουραίου προσδένονται στον p21 υποκινητή. Ανάλυση ηλεκτροφορητικής κινητικότητας 

συµπλόκου χρησιµοποιώντας το ολιγονουκλεοτίδιο p21(-86/-70) ως ανιχνευτή και πυρηνικό 

εκχύλισµα ήπατος αρουραίου (RLNE) απουσία και παρουσία αντισωµάτων ειδικών έναντι των 

Sp1 (anti-Sp1) και Sp3 (anti-Sp3). Τα βέλη δείχνουν τη θέση των συµπλόκων του DNA µε 

τους Sp1 και Sp3. 
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Εικόνα 22 : Οι Sp1/Sp3 που εκφράζονται σε ετερόλογο σύστηµα κυττάρων SL2 
προσδένονται στον p21 υποκινητή και τον ενεργοποιούν. Α) Ανάλυση ηλεκτροφορητικής 
κινητικότητας συµπλόκου χρησιµοποιώντας το ολιγονουκλεοτίδιο p21(-86/-70) ως ανιχνευτή 
και πρωτεΐνες Sp1, Sp2 και Sp3 εκφρασµένες σε κύτταρα SL2. Τα βέλη δείχνουν τη θέση των 
συµπλόκων DNA και πρωτεϊνών Sp1 και Sp3. Β) Κύτταρα SL2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε 
τον (-2325/+8)p21 υποκινητή και φορείς έκφρασης των Sp1, Sp2 και Sp3. Ο βαθµός 
ενεργοποίησης του p21 υποκινητή φαίνεται στο πάνω µέρος της κάθε ράβδου. 
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 όσο και ο Sp3 αλλά όχι ο Sp2, οι οποίοι εκφράζονται σε ετερόλογο σύστηµα 

κυττάρων SL2, προσδένονται ισχυρά στον ανιχνευτή p21(-86/-70). Επίσης, µε 

παροδικές επιµολύνσεις κυττάρων SL2 µε τον (-2325/+8)p21 υποκινητή και 

φορείς έκφρασης των Sp1, Sp2 και Sp3 παρατηρήσαµε ότι τόσο ο 

παράγοντας Sp1 όσο και ο Sp3 ενεργοποιούν σηµαντικά τον p21 υποκινητή, 

ενώ ο Sp2 δεν είναι σε θέση να ενεργοποιήσει το συγκεκριµένο υποκινητή 

(εικόνα 22Β). Αυτό, προφανώς οφείλεται στην αδυναµία του παράγοντα Sp2 

να προσδεθεί στον p21 υποκινητή.    

Σε πειράµατα ελέγχου, το αντίσωµα anti-Sp1 εντόπισε αποκλειστικά το 

σύµπλοκο που σχηµατίσθηκε από τον Sp1 που εκφράσθηκε σε κύτταρα SL2 

και την περιοχή p21(-86/-70), ενώ δεν µπόρεσε να εντοπίσει το σύµπλοκο 

που σχηµατίσθηκε από τον Sp3. Το αντίστροφο πείραµα, δηλαδή η χρήση 

του anti-Sp3 µε τις πρωτεΐνες Sp1 και Sp3 που εκφράσθηκαν σε κύτταρα SL2, 

επιβεβαίωσε την ειδικότητα του αντισώµατος έναντι του παράγοντα Sp3 

(Εικόνα 23). 

Η ανάλυση ανοσοεντοπισµού φανέρωσε παρόµοια επίπεδα έκφρασης 

των Sp1, Sp2 και Sp3 πρωτεϊνών σε κύτταρα SL2 (Εικόνα 24). 

Στη συνέχεια θελήσαµε να χαρακτηρίσουµε µε µεγαλύτερη λεπτοµέρεια 

τις ιδιότητες πρόσδεσης των πρωτεϊνών Sp1 και Sp3 στα GC µοτίβα που 

εντοπίζονται στην κοντινή περιοχή του p21 υποκινητή (θέσεις 1-6).  Όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 25, η επώαση των ολιγονουκλεοτιδίων p21(-63/-45), 

p21(-76/-58) και p21(-124/-109) µε πυρηνικό εκχύλισµα ήπατος αρουραίου, 

οδήγησε στο σχηµατισµό παρόµοιων συµπλόκων DNA-πρωτεΐνης µε αυτά 

που σχηµατίσθηκαν µε την περιοχή p21(-86/-70) (Εικόνα 25, σύγκριση 

διαδροµών 1, 3 και 9 µε τη διαδροµή 5). Η µόνη διαφορά είναι η εµφάνιση 

µιας επιπλέον ζώνης που µετακινείται γρηγορότερα από τα σύµπλοκα DNA-

Sp1/Sp3 (Εικόνα 25, διαδροµή 1). Η ζώνη αυτή πρέπει να οφείλεται στην 

εκτέλεση του συγκεκριµένου πειράµατος, καθώς δεν εµφανίσθηκε σε άλλα 

πειράµατα. Μια ενδιαφέρουσα παρατήρηση είναι ότι η πρόσδεση των Sp1 και 

Sp3 ήταν πολύ ασθενική στην περιοχή p21(-115/-95) (θέση 2), γεγονός που 

δείχνει ότι οι δύο αυτοί παράγοντες εµφανίζουν πολύ χαµηλή συνάφεια για 

την περιοχή αυτή, τουλάχιστον στις in vitro συνθήκες που πραγµατοποιήθηκε 

το πείραµα. 
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Εικόνα 23 : Ειδικότητα των αντισωµάτων anti-Sp1 και anti-Sp3 για τις αντίστοιχες 
πρωτεΐνες. Ανάλυση ηλεκτροφορητικής κινητικότητας συµπλόκου χρησιµοποιώντας το 
ολιγονουκλεοτίδιο p21(-86/-70) ως ανιχνευτή και εκχυλίσµατα κυττάρων SL2 πλούσιων σε 
Sp1 και Sp3, απουσία και παρουσία αντισωµάτων ειδικών έναντι των Sp1 (anti-Sp1) και Sp3 
(anti-Sp3). Τα βέλη δείχνουν τη θέση των συµπλόκων του DNA µε τους Sp1 και Sp3, καθώς 
και τη θέση των τριµερών συµπλόκων που σχηµατίζονται από το DNA, τους παράγοντες 
Sp1/Sp3 και τα αντίστοιχα αντισώµατα αυτών (supershifts). 

 

 
Εικόνα 24 : Πρότυπα έκφρασης των Sp1, Sp2 και Sp3 σε κύτταρα SL2. Τα κύτταρα SL2 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε 17µg των φορέων pPacSp1, pPacSp2 και pPacSp3. Περίπου 40 
ώρες µετά την επιµόλυνση τα κύτταρα λύθηκαν και η έκφραση των Sp1, Sp2 και Sp3 
ανιχνεύθηκε µε τη µέθοδο της ανοσοαποτύπωσης χρησιµοποιώντας αντισώµατα ειδικά για τις 
πρωτεΐνες αυτές, όπως φαίνεται στο κάτω µέρος της Εικόνας. Οι θέσεις των πρωτεϊνών 
σηµειώνονται µε βέλη. Τα µοριακά βάρη των πρωτεϊνών σηµειώνονται στο αριστερό µέρος 
της Εικόνας. 
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Εικόνα 25 : ∆υνατότητα πρόσδεσης των Sp1/Sp3 στις διάφορες θέσεις της κοντινής 
περιοχής του p21 υποκινητή. Τα σηµασµένα αγρίου τύπου ή µεταλλαγµένα 
ολιγονουκλεοτίδια που φαίνονται στο πάνω µέρος της Εικόνας επωάσθηκαν µε πυρηνικά 
εκχυλίσµατα ήπατος αρουραίου (RLNE). Ο ελεύθερος από τον προσδεµένο ανιχνευτή 
ξεχώρισαν µε µη αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαµίδης και εµφανίσθηκαν µε 
αυτοραδιογραφία. Τα βέλη δηλώνουν τη θέση των συµπλόκων DNA-Sp1/Sp3. Ο αστερίσκος 
στη διαδροµή 1 σηµειώνει µια ζώνη που δεν εµφανίσθηκε σε επόµενα πειράµατα.  
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Προκειµένου να χαρακτηρίσουµε περαιτέρω την πρόσδεση των 

παραγόντων Sp1 και Sp3 στις θέσεις 1 και 2, συνθέσαµε ένα επιπλέον 

ολιγονουκλεοτίδιο που περιλαµβάνει και τις δύο αυτές θέσεις, το p21(-123/-

97). Όπως φαίνεται στην Εικόνα 25, η επώαση του ολιγονουκλεοτιδίου αυτού 

µε πυρηνικά εκχυλίσµατα ήπατος αρουραίου οδήγησε στο σχηµατισµό 

συµπλόκων όµοιας ηλεκτροφορητικής κινητικότητας µε αυτήν που εµφάνισαν 

τα ολιγονουκλεοτίδια που περιείχαν µόνο τη θέση πρόσδεσης 1 (διαδροµές 11 

και 9). Το εύρηµα αυτό επιβεβαίωσε τη χαµηλή συνάφεια των παραγόντων 

Sp1 και Sp3 για τη θέση 2. 

Στη συνέχεια εισαγάγαµε σηµειακές µεταλλάξεις στα p21 

ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν στην ανάλυση ηλεκτροφορητικής 

κινητικότητας συµπλόκου της Εικόνας 25. Όλες οι µεταλλάξεις στόχευαν τις 

θέσεις πρόσδεσης των Sp1 και Sp3, όπως φαίνεται στην Εικόνα 20. Οι 

µεταλλάξεις χαρακτηρίσθηκαν ως Mut1 (θέση 1), Mut2 (θέση 2), Mut3 (θέση 

3), Mut4 (θέση 4) και Mut5/6 (θέσεις 5/6). Όπως φαίνεται στην Εικόνα 25 

κανένα από τα µεταλλαγµένα ολιγονουκλεοτίδια δεν µπορεί να προσδέσει 

τους παράγοντες Sp1 και Sp3 σε πειράµατα ηλεκτροφορητικής κινητικότητας 

συµπλόκου (διαδροµές 2, 4, 6, 8 και 10). Αξιοσηµείωτο είναι ότι η πρόσδεση 

των Sp1 και Sp3 στο ολιγονουκλεοτίδιο p21(-123/-97) (θέσεις 1 και 2) 

παρεµποδίσθηκε από την µετάλλαξη σε οποιαδήποτε από τις δύο θέσεις 

(διαδροµές 12 και 13). 

Η σχετική συνάφεια των πρωτεϊνών Sp1 και Sp3 για τις θέσεις 

πρόσδεσής τους στην κοντινή περιοχή του p21 υποκινητή αναλύθηκε µε 

πειράµατα ανταγωνισµού ηλεκτροφορητικής κινητικότητας συµπλόκου. Η 

πρόσδεση των πρωτεϊνών Sp1 και Sp3, που περιέχονται σε πυρηνικό 

εκχύλισµα ήπατος αρουραίου, στην περιοχή p21(-86/-70) ανταγωνίσθηκε µε 

αυξανόµενες συγκεντρώσεις µη σηµασµένων ολιγονουκλεοτιδίων. Όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 26, τα ολιγονουκλεοτίδια p21(-63/-45)(θέσεις 5/6, 

διαδροµές 2-5), p21(-76/-58)(θέση 4, διαδροµές 6-9), p21(-86/-70)(θέση 3, 

διαδροµές 10-13) και p21(-124/-109)(θέση 1, διαδροµές 18-21) 

ανταγωνίζονται σε µεγάλο βαθµό την πρόσδεση στη σηµασµένη p21(-86/-70) 

περιοχή, ενώ το ολιγονουκλεοτίδιο p21(-115/-95)(θέση 2, διαδροµές 14-17) 

δεν  παρουσιάζει σηµαντική ανταγωνιστική δράση έναντι της σηµασµένης 

περιοχής. Η ποσοτικοποίηση της παραπάνω ανάλυσης µε τη βοήθεια 
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απεικόνισης φωσφόρου έδειξε ότι η συγγένεια πρόσδεσης των Sp1 και Sp3 

στις 6 θέσεις πρόσδεσης του p21 υποκινητή ακολουθεί την παρακάτω σειρά : 

θέση 3 > θέση 1 = θέση 4 = θέσεις 5/6 >> θέση 2 (Εικόνα 27). 

Στη συνέχεια πραγµατοποιήσαµε παρόµοια ανάλυση ανταγωνισµού 

χρησιµοποιώντας πρωτεΐνες Sp1 και Sp3 που εκφράσθηκαν σε ετερόλογο 

σύστηµα κυττάρων SL2. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 28, η πρόσδεση των 

Sp1 (Εικόνα Α) και Sp3 (Εικόνα Β) στο σηµασµένο p21(-86/-70) ανιχνευτή 

ανταγωνίσθηκε σε µεγάλο βαθµό από 100 φορές περίσσεια των µη 

σηµασµένων ολιγονουκλεοτιδίων p21(-63/-45), p21(-76/-58), p21(-86/-70) και 

p21(-124/-109), ενώ παρατηρήθηκε µικρός ανταγωνισµός µε το 

ολιγονουκλεοτίδιο p21(-115/-95). Οι παρατηρήσεις αυτές είναι απόλυτα 

σύµφωνες µε αυτές της Εικόνας 27.  

Συνοψίζοντας, τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στις Εικόνες 20-

28 δείχνουν ότι τα 6 µοτίβα GC που εντοπίζονται στην κοντινή περιοχή του 

p21 υποκινητή καταλαµβάνονται από δύο µέλη της οικογένειας Sp1, τις Sp1 

και Sp3, µε διαφορετική συνάφεια. Επίσης, κάτω από τις in vitro συνθήκες των 

συγκεκριµένων πειραµάτων, κανένας άλλος παράγοντας, τόσο του πυρηνικού 

εκχυλίσµατος ήπατος αρουραίου, όσο και κυττάρων SL2 δεν προσδέθηκε 

στην περιοχή αυτή. 
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Εικόνα 26 : Σχετική συνάφεια των πρωτεϊνών Sp1 και Sp3 που περιέχονται σε 
πυρηνικό εκχύλισµα ήπατος αρουραίου για τις θέσεις 1-6 του κοντινού p21 υποκινητή. 
Ανάλυση ηλεκτροφορητικής κινητικότητας συµπλόκου χρησιµοποιώντας σηµασµένο 
ολιγονουκλεοτίδιο p21(-86/-70) και πυρηνικό εκχύλισµα ήπατος αρουραίου (RLNE) απουσία 
και παρουσία αυξανόµενων συγκεντρώσεων µη σηµασµένων ολιγονουκλεοτιδίων που 
αντιστοιχούν στις θέσεις πρόσδεσης 1-6 του p21 υποκινητή, όπως φαίνεται και στο πάνω 
µέρος του αυτοραδιογραφήµατος. Ο ελεύθερος από τους σηµασµένους ανιχνευτές ξεχώρισαν 
σε µη αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαµίδης και απεικονίσθηκε µε αυτοραδιογραφία. Τα 
βέλη φανερώνουν τη θέση των συµπλόκων DNA και πρωτεϊνών Sp1 και Sp3. 

 

 
Εικόνα 27 : Ποσοτικοποίηση της ανάλυσης ανταγωνισµού ηλεκτροφορητικής 
κινητικότητας συµπλόκου της Εικόνας 7. Η ανάλυση πραγµατοποιήθηκε µε απεικόνιση 
φωσφόρου. Το πείραµα επαναλήφθηκε 3 φορές µε παρόµοια αποτελέσµατα. Στο διάγραµµα 
φαίνονται οι µέσοι όροι των 3 πειραµάτων για κάθε συγκέντρωση. 
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Εικόνα 28 : Σχετική συνάφεια πρόσδεσης των πρωτεϊνών Sp1 και Sp3 που 
εκφράζονται σε ετερόλογο σύστηµα κυττάρων SL2, για τον p21 υποκινητή. Ανάλυση 
ηλεκτροφορητικής κινητικότητας συµπλόκου χρησιµοποιώντας σηµασµένο ολιγονουκλεοτίδιο 
p21(-86/-70) και εκχύλισµα πλούσιο στους παράγοντες Sp1 (Εικόνα Α) ή Sp3 (Εικόνα Β) οι 
οποίοι έχουν εκφρασθεί σε ετερόλογο σύστηµα κυττάρων SL2 απουσία ή παρουσία  
περίσσειας (100 φορές) µη σηµασµένων ολιγονουκλεοτιδίων που αντιστοιχούν στις θέσεις 
πρόσδεσης 1-6 του p21 υποκινητή, όπως φαίνεται στο πάνω µέρος των 
αυτοραδιογραφηµάτων 
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Συµβολή των GC µοτίβων της κοντινής περιοχής του p21 
υποκινητή στην ενεργοποίησή του από Sp1 και Sp3. 

  Προκειµένου να αξιολογήσουµε τη σχετική συνεισφορά του κάθε GC 

µοτίβου της κοντινής περιοχής του p21 υποκινητή στην ενεργοποίηση του p21 

γονιδίου σε ηπατικά κύτταρα, δηµιουργήσαµε µια σειρά από ελλειµµατικούς 

p21 υποκινητές. Οι υποκινητές αυτοί στη συνέχεια τοποθετήθηκαν αµέσως 

πριν το γονίδιο της λουσιφεράσης και χρησιµοποιήθηκαν σε παροδικές 

επιµολύνσεις κυττάρων. Οι κατασκευές αυτές περιλαµβάνουν τα τµήµατα του 

p21 υποκινητή από τα νουκλεοτίδια -143, -115, -103 και -78 µέχρι το 

νουκλεοτίδιο +8 (Εικόνα 29). Το τµήµα -143/+8 περιλαµβάνει και τα 6 GC 

µοτίβα, ενώ τα τµήµατα -115/+8, -103/+8 και -78/+8 δε διαθέτουν τα µοτίβα 1, 

2 και 3 αντίστοιχα. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 29, η µετάβαση από το τµήµα 

(-2325/+8) του υποκινητή σε αυτό του (-143/+8) είχε ως αποτέλεσµα τη 

µείωση της ενεργότητας του p21 υποκινητή κατά 90% σε ηπατικά κύτταρα 

HepG2. Απαλοιφή του µοτίβου 1 προκάλεσε µία επιπλέον πτώση στο 3,3% 

της αρχικής ενεργότητας, υποδεικνύοντας ότι η θέση 1 είναι σηµαντική για την 

ενεργότητα της κοντινής περιοχής σε ηπατικά κύτταρα. Περαιτέρω απαλοιφή 

των θέσεων 2 και 3 δεν επηρέασε σηµαντικά την ενεργότητα του p21 

υποκινητή. Εποµένως, συµπεραίνουµε ότι η πρόσδεση των Sp1 και Sp3 στη 

θέση 1 συνεισφέρει σηµαντικά στη βασική ενεργότητα της κοντινής περιοχής 

του p21 υποκινητή σε κύτταρα HepG2.  

Προκειµένου να µελετήσουµε λεπτοµερέστερα τη συνεισφορά των GC 

µοτίβων στην εξαρτηµένη από Sp1/Sp3 ενεργοποίηση του κοντινού p21 

υποκινητή, πραγµατοποιήσαµε παροδικές επιµολύνσεις σε κύτταρα εµβρύων 

∆ροσόφιλας SL2. Αρχικά, πραγµατοποιήσαµε παροδικές επιµολύνσεις 

κυττάρων SL2 χρησιµοποιώντας διάφορα τµήµατα της κοντινής περιοχής του 

p21 υποκινητή µαζί µε φορείς έκφρασης των ανθρώπινων πρωτεϊνών Sp1 και 

Sp3 (Εικόνα 30). Όπως φαίνεται, τόσο ο Sp1 όσο και ο Sp3 ενεργοποίησαν το 

τµήµα p21(-143/+8) κατά 160 και 216 φορές αντίστοιχα. Η απαλοιφή της 

θέσης 1 οδήγησε σε ραγδαία µείωση της ενεργοποίησης του p21 από Sp1 και 

Sp3 σε 25 και 21 φορές αντίστοιχα. Το αποτέλεσµα αυτό συµφωνεί απόλυτα 

µε αυτό που παρουσιάστηκε στην Εικόνα 29 για τα ηπατικά κύτταρα. 

Περαιτέρω απαλοιφή των θέσεων 2 και 3 µείωσε την ενεργοποίηση του p21 

από Sp1 και Sp3 σε 12 και 8,5 φορές αντίστοιχα. 
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Εικόνα 29 : Σηµασία των θέσεων πρόσδεσης των Sp1/Sp3 στην ενεργότητα της 
κοντινής περιοχής του p21 υποκινητή σε ηπατικά κύτταρα HepG2. Στο αριστερό µέρος 
της Εικόνας βρίσκεται η σχηµατική αναπαράσταση των κατασκευών που φέρουν τους 
διάφορους p21 υποκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στις παροδικές επιµολύνσεις. Οι θέσεις 
πρόσδεσης 1-6 των Sp1/Sp3 συµβολίζονται µε µπλε οβάλς. Οι p53 θέσεις πρόσδεσης 
συµβολίζονται µε κόκκινα οβάλς. 
 
 
 

 

 
Εικόνα 30 : Σηµασία των θέσεων πρόσδεσης των Sp1/Sp3 στην ενεργότητα της 
κοντινής περιοχής του p21 υποκινητή σε κύτταρα SL2. Στο αριστερό µέρος της Εικόνας 
βρίσκεται η σχηµατική αναπαράσταση των κατασκευών που φέρουν τους διάφορους p21 
υποκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στις παροδικές επιµολύνσεις. Οι θέσεις πρόσδεσης 1-6 
των Sp1/Sp3 συµβολίζονται µε µπλε οβάλς. Οι θέσεις πρόσδεσης  της p53 συµβολίζονται µε 
κόκκινα οβάλς. 
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Στη συνέχεια πραγµατοποιήσαµε παροδικές επιµολύνσεις κυττάρων 

SL2 µε το τµήµα p21(-215/+8), αγρίου τύπου ή µε αντίστοιχο τµήµα που φέρει 

σηµειακές µεταλλάξεις στις θέσεις 1 και 3, ταυτόχρονα µε φορείς έκφρασης 

των πρωτεϊνών Sp1 και Sp3 (Εικόνα 31). Όπως είδαµε και νωρίτερα οι 

µεταλλάξεις αυτές είναι ικανές να παρεµποδίσουν την πρόσδεση των Sp1 και 

Sp3 στις θέσεις 1 και 3 της κοντινής περιοχής του p21 υποκινητή (Εικόνα 25). 

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 31, οι Sp1 και Sp3 ενεργοποιούν το αγρίου τύπου 

τµήµα p21(-215/+8) κατά 70 και 65 φορές αντίστοιχα. Από την άλλη, οι 

µεταλλάξεις στη θέση 1 παρεµπόδισαν την εξαρτηµένη από Sp1/Sp3 

ενεργοποίηση του p21 κατά 77% και 72% αντίστοιχα. Αντίθετα, οι µεταλλάξεις 

στη θέση 3 ενίσχυσαν ελαφρά την ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από 

Sp1/Sp3 (1,4 και 2,4 φορές αντίστοιχα). Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαίωσαν 

τη σηµασία της θέσης 1 για τη µεταγραφική ενεργοποίηση του p21 υποκινητή 

από τους παράγοντες Sp1 και Sp3. 

 

 

Οι 6 θέσεις πρόσδεσης των πρωτεϊνών Sp1 και Sp3 δεν είναι 
λειτουργικά ισοδύναµες σε κύτταρα θηλαστικών. 

Τα πειράµατα που παρουσιάστηκαν στις Εικόνες 29-31 

πραγµατοποιήθηκαν προκειµένου να αξιολογηθεί η συνεισφορά των θέσεων 

πρόσδεσης των Sp1 και Sp3 στη µεταγραφική ενεργοποίηση του p21 

υποκινητή από τους παράγοντες Sp1/Sp3 απουσία των στοιχείων του 

ενισχυτή. Όµως, όπως φάνηκε στην Εικόνα 29 και θα αναλυθεί περισσότερο 

παρακάτω, η περιοχή -143/+8 του p21 υποκινητή που περιλαµβάνει τις θέσεις 

1-6 συµβάλλει µόνο στο 10% της ενεργότητας του υποκινητή αυτού σε 

ηπατικά κύτταρα. Το υπόλοιπο 90% οφείλεται στα στοιχεία του ενισχυτή. 

Προκειµένου να µελετήσουµε τη σηµασία των µεταλλάξεων στις θέσεις 1-6 

στην ενεργότητα της κοντινής περιοχής παρουσία του ενισχυτή αυτήν τη φορά, 

οι µεταλλάξεις των θέσεων 1-6 που εµφανίζονται στη Εικόνα 20 

πραγµατοποιήθηκαν στον ολικού µήκους p21 υποκινητή (-2325/+8) (Εικόνα 

32). 

Η ενεργότητα του κάθε µεταλλαγµένου υποκινητή αξιολογήθηκε µε 

παροδικές επιµολύνσεις κυττάρων ανθρώπινου ηπατώµατος HepG2 και 

ινοβλαστών νεφρού πιθήκου COS-7. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 32, οι
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Εικόνα 31 : Σηµασία των θέσεων πρόσδεσης 1 και 3 των Sp1/Sp3 στην ενεργότητα της 
κοντινής περιοχής του p21 υποκινητή σε κύτταρα SL2. Στο αριστερό µέρος της Εικόνας 
βρίσκεται η σχηµατική αναπαράσταση των κατασκευών που φέρουν τους p21 υποκινητές 
που χρησιµοποιήθηκαν στις παροδικές επιµολύνσεις.  
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 µεταλλάξεις στις θέσεις 5/6 (MUT 5/6) δεν επηρέασαν τα βασικά επίπεδα 

ενεργότητας του p21 υποκινητή. Στην πραγµατικότητα οι µεταλλάξεις αυτές 

προκάλεσαν µια ελαφρά αύξηση της ενεργότητας του υποκινητή (110% έναντι 

100% του αγρίου τύπου p21 υποκινητή). Αυτό πιθανά να σηµαίνει ότι οι 

Sp1/Sp3 που προσδένονται στις θέσεις 5/6 είτε δε συνεισφέρουν στην 

ενεργοποίηση του p21 υποκινητή είτε παίζουν έναν µικρής σηµασίας 

παρεµποδιστικό ρόλο. Αντίθετα οι µεταλλάξεις στις θέσεις 4, 3, 2 και 1 

προκάλεσαν σηµαντική µείωση στην ενεργότητα του p21 υποκινητή και στις 

δύο κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιήθηκαν στο συγκεκριµένο πείραµα. Πιο 

συγκεκριµένα, οι µεταλλάξεις στη θέση 4 µείωσαν την ενεργότητα του 

υποκινητή στο 38% και 66% σχετικά µε τον αγρίου τύπου υποκινητή στα 

κύτταρα HepG2 και COS-7 αντίστοιχα. Οι µεταλλάξεις στη θέση 3 είχαν το πιο 

δραστικό αποτέλεσµα, καθώς µείωσαν την ενεργότητα στο 13% και 18% στις 

δύο κυτταρικές σειρές αντίστοιχα. Οι µεταλλάξεις στη θέση 2 µείωσαν την 

ενεργότητα στο 43% και 24% αντίστοιχα και τέλος, οι µεταλλάξεις στη θέση 1 

είχαν λιγότερο δραστικό φαινότυπο, καθώς οδήγησαν σε µείωση στο 77% και 

95% στις δύο κυτταρικές σειρές αντίστοιχα (Εικόνα 32). 

Συνοψίζοντας, τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στην Εικόνα 32 

υποδηλώνουν ότι οι θέσεις πρόσδεσης των Sp1/Sp3 του p21 υποκινητή δεν 

είναι λειτουργικά ισοδύναµες, τουλάχιστον στα δύο διαφορετικά κυτταρικά 

υποστρώµατα που εξετάσαµε, τα ηπατοκύτταρα και τους ινοβλάστες. 

 

 
Συνεργασία µεταξύ παραγόντων Sp1 που προσδένονται σε 

γειτονικές θέσεις του p21 υποκινητή. 
Για να εξετάσουµε πιθανές λειτουργικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ Sp1 

παραγόντων που προσδένονται στον p21 υποκινητή χρησιµοποιήσαµε  µια 

µεταλλαγµένη µορφή του παράγοντα Sp1 που δε διαθέτει την καρβοξυ-

τερµατική περιοχή D (aa 703-778) (Εικόνα 33Α). Η µορφή αυτή του Sp1 είναι 

ικανή να προσδεθεί σε GC µοτίβα και να ενεργοποιήσει υποκινητές οι οποίοι 

διαθέτουν µόνο µία θέση πρόσδεσης του Sp1 στον ίδιο βαθµό µε τον Sp1 

αγρίου τύπου. Η µεταλλαγµένη αυτή µορφή του Sp1 δεν µπορεί να 

συνεργαστεί µε άλλους Sp1 παράγοντες σε υποκινητές που διαθέτουν 

πολλαπλά GC µοτίβα, λόγω έλλειψης της περιοχής D, η οποία είναι
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Εικόνα 32 : Ο ρόλος των θέσεων πρόσδεσης 1-6 των παραγόντων Sp1/Sp3 στην 
ενεργότητα του p21 υποκινητή σε κύτταρα HepG2 και COS-7. Στο αριστερό µέρος της 
Εικόνας απεικονίζονται ο αγρίου τύπου p21 υποκινητής ή οι µεταλλαγµένοι σε κάθε µια από 
τις θέσεις 1-6 υποκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στις παροδικές επιµολύνσεις του 
πειράµατος. Οι σηµειακές µεταλλάξεις απεικονίζονται µε ένα Χ. Με µπλε χρώµα είναι τα 
αποτελέσµατα των επιµολύνσεων στα κύτταρα HepG2 και µε κόκκινο χρώµα αυτών στα 
κύτταρα COS-7 
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 σηµαντική για λειτουργικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ Sp1 παραγόντων, όπως 

έχει δειχθεί προηγουµένως (Courey et al, 1989). Χρησιµοποιήσαµε τη 

µεταλλαγµένη αυτή µορφή σε παροδικές επιµολύνσεις κυττάρων SL2 και 

όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 33Β η απαλοιφή της περιοχής D 

παρεµπόδισε την ενεργοποίηση του p21(-2325/+8) υποκινητή κατά 75% (12 

φορές έναντι 47 της ενεργοποίησης που οφείλεται στον αγρίου τύπου Sp1). 

Τα αποτελέσµατα αυτά υποδηλώνουν ότι η περιοχή D του παράγοντα Sp1, η 

οποία εµπλέκεται στη συνεργασία µεταξύ Sp1 µορίων που προσδένονται σε 

παραπλήσιες θέσεις, απαιτείται για τα υψηλά επίπεδα ενεργοποίησης του p21 

υποκινητή από Sp1. Επιπλέον, η συνεπιµόλυνση των παραπάνω κυττάρων 

µε τη µεταλλαγµένη αυτή µορφή, καθώς και µε την πρωτεΐνη αγρίου τύπου, 

παρεµπόδισε την ενεργοποίηση του p21 υποκινητή µε ένα δοσοεξαρτώµενο 

τρόπο (Εικόνα 33Β). Στο σηµείο αυτό πρέπει να αναφέρουµε ότι µε πειράµατα 

ηλεκτροφορητικής κινητικότητας συµπλόκου επιβεβαιώσαµε ότι η 

µεταλλαγµένη µορφή του Sp1 που εκφράσθηκε σε κύτταρα SL2, προσδένεται 

στη θέση 3 τόσο ισχυρά όσο και αγρίου τύπου µορφή (Εικόνα 33C). Έτσι 

αποκλείσαµε την περίπτωση η µειωµένη ενεργοποίηση του p21 υποκινητή 

από τη µεταλλαγµένη µορφή να οφείλεται σε µειωµένη πρόσδεσή της στον 

υποκινητή αυτόν. Τέλος, µε ανάλυση ανοσοεντοπισµού εξασφαλίσαµε ότι η 

µεταλλαγµένη µορφή εκφράζεται στον ίδιο βαθµό µε την αγρίου τύπου 

(Εικόνα 33D). Τα αποτελέσµατα της Εικόνας 33 υποδεικνύουν ότι ο 

παράγοντας Sp1 ενεργοποιεί τον p21 υποκινητή κατά ένα συνεργασιακό 

τρόπο, λόγω της ταυτόχρονης πρόσδεσής του σε γειτονικές θέσεις. 

Επιπρόσθετα, τα παραπάνω αποτελέσµατα υποδεικνύουν ότι η 

µεταλλαγµένη µορφή του Sp1, η οποία δε διαθέτει την περιοχή D (aa 703-778) 

δρα ως κυρίαρχος αρνητικός παράγοντας και παρεµποδίζει την ενεργότητα 

του p21 υποκινητή, πιθανά µέσω ανταγωνισµού µε τον αγρίου τύπου Sp1 για 

την πρόσδεση στις ίδιες θέσεις του p21 υποκινητή. 
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Εικόνα 33 : Η περιοχή D του παράγοντα Sp1 είναι σηµαντική για την ενεργοποίηση 
του p21 υποκινητή. Α) Σχηµατική αναπαράσταση των Sp1 µορφών που χρησιµοποιήθηκαν 
στα παρακάτω πειράµατα. Β) Κύτταρα SL2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε τον p21 υποκινητή 
και φορείς έκφρασης των παραπάνω Sp1  µορφών, ανεξάρτητα και σε συνδυασµό, όπως 
φαίνεται στο κάτω µέρος του ραβδογράµµατος. Ο βαθµός ενεργοποίησης σε κάθε περίπτωση 
εµφανίζεται στο πάνω µέρος της κάθε ράβδου. C) Ανάλυση ηλεκτροφορητικής κινητικότητας 
συµπλόκου. Εκχυλίσµατα κυττάρων SL2, πλούσιων στις Sp1 µορφές επωάσθηκαν µε 
σηµασµένο ανιχνευτή που αντιστοιχεί στη θέση 3. Η θέση των συµπλόκων του ανιχνευτή µε 
τις Sp1 µορφές σηµειώνεται µε βέλος. D) Πρότυπα έκφρασης των Sp1 µορφών σε κύτταρα 
SL2 µετά από τις παροδικές επιµολύνσεις. Η ανίχνευση της κάθε µορφής έγινε µε αντίσωµα 
έναντι της Sp1. Τα µοριακά βάρη των πρωτεϊνών σηµειώνονται στο αριστερό µέρος της 
Εικόνας. Οι θέσεις των Sp1 µορφών σηµειώνονται µε βέλος.  
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Η σηµασία των παραγόντων της οικογένειας Sp1 στη 
µεταγραφική ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από το 
σηµατοδοτικό µονοπάτι TGF-β και τις πρωτεΐνες Smad. 

 
Οι πρωτεΐνες Smad ενεργοποιούν τον p21 υποκινητή µέσω 

λειτουργικής συνεργασίας µε τον παράγοντα Sp1 αλλά όχι µε τον Sp3. 
Όπως αναφέραµε στην εισαγωγή, η κοντινή περιοχή του p21 

υποκινητή αποτελεί στόχο διαφόρων σηµατοδοτικών µονοπατιών, που 

επηρεάζουν την ενεργότητα του υποκινητή αυτού. Ένα από τα µονοπάτια 

είναι και αυτό του TGF-β. Είναι γνωστό ότι ο TGF-β και οι πρωτεΐνες Smad 

δρουν στην κοντινή περιοχή του p21 υποκινητή και επηρεάζουν την 

ενεργότητά του σε κύτταρα HepG2 (Moustakas and Kardassis, 1998). Στην 

παρούσα µελέτη θελήσαµε να προσδιορίσουµε τη σχετική συνεισφορά των 

παραγόντων Sp1 και Sp3, καθώς και των θέσεων 1-6, στην ενεργοποίηση του 

p21 υποκινητή από τις πρωτεΐνες Smad3 και Smad4.  

 Αρχικά, επικεντρωθήκαµε στη σηµασία της κοντινής περιοχής στην 

εξαρτώµενη από Smad3/Smad4 ενεργοποίηση του p21 υποκινητή. Σε 

παροδικές επιµολύνσεις κυττάρων HepG2 χρησιµοποιήσαµε φορείς που 

διαθέτουν το γονίδιο της λουσιφεράσης το οποίο ελέγχεται από τον p21 

υποκινητή αγρίου τύπου (p21(-2325/+8)) ή τον p21 υποκινητή που δε διαθέτει 

τις 4 από τις 6 θέσεις πρόσδεσης του Sp1 (p21(∆-125/-60)). Όπως βλέπουµε 

στην Εικόνα 34, οι πρωτεΐνες Smad3/Smad4, που υπερεκφράζονται σε 

κύτταρα HepG2, είναι ικανές να ενεργοποιήσουν 2,5 φορές τον p21 υποκινητή, 

ενώ δε συµβαίνει το ίδιο µε τον υποκινητή από τον οποίο έχει αφαιρεθεί το 

µεγαλύτερο τµήµα της κοντινής περιοχής.  

Αφού επιβεβαιώσαµε ότι η κοντινή περιοχή του p21 υποκινητή είναι 

απαραίτητη για την ενεργοποίησή του από τις πρωτεΐνες Smad3/Smad4, 

πραγµατοποιήσαµε παροδικές επιµολύνσεις κυττάρων SL2, ώστε να 

προσδιορίσουµε τη συνεισφορά του παράγοντα Sp1 που προσδένεται στην 

περιοχή αυτή στη µεταγραφική ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από τις 

πρωτεΐνες Smad. Στις επιµολύνσεις αυτές χρησιµοποιήσαµε τους p21(-

2325/+8) και p21(∆-125/-60) υποκινητές. Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 35, 

 126



 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Εικόνα 34 : Η κοντινή περιοχή του p21 
υποκινητή είναι απαραίτητη για την 
ενεργοποίησή του από τις πρωτεΐνες 
Smad3/Smad4. Κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν 
παροδικά µε τους υποκινητές p21(-2325/+8) και 
p21(-2325/+8)(∆-125/-60) απουσία και παρουσία 
φορέων έκφρασης των Smad3/Smad4, όπως 
φαίνεται στο κάτω µέρος του ραβδογράµµατος. 
Η µεταγραφική ενεργότητα του αγρίου τύπου ή 
του µεταλλαγµένου p21 υποκινητή από τις 
πρωτεΐνες Smad φαίνεται στην κορυφή κάθε 
ράβδου.  
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ο παράγοντας Sp1 που εκφράζεται στο ετερόλογο σύστηµα των κυττάρων 

αυτών ενεργοποιεί µόνο τον υποκινητή αγρίου τύπου και όχι αυτόν που δε 

διαθέτει την κοντινή περιοχή (-125/-60). Επίσης, οι πρωτεΐνες Smad3/Smad4 

που εκφράζονται στο ετερόλογο σύστηµα των κυττάρων SL2 δεν µπορούν να 

ενεργοποιήσουν κανέναν από τους δύο υποκινητές. Τέλος, παρατηρούµε ότι 

ο Sp1 µαζί  µε τις Smad3/Smad4 ενεργοποιούν συνεργασιακά τον υποκινητή 

αγρίου τύπου (125 φορές έναντι 36 του Sp1 µόνου του). Αντίθετα, η απαλοιφή 

της κοντινής περιοχής παρεµπόδισε τη συνεργασιακή αυτή ενεργοποίηση του 

p21 υποκινητή (Εικόνα 35). Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαίωσαν τις 

προηγούµενες µελέτες µας (Moustakas and Kardassis, 1998) και ανέδειξαν τη 

σηµασία των λειτουργικών αλληλεπιδράσεων µεταξύ των παραγόντων Sp1 

και Smad για τη ρύθµιση του γονιδίου p21 από την κυτταροκίνη TGF-β.      

Προκειµένου να µελετήσουµε περαιτέρω τη συνεργασία µεταξύ των 

Sp1 και Smad3/Smad4 πρωτεϊνών χρησιµοποιήσαµε µόνον την κοντινή 

περιοχή του p21 υποκινητή p21(-143/+8). Όπως µπορούµε να διακρίνουµε 

στην Εικόνα 36, η συνέκφραση των Sp1 και Smad3/Smad4 προκάλεσε µια 

σηµαντική αύξηση του p21 υποκινητή κατά 1575 φορές, σε σχέση µε τις 150 

φορές και 2 φορές ενεργοποίηση που προκαλούν ο Sp1 και οι Smad3/Smad4 

από µόνοι τους στην κοντινή περιοχή. Πάντως, σε αντίθεση µε τον Sp1, ο Sp3 

δεν µπορεί να συνεργαστεί µε τις Smad3/Smad4 για την ενεργοποίηση της 

κοντινής περιοχής του p21 υποκινητή στα κύτταρα SL2. Αυτό υποδεικνύει ότι 

η ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από τις Smad/Smad4 διαµεσολαβείται 

αποκλειστικά από τον παράγοντα Sp1.  

 

 

Η ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από τις πρωτεΐνες Smad δεν 
επηρεάζεται από µεταλλάξεις σε κάθε µια από τις θέσεις πρόσδεσης του 
παράγοντα Sp1. 

Αφού επιβεβαιώσαµε τη σηµασία της κοντινής περιοχής, καθώς και της 

παρουσίας του παράγοντα Sp1, στην ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από 

τις πρωτεΐνες Smad, θελήσαµε να µελετήσουµε τη συνεισφορά της κάθε µιας 

από τις 6 θέσεις πρόσδεσης του παράγοντα Sp1 στην ενεργοποίηση αυτή. Για 

το σκοπό αυτό επιµολύναµε παροδικά κύτταρα HepG2 µε τους p21 

 128



υποκινητές που φέρουν µεταλλάξεις σε κάθε µια από τις θέσεις αυτές, καθώς 

και µε αυτόν του αγρίου τύπου. 

Ταυτόχρονα υπερεκφράσαµε και τις
 
 
 
Εικόνα 35 : Η ενεργοποίηση του p21 
υποκινητή από τις Smad3/Smad4 απαιτεί 
τον παράγοντα Sp1. Κύτταρα SL2 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους υποκινητές 
p21(-2325/+8) και p21(-2325/+8)(∆-125/-60) 
απουσία και παρουσία φορέων έκφρασης του 
Sp1 και των Smad3/Smad4, όπως φαίνεται 
στο κάτω µέρος του ραβδογράµµατος. Η 
µεταγραφική ενεργοποίηση του αγρίου τύπου 
και του µεταλλαγµένου p21 υποκινητή από 
συνεργασιακές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 
πρωτεϊνών Sp1 και Smad3/4 φαίνεται στην 
κορυφή των αντίστοιχων ράβδων. Η βασική 
ενεργότητα του p21 υποκινητή στα κύτταρα 
SL2 θεωρήθηκε ως µονάδα. 
 

 

 

 

 

 

 
 
Εικόνα 36 : Η ενεργοποίηση της κοντινής 
περιοχής του p21 υποκινητή από τις 
πρωτεΐνες Smad διαµεσολαβείται από 
τον Sp1 και όχι τον Sp3. Κύτταρα SL2 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε την κοντινή 
περιοχή p21(-143/+8) απουσία και παρουσία 
φορέων έκφρασης των Sp1 και 
Smad3/Smad4 ανεξάρτητα ή σε συνδυασµό, 
όπως φαίνεται στο κάτω µέρος του 
ραβδογράµµατος. Η ενεργοποίηση του p21 
υποκινητή από τις πρωτεΐνες Sp1 και 
Smad3/4 φαίνεται στην κορυφή της κάθε 
ράβδου. Η ενεργότητα του p21 υποκινητή 
στα κύτταρα SL2 απουσία των παραγόντων 
Sp1 και Smad3/4 θεωρήθηκε ως µονάδα. 
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 πρωτεΐνες Smad3/Smad4. Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 37, όλοι οι 

µεταλλαγµένοι υποκινητές διατηρούν τη δυνατότητα να ενεργοποιούνται από 

τις πρωτεΐνες Smad στον ίδιο βαθµό όπως και ο υποκινητής αγρίου τύπου (2-

3 φορές). Εποµένως, η ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από τις πρωτεΐνες 

Smad δεν απαιτεί κάποια συγκεκριµένη θέση πρόσδεσης του Sp1, αλλά όλες 

είναι εξίσου ισοδύναµες στο να διαµεσολαβούν τη συγκεκριµένη 

ενεργοποίηση. 
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Εικόνα 37 : Η ενεργοποίηση του (-2325/+8)p21 υποκινητή από τις πρωτεΐνες Smad δεν 
επηρεάζεται από µεταλλάξεις στις θέσεις πρόσδεσης του παράγοντα Sp1 1-6. Κύτταρα 
HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε τον αγρίου τύπου και τους µεταλλαγµένους σε κάθε µια 
από τις θέσεις 1-6 υποκινητές, απουσία και παρουσία φορέων έκφρασης των πρωτεϊνών 
Smad3/Smad4, όπως φαίνεται στο κάτω µέρος του ραβδογράµµατος. Η σχετική ενεργότητα 
του κάθε υποκινητή απουσία και παρουσία των πρωτεϊνών Smad φαίνεται στην κορυφή της 
κάθε ράβδου. Ο βαθµός ενεργοποίησης κάθε p21 υποκινητή από τις πρωτεΐνες Smad 
σηµειώνεται στο πάνω µέρος του ραβδογράµµατος.  
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Λειτουργική ανάλυση της µακρινής περιοχής του p21 
υποκινητή : Συνεργασιακές αλληλεπιδράσεις µε τους 
παράγοντες Sp1 και Sp3 που προσδένονται στη θέση 3 της 
κοντινής περιοχής 

 

Η µακρινή  περιοχή του p21 υποκινητή -2325/-2260, η οποία 
περιέχει µια θέση πρόσδεσης της p53, λειτουργεί ως µεταγραφικός 
ενισχυτής της κοντινής περιοχής. 

Μέχρι τώρα µελετήσαµε τη συνεισφορά της κοντινής περιοχής στην 

ενεργότητα του p21 υποκινητή. Εκτός, όµως, από την περιοχή αυτή η 

ενεργοποίηση του p21 υποκινητή εξαρτάται και από τη δράση µιας δεύτερης 

περιοχής η οποία εντοπίζεται στην περιοχή -2325/-1890 του υποκινητή αυτού. 

Η περιοχή αυτή φαίνεται να δρα ως ενισχυτής του p21 υποκινητή. Απαλοιφή 

είτε της κοντινής (-122/-60) είτε της µακρινής (-2325/-1890) περιοχής του p21 

υποκινητή είχε ως αποτέλεσµα τη µείωση της ενεργότητας του υποκινητή 

αυτού κατά 95% και 70% αντίστοιχα σε σχέση µε τον υποκινητή αγρίου τύπου 

(Εικόνα 38). Στο συγκεκριµένο πείραµα πραγµατοποιήθηκαν παροδικές 

επιµολύνσεις κυττάρων HepG2 µε τους υποκινητές που φαίνονται στην 

Εικόνα 38, και οι οποίοι ήλεγχαν την έκφραση του γονιδίου CAT. Τα 

αποτελέσµατα αυτά δείχνουν µια λειτουργική συνεργασία µεταξύ παραγόντων 

που προσδένονται στην µακρινή και στην κοντινή περιοχή του p21 υποκινητή. 

Προκειµένου να µελετήσουµε περαιτέρω τη µακρινή περιοχή του p21 

υποκινητή και να ταυτοποιήσουµε ρυθµιστικές ακολουθίες που είναι 

υπεύθυνες για τη δράση της ως µεταγραφικού ενισχυτή, δηµιουργήσαµε µια 

σειρά από φορείς που φέρουν διάφορα τµήµατα της περιοχής -2325/-1890 

τοποθετηµένα πριν από τον ετερόλογο, ελάχιστο υποκινητή του γονιδίου της 

κινάσης της θυµιδίνης (tk) του ιού Herpes Simplex (HSV). Ο υποκινητής αυτός 

εκτείνεται µεταξύ των νουκλεοτιδίων -85 και +1 και περιλαµβάνει µια θέση 

πρόσδεσης του Sp1. Τα τµήµατα του p21 υποκινητή που µελετήθηκαν ήταν 

τα -2325/-1890, -2260/-1890 και -2325/-2260 (Εικόνα 39). Κύτταρα HepG2 

επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους φορείς αυτούς και η ενεργότητα των 

διαφόρων τµηµάτων προσδιορίσθηκε µε ανάλυση CAT. Όπως βλέπουµε στην 

Εικόνα 39, η περιοχή -2325/-1890 του p21 υποκινητή προκάλεσε µια 
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Εικόνα 38 : Η περιοχή -2325/-1890 του p21 υποκινητή  δρα ως µεταγραφικός ενισχυτής 
σε ανθρώπινα ηπατικά κύτταρα HepG2. Κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους 
υποκινητές που φαίνονται στην Εικόνα, από τους οποίους ο πρώτος αντιστοιχεί στον αγρίου 
τύπου p21, ο δεύτερος δε διαθέτει τις 4 από τις 6 θέσεις πρόσδεσης του Sp1 και ο τελευταίος 
δε διαθέτει την περιοχή -2325/-1890. Με κόκκινα οβάλς συµβολίζονται οι θέσεις πρόσδεσης 
της p53 και µε µπλε αυτές του Sp1. Στο αριστερό µέρος της Εικόνας φαίνεται η σχετική 
ενεργότητα του κάθε τµήµατος σε σχέση µε τον υποκινητή αγρίου τύπου. Οι διακεκοµµένες 
γραµµές απεικονίζουν απαλοιφές του υποκινητή.  

 

 

 
Εικόνα 39 : Η περιοχή -2325/-2260 του p21 υποκινητή  δρα ως µεταγραφικός ενισχυτής 
σε ανθρώπινα ηπατικά κύτταρα HepG2. Κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους 
υποκινητές που φαίνονται στην Εικόνα. Με κόκκινο οβάλ συµβολίζεται η θέση πρόσδεσης της 
p53 και µε µπλε αυτή του Sp1. Στο αριστερό µέρος της Εικόνας εµφανίζονται τα επίπεδα 
ενεργοποίησης του tk υποκινητή εξαιτίας της µεταγραφικής ενίσχυσης από τα τµήµατα της 
µακρινής περιοχής του p21 υποκινητή. Οι διακεκοµµένες γραµµές απεικονίζουν απαλοιφές 
του υποκινητή. 
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µεταγραφική αύξηση του tk υποκινητή κατά 43,5 και 51,5 φορές, όταν αυτή 

τοποθετήθηκε στην ίδια ή στην αντίθετη φορά αντίστοιχα µε αυτήν του tk 

υποκινητή και του γονιδίου CAT. Το αποτέλεσµα αυτό επιβεβαιώνει το ρόλο 

της περιοχής -2325/-1890 του p21 υποκινητή ως µεταγραφικού ενισχυτή σε 

κύτταρα HepG2.    

Η περιοχή -2325/-1890 του p21 υποκινητή περιλαµβάνει µια καλά 

χαρακτηρισµένη θέση πρόσδεσης της ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης p53. 

Όπως φαίνεται στις Εικόνες 40Α και 40Β η πρωτεΐνη p53 που εκφράζεται σε 

κύτταρα HepG2 µπορεί να προσδεθεί ικανοποιητικά στην περιοχή αυτή του 

p21 υποκινητή. 

Προκειµένου να µελετήσουµε τη συνεισφορά αυτής της θέσης 

πρόσδεσης της p53 στην ενισχυτική δράση της περιοχής -2325/-1890 

δηµιουργήσαµε επιπλέον πλασµιδιακούς φορείς. Στους φορείς αυτούς, η 

περιοχή -2325/-1890 διαχωρίσθηκε σε δύο µικρότερα τµήµατα : το -2325/-

2260, το οποίο περιλαµβάνει τη θέση πρόσδεσης της p53 και το -2260/-1890, 

το οποίο δεν την περιλαµβάνει. Και οι δύο περιοχές τοποθετήθηκαν πριν τον 

tk υποκινητή και το γονίδιο CAT (Εικόνα 39). Παροδικές επιµολύνσεις 

κυττάρων HepG2 µε τους παραπάνω φορείς και ακόλουθη ανάλυση 

δραστικότητας του ενζύµου CAT, έδειξε ότι το τµήµα -2325/-2260 που 

περιέχει τη θέση πρόσδεσης της p53 διαθέτει τη δυνατότητα µεταγραφικής 

ενίσχυσης, αντίθετα µε την υπόλοιπη περιοχή -2260/-1890 η οποία δεν 

µπορεί να ενεργοποιήσει τον tk υποκινητή. 

Στη συνέχεια θελήσαµε να ελέγξουµε τη δυνατότητα της περιοχής p21(-

2325/-2260) να δρα ως µεταγραφικός ενισχυτής στον οµόλογό της υποκινητή. 

Για το λόγο αυτό τοποθετήσαµε την περιοχή αυτή αµέσως πριν τον υποκινητή 

p21(-215/+8) (Εικόνα 41). Επιµολύναµε παροδικά κύτταρα HepG2 και 

παρατηρήσαµε ότι η περιοχή -2325/-2260 του p21 υποκινητή ενεργοποίησε 

σε σηµαντικό βαθµό (28 φορές) την κοντινή περιοχή του υποκινητή αυτού. Αν 

λάβουµε υπόψη µας τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στις Εικόνες 38, 

39 και 41, συµπεραίνουµε ότι η µακρινή περιοχή -2325/-2260 του p21 

υποκινητή, η οποία περιλαµβάνει µια θέση πρόσδεσης της p53, λειτουργεί ως 

µεταγραφικός ενισχυτής της κοντινής περιοχής του ίδιου υποκινητή, η οποία 

περιέχει πολλαπλές θέσεις πρόσδεσης του παράγοντα Sp1. Αυτό υποδεικνύει 
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µια λειτουργική συνεργασία µεταξύ των p53 και Sp1 στην ενεργοποίηση του 

p21 υποκινητή. 

 

 

 

 

 
Εικόνα 40 : Α. Ανίχνευση της πρωτεΐνης p53 που εκφράζεται στα κύτταρα HepG2. 
Εκχύλισµα από τα συγκεκριµένα κύτταρα χρησιµοποιήθηκε σε ηλεκτροφόρηση 
αποδιατακτικής πηκτήε πολυακρυλαµίδης και σε ανάλυση ανοσοεντοπισµού µε το 
µονοκλωνικό αντίσωµα DO-1 έναντι της p53. Η θέση της p53 φαίνεται µε ένα βέλος. Β. 
Πρόσδεση της p53 που εκφράζεται σε κύτταρα HepG2 στη µακρινή περιοχή του p21 
υποκινητή. Εκχύλισµα από τα συγκεκριµένα κύτταρα επωάσθηκε µε σηµασµένο 
ολιγονουκλεοτίδιο που αντιστοιχεί στην περιοχή p21(-2281/-2269), που περιλαµβάνει τη θέση 
πρόσδεσης της p53, απουσία και παρουσία του αντισώµατος DO-1. Οι θέσεις των 
συµπλόκων DNA-p53 απουσία και απουσία του αντισώµατος φαίνονται µε τα βέλη. 

 

 

 
 

Εικόνα 41 : Η περιοχή -2325/-2260 του p21 υποκινητή  δρα ως µεταγραφικός ενισχυτής 
σε ανθρώπινα ηπατικά κύτταρα HepG2. Κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους 
υποκινητές που φαίνονται στην Εικόνα. Με κόκκινο οβάλ συµβολίζεται η θέση πρόσδεσης της 
p53 και µε µπλε αυτές του Sp1. Στο αριστερό µέρος της Εικόνα φαίνονται τα επίπεδα 
ενεργοποίησης του κοντινού p21 υποκινητή από τη µακρινή περιοχή -2325/-2260. Οι 
διακεκοµµένες γραµµές απεικονίζουν απαλοιφές του υποκινητή. 
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Η σηµασία της θέσης 3 στη µεταγραφική ενεργότητα του p21 
υποκινητή. 

Από την ανάλυση που φαίνεται στην Εικόνα 32, διαπιστώνουµε ότι η 

θέση 3 είναι λειτουργικά η πιο σηµαντική θέση για την ηπατική λειτουργία του 

p21 υποκινητή. Η δραµατική µείωση της ενεργότητας του p21 υποκινητή κατά 

87% από τη µεταλλαξιγένεση της θέσης 3 µπορεί να οφείλεται είτε στην 

ανικανότητα των Sp1 και Sp3 να ενεργοποιήσουν τον p21 υποκινητή είτε στην 

ανικανότητά τους να συνεργαστούν µε παράγοντες που προσδένονται στον 

ενισχυτή του p21 γονιδίου.    Προκειµένου να ερευνήσουµε ποιες από τις δύο 

υποθέσεις ισχύει, πραγµατοποιήσαµε, αρχικά, παροδικές επιµολύνσεις 

κυττάρων SL2. Χρησιµοποιήσαµε τον (-2325/+8) p21 υποκινητή αγρίου τύπου, 

καθώς και αυτόν που φέρει µεταλλάξεις στη θέση 3, απουσία και παρουσία 

φορέων έκφρασης των παραγόντων Sp1, Sp2 και Sp3. Όπως φαίνεται στην 

Εικόνα 42, ο Sp1 ενεργοποιεί σε µεγάλο βαθµό τον p21 υποκινητή (41 φορές), 

ενώ ο Sp3 σε µικρότερο, αλλά σηµαντικό βαθµό (17,5 φορές). Αντίθετα ο Sp2 

δεν είναι ικανός να ενεργοποιήσει τον υποκινητή αυτό, γεγονός που βρίσκεται 

σε απόλυτη συµφωνία µε την Εικόνα 22, όπου φαίνεται ότι ο Sp2 δεν είναι 

ικανός να προσδεθεί στον p21 υποκινητή.  Όταν µεταλλάξαµε τη θέση 3, που 

όπως είδαµε εµφανίζει το δραµατικότερο φαινότυπο, όσον αφορά την 

ενεργοποίηση του p21 υποκινητή σε άλλες κυτταρικές σειρές, όχι µόνο δεν 

είχαµε µείωση της ενεργοποίησης του µεταλλαγµένου p21 υποκινητή, αλλά 

αντίθετα αύξηση αυτής από τους Sp1 και Sp3 (Εικόνα 42). Εποµένως, η θέση 

3 δε φαίνεται να απαιτείται για τη µεταγραφική ενεργοποίηση του p21 

υποκινητή από τους παράγοντες Sp1 και Sp3 σε κύτταρα SL2. Είναι πιθανό 

ότι στην περίπτωση της µετάλλαξης στη θέση 3, οι υπόλοιπες περιοχές 1, 2 4 

και 5/6 µεσολαβούν για την ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από τους 

παράγοντες Sp1 και Sp3. 

Από την άλλη µεριά, η αρνητική επίδραση της µεταλλαξιγένεσης της 

θέσης 3 στην ηπατική λειτουργία του p21 υποκινητή µπορεί να οφείλεται στην 

απώλεια συνεργασίας µεταξύ των Sp1 και Sp3 µε παράγοντες που 

προσδένονται στη µακρινή περιοχή του p21 υποκινητή. Προκειµένου να 

αξιολογήσουµε την υπόθεση αυτή, καταφύγαµε σε παροδικές επιµολύνσεις 

κυττάρων HepG2, χρησιµοποιώντας τον αγρίου τύπου ή µεταλλαγµένους p21 

υποκινητές. Ο πρώτος περιείχε µόνο την κοντινή περιοχή του p21 υποκινητή
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Εικόνα 42 : Η σηµασία της θέσης 3 στη µεταγραφική ενεργοποίηση του p21 υποκινητή 
από τους παράγοντες Sp1/Sp3 σε κύτταρα SL2. Κύτταρα SL2 επιµολύνθηκαν παροδικά 
µε πλασµιδιακούς φορείς που έφεραν το γονίδιο της λουσιφεράσης υπό τον έλεγχο του 
αγρίου τύπου )-2325/+8)p21 υποκινητή ή του αντίστοιχου µεταλλαγµένου υποκινητή στη θέση 
3, όπως φαίνεται και στο κάτω µέρος του ραβδογράµµατος, απουσία και παρουσία φορέων 
έκφρασης των Sp1, Sp2 και Sp3. Ο βαθµός ενεργοποίησης του κάθε υποκινητή από τους 
παράγοντες αυτούς φαίνεται στο πάνω µέρος της κάθε ράβδου.  
 

 137



 (-215/+8), ο δεύτερος ήταν ο αγρίου τύπου (-2325/+8), ενώ οι άλλοι δύο ήταν 

οι δύο παραπάνω µε µεταλλάξεις στη θέση 3 (Εικόνα 43). Όπως φαίνεται 

στην Εικόνα 43, οι µεταλλάξεις στη θέση 3 µείωσαν κατά 50% την ενεργότητα 

του p21(-215/+8) απουσία της ενισχυτικής περιοχής. Η ενεργότητα του 

µεταλλαγµένου υποκινητή δεν µπόρεσε να αυξηθεί από τη µακρινή περιοχή (-

2325/-216) του p21 υποκινητή. Αντίθετα, ο αγρίου τύπου p21(-215/+8) 

υποκινητής ενισχύθηκε κατά 5 φορές όταν προσθέσαµε και τη µακρινή 

περιοχή. Τα αποτελέσµατα των συγκεκριµένων επιµολύνσεων δείχνουν ότι οι 

µεταλλάξεις στη θέση 3 παρεµποδίζουν τις συνεργασιακές αλληλεπιδράσεις 

µεταξύ των Sp1 και Sp3 που προσδένονται στην κοντινή περιοχή του p21 

υποκινητή και παραγόντων που προσδένονται στη µακρινή περιοχή του p21 

υποκινητή.  
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Εικόνα 43 : Η σηµασία της θέσης 3 στην ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από τον 
ενισχυτή. Κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους υποκινητές που φαίνονται στο 
αριστερό µέρος της Εικόνας. Ο βαθµός ενεργοποίησης του αγρίου τύπου και του 
µεταλλαγµένου στη θέση 3 p21 υποκινητή από τη µακρινή περιοχή φαίνεται δίπλα στην 
αντίστοιχη ράβδο. 
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Η σηµασία των παραγόντων της οικογένειας Sp1 στη 
µεταγραφική ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από την p53 

 

Η ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από την ογκοκατασταλτική 
πρωτεΐνη p53 απαιτεί τις κοντινές θέσεις πρόσδεσης του παράγοντα Sp1. 

 Αφού επιβεβαιώσαµε τη σηµασία τόσο της µακρινής όσο και της 

κοντινής περιοχής του p21 υποκινητή στη βασική ενεργότητα του, θελήσαµε 

να µελετήσουµε πιο λεπτοµερειακά τη σχέση που πιθανά να έχουν οι δύο 

αυτές περιοχές µεταξύ τους, στην περίπτωση της µεταγραφικής 

ενεργοποίησης του p21 υποκινητή από την πρωτεΐνη p53 που είδαµε ότι 

προσδένεται στην περιοχή του ενισχυτή. Για το λόγο αυτό χρησιµοποιήσαµε 

την ανθρώπινη κυτταρική σειρά κερατινοκυττάρων HaCaT. Τα κύτταρα αυτά 

περιέχουν δύο µεταλλαγµένα αλληλόµορφα του γονιδίου p53, τα οποία δεν 

είναι ικανά να ενεργοποιήσουν τη µεταγραφή του p21 υποκινητή (Datto et al, 

1995). Όπως φαίνεται στην Εικόνα 44, υπερέκφραση λειτουργικής p53 στα 

κύτταρα αυτά έχει ως αποτέλεσµα την αύξηση της ενεργότητας του p21 

υποκινητή κατά 7 φορές. Όπως ήταν αναµενόµενο, η ενεργοποίηση αυτή 

χάθηκε όταν απαλείψαµε την µακρινή περιοχή -2325/-144 του p21 υποκινητή 

που φέρει τις δύο θέσεις πρόσδεσης της πρωτεΐνης p53. Το ίδιο αποτέλεσµα, 

όµως, είχε και η απαλοιφή της κοντινής περιοχής -122/-60 του p21 υποκινητή, 

που φέρει θέσεις πρόσδεσης του Sp1. Το αποτέλεσµα αυτό έδειξε ότι η 

ύπαρξη των δύο θέσεων πρόσδεσης της p53 στη µακρινή περιοχή δεν είναι 

αρκετή για την ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από την p53, αλλά 

απαιτούνται και οι θέσεις πρόσδεσης του Sp1 που εντοπίζονται στην κοντινή 

περιοχή.  

 

Η ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από την p53 επιτυγχάνεται µε 
λειτουργική συνεργασία µεταξύ της p53 και του Sp1 που προσδένεται 
στη θέση 3. 

Όπως είδαµε παραπάνω, η p53 απαιτεί την κοντινή περιοχή του p21 

υποκινητή προκειµένου να µπορέσει να τον ενεργοποιήσει. Το επόµενο 

ερώτηµα που προκύπτει είναι αν όλες οι θέσεις πρόσδεσης του Sp1 είναι 

ικανές να διαµεσολαβήσουν την ενεργοποίηση αυτή ή µόνον κάποιες από
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Εικόνα 44 : Η ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από την p53 απαιτεί την κοντινή 
περιοχή, που περιλαµβάνει τις θέσεις πρόσδεσης του Sp1. Κύτταρα HaCaT 

επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους υποκινητές που φαίνονται στο σχήµα, απουσία και 

παρουσία φορέα έκφρασης της p53. Ο βαθµός ενεργοποίησης του κάθε υποκινητή 

παρουσιάζεται στο αριστερό µέρος της Εικόνας. Οι θέσεις πρόσδεσης της p53 συµβολίζονται 

µε κόκκινα οβάλς, ενώ αυτές του Sp1 µε µπλε οβάλς. Οι διακεκοµµένες γραµµές απεικονίζουν 

απαλοιφές του υποκινητή. 
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 αυτές. Για να απαντήσουµε στο ερώτηµα αυτό, χρησιµοποιήσαµε τους 

υποκινητές που φαίνονται στην Εικόνα 32, σε παροδικές επιµολύνσεις 

κυττάρων HaCaT, απουσία και παρουσία φορέα έκφρασης της p53. Όσον 

αφορά τα βασικά επίπεδα έκφρασης της p21, παρατηρούµε ότι οι διάφορες 

θέσεις πρόσδεσης του Sp1 δεν είναι ισοδύναµες µεταξύ τους, φαινόµενο που 

παρατηρήσαµε και στα κύτταρα HepG2 και COS-7 (Εικόνα 32). Και στην 

περίπτωση αυτή η µετάλλαξη στη θέση 3 (-82/-77) είχε τον πιο δραµατικό 

φαινότυπο (µείωση στο 18% σε σχέση µε την ενεργότητα του υποκινητή 

αγρίου τύπου) (Εικόνα 45). Επίσης, η µετάλλαξη στη θέση αυτή µείωσε 

αισθητά και την εξαρτηµένη από p53 ενεργοποίηση του p21 υποκινητή (4,2 

φορές έναντι 7 φορές του υποκινητή αγρίου τύπου). Αντίθετα, οι µεταλλάξεις 

στις υπόλοιπες θέσεις πρόσδεσης του Sp1, µείωσαν σε µικρότερο βαθµό τη 

βασική ενεργότητα του υποκινητή (40%-60%), ενώ δεν επηρέασαν σηµαντικά 

ή και σε κάποιες περιπτώσεις αύξησαν την ενεργοποίηση του p21 υποκινητή 

από p53 (Εικόνα 45). Τα αποτελέσµατα της Εικόνας 45 δείχνουν ότι η θέση 3 

είναι απαραίτητη για την ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από την 

ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη p53 σε κύτταρα HaCaT.  

Στη συνέχεια πραγµατοποιήσαµε παροδικές επιµολύνσεις κυττάρων 

SL2. Χρησιµοποιήσαµε τον αγρίου τύπου (-2325/+8) p21 υποκινητή, αυτόν 

που φέρει µεταλλάξεις στη θέση 3 και αυτόν που δε διαθέτει τις 4 από τις 6 

θέσεις πρόσδεσης του Sp1 (Εικόνα 46). Παρατηρούµε ότι ο αγρίου τύπου 

υποκινητής p21(-2325/+8) έχει εξαιρετικά χαµηλή ενεργότητα στα κύτταρα 

αυτά κάτω από φυσιολογικές συνθήκες. Η υπερέκφραση του Sp1 οδηγεί σε 

µια δραστική αύξηση στην ενεργότητα του συγκεκριµένου υποκινητή (81 

φορές σε σχέση µε την ενεργοποίηση χωρίς Sp1). Από την άλλη µεριά, η 

υπερέκφραση της p53 δεν έχει κανένα αποτέλεσµα στην ενεργότητα του 

υποκινητή αυτού. Τέλος, η συνέκφραση των δύο παραγόντων (Sp1 και p53) 

έχει ως αποτέλεσµα τη συνεργασιακή ενεργοποίηση του p21 υποκινητή η 

οποία ήταν κατά 7 φορές ισχυρότερη από την αθροιστική ενεργοποίηση που 

προκύπτει από την ανεξάρτητη ενεργοποίηση του υποκινητή από τους δύο 

παράγοντες. Αυτό σηµαίνει ότι  ο Sp1 είναι απαραίτητος για την εξαρτηµένη 

από p53 ενεργοποίηση του p21 υποκινητή. 

Στη συνέχεια χρησιµοποιήσαµε το µεταλλαγµένο στη θέση 3 (-2325/+8) 

p21 υποκινητή και παρατηρήσαµε ότι η καταστροφή της συγκεκριµένης θέσης
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Εικόνα 45 : Η θέση πρόσδεσης 3 του Sp1 είναι υπεύθυνη για την εξαρτηµένη από την 
p53 ενεργοποίηση του p21 υποκινητή. Κύτταρα HaCaT επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους 
υποκινητές που φαίνονται στο κάτω µέρος του ραβδογράµµατος (περισσότερες λεπτοµέρειες 
στην Εικόνα 13), απουσία και παρουσία φορέα έκφρασης της p53. Τα επίπεδα 
ενεργοποίησης του κάθε υποκινητή από την p53 φαίνονται στο πάνω µέρος του 
ραβδογράµµατος.   

 

 

 
Εικόνα 46 : Σηµασία του παράγοντα Sp1 στην εξαρτηµένη από p53 ενεργοποίηση του 
p21 υποκινητή. Κύτταρα SL2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους υποκινητές που 

εµφανίζονται στο κάτω µέρος του ραβδογράµµατος, απουσία και παρουσία φορέων 

έκφρασης του Sp1 και της p53, ανεξάρτητα ή σε συνδυασµό. Ο βαθµός ενεργοποίησης των 

υποκινητών, καθώς και η ενίσχυση της ενεργοποίησης από την p53 φαίνονται στο πάνω 

µέρος του ραβδογράµµατος. 
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δεν επηρέασε την ενεργοποίηση του υποκινητή αυτού από τον Sp1, αλλά 

αντίθετα µείωσε σηµαντικά τη συνεργασιακή ενεργοποίηση του p21 υποκινητή 

τους παράγοντες Sp1 και p53 (2,7 φορές), σε σχέση µε την ενεργοποίηση του 

υποκινητή αγρίου τύπου από τους δύο αυτούς παράγοντες (7 φορές).  

Τέλος, η απαλοιφή της κοντινής περιοχής (-122/-60) του p21 υποκινητή 

παρεµπόδισε την ενεργοποίησή του τόσο από τον Sp1 όσο και από τη 

συνεργασία των Sp1 και p53.  

Όλα τα παραπάνω αποτελέσµατα υποδεικνύουν µια λειτουργική 

συνεργασία µεταξύ του παράγοντα Sp1 και της ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης 

p53, στη µεταγραφική ρύθµιση του p21 υποκινητή. 

 
 
Η πρόσδεση της p53 στο DNA είναι απαραίτητη για τη λειτουργική 

της συνεργασία µε τον Sp1. 
Το ερώτηµα που προκύπτει µετά από τις παραπάνω παρατηρήσεις 

είναι αν η πρόσδεση της p53 στο DNA είναι απαραίτητη για τη λειτουργική της 

αλληλεπίδραση µε τον παράγοντα Sp1. Για να απαντήσουµε στο ερώτηµα 

αυτό πραγµατοποιήσαµε παροδικές επιµολύνσεις κυττάρων SL2, 

χρησιµοποιώντας τον (-215/+8)p21 υποκινητή ο οποίος περιλαµβάνει µόνο 

την κοντινή περιοχή, καθώς και τον (-2325/-2260)(-215/+8)p21 υποκινητή, ο 

οποίος περιλαµβάνει την κοντινή περιοχή (-215/+8) και τη µακρινή περιοχή (-

2325/-2260), η οποία αποτελεί θέση πρόσδεσης της πρωτεΐνης p53 (Εικόνα 

47). Όπως βλέπουµε στην Εικόνα 47Α, η p53 δεν είναι ικανή να 

ενεργοποιήσει την κοντινή περιοχή του p21 υποκινητή, ακόµη και παρουσία 

Sp1. Αντίθετα, όταν στην κοντινή περιοχή προσαρτηθεί και τουλάχιστο µία 

θέση πρόσδεσης της p53, τότε ο συνδυασµός p53 και Sp1 ενεργοποιεί σε 

σηµαντικό βαθµό τον υποκινητή αυτό (3 φορές περισσότερο από το άθροισµα 

της ενεργοποίησης του κάθε παράγοντα ανεξάρτητα). Όλα τα παραπάνω 

απεικονίζονται σχηµατικά στην Εικόνα 47(Β-C), όπου φαίνεται ότι η p53 δεν 

µπορεί να αλληλεπιδράσει µε τον Sp1 που προσδένεται στην κοντινή περιοχή 

του p21 υποκινητή, αν προηγουµένως δεν έχει προσδεθεί και η ίδια στη θέση 

πρόσδεσής της.  
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Εικόνα 47 : Η πρόσδεση της p53 στον p21 υποκινητή είναι αναγκαία για τη λειτουργική 
συνεργασία µε τον Sp1. Α) Κύτταρα SL2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους υποκινητές που 
φαίνονται στο κάτω µέρος του ραβδογράµµατος, απουσία και παρουσία φορέων έκφρασης 
των Sp1 και p53, ανεξάρτητα ή σε συνδυασµό. Ο βαθµός ενεργοποίησης των υποκινητών, 
καθώς και η ενίσχυση της ενεργοποίησης από την p53 φαίνονται στο πάνω µέρος του 
ραβδογράµµατος. B-C) Σχηµατική αναπαράσταση της αλληλεπίδρασης των p53 και Sp1 στον 
p21 υποκινητή. Οι θέσεις πρόσδεσης του Sp1 συµβολίζονται µε µπλε οβάλς και αυτή της p53 
µε κίτρινο οβάλ. Με Χ συµβολίζονται οι αλληλεπιδράσεις που δεν υφίστανται. 
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Η µεταγραφική ενεργότητα της p53 είναι απαραίτητη για τη 
λειτουργική συνεργασία της πρωτεΐνης µε τον Sp1 για την ενεργοποίηση 
του p21 υποκινητή. 

Είναι, όµως, αρκετή η πρόσδεση της p53 στη µακρινή περιοχή του p21 

υποκινητή, ώστε να αλληλεπιδράσει µε τον Sp1 και να ενεργοποιήσουν 

συνεργιστικά τον υποκινητή αυτόν ή πρέπει η p53 να είναι και λειτουργικά 

ενεργή; Για να εξακριβώσουµε τι ακριβώς συµβαίνει, χρησιµοποιήσαµε µια 

µεταλλαγµένη µορφή της p53, η οποία περιέχει µια διπλή σηµειακή µετάλλαξη 

στην περιοχή ενεργοποίησής της. Η Leu23 έχει αντικατασταθεί µε Gln, και η 

Trp23 µε Ser (Εικόνα 48Α). Η µορφή αυτή χρησιµοποιήθηκε σε παροδικές 

επιµολύνσεις κυττάρων Saos-2, τα οποία δεν εκφράζουν ενδογενώς πρωτεΐνη 

p53. Η υπερέκφραση της µορφής αυτής δεν κατάφερε να ενεργοποιήσει τον 

p21 υποκινητή, σε αντίθεση µε την υπερέκφραση της p53 αγρίου τύπου, η 

οποία ενεργοποιεί το συγκεκριµένο υποκινητή κατά 8,2 φορές (Εικόνα 48Β). 

Στη συνέχεια χρησιµοποιήσαµε τα κύτταρα SL2, στα οποία µε 

παροδικές επιµολύνσεις παρατηρήσαµε ότι η µεταλλαγµένη πρωτεΐνη 

(p5322,23) δεν µπορεί να συνεργαστεί µε τον Sp1, προκειµένου να 

ενεργοποιήσουν συνεργασιακά τον p21 υποκινητή (Εικόνα 48C), παρόλο που 

όπως θα δούµε παρακάτω η p5322,23 αλληλεπιδρά µε τον Sp1 στον ίδιο 

βαθµό µε αυτόν που αλληλεπιδρά και η αγρίου τύπου p53 (Εικόνα 49C). Από 

τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στην Εικόνα 48 συµπεραίνουµε ότι η 

συνεργασιακή ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από τις πρωτεΐνες p53 και 

Sp1 συµβαίνει µόνον όταν η πρωτεΐνη p53 είναι µεταγραφικά ενεργή. 
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Εικόνα 48 : Η συνεργιστική ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από Sp1 και p53 απαιτεί 
µεταγραφικά ενεργή p53. Α) Σχηµατική αναπαράσταση των µορφών της p53 που 
χρησιµοποιήθηκαν στις επιµολύνσεις κυττάρων Saos-2 και SL2. Σε παρένθεση φαίνονται οι 
µεταλλάξεις της αµινο-τερµατικής περιοχής της p53. Β) Κύτταρα Sao-2 επιµολύνθηκαν 
παροδικά µε τον p21 υποκινητή, απουσία και παρουσία των δύο µορφών της p53. Η 
µεταλλαγµένη πρωτεΐνη δεν είναι ικανή να ενεργοποιήσει τον p21, υποκινητή σε αντίθεση µε 
την πρωτεΐνη αγρίου τύπου. Ο βαθµός ενεργοποίησης του υποκινητή από την κάθε µορφή 
της p53 φαίνεται στο πάνω µέρος του ραβδογράµµατος. C) Κύτταρα SL2 επιµολύνθηκαν 
παροδικά µε τον p21 υποκινητή, απουσία και παρουσία φορέων έκφρασης των Sp1, p53 και 
p5322,23, ανεξάρτητα ή σε συνδυασµό. Η µεταλλαγµένη p53 δεν µπορεί να συνεργασθεί µε τον 
Sp1 και να ενεργοποιήσουν τον p21 υποκινητή, σε αντίθεση µε αυτήν αγρίου τύπου που 
ενισχύει 11 φορές την αθροιστική ενεργοποίηση του υποκινητή από τον κάθε παράγοντα 
ανεξάρτητα. 
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Η p53 αλληλεπιδρά άµεσα µε την Sp1 in vitro. 
Η λειτουργική συνεργασία µεταξύ του Sp1 και της p53 που λαµβάνει 

χώρα στον p21 υποκινητή, υποδεικνύει ότι οι δύο αυτοί παράγοντες 

αλληλεπιδρούν και άµεσα µεταξύ τους. Αρχικά, µελετήσαµε τις φυσικές 

αλληλεπιδράσεις των δύο παραγόντων in vitro µε ανάλυση  GST pull down. 

Για το σκοπό αυτό κατασκευάσθηκε ένας πλασµιδιακός φορέας που έφερε 

την πρωτεΐνη Sp1 (αµινοξέα 83-778) ενωµένη στο αµινο-τερµατικό άκρο της 

µε την GST (Εικόνα 49Α). Τόσο η χιµαιρική αυτή πρωτεΐνη, όσο και η GST 

µόνη της εκφράσθηκαν σε βακτήρια, καθαρίστηκαν και ενώθηκαν σε σφαιρίδια 

γλουταθιόνης-αγαρόζης (Εικόνα 49Β). Τα σφαιρίδια που φέρουν τη χιµαιρική 

GST-Sp1 και την GST χρησιµοποιήθηκαν ως υποστρώµατα για την 

πρόσδεση των πρωτεϊνών p53 και p5322,23 που µεταγράφηκαν και 

µεταφράστηκαν in vitro παρουσία σηµασµένης µεθειονίνης. Όπως βλέπουµε 

και στην Εικόνα 49C, τόσο η p53, όσο και η p5322,23 προσδένονται ισχυρά και 

άµεσα στην πρωτεΐνη GST-Sp1, αλλά όχι και στη GST, γεγονός που 

υποδηλώνει ειδικές φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ p53 και Sp1. Τα 

ευρήµατα αυτά δείχνουν, επίσης, ότι η διπλή µετάλλαξη στην περιοχή 

ενεργοποίησης της p53 (p5322,23) δεν επηρέασε την άµεση, φυσική 

αλληλεπίδρασή της µε την πρωτεΐνη Sp1.  

 

    

Η p53 αλληλεπιδρά άµεσα µε την Sp1 in vivo. 
Αφού επιβεβαιώσαµε σε πρώτο στάδιο ότι η p53 µπορεί να 

αλληλεπιδράσει άµεσα µε τον παράγοντα Sp1 in vitro, θελήσαµε να ελέγξουµε 

ότι αυτό συµβαίνει και σε in vivo συνθήκες. Για το λόγο αυτό καταφύγαµε στη 

µέθοδο της συν-ανοσοκατακρήµνισης πρωτεϊνών. Αποµονώσαµε πρωτεϊνικά 

εκχυλίσµατα από ινοβλάστες νεφρού πιθήκου (COS-7), τα οποία είναι 

πλούσια στις πρωτεΐνες Sp1 και p53. Τα εκχυλίσµατα αυτά τα επωάσαµε µε 

αντίσωµα ειδικό έναντι της Sp1, ώστε να ανοσοκατακρηµνίσουµε τη 

συγκεκριµένη πρωτεΐνη µαζί µε όλους τους παράγοντες που προσδένονται µε 

αυτήν. Στο πείραµα ελέγχου χρησιµοποιήσαµε τα ίδια εκχυλίσµατα, χωρίς 

αντίσωµα έναντι της Sp1. Στη συνέχεια τα σύµπλοκα αντίσωµα-Sp1 

ενώθηκαν σε σφαιρίδια σεφαρόζης πρωτεΐνης-G και οι πρωτεΐνες που
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Εικόνα 49 : Φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ Sp1 και p53 in vitro. A) Σχηµατική 
αναπαράσταση του Sp1 αγρίου τύπου, που χρησιµοποιήθηκε στις αναλύσεις GST pull down 
που παρουσιάζονται στο τµήµα C. Οι περιοχές Ser/Thr συµβολίζονται µε γαλάζιο ορθογώνιο, 
οι περιοχές Gln µε πράσινο. Οι δακτύλιοι ψευδαργύρου, που απαρτίζουν την περιοχή 
πρόσδεσης στο DNA (DBD) συµβολίζονται µε 3 κόκκινα ορθογώνια ενώ µε +/- συµβολίζονται 
φορτισµένες ακολουθίες που ρυθµίζουν τη µεταγραφική ενεργότητα του Sp1. Τέλος, µε 
κίτρινα ορθογώνια συµβολίζεται η GST πρωτεΐνη.  Β) πρότυπα έκφρασης των GST και GST-
Sp1 πρωτεϊνών  που εκφράσθηκαν σε βακτήρια DH10β, όπως περιγράφεται στα Υλικά και 
Μέθοδοι. Τα µοριακά βάρη των πρωτεϊνών φαίνονται στο αριστερό τµήµα της Εικόνας (σε 
kDa), ενώ οι αστερίσκοι σηµειώνουν τη θέση των GST-Sp1 πρωτεϊνών. C) Οι πρωτεΐνες p53 
και p53(22,23) εκφράσθηκαν in vitro, παρουσία σηµασµένης Μεθειονίνης (Υλικά-Μέθοδοι) και 
επωάσθηκαν µε τις GST και GST-Sp1, που είχαν προηγουµένως προσδεθεί σε σφαιρίδια. 
Τόσο η p53, όσο και p53(22,23) προσδένονται αποκλειστικά στη GST-Sp1 και όχι στη GST. Η 
θέση των p53 µορφών σηµειώνεται µε βέλη. Τα µοριακά βάρη των πρωτεϊνών φαίνονται στο 
αριστερό µέρος της Εικόνας. Το Input αντιπροσωπεύει του 20% της πρωτεΐνης που 
επωάσθηκε µε τα σφαιρίδια. 
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 κατακρηµνίσθηκαν χρησιµοποιήθηκαν σε ανάλυση ανοσοεντοπισµού µε 

αντίσωµα έναντι της p53. Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 50Α, η πρωτεΐνη 

p53 ανοσοκατακρηµνίσθηκε µαζί µε τον παράγοντα Sp1. Αντίθετα, δεν 

ανιχνεύθηκε πρωτεΐνη p53 στην αντίδραση ελέγχου, όπου δε 

χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα έναντι της Sp1. Η ανοσοκατακρήµνιση της Sp1 

ελέγχθηκε στην ίδια µεµβράνη µε ανάλυση ανοσοεντοπισµού µε αντίσωµα 

έναντι της Sp1 (Εικόνα 50Β). Επίσης, η p53 δεν ανιχνεύθηκε σε ακόµη µια 

αντίδραση ελέγχου, όπου αντί για αντίσωµα έναντι της Sp1 προστέθηκε 

αντίσωµα έναντι του µεταγραφικού παράγοντα του σακχαροµύξητα GAL4. 

Όλα τα παραπάνω δεδοµένα υποδεικνύουν φυσικές και άµεσες 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ των ενδογενών πρωτεϊνών Sp1 και p53 in vivo. 

 

 

Οι περιοχές A, B και DBD της πρωτεΐνης Sp1 αλληλεπιδρούν µε 
την πρωτεΐνη  p53. 

Αφού επιβεβαιώσαµε ότι η Sp1 αλληλεπιδρά άµεσα µε την p53, 

θελήσαµε να εντοπίσουµε τις περιοχές της πρωτεΐνης αυτής που είναι 

υπεύθυνες για την αλληλεπίδραση αυτή. Για τον εντοπισµό αυτόν, 

καταφύγαµε σε in vitro πειράµατα GST pull down, στα οποία διάφορα τµήµατα 

της Sp1 ενώθηκαν σε σειρά µε την GST στο αµινο-τερµατικό τους άκρο και 

στη συνέχεια αναλύθηκαν ως προς την ικανότητά τους να αλληλεπιδρούν µε 

την πρωτεΐνη p53. 

Αρχικά, χρησιµοποιήσαµε τις µεταλλαγµένες µορφές της Sp1, Sp1 

516C (∆Α), η οποία δε διαθέτει την περιοχή ενεργοποίησης Α, Sp1 ∆int349 

(∆B+C), η οποία δε διαθέτει την περιοχή ενεργοποίησης Β και τη ρυθµιστική 

περιοχή C και Sp1 N619 (∆D), η οποία δε διαθέτει την περιοχή D που είναι 

υπεύθυνη για τη συνεργασία µεταξύ των Sp1 µορίων (Εικόνα 51Α). Όλες 

αυτές οι µεταλλαγµένες µορφές που βρίσκονται σε σειρά µε τη GST, 

εκφράσθηκαν σε βακτήρια και ενώθηκαν µε σφαιρίδια γλουταθιόνης-αγαρόζης 

(Εικόνα 51Β). Στη συνέχεια επωάσθηκαν µε πρωτεΐνη p53, που εκφράσθηκε 

in vitro, παρουσία σηµασµένης µεθειονίνης. Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 

51C, όλες οι µεταλλαγµένες µορφές της πρωτεΐνης Sp1 προσδένονται ισχυρά 

στην p53 και µάλιστα στον ίδιο βαθµό µε την αγρίου τύπου Sp1 πρωτεΐνη 

(Εικόνα 50C). Τα αποτελέσµατα αυτά µας οδηγούν στο συµπέρασµα ότι οι

 150



 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 50 : Φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ Sp1 και p53 in vivo. Α-Β) εκχυλίσµατα από 
κύτταρα COS-7 χρησιµοποιήθηκαν σε ανάλυση ανοσοκατακρήµνισης είτε µε πολυκλωνικό 
αντίσωµα έναντι του Sp1 είτε χωρίς αντίσωµα είτε µε αντίσωµα έναντι του GAL4. Οι 
πρωτεΐνες που ανοσοκατακρηµνίσθηκαν χρησιµοποιήθηκαν σε ανάλυση ανοσοεντοπισµού 
µε µονοκλωνικό αντίσωµα έναντι της p53 (Α) ή του αντισώµατος έναντι του Sp1 που 
χρησιµοποιήθηκε αρχικά στην ανοσοκατακρήµνιση (Β). Οι θέσεις των p53 και Sp1 
σηµειώνονται µε βέλη. IgG(HC), βαριά αλυσίδα του IgG αντισώµατος.  
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Εικόνα 51 : Φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ Sp1 και p53 in vitro. A) Σχηµατική 
αναπαράσταση του Sp1 αγρίου τύπου και των µεταλλαγµένων µορφών που 
χρησιµοποιήθηκαν στις αναλύσεις GST που παρουσιάζονται παρακάτω. Οι περιοχές Ser/Thr 
συµβολίζονται µε γαλάζιο ορθογώνιο, οι περιοχές Gln µε πράσινο. Οι δακτύλιοι ψευδαργύρου 
συµβολίζονται µε 3 κόκκινα ορθογώνια (περιοχή πρόσδεσης στο DNA, ενώ µε +/- 
συµβολίζονται ακολουθίες που ρυθµίζουν τη µεταγραφική ενεργότητα του Sp1. Τέλος, µε 
κίτρινα ορθογώνια είναι η GST πρωτεΐνη.  Β) πρότυπα έκφρασης των GST και των 
µεταλλαγµένων GST-Sp1 πρωτεϊνών  που εκφράσθηκαν σε βακτήρια DH10β, όπως 
περιγράφεται στα Υλικά και Μέθοδοι. Τα µοριακά βάρη των πρωτεϊνών φαίνονται στο 
αριστερό τµήµα της Εικόνας (σε kDa), ενώ οι αστερίσκοι σηµειώνουν τη θέση των 
µεταλλαγµένων GST-Sp1 πρωτεϊνών. C) Η πρωτεΐνη p53 εκφράσθηκε in vitro, παρουσία 
σηµασµένης Μεθειονίνης (Υλικά-Μέθοδοι) και επωάσθηκε µε τις GST και τις µεταλλαγµένες 
GST-Sp1, που είχαν προηγουµένως προσδεθεί σε σφαιρίδια. Η p53 προσδένεται 
αποκλειστικά στις µεταλλαγµένες GST-Sp1 και όχι στη GST. Η θέση της p53 σηµειώνεται µε 
βέλη. Τα µοριακά βάρη των πρωτεϊνών φαίνονται στο αριστερό µέρος της Εικόνας. Το Input 
αντιπροσωπεύει του 20% της πρωτεΐνης που επωάσθηκε µε τα σφαιρίδια. 

 152



 αλληλεπιδράσεις της p53 µε την Sp1 γίνονται µέσω της περιοχής πρόσδεσης 

στο DNA της τελευταίας, η οποία είναι κοινή σε όλες τις µεταλλαγµένες 

µορφές και πιθανά µέσω των περιοχών ενεργοποίησης Α και Β, εφόσον 

τουλάχιστον µία από αυτές υπάρχει σε κάθε µεταλλαγµένη µορφή. 

Προκειµένου να χαρακτηρίσουµε µε µεγαλύτερη σαφήνεια τις περιοχές 

της Sp1 που είναι υπεύθυνες για την αλληλεπίδραση µε την p53, 

δηµιουργήσαµε χιµαιρικές πρωτεΐνες GST µε κάθε µια από τις περιοχές της 

πρωτεΐνης Sp1. Έτσι δηµιουργήσαµε τις GST-Sp1A (aa 83-62), GST-Sp1B 

(aa 263-542), GST-Sp1C (aa 543-610), GST-Sp1DBD (aa 611-701) και GST-

Sp1D (aa 702-778) (Εικόνα 52Α). Οι πρωτεΐνες αυτές εκφράσθηκαν σε 

βακτήρια και ενώθηκαν µε σφαιρίδια γλουταθιόνης-αγαρόζης (Εικόνα 52Β). 

Στη συνέχεια επωάσθηκαν µε πρωτεΐνη p53 που εκφράσθηκε in vitro 

παρουσία σηµασµένης µεθειονίνης. Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 52C, σε 

επιβεβαίωση των προηγούµενων πειραµάτων µας, οι περιοχές 

ενεργοποίησης Α και Β, καθώς και η περιοχή πρόσδεσης στο DNA (DBD) της 

πρωτεΐνης Sp1 είναι αυτές που αλληλεπιδρούν µε την p53. 

Για να επιβεβαιώσουµε µε µεγαλύτερη ακρίβεια ότι οι παραπάνω  

περιοχές της Sp1 είναι ικανές για την πρόσδεση στην p53, χρησιµοποιήσαµε 

p53 πρωτεΐνη, η οποία έφερε στο αµινο-τερµατικό της άκρο τον επίτοπο 6-His. 

Η πρωτεΐνη 6His-p53 εκφράσθηκε στα βακτήρια και αποµονώθηκε µε 

χρωµατογραφία συγγένειας, χρησιµοποιώντας στήλη Ni2+ (Εικόνα 53Α και 

Υλικά-Μέθοδοι) και χρησιµοποιήθηκε σε ανάλυση GST pull down, όπου 

επωάσθηκε µε GST και GST-Sp1 αγρίου τύπου και GST-Sp1 που φέρουν τις 

περιοχές Α και Β. Η αλληλεπίδραση αναλύθηκε µε ανοσοεντοπισµό 

χρησιµοποιώντας µονοκλωνικό αντίσωµα έναντι του επιτόπου 6His. Όπως 

παρατηρούµε στην Εικόνα 53Β, η p53 προσδένεται επιλεκτικά και ισχυρά 

τόσο µε την Sp1 αγρίου τύπου, όσο και µε τις περιοχές Α και Β της Sp1. 

Περαιτέρω διαχωρισµός της περιοχής ενεργοποίησης Β (Εικόνες 52Α και 

52Β), έδειξε ότι το τµήµα που είναι πλούσιο σε Ser-Thr (αµινοξέα 263-424), 

είναι ικανό να προσδεθεί άµεσα στην p53 (Εικόνα 53C). 

Σε παράλληλο πείραµα, η περιοχή πρόσδεσης στο DNA (DBD) της 

πρωτεΐνης Sp1 ενώθηκε σε σειρά µε τον επίτοπο 6His, εκφράσθηκε σε 

βακτήρια και αποµονώθηκε µε χρωµατογραφία συγγένειας (Εικόνα 54Α). Στη 

συνέχεια χρησιµοποιήθηκε σε ανάλυση GST pull down, όπου επωάσθηκε µε
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Εικόνα 52 : Φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ Sp1 και p53 in vitro. A) Σχηµατική 
αναπαράσταση του Sp1 αγρίου τύπου και των υποπεριοχών του, που χρησιµοποιήθηκαν στις 
αναλύσεις GST που παρουσιάζονται παρακάτω. Οι περιοχές Ser/Thr συµβολίζονται µε 
γαλάζιο ορθογώνιο, οι περιοχές Gln µε πράσινο. Οι δακτύλιοι ψευδαργύρου συµβολίζονται µε 
3 κόκκινα ορθογώνια (περιοχή πρόσδεσης στο DNA, ενώ µ +/- συµβολίζονται ακολουθίες που 
ρυθµίζουν τη µεταγραφική ενεργότητα του Sp1. Τέλος, µε κίτρινα ορθογώνια είναι η GST 
πρωτεΐνη.  Β) πρότυπα έκφρασης των GST, GST-Sp1 και GST-Sp1 υποπεριοχών πρωτεϊνών  
που εκφράσθηκαν σε βακτήρια DH10β, όπως περιγράφεται στα Υλικά και Μέθοδοι. Τα 
µοριακά βάρη των πρωτεϊνών φαίνονται στο αριστερό τµήµα της Εικόνας (σε kDa), ενώ οι 
αστερίσκοι σηµειώνουν τη θέση των GST-Sp1 πρωτεϊνών. C) Η πρωτεΐνη p53 εκφράσθηκε in 
vitro, παρουσία σηµασµένης Μεθειονίνης (Υλικά-Μέθοδοι) και επωάσθηκε µε τις GST, GST-
Sp1 και GST-Sp1 υποπεριοχές, που είχαν προηγουµένως προσδεθεί σε σφαιρίδια. Η p53 
προσδένεται αποκλειστικά στις GST-Sp1 και όχι στη GST. Η θέση της p53 σηµειώνεται µε 
βέλη. Τα µοριακά βάρη των πρωτεϊνών φαίνονται στο αριστερό µέρος της Εικόνας. Το Input 
αντιπροσωπεύει του 20% της πρωτεΐνης που επωάσθηκε µε τα σφαιρίδια. 
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Εικόνα 53 : Φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ Sp1 και p53 in vitro. Α) πρότυπο έκφρασης 
της p53 που εκφράσθηκε σε βακτήρια και αποµονώθηκε µε χρωµατογραφία συγγένειας. Β)  Η 
p53 επωάσθηκε µε τις GST, GST-Sp1 αγρίου τύπου και GST-Sp1 που έφεραν τις περιοχές Α 
και Β, που είχαν προηγουµένως προσδεθεί σε σφαιρίδια. Η p53 προσδένεται αποκλειστικά 
στις GST-Sp1 πρωτεΐνες και όχι στη GST. C) Η p53 επωάσθηκε µε τη GST και τις περιοχές 
της Β, Bn(263-424) και Bc(242-542), οι οποίες έχουν ενωθεί µε την GST. Η p53 προσδένεται 
αποκλειστικά στην περιοχή Sp1-Bn, που είναι πλούσια σε Ser/Thr.  Η θέση της p53 
σηµειώνεται µε βέλη. Τα µοριακά βάρη των πρωτεϊνών φαίνονται στο αριστερό µέρος της 
Εικόνας (σε kDa). Το Input αντιπροσωπεύει του 20% της πρωτεΐνης που επωάσθηκε µε τα 
σφαιρίδια. 

 

 
Εικόνα 54 : Φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ Sp1 και p53 in vitro. Α) πρότυπο έκφρασης 
της Sp1-DBD που εκφράσθηκε σε βακτήρια και αποµονώθηκε µε χρωµατογραφία συγγένειας. 
Β)  Η Sp1-DBD επωάσθηκε µε τις GST και GST-p53, που είχαν προηγουµένως προσδεθεί σε 
σφαιρίδια. Η Sp1-DBD προσδένεται αποκλειστικά στh GST-p53 πρωτεΐνες και όχι στη GST.  
Η θέση της Sp1-DBD σηµειώνεται µε βέλη. Τα µοριακά βάρη των πρωτεϊνών φαίνονται στο 
αριστερό µέρος της Εικόνας (σε kDa). Το Input αντιπροσωπεύει του 20% της πρωτεΐνης που 
επωάσθηκε µε τα σφαιρίδια. 
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 GST και GST-p53, που είχαν προηγουµένως συνδεθεί σε σφαιρίδια 

γλουταθιόνης-αγαρόζης. Και στη περίπτωση αυτή η περιοχή πρόσδεσης στο 

DNA της πρωτεΐνης Sp1 προσδέθηκε ειδικά και ισχυρά µε την p53 (Εικόνα 

54Β), επιβεβαιώνοντας τα αποτελέσµατα της Εικόνας 52C.   

 

 

Περιοχές της πρωτεΐνης Sp1 που συµβάλλουν στη λειτουργική 
συνεργασία της µε την p53 για την ενεργοποίηση του p21 υποκινητή. 

Αφού επιβεβαιώσαµε ότι οι περιοχές ενεργοποίησης Α και Β, καθώς 

και η περιοχή πρόσδεσης στο DNA (DBD) της Sp1 πρωτεΐνης είναι υπεύθυνες 

για την πρόσδεση στην p53, θελήσαµε να ελέγξουµε τη συνεισφορά των 

διαφόρων λειτουργικών περιοχών στη λειτουργική συνεργασία της Sp1 µε την 

p53, προκειµένου να ενεργοποιήσουν τον p21 υποκινητή. Έτσι 

χρησιµοποιήσαµε µεταλλαγµένες µορφές του παράγοντα Sp1, οι οποίες 

διαθέτουν απαλοιφές συγκεκριµένων περιοχών (Εικόνα 55Α) και οι οποίες 

έχουν τη δυνατότητα να προσδένονται στον p21 υποκινητή (Εικόνα 55Β). 

Οι µεταλλαγµένες αυτές µορφές του Sp1 χρησιµοποιήθηκαν σε 

παροδικές επιµολύνσεις κυττάρων SL2. Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 56, 

η µεταλλαγµένη µορφή Sp1 (∆C), η οποία περιλαµβάνει µια εσωτερική 

απαλοιφή της ρυθµιστικής περιοχής C, ενεργοποιεί τον p21 υποκινητή σε 

πολύ µεγάλο βαθµό, ο οποίος ξεπερνάει περίπου κατά 8 φορές αυτόν της 

ενεργοποίησης του συγκεκριµένου υποκινητή από τον Sp1 αγρίου τύπου. 

Αυτό πιθανά να οφείλεται στην απαλοιφή µιας κατασταλτικής ακολουθίας που 

εντοπίζεται στη συγκεκριµένη περιοχή του Sp1. Είναι αξιοσηµείωτο να 

αναφέρουµε, ότι στην αντίστοιχη θέση της πρωτεΐνης Sp3 εντοπίζεται µια 

κατασταλτική περιοχή ή οποία είναι υπεύθυνη για την ακετυλίωση και τη 

σουµοϋλίωση της συγκεκριµένης πρωτεΐνης (Braun et al, 2001; Ross et al, 

2002; Sapetschnig et al, 2002).      

Η ταυτόχρονη απαλοιφή των περιοχών B και C της Sp1, οδήγησε σε 

αύξηση της ενεργότητας του p21 υποκινητή κατά 3 φορές σε σχέση µε την 

ενεργοποίηση από τον Sp1 αγρίου τύπου, γεγονός που πιθανό να οφείλεται 

στο ότι η µορφή αυτή δε διαθέτει πλέον την περιοχή ενεργοποίησης Β. Τέλος, 

η µεταλλαγµένη µορφή που δε διαθέτει την περιοχή ενεργοποίησης Α, δεν
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Εικόνα 55 : Συνεισφορά των λειτουργικών περιοχών του παράγοντα Sp1 στη 
µεταγραφική συνεργασία µε την p53 για την ενεργοποίηση του p21 υποκινητή. Α) 
Σχηµατική αναπαράσταση των Sp1 αγρίου τύπου και των µεταλλαγµένων µορφών, που 
χρησιµοποιήθηκαν στις παροδικές επιµολύνσεις της Εικόνας 37. Β) Ο Sp1 αγρίου τύπου και 
οι µεταλλαγµένες µορφές εκφράσθηκαν σε κύτταρα SL2, και το πρωτεϊνικό εκχύλισµα 
χρησιµοποιήθηκε σε πείραµα ηλεκτροφορητικής κινητικότητας συµπλόκου, ώστε να 
επιβεβαιωθεί η ικανότητα των µορφών αυτών να προσδένονται στον p21 υποκινητή. Ως 
ανιχνευτής χρησιµοποιήθηκε σηµασµένο ολιγονουκλεοτίδιο που αντιστοιχεί στη θέση 3 του 
p21 υποκινητή. 

 
Εικόνα 56 : Η σηµασία των λειτουργικών περιοχών του Sp1 στην ενεργοποίηση του 
p21 υποκινητή. Κύτταρα SL2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε τις µεταλλαγµένες µορφές του 

Sp1, που φαίνονται στην Εικόνα 36Α. Η µεταγραφική ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από 

την αγρίου τύπου Sp1 και τις ελλειµµατικές µορφές της Sp1, παρουσιάζεται µε τη µορφή 

ράβδων. 
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 είναι ικανή να ενεργοποιήσει τον p21 υποκινητή, γεγονός που συµφωνεί 

απόλυτα µε προηγούµενες µελέτες (Persengiev et al, 1995). 

   Στη συνέχεια θελήσαµε να µελετήσουµε την ικανότητα αυτών των 

Sp1 µορφών στην ενεργοποίηση του p21 υποκινητή σε συνεργασία µε την 

p53. Πραγµατοποιήσαµε παροδικές επιµολύνσεις κυττάρων SL2, 

χρησιµοποιώντας τις Sp1 µορφές της Εικόνας 55Α, παρουσία φορέα 

έκφρασης της p53 (Εικόνα 57). Στο ραβδόγραµµα αυτό εµφανίζεται ο βαθµός 

ενεργοποίησης του p21 υποκινητή από τη συνεργασία της κάθε Sp1 µορφής 

και µε την p53, ο οποίος υπολογίζεται ως ο λόγος του βαθµού ενεργοποίησης 

και από τις δύο πρωτεΐνες ταυτόχρονα προς το άθροισµα της ενεργοποίησης 

από την κάθε πρωτεΐνη χωριστά. Ο βαθµός ενεργοποίησης για την Sp1 

αγρίου τύπου ήταν 10 φορές, ενώ η απαλοιφή περιοχών της Sp1 οδήγησε στη 

µείωση της ενεργοποίησης κατά 2,5-3 φορές. Αυτό συνεπάγεται ότι η 

ακεραιότητα του Sp1 είναι απαραίτητη για τη λειτουργική του συνεργασία µε 

την p53 µε σκοπό την ενεργοποίηση του p21 υποκινητή.  

 
 
Η καρβοξυ-τερµατική περιοχή  της p53 αλληλεπιδρά µε την 

πρωτεΐνη Sp1. 
Αφού επιβεβαιώσαµε ότι οι πρωτεΐνες Sp1 και p53 µπορούν να 

αλληλεπιδράσουν άµεσα µέσω των περιοχών Α, Β και DBD της πρωτεΐνης 

Sp1, θελήσαµε να προσδιορίσουµε τις περιοχές της p53 που συµµετέχουν 

στην αλληλεπίδραση αυτή. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήσαµε µια σειρά 

από µεταλλαγµένες µορφές της p53 µε ελλείµµατα είτε στο αµινο-τερµατικό 

άκρο, είτε στο καρβοξυ-τερµατικό άκρο, είτε εσωτερικά. Οι περιοχές στις 

οποίες πραγµατοποιήθηκαν τα ελλείµµατα ήταν η περιοχή ενεργοποίησης 

(TAD, aa 20-60), η περιοχή πρόσδεσης στο DNA (DBD, aa 102-292), η 

περιοχή ολιγοµερισµού (OD, aa 324-355) και η καρβοξυ-τερµατική ρυθµιστική 

περιοχή (RD, aa367-393) (Εικόνα 58).  

Τόσο η αγρίου τύπου µορφή, όσο και οι ελλειµµατικές 

χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα GST pull down. Οι πρωτεΐνες αυτές 

εκφράσθηκαν in vitro, παρουσία σηµασµένης µεθειονίνης και επωάσθηκαν µε 

GST και GST-Sp1, που εκφράσθηκαν σε βακτήρια, αφού προηγουµένως 

είχαν ενωθεί σε σφαιρίδια γλουταθιόνης-αγαρόζης. Όπως παρατηρούµε στην 
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Εικόνα 57 : Σηµασία των λειτουργικών περιοχών της Sp1 στην ενεργοποίηση του p21 
υποκινητή από την p53. Κύτταρα SL2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε τις µορφές της Sp1, που 
φαίνονται στην Εικόνα 36Α, παρουσία φορέα έκφρασης της p53. Ο βαθµός ενεργοποίησης 
από τη συνεργασία των δύο πρωτεϊνών φαίνεται στο πάνω µέρος της κάθε ράβδου. 

 

 

 
 

Εικόνα 58 : Σχηµατική αναπαράσταση των µεταλλαγµένων µορφών της p53, που 
χρησιµοποιήθηκαν για τον προσδιορισµό της περιοχής αλληλεπίδρασης µε τον Sp1. 
TAD : περιοχή ενεργοποίησης, DBD : περιοχή πρόσδεσης στο DNA, OD : περιοχή 
ολιγοµερισµού, RD : ρυθµιστική περιοχή. 
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Εικόνα 59Α, οι µεταλλαγµένες µορφές p53∆(3-79), p53∆(13-19) και p53∆(34-

70), που εµφανίζουν ελλείµµατα στο αµινο-τερµατικό άκρο, έχουν τη 

δυνατότητα να προσδένονται στην πρωτεΐνη Sp1, στον ίδιο βαθµό που 

προσδένεται και η p53 αγρίου τύπου. 

Από την άλλη µεριά, η απαλοιφή περιοχών στο καρβοξυ-τερµατικό 

άκρο της p53 πρωτεΐνης είχε ως αποτέλεσµα είτε τη µείωση της πρόσδεσης 

στην πρωτεΐνη Sp1 [p53∆(300-321) και p53∆(363-393)], είτε την ολική 

αδυναµία πρόσδεσης στην πρωτεΐνη αυτή [p53∆(293-393)].  

Προς επιβεβαίωση των παραπάνω, χρησιµοποιήσαµε δύο µορφές της 

p53, από τις οποίες η πρώτη φέρει την αµινο-τερµατική περιοχή (αµινοξέα 1-

160) και η δεύτερη την καρβοξυ-τερµατική (αµινοξέα 160-393). Η περιοχή που 

περιέχει τα αµινοξέα 1-160 δεν είναι ικανή να προσδεθεί στην Sp1, ενώ αυτή 

που διαθέτει τα αµινοξέα 160-393 προσδένεται στον ίδιο βαθµό µε αυτόν της 

αγρίου τύπου p53 (Εικόνα 59Β). Από τα αποτελέσµατα της Εικόνας 59 

συµπεραίνουµε ότι η καρβοξυ-τερµατική περιοχή της p53 είναι αυτή που 

συµµετέχει στην άµεση αλληλεπίδραση µε την πρωτεΐνη Sp1.  

 

 

Η σηµασία των λειτουργικών περιοχών της p53 στην 
ενεργοποίηση του p21 υποκινητή. 

Αφού επιβεβαιώσαµε ότι η καρβοξυ-τερµατική περιοχή της πρωτεΐνης 

p53 είναι υπεύθυνη για την πρόσδεση στον παράγοντα Sp1, θελήσαµε να 

προσδιορίσουµε τη σηµασία της κάθε περιοχής στη λειτουργική συνεργασία 

της πρωτεΐνης µε τον Sp1, προκειµένου να ενεργοποιήσουν τον p21 

υποκινητή. Για το λόγο αυτό χρησιµοποιήσαµε τις ελλειµµατικές µορφές της 

p53 (Εικόνα 59) σε παροδικές επιµολύνσεις κυττάρων COS-7, ώστε να 

ελέγξουµε αν είναι ικανές να ενεργοποιήσουν τον p21 υποκινητή. Όπως 

παρατηρούµε στην Εικόνα 60Α, η υπερέκφραση της p53 αγρίου τύπου 

ενεργοποιεί τον υποκινητή κατά 24 φορές. Η ελλειµµατική µορφή p53∆(13-19), 

στην οποία η περιοχή ενεργοποίησης παραµένει άθικτη, ενεργοποιεί τον p21 

υποκινητή σε σηµαντικό βαθµό (16 φορές). Αντίθετα, τα ελλείµµατα που 

περικλείουν όλη ή µέρος της περιοχής ενεργοποίησης (∆3-74, ∆34-78) δεν 

είναι σε θέση να ενεργοποιήσουν το συγκεκριµένο υποκινητή ή τον 

ενεργοποιούν σε ελάχιστο βαθµό.  
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Εικόνα 59: Φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ Sp1 και p53 in vitro. Οι πρωτεΐνες p53, 
αγρίου τύπου και ελλειµµατικές που φαίνονται στην Εικόνα 39, εκφράσθηκαν in vitro, 
παρουσία σηµασµένης µεθειονίνης και επωάσθηκαν µε GST και GST-Sp1, εκφρασµένων σε 
βακτήρια και συνδεδεµένων σε σφαιρίδια γλουταθιόνης-αγαρόζης. Τόσο η αγρίου τύπου p53, 
όσο και οι ελλειµµατικές στο αµινο-τερµατικό άκρο, προσδένονται στον ίδιο βαθµό µε την Sp1 
και όχι µε τη GST. Από την άλλη, οι ελλειµµατικές στο καρβοξυ-τερµατικό άκρο µορφές, είτε 
προσδένονται ασθενικά [p53∆(300-321), p53∆(363-393)], είτε δεν προσδένονται καθόλου 
[p53∆(293-393)] στην Sp1.  Η θέση των p53 µορφών σηµειώνεται µε αγκύλη (Α) ή µε βέλος 
(Β). Το Input αντιπροσωπεύει του 20% της πρωτεΐνης που επωάσθηκε µε τα σφαιρίδια. 
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Όσον αφορά τα καρβοξυ-τερµατικά ελλείµµατα, οι µορφές p53∆(300-

321) και p53∆(363-393) είναι σε θέση να ενεργοποιήσουν τον υποκινητή σε 

σηµαντικό βαθµό, παρόλο που από τη δεύτερη απουσιάζει η ρυθµιστική 

περιοχή. Όταν, όµως, αφαιρέθηκαν τα 100 τελευταία αµινοξέα, τα οποία 

περιλαµβάνουν τόσο τη ρυθµιστική, όσο και την περιοχή ολιγοµερισµού, η 

ενεργοποίηση µειώθηκε σε πολύ σηµαντικό βαθµό (κατά 6 φορές). Εποµένως, 

φαίνεται ότι πέρα από την περιοχή ενεργοποίησης, και η καρβοξυ-τερµατική 

περιοχή της p53 είναι σηµαντική για την ενεργοποίηση του p21 υποκινητή, 

πιθανά γιατί διαµεσολαβεί στην πρόσδεση και τη λειτουργική συνεργασία µε 

τον παράγοντα Sp1.  

Για να ελέγξουµε ότι οι παραπάνω διαφορές στην ενεργοποίηση του 

p21 υποκινητή από τις ελλειµµατικές µορφές της p53 δεν οφείλονται σε 

διαφορετική έκφραση των πρωτεϊνών µετά την παροδική επιµόλυνση, 

χρησιµοποιήσαµε ανάλυση ανοσοεντοπισµού και επιβεβαιώσαµε ότι όλες οι 

p53 µορφές εκφράζονται στον ίδιο βαθµό (Εικόνα 60Β).  

 

 

Η πρωτεΐνη Sp3 συνεργάζεται λειτουργικά µε την p53 για την 
ενεργοποίηση του p21 υποκινητή. 

Όπως, είδαµε στις Εικόνες 21 και 22, στην κοντινή περιοχή του p21 

υποκινητή δεν προσδένεται µόνον ο παράγοντας Sp1, αλλά και ο Sp3 µε την 

ίδια συγγένεια, ενώ ο Sp2 δεν έχει τη δυνατότητα πρόσδεσης στην περιοχή 

αυτή. Για το λόγο αυτό θελήσαµε να µελετήσουµε αν ο Sp3 µπορεί να 

αλληλεπιδράσει άµεσα µε την p53, ώστε να ενεργοποιήσουν συνεργασιακά 

τον p21 υποκινητή. Αρχικά, εξετάσαµε το κατά πόσο οι δύο αυτοί παράγοντες 

(Sp3 και p53) συνεργάζονται για την ενεργοποίηση του συγκεκριµένου 

υποκινητή. Επιµολύναµε παροδικά κύτταρα SL2 µε φορείς έκφρασης των Sp1, 

Sp2 και Sp3 ανεξάρτητα ή σε συνδυασµό µε φορέα έκφρασης της p53. Όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 61, τόσο ο Sp1, όσο και ο Sp3 ενεργοποιούν σηµαντικά 

τον (2325/+8)p21 υποκινητή σε παρόµοιο βαθµό, ενώ ο Sp2 αδυνατεί να 

ενεργοποιήσει τον υποκινητή αυτό.  

Σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα της Εικόνας 46, η p53 δεν είναι ικανή 

από µόνη της να ενεργοποιήσει τον p21 υποκινητή, αλλά σε συνδυασµό µε 

τον Sp1 ενεργοποιούν συνεργασιακά τον p21 υποκινητή. Εκτός, όµως, από
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Εικόνα 60 : Η σηµασία των περιοχών της p53 στην ενεργοποίηση του p21 υποκινητή. 
Α) κύτταρα COS-7 επιµολύνθηκαν παροδικά µε πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης που έφεραν 
την αγρίου τύπου και τις ελλειµµατικές µορφές της p53, που φαίνονται στην Εικόνα 39. Τα 
αµινο-τερµατικά ελλείµµατα που απαλοίφουν όλη ή µέρος της περιοχής ενεργοποίησης 
[p53∆(3-74), p53∆(34-78)] ελαττώνουν σε σηµαντικό βαθµό την ενεργοποίηση του p21 
υποκινητή, ενώ η µορφή που αφήνει άθικτη την περιοχή αυτή δεν επηρεάζει το βαθµό 
ενεργοποίησης. Τα καρβοξυ-τερµατικά ελλείµµατα p53∆(300-321) και p53∆(363-393) δεν 
επηρεάζουν την ενεργοποίηση του υποκινητή, ενώ η απαλοιφή των 100 τελευταίων 
αµινοξέων [p53∆(293-393)] οδηγεί σε σηµαντική µείωση της ενεργοποίησης. Β) Πρότυπο 
έκφρασης των ελλειµµατικών µορφών της p53 σε κύτταρα COS-7. Η ανάλυση 
ανοσοεντοπισµού µε αντίσωµα έναντι των p53, δείχνει ίδιο βαθµό έκφρασης της αγρίου 
τύπου και των ελλειµµατικών p53. Με αστερίσκο χαρακτηρίζεται η ελλειµµατική µορφή η 
οποία δεν εντοπίζεται από το συγκεκριµένο αντίσωµα, καθώς δε διαθέτει τον επίτοπο τον 
οποίο αναγνωρίζει το συγκεκριµένο αντίσωµα. 
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Εικόνα 61 : Λειτουργική συνεργασία των Sp3 και p53 στην ενεργοποίηση του p21 
υποκινητή. Κύτταρα SL2 επιµολύνθηκαν µε φορείς έκφρασης των Sp1, Sp2 και Sp3 
ανεξάρτητα ή σε συνδυασµό µε φορέα έκφρασης της p53. Ο p21 υποκινητής, που 
χρησιµοποιήθηκε ως υποκινητής αναφοράς, ενεργοποιείται από τους παράγοντες Sp1 και 
Sp3, αλλά όχι από τον Sp2. Τόσο ο Sp1, όσο και ο Sp3 έχουν τη δυνατότητα να 
συνεργάζονται µε την p53 και να ενεργοποιούν συνεργασιακά το συγκεκριµένο υποκινητή.  
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 τον Sp1 παρατηρούµε ότι και ο Sp3 έχει τη δυνατότητα να συνεργάζεται 

λειτουργικά µε την p53 και να ενεργοποιούν τον p21 υποκινητή κατά ένα 

συνεργασιακό τρόπο, στον ίδιο µάλιστα βαθµό µε αυτόν του Sp1 (Εικόνα 61). 

Επίσης, όπως αναµενόταν, µε βάση τα αποτελέσµατα της Εικόνας 22, ο Sp2 

δε συνεργάζεται µε την p53 για την ενεργοποίηση του p21 υποκινητή, καθώς 

δεν προσδένεται στον p21 υποκινητή.  

 

 

Η p53 αλληλεπιδρά άµεσα µε την Sp3 in vivo. 
Αυτή η λειτουργική συνεργασία µεταξύ των Sp3 και p53 υποδεικνύει και 

µια άµεση αλληλεπίδραση µεταξύ τους. Για να επιβεβαιώσουµε την υπόθεση 

αυτή, πραγµατοποιήσαµε ανάλυση συν-ανοσοκατακρήµνισης, 

χρησιµοποιώντας τις ενδογενείς Sp3 και p53 που εκφράζουν τα κύτταρα 

COS-7. Τα εκχυλίσµατα των κυττάρων αυτών τα επωάσαµε µε αντίσωµα 

ειδικό έναντι της p53, ώστε να ανοσοκατακρηµνίσουµε τη συγκεκριµένη 

πρωτεΐνη µαζί µε όλους τους παράγοντες που προσδένονται µε αυτήν. Στο 

πείραµα ελέγχου χρησιµοποιήσαµε τα ίδια εκχυλίσµατα, µε αντίσωµα έναντι 

του παράγοντα Myc. Στη συνέχεια τα σύµπλοκα αντίσωµα-p53 ενώθηκαν σε 

σφαιρίδια σεφαρόζης πρωτεΐνης-G και οι πρωτεΐνες που κατακρηµνίσθηκαν 

χρησιµοποιήθηκαν σε ανάλυση ανοσοεντοπισµού µε αντίσωµα έναντι της Sp3. 

Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 62Α, η πρωτεΐνη Sp3 ανοσο-

κατακρηµνίσθηκε µαζί µε την πρωτεΐνη p53. Αντίθετα, δεν ανιχνεύθηκε 

πρωτεΐνη Sp3 στην αντίδραση ελέγχου, όπου χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα 

έναντι του Myc. Η ανοσοκατακρήµνιση της p53 ελέγχθηκε στην ίδια µεµβράνη 

µε ανάλυση ανοσοεντοπισµού µε αντίσωµα έναντι της p53 (Εικόνα 62Β). Όλα 

τα παραπάνω δεδοµένα υποδεικνύουν φυσικές και άµεσες αλληλεπιδράσεις 

µεταξύ των ενδογενών πρωτεϊνών Sp3 και p53 in vivo. 
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Εικόνα 62 : Φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ Sp3 και p53 in vivo. Α-Β) εκχυλίσµατα από 
κύτταρα COS-7 χρησιµοποιήθηκαν σε ανάλυση ανοσοκατακρήµνισης είτε µε πολυκλωνικό 
αντίσωµα έναντι της p53 είτε µε αντίσωµα έναντι της πρωτεϊνης Myc. Οι πρωτεΐνες που 
ανοσοκατακρηµνίσθηκαν χρησιµοποιήθηκαν σε ανάλυση ανοσοεντοπισµού µε µονοκλωνικό 
αντίσωµα έναντι της Sp3 (Α) ή του αντισώµατος έναντι της p53 που χρησιµοποιήθηκε αρχικά 
στην ανοσοκατακρήµνιση (Β). Οι θέσεις των p53 και Sp3 σηµειώνονται µε βέλη.  
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 Η καρβοξυ-τερµατική περιοχή της p53 προσδένεται στον 
παράγοντα Sp3. 

Προκειµένου να επιβεβαιώσουµε ότι η αλληλεπίδραση µεταξύ των Sp3 

και p53 είναι άµεση και δε διαµεσολαβείται από άλλους παράγοντες, που 

πιθανά παίζουν το ρόλο της γέφυρας, πραγµατοποιήσαµε αναλύσεις GST pull 

down, χρησιµοποιώντας πρωτεΐνες GST και GST-Sp3 που εκφράσθηκαν σε

βακτήρια και ενώθηκαν σε σφαιρίδια  γλουταθιόνης-αγαρόζης. Αυτές 

επωάσθηκαν µε p53 εκφρασµένη in vitro παρουσία σηµασµένης µεθειονίνης. 

Όπως παρατηρούµε στις πρώτες 3 διαδροµές της Εικόνας 63, η πρωτεΐνη 

p53 προσδένεται άµεσα στην GST-Sp3, αλλά όχι στη GST. Αυτό υποδηλώνει 

άµεση και ειδικά αλληλεπίδραση µεταξύ των δύο αυτών πρωτεϊνών.   

Αφού επιβεβαιώσαµε την άµεση πρόσδεση της p53 στην Sp3, 

θελήσαµε να ελέγξουµε ποιες περιοχές της p53 είναι υπεύθυνες για την 

αλληλεπίδραση αυτή. Πραγµατοποιήσαµε αναλύσεις GST pull down, 

χρησιµοποιώντας πρωτεΐνες GST και GST-Sp3 που εκφράσθηκαν σε 

βακτήρια και ενώθηκαν σε σφαιρίδια  γλουταθιόνης-αγαρόζης. Αυτές 

επωάσθηκαν µε τις ελλειµµατικές p53 µορφές (Εικόνα 58), οι οποίες 

εκφράσθηκαν in vitro, παρουσία σηµασµένης µεθειονίνης. Όπως φαίνεται 

στην Εικόνα 63, τα ελλείµµατα στο αµινο-τερµατικό άκρο της p53 (∆3-79, ∆34-

78) δεν επηρεάζουν την πρόσδεσή της στην Sp3. Αντίθετα, τα ελλείµµατα στο 

καρβοξυ-τερµατικό άκρο (∆300-321, ∆293-393, ∆363-393) παρεµποδίζουν 

την πρόσδεση των δύο πρωτεϊνών. Εποµένως, και στις αλληλεπιδράσεις 

µεταξύ Sp3 και p53, η καρβοξυ-τερµατική περιοχή της τελευταίας είναι αυτή 

που συµµετέχει. 

 

 167



 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 63 : Φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ Sp3 και p53 in vitro. Οι πρωτεΐνες p53, 

αγρίου τύπου και ελλειµµατικές, εκφράσθηκαν in vitro, παρουσία σηµασµένης µεθειονίνης και 

επωάσθηκαν µε GST και GST-Sp3, εκφρασµένων σε βακτήρια και συνδεδεµένων σε 

σφαιρίδια γλουταθιόνης-αγαρόζης. Τόσο η αγρίου τύπου p53, όσο και οι ελλειµµατικές στο 

αµινο-τερµατικό άκρο, προσδένονται στον ίδιο βαθµό µε την Sp3, αλλά όχι µε τη GST. Από 

την άλλη, οι ελλειµµατικές στο καρβοξυ-τερµατικό άκρο µορφές της p53 δεν προσδένονται 

καθόλου στην Sp3.  Το Input αντιπροσωπεύει το 20% της πρωτεΐνης που επωάσθηκε µε τα 

σφαιρίδια. 
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Σηµασία της καρβοξυ-τερµατικής περιοχής της p53 στη 
λειτουργική συνεργασία της µε τις Sp1/Sp3. 

 Προκειµένου να µελετήσουµε λεπτοµερέστερα τη σηµασία των 100 

τελευταίων καρβοξυ-τερµατικών αµινοξέων της p53 στη λειτουργική 

συνεργασία της µε τις Sp1/Sp3, πραγµατοποιήσαµε παροδικές επιµολύνσεις 

κυττάρων SL2, χρησιµοποιώντας τον υποκινητή που διαθέτει µόνον την 

κοντινή περιοχή του p21 υποκινητή και µια θέση πρόσδεσης της p53, 

ενωµένη στο αµινο-τερµατικό άκρο της πρώτης (Εικόνα 64Α).  

Ο υποκινητής αυτός επιµολύνθηκε µαζί µε φορείς έκφρασης των Sp1, 

Sp3, p53 και p53∆(293-393) ανεξάρτητα ή σε συνδυασµό. Όπως 

παρατηρούµε στην Εικόνα 64Β, οι παράγοντες Sp1/Sp3 είναι ικανοί να 

ενεργοποιήσουν το συγκεκριµένο υποκινητή. Η συνέκφραση της p53 ενισχύει 

σηµαντικά την ενεργοποίηση αυτή, γεγονός που συµφωνεί απόλυτα µε τα 

αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στην Εικόνα 61, όπου χρησιµοποιήσαµε 

τον p21 υποκινητή αγρίου τύπου. Η απαλοιφή, όµως, των 100 καρβοξυ-

τερµατικών αµινοξέων στη µορφή p53∆(293-393) παρεµπόδισε τη λειτουργική 

συνεργασία της µορφής αυτής µε τους παράγοντες Sp1/Sp3 και κατ’ 

επέκταση τη συνεργασιακή ενεργοποίηση του υποκινητή αυτού. Έτσι, 

επιβεβαιώθηκε η σηµασία της καρβοξυ-τερµατικής περιοχής της p53 στις 

φυσικές και λειτουργικές αλληλεπιδράσεις µε τα µέλη της οικογένειας Sp1. 
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Εικόνα 64 : Σηµασία της καρβοξυ-τερµατικής περιοχής της p53 στη λειτουργική 
συνεργασία µε τα µέλη της οικογένειας Sp1. A) Σχηµατική αναπαράσταση του υποκινητή 
που χρησιµοποιήθηκε στις παροδικές επιµολύνσεις του πειράµατος. Οι θέσεις πρόσδεσης 
των Sp1/Sp3 συµβολίζονται µε µπλε οβάλς και της p53 µε κόκκινο οβάλ. Β) Κύτταρα SL2 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε τον υποκινητή της Εικόνας Α και φορείς έκφρασης των Sp1, Sp3, 
p53 και p53∆(293-393) ανεξάρτητα ή σε συνδυασµό, όπως φαίνεται στο κάτω µέρος του 
ραβδογράµµατος. 
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   Η Sp1 αλληλεπιδρά φυσικά και λειτουργικά µε την p73. 
Αφού µελετήσαµε τις άµεσες και λειτουργικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ 

Sp1 και p53, καθώς και της p53 µε τα άλλα µέλη της οικογένειας Sp1, 

θελήσαµε να προχωρήσουµε λίγο παραπάνω και να ελέγξουµε αν και η Sp1 

µπορεί να αλληλεπιδράσει µε άλλα µέλη της οικογένειας p53. Πιο 

συγκεκριµένα µελετήσαµε τις αλληλεπιδράσεις της Sp1 µε την οµόλογη της 

p53 πρωτεΐνη, την p73, και µάλιστα µε τις ισοµορφές p73α και p73β. Οι 

ισοµορφές αυτές διαθέτουν µια επιπλέον περιοχή ενεργοποίησης (TAD2) στο 

καρβοξυ-τερµατικό τους άκρο, σε σχέση µε την p53, ενώ η ισοµορφή p73α 

διαθέτει µια επιπλέον περιοχή (SAM) που είναι υπεύθυνη για τις 

αλληλεπιδράσεις της µε άλλες πρωτεΐνες (Εικόνα 65Α).  

Στην αρχή ελέγξαµε το πρότυπο έκφρασης αυτών των δύο ισοµορφών 

της p73 σε παροδικές επιµολύνσεις κυττάρων COS-7 και παρατηρήσαµε µε 

ανοσοεντοπισµό, χρησιµοποιώντας αντίσωµα έναντι της p73, ότι και οι δύο 

ισοµορφές εκφράζονται σε υψηλό και συγκρίσιµο βαθµό (Εικόνα 65Β). 

Παρατηρήσαµε, επίσης, ότι τα κύτταρα COS-7, σε αντίθεση µε την έκφραση 

της p53, δεν εκφράζουν ενδογενώς καµία από τις ισοµορφές της p73. 

Στη συνέχεια θελήσαµε να ελέγξουµε τη δυνατότητά των δύο 

ισοµορφών της p73 να ενεργοποιήσουν τον p21 υποκινητή. 

Πραγµατοποιήσαµε παροδικές επιµολύνσεις κυττάρων Saos-2, που όπως 

αναφέραµε δεν εκφράζουν ενδογενώς πρωτεΐνες της οικογένειας της p53. 

Όπως παρατηρούµε και στην Εικόνα 65C, και οι δύο µορφές (p73α και p73β) 

είναι ικανές να ενεργοποιούν σε µεγάλο βαθµό τον p21 υποκινητή (26 και 22 

φορές, αντίστοιχα). 

Στη συνέχεια διερευνήσαµε τη δυνατότητα των δύο αυτών ισοµορφών 

να συνεργάζονται λειτουργικά µε τον Sp1 στην ενεργοποίηση του p21 

υποκινητή. Για το σκοπό αυτό, πραγµατοποιήσαµε παροδικές επιµολύνσεις 

κυττάρων SL2, χρησιµοποιώντας τον (-2325/+8)p21 υποκινητή και φορείς 

έκφρασης των Sp1, p73α και p73β, ανεξάρτητα ή σε συνδυασµό. Όπως 

παρατηρούµε στην Εικόνα 66, οι ισοµορφές της p73 από µόνες τους δεν είναι 

ικανές να ενεργοποιήσουν τον p21 υποκινητή στα κύτταρα αυτά, που δε 

διαθέτουν Sp1. Αντίθετα, παρουσία Sp1 και οι δύο ισοµορφές της p73 

ενεργοποιούν σε σηµαντικό βαθµό τον p21 υποκινητή, γεγονός που
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Εικόνα 65 : Η p73 ενεργοποιεί τον p21 υποκινητή. Α) Σχηµατική αναπαράσταση της p53 
και των ισοµορφών p73α και p73β. Οι p73 διαθέτουν µια επιπλέον περιοχή ενεργοποίησης 
(TAD2), µια περιοχή SH3 (PXXP), ενώ η ισοµορφή α διαθέτει και µια περιοχή που είναι 
υπεύθυνη για τις πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις (SAM). Β) Κύτταρα COS-7 επιµολύνθηκαν 
παροδικά µε φορείς έκφρασης των p73α και p73β. Οι δύο ισοµορφές εκφράζονται σε 
ικανοποιητικά επίπεδα και η θέση τους σηµειώνεται µε βέλη. C) Κύτταρα Saos-2 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε τον p21 υποκινητή και φορείς έκφρασης των δύο ισοµορφών της 
p73. Η ενεργότητα του p21 υποκινητή προσδιορίσθηκε µε αναλύσεις δραστικότητας 
λουσιφεράσης. Και οι δύο ισοµορφές ενεργοποιούν σηµαντικά τον p21 υποκινητή. 
 
 

 
 
 
 
 
Εικόνα 66 : Λειτουργική συνεργασία των p73 
ισοµορφών και της Sp1. Κύτταρα SL2 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε τον p21 υποκινητή και 
φορείς έκφρασης των Sp1, p73α και p73β, 
ανεξάρτητα ή σε συνδυασµό, όπως φαίνεται στο 
κάτω µέρος του ραβδογράµµατος. Η σχετική 
δραστικότητα (%) της λουσιφεράσης στα 
εκχυλίσµατα των επιµολυσµένων κυττάρων 
παρουσιάζεται υπό τη µορφή ραβδογράµµατος.  

 172



 υποδηλώνει λειτουργική συνεργασία µεταξύ των πρωτεϊνών αυτών, ώστε να 

ενεργοποιήσουν συνεργασιακά τον παραπάνω υποκινητή. 

Προκειµένου να εξακριβώσουµε ότι η λειτουργική αυτή συνεργασία 

οφείλεται σε άµεσες αλληλεπιδράσεις µεταξύ των p73 ισοµορφών και των 

Sp1/Sp3, πραγµατοποιήσαµε ανάλυση GST pull down. Για το σκοπό αυτό, οι 

ισοµορφές p73α και p73β εκφράσθηκαν in vitro παρουσία σηµασµένης 

µεθειονίνης. Στη συνέχεια επωάσθηκαν µε πρωτεΐνες GST, GST-Sp1 και 

GST-Sp3, οι οποίες εκφράσθηκαν σε βακτήρια και ενώθηκαν σε σφαιρίδια 

γλουταθιόνης-αγαρόζης. Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 67, και οι δύο p73 

ισοµορφές προσδένονται στις GST-Sp1 και GST-Sp3, αλλά όχι στη GST. 

Συµπερασµατικά, τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στις Εικόνες 65-67 

δείχνουν ότι οι παράγοντες Sp1/Sp3 έχουν τη δυνατότητα να αλληλεπιδρούν 

άµεσα και να συνεργάζονται για την ενεργοποίηση του p21 υποκινητή, όχι 

µόνο µε την p53, αλλά και µε ένα άλλο µέλος της οικογένειας της p53, την p73.  
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Εικόνα 67 : Οι Sp1/Sp3 αλληλεπιδρούν άµεσα µε τις p73 ισοµορφές in vitro. Οι 
ισοµορφές της p73 εκφράσθηκαν in vitro παρουσία σηµασµένης µεθειονίνης και επωάσθηκαν 
µε τις GST και GST-Sp1/GST-Sp3, που είχαν προηγουµένως προσδεθεί σε σφαιρίδια. Οι p73 
προσδένονται αποκλειστικά στις GST-Sp1 και GST-Sp3, και όχι στη GST. Η θέση των p73 
σηµειώνεται µε βέλη. Το Input αντιπροσωπεύει του 20% της πρωτεΐνης που επωάσθηκε µε τα 
σφαιρίδια. 
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Ο ρόλος του µεταγραφικού παράγοντα Sp1 στη 
µεταγραφική ρύθµιση γονιδίων από γενοτοξικό στρες  

 

Η µεταγραφική ενεργοποίηση του p21 γονιδίου από 
χηµειοθεραπευτικούς παράγοντες απαιτεί την κοντινή περιοχή του p21 
υποκινητή. 

Τα µέχρι τώρα αποτελέσµατα µας ενισχύουν το σηµαντικό ρόλο του 

µεταγραφικού παράγοντα Sp1 και άλλων µελών της οικογένειάς του (Sp3) 

στην ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από την ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη 

p53. Για να διερευνήσουµε τον πιθανό ρόλο της Sp1 σε βιολογικές διεργασίες 

που εξαρτώνται από την πρωτεΐνη p53, όπως π.χ. η κυτταρική απόκριση στο 

γενοτοξικό στρες που επάγεται από χηµειοθεραπευτικές ενώσεις, 

χρησιµοποιήσαµε την ένωση 5-Fluorouracil (5-FU), η οποία έχει την ιδιότητα 

να προκαλεί βλάβες στο DNA και στο µεταβολισµό του RNA (Daher et al, 

1990). Η 5-FU χρησιµοποιείται ευρύτατα ως χηµειοθεραπευτική ουσία σε 

ποικίλες µορφές καρκίνων, όπως ο καρκίνος του πνεύµονα, του ορθού κ.α. 

(Macdonald and Gohmann, 1988). 

Αρχικά, θελήσαµε να ελέγξουµε τη δράση της 5-FU στην αύξηση της 

p53 στα κύτταρα ηπατώµατος HepG2, τα οποία χρησιµοποιήσαµε ως 

κυτταρικό σύστηµα-µοντέλο στην έρευνά µας. Έτσι, επεξεργασθήκαµε 

κύτταρα HepG2 µε τη 5-FU σε συγκέντρωση 50µg/ml για διαφορετικά χρονικά 

διαστήµατα και πραγµατοποιήσαµε ανάλυση ανοσοεντοπισµού µε αντίσωµα 

έναντι της p53. Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 68, η 5-FU προκαλεί µια 

αύξηση της έκφρασης της p53 περίπου 4 ώρες µετά τη χορήγησή της. Η 

αύξηση αυτή συνεχίζεται µε την πάροδο του χρόνου και φθάνει στο µέγιστο 

επίπεδό της µετά από 30 ώρες. 

Στη συνέχεια χρησιµοποιήσαµε αντίσωµα έναντι της p21, προκειµένου 

να ελέγξουµε την έκφρασή της, σε σχέση µε την έκφραση της p53. 

Παρατηρούµε µια καθυστερηµένη αύξηση της p21 (περίπου 24 ώρες µετά τη 

χορήγηση της 5-FU), η οποία φθάνει σε µέγιστο επίπεδο περίπου στις 36 

ώρες. Στο κάτω µέρος Εικόνας 68 παρατηρούµε τα επίπεδα έκφρασης της α-

tubulin τα οποία παραµένουν σταθερά καθόλη τη διάρκεια του πειράµατος.
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Εικόνα 68 : Η αύξηση της έκφρασης της p53 σε κύτταρα HepG2 συνοδεύεται από µια 
καθυστερηµένη αύξηση της έκφρασης της p21, µετά από την επίδραση 
χηµειοθεραπευτικού παράγοντα 5-FU. Κύτταρα HepG2 επεξεργάσθηκαν µε 50 µg/ml 5-FU 

για διάφορα χρονικά διαστήµατα, όπως 1, 2, 4, 8, 12, 24, 30 και 36 ώρες. Τα πρωτεϊνικά 

εκχυλίσµατα χρησιµοποιήθηκαν σε ανάλυση ανοσοεντοπισµού. Ανώτερο τµήµα : 

ανοσοεντοπισµός µε αντίσωµα έναντι της p53. Μεσαίο τµήµα : ανοσοεντοπισµός µε αντίσωµα 

έναντι της p21. Κατώτερο τµήµα : ανοσοεντοπισµός µε αντίσωµα έναντι της α-tubulin. Οι 

θέσεις των πρωτεϊνών σηµειώνονται µε βέλη.  
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Η αύξηση της p21 από 5-FU συµβαίνει σε µεταγραφικό επίπεδο. 
Στη συνέχεια θελήσαµε να ελέγξουµε αν αυτή η αύξηση της p21 

συµβαίνει σε µεταγραφικό ή µετα-µεταφραστικό επίπεδο. Πραγµατοποιήσαµε 

ανάλυση PCR ανάστροφης µεταγραφής σε κύτταρα HepG2, στα οποία είχαµε 

επιδράσει µε 5-FU για 24 ώρες. Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 69, 24 ώρες 

µετά τη χορήγηση του φαρµάκου έχουµε σηµαντική αύξηση στα επίπεδα του 

mRNA του p21 γονιδίου. Ως πρωτεΐνη ελέγχου χρησιµοποιήθηκε η όξινη 

ριβοσωµική φωσφοπρωτεΐνη ARPPO, τα επίπεδα µεταγραφής της οποίας 

παραµένουν σταθερά ακόµη και µετά τη χορήγηση του φαρµάκου.  

 

 

Σηµασία της κοντινής περιοχής του p21 υποκινητή στην 
ενεργοποίησή του από χηµειοθεραπευτικούς παράγοντες. 

Προκειµένου να µελετήσουµε τη σηµασία της κοντινής περιοχής του 

p21 υποκινητή στην ενεργοποίησή του από το φάρµακο 5-FU, δηµιουργήσαµε 

αρχικά µια µόνιµη κυτταρική σειρά HepG2, στο γένωµα της οποίας 

ενσωµατώθηκε το γονίδιο της λουσιφεράσης υπό τον έλεγχο του (-

2325/+8)p21 υποκινητή (Εικόνα 70Α). Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 70Β, 

ο (-2325/+8)p21 υποκινητής ενεργοποιείται από 5-FU µε ένα δοσοεξαρτώµενο 

τρόπο. Στη συνέχεια δηµιουργήσαµε µια νέα µόνιµη κυτταρική σειρά HepG2 

στο γένωµα της οποίας ενσωµατώθηκε πάλι το γονίδιο της λουσιφεράσης υπό 

τον έλεγχο ενός p21 υποκινητή ο οποίος δε διαθέτει τις 4 από τις 6 θέσεις 

πρόσδεσης του Sp1 ((-2325/+8)∆(-125/-60)p21-luc) (Εικόνα 70Α). Όπως 

παρατηρούµε στην Εικόνα 70C, το φάρµακο 5-FU δεν µπορεί να 

ενεργοποιήσει τον υποκινητή αυτό, ακόµη και στις µεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις που χρησιµοποιήθηκαν. Τα αποτελέσµατα της Εικόνας 70 

δείχνουν ότι η κοντινή περιοχή του p21 υποκινητή, η οποία περιέχει 

πολλαπλές θέσεις πρόσδεσης του παράγοντα Sp1, είναι σηµαντική για την 

ενεργοποίηση του υποκινητή από το φάρµακο 5-FU.   
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Εικόνα 69 : Η επαγωγή του p21 γονιδίου µετά την επίδραση χηµειοθεραπευτικών 
παραγόντων συµβαίνει σε µεταγραφικό επίπεδο. Κύτταρα HepG2 επεξεργάσθηκαν για 
24 ώρες µε 50µg/ml 5-FU και στη συνέχεια αποµονώθηκε το RNA τους. Με εκκινητές ειδικούς 
για το mRNA του p21 γονιδίου και µε PCR ανάστροφης µεταγραφής προσδιορίσαµε τα 
επίπεδα µεταγραφής του p21 πριν και µετά τη χορήγηση του φαρµάκου. Στο κάτω τµήµα της 
Εικόνας φαίνονται τα επίπεδα µεταγραφής του γονιδίου ελέγχου (ARPPO), πριν και µετά τη 
χορήγηση του φαρµάκου.   
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Εικόνα 70 : Η σηµασία της κοντινής περιοχής του p21 υποκινητή στην ενεργοποίησή 
του από 5-FU. Α) Σχηµατική αναπαράσταση των p21 υποκινητών που χρησιµοποιήθηκαν 
για τη δηµιουργία των µόνιµων κυτταρικών σειρών HepG2. Οι θέσεις πρόσδεσης της p53 
συµβολίζονται µε κόκκινα οβάλς και αυτές των Sp1/Sp3 µε µπλε οβάλς. Β) Η µόνιµη 
κυτταρική σειρά HepG2 µε τον (-2325/+8)p21 υποκινητή αγρίου τύπου επεξεργάσθηκε µε 
αυξανόµενες συγκεντρώσεις 5-FU για 24 ώρες, όπως φαίνεται στο κάτω µέρος του 
ραβδογράµµατος. C) Η µόνιµη κυτταρική σειρά HepG2 µε τον ελλειµµατικό p21 υποκινητή 
επεξεργάσθηκε µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 5-FU για 24 ώρες, όπως φαίνεται στο κάτω 
µέρος του ραβδογράµµατος.  
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Η Μιθραµυκίνη (Mith) παρεµποδίζει την πρόσδεση των Sp1/Sp3 
στο DNA, χωρίς να επηρεάζει την πρόσδεση της p53. 

Για να επιβεβαιώσουµε τη σηµασία των Sp1/Sp3, καθώς και των 

θέσεων πρόσδεσής τους, στην ενεργοποίηση του p21 υποκινητή 

χρησιµοποιήσαµε την ένωση Μιθραµυκίνη (Mith) (Εικόνα 71), η οποία έχει την 

ικανότητα να ενσωµατώνεται σε περιοχές του DNA, πλούσιες σε GC, και να 

παρεµποδίζει την πρόσδεση παραγόντων στις περιοχές αυτές (Goldberg and 

Friedmann, 1971).  

Τέτοιες περιοχές υπάρχουν και στην κοντινή περιοχή του p21 

υποκινητή, συνεπώς αναµένουµε ότι η Mith θα παρεµποδίζει την πρόσδεση 

των Sp1/Sp3 στην περιοχή αυτή. Για να το επιβεβαιώσουµε, 

πραγµατοποιήσαµε ανάλυση ηλεκτροφορητικής κινητικότητας συµπλόκου, 

όπου χρησιµοποιήσαµε πυρηνικά εκχυλίσµατα ήπατος αρουραίου, τα οποία 

τα επωάσαµε µε σηµασµένο ολιγονουκλεοτίδιο που αντιστοιχεί στη θέση 3 της 

κοντινής περιοχής του p21 υποκινητή, απουσία και παρουσία Mith (Εικόνα 

72Α). Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 72Β, τόσο ο Sp1, όσο και ο Sp3 

προσδένονται στη θέση 3 µε µεγάλη συγγένεια, απουσία Mith. Όταν, όµως 

προσθέσαµε Mith, τότε κανένας από τους δύο παράγοντες δεν µπόρεσε να 

προσδεθεί στον ανιχνευτή. Για να ελέγξουµε αν η Μιθραµυκίνη παρεµποδίζει 

την πρόσδεση της p53 στη µακρινή περιοχή του p21 υποκινητή  

πραγµατοποιήσαµε παρόµοια ανάλυση ηλεκτροφορητικής κινητικότητας 

συµπλόκου µε εκχυλίσµατα κυττάρων COS-7, που είναι πλούσια σε p53, τα 

οποία επωάσθηκαν µε σηµασµένο ολιγονουκλεοτίδιο που αντιστοιχεί στη 

µακρινή θέση πρόσδεσης της p53 στον p21 υποκινητή (Εικόνα 72Α), απουσία 

και παρουσία Mith. Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 72Β η Mith δεν 

επηρεάζει την πρόσδεση της p53 στον p21 υποκινητή. 

Στη συνέχεια θελήσαµε να µελετήσουµε την επίδραση της 

Μιθραµυκίνης στη συνεργασιακή ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από Sp1 

και p53. Πραγµατοποιήσαµε παροδικές επιµολύνσεις κυττάρων SL2, 

χρησιµοποιώντας τον (-2325/+8)p21 υποκινητή και φορείς έκφρασης των Sp1 

και p53, ανεξάρτητα ή σε συνδυασµό. Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 73, 

ενώ ο Sp1 είναι σε θέση φυσιολογικά να ενεργοποιήσει σε σηµαντικό βαθµό 

τον p21 υποκινητή, εντούτοις παρουσία Μιθραµυκίνης δεν είναι πλέον σε 

θέση να πραγµατοποιήσει την ενεργοποίηση αυτή. Από την άλλη µεριά, χωρίς
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Εικόνα 71 : χηµικός τύπος της Μιθραµυκίνης 

 

 

 

 
Εικόνα 72 :  Η Mith παρεµποδίζει την πρόσδεση των Sp1/Sp3 στον p21 υποκινητή, 
ενώ δεν επηρεάζει τη πρόσδεσης της p53. A) Σχηµατική αναπαράσταση του p21 
υποκινητή. Με παχιά µαύρη γραµµή σηµειώνονται οι περιοχές του υποκινητή που 
χρησιµοποιήθηκαν ως ανιχνευτές στην ανάλυση ηλεκτροφορητικής κινητικότητας συµπλόκου. 
Οι θέσεις πρόσδεσης της p53 συµβολίζονται µε κόκκινα οβάλς και αυτές των Sp1/Sp3 µε 
µπλε οβάλς. Β) Ανάλυση ηλεκτροφορητικής κινητικότητας συµπλόκου. Πυρηνικά εκχυλίσµατα 
ήπατος αρουραίου επωάσθηκαν µε σηµασµένο ανιχνευτή που αντιστοιχεί τη θέση 3 του p21 
υποκινητή, απουσία και παρουσία Mith. Η Mith παρεµποδίζει την πρόσδεση των Sp1/Sp3 
στον p21 υποκινητή. Πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα COS-7 επωάσθηκαν µε σηµασµένο ανιχνευτή 
που αντιστοιχεί στη µακρινή περιοχή πρόσδεσης της p53, απουσία και παρουσία 200ng/ml 
Mith. Η Mith δεν επηρεάζει την πρόσδεση της p53 στον p21 υποκινητή. 
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Εικόνα 73 : Eπίδραση της Μιθραµυκίνης στη 
συνεργασιακή ενεργοποίηση του p21 υποκινητή 
από Sp1 και p53. Κύτταρα SL2 επιµολύνθηκαν 
παροδικά µε τον p21 υποκινητή και φορείς έκφρασης 
των Sp1 και p53, ανεξάρτητα ή σε συνδυασµό, 
απουσία και παρουσία 200ng/ml Μιθραµυκίνης, όπως 
φαίνεται στο κάτω µέρος του ραβδογράµµατος. Η 
σχετική δραστικότητα της λουσιφεράσης στα 
εκχυλίσµατα των επιµολυσµένων κυττάρων 
παρουσιάζεται µε τη ορφή ραβδογράµµατος. 
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 την επίδραση του φαρµάκου, ο Sp1 συνεργάζεται µε την p53 και 

ενεργοποιούν συνεργασιακά τον p21 υποκινητή. Η επίδραση, όµως, µε 

Μιθραµυκίνη έχει ως αποτέλεσµα να χάνεται η συνεργασία αυτή και να µην 

είναι δυνατή πλέον η ενεργοποίηση του p21 υποκινητή.   
  

 

Η Μιθραµυκίνη παρεµποδίζει τη µεταγραφική ενεργοποίηση του 
p21 γονιδίου από 5-FU. 

Αφού επιβεβαιώσαµε την παρεµποδιστική δράση της Μιθραµυκίνης 

στην πρόσδεση των Sp1/Sp3 και στη συνεργασιακή ενεργοποίηση του p21 

υποκινητή από Sp1 και p53, θελήσαµε να µελετήσουµε την επίδραση του 

συγκεκριµένου φαρµάκου στα επίπεδα έκφρασης της p53 και της p21. Για το 

σκοπό αυτό χρησιµοποιήσαµε κύτταρα HepG2 τα οποία επεξεργασθήκαµε µε 

5-FU, Mith ή και µε τα δύο φάρµακα ταυτόχρονα για 24 ώρες. Αρχικά, µε 

ανάλυση ανοσοεντοπισµού και αντίσωµα έναντι της p53 ελέγξαµε τα επίπεδα 

έκφρασης της p53 µετά την επίδραση µε τα φάρµακα. Όπως παρατηρούµε 

στο ανώτερο τµήµα της Εικόνας 74, τόσο η 5-FU όσο και η Mith έχουν τη 

δυνατότητα να αυξάνουν σε σηµαντικό βαθµό τα επίπεδα έκφρασης της p53. 

Επίδραση και µε τα δύο φάρµακα ταυτόχρονα δεν οδήγησε σε περαιτέρω 

αύξηση της έκφρασης.  

Στη συνέχεια χρησιµοποιήσαµε αντίσωµα έναντι της p21 και όπως 

παρατηρούµε στην Εικόνα 74, ενώ το 5-FU αυξάνει σηµαντικά την αύξηση της 

έκφρασης της p21, η Mith δεν επιτρέπει την αύξηση αυτή, παρόλα τα υψηλά 

επίπεδα της p53. Το πιο σηµαντικό, όµως, στην ανάλυση αυτή είναι ότι η Mith 

έχει τη δυνατότητα να παρεµποδίζει και την αύξηση της p21 από το 5-FU, 

όταν επιδράσαµε και µε τα δύο φάρµακα ταυτόχρονα. Η ανασταλτική αυτή 

δράση της Mith δεν οφείλεται στη γενική αναστολή της µεταγραφής, αφού τα 

επίπεδα έκφρασης της Sp1 και της α-tubulin δεν επηρεάζονται από την 

επίδραση των φαρµάκων (Εικόνα 74).  

Συµπερασµατικά, τα αποτελέσµατα της Εικόνας 74 δείχνουν ότι η 

Μιθραµυκίνη είναι ένας ισχυρός αναστολέας της έκφρασης της p21, πιθανόν 

λόγω της ιδιότητάς της να παρεµποδίζει τη δράση των Sp1 πρωτεϊνών που 

προσδένονται στην κοντινή περιοχή του p21 υποκινητή.  
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Εικόνα 74 : Η Μιθραµυκίνη παρεµποδίζει την έκφραση της p21. Κύτταρα HepG2 
επεξεργάσθηκαν µε τα φάρµακα 5-FU (50µg/ml) και Mith (200ng/ml), ανεξάρτητα ή σε 
συνδυασµό, ή παρέµειναν χωρίς φάρµακο, όπως φαίνεται στο πάνω µέρος της Εικόνας. Τα 
εκχυλίσµατα από τα κύτταρα αυτά χρησιµοποιήθηκαν σε αναλύσεις ανοσοεντοπισµού µε 
αντισώµατα έναντι των p53, p21, Sp1 και α-tubulin. ∆ίπλα σε κάθε ανάλυση φαίνεται το 
αντίσωµα που χρησιµοποιήθηκε. 
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Η Μιθραµυκίνη αναστέλλει την αύξηση της έκφρασης της p21 και 
όχι τα βασικά επίπεδα αυτής. 

Αφού επιβεβαιώσαµε την ανασταλτική δράση της Μιθραµυκίνης στην 

έκφραση της p21, θελήσαµε να επιβεβαιώσουµε ότι η δράση αυτή συµβαίνει 

σε µεταγραφικό πλέον επίπεδο. Για το σκοπό αυτό κύτταρα HepG2 

επεξεργάσθηκαν µε τα φάρµακα 5-FU και Mith, ανεξάρτητα ή σε συνδυασµό ή 

παρέµειναν απουσία φαρµάκου. Στη συνέχεια αποµονώθηκε το RNA τους και 

µε ανάλυση PCR ανάστροφης µεταγραφής µελετήθηκαν τα επίπεδα του 

mRNA της p21 για την κάθε περίπτωση. Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 75, 

η Μιθραµυκίνη δεν αναστέλλει τη βασική µεταγραφή του p21 γονιδίου, αλλά 

αυτό που κάνει στην πραγµατικότητα είναι να αναστέλλει την επαγωγή της 

έκφρασής της από το φάρµακο 5-FU.  

 

 

Η Μιθραµυκίνη δεν επηρεάζει τη σταθερότητα της p21 πρωτεΐνης. 
Στο σηµείο αυτό, κάποιος θα µπορούσε να υποστηρίξει ότι η 

Μιθραµυκίνη αναστέλλει την έκφραση της p21, όχι γιατί παρεµποδίζει την 

πρόσδεση του Sp1 στον p21 υποκινητή, αλλά διότι επηρεάζει τη σταθερότητα 

της p21 πρωτεΐνης. Για το λόγο αυτό χρησιµοποιήσαµε ένα φορέα έκφρασης 

της p21, στον οποίο η έκφραση του p21 cDNA ελέγχεται από τον υποκινητή 

CMV, η ενεργότητα του οποίου δεν εξαρτάται από Sp1. Επιµολύναµε 

παροδικά κύτταρα COS-7 µε το συγκεκριµένο φορέα, απουσία και παρουσία 

Μιθραµυκίνης. Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 76, η Μιθραµυκίνη δεν 

επηρεάζει τα επίπεδα έκφρασης της p21, που ελέγχεται από τον ετερόλογο 

υποκινητή και εποµένως δεν έχει καµιά επίδραση στη σταθερότητα της p21 

πρωτεΐνης αυτής καθ’ αυτής.  

 

 

Η σηµασία της p53 στην ενεργοποίηση του p21 γονιδίου από 5-FU. 
Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 74, η αύξηση της έκφρασης της p21, 

συνδέεται άµεσα µε αύξηση της p53. Προκειµένου να επιβεβαιώσουµε τη 

σηµασία της p53 για την ενεργοποίηση της p21 από το φάρµακο 5-FU, 

χρησιµοποιήσαµε ανθρώπινα κερατινοκύτταρα HaCaT, τα οποία όπως 

έχουµε ήδη αναφέρει, εκφράζουν µεταλλαγµένη p53. Ταυτόχρονα, είναι
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Εικόνα 75 : Η Μιθραµυκίνη αναστέλλει την αύξηση της έκφρασης του p21 γονιδίου, 
αλλά δεν επηρεάζει τα βασικά επίπεδα µεταγραφής του. Κύτταρα HepG2 
επεξεργάσθηκαν για 24 ώρες µε 50µg/ml 5-FU και 200ng/ml Μιθραµυκίνη, ανεξάρτητα ή σε 
συνδυασµό και στη συνέχεια αποµονώθηκε το RNA τους. Με εκκινητές ειδικούς για το mRNA 
του p21 γονιδίου και µε PCR ανάστροφης µεταγραφής προσδιορίσαµε τα επίπεδα 
µεταγραφής του p21 πριν και µετά τη χορήγηση των φαρµάκων. Στο κάτω τµήµα της Εικόνας 
φαίνονται τα επίπεδα µεταγραφής του γονιδίου ελέγχου (ARPPO), πριν και µετά τη χορήγηση 
του φαρµάκου. 

 

 

 
Εικόνα 76 : Η Μιθραµυκίνη δεν επηρεάζει τη σταθερότητα της πρωτεΐνης  p21. Κύτταρα 
COS-7 επιµολύνθηκαν παροδικά µε φορέα έκφρασης της p21, στον οποίο η έκφραση του p21 
cDNA ελέγχεται από τον υποκινητή CMV, απουσία και παρουσία Μιθραµυκίνης. Τα 
πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα χρησιµοποιήθηκαν σε ανάλυση ανοσοεντοπισµού, µε αντίσωµα 
έναντι του επιτόπου 6Myc που υπάρχει στο αµινο-τερµατικό τµήµα της εκφραζόµενης p21 
πρωτεϊνης. Τα επίπεδα έκφρασης της p21 παραµένουν σταθερά, ακόµη και µετά τη 
χορήγηση του φαρµάκου. 
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γνωστό ότι τα κύτταρα αυτά εκφράζουν p63, αγρίου τύπου (Hall et al, 2000). 

Επεξεργασθήκαµε τα κύτταρα αυτά µε 5-FU και Mith, ανεξάρτητα ή σε 

συνδυασµό για 24 ώρες και µε ανάλυση ανοσοεντοπισµού, ελέγξαµε τα 

επίπεδα έκφρασης των p53, p63, p21 και α-tubulin, µε τα αντίστοιχα 

αντισώµατα. Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 77, κάτω από φυσιολογικές 

συνθήκες, τα κύτταρα αυτά εκφράζουν υψηλά επίπεδα µεταλλαγµένης p53, 

ενώ µετά τη χορήγηση των φαρµάκων δεν έχουµε µεταβολή στην έκφραση 

της p53. Επίσης, κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, τα κύτταρα αυτά 

εκφράζουν p63 σε υψηλά επίπεδα και η έκφραση αυτή δεν επηρεάζεται από 

τη χορήγηση των φαρµάκων. Από την άλλη η p21 δεν εκφράζεται καθόλου 

στα κύτταρα αυτά, παρουσία των φαρµάκων, παρόλο που υπάρχουν πολύ 

υψηλά επίπεδα µεταλλαγµένης p53. Εποµένως, η ενεργοποίηση της p21 από 

την ένωση 5-FU απαιτεί p53 αγρίου τύπου.  

Επίσης, πολύ σηµαντικό είναι και το γεγονός ότι η p63, παρόλο που 

εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα, εντούτοις δεν είναι σε θέση να αυξήσει την 

έκφραση της p21. Όπως παρατηρούµε στον ανοσοεντοπισµό ελέγχου, η 

επίδραση των φαρµάκων δεν επηρεάζει τη µεταγραφή γενικά, εφόσον τα 

επίπεδα έκφρασης της α-tubulin παραµένουν σταθερά καθόλη τη διάρκεια του 

πειράµατος. Τέλος, για να αποκλείσουµε την περίπτωση ότι στη συγκεκριµένη 

κυτταρική σειρά για κάποιο λόγο το p21 γονίδιο δεν µπορεί να ενεργοποιηθεί, 

επιδράσαµε µε τον παράγοντα TGF-β, ο οποίος είναι γνωστό ότι ενεργοποιεί 

το γονίδιο p21 (Pardali et al, 2000). Παρατηρούµε ότι το p21 γονίδιο 

ενεργοποιείται παρουσία του TGF-β, αν και όχι σε τόσο υψηλό βαθµό όσο στα 

κύτταρα HepG2 µετά την επίδραση 5-FU.  

 

 

Η ενεργοποίηση της p53 από τα φάρµακα 5-FU και Μιθραµυκίνη 
οφείλεται στη φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης. 

Όπως είδαµε στην Εικόνα 74, η Μιθραµυκίνη είναι ικανή να 

ενεργοποιήσει την p53 24 ώρες µετά τη χορήγησή της, ενώ δεν ενεργοποιεί 

την p21 την ίδια χρονική στιγµή. Προκειµένου να µελετήσουµε 

λεπτοµερέστερα τη δράση της Μιθραµυκίνης στην αύξηση της p53 και της p21 

στα κύτταρα ηπατώµατος HepG2, επεξεργασθήκαµε τα κύτταρα αυτά µε τη 

Μιθραµυκίνη σε συγκέντρωση 200ng/ml για διαφορετικά χρονικά διαστήµατα
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Εικόνα 77 : Σηµασία της p53 στην ενεργοποίηση της p21 από 5-FU. Κύτταρα HaCaT 
επεξεργάσθηκαν µε 5-FU (50µg/ml) και Μιθραµυκίνη (200ng/ml), ανεξάρτητα ή σε συνδυασµό. 
Τα εκχυλίσµατα των κυττάρων αυτών αναλύθηκαν µε ανοσοεντοπισµό χρησιµοποιώντας 
αντισώµατα για τις p53, p63, p21 και α-tubulin, όπως φαίνεται σε κάθε περίπτωση. Επίσης, τα 
κύτταρα αυτά επεξεργάσθηκαν µε TGF-β και ανιχνεύθηκε η έκφραση της p21 στην 
περίπτωση αυτή.  
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 και πραγµατοποιήσαµε ανάλυση ανοσοεντοπισµού µε αντίσωµα έναντι της 

p53. Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 78Α, η Μιθραµυκίνη προκαλεί µια 

αύξηση της έκφρασης της p53 περίπου 2 ώρες µετά τη χορήγησή της. Η 

αύξηση αυτή συνεχίζεται µε την πάροδο του χρόνου και φθάνει στο µέγιστο 

επίπεδό της µετά από 24 ώρες. 

Στη συνέχεια χρησιµοποιήσαµε αντίσωµα έναντι της p21, προκειµένου 

να ελέγξουµε την έκφρασή της, σε σχέση µε την έκφραση της p53. 

Παρατηρούµε ότι η p21 δεν εκφράζεται ακόµη και 36 ώρες µετά τη χορήγηση 

της Μιθραµυκίνης. Στο κάτω µέρος Εικόνας 78Α παρατηρούµε τα επίπεδα 

έκφρασης της α-tubulin τα οποία παραµένουν σταθερά καθόλη τη διάρκεια 

του πειράµατος. 

Με ποιον τρόπο, όµως, οι ενώσεις 5-FU και Μιθραµυκίνη ενεργοποιούν 

την p53;  Αυτό µπορεί να συµβαίνει, τουλάχιστον εν µέρει, µέσω 

φωσφορυλίωσης της p53. Είναι γνωστό ότι η p53 µπορεί να φωσφορυλιωθεί 

σε συγκεκριµένα αµινοξέα τόσο στο αµινο-τερµατικό, όσο και στο καρβοξυ-

τερµατικό άκρο της (Appella and Anderson, 2001). Χρησιµοποιώντας 

αντισώµατα έναντι φωσφορυλιωµένων µορφών της p53 σε συγκεκριµένα 

αµινοξέα (αµινοξέα 6, 9, 15, 20, 37, 46 και 392), αναλύσαµε µε 

ανοσοεντοπισµό εκχυλίσµατα κυττάρων HepG2 τα οποία είχαν 

προηγουµένως επεξεργασθεί µε 5-FU και Μιθραµυκίνη για 24 ώρες. Όπως 

παρατηρούµε στην Εικόνα 78Β, τόσο η 5-FU, όσο και η Μιθραµυκίνη, ευνοούν 

τη φωσφορυλίωση της p53 στη Ser-15. ∆εν παρατηρήθηκε φωσφορυλίωση 

της p53 στις σερίνες 6, 9, 20, 37, 46 και 392 (τα αποτελέσµατα δεν 

παρουσιάζονται). Αυτό, υποδεικνύει έναν πιθανό κοινό µηχανισµό 

ενεργοποίησης της p53 από τα δύο φάρµακα. 
  

 

Η Μιθραµυκίνη παρεµποδίζει την πρόσδεση του παράγοντα Sp1 
στην κοντινή περιοχή του p21 υποκινητή. 

Αφού µελετήσαµε τη δράση της Μιθραµυκίνης in vitro, θελήσαµε να 

επιβεβαιώσουµε τα αποτελέσµατά µας και σε in vivo συνθήκες. Για το λόγο 

αυτό πραγµατοποιήσαµε ανάλυση ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης, στην 

οποία επεξεργασθήκαµε κύτταρα HepG2 µε 5-FU και Μιθραµυκίνη, 

ανεξάρτητα ή σε συνδυασµό για 24 ώρες. Στη συνέχεια χρησιµοποιήσαµε
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Εικόνα 78 : Η 5-FU και η Μιθραµυκίνη ενεργοποιούν την p53 µέσω φωσφορυλίωσης 
της Ser-15. A) Κύτταρα HepG2 επεξεργάσθηκαν µε 200 ng/ml Μιθραµυκίνης για διάφορα 
χρονικά διαστήµατα, όπως 1, 2, 4, 8, 12, 24, 30 και 36 ώρες. Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα 
χρησιµοποιήθηκαν σε ανάλυση ανοσοεντοπισµού. Ανώτερο τµήµα : ανοσοεντοπισµός µε 
αντίσωµα έναντι της p53. Μεσαίο τµήµα : ανοσοεντοπισµός µε αντίσωµα έναντι της p21. 
Κατώτερο τµήµα : ανοσοεντοπισµός µε αντίσωµα έναντι της α-tubulin. Οι θέσεις των 
πρωτεϊνών σηµειώνονται µε βέλη. Β) Κύτταρα HepG2 επεξεργάσθηκαν µε 5-FU (50µg/ml) και 
Μιθραµυκίνη(200ng/ml), ανεξάρτητα για 24 ώρες. Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα 
χρησιµοποιήθηκαν σε ανάλυση ανοσοεντοπισµού µε αντισώµατα έναντι φωσφορυλιωµένων 
µορφών της p53 σε συγκεκριµένα αµινοξέα. Στο αριστερό µέρος της Εικόνας είναι ο 
ανοσοεντοπισµός της p53 µετά την επίδραση των δύο φαρµάκων και στο δεξιό τµήµα ο 
ανοσοεντοπισµός µε το αντίσωµα έναντι της φωσφορυλιωµένης µορφής στη Ser-15. Η θέση 
των p53 µορφών φαίνεται µε βέλη. Τα µοριακά βάρη των πρωτεϊνικών δεικτών φαίνονται 
ανάµεσα στις δύο Εικόνες.  
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 αντισώµατα έναντι των ενδογενών Sp1 και p53, καθώς και 4 διαφορετικά 

ζευγάρια εκκινητών, τα οποία αντιστοιχούν στην κοντινή περιοχή του p21 

υποκινητή, στη µεσαία περιοχή που περιλαµβάνει την πρώτη θέση 

πρόσδεσης της p53, στη µακρινή περιοχή, που περιλαµβάνει τη δεύτερη θέση 

πρόσδεσης της p53 και τέλος σε µια περιοχή ελέγχου, περίπου 1000 βάσεις 

µακριά από τη µακρινή θέση πρόσδεσης της p53 (Εικόνα 79Α). 

Αρχικά, µελετήσαµε την στρατολόγηση της p53 στη µακρινή περιοχή 

του p21 υποκινητή, µετά την επίδραση των δύο φαρµάκων. Όπως 

παρατηρούµε στην Εικόνα 79Β, κάτω από φυσιολογικές συνθήκες η p53 

προσδένεται σε κάποιο βαθµό στη µακρινή θέση πρόσδεσής της. Μετά την 

επίδραση µε 5-FU έχουµε σηµαντική ενίσχυση της πρόσδεσης της p53 στη 

θέση αυτή. Παροµοίως, η Μιθραµυκίνη προκαλεί ενίσχυση της 

στρατολόγησης της p53 στη θέση αυτή. Τέλος, επίδραση και µε τα δύο 

φάρµακα δεν επηρεάζει περαιτέρω την πρόσδεση.  

 Παρόµοια αποτελέσµατα είχαµε και για τη µεσαία περιοχή του p21 

υποκινητή που περιλαµβάνει τη δεύτερη θέση πρόσδεσης της p53. Κάτω από 

φυσιολογικές συνθήκες η p53 προσδένεται στη θέση αυτή, ενώ τόσο η 5-FU, 

όσο και η Μιθραµυκίνη ενισχύουν την πρόσδεση στη συγκεκριµένη θέση και 

µάλιστα στον ίδιο βαθµό. Επίδραση και µε τα δύο φάρµακα ταυτόχρονα δεν 

ενίσχυσε περισσότερο την πρόσδεση αυτή (Εικόνα 79C).  

Στη συνέχεια µελετήσαµε την πρόσδεση του Sp1 στην κοντινή περιοχή 

του p21 υποκινητή. Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, ο Sp1 προσδένεται 

πολύ ασθενικά στην περιοχή αυτή (Εικόνα 79D). Αντίθετα, µετά από την 

επίδραση της 5-FU έχουµε πολύ σηµαντική ενίσχυση της στρατολόγησής του 

στη συγκεκριµένη περιοχή. Η χορήγηση, όµως, Μιθραµυκίνης παρεµπόδισε 

τελείως την πρόσδεση του Sp1 στην περιοχή αυτή, ακόµη και παρουσία της 

5-FU, γεγονός που είναι απόλυτα σύµφωνο µε τα in vitro δεδοµένα µας 

(Εικόνα 79D).  

Τέλος, παρατηρούµε ότι στη περιοχή ελέγχου, δεν προσδένεται ούτε ο 

Sp1, ούτε η p53, εποµένως τα δεδοµένα µας προέρχονται από τµήµατα 

χρωµατίνης µικρότερα των 1000 βάσεων (Εικόνα 79Ε).   
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Εικόνα 79 : Η Μιθραµυκίνη ενισχύει την πρόσδεση της 53 και παρεµποδίζει την 
πρόσδεση του Sp1 στον p21 υποκινητή in vivo. Α) Σχηµατική αναπαράσταση του p21 
υποκινητή, όπου φαίνονται οι περιοχές στις οποίες αντιστοιχούν τα ζευγάρια των εκκινητών 
που χρησιµοποιήθηκαν στην ανάλυση ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης. Οι θέσεις 
πρόσδεσης της p53 συµβολίζονται µε κόκκινα οβάλς και αυτές του Sp1 µε µπλε οβάλς. 
Κύτταρα HepG2 επεξεργάσθηκαν µε 5-FU και Mith, ανεξάρτητα ή σε συνδυασµό, όπως 
φαίνεται στο πάνω µέρος της κάθε Εικόνας. Β) Ανάλυση ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης µε 
αντίσωµα έναντι της p53 και εκκινητές που αντιστοιχούν στη µακρινή θέση πρόσδεσής της. C) 
Ανάλυση ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης µε αντίσωµα έναντι της p53 και εκκινητές που 
αντιστοιχούν στη µεσαία θέση πρόσδεσής της. D) Ανάλυση ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης 
µε αντίσωµα έναντι της Sp1 και εκκινητές που αντιστοιχούν στην κοντινή θέση πρόσδεσής της. 
E) Ανάλυση ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης µε αντίσωµα έναντι των Sp1 και p53 και 
εκκινητές που αντιστοιχούν στην περιοχή ελέγχου. Το Input αντιπροσωπεύει το 10% της 
χρωµατίνης που χρησιµοποιήθηκε σε κάθε ανοσοκατακρήµνιση, ενώ το (-) αντιστοιχεί στο 
πείραµα ελέγχου, όπου δε χρησιµοποιήθηκε καθόλου αντίσωµα. 
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Η Μιθραµυκίνη δεν επηρεάζει τις αλληλεπιδράσεις µεταξύ των Sp1 
και p53. 

Αφού επιβεβαιώσαµε και in vivo ότι η Μιθραµυκίνη αναστέλλει την 

πρόσδεση του Sp1 στον p21 υποκινητή, ενώ δεν επηρεάζει την πρόσδεση της 

p53, θελήσαµε να αποκλείσουµε την περίπτωση το συγκεκριµένο φάρµακο να 

επηρεάζει τις φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των δύο αυτών παραγόντων. 

Για το λόγο αυτό πραγµατοποιήσαµε ανάλυση GST pull down, 

χρησιµοποιώντας εκχυλίσµατα κυττάρων HepG2, που είχαν προηγουµένως 

επεξεργασθεί µε 5-FU και Μιθραµυκίνη για 24 ώρες για να ενεργοποιηθεί η 

ενδογενής p53 πρωτεΐνη. Τα εκχυλίσµατα αυτά επωάσθηκαν µε GST και 

GST-Sp1 που εκφράσθηκαν σε βακτήρια και ενώθηκαν µε σφαιρίδια 

γλουταθιόνης-αγαρόζης. Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 80, η p53 

προσδένεται ισχυρά στην GST-Sp1, τόσο παρουσία 5-FU, όσο και παρουσία 

Μιθραµυκίνης. Αντίθετα, δεν προσδένεται στη GST, γεγονός που αποδεικνύει 

άµεσες και ειδικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ Sp1 και p53, οι οποίες δεν 

επηρεάζονται από 5-FU και Μιθραµυκίνη.  

 

 

Η Μιθραµυκίνη αυξάνει την απόπτωση σε κύτταρα HepG2. 
Όπως αναφέραµε ήδη η αύξηση της p53 από γενοτοξικούς παράγοντες, 

προάγει είτε την αναστολή του κυτταρικού κύκλου είτε την απόπτωση, 

ανάλογα µε το κυτταρικό υπόβαθρο (Vogelstein et al, 2000). Επίσης, η 

Μιθραµυκίνη είναι γενοτοξικός παράγοντας και έχει την ιδιότητα, όπως είδαµε, 

να ενεργοποιεί την p53. Προκειµένου να µελετήσουµε την επίδραση των 

φαρµάκων 5-FU και Μιθραµυκίνης στην απόπτωση των κυττάρων HepG2, 

επεξεργασθήκαµε τα συγκεκριµένα κύτταρα µε 5-FU και Μιθραµυκίνη για 24 

ώρες. Στη συνέχεια µε ανάλυση FACS υπολογίσαµε την απόπτωση που 

προκαλεί ο κάθε παράγοντας. Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 81Α, κάτω 

από φυσιολογικές συνθήκες µόνο το 6% των κυττάρων είναι αποπτωτικά 

(Εικόνα 81Α). Μετά την επίδραση µε 5-FU, µόνο 16% των κυττάρων είναι 

αποπτωτικά (Εικόνα 81Β). Αντίθετα, η χορήγηση Μιθραµυκίνης έχει ως 

αποτέλεσµα µια ισχυρή αποπτωτική απόκριση, καθώς το 46% των κυττάρων 

είναι πλέον αποπτωτικά (Εικόνα 81C). Τα αποτελέσµατα της Εικόνα 81 

δείχνουν ότι η Μιθραµυκίνη είναι ένας ισχυρός επαγωγέας της απόπτωσης
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Εικόνα 80 : Η Μιθραµυκίνη δεν επηρεάζει τις αλληλεπιδράσεις µεταξύ Sp1 και p53. Α) 
Πρότυπα έκφρασης των GST και GST-Sp1 πρωτεϊνών που εκφράσθηκαν σε βακτήρια. Οι 
θέσεις των πρωτεϊνών φαίνονται µε έναν αστερίσκο. Β) Πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα HepG2 που 
επεξεργάσθηκαν µε 50µ/ml 5-FU ή 200ng/ml Μιθραµυκίνη επωάσθηκαν µε πρωτεΐνες GST 
και GST-Sp1 που εκφράσθηκαν σε βακτήρια και ενώθηκαν σε σφαιρίδια. Η ανάλυση έγινε µε 
αντίσωµα έναντι της p53. Η p53 προσδένεται αποκλειστικά στη GST-Sp1, και όχι στη GST. Η 
θέση της p53 σηµειώνεται µε βέλος. 
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(-)
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Β 
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5-FU (24 
hr) G1 

(57%) 

S/G2 
(27%) 

 
 
 
 
 

Mithramycin (24 
hr)

S/G2 
(16%) 

G1 
(38%) 

subG1
(46%) 

C 

Εικόνα 81 : Η Μιθραµυκίνη προάγει την απόπτωση σε κύτταρα HepG2. Κύτταρα HepG2 
επεξεργάσθηκαν µε (Β) 50µg/ml 5-FU και (C) 200ng/ml Μιθραµυκίνη για 24 ώρες ή 
παρέµειναν απουσία φαρµάκου (Α). Και στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκαν σε ανάλυση FACS. 
Η φάση subG1 περιλαµβάνει τα αποπτωτικά κύτταρα. Το ποσοστό των κυττάρων που 
βρίσκονται σε κάθε φάση φαίνεται δίπλα σε κάθε κορυφή.  
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 των κυττάρων HepG2, πιθανώς λόγω της ιδιότητάς της να ενεργοποιεί την 

p53 και ταυτόχρονα να παρεµποδίζει την ενεργοποίηση της p21, η οποία έχει 

δειχθεί ότι διαθέτει αντιαποπτωτική δράση. 

  

 

Η Μιθραµυκίνη αναστέλλει τη µεταγραφική ενεργοποίηση του 
γονιδίου PUMA από την p53. 

Προκειµένου να επιβεβαιώσουµε τη σηµασία του παράγοντα Sp1 στην 

ενεργοποίηση και άλλων εκτός του p21 γονιδίων των οποίων η απόκριση σε 

γενοτοξικούς παράγοντες εξαρτάται από την p53, µελετήσαµε ένα ακόµη 

γονίδιο του οποίου η έκφραση ελέγχεται από την p53. Το γονίδιο αυτό 

ονοµάζεται PUMA (p53-upregulated Modulator of Apoptosis) και παίζει 

σηµαντικό ρόλο στην απόπτωση των κυττάρων που προκαλείται από την 

ενεργοποίηση της p53 (J. Yu et al, 2003). Ο υποκινητής του γονιδίου PUMA 

του ανθρώπου διαθέτει δύο θέσεις πρόσδεσης της p53 και πολλαπλές θέσεις 

πρόσδεσης του Sp1 (Εικόνα 82). Εποµένως, είναι δυνατό, σε αντιστοιχία µε 

τον p21 υποκινητή, και ο υποκινητής του γονιδίου PUMA να αποτελεί 

παράδειγµα συνεργασιακής ενεργοποίησης από τις Sp1 και p53.  

Αρχικά, πραγµατοποιήσαµε παροδικές επιµολύνσεις κυττάρων SL2 µε 

τους υποκινητές που φαίνονται στην Εικόνα 83Α και φορείς έκφρασης των 

Sp1 και p53, ανεξάρτητα και σε συνδυασµό. Όπως παρατηρούµε στην Εικόνα 

83Β, η υπερέκφραση της p53 από µόνη της δεν είναι ικανή να ενεργοποιήσει 

τον PUMA(-336/+157) υποκινητή. Από την άλλη, υπερέκφραση του Sp1 

ενεργοποιεί σε σηµαντικό βαθµό τον υποκινητή αυτό. Τέλος, η υπερέκφραση 

και των δύο παραγόντων ταυτόχρονα οδηγεί σε συνεργασιακή ενεργοποίηση 

του συγκεκριµένου υποκινητή. Όταν, όµως, αφαιρέσαµε την περιοχή (-126/-25) 

η οποία περιλαµβάνει το σύνολο σχεδόν των Sp1 θέσεων πρόσδεσης (Εικόνα 

83Α), παρατηρούµε ότι ακόµη και η συνέκφραση των δύο παραγόντων δεν 

είναι ικανή να ενεργοποιήσει τον υποκινητή αυτόν. Εποµένως, όπως και στην 

περίπτωση του p21 υποκινητή, η περιοχή που περιλαµβάνει τις θέσεις 

πρόσδεσης του Sp1 είναι αναγκαία για τη συνεργασιακή ενεργοποίηση του 

PUMA υποκινητή από τις πρωτεΐνες Sp1 και p53.  

Τέλος, µελετήσαµε την έκφραση του γονιδίου PUMA µε ανάλυση 

ανοσοεντοπισµού, χρησιµοποιώντας αντίσωµα έναντι της PUMA πρωτεΐνης.
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Εικόνα 82 : Σχηµατική αναπαράσταση του PUMA υποκινητή. Με µαύρες παχιές γραµµές 
σηµειώνονται οι θέσεις πρόσδεσης της p53, ενώ µε άσπρες αυτές του Sp1. Με διακεκοµµένα 
βέλη σηµειώνονται τα όρια της εσωτερικής απαλοιφής του PUMA υποκινητή που 
χρησιµοποιήθηκε στις παροδικές επιµολύνσεις. 

 

 
Εικόνα 83 : Σηµασία των θέσεων πρόσδεσης του Sp1 στη συνεργασιακή 
ενεργοποίηση του υποκινητή του γονιδίου PUMA του ανθρώπου από Sp1 και p53. Α) 
Σχηµατική αναπαράσταση των PUMA υποκινητών που χρησιµοποιήθηκαν στις παροδικές 
επιµολύνσεις του τµήµατος Β. Οι θέσεις πρόσδεσης της p53 συµβολίζονται µε κόκκινα οβάλς 
και αυτές του Sp1 µε µπλε οβάλς. Β) Κύτταρα SL2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους 
παραπάνω υποκινητές και φορείς έκφρασης των Sp1 και p53, ανεξάρτητα και σε συνδυασµό, 
όπως φαίνεται στο κάτω µέρος του ραβδογράµµατος. 
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 Για το σκοπό αυτό, επεξεργασθήκαµε κύτταρα HepG2 µε 5-FU και 

Μιθραµυκίνη, ανεξάρτητα και σε συνδυασµό για 18 και 24 ώρες. Τα 

πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε ανοσοεντοπισµό, µε αντισώµατα 

έναντι της PUMA και της α-tubulin. Όπως και στην περίπτωση του p21, η 5-

FU ενισχύει σηµαντικά την έκφραση του γονιδίου PUMA 18 ώρες µετά τη 

χορήγηση του φαρµάκου 5-FU. Αντίθετα, η Μιθραµυκίνη όχι µόνο δεν 

επιτρέπει την ενεργοποίηση του γονιδίου, αλλά  αναστέλλει και την επίδραση 

της 5-FU σε αυτό (Εικόνα 84). Τα αποτελέσµατα αυτά είναι σε απόλυτη 

συµφωνία µε τα αντίστοιχα για το p21 γονίδιο και φανερώνουν ένα γενικό 

µηχανισµό συνεργασιακής ενεργοποίησης γονιδίων από Sp1 και p53 κάτω 

από συνθήκες γενοτοξικού στρες. 
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Εικόνα 84 : Η Μιθραµυκίνη παρεµποδίζει την ενεργοποίηση του γονιδίου PUMA από 
την 5-FU. Κύτταρα HepG2 επεξεργάσθηκαν µε 5-FU (50µg/ml) και Μιθραµυκίνη (200ng/ml), 
ανεξάρτητα και σε συνδυασµό και τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου PUMA ελέγχθηκαν µε 
ανοσοεντοπισµό έναντι της συγκεκριµένης πρωτεΐνης που εκφράζεται από το γονίδιο αυτό. 
Επίσης, τα επίπεδα έκφρασης της α-tubulin ελέγχθηκαν µε αντίσωµα έναντι της 
συγκεκριµένης πρωτεΐνης.  
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
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Τα GC µοτίβα της κοντινής περιοχής του p21 υποκινητή 
προσδένουν επιλεκτικά µέλη της οικογένειας του παράγοντα Sp1. 

Με τα αποτελέσµατα των αναλύσεων ηλεκτροφορητικής κινητικότητας 

συµπλόκου, απουσία και παρουσία αντισωµάτων, και ανταγωνισµού, 

επιβεβαιώσαµε ότι στην κοντινή περιοχή του p21 υποκινητή προσδένονται 

επιλεκτικά οι παράγοντες Sp1 και Sp3, και µάλιστα µε διαφορετική συγγένεια 

για κάθε µια από τις 6 θέσεις πρόσδεσης. Πιο συγκεκριµένα, η συνάφεια των 

Sp1 και Sp3 για τις θέσεις αυτές ακολουθεί τη σειρά : θέση 3 > θέση 1 = θέση 

4 = θέσεις 5/6 >> θέση 2. Αυτές οι διαφορές υποδεικνύουν ότι η συνάφεια και 

η ειδικότητα των Sp1/Sp3 για τα µοτίβα αυτά δεν είναι µόνον απόρροια της 

νουκλεοτιδικής τους ακολουθίας, αλλά και των ακολουθιών που βρίσκονται 

εκατέρωθεν των µοτίβων αυτών.  

Επίσης, παρατηρούµε ότι στα εκχυλίσµατα ήπατος αρουραίου υπάρχει 

και µια δεύτερη, µικρότερου µεγέθους, µορφή της Sp3, η οποία έχει τη 

δυνατότητα να συνδέεται στην κοντινή περιοχή του p21 υποκινητή µε την ίδια 

συνάφεια µε αυτήν της ολικού µήκους Sp3. Η µορφή αυτή, προφανώς, 

αποτελεί µια ισοµορφή της Sp3, η οποία συναντάται στα ηπατικά κύτταρα, 

γεγονός που είναι σε απόλυτη συµφωνία µε προηγούµενες µελέτες οι οποίες 

έδειξαν ότι εκτός από τη µήκους 115kDa Sp3, στα κύτταρα θηλαστικών 

υπάρχουν και δύο µικρότερες ισοµορφές της, µήκους 70-80 kDa, οι οποίες 

προέρχονται από εσωτερικές θέσεις έναρξης της µετάφρασης (Suske, 1999). 

Εντούτοις, ο ρόλος αυτών των ισοµορφών της Sp3 δεν είναι ακόµη γνωστός.  

 Η τόσο κοντινή γειτνίαση των 6 θέσεων πρόσδεσης των Sp1/Sp3 στην 

κοντινή περιοχή του p21 υποκινητή, δηµιουργεί το ερώτηµα αν η πρόσδεση 

των Sp1/Sp3 συµβαίνει ταυτόχρονα σε όλες τις θέσεις ή αποκλειστικά σε 

κάποιες από αυτές, λόγω χωροταξικών περιορισµών.  Η τελευταία υπόθεση 

είναι πολύ πιθανή σε περιπτώσεις, όπως αυτή των θέσεων 5 και 6 οι οποίες 

είναι αλληλεπικαλυπτόµενες. Όπως είδαµε, όµως, το ολιγονουκλεοτίδιο που 

αντιστοιχεί στις θέσεις 5 και 6 σχηµάτισε σύµπλοκα µε τις Sp1/Sp3 ίδιας 

ηλεκτροφορητικής κινητικότητας µε αυτά που σχηµάτισαν ολιγονουκλεοτίδια 

που αντιστοιχούν σε µία µόνο θέσης πρόσδεσης, όπως τα (-87/-70 θέση 3) 

και (-124/-109 θέση 1). Εποµένως, οι θέσεις 5 και 6 προσδένουν ένα µόριο 

Sp1 ή Sp3.  
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Για να µελετήσουµε περαιτέρω την πρόσδεση των Sp1/Sp3 στις 6 

θέσεις πρόσδεσής τους, χρησιµοποιήσαµε ένα ολιγονουκλεοτίδιο που 

περιλαµβάνει τις θέσεις πρόσδεσης 1 και 2 (-123/-97). Και στην περίπτωση 

αυτή παρατηρούµε ότι τα σύµπλοκα που σχηµατίζονται έχουν την ίδια 

ηλεκτροφορητική κινητικότητα µε αυτά που σχηµατίζουν ολιγονουκλεοτίδια 

που περιλαµβάνουν µια µόνο θέση πρόσδεσης. Αυτό συνεπάγεται ότι στην 

περιοχή αυτή προσδένεται µόνον ένα µόριο Sp1 ή Sp3. Εποµένως, οι θέσεις 

πρόσδεσης δεν είναι όλες κατειληµµένες από Sp1/Sp3, αλλά λόγω 

χωροταξικών περιορισµών µόνον κάποιες από αυτές έχουν τη δυνατότητα να 

προσδένουν παράγοντες Sp1/Sp3. 

Επίσης, από τα αποτελέσµατα των πειραµάτων µας φαίνεται ότι η θέση 

1 όχι µόνο προσδένει ισχυρά τους παράγοντες Sp1/Sp3, αλλά είναι και η πιο 

σηµαντική για την ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από τους δύο αυτούς 

παράγοντες. Αντίθετα, η θέση 2, παρόλο που διαθέτει την απαραίτητη 

νουκλεοτιδική ακολουθία, προσδένει πολύ ασθενικά τους παράγοντες 

Sp1/Sp3. Το αξιοσηµείωτο µε τη θέση αυτή είναι το γεγονός ότι παρόλο που η 

πρόσδεση είναι τόσο ασθενική, η µεταλλαξιγένεση της θέσης αυτής οδηγεί σε 

απώλεια της ικανότητας πρόσδεσης των Sp1/Sp3 στην περιοχή (-123/-97), αν 

και η θέση 1 παραµένει ανέπαφη στην περίπτωση αυτή. Ταυτόχρονα, οι 

µεταλλάξεις στην περιοχή αυτή οδηγούν σε µείωση της ενεργότητας του -

2325/+8 υποκινητή κατά 57% και 76% σε κύτταρα HepG2 και COS-7, 

αντίστοιχα, ενώ οι µεταλλάξεις στη  θέση 1, οδηγούν σε µείωση κατά 23% και 

5% στην ίδια περίπτωση. Συνεπώς, οι µεταλλάξεις στη θέση 2 δεν 

επηρεάζουν µόνον την πρόσδεση των Sp1/Sp3 στη συγκεκριµένη θέση, αλλά 

και στις γειτονικές θέσεις. Αυτό πιθανά να οφείλεται στην αλλαγή της δοµής 

του DNA λόγω των σηµειακών µεταλλάξεων, µε αποτέλεσµα να επηρεάζεται η 

πρόσδεση παραγόντων σε αυτό. 

Στη συνέχεια είδαµε ότι µια µεταλλαγµένη µορφή της Sp1 που δε 

διαθέτει την περιοχή D (αµινοξέα 730-778) προσδένεται στα GC µοτίβα µε την 

ίδια συγγένεια, όπως και η αγρίου τύπου µορφή, αλλά δεν είναι ικανή να 

ενεργοποιήσει συνεργασιακά υποκινητές που περιέχουν πολλαπλές θέσεις 

πρόσδεσης των Sp1/Sp3. Σε κύτταρα SL2, η µορφή αυτή ενεργοποιεί 12 

φορές τον p21 υποκινητή, ενεργοποίηση η οποία είναι 75% χαµηλότερη από 

αυτήν που επιτυγχάνει η αγρίου τύπου µορφή. Επιπλέον, η µεταλλαγµένη 
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µορφή δρα ως αρνητικά επικρατούσα και παρεµποδίζει την ενεργοποίηση του 

p21 υποκινητή από την Sp1, πιθανά λόγω ανταγωνισµού για τις ίδιες θέσεις 

πρόσδεσης στον υποκινητή αυτό.  Όλα τα παραπάνω υποδεικνύουν ότι η 

ισχυρή ενεργοποίηση του p21 υποκινητή οφείλεται στη συνεργασία µεταξύ 

των Sp1 µορίων τα οποία βρίσκονται την ίδια στιγµή προσδεδεµένα στο 

συγκεκριµένο υποκινητή.  

Ένα άλλο σηµείο στο οποίο πρέπει να εστιασθούµε είναι ο ρόλος της 

θέσης 3 στη ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από τις πρωτεΐνες Sp. Όπως 

είδαµε, η µεταλλαξιγένεση της θέσης 3 τόσο στον υποκινητή (-215/+8) όσο και 

στον (-2325/+8) αύξησε την εξαρτηµένη από Sp1 και Sp3 ενεργοποίησή τους 

σε κύτταρα SL2. Από την άλλη µεριά, η ίδια µετάλλαξη προκάλεσε µια 

σηµαντική µείωση της τάξης του 90% στην ενεργότητα του p21 υποκινητή σε 

κύτταρα HepG2. Πιθανά, οι διαφορές αυτές ανάµεσα στα δύο πειραµατικά 

µοντέλα µας (HepG2 και SL2) να οφείλεται στα επίπεδα έκφρασης των 

Sp1/Sp3 στα κύτταρα αυτά. Η µετάλλαξη της θέσης 3, όντως έχει αρνητικό 

αποτέλεσµα στην εξαρτηµένη από Sp1 και Sp3 ενεργοποίηση του p21 

υποκινητή, στην περίπτωση που οι δύο αυτοί παράγοντες εκφράζονται σε 

χαµηλά και περισσότερο φυσιολογικά επίπεδα, όπως συµβαίνει στα κύτταρα 

HepG2, και όχι στις περιπτώσεις όπου οι δύο αυτοί παράγοντες 

υπερεκφράζονται, όπως συµβαίνει στα κύτταρα SL2.  

Εναλλακτικά, τα αντικρουόµενα αποτελέσµατα θα µπορούσαν να 

αποδοθούν στη λειτουργική κατάσταση των Sp1/Sp3 που προσδένονται στη 

συγκεκριµένη θέση σε διαφορετικά κυτταρικά υπόβαθρα. Είναι γνωστό ότι η 

Sp3 διαθέτει µια παρεµποδιστική λειτουργία η οποία οφείλεται στην περιοχή C 

της πρωτεΐνης (Dennig et al, 1996). Η περιοχή αυτή περιλαµβάνει ένα αµινοξύ 

λυσίνης, το οποίο ακετυλιώνεται in vivo και in vitro από CBP και p300 (Braun 

et al, 2001). Η ακετυλίωση, όµως, αυτή της Sp3 σχετίζεται µε τη µεταγραφική 

της δράση, εφόσον η ακετυλιωµένη µορφή δρα ως καταστολέας και η µη 

ακετυλιωµένη µορφή ως ενεργοποιητής (Braun et al, 2001). Επίσης, είδαµε 

ότι η εξαρτηµένη από Sp1 ενεργοποίηση του p21 υποκινητή ενισχύθηκε 

σηµαντικά από µια µεταλλαγµένη µορφή της Sp1, που δεν περιλαµβάνει την 

περιοχή C. Εποµένως και στην περίπτωση αυτή η περιοχή C θα µπορούσε να 

αποτελεί στόχο ακετυλίωσης, η οποία θα ρυθµίζει την ενεργότητά της. Τα 

αποτελέσµατα αυτά υποδεικνύουν ότι η ακετυλίωση ή όχι των Sp1/Sp3 που 
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προσδένονται στην κοντινή περιοχή του p21 υποκινητή πιθανά παίζει 

σηµαντικό ρυθµιστικό ρόλο στην ενεργοποίηση του συγκεκριµένου υποκινητή, 

ανάλογα µε το κυτταρικό υπόβαθρο.  

      

Συνεισφορά των θέσεων πρόσδεσης των παραγόντων Sp1/Sp3 
στην εξαρτηµένη από Smad ενεργοποίηση του p21 υποκινητή. 

Ήταν ήδη γνωστό ότι συγκεκριµένα µέλη της οικογένειας Smad (Smad 

2, 3 και 4), τα οποία δρουν ως διαµεσολαβητές της σηµατοδότησης που 

επάγεται από τον παράγοντα TGF-β, ενεργοποιούν τον p21 υποκινητή σε 

κύτταρα HepG2 µέσω φυσικών και λειτουργικών αλληλεπιδράσεων µε τον 

παράγοντα Sp1 που προσδένεται στην περιοχή (-125/-60) του συγκεκριµένου 

υποκινητή (Moustakas and Kardassis, 1998; Pardali et al, 2000). Σε άλλες 

µελέτες βρέθηκε ότι ο TGF-β αυξάνει την έκφραση της p21 σε κύτταρα HaCaT 

µέσω της θέσης 3, η οποία για το λόγο αυτό ονοµάσθηκε TβRE (TGF-β 

responsive element) (Datto and Wang, 1995).  

Στη συγκεκριµένη εργασία, αρχικά δείξαµε ότι οι πρωτεΐνες 

Smad3/Smad4 ενεργοποιούν τον p21 υποκινητή σε κύτταρα SL2 µόνο 

παρουσία του παράγοντα Sp1. Εποµένως, η ενεργοποίηση του p21 

υποκινητή από τις πρωτεΐνες Smad σε κύτταρα HepG2 βρίσκεται σε απόλυτη 

εξάρτηση από την παρουσία του Sp1 και οφείλεται στη λειτουργική 

συνεργασία µεταξύ των πρωτεϊνών Smad και του παράγοντα Sp1 που 

προσδένεται στην κοντινή περιοχή του υποκινητή.  

Προχωρώντας περαιτέρω, τα αποτελέσµατα των πειραµάτων µας 

δείχνουν ότι η µεταλλαξιγένεση οποιουδήποτε G/C µοτίβου στον κοντινό p21 

υποκινητή δεν επηρεάζει το βαθµό ενεργοποίησής του από τις πρωτεΐνες 

Smad, υποδεικνύοντας ότι καµία από τις θέσεις 1-6 δεν είναι απαραίτητη για 

την ενεργοποίηση του παραπάνω υποκινητή από τις συγκεκριµένες 

πρωτεΐνες, αλλά όλες είναι ισοδύναµες ως προς τη συγκεκριµένη λειτουργία. 

Υποθέτουµε ότι η καταστροφή κάποιας από τις θέσεις αναπληρώνεται από τις 

αλληλεπιδράσεις των Smad µε τον Sp1 που προσδένεται στις γειτονικές 

θέσεις.  

Παρόλο, όµως, που ο βαθµός ενεργοποίησης παραµένει 

ανεπηρέαστος από τις µεταλλάξεις των θέσεων 1-6, εντούτοις οι p21 

υποκινητές που φέρουν µεταλλάξεις στις θέσεις 1-4 δεν είναι ικανοί να 
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φθάσουν τα επίπεδα ενεργοποίησης του αγρίου τύπου υποκινητή, ακόµη και 

παρουσία Smad3/Smad4. Αυτό πρακτικά σηµαίνει ότι η απόκριση των 

κυττάρων στην κυτταροστατική δράση του παράγοντα TGF-β, η οποία 

µεσολαβείται και διεκπεραιώνεται από τον αναστολέα του κυτταρικού κύκλου 

p21,  εξαρτάται από τα βασικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου p21 στα 

κύτταρα αυτά. Αν η έκφραση του γονιδίου είναι µειωµένη λόγω π.χ. κάποιας 

µετάλλαξης στον υποκινητή, τότε ο TGF-β, µέσω των πρωτεϊνών Smad, δεν 

είναι σε θέση να αποκαταστήσει τη µείωση της έκφρασης στα αρχικά επίπεδα 

προφανώς λόγω της ανικανότητας των Smad πρωτεϊνών να 

αλληλεπιδράσουν λειτουργικά µε άλλους µεταγραφικούς παράγοντες οι οποίοι 

δεν µπορούν να στρατολογηθούν στον υποκινητή λόγω της µετάλλαξης. 

Όπως επισηµάνθηκε στην εισαγωγή, τέτοιοι παράγοντες εκτός του Sp1, είναι 

η p53, ο υποδοχέας της βιταµίνης D (VitDR), ο υποδοχέας τους 9-cis 

ρετινοϊκού οξέος (RXR) κ.α.  

 

Η περιοχή -2325/-2260 ενεργεί ως µεταγραφικός ενισχυτής σε 
κύτταρα HepG2. 

Όπως προκύπτει από τις µελέτες µας, ο υποκινητής -2325/+8 του  

γονιδίου p21 παρουσιάζει πολύ υψηλά επίπεδα µεταγραφικής ενεργότητας 

στα κύτταρα HepG2. Για να διερευνήσουµε τους µηχανισµούς που 

συµβάλλουν στην επίτευξη αυτής της ενεργοποίησης, χρησιµοποιήσαµε 

µεταλλάξεις που αφορούν διάφορα τµήµατα του p21 υποκινητή. Βρήκαµε, 

λοιπόν, ότι η απαλοιφή της περιοχής -120/-60 η οποία περιλαµβάνει τις 4 από 

τις 6 θέσεις πρόσδεσης των Sp1/Sp3 είχε ως αποτέλεσµα µια δραµατική 

µείωση στην ενεργότητα του (-2325/+8)p21 υποκινητή σε κύτταρα HepG2. 

Επιπλέον, η απαλοιφή της µακρινής περιοχής -2325/-1890 οδήγησε σε 

σηµαντική απώλεια της ενεργότητας του υποκινητή, γεγονός που υποδεικνύει 

ότι οι παράγοντες που προσδένονται στη µακρινή περιοχή αλληλεπιδρούν µε 

τον Sp1 που προσδένεται στην κοντινή περιοχή. 

Με τα πειράµατα απαλοιφών δείξαµε ότι η περιοχή -2325/-2260 είναι 

ικανή να ενισχύσει τη µεταγραφή τόσο του οµόλογου p21 υποκινητή, όσο και 

του ετερόλογου υποκινητή κινάσης-θυµιδίνης. Η περιοχή αυτή περιλαµβάνει 

την ακολουθία 5΄-GAACATGTCCCAACATGTTG-3΄ µεταξύ των νουκλεοτιδίων 

-2281/-2262, η οποία είναι οµόλογη µε την τυπική θέση πρόσδεσης της p53 
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5΄-RRRCATGYYYRRRCATGYYY-3΄ όπου R είναι πουρίνη και Y είναι 

πυριµιδίνη (El-Deiry et al, 1993). Η απαλοιφή της περιοχής αυτής είχε ως 

αποτέλεσµα την απώλεια της εξαρτηµένης από p53 ενεργοποίησης του p21 

υποκινητή τόσο σε κύτταρα HepG2, όσο και σε κύτταρα HaCaT. Εποµένως, η 

περιοχή -2325/-2260 λόγω της δυνατότητάς της να προσδένει την p53 ενεργεί 

ως µεταγραφικός ενισχυτής της κοντινής περιοχής µέσω ενός µηχανισµού 

που εµπλέκει λειτουργική συνεργασία µεταξύ του Sp1 που προσδένεται στην 

κοντινή περιοχή και της p53 που προσδένεται στη µακρινή περιοχή.  

Η ικανότητα της p53 να ενισχύει µεταγραφικά γονίδια από µεγάλες 

αποστάσεις περιγράφηκε στα γονίδια GADD45 και MDM2, στα οποία οι 

θέσεις πρόσδεσης της p53 εντοπίζονται σε ιντρόνια (Kastan et al, 1992;  

Zauberman et al, 1995). Στο γονίδιο κινάσης της µυϊκής κρεατίνης, η θέση 

πρόσδεσης της p53 εντοπίζεται σε µια περιοχή ενισχυτή, 3,3 kbp πριν τη θέση 

έναρξης της µεταγραφής (Weintraub et al, 1991). Στις περιπτώσεις αυτές δεν 

είναι ξεκάθαρο αν η p53 συνεργάζεται µε παράγοντες που προσδένονται στην 

κοντινή περιοχή των γονιδίων αυτών ή δρα ανεξάρτητη. 

 

 

Η πρόσδεση των p53 και Sp1 στις αντίστοιχες θέσεις τους στον 
p21 υποκινητή οδηγεί σε λειτουργική συνεργασία των δύο πρωτεϊνών 
και συνεργασιακή ενεργοποίηση του p21 υποκινητή. 

Όπως παρατηρήσαµε στα πειράµατά µας, τα κύτταρα HepG2 

εκφράζουν φυσιολογικά λειτουργική p53. Υποθέσαµε ότι η συνεργασία µεταξύ 

της p53 που προσδένεται στη µακρινή περιοχή και του Sp1 που προσδένεται 

στην κοντινή περιοχή θα µπορούσε να είναι υπεύθυνη για τα υψηλά επίπεδα 

ενεργοποίησης του p21 υποκινητή στα κύτταρα αυτά, καθώς και σε άλλα που 

εκφράζουν και τις δύο αυτές πρωτεΐνες. Εφόσον η υπόθεση αυτή ισχύει, τότε 

η ενεργότητα του p21 υποκινητή θα πρέπει να είναι πολύ χαµηλή σε κύτταρα 

που εκφράζουν µεταλλαγµένη p53 ή δεν εκφράζουν ενδογενώς p53 ή Sp1. 

Πράγµατι, οι παροδικές επιµολύνσεις κερατινοκυττάρων HaCaT, τα οποία 

εκφράζουν µεταλλαγµένη και µεταγραφικά ανενεργή p53 (Lehman et al, 1993) 

έδειξαν ότι η ενεργότητα του p21 υποκινητή είναι πολύ χαµηλή. Μετά, όµως, 

την υπερέκφραση λειτουργικής p53 η ενεργότητα του συγκεκριµένου 

υποκινητή αυξήθηκε σηµαντικά στα κύτταρα αυτά. Επιπλέον, η εξαρτηµένη 
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από p53 ενεργοποίηση του p21 υποκινητή χάθηκε µετά από απαλοιφή της 

µακρινής ή της κοντινής περιοχής του p21 υποκινητή. Τα δεδοµένα αυτά 

ενισχύουν την υπόθεση ότι στον p21 υποκινητή λαµβάνει χώρα συνεργασία 

µεταξύ της p53 και της Sp1.  

 

Η θέση 3 είναι απαραίτητη για την ενεργοποίηση του p21 
υποκινητή από p53. 

Η κοντινή περιοχή του p21 υποκινητή, όπως δείξαµε προηγουµένως, 

περιλαµβάνει 6 θέσεις πρόσδεσης του παράγοντα Sp1 και του Sp3 (θέσεις 1-

6). Η θέση 3 έχει αναφερθεί προηγουµένως ότι είναι υπεύθυνη για την αύξηση 

της έκφρασης του γονιδίου p21 µέσω παραγόντων όπως ο TGF-β (Datto and 

Wang, 1995), το βουτυρικό οξύ (Nakano et al, 1997), η τριχοστατίνη Α (Sowa 

et al, 1997), η λοβαστατίνη (Lee et al, 1998) και το Ca2+ (Prowse et al, 1997). 

Από την άλλη, οι θέσεις 1 και 2 διαµεσολαβούν τη µεταγραφική ενεργοποίηση 

από εστέρες της φορβόλης και οκαδαϊκό οξύ (Biggs et al, 1996), από την 

ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη BRCA1 (Somasundaram et al, 1997) και τον 

παράγοντα GKLF (KLF4) (Zhang et al, 2000). Τέλος, δεν υπάρχουν ξεκάθαροι 

ρόλοι για τις θέσεις 4, 5 και 6.  

Στη συγκεκριµένη µελέτη αναλύσαµε κάθε µια από τις θέσεις αυτές για 

τη δυνατότητά τους να διαµεσολαβούν στην ενεργοποίηση του p21 υποκινητή 

από p53. Η ανάλυση των θέσεων αυτών µε την εισαγωγή µεταλλάξεων  έδειξε 

ότι η θέση 3, η οποία εντοπίζεται στην περιοχή -82/-77 του υποκινητή, είναι 

απαραίτητη για την εξαρτηµένη από p53 ενεργοποίηση του συγκεκριµένου 

υποκινητή. Αντίθετα, οι µεταλλάξεις στις άλλες θέσεις δεν επηρέασαν ή 

αύξησαν ελάχιστα την ενεργοποίηση αυτή. Τα δεδοµένα αυτά αποδεικνύουν 

ότι η εξαρτηµένη από p53 ενεργοποίηση του p21 υποκινητή επιτυγχάνεται 

από τη λειτουργική συνεργασία µεταξύ της p53, που προσδένεται στη µακρινή 

περιοχή, και την Sp1 που προσδένεται στη θέση 3 της κοντινής περιοχής. 

Υποθέτουµε ότι τα µόρια της Sp1 που προσδένονται στις υπόλοιπες θέσεις 

(θέσεις 1, 2, 4 και 5/6) είναι υπεύθυνα για την p53-ανεξάρτητη ενεργοποίηση 

του υποκινητή, καθώς και για την ενεργοποίηση του υποκινητή µέσω άλλων 

παραγόντων. Για παράδειγµα, είχε αναφερθεί προηγουµένως ότι υπάρχει 

λειτουργική συνεργασία µεταξύ της Sp1 και του πυρηνικού υποδοχέα RXR 
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που προσδένεται στην περιοχή -1212/-1194 του p21 υποκινητή (Liu et al, 

1996a). 

Όλες οι παραπάνω παρατηρήσεις υποδεικνύουν ότι η κάθε θέση 

πρόσδεσης της Sp1 είναι σηµαντική για τη ρύθµιση του p21 γονιδίου κάτω 

από διάφορες συνθήκες. Ο µηχανισµός που καθορίζει την αντιστοιχία αυτή 

είναι ακόµη άγνωστος. Πιθανόν, η απόσταση της κάθε θέσης από το κουτί 

TATA του p21 υποκινητή, το οποίο αποτελεί σηµείο συνάθροισης των 

παραγόντων της βασικής µεταγραφικής µηχανής, να είναι αυτή που καθορίζει 

την ταυτότητα των συνενεργοποιητών που αλληλεπιδρούν µε την κάθε θέση. 

Από την άλλη, πιθανόν, να παίζει ρόλο και η τοποθέτηση της κάθε θέσης 

πάνω στην έλικα του DNA. Με υπολογισµό των βάσεων που µεσολαβούν 

µεταξύ των θέσεων πρόσδεσης της Sp1, βρήκαµε ότι η θέση 3 θα πρέπει να 

βρίσκεται στην αντίθετη µεριά της έλικας από αυτήν που βρίσκονται όλες οι 

άλλες θέσεις. Ίσως η τοποθέτηση αυτή είναι που κάνει τη συγκεκριµένη θέση 

απαραίτητη για την ενεργοποίηση του p21 από p53, ενώ δε συµβάλλει στη 

βασική ενεργότητα του υποκινητή αυτού.  

 
 
 
Η συνεργασιακή ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από τους 

παράγοντες p53 και Sp1 απαιτεί πρόσδεση και των δύο παραγόντων 
στις αντίστοιχες θέσεις τους στον υποκινητή, καθώς και µεταγραφικά 
λειτουργική p53. 

Οι παροδικές επιµολύνσεις των κυττάρων SL2 µε υποκινητές που δε 

διαθέτουν είτε τη θέση πρόσδεσης της p53 είτε τις θέσεις πρόσδεσης του Sp1, 

απέδειξαν ξεκάθαρα ότι η συνεργασιακή ενεργοποίηση του p21 υποκινητή 

από τους δύο αυτούς παράγοντες απαιτεί, αρχικά την πρόσδεσής τους στις 

αντίστοιχες θέσεις τους, και στη συνέχεια την αλληλεπίδραση µεταξύ τους. 

Βέβαια, υπάρχουν άλλες εργασίες που δείχνουν ότι η p53 και η Sp1 έχουν τη 

δυνατότητα να σχηµατίζουν σύµπλοκα στον πυρήνα, χωρίς να είναι 

απαραίτητη η προηγούµενη πρόσδεσή τους στο DNA (Schavinsky-

Khrapunsky et al, 2003). Αυτό είναι απόλυτα σύµφωνο µε τα δικά µας 

δεδοµένα από τις αναλύσεις συνανοσοκατακρήµνισης, όπου παρατηρούµε ότι 
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οι δύο αυτές πρωτεΐνες σχηµατίζουν σύµπλοκα, ανεξάρτητα από την 

πρόσδεσή τους στο DNA.  

Στο σηµείο αυτό τέθηκε το εξής ερώτηµα : είναι αρκετή η 

αλληλεπίδραση µεταξύ των δύο παραγόντων, ώστε να ενεργοποιηθεί 

συνεργασιακά ο συγκεκριµένος υποκινητής ή απαιτούνται και περαιτέρω 

προϋποθέσεις; Όπως είδαµε, η p53 από µόνη της δεν είναι ικανή να 

ενεργοποιήσει τον p21 υποκινητή. Αντίθετα, η Sp1 είναι σε θέση να 

ενεργοποιήσει τον υποκινητή αυτό σε σηµαντικό βαθµό. Αυτό µας οδηγεί στο 

πιθανό σενάριο ότι ο ρόλος της p53 είναι να αυξάνει µε κάποιον τρόπο την 

ενεργότητα του Sp1, χωρίς η ίδια να συµµετέχει άµεσα στην ενεργοποίηση. 

Αν πράγµατι συνέβαινε αυτό, τότε µια µεταλλαγµένη µορφή της p53, η οποία 

είναι ικανή να αλληλεπιδράσει µε την Sp1 και να την ενεργοποιήσει, χωρίς η 

ίδια να είναι λειτουργικά ικανή, θα ήταν σε θέση να οδηγήσει σε συνεργασιακή 

ενεργοποίηση του p21 υποκινητή. Όπως, όµως, προκύπτει από τα 

αποτελέσµατά µας, η µεταλλαγµένη στην περιοχή ενεργοποίησης p53, 

παρόλο που αλληλεπιδρά µε την Sp1 στον ίδιο βαθµό που αλληλεπιδρά και η 

αγρίου τύπου, εντούτοις δεν είναι ικανή να ενεργοποιήσει τον p21 υποκινητή, 

αφού η ίδια δεν είναι µεταγραφικά ενεργή. Εποµένως, η συνεργασιακή 

ενεργοποίηση δεν είναι απλώς µια ενίσχυση της ικανότητας της Sp1, αλλά 

αποτέλεσµα µια αλληλεπίδρασης µεταξύ δύο µεταγραφικά ενεργών 

πρωτεϊνών. 

 

 

Η πρωτεΐνη p53 αλληλεπιδρά άµεσα µε την πρωτεΐνη Sp1. 
Στην παρούσα µελέτη, χρησιµοποιώντας έναν αριθµό ελλειµµατικών 

µορφών των Sp1 και p53, εντοπίσαµε τις περιοχές που λαµβάνουν µέρος 

στην άµεση αλληλεπίδραση µεταξύ των δύο αυτών παραγόντων. Αρχικά, 

δείξαµε ότι η καρβοξυ-τερµατική περιοχή της p53 είναι υπεύθυνη για την 

αλληλεπίδραση µε τους Sp1/Sp3 τόσο in vitro, όσο και σε αναλύσεις 

ενεργοποίησης σε κύτταρα SL2 και COS-7. Η περιοχή αυτή περιλαµβάνει την 

περιοχή ολιγοµερισµού της p53 και εποµένως τα αποτελέσµατά µας θα 

µπορούσαν να εξηγηθούν µε τις παρακάτω θεωρίες : α) Η περιοχή 
ολιγοµερισµού της p53 εµπλέκεται άµεσα στην αλληλεπίδραση µε την 
Sp1. Παρόλο που η θεωρία αυτή ισχύει in vitro (Lagger et al, 2003), φαίνεται 
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δύσκολο να ισχύει και in vivo, καθώς ο ρόλος της περιοχής αυτής είναι καλά 

χαρακτηρισµένος και η δηµιουργία συµπλόκων p53-p53 δεν αφήνει χώρο για 

πρόσδεση και άλλων παραγόντων, όπως είναι ο Sp1. β) Ο ολιγοµερισµός 
της p53 είναι απαραίτητη προϋπόθεση για την αλληλεπίδραση κάποιας 
άλλης περιοχής της p53 µε τους Sp1/Sp3. Ο σχηµατισµός συµπλόκων p53, 

πιθανά, να επιτρέπει στην καρβοξυ-τερµατική περιοχή της περιοχής 

πρόσδεσης στο DNA (αµινοξέα 160-293) να προσδεθεί στους Sp1/Sp3. Η 

θεωρία αυτή συµβαδίζει και µε τα αποτελέσµατά µας, καθώς και µε τα 

αποτελέσµατα των Lagger et al, οι οποίοι έδειξαν ότι και µια δεύτερη περιοχή 

της p53 που ορίζεται από τα αµινοξέα 145-292 είναι ικανή να προσδένεται 

στον Sp1 in vitro (Lagger et al, 2003). 

Εκτός από την p53, και η πρωτεΐνη Sp1 προσδένεται στο DNA και 

ενισχύει τη µεταγραφή ως ολιγοµερές, ενώ η περιοχή D είναι απαραίτητη για 

τη λειτουργική συνεργασία µεταξύ Sp1 µορίων σε υποκινητές που διαθέτουν 

πολλαπλές θέσεις πρόσδεσης του συγκεκριµένου παράγοντα (Pascal and 

Tjian, 1991; Mastrangelo et al, 1991). Ο p21 υποκινητής περιέχει 6 θέσεις 

πρόσδεσης των Sp1/Sp3 και τα µόρια του Sp1 που προσδένονται σε αυτές 

ενεργοποιούν συνεργασιακά τον υποκινητή, ενώ η απαλοιφή της περιοχής D 

οδηγεί σε παρεµπόδιση αυτής της συνεργασίας.  

Επίσης, δε θα πρέπει να περνάει απαρατήρητη η πιθανότητα 

σχηµατισµού πολυπρωτεϊνικών συµπλόκων στη σύνθεση των οποίων 

συµµετέχουν ολιγοµερή από Sp1, p53 και πιθανά και  από άλλους 

παράγοντες. Τέτοια πολυπρωτεϊνικά σύµπλοκα, η σύνθεση των οποίων 

εξαρτάται από το κυτταρικό υπόβαθρο και τις συνθήκες, µπορεί να είναι 

πιθανόν θέσεις σύγκλισης πολλαπλών ρυθµιστικών σηµάτων που φθάνουν 

στον p21 υποκινητή και να ρυθµίζουν την κυτταρική απόκριση (κυτταρική 

αύξηση, αναστολή ή απόπτωση). Η συµµετοχή συνενεργοποιητών ή 

συγκαταστολέων στα σύµπλοκα αυτά µπορεί να είναι ένας επιπλέον 

ρυθµιστικός παράγοντας. Είναι, πλέον, γνωστό ότι η πρωτεΐνη Sp1 

προσδένεται µέσω της περιοχής πρόσδεσης στο DNA µε το συνενεργοποιητή 

p300 (Suzuki et al, 2000). Επιπλέον, πρόσφατα, βρέθηκε ότι η Sp1 σχηµατίζει 

σύµπλοκα µε την απακετυλάση ιστονών HDAC µέσω της καρβοξυ-τερµατικής 

περιοχής της (Lagger et al, 2002), ενώ η p53 µπορεί να αντικαταστήσει την 
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HDAC στα ετερόλογα σύµπλοκα µε την Sp1, αποκαθιστώντας έτσι τη 

µεταγραφική δραστηριότητα της Sp1 (Lagger et al, 2003).  

Οι αναλύσεις µας για τις αλληλεπιδράσεις µεταξύ των Sp1 και p53 

έδειξαν ότι οι περιοχές ενεργοποίησης (Α και Β), καθώς και η περιοχή 

πρόσδεσης στο DNA της Sp1 (DBD) είναι αυτές που προσδένονται άµεσα 

στην p53. Βέβαια δεν είναι ακόµη ξεκάθαρος ο τρόπος µε τον οποίο αυτές οι 3 

περιοχές αλληλεπιδρούν µε την καρβοξυ-τερµατική περιοχή της p53. Η πρώτη 

πιθανότητα είναι να σχηµατίζουν µια κοινή επιφάνεια πάνω στην οποία 

προσδένεται η p53. Η εναλλακτική υπόθεση είναι ότι στην περίπτωση των 

πολυπρωτεϊνικών συµπλόκων, κάθε µόριο της p53 προσδένεται σε 

διαφορετική περιοχή του κάθε µορίου της Sp1. Έτσι, ένα µόριο p53 σε ένα 

τετραµερές µπορεί να προσδένεται στην περιοχή Α ενός µορίου Sp1, τη 

στιγµή που το άλλο µόριο p53 προσδένεται στην περιοχή DBD του άλλου 

µορίου Sp1, µε αποτέλεσµα να ισχυροποιείται το σύµπλοκο. Αυτός πιθανόν 

να είναι και ο λόγος ύπαρξης πολλαπλών θέσεων πρόσδεσης της p53 στον 

παράγοντα Sp1. 

 

 

Η πρωτεΐνη Sp1 αλληλεπιδρά και µε άλλα µέλη της οικογένειας 
p53. 

Πέρα από την p53, η πρωτεΐνη Sp1 αλληλεπιδρά άµεσα και µε ένα 

ακόµη µέλος της p53 οικογένειας, την p73. Τα µέλη της συγκεκριµένης 

οικογένειας, τα οποία προς το παρόν είναι 3 (p53, p63 και p73), 

χαρακτηρίζονται από οµολογία στην περιοχή ενεργοποίησης, την περιοχή 

πρόσδεσης στο DNA και την περιοχή ολιγοµερισµού (Kaghad et al, 1997; 

Yang et al, 1998; Osada et al, 1998). Οι καρβοξυ-τερµατικές περιοχές των 

p63 και p73 διαθέτουν και µια δεύτερη περιοχή ενεργοποίησης (Takeda et al, 

1994), καθώς και την περιοχή SAM (Sterile Alpha Motif), η οποία εµπλέκεται 

στις πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις (Thanos and Bowie, 1999; Bork and Koonin, 

1999). Εκτός από την p73, προκαταρκτικά αποτελέσµατα στο εργαστήριό µας 

δείχνουν ότι και η p63 έχει τη δυνατότητα να αλληλεπιδρά λειτουργικά µε την 

Sp1 (αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). Αυτή η δυνατότητα αλληλεπίδρασης της 

Sp1 και µε άλλα µέλη της οικογένειας της p53 πιθανά να παίζει σηµαντικό 

ρυθµιστικό ρόλο σε διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους, όπου τα µέλη αυτής 
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της οικογένειας εκφράζονται σε διαφορετικά επίπεδα ή δεν εκφράζονται 

καθόλου (Marin and Kaelin , 2000). Επίσης, η αλληλεπίδραση της Sp1 µε 

διαφορετικά µέλη της οικογένειας p53 στο ίδιο κύτταρο µπορεί να οδηγεί στη 

µεταγραφική ενεργοποίηση διαφορετικών γονιδίων στόχων από το κάθε 

σύµπλοκο πρωτεϊνών. Η τεχνολογία της επιλεκτικής γονιδιακής αποσιώπησης 

µέσω µικρών κατασταλτικών RNA µας δίνει σήµερα τη δυνατότητα να 

πάρουµε απαντήσεις στα παραπάνω σηµαντικά ερωτήµατα.  

 

 

Η p53 οδηγεί είτε σε αναστολή του κυτταρικού κύκλου είτε σε 
απόπτωση. 

Όπως είναι γνωστό, η αύξηση της p53 είναι ικανή να ενεργοποιήσει 

γονίδια που αναστέλλουν τον κυτταρικό κύκλο, όπως η p21. Από την άλλη, η 

p53 έχει τη δυνατότητα να προσδένεται σε υποκινητές γονιδίων που 

προάγουν την απόπτωση, και έτσι να οδηγούν τα κύτταρα σε 

προγραµµατισµένο θάνατο. Ποιος είναι, όµως, ο µηχανισµός µε τον οποίο η 

p53 επιλέγει ανάµεσα στα δύο αυτά αντικρουόµενα µονοπάτια; Είναι πλέον 

γνωστό ότι βασικό ρόλο στην απόφαση αυτή διαδραµατίζει το γονίδιο p21. 

Καταστροφή του γονιδίου αυτού µε οµόλογο ανασυνδυασµό σε καρκινικά 

κύτταρα παχέος εντέρου είχε ως αποτέλεσµα την αύξηση της απόπτωσης ως 

απόκριση σε υπερέκφραση της p53 σε σχέση µε τα κύτταρα ελέγχου (Yu et al, 

2003). Η αποπτωτική αυτή απόκριση αντιστράφηκε από την ταυτόχρονη 

καταστροφή του γονιδίου PUMA, στα κύτταρα που ήδη δε διέθεταν p21. 

Εποµένως, η ισορροπία στην έκφραση των γονιδίων p21 και PUMA είναι 

σηµαντική για την κυτταρική απόκριση στην ενεργοποίηση της p53.  

Μια δεύτερη εργασία έδειξε ότι το ογκογονίδιο c-myc παρεµποδίζει την 

ενεργοποίηση του p21 από p53, ευνοώντας έτσι την απόπτωση σε καρκινικά 

κύτταρα παχέος εντέρου (Seoane et al, 2002). Εποµένως, όταν η έκφραση 

του γονιδίου p21 παρεµποδίζεται από µεταλλάξεις ή ογκογονίδια, τότε 

ευνοείται ο κυτταρικός θάνατος ως απόκριση στην αύξηση της p53. 

Στηριζόµενοι στις παρατηρήσεις αυτές, καθώς και στα δικά µας 

αποτελέσµατα, θεωρήσαµε ότι οι παράγοντες Sp1/Sp3 πρέπει να παίζουν 

σηµαντικό ρόλο στην κυτταρική απόκριση, αφού ρυθµίζουν άµεσα την 

έκφραση του γονιδίου p21. Για να µελετήσουµε το ρόλο αυτό, 
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χρησιµοποιήσαµε το φάρµακο 5-Fluorouracil. Η δράση του συγκεκριµένου 

φαρµάκου έγκειται στη λανθασµένη ενσωµάτωσή του στο DNA και στο RNA, 

κατά τη διάρκεια της αντιγραφής και της µεταγραφής. Ταυτόχρονα, αναστέλλει 

και το ένζυµο συνθάση του θυµιδικού, η οποία καταλύει το σχηµατισµό των 

νουκλεοτιδίων δεοξυ-θυµιδίνης (Longley et al, 2003). Σήµερα, η 5-FU 

χρησιµοποιείται ευρέως σε θεραπεία έναντι διαφόρων ειδών καρκίνου 

(Longley et al, 2003). 

Στην παρούσα εργασία, η 5-FU ενεργοποίησε σε σηµαντικό βαθµό την 

p53 σε κύτταρα HepG2, ενώ ταυτόχρονα προκάλεσε µια καθυστερηµένη 

αύξηση και της p21, η οποία αύξηση συνέβη σε µεταγραφικό επίπεδο. Η 

απαλοιφή, όµως, της κοντινής περιοχή του p21 υποκινητή παρεµπόδισε την 

απόκριση του συγκεκριµένου υποκινητή στο παραπάνω φάρµακο.     

Στη συνέχεια, προκειµένου να µελετήσουµε εκτενέστερα τη σηµασία 

του Sp1 στην κυτταρική απόκριση µετά την επίδραση γενοτοξικών 

παραγόντων, χρησιµοποιήσαµε την ένωση Μιθραµυκίνη (Mithramycin). Η 

ουσία αυτή προέρχεται από το βακτήριο Streptomyces argilaceus (Jayasuriya 

et al, 2002). Η Μιθραµυκίνη είναι ένας παράγοντας που ενσωµατώνεται σε 

περιοχές του DNA πλούσιες σε GC και επηρεάζει τη µεταγραφή γονιδίων που 

φέρουν τέτοιες ακολουθίες στον υποκινητή τους. Τα γονίδια που είναι γνωστά 

µέχρι σήµερα ότι αναστέλλονται από τη Μιθραµυκίνη είναι τα  c-myc, 

διϋδροφολική ρεδουκτάση και κολλαγόνο-α1 (Blume et al, 1991; Ray et al, 

1989; Aich and Dasgupta, 1995; Majee and Chakrabarti, 1999; Miller et al, 

1987; Nehls et al, 1993; Snyder et al, 1991). Κλινικά η Μιθραµυκίνη 

χρησιµοποιείται στις Ηνωµένες Πολιτείες έναντι της ασθένειας Paget και του 

καρκινώµατος όρχεος (Majee et al, 1999; Elias and Evans, 1972; Brown and 

Kennedy, 1965; Ryan et al, 1970).  

Όπως παρατηρούµε από τα πειράµατά µας, η Μιθραµυκίνη 

ενεργοποιεί σηµαντικά την p53 σε κύτταρα HepG2, τα οποία εκφράζουν 

λειτουργική p53. Η ενεργοποίηση αυτή βρίσκεται στα ίδια επίπεδα µε αυτήν 

που προκαλείται από τη 5-FU, ενώ ξεκινάει λίγο νωρίτερα σε σχέση µε τη 

δεύτερη (2 ώρες µετά την επίδραση της Μιθραµυκίνης σε σχέση µε τις 4 ώρες 

που απαιτούνται από τη 5-FU). Οι παρατηρήσεις αυτές υποδεικνύουν µια 

µετα-µεταφραστική ενεργοποίηση της p53 από τη Μιθραµυκίνη, που λαµβάνει 

χώρα στην αρχή της διαδικασίας ενεργοποίησης. Πράγµατι, οι αναλύσεις µας 

 213



έδειξαν ότι η πρωτεΐνη p53 φωσφορυλιώνεται επιλεκτικά στη Ser-15 τόσο από 

τη Μιθραµυκίνη, όσο και από τη 5-FU, και η φωσφορυλίωση αυτή πρέπει να 

είναι υπεύθυνη, τουλάχιστο σε ένα βαθµό, για τη σταθεροποίηση της 

πρωτεΐνης. Αυτό βρίσκεται σε απόλυτη συµφωνία µε προηγούµενες µελέτες 

που απέδειξαν ότι η φωσφορυλίωση σταθεροποιεί την p53, αποτρέποντας 

την πρόσδεσή της µε την Mdm2 και την ακόλουθη αποικοδόµησή της από τα 

πρωτεασώµατα (Levine, 1997; Vogelstein et al, 2000). Επτά σερίνες και 2 

θρεονίνες στην αµινο-τερµατική περιοχή της p53 (Ser-6, 9, 15, 20, 33, 37, 46 

και Thr-18, 81) φωσφορυλιώνονται µετά από την επίδραση ιονικής ή 

υπεριώδους ακτινοβολίας. Αντίστοιχα, στην καρβοξυ-τερµατική περιοχή οι 

Ser-315 και Ser-392 φωσφορυλιώνονται µετά από βλάβη στο DNA 

(Waterman et al, 1998).  

Η αποτελεσµατικότητα των χηµειοθεραπευτικών φαρµάκων στη 

θεραπεία του καρκίνου επηρεάζεται από διάφορες παραµέτρους, όπως το 

κυτταρικό υπόβαθρο, η παρουσία µεταλλάξεων σε πρωτεΐνες-κλειδιά και η 

µεταγραφική απόκριση των γονιδίων-στόχων. Η σηµασία των παραπάνω 

παραµέτρων επιβεβαιώθηκε στη συγκεκριµένη εργασία. Η 5-FU και η 

Μιθραµυκίνη είναι ισχυροί ενεργοποιητικοί παράγοντες της p53 σε κάποιο 

κυτταρικό υπόβαθρο (HepG2), αλλά όχι σε άλλο (HaCaT). Η κυριότερη 

διαφορά ανάµεσα στις δυό αυτές κυτταρικές σειρές είναι ότι η πρώτη εκφράζει 

φυσιολογική p53 και κανένα άλλο µέλος της συγκεκριµένης οικογένειας, ενώ η 

δεύτερη εκφράζει µεταλλαγµένη p53, µε τη διπλή µετάλλαξη Y179/W282 

(Whitesell et al, 1998). Η µετάλλαξη αυτή σταθεροποιεί την πρωτεΐνη και είναι 

υπεύθυνη για τα υψηλά επίπεδα έκφρασης της p53 κάτω από φυσιολογικές 

συνθήκες.  

Επίσης, τα HaCaT κύτταρα εκφράζουν υψηλά επίπεδα της p63 ακόµη 

και κάτω από συνθήκες µη ενεργοποίησης από εξωκυττάριους παράγοντες, 

όπως η 5-FU. ∆εν είναι ακόµη γνωστό αν η συγκεκριµένη p63 που εκφράζεται 

στα HaCaT φέρει παρόµοιες µεταλλάξεις µε αυτές της p53, ώστε να είναι τόσο 

σταθερή. Εντούτοις, είναι αξιοσηµείωτο το γεγονός ότι η p63 δεν είναι ικανή 

να αντικαταστήσει την p53 στα κύτταρα αυτά µετά την επίδραση της 5-FU. 

Αυτό µπορεί να δικαιολογηθεί µε δύο πιθανές εξηγήσεις. Η πρώτη από αυτές 

είναι ότι η p63 σε αντίθεση µε την p53 δεν είναι ικανή να αλληλεπιδράσει 

άµεσα µε τον παράγοντα Sp1 και εποµένως δεν είναι σε θέση να 
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ενεργοποιήσει το γονίδιο p21. Κάτι τέτοιο δεν είναι γνωστό µέχρι σήµερα και 

θα αποκλειστεί σύµφωνα µε τα προκαταρκτικά µας αποτελέσµατα που 

υποστηρίζουν τη συνεργασία µεταξύ των δύο παραγόντων. Επίσης, 

υπάρχουν αναφορές που υποστηρίζουν ότι κάποιες ισοµορφές της p63 

ενεργοποιούν σε σηµαντικό βαθµό το γονίδιο p21 και εποµένως δεν πρέπει 

να τίθεται θέµα αλληλεπίδρασης µε τον Sp1 (Yang et al, 1998). Η δεύτερη 

εκδοχή υποστηρίζει ότι η διπλή µετάλλαξη της p53 της προσφέρει έναν 

αρνητικό, επικρατώντα φαινότυπο στη δράση της p63. Η εκδοχή αυτή είναι 

σύµφωνη µε πρόσφατες έρευνες που δείχνουν ότι οι µεταλλαγµένες p53, που 

προέρχονται από όγκους, προσδένονται in vitro και in vivo µε την p63 και η 

αλληλεπίδραση αυτή επηρεάζει την πρόσδεση της p63 στο DNA, καθώς και 

τη µεταγραφική της ενεργότητα (Strano et al, 2002; Blandino et al, ).  

Οι αναλύσεις της ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης αποκάλυψαν 

σηµαντικές πληροφορίες όσον αφορά την πρόσδεση των p53 και Sp1 στον 

p21 υποκινητή, in vivo πλέον, κάτω από συνθήκες γενοτοξικής πίεσης. 

Σύµφωνα µε αυτές, ο παράγοντας Sp1 και πιθανά και άλλα µέλη της 

οικογένειας αυτής, δεν προσδένεται ισχυρά κάτω από φυσιολογικές συνθήκες 

στον p21 υποκινητή σε κύτταρα HepG2. Αντίθετα, µετά την επίδραση µε 5-FU 

παρατηρούµε σηµαντική ενίσχυση στη συγκεκριµένη πρόσδεση. Μηχανιστικά 

το παραπάνω φαινόµενο µπορεί να εξηγηθεί µε πιθανή µετα-µεταφραστική 

τροποποίηση της πρωτεΐνης Sp1, όπως φωσφορυλίωση ή ακετυλίωση, από 

ένζυµα που ενεργοποιούνται από 5-FU, η οποία θα επιτρέπει την ενισχυµένη 

πρόσδεση της Sp1 στο DNA. Αυτό επιβεβαιώνεται εν µέρει από την 

ανακάλυψη µιας καινούριας οικογένειας αντικαρκινικών παραγόντων, τα 

αλκυλοφωσφολιπίδια, τα οποία αυξάνουν την έκφραση της  p21 µέσω ενός 

µονοπατιού το οποίο φωσφορυλιώνει την Sp1 και ενισχύει την πρόσδεσή της 

στην κοντινή περιοχή του p21 υποκινητή (De Siervi et al, 2004). Επίσης, είναι 

γνωστό ότι η ακετυλίωση της Sp1 επιτυγχάνεται µέσω του συνενεργοποιητή 

p300 (Suzuki et al, 2000), ο οποίος, ταυτόχρονα, ακετυλιώνει την p53 (Gu and 

Roeder, 1997). Είναι πιθανό, λοιπόν,  η ακετυλίωση των πρωτεϊνών p53 και 

Sp1 από τον παράγοντα p300 να ενισχύει την πρόσδεσής τους στον p21 

υποκινητή.    

Εναλλακτικά, η 5-FU είναι πιθανό να ενισχύει ή να σταθεροποιεί τα 

σύµπλοκα Sp1/p53 µέσω πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων. Έτσι, η 5-FU θα 
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µπορούσε να ενισχύει την ταυτόχρονη πρόσδεση των προσχηµατισµένων 

συµπλόκων στην κοντινή και στη µακρινή περιοχή του p21 υποκινητή. 

Άλλωστε, ο σχηµατισµός συµπλόκων Sp1/p53 ανεξαρτήτα από την πρόσδεσή 

τους στο DNA είναι ήδη γνωστός (Schavinsky-Khrapunsky et al, 2003).  

Από την άλλη είδαµε ότι η Μιθραµυκίνη αναστέλλει την αύξηση του p21 

υποκινητή και όχι τα βασικά επίπεδα έκφρασης αυτού σε κύτταρα HepG2. 

Αυτό συµφωνεί και µε τα αποτελέσµατα από τις αναλύσεις 

ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης, όπου παρατηρούµε ότι η Sp1 προσδένεται 

στον υποκινητή µόνο µετά από ενεργοποίηση από τη 5-FU. Τα δεδοµένα 

αυτά υποδεικνύουν ότι ο Sp1 δεν είναι σηµαντικός για τα χαµηλά, βασικά 

επίπεδα έκφρασης του γονιδίου p21, αλλά είναι αναγκαίος για την 

ενεργοποίηση του γονιδίου, αλληλεπιδρώντας άµεσα και λειτουργικά µε 

άλλους µεταγραφικούς παράγοντες, όπως είναι η p53. Οι αλληλεπιδράσεις 

αυτές µπορεί να είναι απαραίτητες για τη σταθεροποίηση των πρωτεϊνικών 

συµπλόκων τα οποία πρέπει να προσδεθούν ταυτόχρονα σε διαφορετικές 

περιοχές του υποκινητή, όπως είναι η κοντινή και η µακρινή περιοχή, 

προκειµένου να ενεργοποιηθεί η µεταγραφή.  

 Συνοπτικά, δείξαµε ότι η χηµειοθεραπευτική ένωση Μιθραµυκίνη έχει 

διπλή δράση στα κύτταρα στόχους. Από τη µια µεριά ενεργοποιεί ισχυρά την 

ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη p53 µε το να προκαλεί τη φωσφορυλίωσή της 

στη σερίνη 15. Από την άλλη µεριά, η Μιθραµυκίνη, λόγω της ικανότητάς της 

να παρεµποδίζει την πρόσδεση του παράγοντα Sp1 σε πλούσια σε GC 

µοτίβα στους υποκινητές γονιδίων, καταστέλλει τη µεταγραφική ενεργοποίηση 

γονιδίων στόχων που εξαρτώνται από τον παράγοντα Sp1 για την έκφρασή 

τους, όπως τα γονίδια p21 και PUMA. ∆εν είναι ακόµη γνωστό πόσα 

διαφορετικά γονίδια-στόχοι της p53 εξαρτώνται από την Sp1. Αναλύσεις 

γονιδιακής έκφρασης σε µεγάλη κλίµακα χρησιµοποιώντας µικροσυστοιχίες 

θα µπορούσαν να παρέχουν σηµαντική πληροφορία όσον αφορά την 

ταυτότητα των γονιδίων που επηρεάζονται µεταγραφικά από το κάθε ένα 

φάρµακο ή από συνδυασµούς φαρµάκων. Η γνώση της ταυτότητας αυτών 

των γονιδίων είναι σηµαντική για την ανάπτυξη βελτιωµένων 

χηµειοθεραπευτικών πρωτοκόλλων.  
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Σύνοψη 
 

Συνοψίζοντας, από τα αποτελέσµατα των πειραµάτων µας 

παρατηρούµε ότι η ενεργοποίηση του p21 υποκινητή απαιτεί την ύπαρξη 

τόσο της κοντινής όσο και της µακρινής περιοχής αυτού. Η απαλοιφή µιας 

εκ των δύο περιοχών αναστέλλει την ενεργοποίηση του συγκεκριµένου 

υποκινητή. Η διαπίστωση αυτή είναι πολύ σηµαντική, καθώς υποδεικνύει 

τη σηµασία των διάφορων περιοχών του p21 υποκινητή για τη βιολογική 

απόκριση του γονιδίου p21, δηλαδή για την αναστολή του κυτταρικού 

κύκλου και την παρεµπόδιση φαινοµένων ανεξέλεγκτου κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού, που παρατηρούνται σε περιπτώσεις καρκίνου. 

Επίσης, τα αποτελέσµατά µας δείχνουν ότι η ενεργοποίηση του p21 

υποκινητή δεν οφείλεται σε ανεξάρτητα σήµατα, αλλά απαιτεί ένα σύνολο 

πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων, προκειµένου να επιτευχθεί η πλήρης και 

συνεργασιακή έκφραση του γονιδίου p21. Αρχικά απαιτείται συνεργασία 

µεταξύ των µορίων Sp1/Sp3 που προσδένονται στην κοντινή περιοχή του 

p21 υποκινητή. Στη συνέχεια είναι απαραίτητες οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ 

της πρωτεΐνης p53 και άλλων µεταγραφικών παραγόντων που 

προσδένονται στον ενισχυτή του p21 υποκινητή µε τα µόρια Sp1/Sp3 που 

προσδένονται στην κοντινή περιοχή του ίδιου υποκινητή. Τέλος, 

απαιτούνται αλληλεπιδράσεις µεταξύ παραγόντων, όπως οι Smad3/4, και 

των µορίων Sp1 που προσδένονται στην κοντινή περιοχή. Το σύνολο των 

συγκεκριµένων πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων επιτρέπει τη βιολογική 

απόκριση του γονιδίου p21 κάτω από επαγωγικές συνθήκες. 

Αφού επιβεβαιώσαµε τις λειτουργικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ της 

p53 και της Sp1, προσδιορίσαµε τις περιοχές των δύο πρωτεϊνών που 

είναι υπεύθυνες για τις συγκεκριµένες αλληλεπιδράσεις. Γνωρίζοντας τις 

περιοχές αυτές είναι δυνατό να αναστείλουµε τις λειτουργικές 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ των πρωτεϊνών αυτών και κατ’ επέκταση την 

ενεργοποίηση του γονιδίου p21. Αυτό είναι βιολογικά σηµαντικό καθώς 

αναστέλλεται η παρεµποδιστική δράση της p21 έναντι του αποπτωτικού 

µονοπατιού που ενεργοποιείται από την πρωτεΐνη p53 και ευνοείται ο 

 217



κυτταρικός θάνατος κυττάρων που πολλαπλασιάζονται ανεξέλεγκτα, και 

διαθέτουν, φυσικά, ενεργό αποπτωτικό µονοπάτι.  

Εφόσον µελετήσαµε το ρόλο του µεταγραφικού παράγοντα Sp1 

στην ενεργοποίηση του p21 υποκινητή σπό την πρωτεϊνη p53, 

προσδιορίσαµε τη σηµασία του παράγοντα αυτού σε βιολογικές διεργασίες 

που εξαρτώνται από την πρωτεΐνη p53, όπως π.χ. η κυτταρική απόκριση 

στο γενοτοξικό στρες που επάγεται από χηµειοθεραπευτικές ενώσεις. Η 

πρόσδεση του παράγοντα Sp1 στην κοντινή περιοχή του p21 υποκινητή 

δεν είναι απαραίτητη για τη βασική µεταγραφή του συγκεκριµένου 

υποκινητή, αλλά είναι απαραίτητη για την επαγώµενη έκφρασή του από 

γενοτοξικό στρες. Η συγκεκριµένη διαπίστωση παρουσιάζει εξαιρετικό 

βιολογικό ενδιαφέρον, αφού η αναστολή της πρόσδεσης του µεταγραφικού 

παράγοντα Sp1 στον p21 υποκινητή ευνοεί το αποπτωτικό µονοπάτι που 

ενεργοποιείται από την p53 και τα ανεξέλεγκτα πολλαπλασιαζόµενα 

κύτταρα οδηγούνται σε προγραµµατισµένο θάνατο.  

Τέλος, επιβεβαιώσαµε τη σηµασία του µεταγραφικού παράγοντα 

Sp1 στην ενεργοποίηση του γονιδίου PUMA, του οποίου η έκφραση 

εξαρτάται από την p53. Τα αποτελέσµατα αυτά φανερώνουν ένα γενικό 

µηχανισµό συνεργασιακής ενεργοποίησης γονιδίων από Sp1 και p53 κάτω 

από συνθήκες γενοτοξικού στρες. Η ταυτοποίηση τέτοιων γονιδίων είναι 

πολύ σηµαντική για την ανάπτυξη βελτιωµένων χηµειοθεραπευτικών 

πρωτοκόλλων.   
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