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KEºA§AIO ¶PøTO

H KAPKINIKH E•A§§A°H ø™ MOPIAKO
ºAINOMENO

1.1 °ÂÓÈÎ¿

H Î·ÚÎÈÓÈÎ‹ ÂÍ·ÏÏ·Á‹ ÂÓfi˜ Î˘ÙÙ¿ÚÔ˘ Â›Ó·È ·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· ÌÈ·˜ ÔÏ˘ÛÙ·‰È·Î‹˜

‰È·‰ÈÎ·Û›·˜ Î·Ù¿ ÙËÓ ÔÔ›· ÔÏÏ·ÏÔ› ÁÂÓÂÙÈÎÔ› Î·È ÂÈÁÂÓÂÙÈÎÔ› ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜

··ÈÙÔ‡ÓÙ·È ÁÈ· ÙË ÌÂÙ¿‚·ÛË ·fi ÙËÓ Î·Ù¿ÛÙ·ÛË Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÔ‡ ÂÏ¤Á¯Ô˘ ÙË˜

Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹˜ ·‡ÍËÛË˜ Î·È ‰È·›ÚÂÛË˜, ÛÂ ÌÈ· Î·Ù¿ÛÙ·ÛË ·ÒÏÂÈ·˜ ÂÏ¤Á¯Ô˘. OÈ

·ÏÏ·Á¤˜ Ô˘ Û˘Ì‚·›ÓÔ˘Ó fiÙ·Ó ¤Ó· Î‡ÙÙ·ÚÔ Á›ÓÂÙ·È Î·ÚÎÈÓÈÎfi ÔÌ·‰ÔÔÈÔ‡ÓÙ·È ÛÂ

ÙÚÂÈ˜ Î·ÙËÁÔÚ›Â˜: ·ı·Ó·ÙÔÔ›ËÛË (immortalization), Ë ÔÔ›· Â›Ó·È Ë È‰ÈfiÙËÙ· ÙË˜

Û˘ÓÂ¯Ô‡˜ ‰È·›ÚÂÛË˜ Î·È ·‡ÍËÛË˜, ¯ˆÚ›˜ ˘Ô¯ÚÂˆÙÈÎ¿ ¿ÏÏÂ˜ Ê·ÈÓÔÙ˘ÈÎ¤˜

·ÏÏ·Á¤˜. MÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛÌfi˜ (transformation), Ô˘ Â›Ó·È Ë ¤ÏÏÂÈ„Ë ÙˆÓ

Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÒÓ ÂÚÈÔÚÈÛÌÒÓ ÙË˜ ·‡ÍËÛË˜ (·Ó¿ÁÎË ÁÈ· ÚfiÛ‰ÂÛË ÛÂ ÛÙÂÚÂfi

˘fiÛÙÚˆÌ·, ·Ó·ÛÙÔÏ‹ ·‡ÍËÛË˜ ·fi Â·Ê‹, ·Ó¿ÁÎË ‡·ÚÍË˜ ·˘ÍËÙÈÎÒÓ

·Ú·ÁfiÓÙˆÓ ÛÙÔ ıÚÂÙÈÎfi ˘ÏÈÎfi). MÂÙ¿ÛÙ·ÛË (metastasis), Ô˘ Â›Ó·È Ë È‰ÈfiÙËÙ·

ÙˆÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ ÌfiÓÔ ÙˆÓ Î·ÎÔ‹ıˆÓ fiÁÎˆÓ Ó· ÌÂÙ·Ó·ÛÙÂ‡Ô˘Ó ÛÂ ¿ÏÏÔ˘˜ ÈÛÙÔ‡˜

Û¯ËÌ·Ù›˙ÔÓÙ·˜ Ó¤Â˜ ·ÔÈÎ›Â˜.

ŒÓ·˜ Î·ÎÔ‹ıË˜ fiÁÎÔ˜ ÌÔÚÂ› Ó· ·Ó·Ù˘¯ıÂ› ·fi ÂÈıËÏÈ·Î¿ Î‡ÙÙ·Ú· (ÔfiÙÂ

ÚfiÎÂÈÙ·È ÁÈ· Î·ÚÎ›ÓˆÌ·), ÌÂÛÂÁ¯˘Ì·ÙÈÎ¿ Î‡ÙÙ·Ú· (Û¿ÚÎˆÌ·), ‹ ·ÈÌÔÔÈËÙÈÎ¿

Î‡ÙÙ·Ú· (ÏÂ˘¯·ÈÌ›Â˜). TÔ 90% ÂÚ›Ô˘ ÙˆÓ Î·ÎÔ‹ıˆÓ ÓÂÔÏ·ÛÈÒÓ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘

·Ó·Ê¤ÚÂÙ·È ÛÂ Î·ÚÎÈÓÒÌ·Ù·. OÈ ÂÚÈÛÛfiÙÂÚÔÈ fiÁÎÔÈ ·ÚÔ˘ÛÈ¿˙Ô˘Ó ÎÏˆÓÈÎ‹

ÚÔ¤ÏÂ˘ÛË, ÍÂÎÈÓÔ‡Ó ‰ËÏ·‰‹ ·fi ¤Ó· Î‡ÙÙ·ÚÔ. A·ÈÙÂ›Ù·È ˆÛÙfiÛÔ ÌÈ· ÛÂÈÚ¿



2

‰È·‰Ô¯ÈÎÒÓ ÁÂÓÂÙÈÎÒÓ ·ÏÏÔÈÒÛÂˆÓ ÁÈ· ÙË ‰ËÌÈÔ˘ÚÁ›· ÓÂÔÏ·Û›·˜ (ÔÏ˘ÛÙ·‰È·Î‹

Ê‡ÛË ÙÔ˘ Î·ÚÎ›ÓÔ˘) ÔÈ ÔÔ›Â˜ ·ÊÔÚÔ‡Ó ÙË ÌË Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎ‹ ÔÈÔÙÈÎ‹ Î·È ÔÛÔÙÈÎ‹

ÏÂÈÙÔ˘ÚÁ›· Û˘ÁÎÂÎÚÈÌ¤ÓˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ (™·ÓÙ›‰Ô˜, 1992). T· ÁÔÓ›‰È· ·˘Ù¿ ·›˙Ô˘Ó

ÛËÌ·ÓÙÈÎfi ÚfiÏÔ ÛÙÔÓ ¤ÏÂÁ¯Ô ÙË˜ ·‡ÍËÛË˜ Î·È ‰È·ÊÔÚÔÔ›ËÛË˜ ÙÔ˘ Î˘ÙÙ¿ÚÔ˘ Î·È

Î·Ù·Ù¿ÛÛÔÓÙ·È ÛÂ ‰‡Ô ‚·ÛÈÎ¤˜ Î·ÙËÁÔÚ›Â˜: Ù· ÔÁÎÔÁÔÓ›‰È· (oncogenes), ÈÈÎ¿ (v-

onc) Î·È Î˘ÙÙ·ÚÈÎ¿ ÁÔÓ›‰È· (ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓ›‰È·, c-onc) Ô˘ ÌÂÙ·›ÙÔ˘Ó ÛÂ

ÔÁÎÔÁÔÓ›‰È· ÌÂÙ¿ ·fi ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË, Î·È Ù· ÔÁÎÔ-Î·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎ¿ ÁÔÓ›‰È· (onco-

suppressor genes). EÈÏ¤ÔÓ, ÚfiÛÊ·Ù· Ù·˘ÙÔÔÈ‹ıËÎÂ Î·È Ë Î·ÙËÁÔÚ›· ÙˆÓ

ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ÂÈ‰ÈfiÚıˆÛË˜ ÙÔ˘ DNA (mismatch repair genes) (Watson et al, 1989-

Lewin, 1990-™·ÓÙ›‰Ô˜, 1992). °ÂÓÈÎ¿,  Î·Ù¿ ÙËÓ ÔÁÎÔÁ¤ÓÂÛË ‰È·Ù·Ú¿ÛÛÂÙ·È Ë

ÏÂÈÙÔ˘ÚÁ›· ‰È·ÊfiÚˆÓ Ù‡ˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ, ·Ó¿ÏÔÁ· ÌÂ ÙÔ ÌË¯·ÓÈÛÌfi Ô˘

·ÎÔÏÔ˘ıÂ›Ù·È.

1.2 DNA ÔÁÎÔÁfiÓÔÈ ÈÔ›

OÈ DNA ÔÁÎÔÁfiÓÔÈ ÈÔ› Â›Ó·È ÔÈ papova ÈÔ› (papilloma (HPV)-Èfi˜ ÙÔ˘ ıËÏÒÌ·ÙÔ˜,

polyoma-Èfi˜ ÙÔ˘ ÔÏ˘ÒÌ·ÙÔ˜ Î·È simian virus (SV40)-Èfi˜ ÙÔ˘ Èı‹ÎÔ˘) Î·È ÔÈ

·‰ÂÓÔ˚Ô›. H ·ÓÙ›‰Ú·ÛË ÙˆÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ ÛÙË ÌfiÏ˘ÓÛË ·fi ÙÔÓ Èfi Ù· ‰È·ÎÚ›ÓÂÈ ÛÂ ·˘Ù¿

Ô˘ ÌÔÏ‡ÓÔÓÙ·È ·Ú·ÁˆÁÈÎ¿ (permissive cells) Î·È ÛÂ ·˘Ù¿ Ô˘ ‰Â ÌÔÏ‡ÓÔÓÙ·È

·Ú·ÁˆÁÈÎ¿ (non permissive cells). ™ÙËÓ ÚÒÙË ÂÚ›ÙˆÛË, Ë ÌfiÏ˘ÓÛË Ô‰ËÁÂ› ÛÂ

Ï‡ÛË ÙˆÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ Î·È ·ÂÏÂ˘ı¤ÚˆÛË ÈÒÓ. ™ÙË ‰Â‡ÙÂÚË, Ë ÌfiÏ˘ÓÛË ÌÔÚÂ› Ó·

Ô‰ËÁ‹ÛÂÈ ÛÂ ÌÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛÌfi ÙˆÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ ÌÂ ÂÓÛˆÌ¿ÙˆÛË ÙÔ˘ ÈÈÎÔ‡ DNA ÛÙÔ

ÁÔÓÈ‰›ˆÌ· ÙÔ˘ Î˘ÙÙ¿ÚÔ˘ Î·È ¤ÎÊÚ·ÛË ÙˆÓ ÚÒÈÌˆÓ ÈÈÎÒÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ. ™ÙÔÓ SV40 Ù·

ÁÔÓ›‰È· ·˘Ù¿ Îˆ‰ÈÎÔÔÈÔ‡Ó Ù· ·ÓÙÈÁfiÓ· T Î·È t, ÂÓÒ ÛÙÔÓ ·‰ÂÓÔÈfi ÙÈ˜ E1A Î·È E1B

ÚˆÙÂ›ÓÂ˜. §›ÁÔÈ Î·ÚÎ›ÓÔÈ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ ÚÔÎ·ÏÔ‡ÓÙ·È ·fi ÔÁÎÔÁÔÓ›‰È· DNA ÈÒÓ

(ÁÈ· ·Ú¿‰ÂÈÁÌ· Ô Î·ÚÎ›ÓÔ˜ ÙÔ˘ ÙÚ·¯‹ÏÔ˘ ÙË˜ Ì‹ÙÚ·˜ ·fi ÙÔÓ Èfi HPV, ÙÔ

Ï¤ÌÊˆÌ· Burkitt Î·È ÙÔ ÚÈÓÔÊ·Ú˘ÁÁÈÎfi Î·ÚÎ›ÓˆÌ· ·fi ÙÔÓ Èfi EBV).
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1.3 RNA ÔÁÎÔÁfiÓÔÈ ÈÔ› (ÚÂÙÚÔÈÔ›)

H ÔÁÎÔÁ¤ÓÂÛË ·fi ÚÂÙÚÔÈÔ‡˜ Â›Ó·È ÔÏ˘ÏÔÎfiÙÂÚË ‰È·‰ÈÎ·Û›· ·fi fi,ÙÈ ·fi

DNA ÈÔ‡˜. °ÂÓÈÎ¿, ÔÈ ÚÂÙÚÔÈÔ› ÌÂÙ·Û¯ËÌ·Ù›˙Ô˘Ó Î‡ÙÙ·Ú· ÌÂ ‰‡Ô ÌË¯·ÓÈÛÌÔ‡˜: ÌÂ

ÌÂÙ·ÁˆÁ‹ Î˘ÙÙ·ÚÈÎÒÓ ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ (ÌÂÙ·ÁˆÁÈÎÔ› ÈÔ›-transducing viruses)

Î·È ÌÂ ·ÚÁ‹ ‰Ú¿ÛË (slow-acting viruses).

™ÙËÓ ÂÚ›ÙˆÛË ÙˆÓ ÌÂÙ·ÁˆÁÈÎÒÓ ÚÂÙÚÔÈÒÓ, ˘¿Ú¯ÂÈ ÛÙÔ ÁÔÓÈ‰›ˆÌ¿ ÙÔ˘˜ ¤Ó·

ÔÁÎÔÁÔÓ›‰ÈÔ, ÔÌfiÏÔÁÔ Î˘ÙÙ·ÚÈÎÔ‡ ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘. MÂÙ¿ ·fi ·ÓÙ›ÛÙÚÔÊË

ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹ ÙÔ˘ ÈÈÎÔ‡ RNA ÛÂ DNA Î·È ÂÓÛˆÌ¿ÙˆÛË ·˘ÙÔ‡ ÎÔÓÙ¿ ÛÂ ÚˆÙÔ-

ÔÁÎÔÁÔÓ›‰ÈÔ, ·ÎÔÏÔ˘ıÔ‡Ó ÔÏ‡ÏÔÎÂ˜ ·Ó·Î·Ù·Ù¿ÍÂÈ˜ Ô˘ Ô‰ËÁÔ‡Ó ÛÙËÓ

ÂÓÛˆÌ¿ÙˆÛË ÙÔ˘ Î˘ÙÙ·ÚÈÎÔ‡ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ÛÙÔ ÁÔÓÈ‰›ˆÌ· ÙÔ˘ ÈÔ‡ Î·È ÙË ÌÂÙ·ÙÚÔ‹

·˘ÙÔ‡ ÛÂ ÔÁÎÔÁÔÓ›‰ÈÔ. H ÌÂÙ·ÙÚÔ‹ ÙÔ˘ ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘ ÛÂ ÔÁÎÔÁÔÓ›‰ÈÔ

ÌÔÚÂ› Ó· ÔÊÂ›ÏÂÙ·È, Â›ÙÂ ÛÙÔ fiÙÈ ÙÔ ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓ›‰ÈÔ Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È ÛÂ ÂÚÈ‚¿ÏÏÔÓ

¤ÓÙÔÓË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ‹˜ ‰Ú·ÛÙËÚÈfiÙËÙ·˜, ÏfiÁˆ ÙˆÓ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎÒÓ ÛÙÔÈ¯Â›ˆÓ ÙÔ˘

ÚÂÙÚÔÈÔ‡, Â›ÙÂ ÛÂ ÌÂÙ·ÏÏ·Á‹ ‹ ·ÒÏÂÈ· ÙÌ‹Ì·ÙÔ˜ ÙË˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›·˜ ÙÔ˘ ÚˆÙÔ-

ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘. ¶·Ú¿‰ÂÈÁÌ· ÌÂÙ·ÁˆÁÈÎÔ‡ ÚÂÙÚÔÈÔ‡ Â›Ó·È Ô Èfi˜ ÙÔ˘ Harvey Ô˘

ÚÔÎ·ÏÂ› Û·ÚÎÒÌ·Ù· Î·È Ô ÔÔ›Ô˜ Ô‰‹ÁËÛÂ ÛÙËÓ ÂÓÙfiÈÛË ÙË˜ ÔÈÎÔÁ¤ÓÂÈ·˜ ÙˆÓ ras

ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ.

™ÙËÓ ÂÚ›ÙˆÛË ÙˆÓ ÚÂÙÚÔÈÒÓ ·ÚÁ‹˜ ‰Ú¿ÛË˜, Ë ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙÔ˘ ÚˆÙÔ-

ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘ Á›ÓÂÙ·È ÌÂÙ¿ ·fi ÂÓÛˆÌ¿ÙˆÛË ÙÔ˘ ÈÈÎÔ‡ DNA ÎÔÓÙ¿ ÛÂ ·˘Ùfi, ÏfiÁˆ

ÂÈÛ‰Ô¯‹˜ ˘ÔÎÈÓËÙÒÓ ‹ ÂÓÈÛ¯˘ÙÒÓ Ô˘ ÚÔÎ·ÏÔ‡Ó ÙËÓ ·˘ÍËÌ¤ÓË ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹ ÙÔ˘.

1.4 XËÌÈÎ¿ Î·ÚÎÈÓÔÁfiÓ· Î·È ·ÎÙÈÓÔ‚ÔÏ›·

T· ¯ËÌÈÎ¿ Î·ÚÎÈÓÔÁfiÓ· Â›Ó·È ˘Â‡ı˘Ó· ÁÈ· ÙÔ ÌÂÁ·Ï‡ÙÂÚÔ ÔÛÔÛÙfi Î·ÚÎ›ÓˆÓ. O

ÌÂÙ·‚ÔÏÈÛÌfi˜ ÙÔ˘˜ ‰ËÌÈÔ˘ÚÁÂ› ËÏÂÎÙÚÔÓÈfiÊÈÏ· Î¤ÓÙÚ· Ô˘ ·ÓÙÈ‰ÚÔ‡Ó ÌÂ ÙÔ DNA

ÚÔÎ·ÏÒÓÙ·˜ ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜. MÂÙ·ÏÏ·Á¤˜ ·Ú¿ÁÔÓÙ·È Î·È Î·Ù¿ ÙË ‰È·‰ÈÎ·Û›·

ÂÈ‰ÈfiÚıˆÛË˜ ÙÔ˘ DNA.
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H ÈÔÓ›˙Ô˘Û· ·ÎÙÈÓÔ‚ÔÏ›· ÚÔÎ·ÏÂ› ıÚ·‡ÛÂÈ˜ ÛÙÔ ÛÎÂÏÂÙfi ÙÔ˘ DNA, ÌÂ

·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· ÙË ÌÂÙ·ÙfiÈÛË ¯ÚˆÌÔÛˆÌÈÎÒÓ ÙÌËÌ¿ÙˆÓ Î·È ÙËÓ ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË

ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ. E›ÛË˜, Î·Ù¿ ÙËÓ ÂÈ‰ÈfiÚıˆÛË ÙÔ˘ DNA Á›ÓÔÓÙ·È ÛÊ¿ÏÌ·Ù·-

ÌÂÙ·ÏÏ·Á¤˜ ÙÔ˘ DNA. Œ¯Ô˘Ó ÂÓÙÔÈÛıÂ› ‰‡Ô Ù‡ÔÈ Î·ÚÎ›ÓÔÈ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ Ô˘

ÔÊÂ›ÏÔÓÙ·È ÛÂ ‚Ï¿‚Â˜ Û˘ÛÙËÌ¿ÙˆÓ ÂÈ‰ÈfiÚıˆÛË˜ Î·È Â·ÁˆÁ‹ ¿ÏÏˆÓ, ÂÈÚÚÂÒÓ

ÛÂ Ï¿ıË. ¶ÚfiÎÂÈÙ·È ÁÈ· ÙÔ ÍËÚfi‰ÂÚÌ· pigmentosum Î·È ÙËÓ ·Ù·Í›·

ÙÂÏ·ÁÁÂÈÂÎÙ·Û›·, Ô˘ ¯·Ú·ÎÙËÚ›˙ÔÓÙ·È ·fi Â˘·ÈÛıËÛ›· ÙˆÓ ·ÛıÂÓÒÓ ÛÂ ˘ÂÚÈÒ‰Ë

Î·È ÈÔÓ›˙Ô˘Û· ·ÎÙÈÓÔ‚ÔÏ›·, ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯·.

1.5 K˘ÙÙ·ÚÈÎ¿ ÔÁÎÔÁÔÓ›‰È·

T¤ÏÔ˜, ÛÙ· ·Ú·‰Â›ÁÌ·Ù· ÌÂÙ¿ÙˆÛË˜ ÙˆÓ ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ ÛÂ

ÔÁÎÔÁÔÓ›‰È· Ô˘ ÚÔ·Ó·Ê¤Ú·ÌÂ, Ú¤ÂÈ Ó· Û˘ÌÂÚÈÏËÊıÂ› Î·È Ë ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛ‹

ÙÔ˘˜ ÌÂÙ¿ ·fi ÌÂÙ·ÙfiÈÛË, Û˘Ó‹ıˆ˜ ÛÙË ı¤ÛË ÙˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ÙˆÓ ·Ï˘ÛÛ›‰ˆÓ ÙˆÓ

·ÓÔÛÔÛÊ·ÈÚÈÓÒÓ, Ô˘ Ô‰ËÁÂ› ÛÂ ˘ÂÚ¤ÎÊÚ·ÛË ÙˆÓ ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ (ÁÈ· ·Ú¿‰ÂÈÁÌ·:

Ï¤ÌÊˆÌ· Burkitt-ÌÂÙ·ÙfiÈÛË ÙÔ˘ myc ÁÔÓÈ‰›Ô˘).

T¤ÏÔ˜, ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÌÂÙ¿ ·fi ˘ÂÚ¤ÎÊÚ·ÛË ¤¯Ô˘ÌÂ Î·È ÛÙËÓ ÂÚ›ÙˆÛË ÙË˜

ÁÔÓÈ‰È·Î‹˜ Â¤ÎÙ·ÛË˜ ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ, Ë ÔÔ›· Ô‰ËÁÂ› ÛÂ ÔÏÏ·Ïfi ·ÚÈıÌfi

·ÓÙÈÁÚ¿ÊˆÓ ÙˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ.

1.6 T· ÔÁÎÔÁÔÓ›‰È· Î·È ÔÈ ÚˆÙÂ›ÓÂ˜ ÙÔ˘˜-ÔÌ·‰ÔÔ›ËÛË Î·È ÁÂÓÈÎ¿

¯·Ú·ÎÙËÚÈÛÙÈÎ¿

°ÂÓÈÎ¿, Ù· ÂÚÈÛÛfiÙÂÚ· ÔÁÎÔÁÔÓ›‰È· Ê·›ÓÂÙ·È Ó· ÂÏ¤Á¯Ô˘Ó ÙËÓ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹

·‡ÍËÛË Î·È ‰È·›ÚÂÛË. T¤ÛÛÂÚÂÈ˜ Ù‡ÔÈ ÚˆÙÂÈÓÒÓ ÌÂÙ¤¯Ô˘Ó ÛÙË ‰È·‰ÈÎ·Û›· ·˘Ù‹: ÔÈ

·˘ÍËÙÈÎÔ› ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜, ÔÈ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ ·˘ÍËÙÈÎÒÓ ·Ú·ÁfiÓÙˆÓ, ÔÈ

ÂÓ‰ÔÎ˘ÙÙ·ÚÈÎÔ› ‰È·‚È‚·ÛÙ¤˜ ÌËÓ˘Ì¿ÙˆÓ Î·È ÔÈ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎ¤˜ ÚˆÙÂ›ÓÂ˜ ÙË˜
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ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜. MÂÚÈÎ¿ ¯·Ú·ÎÙËÚÈÛÙÈÎ¿ ·Ú·‰Â›ÁÌ·Ù· ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ ÂÚÈÁÚ¿ÊÔÓÙ·È

ÛÙË Û˘Ó¤¯ÂÈ·.

1.6.1 A˘ÍËÙÈÎÔ› ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜

 ™ÙËÓ Î·ÙËÁÔÚ›· ·˘Ù‹ ·Ó‹ÎÂÈ ÙÔ ÔÁÎÔÁÔÓ›‰ÈÔ sis, ÙÔ ÔÔ›Ô Îˆ‰ÈÎÔÔÈÂ› ÌÈ·

ÌÔÚÊ‹ ÙÔ˘ ·˘ÍËÙÈÎÔ‡ ·Ú¿ÁÔÓÙ· Ô˘ ·Ú¿ÁÂÙ·È ·fi ·ÈÌÔÂÙ¿ÏÈ· (PDGF) Î·È

ÌÂÙ·Û¯ËÌ·Ù›˙ÂÈ Î‡ÙÙ·Ú· Ô˘ ¤¯Ô˘Ó ÙÔÓ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙÔ˘ PDGF. Œ¯Ô˘Ó ·Ú·ÙËÚËıÂ›

Î·È ÂÚÈÙÒÛÂÈ˜ ·˘ÙÔÎÚÈÓÔ‡˜ Â·ÁˆÁ‹˜, ‰ËÏ·‰‹ ·˘ÙÔ‰È¤ÁÂÚÛË˜ ÙË˜ ·‡ÍËÛË˜

ÏfiÁˆ ·Ú·ÁˆÁ‹˜ Î·È ¤ÎÎÚÈÛË˜ ÙÔ˘ Û˘Ó‰¤ÙË (ligand) ·fi Î‡ÙÙ·Ú· Ô˘ Ê¤ÚÔ˘Ó ÙÔÓ

·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯Ô ˘Ô‰Ô¯¤·.

1.6.2 YÔ‰Ô¯Â›˜ ÔÚÌÔÓÒÓ Î·È ·˘ÍËÙÈÎÒÓ ·Ú·ÁfiÓÙˆÓ

™ÙËÓ Î·ÙËÁÔÚ›· ·˘Ù‹ ·Ó‹ÎÔ˘Ó ÔÈ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙË˜ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹˜ ÌÂÌ‚Ú¿ÓË˜ Î·È ÔÈ

ÂÓ‰ÔÎ˘ÙÙ·ÚÈÎÔ› ˘Ô‰Ô¯Â›˜.

™Â fi,ÙÈ ·ÊÔÚ¿ Ù· ÁÔÓ›‰È· Ô˘ Îˆ‰ÈÎÔÔÈÔ‡Ó ÁÈ· ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙË˜ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹˜

ÌÂÌ‚Ú¿ÓË˜ ÌÂ ÂÓÂÚÁfiÙËÙ· ÎÈÓ¿ÛË˜ Ù˘ÚÔÛ›ÓË˜, ·˘Ù¿ ÌÂÙ·›ÙÔ˘Ó ÛÂ ÔÁÎÔÁÔÓ›‰È·

fiÙ·Ó ÌÂÙ·ÏÏ·¯ıÔ‡Ó ÌÂ Ù¤ÙÔÈÔ ÙÚfiÔ ÒÛÙÂ ÔÈ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ Ô˘ Îˆ‰ÈÎÔÔÈÔ‡Ó Ó·

·Ú·Ì¤ÓÔ˘Ó ÂÓÂÚÁÔ› ·ÎfiÌË Î·È ·Ô˘Û›· ÙÔ˘ Û˘Ó‰¤ÙË. ¶·Ú·‰Â›ÁÌ·Ù·: ErbB1

ÚˆÙÂ›ÓË-˘Ô‰Ô¯¤·˜ ÙÔ˘ EGF ¯ˆÚ›˜ ÙËÓ ÂÍˆÎ˘ÙÙ·ÚÈÎ‹ ÂÚÈÔ¯‹ ·˘ÙÔ‡, ErbB2-

Û˘ÁÁÂÓ‹˜ ÌÔÚÊ‹ ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· EGF ÌÂ ÛËÌÂÈ·Î‹ ÌÂÙ¿ÏÏ·ÍË, Ros-Û˘ÁÁÂÓ‹˜

ÌÔÚÊ‹ ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙË˜ ÈÓÛÔ˘Ï›ÓË˜.

¶·Ú¿‰ÂÈÁÌ· ÔÁÎÔÚˆÙÂ›ÓË˜-ÂÓ‰ÔÎ˘ÙÙ·ÚÈÎÔ‡ ˘Ô‰Ô¯¤· Â›Ó·È Ë ÚˆÙÂ›ÓË ErbA,

Ô˘ Û˘Ó·ÁˆÓ›˙ÂÙ·È ÙÔÓ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙË˜ ı˘ÚÂÔÂÈ‰Ô‡˜ ÔÚÌfiÓË˜.
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1.7 EÓ‰ÔÎ˘ÙÙ·ÚÈÎÔ› ‰È·‚È‚·ÛÙ¤˜ ÌËÓ˘Ì¿ÙˆÓ

T· ÚÔÈfiÓÙ· ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ ·˘Ù‹˜ ÙË˜ Ù¿ÍË˜ ‰È·ÎÚ›ÓÔÓÙ·È ÛÙÈ˜ Î·ÙËÁÔÚ›Â˜ Ô˘

·ÎÔÏÔ˘ıÔ‡Ó:

1.7.1 KÈÓ¿ÛÂ˜ Ù˘ÚÔÛ›ÓË˜

¢È·ÎÚ›ÓÔÓÙ·È ÛÂ Î˘ÙÙ·ÚÔÏ·ÛÌ·ÙÈÎ¤˜, fiˆ˜ ÔÈ ÚˆÙÂ›ÓÂ˜ Src, Abl, Yes, Î·È ÛÂ

˘ÚËÓÈÎ¤˜, fiˆ˜ ÔÈ Abl, Met.

1.7.2 KÈÓ¿ÛÂ˜ ÛÂÚ›ÓË˜/ ıÚÂÔÓ›ÓË˜

K˘ÙÙ·ÚÔÏ·ÛÌ·ÙÈÎ¤˜ ÎÈÓ¿ÛÂ˜ ÛÂÚ›ÓË˜-ıÚÂÔÓ›ÓË˜, fiˆ˜ ÔÈ Raf Î·È Mos.

1.7.3 G-ÚˆÙÂ›ÓÂ˜

K˘ÙÙ·ÚÔÏ·ÛÌ·ÙÈÎ¤˜ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ Ô˘ ‰ÂÛÌÂ‡Ô˘Ó ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· ÁÔ˘·Ó›ÓË˜, fiˆ˜

oÈ Ras.

1.7.4 ™˘ÁÁÂÓÂ›˜ ÙË˜ ÊˆÛÊÔÏÈ¿ÛË˜ C

K˘ÙÙ·ÚÔÏ·ÛÌ·ÙÈÎ¤˜ ÚˆÙÂ›ÓÂ˜ ÌÂ ÔÌÔÏÔÁ›· ÌÂ ÙË ÊˆÛÊÔÏÈ¿ÛË C, fiˆ˜ Ë

Crk.

1.8 P˘ıÌÈÛÙÈÎ¤˜ ÚˆÙÂ›ÓÂ˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜

™ÙËÓ Î·ÙËÁÔÚ›· ·˘Ù‹ ·Ó‹ÎÔ˘Ó ÚÔÈfiÓÙ· ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ Ô˘ ·ÔÙÂÏÔ‡Ó

˘ÚËÓÈÎÔ‡˜ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÔ‡˜ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜. T¤ÙÔÈÂ˜ ÚˆÙÂ›ÓÂ˜ Â›Ó·È ÔÈ Myc, Myb, Ski,

Ô˘ ·ÔÙÂÏÔ‡Ó Ú˘ıÌÈÛÙÈÎ¤˜ ÚˆÙÂ›ÓÂ˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ Î·È Â˘Ú›ÛÎÔÓÙ·È ÔÈ ÌÂÓ ‰‡Ô

ÚÒÙÂ˜ ÛÙÔÓ ˘ÚËÓÔÛÎÂÏÂÙfi, Ë ‰Â ÙÚ›ÙË ÛÙÔ ˘ÚËÓfiÏ·ÛÌ·. AÎfiÌË, ÔÈ ÚˆÙÂ›ÓÂ˜

Jun, Fos, Ô˘ Â˘Ú›ÛÎÔÓÙ·È ÛÙÔ ˘ÚËÓfiÏ·ÛÌ· Î·È Û˘Ó·ÔÙÂÏÔ‡Ó ÙÔ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎfi

·Ú¿ÁÔÓÙ· AP-1.
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1.9 OÁÎÔÎ·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎ¿ ÁÔÓ›‰È·

T· ÔÁÎÔÎ·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎ¿ ÁÔÓ›‰È· ·ÔÙÂÏÔ‡Ó Ì›· È‰È·›ÙÂÚË Ù¿ÍË ÁÔÓÈ‰›ˆÓ Ô˘

‰ÚÔ‡Ó ˆ˜ ·ÚÓËÙÈÎÔ› Ú˘ıÌÈÛÙ¤˜ ÙˆÓ ÓÂÔÏ·ÛÈÒÓ Î·È ÙˆÓ ÔÔ›ˆÓ Ë ·ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË

Ô‰ËÁÂ› ÛÂ ·Ó¿Ù˘ÍË fiÁÎˆÓ. ™Â ·ÓÙ›ıÂÛË ÌÂ Ù· ÔÁÎÔÁÔÓ›‰È· Ô˘ ‰ÚÔ‡Ó ˆ˜

ÂÈÎÚ·Ù‹, Ù· ÔÁÎÔ-Î·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎ¿ ÁÔÓ›‰È· ·ÚÔ˘ÛÈ¿˙Ô˘Ó ˘ÔÏÂÈfiÌÂÓË

ÔÁÎÔÁÂÓÂÙÈÎ‹ ‰Ú¿ÛË, ˘fi ÙËÓ ¤ÓÓÔÈ· fiÙÈ ··ÈÙÂ›Ù·È ÌÂÙ¿ÏÏ·ÍË ‹ ¤ÏÏÂÈ„Ë Î·È ÛÙ·

‰‡Ô ·ÏÏËÏfiÌÔÚÊ· ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ÁÈ· Î·Ù·ÛÙÔÏ‹ ÙË˜ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎ‹˜ ‰Ú¿ÛË˜ ÙÔ˘˜.

H ·ÒÏÂÈ· ÂÙÂÚÔ˙˘ÁˆÙ›·˜ (loss of heterozygocity, LOH), Ê·›ÓÂÙ·È Ó· Â›Ó·È ÙÔ

·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· Â›ÙÂ ÂÓ‰È¿ÌÂÛˆÓ ÂÏÏÂ›„ÂˆÓ, Â›ÙÂ ·¿ÏÂÈ„Ë˜ ¯ÚˆÌÔÛÒÌ·ÙÔ˜, Â›ÙÂ ÌË

Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÒÓ ÌÈÙˆÙÈÎÒÓ ·Ó·Û˘Ó‰˘·ÛÌÒÓ Î·È ·ÔÙÂÏÂ› Û‡ÓËıÂ˜ ¯·Ú·ÎÙËÚÈÛÙÈÎfi

ÔÏÏÒÓ Î·ÎÔ‹ıˆÓ ÓfiÛˆÓ. £ÂˆÚÂ›Ù·È fiÙÈ ·ÓÙÈÎ·ÙÔÙÚ›˙ÂÈ ÙËÓ ·ÒÏÂÈ· ÂÓfi˜ ‹

ÂÚÈÛÛfiÙÂÚˆÓ ÔÁÎÔÎ·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎÒÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ, Ù· ÔÔ›· ÂÓÙÔ›˙ÔÓÙ·È ÛÙËÓ ÂÚÈÔ¯‹

ÙÔ˘ ÔÌfiÏÔÁÔ˘ ¯ÚˆÌÔÛÒÌ·ÙÔ˜ Ô˘ ¤¯ÂÈ ¯·ıÂ›.

OÈ ÈÔ ÁÓˆÛÙÔ› ·ÓÙÈÚfiÛˆÔÈ ·˘Ù‹˜ ÙË˜ Ù¿ÍË˜ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ Â›Ó·È ÙÔ p53 Î·È ÙÔ

ÁÔÓ›‰ÈÔ ÙÔ˘ ÚÂÙÈÓÔ‚Ï·ÛÙÒÌ·ÙÔ˜ Rb. TÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ p53 Îˆ‰ÈÎÔÔÈÂ› ÁÈ· ÌÈ· ˘ÚËÓÈÎ‹

ÊˆÛÊÔÚˆÙÂ˝ÓË, Ô˘ ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È ÛÙÔ DNA Î·È ÂÓÂÚÁÔÔÈÂ› ÙË ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹

Û˘ÁÎÂÎÚÈÌ¤ÓˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ. T· Â›Â‰· ÙË˜ P53 ÚˆÙÂ›ÓË˜ ‰ÂÓ ·Ú·Ì¤ÓÔ˘Ó ÛÙ·ıÂÚ¿

Î·Ù¿ ÙË ‰È¿ÚÎÂÈ· ÙÔ˘ Î˘ÙÙ·ÚÈÎÔ‡ Î‡ÎÏÔ˘. MÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ p53, ÔÈ ÔÔ›Â˜

Â›ÙÂ ·˘Í¿ÓÔ˘Ó ÙÔÓ ¯ÚfiÓÔ ËÌ›ÛÂÈ·˜ ˙ˆ‹˜ ÙË˜ ÚˆÙÂ˝ÓË˜, Â›ÙÂ ·Ó·ÛÙ¤ÏÏÔ˘Ó ÙËÓ

ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ Û˘ÁÎÂÎÚÈÌ¤ÓˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ·fi ÙËÓ ÚˆÙÂ˝ÓË,

ÚÔÛ‰›‰Ô˘Ó ÛÙÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ ÙËÓ ÈÎ·ÓfiÙËÙ· ÌÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛÌÔ‡ Î˘ÙÙ·ÚÈÎÒÓ ÛÂÈÚÒÓ in

vitro. AÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ p53 ÂÌÊ·Ó›˙ÂÙ·È ÛÂ ÔÏÏÔ‡˜ Ù‡Ô˘˜ Î·ÚÎ›ÓÔ˘

ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘, fiˆ˜ ÙÔ˘ ·¯¤Ô˜ ÂÓÙ¤ÚÔ˘, ÙÔ˘ ÓÂ‡ÌÔÓ·, ÙÔ˘ ÔÛÙÂÔÛ·ÚÎÒÌ·ÙÔ˜,

ÂÓÒ ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ÛÂ ÁÂÓÓËÙÈÎ‹ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹ ÛÂÈÚ¿ (germline) Ê·›ÓÂÙ·È

Ó· Û˘Ó‰¤ÔÓÙ·È ÌÂ ÙÔ Û‡Ó‰ÚÔÌÔ ÙÔ˘ ÎÏËÚÔÓÔÌÈÎÔ‡ Î·ÚÎ›ÓÔ˘ Li-Fraumeni.

§ÂÙÔÌ¤ÚÂÈÂ˜ ÁÈ· ÙÔ ÚfiÏÔ ÙÔ˘ p53 ÛÙËÓ Î·ÚÎÈÓÔÁ¤ÓÂÛË ı· ·Ó·ÊÂÚıÔ‡Ó ÛÂ Û¯ÂÙÈÎfi

ÎÂÊ¿Ï·ÈÔ.
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TÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ Rb Îˆ‰ÈÎÔÔÈÂ› ÁÈ· ÌÈ· ˘ÚËÓÈÎ‹ ÊˆÛÊÔÚˆÙÂ˝ÓË Ô˘ ¤¯ÂÈ

ÈÎ·ÓfiÙËÙ· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÛÙÔ DNA. TÔ Â›Â‰Ô ÙË˜ ÚˆÙÂ˝ÓË˜ Â›Ó·È ÛÙ·ıÂÚfi Î·Ù¿ ÙË

‰È¿ÚÎÂÈ· ÙÔ˘ Î˘ÙÙ·ÚÈÎÔ‡ Î‡ÎÏÔ˘, ·ÏÏ¿˙ÂÈ fiÌˆ˜ ÙÔ Â›Â‰Ô ÊˆÛÊÔÚ˘Ï›ˆÛ‹˜ ÙË˜.

º·›ÓÂÙ·È fiÙÈ Ë ·ÔÊˆÛÊÔÚ˘ÏÈˆÌ¤ÓË ÌÔÚÊ‹ Â›Ó·È ·˘Ù‹ Ô˘ ÂÌÏ¤ÎÂÙ·È ÛÙË

Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎ‹ Î·Ù·ÛÙÔÏ‹ ÙÔ˘ Î˘ÙÙ·ÚÈÎÔ‡ ÔÏÏ·Ï·ÛÈ·ÛÌÔ‡, Ì¤Ûˆ ‰¤ÛÌÂ˘ÛË˜ ÙÔ˘

·Ú¿ÁÔÓÙ· E2F Ô˘ Â›Ó·È ··Ú·›ÙËÙÔ˜ ÁÈ· ÙË ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ‹ ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË

ÁÔÓÈ‰›ˆÓ Î·È Î·Ù·ÛÙÔÏ‹˜ ÙË˜ ‰Ú¿ÛË˜ ÙˆÓ RNA ÔÏ˘ÌÂÚ·ÛÒÓ I Î·È II (Nasmyth,

1996). AÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ·Ú·ÙËÚÂ›Ù·È Î˘Ú›ˆ˜ ÛÙÔ ÚÂÙÈÓÔ‚Ï¿ÛÙˆÌ·

Î·ıÒ˜ Î·È ÛÂ Î·ÚÎ›ÓÔ˘˜ ÙË˜ Ô˘ÚÔ‰fi¯Ô˘ Î‡ÛÙÂˆ˜ Î·È ÙÔ˘ ÓÂ‡ÌÔÓ·.

ÕÏÏ· ÔÁÎÔ-Î·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎ¿ ÁÔÓ›‰È· Â›Ó·È: ÙÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ APC (ÙÔ˘ ÔÔ›Ô˘ Ë

ÌÂÙ¿ÏÏ·ÍË ÛÂ Î‡ÙÙ·Ú· ÙË˜ ÁÂÓÓËÙÈÎ‹˜ ÛÂÈÚ¿˜ ¤¯ÂÈ ˆ˜ ·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· ÚÔ‰È¿ıÂÛË ÁÈ·

Î·ÚÎ›ÓÔ ÙÔ˘ ·¯¤Ô˜ ÂÓÙ¤ÚÔ˘, Su et al, 1993), ÙÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ MCC, ÙÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ DCC Î·È

ÙÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ nm23, ÙÔ ÔÔ›Ô ÂÌÏ¤ÎÂÙ·È ÛÙÔÓ Î·ÚÎ›ÓÔ ÙÔ˘ Ì·ÛÙÔ‡ Î·È ÙÔ˘ ÙÚ·¯‹ÏÔ˘

ÙË˜ Ì‹ÙÚ·˜. To ÁÔÓ›‰ÈÔ nm23 ÎÏˆÓÔÔÈ‹ıËÎÂ ·Ú¯ÈÎ¿ ˆ˜ ÁÔÓ›‰ÈÔ-Î·Ù·ÛÙÔÏ¤·˜ ÙË˜

ÌÂÙ¿ÛÙ·ÛË˜ (Steeg et al, 1988). ¶ÚfiÛÊ·Ù· ÂÓÙÔ›ÛÙËÎÂ ÛÙËÓ ÂÚÈÔ¯‹ ÙÔ˘

¯ÚˆÌÔÛÒÌ·ÙÔ˜ 9p21 ÙÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ MTS1, ÙÔ ÔÔ›Ô Îˆ‰ÈÎÔÔÈÂ› ÁÈ· ÙËÓ ÚˆÙÂ˝ÓË

p16, ÌÈ· ÎÈÓ¿ÛË ÂÍ·ÚÙÒÌÂÓË ·fi Î˘ÎÏ›ÓÂ˜. ŒÏÏÂÈ„Ë ÙÔ˘ ÔÁÎÔ-Î·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎÔ‡

·˘ÙÔ‡ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ÂÌÊ·Ó›˙ÂÙ·È Û˘¯Ó¿ ÛÂ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ¤˜ ÛÂÈÚ¤˜ ·fi fiÁÎÔ˘˜ ÙÔ˘

ÓÂ‡ÌÔÓ·, ÙÔ˘ Ì·ÛÙÔ‡, ÙÔ˘ ‰¤ÚÌ·ÙÔ˜, ÙˆÓ ˆÔıËÎÒÓ Î·È ÙˆÓ ÏÂÌÊÔÎ˘ÙÙ¿ÚˆÓ

(Kamb et al, 1994).

T· ÔÁÎÔ-Î·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎ¿ ÁÔÓ›‰È· Â›Ó·È ÁÂÓÈÎ¿ ÏÈÁfiÙÂÚÔ ÌÂÏÂÙËÌ¤Ó· ·fi fi,ÙÈ Ù·

ÔÁÎÔÁÔÓ›‰È· Î·È Ô ·ÎÚÈ‚‹˜ ÚfiÏÔ˜ ÙÔ˘˜ ‰ÂÓ Â›Ó·È Ï‹Úˆ˜ ·ÔÛ·ÊËÓÈÛÌ¤ÓÔ˜.

øÛÙfiÛÔ, Â›Ó·È ‚¤‚·ÈÔ fiÙÈ Ù· ÚˆÙÂÈÓÈÎ¿ ÙÔ˘˜ ÚÔ˚fiÓÙ· ‰ÚÔ˘Ó ˆ˜ ·ÚÓËÙÈÎÔ›

Ú˘ıÌÈÛÙ¤˜ ÙË˜ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹˜ ·‡ÍËÛË˜ Î·È ·ÏÏËÏÂÈ‰ÚÔ‡Ó ÌÂ ˘ÚËÓÈÎ¤˜ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜-

ÚÔ˚fiÓÙ· ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ.
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KEºA§AIO ¢EYTEPO

H OIKO°ENEIA TøN ras O°KO°ONI¢IøN

2.1 °ÂÓÈÎ¿

™ÎÔfi ÙË˜ ÌÔÚÈ·Î‹˜ ¤ÚÂ˘Ó·˜ ÙÔ˘ Î·ÚÎ›ÓÔ˘ ·ÔÙÂÏÂ› Ë Ù·˘ÙÔÔ›ËÛË ÁÔÓÈ‰›ˆÓ

Ô˘ Â›Ó·È ÂÓÂÚÁÔÔÈËÌ¤Ó· ÛÂ ‰È¿ÊÔÚÔ˘˜ Ù‡Ô˘˜ Î·ÚÎ›ÓÔ˘ Î·È Ë ·ÔÛ·Ê‹ÓÈÛË ÙÔ˘

ÚfiÏÔ˘ ÙÔ˘˜ ÛÙËÓ ÔÁÎÔÁ¤ÓÂÛË. MÈ· Û˘¯Ó¿ ··ÓÙÒÌÂÓË ÔÈÎÔÁ¤ÓÂÈ· ÛÙÔÓ Î·ÚÎ›ÓÔ

ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ Â›Ó·È ·˘Ù‹ ÙˆÓ ras ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ (Barbacid, 1987, Bos et al, 1989).

T· ÚÒÙ· ÁÔÓ›‰È· ras Ô˘ Ù·˘ÙÔÔÈ‹ıËÎ·Ó ‹Ù·Ó È˚Î¿ ÔÁÎÔÁÔÓ›‰È· (v-ras)

ÚÂÙÚÔ˚ÒÓ ÌÂ ÔÍÂ›· ÂÍ·ÏÏ·ÎÙÈÎ‹ ÈÎ·ÓfiÙËÙ·. H ·Ó·Î¿Ï˘„Ë fiÙÈ Ù· ÔÁÎÔÁÔÓ›‰È· ÙˆÓ

ÚÂÙÚÔ˚ÒÓ ¤¯Ô˘Ó ÚÔ¤ÏıÂÈ ·fi Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎ¿ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ¿ ÁÔÓ›‰È·, Û˘ÓÔ‰Â‡ÙËÎÂ ·fi

ÙË ‰È·›ÛÙˆÛË fiÙÈ ÔÏÏ¿ ÁÔÓ›‰È· ÌÂ ÈÎ·ÓfiÙËÙ· ÌÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛÌÔ‡ ÌÂÙ¿ ·fi

ÂÈÌfiÏ˘ÓÛË ÙˆÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ NIH 3T3 (ÈÓÔ‚Ï¿ÛÙÂ˜ ÔÓÙÈÎÔ‡), ·ÓÙÈÚÔÛˆÂ‡Ô˘Ó

Î˘ÙÙ·ÚÈÎ¿ ÁÔÓ›‰È· Ô˘ ¤¯Ô˘Ó ÂÓÂÚÁÔÔÈËıÂ› ÌÂ ÛËÌÂÈ·Î‹ ÌÂÙ¿ÏÏ·ÍË. ŒÓ· ·fi

·˘Ù¿ ‹Ù·Ó Î·È ÙÔ ÔÁÎÔÁÔÓ›‰ÈÔ ras, ÙÔ˘ ÔÔ›Ô˘ Ë ÂÓÂÚÁÔÔÈËÌ¤ÓË ÌÔÚÊ‹

·ÓÈ¯ÓÂ‡ıËÎÂ ÛÂ Î·ÚÎÈÓÈÎ‹ ÛÂÈÚ¿ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ Ô˘ÚÔ‰fi¯Ô˘ Î‡ÛÙÂˆ˜ EJ (Reddy et al,

1982).

T· ÁÔÓ›‰È· ras  ‚Ú›ÛÎÔÓÙ·È ÂÓÂÚÁÔÔÈËÌ¤Ó· ÛÂ ÔÏÏÔ‡˜ Ù‡Ô˘˜ Î·ÚÎ›ÓÔ˘ ÙÔ˘

·ÓıÚÒÔ˘ (Bos et al, 1989), Î·ıÒ˜ Î·È ÛÂ fiÁÎÔ˘˜ ˙ÒˆÓ Ô˘ ¤¯Ô˘Ó ÚÔÎÏËıÂ›

ÂÈÚ·Ì·ÙÈÎ¿ ·fi ¯ËÌÈÎ¿ Î·ÚÎÈÓÔÁfiÓ· (Barbacid, 1987), ÌÂ Û˘¯ÓfiÙËÙ· Ô˘ ‰È·Ê¤ÚÂÈ

ÛËÌ·ÓÙÈÎ¿ ·Ó¿ÌÂÛ· ÛÙÔ˘˜ ‰È¿ÊÔÚÔ˘˜ Ù‡Ô˘˜ Î·ÚÎ›ÓÔ˘. º˘ÛÈÔÏÔÁÈÎ¿, ÙÔ

ÚˆÙÂÈÓÈÎfi ÚÔÈfiÓ ÙˆÓ ras ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ·›˙ÂÈ ‚·ÛÈÎfi ÚfiÏÔ ÛÙË ‰È·‚›‚·ÛË

ÂÓ‰ÔÎ˘ÙÙ·ÚÈÎÒÓ ÌËÓ˘Ì¿ÙˆÓ.
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OÈ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ Ras ¤¯Ô˘Ó ÌÔÚÈ·Îfi ‚¿ÚÔ˜ 21KDa Î·È Î·ÏÔ‡ÓÙ·È p21. ¢ÂÛÌÂ‡Ô˘Ó

ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· ÁÔ˘·Ó›ÓË˜ (GTP Î·È GDP) ÌÂ ÌÂÁ¿ÏË Û˘ÁÁ¤ÓÂÈ· Î·È ¤¯Ô˘Ó ‰Ú¿ÛË

GTP¿ÛË˜, ÁÂÁÔÓfi˜ Ô˘ ‰ÂÈÎÓ‡ÂÈ fiÙÈ Ô ÌË¯·ÓÈÛÌfi˜ ÙË˜ ‰Ú¿ÛË˜ ÙÔ˘˜ ı· Ú¤ÂÈ Ó·

Â›Ó·È ·Ó¿ÏÔÁÔ˜ ÌÂ ·˘ÙfiÓ ¿ÏÏˆÓ ÚˆÙÂïÓÒÓ Ô˘ ‰ÂÛÌÂ‡Ô˘Ó ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È·

ÁÔ˘·Ó›ÓË˜ (G proteins). H Ù·˘ÙÔÔ›ËÛË ·Ú·ÁfiÓÙˆÓ Ô˘ Ú˘ıÌ›˙Ô˘Ó ÙË

‰Ú·ÛÙÈÎfiÙËÙ· ÙˆÓ p21 Î·È ÚˆÙÂÈÓÒÓ Ô˘ Û˘ÌÌÂÙ¤¯Ô˘Ó ÛÙËÓ Ô‰fi ‰È·‚›‚·ÛË˜

ÂÓ‰ÔÎ˘ÙÙ·ÚÈÎÒÓ ÌËÓ˘Ì¿ÙˆÓ ÙË˜ Ras ÚˆÙÂ›ÓË˜, ÂÈÙÂ›ÓÔ˘Ó ÙÔ ÂÓ‰È·Ê¤ÚÔÓ Á‡Úˆ

·fi Ù· ÁÔÓ›‰È· ras.

2.2 ¢ÔÌ‹ ÙˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ras

T· ÁÔÓ›‰È· ras ··ÓÙÒÓÙ·È ÛÂ fiÏÔ˘˜ ÙÔ˘˜ Â˘Î·Ú˘ˆÙÈÎÔ‡˜ ÔÚÁ·ÓÈÛÌÔ‡˜,

Û˘ÌÂÚÈÏ·Ì‚·ÓÔÌ¤ÓˆÓ Î·È ÙˆÓ ˙˘ÌÒÓ Î·È ·ÚÔ˘ÛÈ¿˙Ô˘Ó ÛËÌ·ÓÙÈÎ‹ ‰ÔÌÈÎ‹

ÔÌÔÏÔÁ›· (Lowy and Willumsen, 1993).

™ÙÔÓ ¿ÓıÚˆÔ ¤¯Ô˘Ó Ù·˘ÙÔÔÈËıÂ› ÙÚ›· ÁÔÓ›‰È· ras:: ÙÔ H-ras, ÛÙÔÓ ÎÔÓÙfi

‚Ú·¯›ÔÓ· ÙÔ˘ ¯ÚˆÌÔÛÒÌ·ÙÔ˜ 11 (11p15.1-p15.5), ÙÔ K-ras, ÛÙÔÓ ÎÔÓÙfi ‚Ú·¯›ÔÓ·

ÙÔ˘ ¯ÚˆÌÔÛÒÌ·ÙÔ˜ 12 (12p12.1-pter) Î·È ÙÔ N-ras, ÛÙÔÓ ÎÔÓÙfi ‚Ú·¯›ÔÓ· ÙÔ˘

¯ÚˆÌÔÛÒÌ·ÙÔ˜ 1 (1p22-p32). Œ¯Ô˘Ó Â›ÛË˜ Ù·˘ÙÔÔÈËıÂ› Î·È ‰‡Ô ÌË ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÈÎ¿

„Â˘‰ÔÁÔÓ›‰È·, Ù· H-ras-2 Î·È K-ras-1. K·È Ù· ÙÚ›· ras ÁÔÓ›‰È· ¤¯Ô˘Ó ¤Ó· 5' ÌË

Îˆ‰ÈÎÔÔÈfi ÂÍÒÓÈÔ (ÂÍÒÓÈÔ -I ‹ Æ), Ù¤ÛÛÂÚ· Îˆ‰ÈÎÔÔÈ¿ ÂÍÒÓÈ· (I-IV) Î·È Ì›·

ÂÚÈÔ¯‹ ÔÏÏ·ÏÒÓ, ‰È·‰Ô¯ÈÎ¿ Â·Ó·Ï·Ì‚·ÓfiÌÂÓˆÓ ÌÂÙ·‚ÏËÙÒÓ ·ÏÏËÏÔ˘¯ÈÒÓ

(VTR) ÛÙÔ ÌË ÌÂÙ·ÁÚ·ÊfiÌÂÓÔ 3' ¿ÎÚÔ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ (EÈÎ. 2.1) (Ishii et al, 1985). T·

Ì‹ÎË ÙˆÓ ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯ˆÓ ÂÍˆÓ›ˆÓ Â›Ó·È ·ÚfiÌÔÈ·, ÂÓÒ Ù· Ì‹ÎË ÙˆÓ ÂÛˆÓ›ˆÓ

‰È·Ê¤ÚÔ˘Ó ·ÚÎÂÙ¿, ÌÂ ·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· Ù· Û˘ÓÔÏÈÎ¿ Ì‹ÎË ÙˆÓ ÙÚÈÒÓ ras ÁÔÓÈ‰›ˆÓ Ó·

Â›Ó·È ‰È·ÊÔÚÂÙÈÎ¿: ÙÔ K-ras  ¤¯ÂÈ Ì‹ÎÔ˜ ÂÚ›Ô˘ 50 Kb, ÙÔ H-ras  6.4 kb Î·È ÙÔ N-ras

10 Kb. TÔ K-ras Ê¤ÚÂÈ ‰‡Ô ÂÓ·ÏÏ·ÎÙÈÎ¿ Ù¤Ù·ÚÙ· ÂÍÒÓÈ·, Ù· 4A Î·È 4B, (K-ras A Î·È

K-ras B ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯·). OÈ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ Ô˘ Îˆ‰ÈÎÔÔÈÔ‡ÓÙ·È ·fi Ù· K-ras A, H-ras Î·È
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N-ras  ·ÔÙÂÏÔ‡ÓÙ·È ·fi 189 ·ÌÈÓÔÍ¤·, ÂÓÒ ÙÔ˘ K-ras B ·ÔÙÂÏÂ›Ù·È ·fi 188

·ÌÈÓÔÍ¤·, ‰ÈfiÙÈ ÙÔ 4B ÂÍÒÓÈÔ ¤¯ÂÈ ¤Ó· Îˆ‰ÈÎfiÓÈÔ ÏÈÁfiÙÂÚÔ.

I II III IV VTR

12 13 61

   5' 3'
- I

EÈÎfiÓ· 2.1: ™¯ËÌ·ÙÈÎ‹ ·ÚÔ˘Û›·ÛË ÙË˜ ‰ÔÌ‹˜ ÙˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ras. MÂ -I ÛËÌÂÈÒÓÂÙ·È ÙÔ ÌË

Îˆ‰ÈÎÔÔÈfi ÂÍÒÓÈÔ Î·È ÌÂ I ¤ˆ˜ IV Ù· Îˆ‰ÈÎÔÔÈ¿ ÂÍÒÓÈ·. ™ËÌÂÈÒÓÂÙ·È Â›ÛË˜ Ë ÂÚÈÔ¯‹ VTR ÛÙÔ

3' ¿ÎÚÔ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘, Î·ıÒ˜ Î·È Ù· Îˆ‰ÈÎfiÓÈ· 12, 13 Î·È 61, ÛÙ· ÔÔ›· ··ÓÙÒÓÙ·È Û˘¯ÓfiÙÂÚ·

ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÛÙÈ˜ ÓÂÔÏ·Û›Â˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘.

2.3 EÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙˆÓ ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ ras

EÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ras ÌÔÚÂ› Ó· ÂÈÙÂ˘¯ıÂ› Â›ÙÂ ·) ÌÂ ÛËÌÂÈ·Î¤˜

ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ (ÔÈÔÙÈÎ‹ ·ÏÏ·Á‹), Â›ÙÂ ‚) ÌÂ ˘ÂÚ¤ÎÊÚ·ÛË ÙÔ˘ ÚÔ˚fiÓÙÔ˜ ÙÔ˘

ÁÔÓÈ‰›Ô˘ (ÔÛÔÙÈÎ‹ ·ÏÏ·Á‹). E›ÛË˜, ¤¯ÂÈ ·Ó·ÊÂÚıÂ› ‰È·ÊÔÚÂÙÈÎfi ÚfiÙ˘Ô

ÌÂı˘Ï›ˆÛË˜ ÙˆÓ ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ ras  ÛÂ fiÁÎÔ˘˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ (Vechtenheim et al,

1994) Î·ıÒ˜ Î·È ÔÏ˘ÌÔÚÊÈÛÌfi˜ ÙˆÓ ·ÏÏËÏÔÌfiÚÊˆÓ ÙÔ˘ ras  (Krontiris et al,

1993).

2.3.1 EÓÂÚÁÔÔ›ËÛË Ì¤Ûˆ ÛËÌÂÈ·ÎÒÓ ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂˆÓ

OÈ ÂÓÂÚÁÔÔÈËÌ¤ÓÂ˜ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ Ras ¤¯Ô˘Ó Û˘Ó‹ıˆ˜ ·ÏÏ·Á¤˜ ÛÂ ·ÌÈÓÔÍ¤· Ô˘

Â›Ó·È ÛËÌ·ÓÙÈÎ¿ ÁÈ· ÙËÓ ÚfiÛ‰ÂÛË ÙˆÓ ÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ ÁÔ˘·Ó›ÓË˜. H ·ÏÏ·Á‹ ÙË˜

ÙÚÈÙÔÙ·ÁÔ‡˜ ‰ÔÌ‹˜ ÙË˜ ÚˆÙÂ˝ÓË˜ Î·ıÈÛÙ¿ ÚÔ‚ÏËÌ·ÙÈÎ‹ ÙËÓ ˘‰ÚfiÏ˘ÛË Î·È ÙËÓ

·ÓÙ·ÏÏ·Á‹ ÙÔ˘ ÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›Ô˘ ÁÔ˘·Ó›ÓË˜ ÌÂ ·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· Ë ÚˆÙÂ˝ÓË Ó· ‚Ú›ÛÎÂÙ·È

‰È·ÚÎÒ˜ ÛÙËÓ ÂÓÂÚÁfi ÙË˜ ÌÔÚÊ‹.
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OÈ ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÛÙ· ÁÔÓ›‰È· ras Ô˘ ¤¯Ô˘Ó ·Ú·ÙËÚËıÂ› ÛÙÔ˘˜ ‰È¿ÊÔÚÔ˘˜

Ù‡Ô˘˜ fiÁÎˆÓ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘, ·ÊÔÚÔ‡Ó Î˘Ú›ˆ˜ Ù· Îˆ‰ÈÎfiÓÈ· 12, 13 Î·È 61, Ù·

ÔÔ›· Îˆ‰ÈÎÔÔÈÔ‡Ó ·ÌÈÓÔÍ¤· Ô˘ ÛÙËÓ ÙÚÈÙÔÙ·Á‹ ‰ÔÌ‹ ÙË˜ ÚˆÙÂ˝ÓË˜

Â˘Ú›ÛÎÔÓÙ·È ÛÙËÓ ÂÚÈÔ¯‹ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙÔ˘ GTP. MÂ ÂÈÚ¿Ì·Ù· Î·ÙÂ˘ı˘ÓfiÌÂÓË˜

ÌÂÙ·ÏÏ·ÍÔÁ¤ÓÂÛË˜ ‚Ú¤ıËÎ·Ó Î·È ¿ÏÏ· Îˆ‰ÈÎfiÓÈ· (ÂÎÙfi˜ ÙˆÓ 12, 13 Î·È 61) ÙˆÓ

ÔÔ›ˆÓ Ë ÌÂÙ¿ÏÏ·ÍË Ô‰ËÁÂ› ÛÂ ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘, ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ fiÌˆ˜ ÛÂ

·˘Ù¿ ·Ú·ÙËÚÔ‡ÓÙ·È Û¿ÓÈ· ‹ Î·È Î·ıfiÏÔ˘ ÛÂ fiÁÎÔ˘˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘.

H ·Ó›¯ÓÂ˘ÛË ÙˆÓ ÛËÌÂÈ·ÎÒÓ ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂˆÓ ÂÈÙ˘Á¯¿ÓÂÙ·È ÌÂ ÌÂıfi‰Ô˘˜ ÌÔÚÈ·Î‹˜

‚ÈÔÏÔÁ›·˜, fiˆ˜ Â›Ó·È Ô ÂÎÏÂÎÙÈÎfi˜ ˘‚ÚÈ‰ÈÛÌfi˜ ÌÂ ÔÏÈÁÔ-ÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰ÈÎÔ‡˜

È¯ÓËı¤ÙÂ˜ Î·È Ë ¤„Ë ÌÂ RNAÛË A ÙˆÓ ÛËÌÂ›ˆÓ ·ÙÂÏÔ‡˜ ÔÌÔÏÔÁ›·˜

(¯ÚËÛÈÌÔÔÈÒÓÙ·˜ ¤Ó·Ó RNA È¯ÓËı¤ÙË). ¶ÚfiÛÊ·Ù·, Ë ·Ó›¯ÓÂ˘ÛË ÛËÌÂÈ·ÎÒÓ

ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂˆÓ ¤ÁÈÓÂ Â˘ÎÔÏfiÙÂÚË Î·È ÔÏ‡ ÈÔ Â˘·›ÛıËÙË, ÌÂ ÙË ‚Ô‹ıÂÈ· ÙË˜

·Ï˘ÛÈ‰ˆÙ‹˜ ·ÓÙ›‰Ú·ÛË˜ ÌÂ ÔÏ˘ÌÂÚ¿ÛË (PCR), ·ÎÔÏÔ˘ıÔ‡ÌÂÓË˜ Â›ÙÂ ·fi

·Ó¿Ï˘ÛË ·ÏÏËÏÔ˘¯›·˜ (sequencing), Â›ÙÂ ·fi ·Ó¿Ï˘ÛË ÔÏ˘ÌÔÚÊÈÛÌÔ‡ ÌÂÁ¤ıÔ˘˜

ÂÚÈÔÚÈÛÙÈÎÒÓ ıÚ·˘ÛÌ¿ÙˆÓ (RFLP), Â›ÙÂ ·fi ·Ó¿Ï˘ÛË ÔÏ˘ÌÔÚÊÈÛÌÔ‡

‰È·ÌfiÚÊˆÛË˜ ÌÔÓ‹˜ ¤ÏÈÎ·˜ (SSCP).

MÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÙˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ras ¤¯Ô˘Ó ·Ó·ÊÂÚıÂ› ÛÙÔ˘˜ ÂÚÈÛÛfiÙÂÚÔ˘˜ Ù‡Ô˘˜

ÓÂÔÏ·ÛÈÒÓ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘. H Û˘¯ÓfiÙËÙ· ÙˆÓ ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂˆÓ ÙˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ras

Î·ıÒ˜ Î·È ÙÔ Ì¤ÏÔ˜ ÙË˜ ÔÈÎÔÁ¤ÓÂÈ·˜ Ô˘ ‚Ú›ÛÎÂÙ·È ÂÓÂÚÁÔÔÈËÌ¤ÓÔ, ‰È·Ê¤ÚÂÈ

ÛËÌ·ÓÙÈÎ¿ ÌÂÙ·Í‡ ÙˆÓ ‰È·ÊfiÚˆÓ Ù‡ˆÓ Î·ÚÎ›ÓÔ˘. MÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÛÙÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ H-ras

··ÓÙÒÓÙ·È Û˘¯ÓfiÙÂÚ· ÛÂ fiÁÎÔ˘˜ ÙÔ˘ Ô˘ÚÔÔÈËÙÈÎÔ‡ Û˘ÛÙ‹Ì·ÙÔ˜, ÂÓÒ ÙÔ K-ras

Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È Û˘¯Ó¿ ÂÓÂÚÁÔÔÈËÌ¤ÓÔ ÛÂ Î·ÚÎÈÓÒÌ·Ù· ÙÔ˘ ·¯¤Ô˜ ÂÓÙ¤ÚÔ˘, ÙÔ˘

ÓÂ‡ÌÔÓ·, ÙÔ˘ ·ÁÎÚ¤·ÙÔ˜, ÙÔ˘ ÙÚ·¯‹ÏÔ˘ ÙË˜ Ì‹ÙÚ·˜ Î·È ÙÔ˘ ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘.

EÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ N-ras Ì¤Ûˆ ÛËÌÂÈ·Î‹˜ ÌÂÙ¿ÏÏ·ÍË˜, Ê·›ÓÂÙ·È Ó·

ÂÈÎÚ·ÙÂ› ÛÂ ÌÂÏ·ÓÒÌ·Ù· Î·È ÓÂÔÏ·Û›Â˜ ÙÔ˘ ·ÈÌÔÔÈËÙÈÎÔ‡ Û˘ÛÙ‹Ì·ÙÔ˜.

Y¿Ú¯Ô˘Ó ˆÛÙfiÛÔ Ù‡ÔÈ fiÁÎˆÓ Ô˘ ‰ÂÓ ·ÚÔ˘ÛÈ¿˙Ô˘Ó Û˘ÁÎÂÎÚÈÌ¤ÓË ÂÍÂÈ‰›ÎÂ˘ÛË

ˆ˜ ÚÔ˜ ÙÔ Ì¤ÏÔ˜ ÙË˜ ÔÈÎÔÁ¤ÓÂÈ·˜ ras Ô˘ Â›Ó·È ÂÓÂÚÁÔÔÈËÌ¤ÓÔ, fiˆ˜ Â›Ó·È Ô
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Î·ÚÎ›ÓÔ˜ ÙÔ˘ ı˘ÚÂÔÂÈ‰Ô‡˜ (Lemoine et al, 1989), ÂÓÒ ÛÂ ¿ÏÏÔ˘˜ Ù‡Ô˘˜, fiˆ˜

ÛÙÔÓ Î·ÚÎ›ÓÔ ÙÔ˘ Ì·ÛÙÔ‡ (Koffa et al, 1994), ‹ ÙÔ Ì˘ÂÏÔ‰˘ÛÏ·ÛÙÈÎfi Û‡Ó‰ÚÔÌÔ

(MDS-Paquette et al, 1993), ÔÈ ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÙˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ras Â›Ó·È Û¿ÓÈÂ˜. H

ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ‰È·ÊÔÚÂÙÈÎÔ‡ Ì¤ÏÔ˘˜ ÙË˜ ÔÈÎÔÁ¤ÓÂÈ·˜ ras Èı·Ó¿ ÔÊÂ›ÏÂÙ·È ÛÙËÓ

‡·ÚÍË ‰È·ÊÔÚÂÙÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ Î˘ÙÙ¿ÚÔ˘ ·fi ÙÔ ÔÔ›Ô ÚÔ¤Ú¯ÂÙ·È Î¿ıÂ Â›‰Ô˜ fiÁÎÔ˘,

ÂÓÒ Â›Ó·È Â›ÛË˜ Èı·Ófi, Ë ÛËÌÂÈ·Î‹ ÌÂÙ¿ÏÏ·ÍË ÂÓfi˜ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ras Ó· ÚÔ‰È·ı¤ÙÂÈ

ÙÔ Î‡ÙÙ·ÚÔ ÚÔ˜ ¤Ó· Û˘ÁÎÂÎÚÈÌ¤ÓÔ Ù‡Ô fiÁÎÔ˘.

H ‡·ÚÍË ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂˆÓ ÛÙ· ÁÔÓ›‰È· ras Ê·›ÓÂÙ·È Ó· Û¯ÂÙ›˙ÂÙ·È ÌÂ ÙÔ ÎÏÈÓÈÎfi

ÛÙ¿‰ÈÔ ÙÔ˘ fiÁÎÔ˘ (Stage), ÌÈ· Î·È ÛÂ ¤Ó· ÌÂÁ¿ÏÔ ·ÚÈıÌfi ÌÂÏÂÙÒÓ ¤¯ÂÈ ·Ó·ÊÂÚıÂ›

·˘ÍËÌ¤ÓË Û˘¯ÓfiÙËÙ· ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂˆÓ ÛÂ fiÁÎÔ˘˜ ÚÔ¯ˆÚËÌ¤ÓÔ˘ ÛÙ·‰›Ô˘. °È·

ÔÚÈÛÌ¤ÓÔ˘˜ Ù‡Ô˘˜ Î·ÚÎ›ÓÔ˘, fiˆ˜ ÙÔ˘ ·¯¤Ô˜ ÂÓÙ¤ÚÔ˘, ÔÈ ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ·˘Ù¤˜

ıÂˆÚÔ‡ÓÙ·È ÚÒ˚ÌÔ ÁÂÁÔÓfi˜, ÂÓÒ ÁÈ· ¿ÏÏÔ˘˜ Ù‡Ô˘˜, fiˆ˜ ·˘Ùfi˜ ÙÔ˘ ÓÂ‡ÌÔÓ·,

ıÂˆÚÔ‡ÓÙ·È fi„ÈÌÔ ÁÂÁÔÓfi˜ ÙË˜ Î·ÚÎÈÓÔÁ¤ÓÂÛË˜ (Sugio et al, 1994).

AÎfiÌË, Ë ·ÚÔ˘Û›· ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂˆÓ ÙˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ras ¤¯ÂÈ Û˘Û¯ÂÙÈÛıÂ› Î·È ÌÂ ÙËÓ

ÚfiÁÓˆÛË Î·È ÂÍ¤ÏÈÍË ÙË˜ ÓfiÛÔ˘. MÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ N-ras ÛÂ ·ÛıÂÓÂ›˜ ÌÂ

Ì˘ÂÏÔ‰˘ÛÏ·ÛÙÈÎfi Û‡Ó‰ÚÔÌÔ Û˘Ó‰¤ÔÓÙ·È ÌÂ ·˘ÍËÌ¤ÓË Èı·ÓfiÙËÙ· ˘ÔÙÚÔ‹˜ ÛÂ

ÔÍÂ›· ÏÂÌÊÔÎ˘ÙÙ·ÚÈÎ‹ ÏÂ˘¯·ÈÌ›· (AML) Î·ıÒ˜ Î·È ÌÂ ÌÈÎÚfiÙÂÚÔ ¯ÚfiÓÔ ÂÈ‚›ˆÛË˜

(Paquette et al, 1993). AÎfiÌË, ÛÂ ·ÛıÂÓÂ›˜ ÌÂ AML, ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÛÙ· Îˆ‰ÈÎfiÓÈ· 12

Î·È 13 ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ N-ras ¤¯Ô˘Ó Û˘Û¯ÂÙÈÛıÂ› ÌÂ "‚·Ú‡ÙÂÚË" ÎÏÈÓÈÎ‹ ÂÈÎfiÓ· Î·È

ÌÂÁ·Ï‡ÙÂÚË Èı·ÓfiÙËÙ· ˘ÔÙÚÔ‹˜. EÈÏ¤ÔÓ, ÛÂ Î·ÚÎ›ÓÔ˘˜ ÙË˜ Ô˘ÚÔ‰fi¯Ô˘

Î‡ÛÙÂˆ˜, ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÛÙÔ Îˆ‰ÈÎfiÓÈÔ 12 ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras ¤¯Ô˘Ó Û˘Û¯ÂÙÈÛıÂ› ÌÂ

·˘ÍËÌ¤ÓË Èı·ÓfiÙËÙ· ˘ÔÙÚÔ‹˜. T¤ÏÔ˜, ÛÂ fi,ÙÈ ·ÊÔÚ¿ ÙÔ˘˜ Î·ÚÎ›ÓÔ˘˜ ÙÔ˘

ÓÂ‡ÌÔÓ·, (Sugio et al, 1992) ÙÔ˘ ·ÁÎÚ¤·ÙÔ˜ (Kondo et al, 1994) Î·È ÙÔ˘

ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘ (Mizuuchi et al, 1992), ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÛÙÔ Îˆ‰ÈÎfiÓÈÔ 12 ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ K-

ras  Û¯ÂÙ›˙ÔÓÙ·È ÌÂ Î·Î‹ ÚfiÁÓˆÛË. øÛÙfiÛÔ, ·ÚÎÂÙ¤˜ ÌÂÏ¤ÙÂ˜ ··ÈÙÔ‡ÓÙ·È ·ÎfiÌË

ÁÈ· ÙË Û˘Û¯¤ÙÈÛË ÙˆÓ ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂˆÓ ÌÂ ÙËÓ ÔÚÂ›· ÙË˜ ÓfiÛÔ˘, ÒÛÙÂ Ó· ÌÔÚ¤ÛÔ˘Ó

·˘Ù¤˜ Ó· ¯ÚËÛÈÌÔÔÈËıÔ‡Ó ÌÂÏÏÔÓÙÈÎ¿ ˆ˜ ‰Â›ÎÙÂ˜ ÚfiÁÓˆÛË˜ Î·È ‰È¿ÁÓˆÛË˜.
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2.3.2 EÓÂÚÁÔÔ›ËÛË Ì¤Ûˆ ˘ÂÚ¤ÎÊÚ·ÛË˜

O ‰Â‡ÙÂÚÔ˜ ÙÚfiÔ˜ ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË˜ ÙˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ras Â›Ó·È Ë ˘ÂÚ·Ú·ÁˆÁ‹ ÙÔ˘

ÚˆÙÂ˚ÓÈÎÔ‡ ÚÔ˚fiÓÙÔ˜ ÙÔ˘˜, Ë ÔÔ›· ÌÔÚÂ› Ó· ÔÊÂ›ÏÂÙ·È Â›ÙÂ ÛÂ ÁÔÓÈ‰È·Î‹

Â¤ÎÙ·ÛË, ÔfiÙÂ ÙÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È ÛÂ ÔÏÏ·Ï¿ ·ÓÙ›ÁÚ·Ê· ÛÙÔ Î‡ÙÙ·ÚÔ, Â›ÙÂ

ÛÂ ·ÒÏÂÈ· ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ‹˜ Ú‡ıÌÈÛË˜, Ô˘ ÌÔÚÂ› Ó· Â›Ó·È Û˘Ó¤ÂÈ·

ÌÂÙ·ÙfiÈÛË˜ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘, ÂÓÛˆÌ¿ÙˆÛË˜ È˚ÎÒÓ ·ÏÏËÏÔ˘¯ÈÒÓ ÛÙË Ú˘ıÌÈÛÙÈÎ‹

ÂÚÈÔ¯‹ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ‹ ˘ÂÚ¤ÎÊÚ·ÛË˜ Î¿ÔÈÔ˘ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎÔ‡ ·Ú¿ÁÔÓÙ· ÙË˜

ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜.

H ˘ÂÚ¤ÎÊÚ·ÛË ÌÔÚÂ› Ó· ·ÓÈ¯ÓÂ˘ıÂ› ÛÂ Â›Â‰Ô mRNA, ÌÂ ·Ó¿Ï˘ÛË Î·Ù¿

Northern ‹ ÌÂ Û˘Ó‰˘·ÛÌfi ·ÓÙ›ÛÙÚÔÊË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ Î·È PCR (RT-PCR) (Kotsinas

et al, 1994), Î·ıÒ˜ Î·È ÛÂ Â›Â‰Ô ÚˆÙÂ˝ÓË˜, ÌÂ ·Ó¿Ï˘ÛË Î·Ù¿ Western ‹ ÌÂ

·ÓÔÛÔ˚ÛÙÔ¯ËÌÈÎ¤˜ ÌÂıfi‰Ô˘˜.

E›Â‰· ÙË˜ p21 ˘„ËÏfiÙÂÚ· ÙÔ˘ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÔ‡ Ê·›ÓÂÙ·È Ó· Û˘Û¯ÂÙ›˙ÔÓÙ·È ÌÂ

ÙËÓ Î·ÚÎÈÓÈÎ‹ ÂÍ·ÏÏ·Á‹. MÂÏ¤ÙÂ˜ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ ÛÂ Î·ÏÏÈ¤ÚÁÂÈ· (ÈÓÔ‚Ï¿ÛÙÂ˜

ÙÚˆÎÙÈÎÒÓ) ¤‰ÂÈÍ·Ó fiÙÈ ÂÈÛ·ÁˆÁ‹ ÛÂ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎ¿ Î‡ÙÙ·Ú· ÙÔ˘ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÔ˘

T24 ·ÏÏËÏÔÌfiÚÊÔ˘ ÙÔ˘ H-ras, ÌÔÚÂ› Ó· ÚÔÎ·Ï¤ÛÂÈ ·ı·Ó·ÙÔÔ›ËÛË ÙˆÓ

Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ, ÂÓÒ Â¿Ó ÙÔ T24 ÌÂÙ·ÊÂÚıÂ› ÛÂ Û˘Ó‰˘·ÛÌfi ÌÂ ÂÓÈÛ¯˘Ù¤˜ ÙË˜

ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ ‹ ÌÂ Î¿ÔÈÔ ÔÚÌÔÓÈÎ¿ Â·ÁÒÌÂÓÔ Û‡ÛÙËÌ· ·ÚÔ˘Û›· ÔÚÌfiÓË˜,

ÚÔÎ·ÏÂ› Ï‹ÚË ÌÂÙ·ÏÏ·Á‹ ÙˆÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ ÛÂ Î·ÚÎÈÓÈÎ¿ (Spandidos and Wilkie,

1984, Spandidos, 1986, Egan et al, 1987). EÈÏ¤ÔÓ, Î·È ÙÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ras

ÁÔÓ›‰ÈÔ, fiÙ·Ó ÂÈÛ·¯ıÂ› ÛÂ ÈÓÔ‚Ï¿ÛÙÂ˜ ÌÂ ÙË ‚Ô‹ıÂÈ· Ô¯ËÌ¿ÙˆÓ (vectors) Ô˘

ÂÍ·ÛÊ·Ï›˙Ô˘Ó ÙËÓ ˘„ËÏ‹ ¤ÎÊÚ·Û‹ ÙÔ˘, ÌÔÚÂ› Ó· ÚÔÎ·Ï¤ÛÂÈ ·ı·Ó·ÙÔÔ›ËÛË ÙˆÓ

Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ (Spandidos and Wilkie, 1984), ÂÓÒ ÛÂ ÌÈÎÚfiÙÂÚ· ÔÛ¿ ·ÔÎ·ıÈÛÙ¿ ÙÔÓ

Î·ÚÎÈÓÈÎfi Ê·ÈÓfiÙ˘Ô Ô˘ Â¿ÁÂÙ·È ·fi ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤Ó· ras ÁÔÓ›‰È·, ‰ÚÒÓÙ·˜ Û·Ó

ÔÁÎÔÎ·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎfi ÁÔÓ›‰ÈÔ (Spandidos et al, 1990). AÎfiÌË, ˘ÂÚ¤ÎÊÚ·ÛË ÙÔ˘ H-ras
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¤¯ÂÈ Û¯ÂÙÈÛıÂ› Î·È ÌÂ ÙËÓ ÈÎ·ÓfiÙËÙ· Î·ÚÎÈÓÈÎÒÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ ÁÈ· ÌÂÙ¿ÛÙ·ÛË (Egan et

al, 1987).

MÂÏ¤ÙÂ˜ ÛÂ fiÁÎÔ˘˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘, ÛÂ Â›Â‰Ô RNA ‹ ÚˆÙÂ›ÓË˜, ‰ÂÈÎÓ‡Ô˘Ó

·˘ÍËÌ¤Ó· Â›Â‰· ¤ÎÊÚ·ÛË˜ ÙˆÓ ras ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ÛÂ ÌÈ· ÔÈÎÈÏ›· Î·ÚÎÈÓÈÎÒÓ ÈÛÙÒÓ, ÛÂ

Û¯¤ÛË ÌÂ ÙÔ˘˜ ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯Ô˘˜ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÔ‡˜. Œ¯ÂÈ ‰ÂÈ¯ıÂ› ˘ÂÚ·Ú·ÁˆÁ‹ ÙË˜ p21

ÛÙÔ˘˜ Û¿ÓÈÔ˘˜ fiÁÎÔ˘˜ ÙÔ˘ ÏÂÙÔ‡ ÂÓÙ¤ÚÔ˘ ÛÂ ÔÛÔÛÙfi 85% (Spandidos et al,

1993), ÛÂ Ë·ÙÔÎ˘ÙÙ·ÚÈÎ¿ Î·ÚÎÈÓÒÌ·Ù· ÛÂ ÔÛÔÛÙfi 60% (Tiniakos et al, 1989), ÛÂ

Á·ÛÙÚÈÎ¿ Î·ÚÎÈÓÒÌ·Ù· (Bos et al, 1986) Î·È ÛÂ fiÁÎÔ˘˜ ÙÔ˘ Ì·ÛÙÔ‡ (Spandidos and

Agnantis, 1984). AÎfiÌË, ˘ÂÚ¤ÎÊÚ·ÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ K-ras  ¤¯ÂÈ ·Ó·ÊÂÚıÂ› ÛÂ

˘„ËÏfi ÔÛÔÛÙfi ÌË-ÌÈÎÚÔÎ˘ÙÙ·ÚÈÎÔ‡ Î·ÚÎÈÓÒÌ·ÙÔ˜ ÙÔ˘ ÓÂ‡ÌÔÓ· (Lorenz et al,

1994) Î·È ˘ÂÚ¤ÎÊÚ·ÛË ÙÔ˘ H-ras ·Ú·ÙËÚ‹ıËÎÂ ÛÂ fiÁÎÔ˘˜ ÙË˜ ÎÂÊ·Ï‹˜ Î·È ÙÔ˘

ÙÚ·¯‹ÏÔ˘ (Sheng et al, 1990). H ˘ÂÚ·Ú·ÁˆÁ‹ ÙË˜ p21 ¤¯ÂÈ Û˘Û¯ÂÙÈÛıÂ› ÌÂ

‰È¿ÊÔÚÂ˜ ÎÏÈÓÈÎÔ·ıÔÏÔÁÈÎ¤˜ ·Ú·Ì¤ÙÚÔ˘˜, ˆÛÙfiÛÔ ÂÚÈÛÛfiÙÂÚË ÌÂÏ¤ÙË

··ÈÙÂ›Ù·È ÁÈ· ÙËÓ ÂÍ·ÁˆÁ‹ ·Ó·ÌÊÈÛ‚‹ÙËÙˆÓ Û˘ÌÂÚ·ÛÌ¿ÙˆÓ.

T· ÁÔÓ›‰È· ras ÌÔÚÔ‡Ó Ó· ‰Ú¿ÛÔ˘Ó Û˘ÓÂÚÁÈÛÙÈÎ¿ Î·Ù¿ ÙËÓ ÔÏ˘ÛÙ·‰È·Î‹

‰È·‰ÈÎ·Û›· ÙË˜ Î·ÚÎÈÓÔÁ¤ÓÂÛË˜ ÌÂ ¿ÏÏ· ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓ›‰È·, fiˆ˜ ÙÔ myc

(Spandidos and Lang, 1989), ÌÂ ÚÔÈfiÓÙ· ÈÒÓ, ÁÈ· ·Ú¿‰ÂÈÁÌ· ÌÂ ÙÔ ·ÓÙÈÁfiÓÔ E1A

ÙÔ˘ ·‰ÂÓÔ˚Ô‡ (Marshall et al, 1991, Lin et al, 1995), ÌÂ ÔÚÌfiÓÂ˜ Î·È ÌÂ

ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤Ó· ÚÔÈfiÓÙ· ÔÁÎÔ-Î·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎÒÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ. Œ¯ÂÈ ‰ÂÈ¯ıÂ› Û˘ÓÂÚÁ·Û›·

ÙÔ˘ T24 H-ras ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘ ÌÂ Ù· ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰‹ ÛÙÔ ÌÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛÌfi

Î˘ÙÙ·ÚÈÎÒÓ ÛÂÈÚÒÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ Ì·ÛÙÔ‡ (Marshall et al, 1991), Î·ıÒ˜ Î·È ÙˆÓ

ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓˆÓ H-ras Î·È K-ras ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ÌÂ Ù· ÔÈÛÙÚÔÁfiÓ·, ÛÙËÓ ·Ó¿Ù˘ÍË fiÁÎˆÓ

ÙÔ˘ Ì·ÛÙÔ‡ ÛÙÔ˘˜ ·ÚÔ˘Ú·›Ô˘˜ (Kumar et al, 1990). EÈÏ¤ÔÓ, ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜

ÌÔÚÊ¤˜ ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ p53 Û˘ÓÂÚÁ¿˙ÔÓÙ·È ÌÂ ÙÔ ras ÛÙÔÓ Î˘ÙÙ·ÚÈÎfi

ÌÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛÌfi (Hinds et al, 1989, 1990).

H Ù·˘ÙÔÔ›ËÛË ÙˆÓ ÛËÌ·ÓÙÈÎfiÙÂÚˆÓ ·Ú·ÁfiÓÙˆÓ Ô˘ Û˘ÌÌÂÙ¤¯Ô˘Ó ÛÙÈ˜ Ô‰Ô‡˜

ÌÂÙ·ÁˆÁ‹˜ Û‹Ì·ÙÔ˜ ÙÔ˘ ras ,Èı·Ó¿ ¤¯ÂÈ ÛËÌ·ÓÙÈÎ‹ ÂÊ·ÚÌÔÁ‹ ÛÙË ‰È¿ÁÓˆÛË Î·È
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ıÂÚ·Â›· ÙÔ˘ Î·ÚÎ›ÓÔ˘. ™˘ÓıÂÙÈÎ¿ ÂÙÈ‰ÈÎ¿ ·Ú¿ÁˆÁ· (ÂÙÈ‰ÔÌÈÌËÙÈÎ¿) Â›Ó·È

‰˘Ó·ÙfiÓ Ó· ÌÏÔÎ¿ÚÔ˘Ó ÛËÌ·ÓÙÈÎ¤˜ ·ÏÏËÏÂÈ‰Ú¿ÛÂÈ˜ ÌÂÙ·Í‡ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ ÙË˜

Ô‰Ô‡ ÌÂÙ·ÁˆÁ‹˜ ÙÔ˘ ras, ÔÈ ÔÔ›Â˜ Ô‰ËÁÔ‡Ó ÛÂ ÌË Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎ‹ ·Ó¿Ù˘ÍË Î·È

Û˘ÌÂÚÈÊÔÚ¿. H ÚfiÛÊ·ÙË ¤Ó‰ÂÈÍË fiÙÈ Ù· Û˘ÓıÂÙÈÎ¿ ·Ú¿ÁˆÁ· Ô˘ ÌÈÌÔ‡ÓÙ·È ÙÔ

Ras C-ÙÂÏÈÎfi CAAX ÌÔÙ›‚Ô, Â›Ó·È Î·Ù·ÛÙÔÏÂ›˜ ÙˆÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ Ô˘ ¤¯Ô˘Ó

ÌÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛıÂ› ·fi ÙÔ ras, ‰ËÌÈÔ˘ÚÁÂ› ÂÏ›‰Â˜ ÁÈ· Ì›· Ù¤ÙÔÈ· ÚÔÛ¤ÁÁÈÛË

(Brugge, 1993).

2.4 P‡ıÌÈÛË ÙË˜ ¤ÎÊÚ·ÛË˜ ÙÔ˘ c-H-ras ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘

MÂ ‰Â‰ÔÌ¤ÓÔ ÙÔ ÚfiÏÔ ÙˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ras ÛÙË ‰È·‚›‚·ÛË ÂÓ‰ÔÎ˘ÙÙ·ÚÈÎÒÓ

ÌËÓ˘Ì¿ÙˆÓ Î¿Ùˆ ·fi Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎ¤˜ Û˘Óı‹ÎÂ˜ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹˜ ·‡ÍËÛË˜, Î·ıÒ˜ Î·È ÙËÓ

ÂÌÏÔÎ‹ ·˘ÙÒÓ, Ì¤Ûˆ ÌË ÔÌ·ÏÒÓ ÂÈ¤‰ˆÓ ¤ÎÊÚ·ÛË˜, ÛÂ ÔÏÏ¿ Â›‰Ë ÓÂÔÏ·ÛÈÒÓ

ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘, Á›ÓÂÙ·È ·ÓÙÈÏËÙ‹ Ë ÛÔ˘‰·ÈfiÙËÙ· ÙË˜ ÌÂÏ¤ÙË˜ ÙË˜ Ú‡ıÌÈÛË˜ ÙË˜

¤ÎÊÚ·Û‹˜ ÙÔ˘˜. ™ÙË Û˘Ó¤¯ÂÈ· ı· ·Ó·ÊÂÚıÔ‡ÌÂ ÛÙË ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ‹ Ú‡ıÌÈÛË ÙÔ˘ H-

ras, ÙÔ ÔÔ›Ô Â›Ó·È ÙÔ Î·Ï‡ÙÂÚ· ÌÂÏÂÙËÌ¤ÓÔ Ì¤ÏÔ˜ ÙË˜ ÔÈÎÔÁ¤ÓÂÈ·˜. ø˜ fiÚÈ· ÙÔ˘ H-

ras ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ¤¯Ô˘Ó ÔÚÈÛıÂ› ·˘Ù¿ ÙÔ˘ BamHI ÙÌ‹Ì·ÙÔ˜, ÙÔ ÔÔ›Ô ·ÓÈ¯ÓÂ‡ıËÎÂ Î·Ù¿

ÙËÓ ˘‚ÚÈ‰ÔÔ›ËÛË Î·Ù¿ Southern ÙÔ˘ DNA ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰ÈÒÌ·ÙÔ˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ ÌÂ

ÙÔÓ È¯ÓËı¤ÙË v-H-ras  (1-6460) Î·È Ë ·Ú›ıÌËÛË ·Ú¯›˙ÂÈ ·fi ÙÔ BamHI ¿ÎÚÔ (Capon

et al, 1983).

2.4.1 P‡ıÌÈÛË ·fi ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ Ô˘ ÔÌÔÈ¿˙Ô˘Ó ÌÂ ˘ÔÎÈÓËÙ‹ (promoter-like

sequences)

OÈ ‚ÈÔ¯ËÌÈÎÔ› ÌË¯·ÓÈÛÌÔ› ÌÂ ÙÔ˘˜ ÔÔ›Ô˘˜ Ë RNA ÔÏ˘ÌÂÚ¿ÛË II ÍÂÎÈÓ¿ ÙË

ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹ ÂÓfi˜ Â˘Î·Ú˘ˆÙÈÎÔ‡ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ‰ÂÓ ¤¯Ô˘Ó ·ÎfiÌË ·ÔÛ·ÊËÓÈÛÙÂ› ÂÓÙÂÏÒ˜

(Alberts et al, 1989- Lewin, 1990- Watson et al, 1989). OÈ DNA ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ Î·È ÔÈ

˘ÚËÓÈÎÔ› ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ Ô˘ ··ÈÙÔ‡ÓÙ·È ÁÈ· ÙÔ Û¯ËÌ·ÙÈÛÌfi ÙÔ˘ Û˘ÌÏfiÎÔ˘
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¤Ó·ÚÍË˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ ¤¯Ô˘Ó Î·ıÔÚÈÛıÂ› ÌÂ Î¿ÔÈÂ˜ ÏÂÙÔÌ¤ÚÂÈÂ˜ ÌfiÓÔ ÁÈ· ÌÈ·

Î·ÙËÁÔÚ›· ÁÔÓÈ‰›ˆÓ Ô˘ Îˆ‰ÈÎÔÔÈÔ‡Ó ÚˆÙÂ›ÓÂ˜, ·˘Ù‹ ÙˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ Ô˘

ÂÚÈ¤¯Ô˘Ó ÛÙÔÈ¯Â›Ô TATA (TATA box). °ÂÓÈÎ¿, Ô ·ÏÔ‡ÛÙÂÚÔ˜ ˘ÔÎÈÓËÙ‹˜

ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ ¤Ó· ÛÙÔÈ¯Â›Ô TATA Î·È ¤Ó· ÛËÌÂ›Ô ¤Ó·ÚÍË˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜

(transcription start site), ‹ ÌfiÓÔ ¤Ó· TATA ÛÙÔÈ¯Â›Ô (Breathanch et al, 1981). H

ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹ ·Ú¯›˙ÂÈ ÂÚ›Ô˘ 30 ˙Â‡ÁË ‚¿ÛÂˆÓ "‰ÂÍÈ¿" (downstream) ÙÔ˘ ÛÙÔÈ¯Â›Ô˘

TATA ÛÙÔ˘˜ ·ÓÒÙÂÚÔ˘˜ Â˘Î·Ú˘ˆÙÈÎÔ‡˜ ÔÚÁ·ÓÈÛÌÔ‡˜, ÂÓÒ ÛÙÔ˘˜ Ì‡ÎËÙÂ˜ ‰ÂÓ

˘¿Ú¯ÂÈ Ù¤ÙÔÈ· Î·ıÔÚÈÛÌ¤ÓË ·fiÛÙ·ÛË. E›Ó·È ÁÓˆÛÙfi fiÙÈ ÛÙÔ ÛÙÔÈ¯Â›Ô TATA

ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È Ë ÚˆÙÂ›ÓË TFIID (transcription factor IID), Ô˘ Â›Ó·È ÁÂÓÈÎfi˜

·Ú¿ÁÔÓÙ·˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ (Dynan et al, 1985). EÈ‰ÈÎ‹ ÌÂÙ·ÏÏ·ÍÔÁ¤ÓÂÛË ÙË˜ TATA

·ÏÏËÏÔ˘¯›·˜ Û˘ÓÂ¿ÁÂÙ·È ÌÂ›ˆÛË ÙË˜ Û˘¯ÓfiÙËÙ·˜ ¤Ó·ÚÍË˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ Î·È

Û˘¯Ó¿ ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ·˘Ù‹˜ ·fi ÂÙÂÚÔÁÂÓÂ›˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜. OÈ ÂÚÈ‚¿ÏÏÔ˘ÛÂ˜ ÙÔ

ÛËÌÂ›Ô ¤Ó·ÚÍË˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ Û¯ËÌ·Ù›˙Ô˘Ó Ì›· ·ÛıÂÓ‹

Û˘Ó·ÈÓÂÙÈÎ‹ ·ÏÏËÏÔ˘¯›· 5'-PyPyCAPyPyPyPyPy-3' (Py: ¶˘ÚÈÌÈ‰›ÓË), ÌÂ ÙË

ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹ Ó· ·Ú¯›˙ÂÈ ÛÙËÓ A‰ÂÓ›ÓË (Corden et al, 1980). øÛÙfiÛÔ, ÙfiÛÔ ÛÂ ˙‡ÌÂ˜

fiÛÔ Î·È ÛÂ ÁÔÓ›‰È· ·ÓÒÙÂÚˆÓ Â˘Î·Ú˘ˆÙÈÎÒÓ ÔÚÁ·ÓÈÛÌÒÓ, Ë ·ÏÏËÏÔ˘¯›· ÙÔ˘

ÛËÌÂ›Ô˘ ¤Ó·ÚÍË˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ ‰ÂÓ Â›Ó·È ÛËÌ·ÓÙÈÎ‹ ÁÈ· ÙËÓ ¤ÎÊÚ·ÛË ÙÔ˘

ÁÔÓÈ‰›Ô˘ (Myers et al, 1986). EÈÚÔÛı¤Ùˆ˜, ÛÂ ÔÛÔÛÙfi 15-20% ÙˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ Ô˘

¤¯Ô˘Ó ÂÍÂÙ·ÛıÂ›, ¤¯Ô˘Ó ‚ÚÂıÂ› ‰‡Ô ·ÎfiÌË ÂÚÈÔ¯¤˜ ÔÌÔÏÔÁ›·˜ Ô˘ ·ÔÙÂÏÔ‡Ó

ı¤ÛÂÈ˜ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÚˆÙÂÈÓÒÓ ( Von Hippel et al, 1984). T· ÁÔÓ›‰È· ·˘Ù¿ ¤¯Ô˘Ó ÛÙË

ı¤ÛË -75 ˆ˜ ÚÔ˜ ÙÔ ÛËÌÂ›Ô ¤Ó·ÚÍË˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ ÙËÓ Û˘Ó·ÈÓÂÙÈÎ‹ ·ÏÏËÏÔ˘¯›·

GG(T/C)CAATCT, Ë ÔÔ›· Â›Ó·È ÁÓˆÛÙ‹ Û·Ó ÛÙÔÈ¯Â›Ô CAAT (CAAT box) Î·È ·ÔÙÂÏÂ›

ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÂÈ‰ÈÎÒÓ ·Ú·ÁfiÓÙˆÓ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜. AÎfiÌË, ÛÙË ı¤ÛË -100 ˆ˜

ÚÔ˜ ÙÔ ÛËÌÂ›Ô ¤Ó·ÚÍË˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜, ˘¿Ú¯ÂÈ Ë Û˘Ó·ÈÓÂÙÈÎ‹ ·ÏÏËÏÔ˘¯›·

GGGCGG, Ë ÔÔ›· Û˘ÓÈÛÙ¿ ÙÔ ÛÙÔÈ¯Â›Ô GC (GC box) Î·È ·ÔÙÂÏÂ› ı¤ÛË ÚfiÛ‰ÂÛË˜

ÙË˜ Sp1 ÚˆÙÂ›ÓË˜ (Stimulatory protein 1-Kadonaga et al, 1986).
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Y¿Ú¯ÂÈ fiÌˆ˜ Î·È ÌÈ· ¿ÏÏË Î·ÙËÁÔÚ›· ÁÔÓÈ‰›ˆÓ Ô˘ Îˆ‰ÈÎÔÔÈÔ‡Ó ÚˆÙÂ›ÓÂ˜,

·˘Ù‹ ÙˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ Ô˘ ‰ÂÓ ÂÚÈ¤¯Ô˘Ó ÛÙÔÈ¯Â›Ô TATA. OÈ ˘ÔÎÈÓËÙ¤˜ ÙˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ

·˘ÙÒÓ ‰È·ÎÚ›ÓÔÓÙ·È ÛÂ ‰‡Ô Î·ÙËÁÔÚ›Â˜, ÛÂ ·˘ÙÔ‡˜ Ô˘ Â›Ó·È ÏÔ‡ÛÈÔÈ ÛÂ ‚¿ÛÂÈ˜

°Ô˘·Ó›ÓË˜ Î·È K˘ÙÔÛ›ÓË˜ (GC rich) Î·È ÛÂ ·˘ÙÔ‡˜ Ô˘ ‰ÂÓ ¤¯Ô˘Ó ÛÙÔÈ¯Â›Ô TATA Î·È

‰ÂÓ Â›Ó·È GC ÏÔ‡ÛÈÔÈ. ™ÙÔ˘˜ ‰Â‡ÙÂÚÔ˘˜ ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÔÓÙ·È ˘ÔÎÈÓËÙ¤˜ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ

Ô˘ ÂÓÂÚÁÔÔÈÔ‡ÓÙ·È ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ¿ ÛÂ Û˘ÁÎÂÎÚÈÌ¤Ó· ÛÙ¿‰È· ‰È·ÊÔÚÔÔ›ËÛË˜ ÙÔ˘

Î˘ÙÙ¿ÚÔ˘ Î·È ¯·Ú·ÎÙËÚ›˙ÔÓÙ·È ·fi ¤Ó· ‹ Ï›Á· ÛËÌÂ›· ¤Ó·ÚÍË˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜,

‰È·ÙÂÙ·ÁÌ¤Ó· ÎÔÓÙ¿ ÙÔ ¤Ó· ÌÂ ÙÔ ¿ÏÏÔ. ™Â ·˘Ù‹ ÙËÓ Î·ÙËÁÔÚ›· ·Ó‹ÎÔ˘Ó ÁÈ·

·Ú¿‰ÂÈÁÌ· Ù· ÔÌÔÈÔÙÈÎ¿ ÁÔÓ›‰È· ÙË˜ ¢ÚÔÛfiÊÈÏ·˜ (ultrabithorax, antennapedia,

engrailed), Ù· ÔÔ›· ÂÎÊÚ¿˙ÔÓÙ·È Î·Ù¿ ÙË ‰È·ÊÔÚÔÔ›ËÛË ÙÔ˘ ·ÓÔÛÔÔÈËÙÈÎÔ‡

Û˘ÛÙ‹Ì·ÙÔ˜ ÙˆÓ ıËÏ·ÛÙÈÎÒÓ, Î·ıÒ˜ Î·È ÙÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ ÙË˜ ‰ÂÔÍ˘ÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰ÈÎ‹˜

ÙÚ·ÓÛÊÂÚ¿ÛË˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ (Smale and Baltimore, 1989).

™Â fi,ÙÈ ·ÊÔÚ¿ ÙÔ˘˜ GC ÏÔ‡ÛÈÔ˘˜ ˘ÔÎÈÓËÙ¤˜, ·˘ÙÔ› ··ÓÙÒÓÙ·È ÚˆÙ·Ú¯ÈÎ¿ ÛÂ

ÁÔÓ›‰È· Ô˘ ÂÎÊÚ¿˙ÔÓÙ·È Û˘ÓÂ¯Ò˜, ÛÂ fiÏÔ˘˜ ÙÔ˘˜ ÈÛÙÔ‡˜ Î·È ‰›ÓÔ˘Ó ÛÙ·ıÂÚ‹

ÔÛfiÙËÙ· ÌÂÙ¿ÁÚ·ÊÔ˘, Ù· ÏÂÁfiÌÂÓ· ‰È·ÙËÚËÙ¤· (housekeeping) ÁÔÓ›‰È·, Ù·

ÚˆÙÂÈÓÈÎ¿ ÚÔÈfiÓÙ· ÙˆÓ ÔÔ›ˆÓ Â›Ó·È Û˘ÓÂ¯Ò˜ ··Ú·›ÙËÙ· ÛÂ Û˘ÁÎÂÎÚÈÌ¤ÓÂ˜

ÔÛfiÙËÙÂ˜ ÁÈ· ÙËÓ ÔÌ·Ï‹ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹ ÏÂÈÙÔ˘ÚÁ›· (Sehgal et al, 1988). EÈÏ¤ÔÓ, ÔÈ

GC ÏÔ‡ÛÈÔÈ ˘ÔÎÈÓËÙ¤˜ ¤¯Ô˘Ó ·ÚÎÂÙ¿ ÛËÌÂ›· ¤Ó·ÚÍË˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜,

‰È·ÛÎÔÚÈÛÌ¤Ó· ÛÂ Û¯ÂÙÈÎ¿ ÌÂÁ¿ÏË ¤ÎÙ·ÛË, Î·È ·ÚÎÂÙ¤˜ Èı·Ó¤˜ ı¤ÛÂÈ˜ ÚfiÛ‰ÂÛË˜

ÙÔ˘ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÔ‡ ·Ú¿ÁÔÓÙ· Sp1. TÔ ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓ›‰ÈÔ H-ras Ô˘ ·ÔÙÂÏÂ› ÙÔ

·ÓÙÈÎÂ›ÌÂÓÔ ÙË˜ ·ÚÔ‡Û·˜ ÌÂÏ¤ÙË˜, ·Ó‹ÎÂÈ ÛÙËÓ Î·ÙËÁÔÚ›· ÙˆÓ housekeeping

ÁÔÓÈ‰›ˆÓ Î·È Ô ˘ÔÎÈÓËÙ‹˜ ÙÔ˘ ¤¯ÂÈ fiÏ· Ù· ¯·Ú·ÎÙËÚÈÛÙÈÎ¿ ÙˆÓ Ù˘ÈÎÒÓ GC

ÏÔ‡ÛÈˆÓ ˘ÔÎÈÓËÙÒÓ Ô˘ ÚÔ·Ó·Ê¤Ú·ÌÂ (Ishii et al, 1985).

Œ¯Ô˘Ó Á›ÓÂÈ ÔÏÏ¤˜ ·fiÂÈÚÂ˜ Ó· Î·ıÔÚÈÛıÔ‡Ó ÛÙÔÈ¯Â›· Ú˘ıÌÈÛÙÈÎ¿ ÙË˜

ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ ÙÔ˘ ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ Î·È ¤¯Ô˘Ó

¯ÚËÛÈÌÔÔÈËıÂ› ÙÂ¯ÓÈÎ¤˜ ‰ËÌÈÔ˘ÚÁ›·˜ ÙÌËÌ¿ÙˆÓ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ Ô˘ Ê¤ÚÔ˘Ó

ÂÛˆÙÂÚÈÎ¤˜ ÂÏÏÂ›„ÂÈ˜ Î·È ¯ÚËÛÈÌÔÔ›ËÛË ·˘ÙÒÓ ÛÂ ‰ÔÎÈÌ·Û›Â˜ CAT (CAT assays)



19

ÛÂ ÔÈÎÈÏ›· Î˘ÙÙ·ÚÈÎÒÓ ÛÂÈÚÒÓ, ÙÂ¯ÓÈÎ¤˜ ‰ËÌÈÔ˘ÚÁ›·˜ ÛËÌÂÈ·ÎÒÓ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÒÓ Î·È

ÂÈÚ¿Ì·Ù· ÚÔÛÙ·Û›·˜ ÙÔ˘ DNA ·fi ÌÂı˘ÏÈˆÙÈÎÔ‡˜ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ Î·È ÓÔ˘ÎÏÂ¿ÛÂ˜,

ÌÂ ·ÔÙÂÏ¤ÛÌ·Ù· Ô˘ ‰È·ÊÔÚÔÔÈÔ‡ÓÙ·È ÌÂÙ·Í‡ ÙÔ˘˜.

Afi ÙÔ˘˜ Ishii et al (1986), ·ÓÈ¯ÓÂ‡ıËÎ·Ó ¤ÍÈ GC ÛÙÔÈ¯Â›·-ı¤ÛÂÈ˜ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙË˜

ÚˆÙÂ›ÓË˜ Sp1, ÌÂ Ù· ÙÚ›· ÈÔ ÎÔÓÙÈÓ¿ ÛÙ· ÛËÌÂ›· ¤Ó·ÚÍË˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ Ó·

Â›Ó·È Ù· ÛËÌ·ÓÙÈÎfiÙÂÚ·. OÈ Honkawa et al (1987), ÚÔÛ‰ÈfiÚÈÛ·Ó ˆ˜ ˘ÔÎÈÓËÙ‹ ¤Ó·

ÙÌ‹Ì· Ì‹ÎÔ˘˜ 51 ˙Â˘ÁÒÓ ‚¿ÛÂˆÓ, ÂÚÈÂÎÙÈÎfiÙËÙ·˜ 78% ÛÂ GC, ÙÔ ÔÔ›Ô

ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ ¤Ó· GC ÛÙÔÈ¯Â›Ô. Afi ÙÔ˘˜ Jones et al (1987) Î·È ÙÔ˘˜ Lowndes et al

(1989), ÚÔÛ‰ÈÔÚ›ÛÙËÎ·Ó ¤Ó· ÈÛ¯˘Úfi Î·È ¤Ó· ·ÛıÂÓ¤˜ ÛÙÔÈ¯Â›Ô CCAAT (CCAAT

box), Ù· ÔÔ›· ·ÔÙÂÏÔ‡Ó ı¤ÛÂÈ˜ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙÔ˘ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÔ‡ ·Ú¿ÁÔÓÙ· CTF ‹

NFI (CAAT Transcription Factor ‹ Nuclear Factor I). ¢‡Ô GC ÛÙÔÈ¯Â›· Î·È ÙÔ CCAAT

ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÚÔÛ‰ÈÔÚ›˙Ô˘Ó Î·È ÔÈ Trimble and Hozumi (1987) ˆ˜ ÛÙÔÈ¯Â›· ··Ú·›ÙËÙ·

ÁÈ· ˘„ËÏ¿ Â›Â‰· ¤ÎÊÚ·ÛË˜ ÙÔ˘ H-ras. EÈÏ¤ÔÓ, ·fi ÙÔ˘˜ Nagase et al (1990),

·ÓÈ¯ÓÂ‡ıËÎÂ Î·È ¤Ó· CACCC ÛÙÔÈ¯Â›Ô Ô˘ Û˘ÌÌÂÙ¤¯ÂÈ ÛÙËÓ ÂÓÂÚÁfiÙËÙ· ÙÔ˘

˘ÔÎÈÓËÙ‹ ÙÔ˘ H-ras ÁÔÓÈ‰›Ô˘. E›ÛË˜, ¤¯Ô˘Ó ·ÓÈ¯ÓÂ˘ıÂ› ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ ÚfiÛ‰ÂÛË˜

ÙÔ˘ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÔ‡ ·Ú¿ÁÔÓÙ· AP-1 (Spandidos et al, 1988). AÎfiÌË, ·fi ÙÔ˘˜

Pintzas et al (1991), ·Ú·ÙËÚ‹ıËÎÂ Ë ‡·ÚÍË ÌÈ·˜ ÂÈÏ¤ÔÓ GC ·ÏÏËÏÔ˘¯›·˜ ÛÙË

ı¤ÛË 680 ÙÔ˘ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÔ˘ T24 H-ras ÁÔÓÈ‰›Ô˘, ÛÂ Û¯¤ÛË ÌÂ ÙÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi

ÁÔÓ›‰ÈÔ, Ë ÔÔ›· ı· ÌÔÚÔ‡ÛÂ Ó· Û˘ÓÂÈÛÊ¤ÚÂÈ ÛÙËÓ ÂÚÌËÓÂ›· ÙˆÓ ˘„ËÏfiÙÂÚˆÓ

ÂÈ¤‰ˆÓ ¤ÎÊÚ·ÛË˜ ÙÔ˘ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÔ˘ ˆ˜ ÚÔ˜ ÙÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ˘ÔÎÈÓËÙ‹ ÙÔ˘

H-ras . H ÈÔ ÚfiÛÊ·ÙË ‚È‚ÏÈÔÁÚ·ÊÈÎ‹ ·Ó·ÊÔÚ¿ (Lee and Keller, 1991) ÂÚÈÁÚ¿ÊÂÈ

·ÎfiÌË ¤Ó· ÌË Û˘Ó·ÈÓÂÙÈÎfi GC ÛÙÔÈ¯Â›Ô Î·È ¤Ó· ÁÂÈÙÔÓÈÎfi CCGGAA ÛÙÔÈ¯Â›Ô (ı¤ÛË

280-300 ÙÔ˘ H-ras).

°ÂÓÈÎ¿, ıÂˆÚÂ›Ù·È fiÙÈ Ô ˘ÔÎÈÓËÙ‹˜ ÙÔ˘ H-ras ÂÚÈ¤¯ÂÙ·È ÛÙÔ ÙÌ‹Ì· Ô˘

ÚÔÎ‡ÙÂÈ ·fi ¤„Ë ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ÌÂ ÙËÓ ÂÚÈÔÚÈÛÙÈÎ‹ ÂÓ‰ÔÓÔ˘ÎÏÂ¿ÛË SstI (211-

1054) Î·È ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ ÙÔ -I ÂÍÒÓÈÔ Î·È ÙÌ‹Ì· ÙÔ˘ ÚÒÙÔ˘ ÂÛˆÓ›Ô˘ (Spandidos et
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al, 1988). EÈÏ¤ÔÓ, ¤¯ÂÈ ‰ÂÈ¯ıÂ› fiÙÈ Ô ˘ÔÎÈÓËÙ‹˜ ÙÔ˘ H-ras ÌÔÚÂ› Ó· ‰Ú· Î·È ÌÂ

ÙÔ˘˜ ‰‡Ô ÚÔÛ·Ó·ÙÔÏÈÛÌÔ‡˜ (Lowndes et al, 1989).

T¤ÏÔ˜, ÛÂ fi,ÙÈ  ·ÊÔÚ¿ ÙÔÓ ·ÚÈıÌfi Î·È ÙË ı¤ÛË ÙˆÓ ÛËÌÂ›ˆÓ ¤Ó·ÚÍË˜ ÙË˜

ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜, ˘¿Ú¯Ô˘Ó ·ÔÎÏ›ÛÂÈ˜ ÛÙ· ÂÈÚ·Ì·ÙÈÎ¿ ·ÔÙÂÏ¤ÛÌ·Ù·, ÌÂ ÙËÓ Î‡ÚÈ·

ÔÌ¿‰· (cluster) ÛËÌÂ›ˆÓ ¤Ó·ÚÍË˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ Ó· Â˘Ú›ÛÎÔÓÙ·È ÛÙË ı¤ÛË 447

ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘, Î·Ù¿ ÙÔ˘˜ Lee and Keller (1991).

2.4.2 P‡ıÌÈÛË ·fi ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ Ô˘ Â˘Ú›ÛÎÔÓÙ·È ÛÙÔ ÚÒÙÔ ÂÛÒÓÈÔ ÙÔ˘ H-ras

ÁÔÓÈ‰›Ô˘

E›Ó·È ÁÓˆÛÙfi˜ Ô ÁÂÓÈÎfi˜ ÚfiÏÔ˜ ÙˆÓ ÂÛˆÓ›ˆÓ, ˆ˜ ÌË¯·ÓÈÛÌÔ‡ Ô˘ ÚÔÛ‰›‰ÂÈ ÛÙÔ

ÁÔÓÈ‰›ˆÌ· ÛÙ·ıÂÚfiÙËÙ· ·fi ÌÂÙ·ÙÔ›ÛÂÈ˜ (translocations) Î·È ÚÔÛÙ·Û›· ·fi

ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜Ø Ô˘ ·ÏÏ¿˙Ô˘Ó ÙÔ Ï·›ÛÈÔ ·Ó¿ÁÓˆÛË˜ (reading frame, Lewin, 1990).

AÎfiÌË, ·ÚÎÂÙ¿ Û˘¯Ó¿ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜-ÂÓÈÛ¯˘Ù¤˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ Â˘Ú›ÛÎÔÓÙ·È ÛÂ

ÂÛÒÓÈ· ÁÔÓÈ‰›ˆÓ (Slater et al, 1985).

TÔ ÚÒÙÔ ÂÛÒÓÈÔ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras, ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ ÌÈ· ˘„ËÏ¿ Û˘ÓÙËÚËÌ¤ÓË

ÛÙÔÓ ¿ÓıÚˆÔ Î·È Ù· ÙÚˆÎÙÈÎ¿ ·ÏÏËÏÔ˘¯›· (Hashimoto-Gotoh et al, 1992).

EÈÏ¤ÔÓ, ÂÚÈ¤¯ÂÈ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ "ıÂÙÈÎ¤˜" Î·È "·ÚÓËÙÈÎ¤˜", Ô˘ Ú˘ıÌ›˙Ô˘Ó ÙËÓ

¤ÎÊÚ·ÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ÛÂ ÌÂÙ·-ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎfi Â›Â‰Ô, Èı·Ó¿ ÛÙ· ÛÙ¿‰È· ÙË˜

ˆÚ›Ì·ÓÛË˜ ÙÔ˘ m-RNA Î·È ÙË˜ ÌÂÙ¿ÊÚ·ÛË˜ (Hashimoto-Gotoh et al, 1988).

2.4.3 P‡ıÌÈÛË ·fi ‰È·‰Ô¯ÈÎ¤˜ ÔÏÏ·Ï¿ Â·Ó·Ï·Ì‚·ÓfiÌÂÓÂ˜ ÌÂÙ·‚ÏËÙ¤˜

·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ (Variable Tandem Repeats, VTR), ÛÙÔ 3' ¿ÎÚÔ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘

TÔ ÌÈÎÚÔ‰ÔÚ˘ÊÔÚÈÎfi DNA (VTR), Â›Ó·È ÔÏ˘ÌÔÚÊÈÎ‹ ‰ÔÌ‹ Ô˘ ¯·Ú·ÎÙËÚ›˙ÂÙ·È

·fi ‰È·‰Ô¯ÈÎ¤˜ Â·Ó·ÏÂ›„ÂÈ˜ ÌÈÎÚÒÓ ·ÏÏËÏÔ˘¯ÈÒÓ (14-100 ˙Â‡ÁË ‚¿ÛÂˆÓ),

‰È·ÛÎÔÚÈÛÌ¤ÓˆÓ ÛÙÔ ÁÔÓÈ‰›ˆÌ· ÙˆÓ ·ÓÒÙÂÚˆÓ ÛÔÓ‰˘ÏˆÙÒÓ (Watson et al,

1989-Lewin, 1990). AÓ¿ÏÔÁ· Â·Ó·Ï·Ì‚·ÓfiÌÂÓ· ÛÙÔÈ¯Â›· ·Ú·ÙËÚÔ‡ÓÙ·È ÛÂ ÈÔ‡˜,
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ÁÈ· ·Ú¿‰ÂÈÁÌ· ÙÔ˘ Epstein-Barr, Î·È ¯ÚËÛÈÌÂ‡Ô˘Ó ÛÙËÓ ÚfiÛ‰ÂÛË ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÒÓ

·Ú·ÁfiÓÙˆÓ ÁÈ· ÂÓ›Û¯˘ÛË ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜.

TÔ VTR ÙÔ˘ H-ras ÁÔÓÈ‰›Ô˘ Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È 1kb ‰ÂÍÈ¿ ÙÔ˘ ÛËÌÂ›Ô˘ ÔÏ˘·‰ÂÓ˘Ï›ˆÛË˜

Î·È ·ÔÙÂÏÂ›Ù·È ·fi 30-100 ·ÓÙ›ÁÚ·Ê· ÌÈ·˜ Û˘Ó·ÈÓÂÙÈÎ‹˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›·˜ Ì‹ÎÔ˘˜ 28

˙Â˘ÁÒÓ ‚¿ÛÂˆÓ (Capon et al, 1983). AÔ‰Â›¯ıËÎÂ fiÙÈ ÙÔ VTR ÙÔ˘ H-ras ¤¯ÂÈ

È‰ÈfiÙËÙÂ˜ ÂÓÈÛ¯˘Ù‹ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ ÔÈ ÔÔ›Â˜ Â›Ó·È ·ÓÂÍ¿ÚÙËÙÂ˜ ÙË˜ ı¤ÛË˜ Î·È ÙÔ˘

ÚÔÛ·Ó·ÙÔÏÈÛÌÔ‡ ÙÔ˘ (Cohen et al, 1987-Spandidos and Holmes, 1987). AÓÙ›ıÂÙ·

fiÌˆ˜ ÌÂ ÙÔ˘˜ ÎÏ·ÛÛÈÎÔ‡˜ ÂÓÈÛ¯˘Ù¤˜, Ë ‰Ú¿ÛË ÙÔ˘ Ê·›ÓÂÙ·È Ó· ÂÍ·ÚÙ¿Ù·È ·fi ÙÔ

Â›‰Ô˜ ÙÔ˘ ˘ÔÎÈÓËÙ‹, ‰Â‰ÔÌ¤ÓÔ˘ fiÙÈ ÂÓÈÛ¯‡ÂÈ ÙË ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹ ·fi ÙÔÓ ˘ÔÎÈÓËÙ‹

ÙÔ˘ H-ras Î·È ÙË˜ Â-ÛÊ·ÈÚ›ÓË˜ (Cohen et al, 1987-Spandidos and Holmes, 1987), fi¯È

fiÌˆ˜ Î·È ·fi ·˘ÙfiÓ ÙË˜ ÎÈÓ¿ÛË˜ ÙË˜ ı˘ÌÈ‰›ÓË˜ ÙÔ˘ ÈÔ‡ HSV (Cohen et al, 1987). H

‰Ú¿ÛË ÙÔ˘ VTR ÙÔ˘ H-ras  Ê·›ÓÂÙ·È Ó· ÂÈÙ˘Á¯¿ÓÂÙ·È Ì¤Ûˆ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÛÙËÓ 28 bp

Â·Ó·Ï·Ì‚·ÓfiÌÂÓË ·ÏÏËÏÔ˘¯›· ÌÂÏÒÓ ÙË˜ ÔÈÎÔÁ¤ÓÂÈ·˜ ÙˆÓ rel/NF-ÎB ÚˆÙÂÈÓÒÓ

(Trepicchio and Krontiris, 1992).

2.4.4 MÂı˘Ï›ˆÛË ÙË˜ 5' ÂÚÈÔ¯‹˜ ÙÔ˘ H-ras ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘

°ÂÓÈÎ¿, Ë ˘ÔÌÂı˘Ï›ˆÛË ÙÔ˘ DNA Ê·›ÓÂÙ·È Ó· Â›Ó·È ·Ó·ÁÎ·›· ·ÏÏ¿ fi¯È ÈÎ·Ó‹

Û˘Óı‹ÎË ÁÈ· ÙË ÁÔÓÈ‰È·Î‹ ¤ÎÊÚ·ÛË. H ÌÂı˘Ï›ˆÛË Û˘ÁÎÂÎÚÈÌ¤ÓˆÓ ‚¿ÛÂˆÓ

K˘ÙÔÛ›ÓË˜ (5'mC G) ÛÂ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ ˘ÔÎÈÓËÙ‹ ‹ ÂÓÈÛ¯˘Ù‹ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ‰Ú·

·Ó·ÛÙ·ÏÙÈÎ¿ ÛÙË ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹, Â›ÙÂ ¿ÌÂÛ·, ÁÈ· ·Ú¿‰ÂÈÁÌ· ÂÌÔ‰›˙ÔÓÙ·˜ ÙËÓ

ÚfiÛ‰ÂÛË ÙÔ˘ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÔ‡ ·Ú¿ÁÔÓÙ· AP-2 (Comb and Goodman, 1990), Â›ÙÂ

¤ÌÌÂÛ·, Ì¤Ûˆ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ MDBP (Methylated DNA Binding Protein),

Ë ÔÔ›· ·Ó·ÁÓˆÚ›˙ÂÈ ÙÔ ÌÂı˘ÏÈˆÌ¤ÓÔ DNA Î·È ·ÚÂÌÔ‰›˙ÂÈ ÛÙÂÚÂÔ¯ËÌÈÎ¿ ÙËÓ

ÚfiÛ‰ÂÛË ¿ÏÏˆÓ ·Ú·ÁfiÓÙˆÓ (Boyes and Bird, 1991).

T¤ÏÔ˜, ÛÙËÓ ÂÚ›ÙˆÛË ÙÔ˘ H-ras ÁÔÓÈ‰›Ô˘, ¤¯ÂÈ ‰ÂÈ¯ıÂ› fiÙÈ Ë ÌÂı˘Ï›ˆÛË

ÚÔÎ·ÏÂ› ÂÏ¿ÙÙˆÛË ÙË˜ ¤ÎÊÚ·Û‹˜ Î·È ÙÔ˘ ÔÁÎÔÁfiÓÔ˘ ‰˘Ó·ÌÈÎÔ‡ ÙÔ˘ (Borrello et

al, 1987-Counts and Goodmann, 1993).
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2.5 O ÚfiÏÔ˜ ÙË˜ p21 ÛÙË ‰È·‚›‚·ÛË ÂÓ‰ÔÎ˘ÙÙ·ÚÈÎÒÓ ÌËÓ˘Ì¿ÙˆÓ

H ÚˆÙÂ›ÓË p21 Û˘ÌÌÂÙ¤¯ÂÈ ÛÙË ‰È·‚›‚·ÛË ÌËÓ˘Ì¿ÙˆÓ Ô˘ ÚÔ¤Ú¯ÔÓÙ·È ·fi

˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÌÂ ‰Ú¿ÛË ÎÈÓ¿ÛË˜ Ù˘ÚÔÛ›ÓË˜ (receptor tyrosine kinases, RTKs) Î·È ·›˙ÂÈ

ÚˆÙÂ‡ÔÓÙ· ÚfiÏÔ ÛÙË Ú‡ıÌÈÛË ÙÔ˘ Î˘ÙÙ·ÚÈÎÔ‡ Î‡ÎÏÔ˘ (Abdellatif et al, 1994,

Winston et al, 1996, Gillies McKenna et al, 1996), ·Ó‹ÎÂÈ ‰Â ÛÙËÓ Î·ÙËÁÔÚ›· ÙˆÓ G

ÚˆÙÂÈÓÒÓ.

TÔ ÌÔÓÔ¿ÙÈ ‰È·‚›‚·ÛË˜ ÌËÓ˘Ì¿ÙˆÓ ÛÙÔ ÔÔ›Ô ÌÂÙ¤¯ÂÈ Ë p21, ¤¯ÂÈ ÛÂ ÁÂÓÈÎ¤˜

ÁÚ·ÌÌ¤˜ ÂÚÈÁÚ·ÊÂ› (Avruch et al, 1994, Marshall MS, 1995, Macara et al, 1996). TÔ

ÂÍˆÎ˘ÙÙ·ÚÈÎfi ÂÚ¤ıÈÛÌ·, ÁÈ· ·Ú¿‰ÂÈÁÌ· ¤Ó·˜ ·˘ÍËÙÈÎfi˜ ·Ú¿ÁÔÓÙ·˜ ‹ ÌÈ·

ÂÙÈ‰ÈÎ‹ ÔÚÌfiÓË, ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È ÛÙÔ ÂÍˆÎ˘ÙÙ·ÚÈÎfi ÙÌ‹Ì· ÙÔ˘ ‰È·ÌÂÌ‚Ú·ÓÈÎÔ‡

˘Ô‰Ô¯¤· RTK Î·È ÂÓÂÚÁÔÔÈÂ› ·ÏÏÔÛÙÂÚÈÎ¿ ÙÔ ÂÓ‰ÔÎ˘ÙÙ·ÚÈÎfi ÙÔ˘ ÙÌ‹Ì·, ÙÔ

ÔÔ›Ô ÂÌÊ·Ó›˙ÂÈ ‰Ú¿ÛË ÎÈÓ¿ÛË˜ Î·È ÊˆÛÊÔÚ˘ÏÈÒÓÂÈ ¤Ó· Î·Ù¿ÏÔÈÔ Ù˘ÚÔÛ›ÓË˜ ÙÔ˘

˘Ô‰Ô¯¤·. AÔÙ¤ÏÂÛÌ· ÙË˜ ·˘ÙÔÊˆÛÊÔÚ˘Ï›ˆÛË˜ Â›Ó·È Ë ·ÏÏËÏÂ›‰Ú·ÛË ÙÔ˘

˘Ô‰Ô¯¤·, Ì¤Ûˆ ÚˆÙÂÈÓÒÓ "ÚÔÛ·ÚÌÔÛÙÒÓ" (adaptors) ÌÂ ÙËÓ p21. H p21, Ë

ÔÔ›· ¤¯ÂÈ ÚÔÛ‰Â‰ÂÌ¤ÓÔ ADP, ·ÓÙ·ÏÏ¿ÛÂÈ ADP ÌÂ ATP Î·È ·ÏÏËÏÂÈ‰ÚÒÓÙ·˜ ÌÂ

ÙË Ú˘ıÌÈÛÙÈÎ‹ ˘ÔÌÔÓ¿‰· (CR-1) ÙË˜ ÎÈÓ¿ÛË˜ Raf-1 ÂÓÂÚÁÔÔÈÂ› ¤Ó· Î·Ù·ÚÚ¿ÎÙË

ÎÈÓ·ÛÒÓ ™ÂÚ›ÓË˜-£ÚÂÔÓ›ÓË˜. AÎÔÏÔ‡ıˆ˜, ÏfiÁˆ ÙË˜ ÂÓ‰ÔÁÂÓÔ‡˜ È‰ÈfiÙËÙ·˜

GTP¿ÛË˜ Ô˘ ¤¯ÂÈ Ë p21, ÙÔ ATP ˘‰ÚÔÏ‡ÂÙ·È ÛÂ ADP Î·È Ë p21 ·ÓÂÓÂÚÁÔÔÈÂ›Ù·È.

H Raf-1 ÊˆÛÊÔÚ˘ÏÈÒÓÂÈ Î·È ÂÓÂÚÁÔÔÈÂ› ÙËÓ MEK (mitogen extracellular kinase),

·˘Ù‹ ÊˆÛÊÔÚ˘ÏÈÒÓÂÈ ÙÈ˜ p42/p44 MAPKs (mitogen-activated protein kinases) ÔÈ

ÔÔ›Â˜ ·ÎÔÏÔ‡ıˆ˜ ‰ÚÔ˘Ó ÛÂ ÌÈ· ÏËıÒÚ· ÛÙfi¯ˆÓ (Abdellatif et al, 1994), ·Ó¿ÌÂÛ·

ÛÙÔ˘˜ ÔÔ›Ô˘˜ ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÔÓÙ·È Î·È ÚÔÈfiÓÙ· ¿ÏÏˆÓ ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ (EÈÎ.

2.2).
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Y P RasGTP
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EÈÎ. 2.2: ¶ÚfiÙ˘Ô ÁÈ· ÙË ÌÂÙ·ÁˆÁ‹ ÌËÓ˘Ì¿ÙˆÓ ·fi ˘Ô‰Ô¯¤· ÎÈÓ¿ÛË˜ Ù˘ÚÔÛ›ÓË˜ Ì¤Ûˆ ÙÔ˘

Î·Ù·ÚÚ¿ÎÙË ÎÈÓ·ÛÒÓ ÙË˜ Ras ÚˆÙÂ›ÓË˜. EÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙÔ˘ RTK Ô‰ËÁÂ› ÛÂ ÊˆÛÊÔÚ˘Ï›ˆÛË ÂÓfi˜

Î·Ù¿ÏÔÈÔ˘ T˘ÚÔÛ›ÓË˜ (Y) Î·È Ì¤Ûˆ ÚˆÙÂÈÓÒÓ-ÚÔÛ·ÚÌÔÛÙÒÓ ÛÂ ·Ó¿ÎÙËÛË ÙË˜ Ras ÛÙÔ

Û‡ÌÏÔÎÔ. AÎÔÏÔ‡ıˆ˜, Ë Ras ÂÓÂÚÁÔoÈÂ› ÙËÓ Raf-1 ÎÈÓ¿ÛË Î·È ÍÂÎÈÓ¿ ¤Ó·˜ Î·Ù·ÚÚ¿ÎÙË˜

ÎÈÓ·ÛÒÓ Ô˘ ‰È·‰›‰Ô˘Ó ÙÔ Ì‹Ó˘Ì· ÛÙÔ ÂÛˆÙÂÚÈÎfi ÙÔ˘ Î˘ÙÙ¿ÚÔ˘.

X¿ÚÈ˜ ÛÙËÓ ‡·ÚÍË ·˘ÙÔ‡ ÙÔ˘ Î·Ù·ÚÚ¿ÎÙË ÎÈÓ·ÛÒÓ ·˘Í¿ÓÂÙ·È Ô ·ÚÈıÌfi˜ ÙˆÓ

ÛÙ·‰›ˆÓ ÛÙ· ÔÔ›· Î·È ¿ÏÏ· ÌfiÚÈ·-Ú˘ıÌÈÛÙ¤˜ ÌÔÚÔ‡Ó Ó· Â¤Ì‚Ô˘Ó

ÂÈÙ˘Á¯¿ÓÔÓÙ·˜ ·ÎÚÈ‚¤ÛÙÂÚË Ú‡ıÌÈÛË ÙË˜ fiÏË˜ ‰È·‰ÈÎ·Û›·˜. EÈÏ¤ÔÓ, Ô
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Î·Ù·ÚÚ¿ÎÙË˜ ÎÈÓ·ÛÒÓ ·˘Í¿ÓÂÈ ÙÔÓ ·ÚÈıÌfi ÙˆÓ Î·ÙÂ˘ı‡ÓÛÂˆÓ ÛÙÈ˜ ÔÔ›Â˜ ÌÔÚÂ›

Ó· ‰ÈÔ¯ÂÙÂ˘ıÂ› ÙÔ ÌÈÙˆÙÈÎfi Û‹Ì·, ¤ÙÛÈ ÒÛÙÂ Ó· ˘¿Ú¯ÂÈ Ù·˘Ùfi¯ÚÔÓÔ˜ ¤ÏÂÁ¯Ô˜

fiÏˆÓ ÙˆÓ Û˘ÛÙËÌ¿ÙˆÓ Ô˘ Û˘ÌÌÂÙ¤¯Ô˘Ó ÛÙËÓ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹ ‰È·›ÚÂÛË Î·È Ó·

ÂÍ·ÛÊ·Ï›˙ÂÙ·È fiÙÈ fiÏ· Ù· Û˘ÛÙ‹Ì·Ù· ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÔ‡Ó ÛˆÛÙ¿ ÚÈÓ ÙÔ ÙÂÏÈÎfi "ÂÓÙ¿ÍÂÈ"

ÁÈ· ÙË ÌÈÙˆÙÈÎ‹ ‰È·‰ÈÎ·Û›·.
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KEºA§AIO TPITO

Y¶O¢OXEI™ ™TEPOEI¢øN OPMONøN

3.1 EÈÛ·ÁˆÁ‹

H ˘ÂÚÔÈÎÔÁ¤ÓÂÈ· ÙˆÓ ˘ÚËÓÈÎÒÓ ÔÚÌÔÓÈÎÒÓ ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ ÙÔ˘˜

˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ, ‰ËÏ·‰‹ ÙÔ˘˜ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ

ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ (glucocorticoid receptor, GR), ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ (estrogen

receptor, ER), ÙˆÓ ·Ó‰ÚÔÁfiÓˆÓ (AR), ÙË˜ ÚÔÁÂÛÙÂÚfiÓË˜ (PR) Î·È ÙˆÓ

·Ï·ÙÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ (MR). AÎfiÌË, ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ ÙÔ˘˜ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙË˜ ı˘ÚÔÂÈ‰Ô‡˜

ÔÚÌfiÓË˜ (TR), ÙË˜ ‚ÈÙ·Ì›ÓË˜ D (VDR), ÙÔ˘ ÚÂÙÈÓÔ˚ÎÔ‡ ÔÍ¤Ô˜ (RAR), ÙÔ˘ 9-cis

ÚÂÙÈÓÔ˚ÎÔ‡ ÔÍ¤Ô˜ (RXR), ÙË˜ ÂÎ‰˘ÛfiÓË˜ (EcR) Î·È ÌÈ· ÏËıÒÚ· ¿ÏÏˆÓ ÙˆÓ ÔÔ›ˆÓ

Ô Û˘Ó‰¤ÙË˜ (ligand)-ÔÚÌfiÓË ‰ÂÓ Â›Ó·È ÁÓˆÛÙfi˜ Î·È ÔÓÔÌ¿˙ÔÓÙ·È "ÔÚÊ·ÓÔ›" (orphan

receptors, Mangelsdorf et al, 1995, Tsai et al, 1994). AÎfiÌË, ¤¯Ô˘Ó ·ÓÈ¯ÓÂ˘ıÂ› Î·È

ÈÛÔÌÔÚÊ¤˜ ÙˆÓ TR, RAR, RXR, ER, PR Î·È EcR.

™ÙÔ ·ÚfiÓ ÎÂÊ¿Ï·ÈÔ Ë ÂÚÈÁÚ·Ê‹ ı· ÂÛÙÈ·ÛÙÂ› ÛÙÔ˘˜ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ

ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ Î·È È‰È·›ÙÂÚ· ÛÙÔ˘˜ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ Î·È

ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ.

3.2 °ÂÓÈÎfi˜ ÌË¯·ÓÈÛÌfi˜ ‰Ú¿ÛË˜ ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ

OÈ ÛÙÂÚÔÂÈ‰Â›˜ ÔÚÌfiÓÂ˜ Û˘ÓÙ›ıÂÓÙ·È Î·È ÂÎÎÚ›ÓÔÓÙ·È ·fi Î‡ÙÙ·Ú· ÂÓ‰ÔÎÚÈÓÒÓ

·‰¤ÓˆÓ. M¤Ûˆ ÙË˜ Î˘ÎÏÔÊÔÚ›·˜ ÙÔ˘ ·›Ì·ÙÔ˜ ÊÙ¿ÓÔ˘Ó ÛÙ· Î‡ÙÙ·Ú·-ÛÙfi¯Ô˘˜,

ÂÈÛ¤Ú¯ÔÓÙ·È ÛÂ ·˘Ù¿ ÌÂ ·Ï‹ ‹ ‰ÈÂ˘ÎÔÏ˘ÓfiÌÂÓË ‰È¿¯˘ÛË Î·È ÚÔÛ‰¤ÓÔÓÙ·È ÌÂ

ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ· ÛÙÔÓ ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯Ô ˘Ô‰Ô¯¤· (EÈÎfiÓ· 3.1). OÈ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ

ÔÚÌÔÓÒÓ Â›Ó·È ÂÓ‰ÔÎ˘ÙÙ·ÚÈÎÔ› ÔÚÌÔÓÔÂÍ·ÚÙÒÌÂÓÔÈ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÔ› ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ Ô˘

Â˘Ú›ÛÎÔÓÙ·È ÛÂ ÌË ÂÓÂÚÁ‹ ÌÔÚÊ‹ ÛÙÔÓ ˘Ú‹Ó· ‹ ÛÙÔ Î˘ÙÙ·ÚfiÏ·ÛÌ·. MÂÙ¿ ÙËÓ



26

ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜ ÔÚÌfiÓË˜, ÔÈ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÂÓÂÚÁÔÔÈÔ‡ÓÙ·È, ÌÂÙ·Ê¤ÚÔÓÙ·È ÛÙÔ ˘Ú‹Ó·,

ÚÔÛ‰¤ÓÔÓÙ·È ÂÈ‰ÈÎ¿ ÛÂ Û˘ÁÎÂÎÚÈÌ¤ÓÂ˜ ÁÔÓÈ‰È·Î¤˜ DNA ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ Ô˘

ÔÓÔÌ¿˙ÔÓÙ·È "ÛÙÔÈ¯Â›· ·ÔÎÚÈÓfiÌÂÓ· ÛÂ ÔÚÌfiÓË" (hormone response elements-

HREs) Î·È ÂÓÂÚÁÔÔÈÔ‡Ó ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ¿ Ù· ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯· ÁÔÓ›‰È· (Mangelsdorf et al,

1995, Beato et al, 1995, Beato M, 1989, Tsai et al, 1994).

+

+

AAAAAAAAAAAAAAAA

¶PøTE´NH

Rc

RcRc

Rc Rc

HRE

 S

 S  S

 S

EÈÎ.3.1: AÏÔÔÈËÌ¤ÓÔ ÚfiÙ˘Ô ÙÔ˘ ÌË¯·ÓÈÛÌÔ‡ ‰Ú¿ÛË˜ ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ. S:

ÛÙÂÚÔÂÈ‰‹˜ ÔÚÌfiÓË, Rc: ˘Ô‰Ô¯¤·˜ ÛÙÂÚÔÂÈ‰Ô‡˜ ÔÚÌfiÓË˜, HRE: ÛÙÔÈ¯Â›Ô ·ÔÎÚÈÓfiÌÂÓÔ ÛÂ

ÔÚÌfiÓË.

AÎÔÏÔ‡ıˆ˜ ı· ·Ó·ÊÂÚıÔ‡Ó ÏÂÙÔÌ¤ÚÂÈÂ˜ Û¯ÂÙÈÎ¿ ÌÂ ÙËÓ ·ÏÏËÏÂ›‰Ú·ÛË ÙÔ˘

˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÌÂ ÙÔ DNA, ÌÂ ÙÔ ÌË¯·ÓÈÛÌfi ‰Ú¿ÛË˜ ÙˆÓ ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ
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ÛÙËÓ ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ·ÏÏ¿ Î·È Î·Ù·ÛÙÔÏ‹ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ-ÛÙfi¯ˆÓ Î·È ÌÂ ÙËÓ ÂÌÏÔÎ‹

·˘ÙÒÓ ÛÙËÓ Î·ÚÎÈÓÔÁ¤ÓÂÛË.

3.3 ¢ÔÌ‹ ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ

OÈ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ ‰ÔÌÔ‡ÓÙ·È ·fi ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÈÎ¤˜ ÂÚÈÔ¯¤˜

(domains), fiˆ˜ Û¯ËÌ·ÙÈÎ¿ ·ÚÔ˘ÛÈ¿˙ÂÙ·È ÛÙËÓ EÈÎfiÓ· 3.2 (Tsai et al, 1994).

A/ B C D E F

DNA ¶PO™¢E™H

¶PO™¢E™H ™YN¢ETH

¢IMEPI™MO™

¶PO™¢E™H Hsp

E¶A°ø°H META°PAºH™

KATA™TO§H META°PAºH™

£E™H ™E ¶YPHNA

¶PO™¢E™H TFIIB

EÈÎ. 3.2: §ÂÈÙÔ˘ÚÁÈÎ¤˜ ÂÚÈÔ¯¤˜ (domains) ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ. ¢È·ÎÚ›ÓÂÙ·È

ÛÙÈ˜ ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÈÎ¤˜ ÂÚÈÔ¯¤˜ A-F Î·È Ë ÏÂÈÙÔ˘ÚÁ›· Î¿ıÂ ÂÚÈÔ¯‹˜ ·ÂÈÎÔÓ›˙ÂÙ·È ÌÂ Ì›· ÁÚ·ÌÌ‹.

H N-ÙÂÏÈÎ‹ A/ B ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÈÎ‹ ÂÚÈÔ¯‹, Â›Ó·È ˘„ËÏ¿ ÌÂÙ·‚ÏËÙ‹ ÛÂ Ì‹ÎÔ˜ Î·È

·ÏÏËÏÔ˘¯›·. ™Â ·˘Ù‹ ÂÓÙÔ›˙ÂÙ·È Ë ÏÂÈÙÔ˘ÚÁ›· ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· Ó· Â¿ÁÂÈ ÙË

ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹ ÙˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ-ÛÙfi¯ˆÓ (Miesfeld 1989, Burnstein and Cidlowski 1989)
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(ÂÚÈÔ¯‹ Ù1), ÂÓÒ Ë È‰ÈfiÙËÙ· ·˘Ù‹ ÂÓÙÔ›˙ÂÙ·È Î·È ÛÂ ÙÌ‹Ì· (Ù2) ÙË˜ E ÂÚÈÔ¯‹˜

(Hollenberg et al 1987, Hollenberg and Evans 1988). ™ÙËÓ Ù1 ÔÊÂ›ÏÂÙ·È Ë

ÈÎ·ÓfiÙËÙ· ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· Ó· ÂÓÂÚÁÔÔÈÂ›Ù·È Î·È ·fi ÌË ÔÚÌÔÓÈÎ¿ ÂÚÂı›ÛÌ·Ù·

(Beato et al, 1995). H A/ B ÂÚÈÔ¯‹ ·Ó·ÁÓˆÚ›˙ÂÙ·È ·fi Ù· ÂÚÈÛÛfiÙÂÚ·

·ÓÙÈÛÒÌ·Ù·.

H ÂÚÈÔ¯‹ C, ÂÚÈ¤¯ÂÈ ‰‡Ô ‰¿ÎÙ˘ÏÔ˘˜ „Â˘‰·ÚÁ‡ÚÔ˘ (zinc fingers), ÔÈ ÔÔ›ÔÈ

Â›Ó·È ˘Â‡ı˘ÓÔÈ ÁÈ· ÙËÓ ÚfiÛ‰ÂÛË ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÛÙÔ DNA Î·È ÙÔÓ ‰ÈÌÂÚÈÛÌfi. E›Ó·È

È‰È·›ÙÂÚ· Û˘ÓÙËÚËÌ¤ÓË (Cadepond 1992, Evans 1988) Î·È ÂÚÈ¤¯ÂÈ ÂÓÓ¤· Î˘ÛÙÂ˝ÓÂ˜

Ù¤ÏÂÈ· Û˘ÓÙËÚËÌ¤ÓÂ˜, ÔÈ ÔÔ›Â˜ Û¯ËÌ·Ù›˙Ô˘Ó ‰‡Ô ‰¿ÎÙ˘ÏÔ˘˜ „Â˘‰·ÚÁ‡ÚÔ˘, Î¿ıÂ

¤Ó·˜ ·fi ÙÔ˘˜ ÔÔ›Ô˘˜ ·ÔÙÂÏÂ›Ù·È ·fi 12-13 ·ÌÈÓÔÍ¤· Î·È ‰È·¯ˆÚ›˙ÂÙ·È ·fi ÙÔÓ

¿ÏÏÔ ÌÂ Û˘Ó‰ÂÙÈÎ‹ ÂÚÈÔ¯‹ 13-15 ·ÌÈÓÔÍ¤ˆÓ (Beato et al, 1995). TÌ‹Ì· ÙË˜ Ô˘

·ÔÎ·ÏÂ›Ù·È ÎÔ˘Ù› P (P-box), Û˘ÓÂÈÎÔ˘ÚÔ‡ÌÂÓÔ ·fi ÙÔÓ ÚÒÙÔ ‰¿ÎÙ˘ÏÔ

„Â˘‰·ÚÁ‡ÚÔ˘, ·Ó·ÁÓˆÚ›˙ÂÈ ÂÈ‰ÈÎ¿ ÙÈ˜ ‚¿ÛÂÈ˜ Ì¤Û· ÛÙË ÌÂÁ¿ÏË ·‡Ï·Î· ÙÔ˘ DNA,

ÌÂ ÙÈ˜ ÔÔ›Â˜ ı· ·ÏÏËÏÂÈ‰Ú¿ÛÂÈ Ô GR. O ‰Â‡ÙÂÚÔ˜ ‰¿ÎÙ˘ÏÔ˜ Û˘ÌÌÂÙ¤¯ÂÈ, ·ÊÂÓfi˜

ÛÙË ‰ËÌÈÔ˘ÚÁ›· ÌÈ·˜ ·-¤ÏÈÎ·˜ Î·Ù¿ Ì‹ÎÔ˜ ÙÔ˘ ¿ÍÔÓ· ÙÔ˘ DNA, ·ÊÂÙ¤ÚÔ˘ ÛÙËÓ

ÔÚÁ¿ÓˆÛË ÙÔ˘ ÎÔ˘ÙÈÔ‡ D (D-box), Ô˘ Â›Ó·È ˘Â‡ı˘ÓÔ, ÌÂÚÈÎÒ˜, ÁÈ· ÙÔ ‰ÈÌÂÚÈÛÌfi

ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· (Beato et al 1995).

¢ÂÍÈfiÙÂÚ· ÙË˜ C Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È ÌÈ· ÌÂÙ·‚ÏËÙ‹ Û˘Ó‰ÂÙÈÎ‹ ÂÚÈÔ¯‹, Ë D, Ë ÔÔ›·

ÂÈÙÚ¤ÂÈ ÛÙËÓ ÚˆÙÂ›ÓË Ó· ·ÏÏ¿˙ÂÈ ÛÙÂÚÂÔ‰È¿Ù·ÍË Î·È ÂÚÈ¤¯ÂÈ ÙË ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÈÎ‹

ÂÚÈÔ¯‹ Ô˘ ‰›ÓÂÈ ÙÔ "Û‹Ì·" ÁÈ· ÂÓÙÔÈÛÌfi ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÛÙÔÓ ˘Ú‹Ó· (GR, PR),

(Cadepond et al, 1992).

H ÂÚÈÔ¯‹ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙÔ˘ Û˘Ó‰¤ÙË (ligand binding domain, LBD ‹ E) Â›Ó·È

ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÈÎ¿ ÔÏ‡ÏÔÎË Î·È ˘„ËÏ¿ Û˘ÓÙËÚËÌ¤ÓË, ·Ó Î·È fi¯È ÙfiÛÔ fiÛÔ Ë ÂÚÈÔ¯‹ C

(Miesfeld, 1989). ¶ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ ÂÚÈÔ¯¤˜ ··Ú·›ÙËÙÂ˜ ÁÈ· Û‡Ó‰ÂÛË ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤·

ÌÂ ÙÈ˜ ÚˆÙÂ›ÓÂ˜ ıÂÚÌÈÎÔ‡ ÛÔÎ (heat shock proteins), ÁÈ· ‰ÈÌÂÚÈÛÌfi, ÁÈ·

ÔÚÌÔÓÔÂÍ·ÚÙÒÌÂÓË Â·ÁˆÁ‹ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ Î·È ÁÈ· Î·Ù·ÛÙÔÏ‹ ÙË˜

ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜. AÎfiÌË, ÂÚÈ¤¯ÂÈ ÙÔ Û‹Ì· ÁÈ· ÌÂÙ·ÊÔÚ¿ ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÛÙÔÓ ˘Ú‹Ó·
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Î·È ÙË ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÈÎ‹ ÂÚÈÔ¯‹ ÛÙËÓ ÔÔ›· ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È Ë ÔÚÌfiÓË (Webster et al,

1988, Beato et al, 1995, Beato M, 1989, Tsai et al, 1994). AÓ Î·È ÔÈ ÂÚÈÛÛfiÙÂÚÂ˜

·fi ÙÈ˜ ‰Ú·ÛÙËÚÈfiÙËÙÂ˜ ·˘Ù¤˜ ··ÈÙÔ‡Ó ÌfiÓÔ ÌÈÎÚ¤˜ ÂÚÈÔ¯¤˜ ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜, Ë

ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÈÎ‹ ÂÚÈÔ¯‹ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙË˜ ÔÚÌfiÓË˜ ··ÈÙÂ› fiÏË Û¯Â‰fiÓ ÙËÓ ÂÚÈÔ¯‹ E,

fiˆ˜ ‰Â›¯ıËÎÂ ÌÂ ÂÈÚ¿Ì·Ù· ÌÂÙ·ÏÏ·ÍÔÁ¤ÓÂÛË˜ (Evans 1988, Miesfeld 1989). H

Î‡ÚÈ· ÂÚÈÔ¯‹ ‰ÈÌÂÚÈÛÌÔ‡ Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È ÛÙÔ C-ÙÂÏÈÎfi ¿ÎÚÔ ÙË˜ E Î·È ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ

·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ ÏÔ‡ÛÈÂ˜ ÛÂ §Â˘Î›ÓË, ÈÎ·Ó¤˜ Ó· Û¯ËÌ·Ù›ÛÔ˘Ó "ÊÂÚÌÔ˘¿Ú" §Â˘Î›ÓË˜

Î·Ù¿ ÙÔÓ ‰ÈÌÂÚÈÛÌfi ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· (Fawell et al, 1990).

T¤ÏÔ˜, ÛÙÔ C-ÙÂÏÈÎfi ¿ÎÚÔ ÔÚÈÛÌ¤ÓˆÓ ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ (ER), Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È ÌÈ·

ÌÂÙ·‚ÏËÙ‹ ÂÚÈÔ¯‹ F ÙË˜ ÔÔ›·˜ Ô ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÈÎfi˜ ÚfiÏÔ˜ ‰ÂÓ ¤¯ÂÈ ÚÔÛ‰ÈÔÚÈÛÙÂ›

(Tsai et al, 1994).

3.4 EÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ

OÈ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ fiÙ·Ó ‰ÂÓ Â›Ó·È Û˘Ó‰Â‰ÂÌ¤ÓÔÈ ÌÂ ÙËÓ

ÔÚÌfiÓË, ÂÓÙÔ›˙ÔÓÙ·È ÙfiÛÔ ÛÙÔÓ ˘Ú‹Ó· fiÛÔ Î·È ÛÙÔ Î˘ÙÙ·ÚfiÏ·ÛÌ·, ÌÂ ÂÍ·›ÚÂÛË

ÙÔÓ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ Ô˘ ÚˆÙ·Ú¯ÈÎ¿ ÂÓÙÔ›˙ÂÙ·È ÛÙÔÓ ˘Ú‹Ó·

(Brink et al, 1992).

™Â ·ÓÙ›ıÂÛË ÌÂ ÙÔ˘˜ ˘fiÏÔÈÔ˘˜ ˘ÚËÓÈÎÔ‡˜ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÔÚÌÔÓÒÓ, fiÏÔÈ ÔÈ ÌË

Û˘Ó‰Â‰ÂÌ¤ÓÔÈ ÌÂ ÔÚÌfiÓË ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ Â›Ó·È ÂÓˆÌ¤ÓÔÈ ÛÂ ¤Ó·

Û‡ÌÏÂÁÌ· 8-10S (300-400kDa) ÌÂ ÚˆÙÂ›ÓÂ˜ ıÂÚÌÈÎÔ‡ ÛÔÎ, ÔÈ ÔÔ›Â˜ ‰È·ÙËÚÔ‡Ó

ÙÔ˘˜ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÛÂ ·ÓÂÓÂÚÁ‹ ·ÏÏ¿ "ÊÈÏÈÎ‹" ÚÔ˜ ÙËÓ ÔÚÌfiÓË ÌÔÚÊ‹ (Bohen et al,

1993, Pratt, 1993, Pratt et al, 1992). H ÂÚÈÛÛfiÙÂÚÔ ÌÂÏÂÙËÌ¤ÓË ·fi ·˘Ù¤˜ Â›Ó·È Ë

ÊˆÛÊÔÚˆÙÂ˝ÓË hsp90, Ë ÔÔ›· Â›Ó·È È‰È·›ÙÂÚ· Û˘ÓÙËÚËÌ¤ÓË, ˘¿Ú¯ÂÈ ÛÂ ·ÊıÔÓ›·

ÛÙÔ Î‡ÙÙ·ÚÔ Î·È Û˘Ó‰¤ÂÙ·È ˆ˜ ‰ÈÌÂÚ¤˜ ÛÙËÓ E ÂÚÈÔ¯‹ ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤·. AÎfiÌË, ÛÙÔ

Û‡ÌÏÂÁÌ· ÌÂ ÙÔÓ ˘Ô‰Ô¯¤· Û˘ÌÌÂÙ¤¯Ô˘Ó Î·È ÔÈ hsp70, hsp56 Î·È Ë p23.
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H ÚfiÛ‰ÂÛË ÙÔ˘ ÛÙÂÚÔÂÈ‰Ô‡˜ ÛÙÔÓ ˘Ô‰Ô¯¤· ¤¯ÂÈ ˆ˜ ·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· ·ÏÏ·Á‹ ÙË˜

ÛÙÂÚÂÔ‰ÔÌ‹˜ ÛÙË ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÈÎ‹ ÂÚÈÔ¯‹ E, ·ÔÌ¿ÎÚ˘ÓÛË ÙˆÓ ÚˆÙÂÈÓÒÓ ıÂÚÌÈÎÔ‡

ÛÔÎ Î·È ·ÔÎ¿Ï˘„Ë ÙË˜ ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÈÎ‹˜ ÂÚÈÔ¯‹˜ ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· Ô˘ Â›Ó·È ˘Â‡ı˘ÓË

ÁÈ· ÙÔ ‰ÈÌÂÚÈÛÌfi (Tsai et al, 1994). Y¿Ú¯Ô˘Ó ·ÎfiÌË ÂÓ‰Â›ÍÂÈ˜ ÁÈ· ÊˆÛÊÔÚ˘Ï›ˆÛË

ÙÔ˘ ÌÔÚ›Ô˘ (Miller-Diener 1985). £· Ú¤ÂÈ Ó· ÛËÌÂÈˆıÂ› fiÙÈ ·ÔÌ¿ÎÚ˘ÓÛË ÙˆÓ

ÚˆÙÂÈÓÒÓ ıÂÚÌÈÎÔ‡ ÛÔÎ ·Ô˘Û›· ÛÙÂÚÔÂÈ‰Ô‡˜, ÌÂ ı¤ÚÌ·ÓÛË ‹ ÌÂ ·‡ÍËÛË ÙË˜

ÈÔÓÙÈÎ‹˜ ÈÛ¯‡Ô˜, ‰ÂÓ Â›Ó·È ·ÚÎÂÙ‹ ÁÈ· ÙËÓ ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÔÚÈÛÌ¤ÓˆÓ ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ

(PR), (Bagchi et al, 1991), Èı·ÓfiÓ ÏfiÁˆ ÙÔ˘ fiÙÈ ‰ÂÓ Â¿ÁÂÙ·È Ë Î·Ù¿ÏÏËÏË

ÛÙÂÚÂÔ‰È·ÌfiÚÊˆÛË ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤·, Ë ÔÔ›· ı· ÂÈÙÚ¤„ÂÈ ÙÔ ‰ÈÌÂÚÈÛÌfi Î·È ÙË

ÌÂÙ·ÊÔÚ¿ ÙÔ˘ ÛÙÔÓ ˘Ú‹Ó·. °ÂÓÈÎ¿, ÈÛÙÂ‡ÂÙ·È fiÙÈ ÔÈ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ

ÔÚÌÔÓÒÓ ÚÔÛ‰¤ÓÔÓÙ·È ÛÙÔ DNA Î·È ‰ÚÔ˘Ó ˆ˜ ‰ÈÌÂÚ‹, ·Ó Î·È ¤¯ÂÈ ‰ÂÈ¯ıÂ› fiÙÈ Ô

˘Ô‰Ô¯¤·˜ ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ ÌÔÚÂ› Ó· ‰Ú¿ÛÂÈ Î·È ˆ˜ ÌÔÓÔÌÂÚ¤˜ (Glass, 1994).

T¤ÏÔ˜, ÙÔ ‰ÈÌÂÚ¤˜ ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÌÂÙ·Ê¤ÚÂÙ·È ÛÙÔÓ ˘Ú‹Ó· ÌÂ ¤Ó·Ó ÌË¯·ÓÈÛÌfi

Ô˘ ‰Â Ê·›ÓÂÙ·È Ó· ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ ÛÙÔÈ¯Â›· ÙÔ˘ Î˘ÙÙ·ÚÔÛÎÂÏÂÙÔ‡ (Akner et al 1995)

Î·È ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È ÛÙÔ DNA ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘-ÛÙfi¯Ô˜.

3.5 AÏÏËÏÂÈ‰Ú¿ÛÂÈ˜ ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÌÂ ÙÔ DNA

MÔÓ·‰ÈÎ‹ ÁÈ· ÙÔ˘˜ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ Â›Ó·È Ë È‰ÈfiÙËÙ· ÙÔ˘˜ Ó·

ÚÔÛ‰¤ÓÔÓÙ·È ÛÂ ·Ï›Ó‰ÚÔÌÂ˜ DNA ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ (HREs). OÈ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ

ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ, ÙˆÓ ·Ï·ÙÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ, ÙË˜ ÚÔÁÂÛÙÂÚfiÓË˜ Î·È ÙˆÓ

·Ó‰ÚÔÁfiÓˆÓ ·Ó·ÁÓˆÚ›˙Ô˘Ó ÙËÓ ·ÏÏËÏÔ˘¯›· 5'-GGTACANNNTGTTCT-3', ÂÓÒ Ô

˘Ô‰Ô¯¤·˜ ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ ÙËÓ 5'-AGGTCANNNTGACCT-3', Ë ÔÔ›· Ù·˘Ù›˙ÂÙ·È

ÌÂ ·˘Ù‹ Ô˘ ·Ó·ÁÓˆÚ›˙Ô˘Ó ÌË ÛÙÂÚÔÂÈ‰Â›˜ ˘ÚËÓÈÎÔ› ˘Ô‰Ô¯Â›˜ (Boulicas, 1994).

MÂ ¤ÓÙÔÓ· ÁÚ¿ÌÌ·Ù· ÂÈÎÔÓ›˙ÔÓÙ·È Ù· ˘„ËÏ¿ Û˘ÓÙËÚËÌ¤Ó· ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· (Tsai et al,

1994, Beato et al, 1995).
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E›Ó·È Ê·ÓÂÚfi fiÙÈ ‰ËÌÈÔ˘ÚÁÂ›Ù·È Úfi‚ÏËÌ· ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ·˜, ÏfiÁˆ ÙÔ˘ fiÙÈ ÔÏÏÔ›

˘Ô‰Ô¯Â›˜ ·Ó·ÁÓˆÚ›˙Ô˘Ó ÙËÓ ›‰È· Û˘Ó·ÈÓÂÙÈÎ‹ ·ÏÏËÏÔ˘¯›·. ¶ÈÛÙÂ‡ÂÙ·È fiÙÈ

Î˘ÙÙ·ÚÔÂÈ‰ÈÎ¤˜ Û˘Óı‹ÎÂ˜, fiˆ˜ Ë ‡·ÚÍË ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÒÓ ·Ú·ÁfiÓÙˆÓ Ô˘

ÂÓÂÚÁÔÔÈÔ‡Ó ÙËÓ ÚfiÛ‰ÂÛË ÙÔ˘ ÔÚÌÔÓÈÎÔ‡ ˘Ô‰Ô¯¤· ÛÙÔ DNA Ì¤Ûˆ

·Ó·‰È¿Ù·ÍË˜ ÙË˜ ¯ÚˆÌ·Ù›ÓË˜, ÒÛÙÂ Ó· Â›Ó·È ÚÔÛÈÙfi ÙÔ HRE ÛÙÔÓ ˘Ô‰Ô¯¤·,

ÂËÚÂ¿˙Ô˘Ó ÙËÓ ·Ó·ÁÓÒÚÈÛË ÙÔ˘ HRE ·fi ÙÔÓ Î·Ù¿ÏÏËÏÔ ˘Ô‰Ô¯¤· (Yoshinaga

et al, 1992, Bruggemeler et al, 1991). E›ÛË˜, ˘¿Ú¯Ô˘Ó Û˘ÁÎÂÎÚÈÌ¤ÓÂ˜ ‚¿ÛÂÈ˜ ÛÙ·

ÛËÌÂ›· fiÔ˘ Û˘Ó‰¤ÔÓÙ·È ÔÈ ˘Ô‰Ô¯Â›˜, ·ÏÏ·Á¤˜ ÙˆÓ ÔÔ›ˆÓ ÂËÚÂ¿˙Ô˘Ó ÙËÓ

ÚfiÛ‰ÂÛ‹ ÙÔ˘˜ (Vedeckis, 1992). T¤ÏÔ˜, Î·È ¿ÏÏÔÈ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ fiˆ˜ Ë

ÈÛÙÔÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ· ÛÙËÓ ·ÚÔ˘Û›· ÙˆÓ ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ (Vedeckis, 1992), ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ Ô˘

ÂÚÈ‚¿ÏÏÔ˘Ó Ù· HREs (Lucas and Granner, 1992), Î.Ï., Èı·Ó¿ ‰È·‰Ú·Ì·Ù›˙Ô˘Ó

Î¿ÔÈÔ ÚfiÏÔ.

3.6 EÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ ÙˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ-ÛÙfi¯ˆÓ

H ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ Ì¤Ûˆ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÛÙÔ DNA ÔÊÂ›ÏÂÙ·È ÛÙË

‰ÈÂ˘ÎfiÏ˘ÓÛË ÙË˜ Û˘ÁÎ¤ÓÙÚˆÛË˜ ÛÙËÓ ÂÚÈÔ¯‹ ÙÔ˘ ˘ÔÎÈÓËÙ‹ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘

ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÒÓ ·Ú·ÁfiÓÙˆÓ Ô˘ Â˘Ú›ÛÎÔÓÙ·È ÛÂ ÂÚÈÔÚÈÛÙÈÎ¤˜ ÔÛfiÙËÙÂ˜ ÛÙÔ

Î‡ÙÙ·ÚÔ, Î·ıÒ˜ Î·È ÛÙË ÛÙ·ıÂÚÔÔ›ËÛË ÙÔ˘ Û˘ÌÏfiÎÔ˘ ¤Ó·ÚÍË˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜,

Ì¤Ûˆ ·ÏÏËÏÂÈ‰Ú¿ÛÂˆÓ ÚˆÙÂ›ÓË˜-ÚˆÙÂ›ÓË˜ ÌÂ ÙËÓ A/ B ÂÚÈÔ¯‹ ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤·

(Halachmi et al, 1994, McEwan et al, 1993). EÈÏ¤ÔÓ, Ô ˘Ô‰Ô¯¤·˜ ÙˆÓ

ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ Û˘ÓÂÚÁ¿˙ÂÙ·È ÌÂ Ù· ÔÌÔ‰ÈÌÂÚ‹ ÙË˜ Jun ÚˆÙÂ›ÓË˜ ÁÈ· ÙËÓ

ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ˘ÔÎÈÓËÙÒÓ Ô˘ Ú˘ıÌ›˙ÔÓÙ·È ·fi ÙÔÓ AP-1 ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎfi ·Ú¿ÁÔÓÙ·

(Teurich et al, 1995). MÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ‹ ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ·fi ÛÙÂÚÔÂÈ‰‹ ÌÔÚÂ› Ó· Á›ÓÂÈ

·ÎfiÌ· Î·È ·fi ÛÙÔÈ¯Â›· Ô˘ Â˘Ú›ÛÎÔÓÙ·È ·ÚÎÂÙ¿ kb Ì·ÎÚÈ¿ ·fi ÙËÓ ÂÚÈÔ¯‹ ÙÔ˘

˘ÔÎÈÓËÙ‹ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ (Jantzen et al, 1987, Schatt et al, 1990), Î·È ÛÂ
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·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ ÂÛˆÓ›ˆÓ (ÁÔÓ›‰ÈÔ ÙË˜ ·ÓıÚÒÈÓË˜ ·˘ÍËÙÈÎ‹˜ ÔÚÌfiÓË˜, Slater et al,

1985).

Œ¯Ô˘Ó ·Ú·ÙËÚËıÂ› ÔÏÏ·Ï¿ HREs, ¯ˆÚ›˜ ˆÛÙfiÛÔ Ô ÌË¯·ÓÈÛÌfi˜ ‰Ú¿ÛË˜ ÙÔ˘˜

Ó· Â›Ó·È fiÌÔÈÔ˜. °È· ·Ú¿‰ÂÈÁÌ·, ÛÙËÓ ÂÚ›ÙˆÛË ÙË˜ ·ÌÈÓÔÙÚ·ÓÛÊÂÚ¿ÛË˜ ÙË˜

Ù˘ÚÔÛ›ÓË˜ (TAT), Ù· ‰‡Ô GREs ‰ÚÔ˘Ó Û˘ÓÂÚÁÈÛÙÈÎ¿ (Jantzen et al 1987), ÂÓÒ ÛÂ

fi,ÙÈ ·ÊÔÚ¿ ÙËÓ ÔÍ˘ÁÂÓ¿ÛË ÙË˜ Ù˘ÚÔÛ›ÓË˜, Ù· ‰‡Ô GREs ¤¯Ô˘Ó ·ÓÂÍ¿ÚÙËÙË,

·ıÚÔÈÛÙÈÎ‹ ·ÏÏ¿ fi¯È ÈÛfiÙÈÌË ‰Ú¿ÛË (Danesch et al 1987). EÈÏ¤ÔÓ, ¤¯Ô˘Ó ‰ÂÈ¯ıÂ›

Ú˘ıÌÈÛÙÈÎ¤˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ Ô˘ Èı·Ó¿ ‰ÚÔ˘Ó Û˘ÓÂÚÁÈÛÙÈÎ¿ ÌÂ HREs, fiˆ˜ Ë

·ÏÏËÏÔ˘¯›· CACCC (Lucas et al, 1992).

£ÂÙÈÎ‹ Ú‡ıÌÈÛË ·fi ÛÙÂÚÔÂÈ‰‹ ¤¯ÂÈ ‰ÂÈ¯ıÂ› ÁÈ· ÔÏÏ¿ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ¿ ÁÔÓ›‰È· (Karin

et al, 1984, Fan et al, 1992, Renkawitz et al, 1984, Slater et al, 1985, Jantzen et al,

1987, Schatt et al, 1990), ÁÈ· Ú˘ıÌÈÛÙÈÎ¤˜ ÂÚÈÔ¯¤˜ ÈÈÎÒÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ (Payvar et al,

1983, Spandidos et al, 1990b, Buetti et al, 1986, Ghosh, 1992) Î·ıÒ˜ Î·È ÁÈ· Ù·

ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓ›‰È· Ô˘ Îˆ‰ÈÎÔÔÈÔ‡Ó ˘ÚËÓÈÎÔ‡˜ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÔ‡˜ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ c-

fos, c-jun, c-myc (Musgrove et al, 1994, Gordeladzer et al, 1994, Hyder et al, 1994).

™ÙËÓ ·ÚÔ‡Û· ÌÂÏ¤ÙË ‰ÂÈÎÓ‡ÂÙ·È Ú‡ıÌÈÛË ·fi ÛÙÂÚÔÂÈ‰‹ Î·È ÙÔ˘ H-ras ÚˆÙÔ-

ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘ (Zachos et al, 1995, Zachos et al, 1996a).

3.7 AÚÓËÙÈÎ‹ Ú‡ıÌÈÛË ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ·fi ÛÙÂÚÔÂÈ‰‹

OÈ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ Â›Ó·È Â›ÛË˜ ÈÎ·ÓÔ› Î·Ù·ÛÙÔÏÂ›˜ ÙË˜

ÁÔÓÈ‰È·Î‹˜ ¤ÎÊÚ·ÛË˜. H Î·Ù·ÛÙÔÏ‹ ÔÊÂ›ÏÂÙ·È, Â›ÙÂ ÛÂ Û˘Ó·ÁˆÓÈÛÌfi ÁÈ· ı¤ÛË

ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÛÙÔ DNA, Â›ÙÂ ÛÂ Û˘Ó·ÁˆÓÈÛÌfi ÁÈ· Û˘Ì·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜, Â›ÙÂ ÛÂ

ÂÁÎÏˆ‚ÈÛÌfi ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÒÓ ·Ú·ÁfiÓÙˆÓ ÛÂ ·ÓÂÓÂÚÁ¤˜ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ¿ ÌÔÚÊ¤˜

(Beato et al, 1995). O ÙÂÏÂ˘Ù·›Ô˜ ÌË¯·ÓÈÛÌfi˜ ¤¯ÂÈ ·Ú·ÙËÚËıÂ› ÛÙÈ˜

·ÏÏËÏÂÈ‰Ú¿ÛÂÈ˜ ÙˆÓ ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ ÌÂ ÙÔ˘˜

ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÔ‡˜ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ AP-1 (Konig et al, 1992, Saatcioglu et al, 1994), NFÎ-B
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(Stein et al, 1995, Scheinman et al, 1995) Î·È GATA-1 (Blobel et al, 1995). H

·Ó·ÛÙÔÏ‹ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ Ê·›ÓÂÙ·È Ó· Â›Ó·È ÔÚÌÔÓÔÂÍ·ÚÙÒÌÂÓË, ‰ÂÓ ··ÈÙÂ›

ÚˆÙÂÈÓÔÛ‡ÓıÂÛË Î·È Á›ÓÂÙ·È Ì¤Ûˆ ·ÏÏËÏÂÈ‰Ú¿ÛÂˆÓ ÚˆÙÂ›ÓË˜-ÚˆÙÂ›ÓË˜. AÍ›˙ÂÈ

Ó· ÛËÌÂÈˆıÂ› fiÙÈ Ô ˘Ô‰Ô¯¤·˜ ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ Î·Ù·ÛÙ¤ÏÏÂÈ ÙË ‰Ú¿ÛË ÙˆÓ

ÂÙÂÚÔ‰ÈÌÂÚÒÓ Fos-Jun (Teurich et al ,1995, Beato et al, 1995), ÁÂÁÔÓfi˜ Ô˘

˘Ô‰ËÏÒÓÂÈ fiÙÈ ·ÏÏ·Á¤˜ ÛÙË ÛÙÂÚÂÔ‰È·ÌfiÚÊˆÛË ÙÔ˘ ÌÔÚ›Ô˘ Â›Ó·È ˘Â‡ı˘ÓÂ˜ ÁÈ·

ÙË ‰ÈÏ‹ ‰Ú¿ÛË ÙˆÓ ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ, ˆ˜ Â·ÁˆÁÂ›˜ ·ÏÏ¿ Î·È

Î·Ù·ÛÙÔÏÂ›˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜. TÔ Ê·ÈÓfiÌÂÓÔ ÈÛ¯‡ÂÈ Î·È ·ÓÙ›ÛÙÚÔÊ·, ‰ËÏ·‰‹ Ô AP-1

(Fos-Jun) ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎfi˜ ·Ú¿ÁÔÓÙ·˜ ÂÌÔ‰›˙ÂÈ ÙË ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ

·ÔÎÚÈÓfiÌÂÓˆÓ ÛÂ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰‹, Ì¤Ûˆ ·ÏÏËÏÂ›‰Ú·ÛË˜ ÌÂ ÙÔÓ GR

(Saatcioglu et al, 1994). ¢Â›¯ıËÎÂ ·ÎfiÌË Ë ‡·ÚÍË "ÔÚÊ·ÓÒÓ" ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ, ÔÈ ÔÔ›ÔÈ

‰ÂÓ ÚÔÛ‰¤ÓÔÓÙ·È ÛÙÔ DNA, Î·È ·ÏÏËÏÂÈ‰ÚÔ‡Ó ÌÂ ÙÔ˘˜ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙÔ˘ ÚÂÙÈÓÔÈÎÔ‡

ÔÍ¤Ô˜ Î·È ÙË˜ ÔÚÌfiÓË˜ ÙÔ˘ ı˘ÚÂÔÂÈ‰Ô‡˜, ÂÌÔ‰›˙ÔÓÙ·˜ ÙË ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ‹

ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ·fi ·˘ÙÔ‡˜ (Seol et al, 1996).

EÈÏ¤ÔÓ, ¤¯Ô˘Ó ÂÚÈÁÚ·ÊÂ› ·ÚÓËÙÈÎ¿ HREs, Ù· ÔÔ›· Î·Ù·ÛÙ¤ÏÏÔ˘Ó ÙËÓ

¤ÎÊÚ·ÛË Û˘ÁÎÂÎÚÈÌ¤ÓˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ Ì¤Ûˆ ÂÈ‰ÈÎ‹˜ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÛÙÔ

DNA, ˆÛÙfiÛÔ Ù· ·ÔÙÂÏ¤ÛÌ·Ù· ‰ÂÓ Â›Ó·È ·ÎfiÌË Ï‹Úˆ˜ Î·Ù·ÓÔËÙ¿ (Heck et al,

1994, Ponta et al, 1992).

3.8 ÕÏÏÔÈ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ Ô˘ ÂËÚÂ¿˙Ô˘Ó ÙËÓ ÂÓÂÚÁfiÙËÙ· ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤·

Y¿Ú¯Ô˘Ó Î·È Î¿ÔÈÔÈ ¿ÏÏÔÈ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ Ô˘ ÂËÚÂ¿˙Ô˘Ó ÙËÓ ÂÓÂÚÁfiÙËÙ· ÙÔ˘

˘Ô‰Ô¯¤·, fiˆ˜ Ë ÊˆÛÊÔÚ˘Ï›ˆÛË, Ë ÔÔ›· Á›ÓÂÙ·È Î˘Ú›ˆ˜ ÌÂÙ¿ ÙËÓ ÚfiÛ‰ÂÛË ÙÔ˘

ÌÔÚ›Ô˘ ÛÙÔ DNA (Tsai et al, 1994). AÎfiÌË, ¤¯ÂÈ ·Ú·ÙËÚËıÂ› ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙÔ˘

˘Ô‰Ô¯¤· ·fi ¿ÏÏ· ÌfiÚÈ· ÂÎÙfi˜ ÙÔ˘ Û˘Ó‰¤ÙË, Ù· ÔÔ›· ‰ÚÔ˘Ó Ì¤Ûˆ Ô‰ÒÓ

ÊˆÛÊÔÚ˘Ï›ˆÛË˜, fiˆ˜ Ë ÓÙÔ·Ì›ÓË ÁÈ· ÙÔÓ ER ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ (Tsai et al, 1994).
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3.9 ™ÙÂÚÔÂÈ‰‹ Î·È Á˘Ó·ÈÎÔÏÔÁÈÎfi˜ Î·ÚÎ›ÓÔ˜

°ÂÓÈÎ¿, Ù· ÛÙÂÚÔÂÈ‰‹ ıÂˆÚÔ‡ÓÙ·È ÚÔ·ÁˆÁÔ› ÙË˜ Î·ÚÎÈÓÔÁ¤ÓÂÛË˜ (Sekeris,

1991). OÈ ÔÚÌfiÓÂ˜ ÙÔ˘ Ê‡ÏÔ˘, Ù· ÔÈÛÙÚÔÁfiÓ· Î·È Ë ÚÔÁÂÛÙÂÚfiÓË, Ê·›ÓÂÙ·È Ó·

ÂÌÏ¤ÎÔÓÙ·È ¿ÌÂÛ· ÛÙËÓ ·ÈÙÈÔÏÔÁ›· ÙÔ˘ Á˘Ó·ÈÎÔÏÔÁÈÎÔ‡ Î·ÚÎ›ÓÔ˘ Î·È ˘„ËÏ¿

Â›Â‰· ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ ÛÂ Û˘Ó‰˘·ÛÌfi ÌÂ ¯·ÌËÏ¿ Â›Â‰· ÚÔÁÂÛÙÂÚfiÓË˜,

Û˘Ó‰¤ÔÓÙ·È ÌÂ ·˘ÍËÌ¤ÓË Èı·ÓfiÙËÙ· Î·ÚÎ›ÓÔ˘ ÙÔ˘ ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘ Î·È ÙË˜ ˆÔı‹ÎË˜

(Deslypere et al, 1995, Lauritzen, 1994). T· ÔÈÛÙÚÔÁfiÓ· ‰ËÌÈÔ˘ÚÁÔ‡Ó ¤Ó·

ÂÚÈ‚¿ÏÏÔÓ ‰È¤ÁÂÚÛË˜ ÙË˜ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹˜ ·‡ÍËÛË˜ Î·È ‰È·›ÚÂÛË˜ ÛÙ· fiÚÁ·Ó·-

ÛÙfi¯Ô˘˜, Ê·ÈÓfiÌÂÓ· Ô˘ Û˘Ó·ÚÙÒÓÙ·È ÌÂ ÙÔ Ì¤ÁÂıÔ˜ Î·È ÙË ‰È¿ÚÎÂÈ· ÙË˜

¯ÔÚËÁÔ‡ÌÂÓË˜ ‰fiÛË˜ ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ. £ÂˆÚÂ›Ù·È Èı·Ófi ÔÈ ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÙˆÓ

ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ras Ó· ÔÊÂ›ÏÔÓÙ·È ÛÂ ÔÚÌÔÓÈÎ‹ ÌÂÙ·ÏÏ·ÍÔÁ¤ÓÂÛË, ‰ËÏ·‰‹, ÏfiÁˆ ÙÔ˘ fiÙÈ

Ô Î˘ÎÏÈÎfi˜ ÔÏÏ·Ï·ÛÈ·ÛÌfi˜ ÙˆÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ Â›Ó·È ¯·Ú·ÎÙËÚÈÛÙÈÎfi Ê·ÈÓfiÌÂÓÔ ÙÔ˘

ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘ ÙˆÓ ıËÏ·ÛÙÈÎÒÓ, Ë ‰ËÌÈÔ˘ÚÁ›· Ù˘¯·›ˆÓ ·ÏÏÔÈÒÛÂˆÓ ÙÔ˘ DNA

‰‡Ó·Ù·È Â˘ÎÔÏfiÙÂÚ· Ó· ÌÂÙ·ÙÚ·Â› ÛÂ ÌfiÓÈÌË ÌÂÙ¿ÏÏ·ÍË. T· ÔÈÛÙÚÔÁfiÓ·

ÌÔÚÔ‡Ó ÌÂ ·˘ÙfiÓ ÙÔÓ ÙÚfiÔ Ó· ‰ÈÂÁÂ›ÚÔ˘Ó ÙËÓ ÔÁÎÔÁ¤ÓÂÛË, ·˘Í¿ÓÔÓÙ·˜ ÙÔ

‰˘Ó·ÌÈÎfi ÔÏÏ·Ï·ÛÈ·ÛÌÔ‡ ÙÔ˘ ÈÛÙÔ‡ ÙÔ˘ ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘. AÓÙ›ıÂÙ·, ÂÚÈÔ‰ÈÎ‹

¯ÔÚ‹ÁËÛË ÚÔÁÂÛÙÂÚfiÓË˜ Â¿ÁÂÈ ÙË ‰È·ÎÔ‹ ÙÔ˘ Î˘ÙÙ·ÚÈÎÔ‡ ÔÏÏ·Ï·ÛÈ·ÛÌÔ‡,

Ì¤Ûˆ ÌÂ›ˆÛË˜ ÙˆÓ ÂÈ¤‰ˆÓ ÙˆÓ ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ, ÌÂÙ·ÙÚÔ‹˜ ÙË˜

ÔÈÛÙÚ·‰ÈfiÏË˜ ÛÂ ÔÈÛÙÚfiÓË, ÌÂ›ˆÛË˜ ÙÔ˘ ÂÓ‰ÔÎ˘ÙÙ·ÚÈÎÔ‡ ÌÂÙ·‚ÔÏÈÛÌÔ‡ Î·È

ÂÏ¿ÙÙˆÛË˜ ÙË˜ ·ÁÁÂÈ·Î‹˜ ‰È·ÂÚ·ÙfiÙËÙ·˜ ÛÙ· fiÚÁ·Ó·-ÛÙfi¯Ô˘˜. AÓÙ›ÛÙÔÈ¯Ë

ÂÌÊ·Ó›˙ÂÙ·È Ë ‰Ú¿ÛË ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ Î·È ÛÙËÓ ÂÚ›ÙˆÛË ÙÔ˘ Î·ÚÎ›ÓÔ˘

ÙÔ˘ Ì·ÛÙÔ‡.

T· Â›Â‰· ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ ÂËÚÂ¿˙Ô˘Ó ÙÔ˘˜ Ú˘ıÌÔ‡˜ ıÂÚ·Â›·˜ Î·È

ÙËÓ ÂÈ‚›ˆÛË Á˘Ó·ÈÎÒÓ ÌÂ ÓÂÔÏ·Û›Â˜ ÙÔ˘ ÁÂÓÓËÙÈÎÔ‡ Û˘ÛÙ‹Ì·ÙÔ˜ (Geisler et al,

1995, Nyholm et al, 1995, Morris et al, 1995). E›ÛË˜, Á˘Ó·›ÎÂ˜ Ô˘ ÁÈ· ÙËÓ

·Ó·ÎÔ‡ÊÈÛË ÙˆÓ Û˘ÌÙˆÌ¿ÙˆÓ ÙË˜ ÂÌÌËÓfi·˘ÛË˜ ·›ÚÓÔ˘Ó ÔÈÛÙÚÔÁfiÓ·, ¤¯Ô˘Ó

˘„ËÏfi Î›Ó‰˘ÓÔ Ó· ÂÌÊ·Ó›ÛÔ˘Ó Î·ÚÎ›ÓÔ ÙÔ˘ ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘ Î·È ÙË˜ ˆÔı‹ÎË˜, Â¿Ó ‰ÂÓ
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Ï·Ì‚¿ÓÔ˘Ó Û‡Á¯ÚÔÓ· Î·È ÚÔÁÂÛÙÂÚfiÓË ÁÈ· "·ÓÙÈÛÙ¿ıÌÈÛÌ·" (Palacios, 1994,

Grandy, 1995, Breckwoldt, 1995).

EÈÏ¤ÔÓ, ˘¿Ú¯ÂÈ Û˘Û¯ÂÙÈÛÌfi˜ ÌÂÙ·Í‡ ÂÈ¤‰ˆÓ ÔÚÌÔÓÈÎÒÓ ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ Î·È

ÚfiÁÓˆÛË˜ ÙË˜ ·Ûı¤ÓÂÈ·˜ (Nyholm et al, 1995, Morris et al, 1995), ¯ˆÚ›˜ fiÌˆ˜ Ó·

˘¿Ú¯ÂÈ Î¿ÔÈÔ Û·Ê¤˜ Û˘Ì¤Ú·ÛÌ·, fiˆ˜ ÁÈ· ÙÔÓ Î·ÚÎ›ÓÔ ÙÔ˘ Ì·ÛÙÔ‡ fiÔ˘

˘„ËÏ¿ Â›Â‰· ÔÚÌÔÓÈÎÒÓ ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ Û¯ÂÙ›˙ÔÓÙ·È ÌÂ Î·Ï‹ ÚfiÁÓˆÛË (Schwartz,

1994, Esteban et al, 1994, Taylor, 1996). º·›ÓÂÙ·È ˆÛÙfiÛÔ Ó· ˘¿Ú¯ÂÈ Û˘Û¯¤ÙÈÛË

·Ó¿ÌÂÛ· ÛÙ· ·˘ÍËÌ¤Ó· Â›Â‰· ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ Î·È ÙËÓ

Î·ÚÎÈÓÈÎ‹ ÂÍ·ÏÏ·Á‹, ÛÂ fiÁÎÔ˘˜ ÙÔ˘ ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘ (Nyholm et al, 1995, Zachos et al,

1996a, b) Î·È ÙË˜ ˆÔı‹ÎË˜ (Zachos et al, 1996a,b).
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KEºA§AIO TETAPTO

H ¶PøTE´NH P53

4.1 EÈÛ·ÁˆÁ‹

TÔ ÔÁÎÔ-Î·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎfi ÁÔÓ›‰ÈÔ p53, Â›Ó·È ÙÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ Ô˘ "ÂÓÔ¯ÔÔÈÂ›Ù·È"

Û˘¯ÓfiÙÂÚ· ÛÂ fiÁÎÔ˘˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ (Harris, 1993, Friend, 1994, Bargonetti et al,

1991, Kern et al, 1991). E˘Ú›ÛÎÂÙ·È ÛÙÔ 17q13 ¯ÚˆÌfiÛˆÌ· Î·È Îˆ‰ÈÎÔÔÈÂ› ÁÈ· Ì›·

ÚˆÙÂ›ÓË 393 ·ÌÈÓÔÍÈÎÒÓ Î·Ù·ÏÔ›ˆÓ Î·È ÌÔÚÈ·ÎÔ‡ ‚¿ÚÔ˘˜ 53 kb. H ÚˆÙÂ›ÓË

P53, ‰Ú· ˆ˜ ·Ú¿ÁÔÓÙ·˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜, Ú˘ıÌ›˙ÔÓÙ·˜ ÙËÓ ¤ÎÊÚ·ÛË ÁÔÓÈ‰›ˆÓ

··Ú·›ÙËÙˆÓ ÁÈ· ÙËÓ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹ ·‡ÍËÛË Î·È ‰È·ÊÔÚÔÔ›ËÛË, ÙËÓ ÂÈ‰ÈfiÚıˆÛË ÙÔ˘

DNA ÌÂÙ¿ ·fi ‚Ï¿‚Â˜ Î·È ÙÔÓ ÚÔÁÚ·ÌÌ·ÙÈÛÌ¤ÓÔ Î˘ÙÙ·ÚÈÎfi ı¿Ó·ÙÔ (·fiÙˆÛË),

ÌÂ Î‡ÚÈÔ ÛÙfi¯Ô ‰Ú¿ÛË˜ ÙË˜ ÙËÓ Î·Ù·ÛÙÔÏ‹ ÙË˜ ÔÁÎÔÁ¤ÓÂÛË˜ Ô˘ ÚÔÎ·ÏÂ›Ù·È ·fi

ÁÂÓÔÙÔÍÈÎÔ‡˜ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ (¯ËÌÈÎ¿, ·ÎÙÈÓÔ‚ÔÏ›Â˜, Î.Ï.). OÈ ‰Ú·ÛÙËÚÈfiÙËÙÂ˜ ·˘Ù¤˜

Ú·ÁÌ·ÙÒÓÔÓÙ·È ·fi ÙË ÌË ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË ÚˆÙÂ›ÓË, Ì¤Ûˆ ·ÏÏËÏÂÈ‰Ú¿ÛÂˆÓ ÌÂ

¿ÏÏÂ˜ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎ¤˜ ÚˆÙÂ›ÓÂ˜ Î·È ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÛÂ ÂÈ‰ÈÎ¤˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ. OÈ

ÌË¯·ÓÈÛÌÔ› ·ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË˜ ÙË˜ P53 ÚˆÙÂ›ÓË˜ Î·Ù¿ ÙËÓ Î·ÚÎÈÓÔÁ¤ÓÂÛË

ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÔ˘Ó ÛËÌÂÈ·Î¤˜ ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘, ·ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙË˜

ÚˆÙÂ›ÓË˜ ·fi È˚Î¿ Î·È Î˘ÙÙ·ÚÈÎ¿ ÚÔÈfiÓÙ·, ‰È·Ù·Ú·¯¤˜ ÛÙË ı¤ÛË ÙË˜ Ì¤Û· ÛÙÔ

Î‡ÙÙ·ÚÔ Î·È ·Ó·ÛÙÔÏ‹ ·fi Î˘ÙÙ·ÚÈÎ¿ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎ¿ ÌfiÚÈ· (Donehower and Bradley,

1993, Levine et al, 1994, Rotter et al, 1994, Wyllie, 1995, Zambetti and Levine,

1993, Hainaut, 1995).
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4.2 ¢ÔÌ‹ Î·È ‚·ÛÈÎ¤˜ ‚ÈÔ¯ËÌÈÎ¤˜ È‰ÈfiÙËÙÂ˜ ÙË˜ "Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘" Î·È

ÙË˜ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË˜ P53 ÚˆÙÂ›ÓË˜

4.2.1 ¢ÔÌ‹ ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ P53

H ÚˆÙÂ›ÓË P53 ··ÚÙ›˙ÂÙ·È ·fi 4 ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÈÎ¤˜ ÂÚÈÔ¯¤˜, ÔÈ ÔÔ›Â˜

ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÔ˘Ó:

1. ÌÈ· ÂÚÈÔ¯‹ ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜, ÛÙÔ fiÍÈÓÔ ·ÌÈÓÔ-ÙÂÏÈÎfi ¿ÎÚÔ ÙË˜

ÚˆÙÂ›ÓË˜ (Sang et al, 1994), 2. ÌÈ· ÂÚÈÔ¯‹ ÂÈ‰ÈÎ‹˜ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÛÙÔ DNA

(·ÌÈÓÔÍ¤· 102-290), ˘„ËÏ¿ Û˘ÓÙËÚËÌ¤ÓË, ÌÂ ÙËÓ ÔÔ›· Ë ÚˆÙÂ›ÓË ‰¤ÓÂÙ·È ÛÙÔ

DNA ÁÔÓÈ‰›ˆÓ (Pavletish et al, 1993, Bargonetti et al, 1993), 3. ÌÈ· ÂÚÈÔ¯‹

ÔÏÈÁÔÌÂÚÈÛÌÔ‡ (·ÌÈÓÔÍ¤· 319-360), ˘Â‡ı˘ÓË ÁÈ· ÙÔ Û¯ËÌ·ÙÈÛÌfi ÙÂÙÚ·ÌÂÚÒÓ

P53 (Clore et al, 1994), Î·È 4. ÌÈ· ‚·ÛÈÎ‹ ÂÚÈÔ¯‹ ÛÙÔ Î·Ú‚fiÍ˘-ÙÂÏÈÎfi ¿ÎÚÔ, Ô˘

Èı·Ó¿ ¤¯ÂÈ ·ÚÓËÙÈÎ¤˜ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎ¤˜ ÏÂÈÙÔ˘ÚÁ›Â˜ (ÁÈ· ·Ú¿‰ÂÈÁÌ· ÂÌÔ‰›˙ÂÈ ÙËÓ

ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ ÛÙÔ DNA, Hupp et al, 1993). ™ÙËÓ EÈÎfiÓ· 4.1 Ê·›ÓÂÙ·È Ë

‰ÔÌ‹ ÙË˜ P53 ÚˆÙÂ›ÓË˜, Î·ıÒ˜ Î·È ÙÚ›· ·fi Ù· Û˘¯ÓfiÙÂÚ· ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤Ó·

Îˆ‰ÈÎfiÓÈ· ÛÂ fiÁÎÔ˘˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ (Zambetti and Levine, 1993, Levine et al,

1994).

 175 248 273

NH COOH

    EI¢IKH ¶PO™¢E™H
™TO DNA

E¶A°ø°H
META°PAºH™

O§I°OMEPI™MO™

NLS APNHTIKH
PY£MI™H

EÈÎ. 4.1: ¢ÔÌ‹ ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ P53. AÂÈÎÔÓ›˙ÔÓÙ·È ÔÈ ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÈÎ¤˜ ÂÚÈÔ¯¤˜ Ô˘ Â›Ó·È

˘Â‡ı˘ÓÂ˜ ÁÈ· ÙËÓ Â·ÁˆÁ‹ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ, ÙËÓ ÂÈ‰ÈÎ‹ ÚfiÛ‰ÂÛË ÛÙÔ DNA, ÙÔÓ

ÂÓÙÔÈÛÌfi ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ ÛÙÔÓ ˘Ú‹Ó· (Nuclear Localization Signal, NLS), ÙÔÓ ÔÏÈÁÔÌÂÚÈÛÌfi Î·È
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ÙËÓ ·ÚÓËÙÈÎ‹ Ú‡ıÌÈÛË ÙË˜ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÛÙÔ DNA. ™Ù· Îˆ‰ÈÎfiÓÈ· 175, 248 Î·È 273 ÂÓÙÔ›˙ÂÙ·È ÙÔ

6.1%, 9.6% Î·È 8.8% ÙˆÓ ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂˆÓ Ô˘ Ô‰ËÁÔ‡Ó ÛÂ ÔÁÎÔÁ¤ÓÂÛË ÛÙÔ ¿ÓıÚˆÔ.

H ÎÚ˘ÛÙ·ÏÏÈÎ‹ ‰ÔÌ‹ ÙË˜ ÂÚÈÔ¯‹˜ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ ÛÙÔ DNA ¤¯ÂÈ

Ï˘ıÂ› (Cho et al, 1994). H ÂÚÈÔ¯‹ ·˘Ù‹ Û˘Ó›ÛÙ·Ù·È ·fi ¤Ó· "ÛÎÂÏÂÙfi" ·fi ‰‡Ô

·ÓÙÈ·Ú¿ÏÏËÏÂ˜ ‚-Ù˘¯ˆÙ¤˜ ÂÈÊ¿ÓÂÈÂ˜, ¿Óˆ ÛÙÔÓ ÔÔ›Ô Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È Ë ÂÈÊ¿ÓÂÈ·

ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÛÙÔ DNA. A˘Ù‹ ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ ‰‡Ô ÊÔ˘ÚÎ¤ÙÙÂ˜ (loops) ÙÈ˜ L2, L3, ÔÈ

ÔÔ›Â˜ Û˘ÁÎÚ·ÙÔ‡ÓÙ·È ·fi ¤Ó· ¿ÙÔÌÔ „Â˘‰·ÚÁ‡ÚÔ˘ Î·È Ì›· ‰ÔÌ‹ ÊÔ˘ÚÎ¤ÙÙ·-‚-

Ù˘¯ˆÙ‹ ÂÈÊ¿ÓÂÈ·-·-¤ÏÈÎ·, ÏÂ˘ÚÈÎ¿ ÙÔ˘ "ÛÎÂÏÂÙÔ‡". H L3 ·ÏÏËÏÂÈ‰Ú¿ ÌÂ ÙË

ÌÂÁ¿ÏË ÎÔÈÏfiÙËÙ· ÙÔ˘ DNA (major groove) Î·È ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ ÙËÓ Arg248. H ‰ÔÌ‹

ÊÔ˘ÚÎ¤ÙÙ·-‚-Ù˘¯ˆÙ‹ ÂÈÊ¿ÓÂÈ·-·-¤ÏÈÎ· ·ÏÏËÏÂÈ‰Ú¿ ÌÂ ÙË ÌÈÎÚ‹ ·‡Ï·Î· ÙÔ˘

DNA (minor groove) Î·È ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ ÙËÓ Arg 273, ÂÓÒ Ë Arg 175 Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È ÛÙËÓ

L2, Ô˘ ¤¯ÂÈ ‰ÔÌÈÎfi ÚfiÏÔ. ™˘ÓÂÒ˜, ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÛÙ· Îˆ‰ÈÎfiÓÈ· 248 Î·È 273

ÂËÚÂ¿˙Ô˘Ó ¿ÌÂÛ· ÙËÓ ÈÎ·ÓfiÙËÙ· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ ÛÙÔ DNA, ÂÓÒ

ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÛÙÔ Îˆ‰ÈÎfiÓÈÔ 175 ÂËÚÂ¿˙Ô˘Ó ÙËÓ ÈÎ·ÓfiÙËÙ¿ ÙË˜ Ó· ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È

ÛÙÔ DNA Ì¤Ûˆ ·ÏÏ·Á‹˜ ÙË˜ ÛÙÂÚÂÔ‰ÔÌ‹˜ ÙÔ˘ ÌÔÚ›Ô˘ (Arrowsmith and Morin,

1996).

4.2.2 B·ÛÈÎ¤˜ ‚ÈÔ¯ËÌÈÎ¤˜ È‰ÈfiÙËÙÂ˜ ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ P53

°ÂÓÈÎ¿, Ë "Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘", ÌË ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË ÚˆÙÂ›ÓË P53, ¤¯ÂÈ ÔÏ‡ ÌÈÎÚfi

¯ÚfiÓÔ ËÌ›ÛÂÈ·˜ ˙ˆ‹˜, ÂÚ›Ô˘ 30min (Gronostajski et al, 1984), ÂÌÔ‰›˙ÂÈ ÙËÓ

·‡ÍËÛË Î·ÚÎÈÓÈÎÒÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ ÛÂ Î·ÏÏÈ¤ÚÁÂÈ· (Mercer et al, 1991, Chen et al, 1990,

Martinez et al, 1991), ÂÌÔ‰›˙ÂÈ ÙË ÌÂÙ·ÌfiÚÊˆÛË ÈÓÔ‚Ï·ÛÙÒÓ ·fi ÔÁÎÔÁÔÓ›‰È·

Ô˘ ‰ÚÔ˘Ó Û˘ÓÂÚÁÈÛÙÈÎ¿ (Finlay et al, 1989) Î·È ‰ÂÓ ·Ó·ÁÓˆÚ›˙ÂÙ·È ·fi ÙÔ
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ÌÔÓÔÎÏˆÓÈÎfi ·ÓÙ›ÛˆÌ· Pab240, ÙÔ ÔÔ›Ô Â›Ó·È ÂÈ‰ÈÎfi ÁÈ· ÔÏÏ¿ Â›‰Ë

ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓˆÓ ÚˆÙÂÈÓÒÓ (Gannon et al, 1990).

AÓÙ›ıÂÙ·, Ë ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË ÚˆÙÂ›ÓË P53, ¤¯ÂÈ ¯ÚfiÓÔ ËÌÈ˙ˆ‹˜ ·ÚÎÂÙ¤˜ ÒÚÂ˜

(Finlay et al, 1988, Hinds et al, 1990), ‰ÂÓ Î·Ù·ÛÙ¤ÏÏÂÈ ÙËÓ ·‡ÍËÛË ÙˆÓ Î·ÚÎÈÓÈÎÒÓ

Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ (Mercer et al, 1991, Chen et al, 1990, Martinez et al, 1991) Î·È ‰ÂÓ

Î·Ù·ÛÙ¤ÏÏÂÈ ÙË ÌÂÙ·ÌfiÚÊˆÛË ÈÓÔ‚Ï·ÛÙÒÓ ·fi ÔÁÎÔÁÔÓ›‰È· (Finlay et al, 1989).

AÎfiÌË, ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ ÌÔÚÊ¤˜ ÙË˜ P53 Û˘ÓÂÚÁ¿˙ÔÓÙ·È ÌÂ ÙÔ ÂÓÂÚÁÔÔÈËÌ¤ÓÔ

ÔÁÎÔÁÔÓ›‰ÈÔ ras ÛÙÔÓ Î˘ÙÙ·ÚÈÎfi ÌÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛÌfi (Hinds et al, 1990).

4.2.3 ¶ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜ P53 ÛÂ ÂÈ‰ÈÎ¤˜ DNA ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜

£ÂÌÂÏÈÒ‰Ë˜ ‚ÈÔ¯ËÌÈÎ‹ È‰ÈfiÙËÙ· ÙË˜ Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ P53 ÚˆÙÂ›ÓË˜ Â›Ó·È Ë

ÈÎ·ÓfiÙËÙ¿ ÙË˜ Ó· Û¯ËÌ·Ù›˙ÂÈ ÙÂÙÚ·ÌÂÚ‹ (Halazonetis and Kandil, 1993,

Halazonetis et al, 1993) Î·È Ó· ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È ÂÈ‰ÈÎ¿ ÛÂ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ ÙÔ˘ DNA Ô˘

ÂÚÈ¤¯Ô˘Ó ·ÓÙ›ÁÚ·Ê· ÙÔ˘ ‰ÂÎ·ÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›Ô˘  5'-(Pu)3C(A/T)(T/A)G(Py)3-3', Ù·

ÔÔ›· Â˘Ú›ÛÎÔÓÙ·È ÛÂ ·fiÛÙ·ÛË 0 ¤ˆ˜ 13 ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· ÌÂÙ·Í‡ ÙÔ˘˜, fiÔ˘ Pu:

¶Ô˘Ú›ÓË Î·È Py: ¶˘ÚÈÌÈ‰›ÓË (Tokino et al, 1994). MË ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË ÚˆÙÂ›ÓË Ô˘

¤¯ÂÈ Û˘ÓÙÂıÂ› in vitro, ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È ÂÈ‰ÈÎ¿ ÛÂ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· Ô˘ Ê¤ÚÔ˘Ó ÙË

Û˘Ó·ÈÓÂÙÈÎ‹ ·ÏÏËÏÔ˘¯›· ·ÚÔ˘Û›· ˘ÚËÓÈÎÔ‡ ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·ÙÔ˜ ·ÎfiÌË Î·È ·fi ÌË

Ê¤ÚÔÓÙ· ÙÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ p53 Î‡ÙÙ·Ú·, ÁÂÁÔÓfi˜ Ô˘ ˘Ô‰ËÏÒÓÂÈ ÌÂÙ·-ÌÂÙ·ÊÚ·ÛÙÈÎ‹

ÙÚÔÔÔ›ËÛË ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ ÚÔÎÂÈÌ¤ÓÔ˘ Ó· Á›ÓÂÈ ÂÓÂÚÁ‹ ÁÈ· ÚfiÛ‰ÂÛË ÛÂ DNA

(Funk et al, 1992). AÓÙ›ıÂÙ·, ·Ô˘Û›· ˘ÚËÓÈÎÔ‡ ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·ÙÔ˜, ÂÈ‰ÈÎ‹ ÚfiÛ‰ÂÛË

ÙË˜ P53 ÛÂ DNA ·Ú·ÙËÚÂ›Ù·È Â¿Ó ÚÔÛÙÂıÂ› ·ÓÙ›ÛˆÌ· Pab421. TÔ ·ÓÙ›ÛˆÌ·

·˘Ùfi ·Ó·ÁÓˆÚ›˙ÂÈ ÙÔ Î·Ú‚fiÍ˘-ÙÂÏÈÎfi ¿ÎÚÔ ÙÔ˘ ÚˆÙÂÈÓÈÎÔ‡ ÌÔÚ›Ô˘ (Wade-Evans

and Jenkins, 1985) Î·È ÂÓÈÛ¯‡ÂÈ ÙËÓ ÈÎ·ÓfiÙËÙ· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙË˜ P53 ÛÙÔ DNA,

Èı·Ó¿ ·ÔÎ·Ï‡ÙÔÓÙ·˜ ÙËÓ ÂÚÈÔ¯‹ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÛÙÔ DNA (Hupp et al, 1992, Funk

et al, 1992) Î·È Î·Ï‡ÙÔÓÙ·˜ ÙËÓ ·ÚÓËÙÈÎ‹ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎ‹ ÂÚÈÔ¯‹. AÔ˘Û›·

Î˘ÙÙ·ÚÈÎÔ‡ ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·ÙÔ˜ ‹ ·ÓÙÈÛÒÌ·ÙÔ˜ Pab421 Ë ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜ P53 ÛÙÔ DNA
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Â›Ó·È ÔÏ‡ ·ÛıÂÓ¤ÛÙÂÚË Î·È ÔÚÈÛÌ¤ÓÂ˜ ÊÔÚ¤˜ Ú·ÎÙÈÎ¿ ‰ÂÓ ·Ú·ÙËÚÂ›Ù·È (Funk et

al, 1992, Halazonetis et al, 1993a, b, Halazonetis, 1992). £· Ú¤ÂÈ fiÌˆ˜ Ó·

ÛËÌÂÈˆıÂ› fiÙÈ Ë ·Ú·ÙËÚÔ‡ÌÂÓË ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜ P53 ÛÙÔ DNA Â›Ó·È Û˘Ó¿ÚÙËÛË Î·È

ÙÔ˘ Â›‰Ô˘˜ ÙË˜ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰ÈÎ‹˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›·˜-È¯ÓËı¤ÙË Ô˘ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÂ›Ù·È,

‰Â‰ÔÌ¤ÓÔ˘ fiÙÈ ¤¯Ô˘Ó Û˘ÓÙÂıÂ› ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· Ô˘ ·Ó·ÁÓˆÚ›˙ÔÓÙ·È ·fi ÙËÓ

P53 ·Ô˘Û›· ˘Ô‚ÔËıËÙÈÎÒÓ ·Ú·ÁfiÓÙˆÓ, fiˆ˜ Â›Ó·È ÙÔ BC-S21 (Halazonetis,

1992). T¤ÏÔ˜, ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙË˜ P53 ÁÈ· ÂÈ‰ÈÎ‹ ÚfiÛ‰ÂÛË ÛÙÔ DNA ·Ú·ÙËÚÂ›Ù·È

ÌÂ ·Ê·›ÚÂÛË ÙˆÓ ÙÂÏÂ˘Ù·›ˆÓ 30 ·ÌÈÓÔÍÈÎÒÓ Î·Ù·ÏÔ›ˆÓ (¢364-393) ÌÂ

·ÔÙ¤ÏÂÛÌ·, ÏfiÁˆ ÂÏÏÂ›„Âˆ˜ ÙË˜ ·ÚÓËÙÈÎ‹˜ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎ‹˜ ÂÚÈÔ¯‹˜, Ë

‰È·ÌfiÚÊˆÛË ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ Ó· "ÌÂÙ·ÙÔ›˙ÂÙ·È" ÚÔ˜ ÙËÓ ÂÓÂÚÁfi ÁÈ· ÚfiÛ‰ÂÛË ÛÂ

DNA ÌÔÚÊ‹ (Halazonetis et al, 1993a, b, Watermam et al, 1995).

AÓÙ›ıÂÙ·, ÔÈ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ ÌÔÚÊ¤˜ ÙË˜ P53 ‰ÂÓ ÚÔÛ‰¤ÓÔÓÙ·È ÛÙÔ DNA Î·È

‰ÂÓ ÂÓÂÚÁÔÔÈÔ‡Ó ÙË ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ (Zambetti and Levine, 1993). øÛÙfiÛÔ,

˘¿Ú¯Ô˘Ó ·Ó·ÊÔÚ¤˜ ÁÈ· ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ ÌÔÚÊ¤˜ ÙË˜ P53 Ô˘ ·ÚÔ˘ÛÈ¿˙Ô˘Ó

ÈÎ·ÓfiÙËÙ· ÂÈ‰ÈÎ‹˜ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÛÙÔ DNA Î·È ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ‹˜ ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË˜

ÁÔÓÈ‰›ˆÓ (Chen et al, 1993, Zhang et al, 1993a, b, Zhang et al, 1994, Park et al,

1994, Niewolik et al, 1995). ¶ÂÚÈÛÛfiÙÂÚÂ˜ ÏÂÙÔÌ¤ÚÂÈÂ˜ ÁÈ· ÙËÓ ÈÎ·ÓfiÙËÙ· ÙË˜

Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ Î·È ÙË˜ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË˜ P53 ÚˆÙÂ›ÓË˜ Ó· Â¿ÁÔ˘Ó ÙË ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹

ÁÔÓÈ‰›ˆÓ, ı· ‰ÔıÔ‡Ó ÛÂ ÂfiÌÂÓÂ˜ ·Ú·ÁÚ¿ÊÔ˘˜.

4.2.4 AÏÏËÏÂÈ‰Ú¿ÛÂÈ˜ ÙË˜ P53 ÌÂ ÚˆÙÂ›ÓÂ˜

AÎfiÌË, Ë P53 ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È ÛÂ ÌÈ· ÛÂÈÚ¿ ·fi ÚˆÙÂ›ÓÂ˜, ·Ó¿ÌÂÛ· ÛÙÈ˜ ÔÔ›Â˜

Û˘ÌÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÔÓÙ·È Î˘ÙÙ·ÚÈÎÔ› ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÔ› ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜, ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜

·ÓÙÈÁÚ·Ê‹˜ ÙÔ˘ DNA, È˚Î¿ ÚˆÙÂ˚ÓÈÎ¿ ÚÔ˚fiÓÙ· Î·È ÚÔ˚fiÓÙ· ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ

(Pietenpol and Vogelstein, 1993).

™ÙÔ˘˜ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÔ‡˜ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ Ô˘ ·ÏÏËÏÂÈ‰ÚÔ‡Ó ÌÂ ÙËÓ P53

Û˘ÌÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÙ·È Ë ÚˆÙÂ›ÓË Ô˘ ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È ÛÙÔ ÛÙÔÈ¯Â›Ô TATA (TATA-box
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binding protein, TBP), ÌÈ· ˘ÔÌÔÓ¿‰· ÙÔ˘ ‚·ÛÈÎÔ‡ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÔ‡ ·Ú¿ÁÔÓÙ·

TFIID. H TBP ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È ÛÙÔ ·ÌÈÓÔ-ÙÂÏÈÎfi ¿ÎÚÔ ÙË˜ P53 Î·È Ì¤Ûˆ ·˘Ù‹˜ ÙË˜

·ÏÏËÏÂ›‰Ú·ÛË˜ Ë ÌË ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË P53 ÚˆÙÂ›ÓË Î·Ù·ÛÙ¤ÏÏÂÈ ÙËÓ ¤ÎÊÚ·ÛË

ÁÔÓÈ‰›ˆÓ Ô˘ ‰ÂÓ ‰È·ı¤ÙÔ˘Ó ·ÏÏËÏÔ˘¯›· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙË˜ P53 (Liu et al, 1993,

Ragimov et al, 1993). ¶·Ú¿‰ÂÈÁÌ· Ù¤ÙÔÈˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ·ÔÙÂÏÔ‡Ó Ù· c-jun, c-fos, ‚-

·ÎÙ›ÓË, IL-6 Î·È Ë Û˘ÓıÂÙ¿ÛË ÙÔ˘ ÓÈÙÚÈÎÔ‡ ÔÍ¤Ô˜, ÙÔ ÔÔ›Ô Â›Ó·È ÌÂÙ·ÏÏ·ÍÔÁfiÓÔ˜

·Ú¿ÁÔÓÙ·˜ (Ginsberg et al, 1991, Subler et al, 1992, Forrester et al, 1996).

AÎfiÌË, Ë ÚˆÙÂ›ÓË P53 ·ÏÏËÏÂÈ‰Ú¿ ÌÂ ÙÔÓ ·Ú¿ÁÔÓÙ· ·ÓÙÈÁÚ·Ê‹˜ ÙÔ˘ DNA,

RPA, ÌÈ· ÚˆÙÂ›ÓË Ô˘ ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È ÛÂ ÌÔÓfiÎÏˆÓÔ DNA. H ÚfiÛ‰ÂÛË ·˘Ù‹

·ÔÙÂÏÂ› ÙÔ ÚÒÙÔ ‚‹Ì· ÁÈ· ÙËÓ ·ÓÙÈÁÚ·Ê‹ ÙÔ˘ DNA. H ·ÏÏËÏÂ›‰Ú·ÛË RPA-P53

ÈÛÙÂ‡ÂÙ·È fiÙÈ ÂÌÔ‰›˙ÂÈ ÙËÓ ¤Ó·ÚÍË ÙË˜ S Ê¿ÛË˜ (Dutta et al, 1993).

EÈÏ¤ÔÓ, Ë ÚˆÙÂ›ÓË P53 ·Ó·ÁÓˆÚ›˙ÂÈ ÌÔÓfiÎÏˆÓ· ÓÔ˘ÎÏÂÈÎ¿ ÔÍ¤· (Oberolser

et al, 1993, Bakalkin et al, 1994), DNA ÂÏÈÎ¿ÛÂ˜ (Oberolser et al, 1993) Î·È

ÂÌÏ¤ÎÂÙ·È ÛÙË Â·Ó·Û‡Ó‰ÂÛË ÙˆÓ DNA ·Ï˘Û›‰ˆÓ (Bakalkin et al, 1994),

È‰ÈfiÙËÙÂ˜ Ô˘ ÂÓÔ¯ÔÔÈÔ‡Ó Î·È ¿ÌÂÛ· ÙËÓ P53 ÚˆÙÂ›ÓË ÛÙË Û‡ÓıÂÛË Î·È

ÂÈ‰ÈfiÚıˆÛË ÙÔ˘ DNA. AÎfiÌË, Ë ÌË ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË P53, ¤¯ÂÈ ‰ÂÈ¯ıÂ› fiÙÈ

·ÏÏËÏÂÈ‰Ú¿ ÌÂ ÙËÓ ÚˆÙÂ›ÓË RAD51 Î·È ÙËÓ ÔÌfiÏÔÁ‹ ÙË˜ ÛÙÔ˘˜

ÚÔÎ·Ú˘ˆÙÈÎÔ‡˜ ÔÚÁ·ÓÈÛÌÔ‡˜ RecA, ÔÈ ÔÔ›Â˜ ÂÌÏ¤ÎÔÓÙ·È ÛÙÔÓ ÔÌfiÏÔÁÔ

·Ó·Û˘Ó‰˘·ÛÌfi ÙÔ˘ DNA, Î·Ù·ÛÙ¤ÏÏÂÈ ÙË ‰Ú¿ÛË ÙÔ˘˜ Î·È ÚÔÛÙ·ÙÂ‡ÂÈ Î·È ¿ÌÂÛ·

ÙÔ Î‡ÙÙ·ÚÔ ·fi ¯ÚˆÌÔÛˆÌÈÎ¤˜ ·ÓˆÌ·Ï›Â˜ (Sturzbecher et al, 1996).

T¤ÏÔ˜, Ë Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ P53 ‰ËÌÈÔ˘ÚÁÂ› Û˘ÌÏ¤ÁÌ·Ù· ÌÂ ÙÔ ÌÂÁ¿ÏÔ T

·ÓÙÈÁfiÓÔ ÙÔ˘ ÈÔ‡ SV40 (Lane and Crawford, 1979), ÌÂ ÙËÓ ÚˆÙÂ›ÓË E1B ÙÔ˘

A‰ÂÓÔ˚Ô‡ 5 (Sarnow et al, 1982), ÌÂ ÙËÓ ÚˆÙÂ›ÓË E6 ÙˆÓ ÈÒÓ ÙÔ˘ ıËÏÒÌ·ÙÔ˜ ÙÔ˘

·ÓıÚÒÔ˘ HPV 16 Î·È HPV 18 (Werness et al, 1990) Î·È ÌÂ ÙÔ ÚÔÈfiÓ ÙÔ˘

ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘ mdm-2 (Chen et al, 1994). OÈ ·ÏÏËÏÂÈ‰Ú¿ÛÂÈ˜ ÌÂ Ù· È˚Î¿ Î·È

Î˘ÙÙ·ÚÈÎ¿ ÚÔÈfiÓÙ·, ¤¯Ô˘Ó ˆ˜ Û˘Ó¤ÂÈ· ÙËÓ Î·Ù·ÛÙÔÏ‹ ÙË˜ ‰Ú¿ÛË˜ ÙË˜ ÌË

ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ P53 Î·È ÙËÓ ÚÔ·ÁˆÁ‹ ÙË˜ Î·ÚÎÈÓÔÁ¤ÓÂÛË˜.
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4.3 O ÚfiÏÔ˜ ÙË˜ P53 ÛÙËÓ Î·ÚÎÈÓÔÁ¤ÓÂÛË

°ÂÓÈÎ¿, Ô ÚfiÏÔ˜ ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ P53, ˆ˜ ÚÔÈfiÓ ÔÁÎÔ-Î·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎÔ‡ ÁÔÓÈ‰›Ô˘,

¤ÁÎÂÈÙ·È ÛÙÔ Ó· ÚÔÏ·Ì‚¿ÓÂÈ ÙË ‰ËÌÈÔ˘ÚÁ›· ÔÁÎÔÁÂÓÂÙÈÎÒÓ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÒÓ ÛÙÔ DNA

ÙÔ˘ Î˘ÙÙ¿ÚÔ˘, ˆ˜ ·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· ¤ÎıÂÛË˜ ÛÂ ¯ËÌÈÎÔ‡˜ ÌÂÙ·ÏÏ·ÍÔÁfiÓÔ˘˜

·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜, ÈÔÓ›˙Ô˘Û· Î·È ˘ÂÚÈÒ‰Ë ·ÎÙÈÓÔ‚ÔÏ›·. ŸÙ·Ó, ÁÈ· Î¿ÔÈ· ·ÈÙ›·,

Û˘ÛÛˆÚÂ˘ıÔ‡Ó ‚Ï¿‚Â˜ ÛÙÔ DNA ÙÔ˘ Î˘ÙÙ¿ÚÔ˘, Ù· Â›Â‰· ÙË˜ P53 ·˘Í¿ÓÔ˘Ó Î·È

ÙÔ ÌfiÚÈÔ ‰Ú· ÒÛÙÂ Ó· ‰È·ÎÔÂ› ÚÔÛˆÚÈÓ¿ Ô Î˘ÙÙ·ÚÈÎfi˜ Î‡ÎÏÔ˜ ÛÙË Ê¿ÛË G1 (G1

growth arrest), Ó· ÂÌÔ‰ÈÛÙÂ› ‰ËÏ·‰‹ Ô ‰ÈÏ·ÛÈ·ÛÌfi˜ ÙÔ˘ DNA ÙÔ˘ Î˘ÙÙ¿ÚÔ˘, ¤ˆ˜

fiÙÔ˘ ÔÈ ÂÈ‰ÈÔÚıˆÙÈÎÔ› ÌË¯·ÓÈÛÌÔ› ÙÔ˘ Î˘ÙÙ¿ÚÔ˘ ÚÔÏ¿‚Ô˘Ó Ó· ‰Ú¿ÛÔ˘Ó Î·È Ó·

·ÔÎ·Ù·ÛÙ‹ÛÔ˘Ó ÙË ‚Ï¿‚Ë ÙÔ˘ ÁÂÓÂÙÈÎÔ‡ ˘ÏÈÎÔ‡, ÚÔÎÂÈÌ¤ÓÔ˘ Ó· ·ÔÊÂ˘¯ıÂ› Ë

‰ËÌÈÔ˘ÚÁ›· ÔÁÎÔÁfiÓÔ˘ ÌÂÙ¿ÏÏ·ÍË˜. E¿Ó ÔÈ ‚Ï¿‚Â˜ Ô˘ ¤¯Ô˘Ó Û˘ÛÛˆÚÂ˘ıÂ› ÛÙÔ

ÁÔÓÈ‰›ˆÌ· ÙÔ˘ Î˘ÙÙ¿ÚÔ˘ Â›Ó·È ÂÎÙÂÙ·Ì¤ÓÂ˜, ÛÂ ‚·ıÌfi ÌË ÂÈ‰ÈÔÚıÒÛÈÌÔ, Ë P53

‰Ú· ÒÛÙÂ Ó· Ô‰ËÁËıÂ› ÙÔ Î‡ÙÙ·ÚÔ ÛÂ ÚÔÁÚ·ÌÌ·ÙÈÛÌ¤ÓÔ ı¿Ó·ÙÔ, ·fiÙˆÛË

(apoptosis), ÒÛÙÂ ÔÈ ÁÂÓÂÙÈÎ¤˜ ·ÏÏÔÈÒÛÂÈ˜ Ó· ÌËÓ "ÂÚ¿ÛÔ˘Ó" ÛÂ ı˘Á·ÙÚÈÎ¤˜

Î˘ÙÙ·ÚÈÎ¤˜ ÛÂÈÚ¤˜ (Zambetti and Levine, 1993, Hainaut, 1995, Levine et al, 1994).

O ÌË¯·ÓÈÛÌfi˜ ÌÂ ÙÔÓ ÔÔ›Ô Ë P53 "·ÓÈ¯ÓÂ‡ÂÈ" ÙË ‚Ï¿‚Ë ÙÔ˘ DNA ‰ÂÓ Â›Ó·È

·ÎfiÌË Î·Ù·ÓÔËÙfi˜. ¶ÈÛÙÂ‡ÂÙ·È fiÙÈ Ë ÚˆÙÂ›ÓË ÌÔÚÂ› ¿ÌÂÛ· Ó· ·ÓÈ¯ÓÂ‡ÂÈ ÙÔ

Î·ÙÂÛÙÚ·ÌÌ¤ÓÔ DNA ÌÂ ÚfiÛ‰ÂÛ‹ ÙË˜ ÌÂ Û˘ÁÁ¤ÓÂÈ· ÛÂ ÌÔÓfiÎÏˆÓÔ DNA (Brain

and Jenkins, 1994). AÎfiÌË, Â›Ó·È ‰˘Ó·ÙfiÓ ÙÔ Û‹Ì· ÁÈ· ÙËÓ ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙË˜

‰Ú¿ÛË˜ ÙË˜ P53 Ó· Â›Ó·È Ô ÌÂÙ·‚ÔÏÈÛÌfi˜ ÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ (Kastan et al, 1991). ‹ Ë

‰ËÌÈÔ˘ÚÁ›· ÂÓÂÚÁÒÓ ÚÈ˙ÒÓ (Hainaut and Milner, 1993). T¤ÏÔ˜, ÙÔ stress ÙÔ˘

Î˘ÙÙ¿ÚÔ˘ ÌÔÚÂ› Ó· ÂËÚÂ¿˙ÂÈ ÙËÓ P53 Ì¤Ûˆ ÂÓfi˜ Î·Ù·ÚÚ¿ÎÙË ÎÈÓ·ÛÒÓ Ô˘

Î·Ù·Ï‹ÁÂÈ ÛÂ ÊˆÛÊÔÚ˘Ï›ˆÛË ÂÈ‰ÈÎÒÓ ·ÌÈÓÔÍÈÎÒÓ Î·Ù·ÏÔ›ˆÓ ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜

(Milne et al, 1994). H ·‡ÍËÛË ÙˆÓ ÂÈ¤‰ˆÓ ÙË˜ P53 ÚˆÙÂ›ÓË˜, Ú·ÁÌ·ÙÔÔÈÂ›Ù·È

ÌÂ ·‡ÍËÛË ÙÔ˘ ¯ÚfiÓÔ˘ ËÌÈ˙ˆ‹˜ ÙÔ˘ ÌÔÚ›Ô˘, Ì¤Ûˆ Î¿ÔÈ·˜ ÌÂÙ·-ÌÂÙ·ÊÚ·ÛÙÈÎ‹˜

ÙÚÔÔÔ›ËÛË˜ (Kastan et al, 1991).
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H Â·ÁˆÁ‹ ÛÙ·Ì·Ù‹Ì·ÙÔ˜ ÙÔ˘ Î˘ÙÙ·ÚÈÎÔ‡ Î‡ÎÏÔ˘ ÛÙËÓ G1 Ê¿ÛË ‹ ·fiÙˆÛË˜

Ì¤Ûˆ ÙË˜ P53 ÚˆÙÂ›ÓË˜, ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ Î·Ù·ÛÙÔÏ‹ ÙË˜ ¤ÎÊÚ·ÛË˜ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ Ì¤Ûˆ

·ÏÏËÏÂ›‰Ú·ÛË˜ ÙË˜ P53 ÌÂ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÔ‡˜ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ Î·È ·ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË˜

ÙˆÓ ÙÂÏÂ˘Ù·›ˆÓ, Î·ıÒ˜ Î·È ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ÌÂ DNA ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜ P53 Î·È

Â·ÁˆÁ‹ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜, fiˆ˜ ·Ô‰›‰ÂÙ·È ÛÙËÓ EÈÎfiÓ· 4.2 (Hainaut 1995,

Zambetti and Levine, 1993). ™ÙÔ˘˜ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÔ‡˜ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ Ô˘ ÚÔÛ‰¤ÓÔÓÙ·È

ÛÙËÓ P53 ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÔÓÙ·È Ë TBP, ÌÂ ·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· ÙËÓ Î·Ù·ÛÙÔÏ‹ ÔÏÏÒÓ

ÁÔÓÈ‰›ˆÓ, Î·È Ë RPA ÚˆÙÂ›ÓË, ÌÂ ·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· ÙË ‰È·ÎÔ‹ ÙË˜ ·ÓÙÈÁÚ·Ê‹˜ ÙÔ˘

DNA ÙÔ˘ Î˘ÙÙ¿ÚÔ˘. ™ÙÔ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎfi Â›Â‰Ô, Ë P53 ¤¯ÂÈ ‰ÂÈ¯ıÂ› fiÙÈ Â¿ÁÂÈ ÙËÓ

¤ÎÊÚ·ÛË: 1. TÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ mdm-2 ,ÙÔ ÚÔÈfiÓ ÙÔ˘ ÔÔ›Ô˘ ‰¤ÓÂÙ·È ÛÙËÓ P53 Î·È ÙËÓ

·‰Ú·ÓÔÔÈÂ› (·˘ÙÔÚ‡ıÌÈÛË). 2. TÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ p21/waf-1/cip-1, ÙÔ ÚÔÈfiÓ ÙÔ˘ ÔÔ›Ô˘

(p21) ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È Î·È ·Ó·ÛÙ¤ÏÏÂÈ ÙË ‰Ú¿ÛË ÙÔ˘ PCNA (Proliferating-cell nuclear

antigen), ÌÈ·˜ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎ‹˜ ˘ÔÌÔÓ¿‰·˜ ÙˆÓ DNA ÔÏ˘ÌÂÚ·ÛÒÓ ‰ Î·È Â, Ë ÔÔ›·

Â›Ó·È ··Ú·›ÙËÙË ÁÈ· ÙËÓ ·ÓÙÈÁÚ·Ê‹ ·ÏÏ¿ Î·È ÂÈ‰ÈfiÚıˆÛË ÙÔ˘ DNA. AÎfiÌË, Ë

p21, ·Ó·ÛÙ¤ÏÏÂÈ ÙË ‰Ú¿ÛË ÙˆÓ SAPKs (stress-activated protein kinases), ÔÈ ÔÔ›Â˜

ÂÓÂÚÁÔÔÈÔ‡ÓÙ·È ÛÂ Û˘Óı‹ÎÂ˜ Î˘ÙÙ·ÚÈÎÔ‡ stress, ÁÈ· ·Ú¿‰ÂÈÁÌ· ÌÂÙ¿ ·fi ‚Ï¿‚Ë

ÙÔ˘ DNA (Shim et al, 1996). T¤ÏÔ˜, Ë p21 ·Ó·ÛÙ¤ÏÏÂÈ ÙË ‰Ú¿ÛË ÙˆÓ Û˘ÌÏfiÎˆÓ

G1 Î˘ÎÏ›ÓË˜/Cdk. A˘Ùfi ÂÌÔ‰›˙ÂÈ ÙËÓ ·ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË Ì¤Ûˆ ÊˆÛÊÔÚ˘Ï›ˆÛË˜

ÌÔÚ›ˆÓ fiˆ˜ Ù· pRb (ÚÔÈfiÓ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ÙÔ˘ ÚÂÙÈÓÔ‚Ï·ÛÙÒÌ·ÙÔ˜), p107 Î·È

p130. ŒÙÛÈ, ÔÈ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÔ› ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ ÙË˜ ÔÈÎÔÁ¤ÓÂÈ·˜ E2F ·Ú·Ì¤ÓÔ˘Ó

ÂÓˆÌ¤ÓÔÈ ÌÂ ÙËÓ pRb Î·È ‰ÂÓ ÌÔÚÔ‡Ó Ó· Â¿ÁÔ˘Ó ÙËÓ ¤ÎÊÚ·ÛË ÁÔÓÈ‰›ˆÓ

··Ú·›ÙËÙˆÓ ÛÙË ÌÂÙ¿‚·ÛË ·fi ÙË G1 ÛÙË Ê¿ÛË S. 3.TÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ gadd45, ÙÔ

ÔÔ›Ô Û˘ÌÌÂÙ¤¯ÂÈ ÛÙÔ ÛÙ·Ì¿ÙËÌ· ÛÙË G1 Ê¿ÛË ÌÂ ¿ÁÓˆÛÙÔ ·ÎfiÌË ÙÚfiÔ. 4. TÔ˘

ÁÔÓÈ‰›Ô˘ bax, ÙÔ ÔÔ›Ô ÂÓÂÚÁÔÔÈÂ› ÙËÓ ·fiÙˆÛË, fiÙ·Ó Ô ÏfiÁÔ˜ ÙˆÓ ÚˆÙÂÈÓÒÓ

bcl-2/bax ÌÂÙ·ÙÔÈÛÙÂ› ÚÔ˜ ÙË bax. 5. TÔ˘ ÁÔÓ›‰ÈÔ˘ PCNA, ÁÂÁÔÓfi˜ Û˘Ì‚·Ùfi ÌÂ

ÙÔ ÚfiÏÔ ÙË˜ P53 ÛÙËÓ ÂÈ‰fiÚıˆÛË ÙÔ˘ DNA.
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AÎÙ›ÓÂ˜ UV, AÎÙ›ÓÂ˜ Á
°ÔÓÔÙÔÍÈÎ¿ ¯ËÌÈÎ¿, Î.Ï.
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EÈÎ. 4.2: ¶ÚfiÙ˘Ô ÙÔ˘ ÌË¯·ÓÈÛÌÔ‡ ‰Ú¿ÛË˜ ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ P53 ÌÂÙ¿ ·fi ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ·fi

‚Ï¿‚Â˜ ÙÔ˘ DNA. H ÚfiÎÏËÛË Î˘ÙÙ·ÚÈÎÔ‡ stress Î·È ‚Ï·‚ÒÓ ÛÙÔ DNA ·fi ÌÂÙ·ÏÏ·ÍÔÁfiÓÔ˘˜

·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ ÚÔÎ·ÏÂ› ·‡ÍËÛË ÙˆÓ ÂÈ¤‰ˆÓ ÙË˜ P53. H Û˘ÛÛÒÚÂ˘ÛË ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ P53

Â¿ÁÂÈ ÙÔ ÛÙ·Ì¿ÙËÌ· ÙÔ˘ Î˘ÙÙ·ÚÈÎÔ‡ Î‡ÎÏÔ˘ ÛÙËÓ G1 Ê¿ÛË, ‹ ÙËÓ ·fiÙˆÛË, Ì¤Ûˆ

·ÏÏËÏÂÈ‰Ú¿ÛÂˆÓ ÌÂ ¿ÏÏÂ˜ ÚˆÙÂ›ÓÂ˜ Î·È ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ‹˜ ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË˜ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ. TÔ

ÛÙ·Ì¿ÙËÌ· ÛÙËÓ G1 Ê¿ÛË Â¿ÁÂÙ·È ·fi ‰¤ÛÌÂ˘ÛË ÙˆÓ TBP, RPA, ·Ó·ÛÙÔÏ‹ ÙˆÓ PCNA, waf-

1/cip-1 Î·È ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙÔ˘ gadd45. H ·fiÙˆÛË ÂÓÂÚÁÔÔÈÂ›Ù·È ·fi ÌÂÙ·ÙfiÈÛË ÙÔ˘ ÏfiÁÔ˘

ÙˆÓ ÚˆÙÂÈÓÒÓ bcl-2/ bax, ÚÔ˜ ÙË bax.

4.4 °ÔÓ›‰È· Ô˘ Ú˘ıÌ›˙ÔÓÙ·È ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ¿ ·fi ÙËÓ ÚˆÙÂ›ÓË P53

¶ÚfiÛÊ·Ù·, ¤¯Ô˘Ó Ù·˘ÙÔÔËıÂ› ·ÚÎÂÙ¿ ÁÔÓ›‰È· Ô˘ Ú˘ıÌ›˙ÔÓÙ·È ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ¿

·fi ÙËÓ ÚˆÙÂ›ÓË P53, ·Ó¿ÌÂÛ· ÛÙ· ÔÔ›· ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÔÓÙ·È Ù· gadd45, waf-1/cip-

1, Ë ‰˘¿‰· bcl2/bax, ÙÔ mdm-2 Î·È ÙÔ H-ras.

4.4.1 TÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ gadd45

TÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ gadd45 ÂÓÂÚÁÔÔÈÂ›Ù·È ·fi ÙËÓ P53, ÂÚÈ¤¯ÂÈ ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÚfiÛ‰ÂÛË˜

ÙË˜ P53 Î·È Î·Ù·ÛÙ¤ÏÏÂÈ, Ì·˙› ÌÂ Ù· ˘fiÏÔÈ· Ì¤ÏË ÙË˜ ÔÈÎÔÁ¤ÓÂÈ·˜, ÙÔÓ

Î˘ÙÙ·ÚÈÎfi ÔÏÏ·Ï·ÛÈ·ÛÌfi (Zhan et al, 1994). O ·ÎÚÈ‚‹˜ ÙÚfiÔ˜ ‰Ú¿ÛË˜ ÙÔ˘

ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ‰ÂÓ ¤¯ÂÈ ·ÔÛ·ÊËÓÈÛÙÂ›.

4,4.2 TÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ p21/waf-1/cip-1

TÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ waf-1/cip-1 ÂÚÈ¤¯ÂÈ ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙË˜ P53 (El-Deiry et al,

1993) Î·È Îˆ‰ÈÎÔÔÈÂ› ÁÈ· ÙËÓ p21, Ë ÔÔ›· ·Ó‹ÎÂÈ ÛÙËÓ Î·ÙËÁÔÚ›· ÙˆÓ

·Ó·ÛÙÔÏ¤ˆÓ ÙˆÓ ÚˆÙÂÈÓÈÎÒÓ ÎÈÓ·ÛÒÓ Ô˘ ÂÍ·ÚÙÒÓÙ·È ·fi ÙËÓ Î˘ÎÏ›ÓË (cyclin-

dependent protein kinase (Cdk) inhibitors) Î·È ÂÌÔ‰›˙ÂÈ ÙËÓ ˘ÂÚÊÔÛÊˆÚ˘Ï›ˆÛË

ÙÔ˘ ÚÔ˚fiÓÙÔ˜ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ÙÔ˘ ÚÂÙÈÓÔ‚Ï·ÛÙÒÌ·ÙÔ˜ , pRb. AÎfiÌË, Ë p21, ‰¤ÓÂÙ·È
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Î·È ÂÌÔ‰›˙ÂÈ ÙË ‰Ú¿ÛË ÙÔ˘ PCNA (proliferating cell nuclear antigen), ÌÈ·˜

˘ÔÌÔÓ¿‰·˜ ÙË˜ DNA ÔÏ˘ÌÂÚ¿ÛË˜ ‰ (Hainaut, 1995).

4.4.3 T· ÁÔÓ›‰È· bcl-2/bax

H ÚˆÙÂ›ÓË P53 Â¿ÁÂÈ ÙËÓ ¤ÎÊÚ·ÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ bax, ÙÔ ÔÔ›Ô ‰È·ı¤ÙÂÈ

ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙË˜ P53 (Miyashita and Reed, 1995), Î·È Î·Ù·ÛÙ¤ÏÏÂÈ ÙËÓ

¤ÎÊÚ·ÛË ÙÔ˘ bcl-2 (Miyashita et al, 1994). H ÚˆÙÂ›ÓË bcl-2 ÚÔ¿ÁÂÈ ÙËÓ ÂÈ‚›ˆÛË

ÙˆÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ, ÂÓÒ Ë bax ÙËÓ ·fiÙˆÛË, Ì¤Ûˆ ·Ó·ÛÙÔÏ‹˜ ÙË˜ ‰Ú¿ÛË˜ ÙË˜ bcl-2.

O ÂÓ‰ÔÎ˘ÙÙ·ÚÈÎfi˜ ÏfiÁÔ˜ ÙˆÓ ‰‡Ô ÚˆÙÂÈÓÒÓ Î·ıÔÚ›˙ÂÈ ÙË ‰¤ÛÌÂ˘ÛË ‹ fi¯È ÙÔ˘

Î˘ÙÙ¿ÚÔ˘ ÁÈ· ·fiÙˆÛË Î·È Ë P53 Â¿ÁÂÈ ÙÔÓ Î˘ÙÙ·ÚÈÎfi ı¿Ó·ÙÔ ˆıÒÓÙ·˜ ÙËÓ

ÈÛÔÚÚÔ›· ÚÔ˜ ÙË bax.

4.4.4 TÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ mdm-2

TÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ mdm-2 Ú˘ıÌ›˙ÂÙ·È ıÂÙÈÎ¿ ·fi ÙËÓ P53 Ì¤Ûˆ ÂÓfi˜ ÛÙÔÈ¯Â›Ô˘ Ô˘

Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È ÛÙÔ ÚÒÙÔ ÂÛÒÓÈÔ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ (Wu et al, 1993). H ÚˆÙÂ›ÓË mdm-2

‰¤ÓÂÙ·È ÛÙÔ N-¿ÎÚÔ ÙË˜ P53, ÂÌÔ‰›˙ÔÓÙ·˜ ÙË ‰Ú¿ÛË ÙË˜. ŒÙÛÈ, ‰ËÌÈÔ˘ÚÁÂ›Ù·È

¤Ó·˜ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎfi˜ ÌË¯·ÓÈÛÌfi˜ Ô˘ ÌÔÚÂ› Ó· ÍÂÂÚ¿ÛÂÈ ÙÔ G1 block, Ô‰ËÁÒÓÙ·˜ ÛÂ

Â·Ó¤Ó·ÚÍË ÙÔ˘ Î˘ÙÙ·ÚÈÎÔ‡ Î‡ÎÏÔ˘ (Wu et al, 1993).

4.4.5 TÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ PCNA

H Â·ÁˆÁ‹ ÙÔ˘ PCNA Á›ÓÂÙ·È ÌÂ ÂÈ‰ÈÎ‹ ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜ "Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘" P53 ÛÂ

·ÏÏËÏÔ˘¯›· ÙÔ˘ ˘ÔÎÈÓËÙ‹ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ (Morris et al, 1996). MÂ ·˘ÙfiÓ ÙÔÓ ÙÚfiÔ

Ë P53 Û˘ÌÌÂÙ¤¯ÂÈ ÛÙËÓ ÂÈ‰ÈfiÚıˆÛË ÙÔ˘ DNA, ÂÓÒ Èı·Ó¿ Ë ÂÓ‰ÔÎ˘ÙÙ·ÚÈÎ‹

Û˘ÁÎ¤ÓÙÚˆÛË ÙË˜ P53 Â›Ó·È ·˘Ù‹ Ô˘ Î·ıÔÚ›˙ÂÈ ÙËÓ (¤ÌÌÂÛË) Î·Ù·ÛÙÔÏ‹ ‹ ÙËÓ

(¿ÌÂÛË) Â·ÁˆÁ‹ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ·fi ÙËÓ P53 (Morris et al, 1996).
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4.4.6 TÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ H-ras

T· ÂÈÚ·Ì·ÙÈÎ¿ Ì·˜ ·ÔÙÂÏ¤ÛÌ·Ù· ‰ÂÈÎÓ‡Ô˘Ó ıÂÙÈÎ‹ Ú‡ıÌÈÛË ÙË˜ ¤ÎÊÚ·ÛË˜ ÙÔ˘

ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras ·fi ÙËÓ P53, Ì¤Ûˆ ÂÓfi˜ ÛÙÔÈ¯Â›Ô˘ Ô˘ Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È ÛÙÔ

ÚÒÙÔ ÂÛÒÓÈÔ ÙÔ˘ H-ras (Spandidos et al, 1995, Zoumpourlis et al, 1995). H

ÛËÌ·Û›· ÙË˜ Ú‡ıÌÈÛË˜ ·˘Ù‹˜ ‰ÂÓ ¤¯ÂÈ ·ÎfiÌË ·ÔÛ·ÊËÓÈÛÙÂ›.

4.5 OÈ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ ÌÔÚÊ¤˜ ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ P53

O ÁÂÓÂÙÈÎfi˜ ÙfiÔ˜ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ p53 ÂÌÊ·Ó›˙ÂÙ·È ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÔ˜ ÛÙÔ 60% ÙˆÓ

Î·ÎÔ‹ıˆÓ ÓÂÔÏ·ÛÈÒÓ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘, Û˘Ó‹ıˆ˜ ÌÂ ÛËÌÂÈ·Î¤˜ ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÛÙËÓ

ÂÚÈÔ¯‹ Ô˘ Â›Ó·È ˘Â‡ı˘ÓË ÁÈ· ÙËÓ ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ ÛÙÔ DNA (Hainaut,

1995). °ÂÓÈÎ¿, ÔÈ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ ÌÔÚÊ¤˜ ÙË˜ P53 Û˘ÛÛˆÚÂ‡ÔÓÙ·È ÛÙ· Î·ÚÎÈÓÈÎ¿

Î‡ÙÙ·Ú·, ÁÂÁÔÓfi˜ Ô˘ ˘Ô‰ËÏÒÓÂÈ ˆ˜ Ù· Î‡ÙÙ·Ú· ·˘Ù¿ ÂÈÏ¤ÁÔÓÙ·È ÁÈ·

ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ p53. OÈ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ P53 ‰ÂÓ ·ÏÏËÏÂÈ‰ÚÔ‡Ó ÌÂ ÙÈ˜

ÚˆÙÂ›ÓÂ˜ Ô˘ ÚÔ·Ó·Ê¤ÚıËÎ·Ó ÁÈ· ÙË Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ ÚˆÙÂ›ÓË Î·È

‰È·Ù·Ú¿ÛÛÂÙ·È Ë ÈÎ·ÓfiÙËÙ¿ ÙÔ˘˜ Ó· ÚÔÛ‰¤ÓÔÓÙ·È ÌÂ ÂÈ‰ÈÎfi ÙÚfiÔ ÛÙÔ DNA. ™Â

Î‡ÙÙ·Ú· Ô˘ ÂÚÈ¤¯Ô˘Ó ¤Ó· ·ÏÏËÏfiÌÔÚÊÔ Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ Î·È ¤Ó· ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÔ,

Ë ÂÈÏÔÁ‹ ÔÊÂ›ÏÂÙ·È ÛÙËÓ ÈÎ·ÓfiÙËÙ· ÙË˜ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË˜ P53 Ó· Û¯ËÌ·Ù›˙ÂÈ

ÔÏÈÁÔÌÂÚ‹ ÌÂ ÙË Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ ÚˆÙÂ›ÓË Î·È Ó· ÂÌÔ‰›˙ÂÈ ÙË Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎ‹ ÙË˜

‰Ú¿ÛË (dominant negative inhibition). øÛÙfiÛÔ, ÚfiÛÊ·Ù· ‰Â‰ÔÌ¤Ó· ‰ÂÈÎÓ‡Ô˘Ó fiÙÈ

Ë ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË P53 ¤¯ÂÈ Î·È ·fi ÌfiÓË ÙË˜ ÔÁÎÔÁÂÓÂÙÈÎ‹ ‰Ú¿ÛË (gain of function),

ÂÓÈÛ¯‡ÔÓÙ·˜ ÙÔ ÔÁÎÔÁfiÓÔ ‰˘Ó·ÌÈÎfi Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ ÌÂ ¤ÏÏÂÈ„Ë ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ p53

(Zhang et al, 1993a, b, Park et al, 1994, Dittmer et al, 1993, Muller et al, 1996).

K·Ù' ·Ú¯‹Ó, ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ ÌÔÚÊ¤˜ ÙË˜ P53 ÂÓÂÚÁÔÔÈÔ‡Ó ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ¿ ÙÔ

ÁÔÓ›‰ÈÔ MDR 1 (multidrug-resistance), ÙÔ ÔÔ›Ô ÚÔÛ‰›‰ÂÈ ÛÙÔ Î‡ÙÙ·ÚÔ ·ÓÙ›ÛÙ·ÛË

ÛÂ ·ÓÙÈ‚ÈÔÙÈÎ¿. ¢Â‰ÔÌ¤ÓÔ˘ fiÙÈ Ô ˘ÔÎÈÓËÙ‹˜ ÙÔ˘ MDR 1 ‰ÂÓ ÂÚÈ¤¯ÂÈ ·ÏÏËÏÔ˘¯›·

ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙË˜ P53, Ê·›ÓÂÙ·È ˆ˜ ÙÔ Ê·ÈÓfiÌÂÓÔ Â›Ó·È ¤ÌÌÂÛÔ, ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ
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‰ËÏ·‰‹ Î·È ¿ÏÏÔ˘˜ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÔ‡˜ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ (Zastawny et al, 1993). EÈÏ¤ÔÓ,

ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ ÌÔÚÊ¤˜ ÙË˜ P53 Û˘ÓÂÚÁ¿˙ÔÓÙ·È ÌÂ ÙËÓ ÚˆÙÂÈÓÈÎ‹ ÎÈÓ¿ÛË C ÛÙËÓ

ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙË˜ ¤ÎÊÚ·ÛË˜ ÙÔ˘ ·˘ÍËÙÈÎÔ‡ ·Ú¿ÁÔÓÙ· ÂÓ‰ÔıËÏÈ·ÎÒÓ ·ÁÁÂ›ˆÓ

(vascular endothelial growth factor), ÚÔÙÂ›ÓÔÓÙ·˜ ÙË Û˘ÌÌÂÙÔ¯‹ ÙË˜

ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË˜ P53 ÛÙËÓ ·ÁÁÂÈÔÁ¤ÓÂÛË, ‰È·‰ÈÎ·Û›· Û˘Ó‰Â‰ÂÌ¤ÓË ÌÂ ÙËÓ

ÚÔÒıËÛË ÙË˜ ÔÁÎÔÁ¤ÓÂÛË˜ (Kieser et al, 1994). T¤ÏÔ˜, Â›Ó·È Èı·Ófi

ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ P53 Ó· Û˘ÌÌÂÙ¤¯Ô˘Ó ÛÙËÓ ÔÚÁ¿ÓˆÛË ÙË˜ ¯ÚˆÌ·Ù›ÓË˜ ÙÔ˘

Î˘ÙÙ¿ÚÔ˘ Î·È Û˘ÓÂÒ˜ ÛÂ ‰È·‰ÈÎ·Û›Â˜ fiˆ˜ Â›Ó·È Ë Ú‡ıÌÈÛË ÙË˜ ÁÔÓÈ‰È·Î‹˜

¤ÎÊÚ·ÛË˜ Î·È Ë ˘ÚËÓÔ‰È·›ÚÂÛË (Muller et al, 1996).

B¤‚·È·, ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤Ó· p53 ·ÏÏËÏfiÌÔÚÊ·, Îˆ‰ÈÎÔÔÈÔ‡Ó ÁÈ· ÚˆÙÂ›ÓÂ˜ ÌÂ

‰È·ÊÔÚÂÙÈÎ¤˜ È‰ÈfiÙËÙÂ˜ (Park et al, 1994, Chevillard et al, 1996). °È· ·Ú¿‰ÂÈÁÌ·, Ë

ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË ÌÔÚÊ‹ His 273 ·ÚÔ˘ÛÈ¿˙ÂÈ ÈÎ·ÓfiÙËÙ· ÂÈ‰ÈÎ‹˜ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÛÙÔ

DNA Î·È Â·ÁˆÁ‹˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜, ÂÓÒ ÔÈ ÌÔÚÊ¤˜ Pro 156, His 175, Gln 248, Trp

248 ‰ÂÓ ·ÚÔ˘ÛÈ¿˙Ô˘Ó ·˘Ù¤˜ ÙÈ˜ È‰ÈfiÙËÙÂ˜. Y¿Ú¯Ô˘Ó ·ÎfiÌË ÂÚÈÙÒÛÂÈ˜

ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓˆÓ ÌÔÚÊÒÓ ÙË˜ P53 Ô˘ ÚÔÛ‰¤ÓÔÓÙ·È ÛÙÔ DNA ÌÂ ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ·, ·ÏÏ¿

‰ÂÓ ÂÓÂÚÁÔÔÈÔ‡Ó ÙË ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹ (Leu 223), Î·ıÒ˜ Î·È ÂÚÈÙÒÛÂÈ˜ Ô˘

ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ ÌÔÚÊ¤˜ ‰ÚÔ˘Ó ‰È·ÊÔÚÂÙÈÎ¿, ·Ó¿ÏÔÁ· ÌÂ ÙËÓ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹ ÛÂÈÚ¿ ÛÙËÓ

ÔÔ›· ÂÎÊÚ¿˙ÔÓÙ·È (Ë His 273 ÛÂ Î‡ÙÙ·Ú· A 431 ‰ÂÓ ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È ÛÙÔ DNA Î·È

‰ÂÓ Â¿ÁÂÈ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹).

T· ‰Â‰ÔÌ¤Ó· ·˘Ù¿ Ì·˜ ‰Â›¯ÓÔ˘Ó ÙËÓ ÔÏ˘ÏÔÎfiÙËÙ· ÙÔ˘ Ê·ÈÓÔÌ¤ÓÔ˘ ÙˆÓ

ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂˆÓ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ p53 ÛÂ fiÁÎÔ˘˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘. EÈÏ¤ÔÓ, ÙÔ ÁÂÁÔÓfi˜

ˆ˜ Ë ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË P53, ¤Ú· ·fi ÙËÓ ÈÎ·ÓfiÙËÙ· ÙË˜ Ó· Î·Ù·ÛÙ¤ÏÏÂÈ ÙË ‰Ú¿ÛË

ÙË˜ Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ ÚˆÙÂ›ÓË˜, ·ÚÔ˘ÛÈ¿˙ÂÈ È‰ÈfiÙËÙÂ˜ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ‹˜

ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË˜ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ, ÙfiÛÔ Ì¤Ûˆ ¿ÏÏˆÓ ÚˆÙÂÈÓÈÎÒÓ ·Ú·ÁfiÓÙˆÓ, fiÛÔ Î·È

Ì¤Ûˆ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÛÂ ÂÈ‰ÈÎ¤˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ ÙÔ˘ DNA, Ô‰‹ÁËÛÂ ÛÙË ıÂˆÚ›· fiÙÈ Ë P53

·ÚÔ˘ÛÈ¿˙ÂÈ ÌÈ· ÂÏ·ÛÙÈÎfiÙËÙ· ÛÂ fi,ÙÈ ·ÊÔÚ¿ ÙË ÛÙÂÚÂÔ‰ÔÌ‹ ÙË˜. Œ¯ÂÈ ÚÔÙ·ıÂ›

(Halazonetis et al, 1993) fiÙÈ Ë Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ P53 ÚˆÙÂ›ÓË Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È ÛÂ
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ÈÛÔÚÚÔ›· ÌÂÙ·Í‡ ‰‡Ô ÌÔÚÊÒÓ ÌÂ ‰È·ÊÔÚÂÙÈÎ‹ ÛÙÂÚÂÔ‰È·ÌfiÚÊˆÛË: ÙË˜ Î·ÓÔÓÈÎ‹˜

ÌÔÚÊ‹˜ Î·È ÙË˜ ÌÔÚÊ‹˜ Ô˘ Â›Ó·È ÚÔÛ‰Â‰ÂÌ¤ÓË ÛÂ DNA, Ë ÔÔ›· ÌÔÈ¿˙ÂÈ ÛÙË

ÛÙÂÚÂÔ‰È·ÌfiÚÊˆÛË ÌÂ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ ÌÔÚÊ¤˜ ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜. MÂÙ·ÙfiÈÛË ÙË˜

ÈÛÔÚÚÔ›·˜ ÏfiÁˆ ÛËÌÂÈ·Î‹˜ ÌÂÙ¿ÏÏ·ÍË˜, ¤¯ÂÈ ˆ˜ Û˘Ó·ÎfiÏÔ˘ıÔ ÙËÓ ·ÔÚÚ‡ıÌÈÛË

ÙË˜ ÏÂÈÙÔ˘ÚÁ›·˜ ÙÔ˘ ÌÔÚ›Ô˘. øÛÙfiÛÔ, Ë ÙÚÈÙÔÙ·Á‹˜ ‰ÔÌ‹ ÙÔ˘ ÌÔÚ›Ô˘ ÂÈÙÚ¤ÂÈ ÙË

ÏÂÈÙÔ˘ÚÁ›· ÙÔ˘ ÔÏÈÁÔÌÂÚÈÛÌÔ‡, ÌÂ ·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· ÙÔ Û¯ËÌ·ÙÈÛÌfi ÔÏÈÁÔÌÂÚÒÓ

ÌÂÙ·Í‡ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË˜ Î·È Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ P53 ÚˆÙÂ›ÓË˜.

4.6 MË¯·ÓÈÛÌÔ› ‰È·Ù¿Ú·ÍË˜ ÙË˜ ÏÂÈÙÔ˘ÚÁ›·˜ ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ P53

¶¤Ú· ·fi ÙÈ˜ ÛËÌÂÈ·Î¤˜ ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜, ˘¿Ú¯ÂÈ ÌÈ· ÛÂÈÚ¿ ¿ÏÏˆÓ ·Ú·ÁfiÓÙˆÓ

Ô˘ ·Ó·ÛÙ¤ÏÏÔ˘Ó ÙËÓ ÈÎ·ÓfiÙËÙ· ÙË˜ Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ P53 Ó· ‰Ú· ÔÁÎÔ-

Î·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎ¿.

4.6.1 ¢¤ÛÌÂ˘ÛË ÙË˜ P53 ·fi ÈÈÎ¿ Î·È ÁÔÓÈ‰È·Î¿ ÚˆÙÂÈÓÈÎ¿ ÚÔÈfiÓÙ·

H Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ P53 ‰ËÌÈÔ˘ÚÁÂ› Û˘ÌÏ¤ÁÌ·Ù· ÌÂ ÙÔ ÌÂÁ¿ÏÔ T ·ÓÙÈÁfiÓÔ ÙÔ˘

ÈÔ‡ SV40 (Lane and Crawford, 1979), ÌÂ ÙÈ˜ ÚˆÙÂ›ÓÂ˜ E1B Î·È E4orf6 ÙÔ˘

A‰ÂÓÔÈÔ‡ (Sarnow et al, 1982, Dobner et al, 1996) Î·È ÌÂ ÙËÓ ÚˆÙÂ›ÓË E6 ÙˆÓ ÈÒÓ

HPV 16 Î·È HPV 18 (Werness et al, 1990), Ù· ÔÔ›· ÙËÓ ·ÂÓÂÚÁÔÔÈÔ‡Ó.

EÈÏ¤ÔÓ, Ë P53 ·ÏÏËÏÂÈ‰Ú¿ Î·È ÌÂ ÙÔ ÚÔÈfiÓ ÙÔ˘ ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘ mdm-2 (Chen

et al, 1994). YÂÚ¤ÎÊÚ·ÛË ÙÔ˘ mdm-2 ÍÂÂÚÓ¿ ÙËÓ Î·Ù·ÛÙÔÏ‹ ÙË˜ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹˜

·‡ÍËÛË˜ ·fi ÙË ÌË ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË P53. Œ¯Ô˘Ó ‚ÚÂıÂ› Û·ÚÎÒÌ·Ù· ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘

fiÔ˘ ˘ÂÚÂÎÊÚ¿˙ÂÙ·È ÙÔ mdm-2, ÂÓÒ Ù· ·ÏÏËÏfiÌÔÚÊ· ÙÔ˘ p53 ·Ú·Ì¤ÓÔ˘Ó ÌË

ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤Ó· (Oliner et al, 1992).
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4.6.2 ¢È·Ù·Ú·¯‹ ÙË˜ ı¤ÛË˜ ÙË˜ P53 ÛÙÔ Î‡ÙÙ·ÚÔ

OÈ ÔÁÎÔ-Î·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎ¤˜ È‰ÈfiÙËÙÂ˜ ÙË˜ P53 ÌÔÚÔ‡Ó Ó· ÂËÚÂ·ÛÙÔ‡Ó ÏfiÁˆ

‰È·Ù·Ú·¯ÒÓ ÙË˜ ˘ÔÎ˘ÙÙ·ÚÈÎ‹˜ ÂÓÙfiÈÛ‹˜ ÙË˜. Œ¯Ô˘Ó ·ÓÈ¯ÓÂ˘ıÂ› ÂÚÈÙÒÛÂÈ˜

Î·ÚÎÈÓˆÌ¿ÙˆÓ ÙÔ˘ Ì·ÛÙÔ‡ Ô˘ ÂÎÊÚ¿˙Ô˘Ó ˘„ËÏ¤˜ ÔÛfiÙËÙÂ˜ ÌË ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË˜

P53, Ë ÔÔ›· fiÌˆ˜ ÂÓÙÔ›˙ÂÙ·È ÛÙÔ Î˘ÙÙ·ÚfiÏ·ÛÌ·, fiÔ˘ ‰ÂÓ ÌÔÚÂ› ‚¤‚·È· Ó·

‰Ú¿ÛÂÈ ˆ˜ Ú˘ıÌÈÛÙ‹˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ (Moll et al, 1992). O ÌË¯·ÓÈÛÌfi˜ ÙË˜

Î˘ÙÙ·ÚÔÏ·ÛÌ·ÙÈÎ‹˜ ÂÓÙfiÈÛË˜ ÙË˜ P53, ‰ÂÓ Â›Ó·È ·ÎfiÌË Î·Ù·ÓÔËÙfi˜.

4.6.3. AÓ·ÛÙÔÏ‹ ÙË˜ ‰Ú¿ÛË˜ ÙË˜ P53 ·fi Ú˘ıÌÈÛÙÈÎ¿ ÌfiÚÈ·

T¤ÏÔ˜, ¤¯ÂÈ ÂÚÈÁÚ·ÊÂ› ÂÚ›ÙˆÛË ·˘ÍËÌ¤ÓˆÓ ÂÈ¤‰ˆÓ ÙË˜ P53 ÚˆÙÂ›ÓË˜, Ë

ÔÔ›· Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È ÛÙÔÓ ˘Ú‹Ó· ÙˆÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ ·ÛıÂÓ‹ ÌÂ ÚÔ‰È¿ıÂÛË ÛÙÔÓ Î·ÚÎ›ÓÔ

(Barnes et al, 1992). ™ÙËÓ ÂÚ›ÙˆÛË ·˘Ù‹, Ë ÚˆÙÂ›ÓË P53, ·Ó Î·È ÂÌÊ·Ó›˙ÂÙ·È

Û·Ó Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ ÌÂ fiÏ· Ù· ÎÚÈÙ‹ÚÈ·, ‰ÂÓ Ê·›ÓÂÙ·È ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÈÎ‹. MÈ· Èı·ÓfiÙËÙ·

Â›Ó·È fiÙÈ Î¿ÔÈÔ˜ ·ÚÓËÙÈÎfi˜ Ú˘ıÌÈÛÙ‹˜ ÙË˜ ÂÓÂÚÁfiÙËÙ·˜ ÙË˜ P53 Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È ÛÙÔÓ

˘Ú‹Ó· ÙˆÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ ·˘ÙÒÓ. EÓ·ÏÏ·ÎÙÈÎ¿, Î¿ÔÈ· Ô‰fi˜ Ô˘ ‰Ú· ÌÂÙ¿ ÙËÓ P53

(downstream), ÌÔÚÂ› Ó· ¤¯ÂÈ ‰È·ÎÔÂ›.
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KEºA§AIO ¶EM¶TO

ME£O¢OI KAI Y§IKA

A. M¤ıÔ‰ÔÈ

5.1 K˘ÙÙ·ÚÔÎ·ÏÏÈ¤ÚÁÂÈ·

OÈ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ¤˜ ÛÂÈÚ¤˜ LATK-, HeLa Î·È Saos-2 Ô˘ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó, Â›Ó·È

·ı·Ó·ÙÔÔÈËÌ¤ÓÂ˜ Î·È ·Ó·Ù‡ÛÛÔÓÙ·È ˘Ô¯ÚÂˆÙÈÎ¿ ÛÂ ÛÙÂÚÂfi ˘fiÛÙÚˆÌ·. T·

Î‡ÙÙ·Ú· ·Ó·Ù‡ÛÛÔÓÙ·È ÛÂ ·ÔÛÙÂÈÚˆÌ¤ÓÂ˜, Ï·ÛÙÈÎ¤˜ ÊÈ¿ÏÂ˜

Î˘ÙÙ·ÚÔÎ·ÏÏÈ¤ÚÁÂÈ·˜ (Bibby), Ë ‚¿ÛË ÙˆÓ ÔÔ›ˆÓ Â›Ó·È ÂÈÛÙÚˆÌ¤ÓË ÌÂ

ÎÔÏÏ·ÁfiÓÔ Î·È ·ÔÙÂÏÂ› ÙÔ ··Ú·›ÙËÙÔ ÛÙÂÚÂfi ˘fiÛÙÚˆÌ·. H Î·ÏÏÈ¤ÚÁÂÈ· Á›ÓÂÙ·È

ÛÂ ıÂÚÌÔÎÚ·Û›· 370C, ÛÂ ·ÙÌfiÛÊ·ÈÚ· 5% CO2 Î·È Û¯ÂÙÈÎ‹ ˘ÁÚ·Û›· 95%. TÔ ˘ÁÚfi

ıÚÂÈÎfi ˘ÏÈÎfi (DMEM, RPMI) ÂÚÈ¤¯ÂÈ 10% ÔÚfi ÂÌ‚Ú‡Ô˘ ÌfiÛ¯Ô˘ (Foetal Calf

Serum, FCS), Ô ÔÔ›Ô˜ ·Ú¤¯ÂÈ ··Ú·›ÙËÙÔ˘˜ ·˘ÍËÙÈÎÔ‡˜ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜, Î·È

·ÓÙÈ‚ÈÔÙÈÎ¿, ÚÔ˜ ·ÔÊ˘Á‹ ‚·ÎÙËÚÈ·ÎÒÓ ÌÔÏ‡ÓÛÂˆÓ (ÛÙÚÂÙÔÌ˘Î›ÓË 50mg/ml Î·È

ÂÓÈÎÈÏÏ›ÓË 300mg/ml).

H ·Ó·Î·ÏÏÈ¤ÚÁÂÈ· (¯ˆÚÈÛÌfi˜ Î·È ÌÂÙ·ÊÔÚ¿ ÛÂ Ó¤Â˜ ÊÈ¿ÏÂ˜) Á›ÓÂÙ·È ÌÂ

ıÚ˘„ÈÓÔÔ›ËÛË: Ù· Î‡ÙÙ·Ú· ÂÎÏ¤ÓÔÓÙ·È ÌÂ ‰È¿Ï˘Ì· PE, ·ÔÎÔÏÏÒÓÙ·È ÌÂ

‰È¿Ï˘Ì· ıÚ˘„›ÓË˜  (··ÈÙÂ›Ù·È ÂÒ·ÛË ÛÙÔ˘˜ 370 C ÁÈ· 5-10 min),

Ê˘ÁÔÎÂÓÙÚÔ‡ÓÙ·È (1500 rpm, 5 min), Â·Ó·ÈˆÚÔ‡ÓÙ·È ÛÂ ıÚÂÈÎfi ˘ÏÈÎfi Î·È

ÌÔÈÚ¿˙ÔÓÙ·È ÛÂ Î·Ù¿ÏÏËÏÔ ·ÚÈıÌfi ÊÈ·ÏÒÓ. °È· ÙËÓ ·Ôı‹ÎÂ˘ÛË ÙˆÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ

·ÎÔÏÔ˘ıÂ›Ù·È Ë ›‰È· ‰ÈÂÚÁ·Û›·, Ù· Î‡ÙÙ·Ú· Â·Ó·ÈˆÚÔ‡ÓÙ·È ÛÂ 1 ml ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜
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Î·Ù¿„˘ÍË˜ Î·È ÌÂÙ·Ê¤ÚÔÓÙ·È ÛÂ Ï·ÛÙÈÎ¿ ÊÈ·Ï›‰È· (ampoules-Nalgene) Î·È

‰È·ÙËÚÔ‡ÓÙ·È ÛÂ ˘ÁÚfi ¿˙ˆÙÔ. H Î·Ù¿„˘ÍË Á›ÓÂÙ·È ÛÙ·‰È·Î¿ ÁÈ· Ó· ÂÍ·ÛÊ·ÏÈÛÙÂ› Ë

‚¤ÏÙÈÛÙË ‚ÈˆÛÈÌfiÙËÙ· ÙˆÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ. AÓÙ›ıÂÙ·, Ë ·fi„˘ÍË Á›ÓÂÙ·È ÁÚ‹ÁÔÚ· ÛÙÔ˘˜

370C, ÙÔ ÂÚÈÂ¯fiÌÂÓÔ ÙÔ˘ Ï·ÛÙÈÎÔ‡ ÊÈ·ÏÈ‰›Ô˘ ·Ú·ÈÒÓÂÙ·È ÛÂ 5 ml ıÚÂÈÎfi ˘ÏÈÎfi,

Ê˘ÁÔÎÂÓÙÚÂ›Ù·È, ÙÔ ˘ÂÚÎÂ›ÌÂÓÔ ·Ô¯‡ÓÂÙ·È Î·È Ù· Î‡ÙÙ·Ú·, ··ÏÏ·ÁÌ¤Ó· ·fi ÙÔ

DMSO Ô˘ Â›Ó·È ÙÔÍÈÎfi, ·ÊÔ‡ Â·Ó·ÈˆÚËıÔ‡Ó ÛÂ 10-20 ml ıÚÂÈÎÔ‡ ˘ÏÈÎÔ‡,

ÌÂÙ·Ê¤ÚÔÓÙ·È ÛÂ ÊÈ¿ÏË Î·ÏÏÈ¤ÚÁÂÈ·˜.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· PE: 137mM NaCl, 2,7mM KCl, 4mM Na2HPO4, 1,5mM NaH2PO4, 1mM

EDTA.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ıÚ˘„›ÓË˜: 0,01% ıÚ˘„›ÓË ÛÂ PE.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· Î·Ù¿„˘ÍË˜ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ: 10% DMSO, 20% oÚfi˜ ÂÌ‚Ú‡Ô˘ ÌfiÛ¯Ô˘, 70%

ıÚÂÙÈÎfi ˘ÏÈÎfi.

5.2 ¢È·‰ÈÎ·Û›· ÌÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛÌÔ‡ ‚·ÎÙËÚ›ˆÓ (transformation)

°È· ÙËÓ ·fiÎÙËÛË ÈÎ·Ó‹˜ ÔÛfiÙËÙ·˜ ÙˆÓ Ï·ÛÌÈ‰›ˆÓ Ù· ÔÔ›·

¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó Î·Ù¿ Ù· ÂÈÚ¿Ì·Ù· ÂÈÌfiÏ˘ÓÛË˜ Â˘Î·Ú˘ˆÙÈÎÒÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ,

¤ÁÈÓÂ ÌÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛÌfi˜ ÂÈ‰ÂÎÙÈÎÒÓ ‚·ÎÙËÚ›ˆÓ ÌÂ Î¿ıÂ Ï·ÛÌ›‰ÈÔ Î·È ·ÔÌfiÓˆÛË

ÙÔ˘ Ï·ÛÌÈ‰È·ÎÔ‡ DNA ÌÂ ˘ÂÚÊ˘ÁÔÎ¤ÓÙÚÈÛË ÛÂ ÎÏ›ÛË ˘ÎÓfiÙËÙ·˜ ¯ÏˆÚÈÔ‡¯Ô˘

Î·ÈÛ›Ô˘. AÓ·Ï˘ÙÈÎ¿, Ë ‰È·‰ÈÎ·Û›· Â›Ó·È Ë ÂÍ‹˜:

5.2.1 ¶ÚÔÂÙÔÈÌ·Û›· ‚·ÎÙËÚ›ˆÓ ÂÈ‰ÂÎÙÈÎÒÓ ÌÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛÌÔ‡ (competent)

¶ÚÔÎÂÈÌ¤ÓÔ˘ ‚·ÎÙ‹ÚÈ· ÙÔ˘ ÛÙÂÏ¤¯Ô˘˜ DH5a ÙÔ˘ E. coli Ó· Î·Ù·ÛÙÔ‡Ó

ÂÈ‰ÂÎÙÈÎ¿ ÌÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛÌÔ‡, ·ÎÔÏÔ˘ıÂ›Ù·È Ë ·Ú·Î¿Ùˆ ‰È·‰ÈÎ·Û›·: 100 Ìl

ÂÓ·ÈˆÚ‹Ì·ÙÔ˜ ‚·ÎÙËÚ›ˆÓ ÂÌ‚ÔÏÈ¿˙ÔÓÙ·È ÛÂ 100 ml ıÚÂÙÈÎÔ‡ Ì¤ÛÔ˘ L-Broth Î·È

Âˆ¿˙ÔÓÙ·È ÛÙÔ˘˜ 37ÔC ˘fi ÈÛ¯˘Ú‹ ·Ó¿‰Â˘ÛË, ¤ˆ˜ fiÙÔ˘ Ë ÔÙÈÎ‹ ˘ÎÓfiÙËÙ· ÙË˜

Î·ÏÏÈ¤ÚÁÂÈ·˜ Êı¿ÛÂÈ ÙËÓ ÙÈÌ‹ 0.6, ÌÂÙÚÒÌÂÓË ÛÂ Ì‹ÎÔ˜ Î‡Ì·ÙÔ˜ 600 nm. MÂ ·˘ÙfiÓ
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ÙÔÓ ÙÚfiÔ ÂÍ·ÛÊ·Ï›˙ÂÙ·È fiÙÈ Ë Î·ÏÏÈ¤ÚÁÂÈ· ‚Ú›ÛÎÂÙ·È ÛÙËÓ ÂÎıÂÙÈÎ‹ Ê¿ÛË

·Ó¿Ù˘Í‹˜ ÙË˜. ™ÙË Û˘Ó¤¯ÂÈ·, Ë Î·ÏÏÈ¤ÚÁÂÈ· ÌÂÙ·Ê¤ÚÂÙ·È ·ÛËÙÈÎ¿ ÛÂ

·ÔÛÙÂÈÚˆÌ¤ÓÔ˘˜ ÛˆÏ‹ÓÂ˜ Ê˘ÁÔÎ¤ÓÙÚÔ˘ Î·È Ê˘ÁÔÎÂÓÙÚÂ›Ù·È ÁÈ· 15 min, ÛÙÈ˜

2000 rpm, 4ÔC. TÔ ˘ÂÚÎÂ›ÌÂÓÔ ·Ô¯‡ÓÂÙ·È ÂÓÒ ÙÔ ‚·ÎÙËÚÈ·Îfi ›˙ËÌ·

Â·Ó·ÈˆÚÂ›Ù·È ÛÂ 20 ml ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ ÌÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛÌÔ‡ (transformation buffer) Î·È

·Ú·Ì¤ÓÂÈ ÛÙÔÓ ¿ÁÔ ÁÈ· 30 min. AÎÔÏÔ˘ıÂ› Ê˘ÁÔÎ¤ÓÙÚËÛË ÁÈ· 15 min, ÛÙÈ˜ 2000

rpm, 4ÔC, Î·È ÙÔ ‚·ÎÙËÚÈ·Îfi ›˙ËÌ· Â·Ó·ÈˆÚÂ›Ù·È ÛÂ 2 ml ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ ·Ôı‹ÎÂ˘ÛË˜

(storage buffer). TÔ ÂÓ·ÈÒÚËÌ· ÌÔÈÚ¿˙ÂÙ·È ·Ó¿ 100 Ìl ÛÂ ·ÔÛÙÂÈÚˆÌ¤ÓÔ˘˜

ÛˆÏ‹ÓÂ˜ eppendorf Î·È ÛÙË Û˘Ó¤¯ÂÈ· Î·Ù·„‡¯ÂÙ·È ÛÙÔ˘˜ -70ÔC. T· ‚·ÎÙ‹ÚÈ· Â›Ó·È

¤ÙÔÈÌ· ÁÈ· ÌÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛÌfi ·Ì¤Ûˆ˜ ÌÂÙ¿ ÙËÓ ·fi„˘Í‹ ÙÔ˘˜.

ñ L-Broth (ıÚÂÙÈÎfi ˘ÏÈÎfi ‚·ÎÙËÚ›ˆÓ): 1% ÙÚ˘ÙfiÓË, 0.5% ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· ˙‡ÌË˜, 1%

NaCl.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ÌÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛÌÔ‡ (transformation buffer): 100mM CaCl2, 250mM KCl,

5mM MgCl2, 10mM RbCl, 5mM Tris-HCl pH: 7.6.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ·Ôı‹ÎÂ˘ÛË˜ (storage buffer): 100mM CaCl2, 250mM KCl, 5mM MgCl2,

10mM RbCl, 5mM Tris-HCl pH: 7.6, 15% ÁÏ˘ÎÂÚfiÏË.

5.2.2 MÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛÌfi˜ ‚·ÎÙËÚ›ˆÓ ÙÔ˘ ÛÙÂÏ¤¯Ô˘˜ DH5a

T· Ï·ÛÌ›‰È· ÂÈÛ¤Ú¯ÔÓÙ·È ÛÂ ‚·ÎÙ‹ÚÈ· ÙÔ˘ ÛÙÂÏ¤¯Ô˘˜ DH5a ÙÔ˘ E coli,

ÂÈ‰ÂÎÙÈÎ¿ ÌÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛÌÔ‡, ÌÂ ÙË Ì¤ıÔ‰Ô ÙÔ˘ ıÂÚÌÈÎÔ‡ ÛÔÎ (heat-shock). TÔ

ıÂÚÌÈÎfi ÛÔÎ Ô˘ ˘Ê›ÛÙ·ÓÙ·È Ù· ‚·ÎÙËÚÈ·Î¿ Î‡ÙÙ·Ú·, Î·ıÒ˜ Î·È Ë Â›‰Ú·ÛË ÙˆÓ

ÈfiÓÙˆÓ ¯ÏˆÚ›Ô˘, Î·Ï›Ô˘, ·Û‚ÂÛÙ›Ô˘, Ì·ÁÓËÛ›Ô˘ Î·È ÚÔ˘‚È‰›Ô˘ Ô˘ ÂÚÈ¤¯ÔÓÙ·È ÛÙÔ

‰È¿Ï˘Ì· ÌÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛÌÔ‡, ‰ÈÂ˘ÎÔÏ‡ÓÔ˘Ó ÙË ‰È¤ÏÂ˘ÛË ÙÔ˘ Ï·ÛÌÈ‰È·ÎÔ‡ DNA ·fi

ÙËÓ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹ ÌÂÌ‚Ú¿ÓË, Ì¤Ûˆ ‰È·ÛÙÔÏ‹˜ ÙˆÓ fiÚˆÓ (Sambrook et al, 1989).

™˘ÁÎÂÎÚÈÌ¤Ó·, 10-20 ng Ï·ÛÌÈ‰È·ÎÔ‡ DNA ·Ó·ÌÈÁÓ‡ÔÓÙ·È ÌÂ 100 Ìl

ÂÓ·ÈˆÚ‹Ì·ÙÔ˜ ‚·ÎÙËÚ›ˆÓ Î·È Âˆ¿˙ÔÓÙ·È ÁÈ· 30 min ÛÙÔÓ ¿ÁÔ. AÎÔÏÔ˘ıÂ›

ı¤ÚÌ·ÓÛË ÛÙÔ˘˜ 42ÔC ÁÈ· 40 sec, „‡ÍË ÛÙÔÓ ¿ÁÔ ÁÈ· 2 min Î·È ÚÔÛı‹ÎË 0.9 ml
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‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ SOC. MÂÙ¿ ·fi ÂÒ·ÛË Ì›·˜ ÒÚ·˜ ÛÙÔ˘˜ 37ÔC ˘fi ·Ó·Î›ÓËÛË, ÙÔ

ÂÓ·ÈÒÚËÌ· ÙˆÓ ‚·ÎÙËÚ›ˆÓ ÂÈÛÙÚÒÓÂÙ·È ÛÂ ÙÚ˘‚Ï›· ÌÂ ÛÙÂÚÂfi ıÚÂÙÈÎfi Ì¤ÛÔ (L-

¿Á·Ú) Ô˘ ÂÚÈ¤¯ÂÈ 100 Ìg/ml ·ÌÈÎÈÏÏ›ÓË. ⁄ÛÙÂÚ· ·fi ÂÒ·ÛË ÛÙÔ˘˜ 37ÔC ÁÈ·

16-20 ÒÚÂ˜ ÂÌÊ·Ó›˙ÔÓÙ·È ·ÔÈÎ›Â˜ ‚·ÎÙËÚ›ˆÓ ·ÓıÂÎÙÈÎ¤˜ ÛÙËÓ ·ÌÈÎÈÏÏ›ÓË (ÔÈ

ÔÔ›Â˜ Ê¤ÚÔ˘Ó Î·È ÙÔ ÂÈı˘ÌËÙfi Ï·ÛÌ›‰ÈÔ ÙÔ ÔÔ›Ô ÚÔÛ‰›‰ÂÈ ·ÓıÂÎÙÈÎfiÙËÙ· ÛÙËÓ

·ÌÈÎÈÏÏ›ÓË).

ñ ¢È¿Ï˘Ì· SOC (ıÚÂÙÈÎfi ˘ÏÈÎfi ‚·ÎÙËÚ›ˆÓ): 2% TÚ˘ÙfiÓË, 0.5% ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· ˙‡ÌË˜,

10mM NaCl, 2.5mM KCl, 10mM MgCl2, 10mM MgSO4, 20mM ÁÏ˘Îfi˙Ë.

ñ L-¿Á·Ú (ËÌÈÛÙÂÚÂfi ıÚÂÙÈÎfi ˘ÏÈÎfi ‚·ÎÙËÚ›ˆÓ): L-Broth, 1.5% ¿Á·Ú.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ·ÌÈÎÈÏÏ›ÓË˜: 1% ·ÌÈÎÈÏÏ›ÓË, 0.025M NaOH.

5.2.3 YÁÚ‹ Î·ÏÏÈ¤ÚÁÂÈ· ‚·ÎÙËÚ›ˆÓ

OÈ ˘ÁÚ¤˜ Î·ÏÏÈ¤ÚÁÂÈÂ˜ ‚·ÎÙËÚ›ˆÓ Á›ÓÔÓÙ·È ÛÂ ıÚÂÙÈÎfi ˘ÏÈÎfi L-Broth, ÛÙÔ˘˜

370C, ˘fi Û˘ÓÂ¯‹ ·Ó·Î›ÓËÛË. ŸÙ·Ó Ù· ‚·ÎÙ‹ÚÈ· ¤¯Ô˘Ó ÌÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛıÂ› ÌÂ Î¿ÔÈÔ

Ï·ÛÌ›‰ÈÔ, ÙÔ ıÚÂÙÈÎfi ˘ÏÈÎfi ÂÚÈ¤¯ÂÈ Î·È ·ÓÙÈ‚ÈÔÙÈÎfi ÂÈÏÔÁ‹˜ (·ÌÈÎÈÏÏ›ÓË

100Ìg/ml), ‰ÈfiÙÈ fiÏ· Ù· ¯ÚËÛÈÌÔÔÈËı¤ÓÙ· Ï·ÛÌ›‰È· Ê¤ÚÔ˘Ó ÙÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ

·ÓÙ›ÛÙ·ÛË˜ ÛÙËÓ ·ÌÈÎÈÏÏ›ÓË (‚-Ï·ÎÙ·Ì¿ÛË).

5.2.4 AÔÌfiÓˆÛË Ï·ÛÌÈ‰È·ÎÔ‡ DNA ·fi Î·ÏÏÈ¤ÚÁÂÈÂ˜ ‚·ÎÙËÚ›ˆÓ

°È· ÙËÓ ·ÔÌfiÓˆÛË ˘„ËÏ‹˜ Î·ı·ÚfiÙËÙ·˜ Ï·ÛÌÈ‰È·ÎÔ‡ DNA ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎÂ

Ë Ì¤ıÔ‰Ô˜ ‰È·¯ˆÚÈÛÌÔ‡ ÛÂ ÎÏ›ÛË ˘ÎÓfiÙËÙ·˜ ¯ÏˆÚÈÔ‡¯Ô˘ Î·ÈÛ›Ô˘ ÌÂ

˘ÂÚÊ˘ÁÔÎ¤ÓÙÚËÛË, ·ÚÔ˘Û›· ‚ÚˆÌÈÔ‡¯Ô˘ ÂıÈ‰›Ô˘ (EtBr). H Ì¤ıÔ‰Ô˜ ‚·Û›˙ÂÙ·È

ÛÙË ‰È·ÊÔÚÂÙÈÎ‹ ÎÈÓËÙÈÎfiÙËÙ· ÙˆÓ Ï·ÛÌÈ‰È·ÎÔ‡ DNA, ¯ÚˆÌÔÛˆÌÈÎÔ‡ DNA Î·È

RNA ÛÂ ÎÏ›ÛË CsCl, ˆ˜ ·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· ‰È·ÊÔÚÒÓ ÛÙÔÓ ·ÚÈıÌfi ÙˆÓ ÌÔÚ›ˆÓ ÙÔ˘ EtBr

Ô˘ ÚÔÛ‰¤ÓÔÓÙ·È ÛÂ ·˘Ù¿ (Sambrook et al, 1989). ™˘ÓÔÙÈÎ¿, ‚·ÎÙ‹ÚÈ· Ô˘

Ê¤ÚÔ˘Ó ÙÔ ÂÈı˘ÌËÙfi Ï·ÛÌ›‰ÈÔ Û˘ÏÏ¤ÁÔÓÙ·È ÌÂ Ê˘ÁÔÎ¤ÓÙÚËÛË ·fi Î·ÏÏÈ¤ÚÁÂÈ·

500 ml. TÔ ‚·ÎÙËÚÈ·Îfi ›˙ËÌ· Â·Ó·ÈˆÚÂ›Ù·È ÛÂ 20 ml ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ I, ÛÙÔ ÔÔ›Ô
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ÚÔÛÙ›ıÂÓÙ·È 100mg Ï˘ÛÔ˙‡ÌË˜, ÁÈ· ÙË ‰È¿Û·ÛË ÙˆÓ Î˘ÙÙ·ÚÈÎÒÓ ÌÂÌ‚Ú·ÓÒÓ Î·È

ÙËÓ ·ÔÌ¿ÎÚ˘ÓÛË ÙˆÓ Ï·ÛÌÈ‰›ˆÓ ·fi ÙÈ˜ ı¤ÛÂÈ˜ Û‡Ó‰ÂÛË˜ ÌÂ ÙËÓ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹

ÌÂÌ‚Ú¿ÓË. AÎÔÏÔ˘ıÂ› ÚÔÛı‹ÎË 40 ml ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ II Î·È ·Ú·ÌÔÓ‹ ÛÙÔÓ ¿ÁÔ, ÁÈ·

ÙËÓ ·Ô‰È¿Ù·ÍË ÙÔ˘ ¯ÚˆÌÔÛˆÌÈÎÔ‡ DNA Î·È Û·ˆÓÔÔ›ËÛË ÏÈÒÓ, Î·È ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ

ÙÔ˘ Ï˘Ì¤ÓÔ˘ ‚·ÎÙËÚ›Ô˘. ™ÙË Û˘Ó¤¯ÂÈ·, Á›ÓÂÙ·È ÂÍÔ˘‰ÂÙ¤ÚˆÛË ÌÂ 30 ml fiÍÈÓÔ

‰È¿Ï˘Ì· ÔÍÈÎÔ‡ Î·Ï›Ô˘, ÒÛÙÂ Ó· Â·Ó·‰È·Ù·¯ıÂ› ÌfiÓÔ ÙÔ Ï·ÛÌÈ‰È·Îfi DNA Î·È fi¯È

·˘Ùfi ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰ÈÒÌ·ÙÔ˜. T· ÓÔ˘ÎÏÂ˚Î¿ ÔÍ¤· Î·Ù·ÎÚËÌÓ›˙ÔÓÙ·È ÛÂ ÈÛÔÚÔ·ÓfiÏË

Î·È Â·Ó·‰È·Ï‡ÔÓÙ·È ÛÂ ‰È¿Ï˘Ì· Tris-EDTA 10:1mM Ô˘ ÂÚÈ¤¯ÂÈ 0.95 g/ml CsCl

Î·È 0.28 mg/ml EtBr. AÎÔÏÔ˘ıÂ› Ê˘ÁÔÎ¤ÓÙÚËÛË ÛÂ 40000 rpm, ÛÙÔ˘˜ 20ÔC, ÁÈ· 40

h, Î·È ·ÔÌfiÓˆÛË ÙË˜ ˙ÒÓË˜ ÙÔ˘ Ï·ÛÌÈ‰È·ÎÔ‡ ÎÏÂÈÛÙÔ‡ Î˘ÎÏÈÎÔ‡ DNA. O

Î·ı·ÚÈÛÌfi˜ ÙÔ˘ DNA Á›ÓÂÙ·È ÌÂ ÂÎ¯‡ÏÈÛË ÙÔ˘ ‚ÚˆÌÈÔ‡¯Ô˘ ÂıÈ‰›Ô˘ ÌÂ ‚Ô˘Ù·ÓfiÏË

ÎÔÚÂÛÌ¤ÓË ÛÂ ÓÂÚfi Î·È ‰È·›‰˘ÛË Ì¤Ûˆ ËÌÈÂÚ·Ù‹˜ ÌÂÌ‚Ú¿ÓË˜ ÛÂ ‰È¿Ï˘Ì· Tris-

EDTA 10: 1mM ÁÈ· ÙËÓ ·ÔÌ¿ÎÚ˘ÓÛË ÙÔ˘ ¯ÏˆÚÈÔ‡¯Ô˘ Î·ÈÛ›Ô˘. TÔ DNA

Î·Ù·ÎÚ˘ÌÓ›˙ÂÙ·È ÌÂ ÚÔÛı‹ÎË 2.5 fiÁÎˆÓ „˘¯Ú‹˜ (-20ÔC) ·fiÏ˘ÙË˜ ·Èı·ÓfiÏË˜ Î·È

0.1 fiÁÎˆÓ ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ ÔÍÈÎÔ‡ ·ÌÌˆÓ›Ô˘ ÛÙÔ˘˜ -20ÔC ÁÈ· 16 ÒÚÂ˜, ‹ ÛÙÔ˘˜ -70ÔC

ÁÈ· 1 ÒÚ· Î·È ·Ó·ÎÙ¿Ù·È ÌÂ Ê˘ÁÔÎ¤ÓÙÚËÛË ÁÈ· 20 min, 12000 rpm, 4ÔC, ·Ê‹ÓÂÙ·È

Ó· ÛÙÂÁÓÒÛÂÈ Î·È ·Ó·‰È·Ï‡ÂÙ·È ÛÂ ·ÂÛÙ·ÁÌ¤ÓÔ ÓÂÚfi.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· I: 50mM ÁÏ˘Îfi˙Ë, 25mM Tris-HCl pH: 8, 10mM EDTA pH: 8.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· II: 0.2M NaOH, 1% SDS.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ÔÍÈÎÔ‡ Î·Ï›Ô˘ (CH3COOK): 3M, pH: 4.8.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ‚ÚˆÌÈÔ‡¯Ô˘ ÂıÈ‰›Ô˘ (EtBr): 0.3%.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· Tris-EDTA 10: 1mM: 5mM Tris-HCl pH: 7.8, 0.5mM EDTA.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ÔÍÈÎÔ‡ ·ÌÌˆÓ›Ô˘ (CH3COONH4): 7.5M.
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5.3 EÈÌfiÏ˘ÓÛË Â˘Î·Ú˘ˆÙÈÎÒÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ ÌÂ Ï·ÛÌÈ‰È·Îfi DNA

(Transfection)

¶Ï·ÛÌ›‰È· ÂÈÛ‹¯ıËÛ·Ó ÛÂ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ¤˜ ÛÂÈÚ¤˜ ÒÛÙÂ Ó· ÌÂÏÂÙËıÂ› ÙÔ ÚˆÙÂÈÓÈÎfi

ÚÔ˚fiÓ ÙË˜ ¤ÎÊÚ·Û‹˜ ÙÔ˘˜ ÛÂ ÂÈÚ¿Ì·Ù· Î·ı˘ÛÙ¤ÚËÛË˜ ÚˆÙÂÈÓÒÓ, ‹ ÁÈ· ÙËÓ

Ú·ÁÌ·ÙÔÔ›ËÛË ‰ÔÎÈÌ·ÛÈÒÓ CAT. H ÂÈÛ·ÁˆÁ‹ ÙÔ˘˜ ÛÙ· Â˘Î·Ú˘ˆÙÈÎ¿ Î‡ÙÙ·Ú·

(ÂÈÌfiÏ˘ÓÛË) ÂÈÙÂ‡¯ıËÎÂ ÌÂ ÙË Ì¤ıÔ‰Ô ÙÔ˘ ÊˆÛÊÔÚÈÎÔ‡ ·Û‚ÂÛÙ›Ô˘ (Graham et al,

1973, Spandidos and Wilkie, 1984) Ë ÔÔ›· ‚·Û›˙ÂÙ·È ÛÙÔ Û¯ËÌ·ÙÈÛÌfi

Û˘ÌÏ¤ÁÌ·ÙÔ˜ ÊˆÛÊÔÚÈÎÔ‡ ·Û‚ÂÛÙ›Ô˘-DNA, ÙÔ ÔÔ›Ô ÌÔÚÂ› Ó· ÂÈÛ¤ÏıÂÈ Ì¤Ûˆ

ÙË˜ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹˜ ÌÂÌ‚Ú¿ÓË˜ ÛÙÔ Î‡ÙÙ·ÚÔ. H ‰È·‰ÈÎ·Û›· ··ÈÙÂ› ÔÏ‡ ·ÚÁ‹ ·Ó¿ÌÈÍË

‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ DNA Î·È ·Û‚ÂÛÙ›Ô˘ Ô˘ ÂÚÈ¤¯ÂÈ 40 Ìg DNA, ÌÂ ›ÛÔ fiÁÎÔ ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜

ÊˆÛÊÔÚÈÎÒÓ (2xHBS). To ÙÂÏÈÎfi Ì›ÁÌ· ÚÔÛÙ›ıÂÙ·È ÛÙÔ ıÚÂÙÈÎfi ˘ÏÈÎfi ÙˆÓ

Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ, fiÔ˘ ·Ú·Ì¤ÓÂÈ 8-12 ÒÚÂ˜, Î·È ÌÂÙ¿ ·Ô¯‡ÓÂÙ·È ÁÈ· Ó· ÚÔÛÙÂıÂ› Ó¤Ô

ıÚÂÙÈÎfi ˘ÏÈÎfi. T· Î‡ÙÙ·Ú· Û˘ÏÏ¤ÁÔÓÙ·È 48 ÒÚÂ˜ ·ÚÁfiÙÂÚ·, ‰È¿ÛÙËÌ· ÛÙÔ ÔÔ›Ô

ÙÔ Ï·ÛÌ›‰ÈÔ ¤¯ÂÈ ÂÎÊÚ·ÛÙÂ›.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· DNA Î·È ·Û‚ÂÛÙ›Ô˘ (CaCl2): 0.8Ìg/ Ìl DNA, 0.25M CaCl2.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ÊˆÛÊÔÚÈÎÒÓ (2X HBS): 280mM NaCl, 10mM KCl, 50mM Hepes, 1.5mM

Na2HPO4, pH 7.1.

5.4 ¶·Ú·ÛÎÂ˘‹ ˘ÚËÓÈÎÒÓ ÂÎ¯˘ÏÈÛÌ¿ÙˆÓ

ø˜ ËÁ‹ ÚˆÙÂÈÓÒÓ ÛÙÈ˜ ‰ÔÎÈÌ·Û›Â˜ Î·ı˘ÛÙ¤ÚËÛË˜ ÚˆÙÂÈÓÒÓ ÛÂ ‹ÎÙˆÌ·

ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘, ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÔ‡ÓÙ·È ˘ÚËÓÈÎ¿ ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·Ù· Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ ‹ ÈÛÙÒÓ.

5.4.1 ¶·Ú·ÛÎÂ˘‹ ˘ÚËÓÈÎÒÓ ÂÎ¯˘ÏÈÛÌ¿ÙˆÓ ·fi Î‡ÙÙ·Ú·

T· Î‡ÙÙ·Ú· ÂÎÏ¤ÓÔÓÙ·È Î·È Û˘ÏÏ¤ÁÔÓÙ·È ÛÂ ‰È¿Ï˘Ì· PBS ÌÂ Í‡ÛÈÌÔ

(scrapping). MÂÙ¿ ·fi Ê˘ÁÔÎ¤ÓÙÚËÛË, Â·Ó·ÈˆÚÔ‡ÓÙ·È ÛÂ 2 ml ˘fiÙÔÓÔ˘

‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ Î·È ÔÌÔÁÂÓÔÔÈÔ‡ÓÙ·È ÛÂ Á˘¿ÏÈÓÔ ÔÌÔÁÂÓÔÔÈËÙ‹ Thomas Scientific
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USA. OÈ ·Ó¤·ÊÔÈ ˘Ú‹ÓÂ˜ Ê˘ÁÔÎÂÓÙÚÔ‡ÓÙ·È ÛÙÈ˜ 2500 rpm, ÁÈ· 5 min, ÛÙÔ˘˜ 40C.

TÔ ›˙ËÌ· ÍÂÏ¤ÓÂÙ·È 3 ÊÔÚ¤˜ ÌÂ 2 ml ÈÛfiÙÔÓÔ˘ ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜. OÈ ˘ÚËÓÈÎ¤˜

ÌÂÌ‚Ú¿ÓÂ˜ ‰È·ÛÒÓÙ·È ÌÂ ÂÒ·ÛË ÛÂ ‰È¿Ï˘Ì· ÂÎ¯‡ÏÈÛË˜ ÁÈ· 30 min, ÛÙÔ˘˜ 40C,

˘fi Û˘ÓÂ¯‹ ·Ó·Î›ÓËÛË Î·È ·ÔÌ·ÎÚ‡ÓÔÓÙ·È ÌÂ ˘ÂÚÊ˘ÁÔÎ¤ÓÙÚËÛË ÛÙÈ˜ 25000 rpm

ÁÈ· 1 h ÛÙÔ˘˜ 40C, ÛÂ ÎÂÊ·Ï‹ Beckman 50 Ti. TÔ ˘ÂÚÎÂ›ÌÂÓÔ ‰È¿Ï˘Ì· Ô˘

ÂÚÈ¤¯ÂÈ ÙÈ˜ ˘ÚËÓÈÎ¤˜ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ Ê˘Ï¿ÛÛÂÙ·È ÛÙÔ˘˜ -700C. O ÚÔÛ‰ÈÔÚÈÛÌfi˜ ÙË˜

Û˘ÁÎ¤ÓÙÚˆÛË˜ ÙˆÓ ˘ÚËÓÈÎÒÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ Á›ÓÂÙ·È ÌÂ ÙË Ì¤ıÔ‰Ô Bradford (Bradford,

1976).

ñ ¢È¿Ï˘Ì· PBS (P˘ıÌÈÛÙÈÎfi ‰È¿Ï˘Ì· ÊˆÛÊÔÚÈÎÒÓ ·Ï¿ÙˆÓ): 137mM NaCl, 2,7mM

KCl, 4mM Na2HPO4, 1,5mM NaH2PO4.

ñ YfiÙÔÓÔ ‰È¿Ï˘Ì·: 25mM Tris-Cl pH 7,5, 5mM KCl, 0.5mM MgCl2, 0.5mM DTT,

0.5mM PMSF.

ñ IÛfiÙÔÓÔ ‰È¿Ï˘Ì·: 25mM Tris-Cl pH 7.5, 5mM KCl, 0.5mM MgCl2, 0.2M ™·Î¯·Úfi˙Ë,

0.5mM DTT, 1mM PMSF.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ÂÎ¯‡ÏÈÛË˜: 20% ÁÏ˘ÎÂÚfiÏË, 25mM Tris-Cl pH 7.5, 1mM EDTA, 0.1%

Triton X-100, 0.6 M KCl, 0.5mM DTT, 0.5mM PMSF.

5.4.2 ¶·Ú·ÛÎÂ˘‹ ˘ÚËÓÈÎÒÓ ÂÎ¯˘ÏÈÛÌ¿ÙˆÓ ·fi ÈÛÙÔ‡˜

AÎÔÏÔ˘ıÂ›Ù·È Ë ‰È·‰ÈÎ·Û›· ÙË˜ ÚÔËÁÔ‡ÌÂÓË˜ ·Ú·ÁÚ¿ÊÔ˘, ÌÂ ÙË ‰È·ÊÔÚ¿ fiÙÈ

ÚÈÓ ÙËÓ ÔÌÔÁÂÓÔÔ›ËÛË ÔÈ ÈÛÙÔ› Îfi‚ÔÓÙ·È ÌÂ Ó˘ÛÙ¤ÚÈ ÛÂ ÔÏ‡ ÌÈÎÚ¿ ÎÔÌÌ¿ÙÈ·,

¿Óˆ ÛÂ ÍËÚfi ¿ÁÔ (-700C).

5 .5  ¢ÔÎ ÈÌ·Û ›·  Î·ı˘ÛÙ¤ÚËÛË˜  ÚˆÙÂ ÈÓÒÓ  ÛÂ  ‹ÎÙˆÌ·

ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ (gel retardation assay)

H ÙÂ¯ÓÈÎ‹ ·˘Ù‹ ‚·Û›˙ÂÙ·È ÛÙËÓ ÚfiÛ‰ÂÛË ÚˆÙÂÈÓÈÎÒÓ ÌÔÚ›ˆÓ ÛÂ ÂÈ‰ÈÎ¤˜ DNA

·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ Ú·‰ÈÔÛËÌ·ÛÌ¤ÓˆÓ ‰›ÎÏˆÓˆÓ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ (È¯ÓËıÂÙÒÓ,



58

probes) Î·È ÛÙË ‰È·ÊÔÚÂÙÈÎ‹ ÎÈÓËÙÈÎfiÙËÙ· ÙÔ˘ Û˘ÌÏ¤ÁÌ¿ÙÔ˜ ÚˆÙÂ›ÓË-È¯ÓËı¤ÙË˜

ÛÂ Û¯¤ÛË ÌÂ Ù· ÌË ÚÔÛ‰Â‰ÂÌ¤Ó· Ú·‰ÈÔÛËÌ·ÛÌ¤Ó· ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È·, Î·Ù¿ ÙËÓ

ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛ‹ ÙÔ˘˜ ÛÂ ‹ÎÙˆÌ· ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘. ¶ÚÔÎÂÈÌ¤ÓÔ˘ Ó·

Ù·˘ÙÔÔÈËıÂ› Ë ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ· ÙÔ˘ Û˘ÌÏ¤ÁÌ·ÙÔ˜ È¯ÓËı¤ÙË˜-ÚˆÙÂ›ÓË, Á›ÓÔÓÙ·È

ÂÈÚ¿Ì·Ù· ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÌÔ‡ ÙÔ˘ È¯ÓËı¤ÙË ÌÂ ÂÚ›ÛÛÂÈ· ÌË ÛËÌ·ÛÌ¤ÓˆÓ ‰›ÎÏˆÓˆÓ

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ, Î·ıÒ˜ Î·È ¯Ú‹ÛË ·ÓÙÈÛˆÌ¿ÙˆÓ ¤Ó·ÓÙÈ ÙÔ˘ ÚˆÙÂÈÓÈÎÔ‡

ÌÔÚ›Ô˘. ™Ù· ÂÈÚ¿Ì·Ù· ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÌÔ‡, Â¿Ó ÔÈ ÌË ÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔÈ ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙ¤˜ ¤¯Ô˘Ó

ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ· ÚÔ˜ ÙËÓ ÚˆÙÂ›ÓË, Ë ÂÈÛ·ÁˆÁ‹ ÙÔ˘˜ ÛÙÔ Ì›ÁÌ· ÙË˜ ·ÓÙ›‰Ú·ÛË˜ ¤¯ÂÈ ˆ˜

Û˘Ó·ÎfiÏÔ˘ıÔ ÙË ÌÂ›ˆÛË ÙË˜ ¤ÓÙ·ÛË˜ ÙË˜ ˙ÒÓË˜ ÚˆÙÂ›ÓË-È¯ÓËı¤ÙË˜. K·Ù¿ ÙË

¯Ú‹ÛË ·ÓÙÈÛˆÌ¿ÙˆÓ, Â¿Ó ÙÔ ·ÓÙ›ÛˆÌ· ·ÏÏËÏÂÈ‰Ú¿ ÌÂ ÙËÓ ÂÚÈÔ¯‹ ÚfiÛ‰ÂÛË˜

ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ ÛÙÔ DNA, Ë ÂÈÛ·ÁˆÁ‹ ÙÔ˘ ÛÙÔ Ì›ÁÌ· ÙË˜ ·ÓÙ›‰Ú·ÛË˜ ¤¯ÂÈ ˆ˜

·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· ÙË ÌÂ›ˆÛË ÙË˜ ¤ÓÙ·ÛË˜ ÙË˜ ˙ÒÓË˜ ÚˆÙÂ›ÓË-È¯ÓËı¤ÙË˜. E¿Ó

·ÏÏËÏÂÈ‰Ú¿ ÌÂ ¿ÏÏË ÂÚÈÔ¯‹ ÙÔ˘ ÚˆÙÂÈÓÈÎÔ‡ ÌÔÚ›Ô˘, ·Ú·ÙËÚÂ›Ù·È ·Ó‡„ˆÛË

ÙË˜ ˙ÒÓË˜ ·ÓÙ›ÛˆÌ·-ÚˆÙÂ›ÓË-È¯ÓËı¤ÙË˜, ˆ˜ ÚÔ˜ ÙË ˙ÒÓË ÚˆÙÂ›ÓË-È¯ÓËı¤ÙË˜,

ÏfiÁˆ ·‡ÍËÛË˜ ÙÔ˘ ÌÔÚÈ·ÎÔ‡ ‚¿ÚÔ˘˜ ÙÔ˘ Û˘ÌÏfiÎÔ˘.

5.5.1 ™‡ÓıÂÛË Î·È ÚÔÂÙÔÈÌ·Û›· ‰›ÎÏˆÓˆÓ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ

H Û‡ÓıÂÛË ÙˆÓ ÌÔÓfiÎÏˆÓˆÓ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ Ú·ÁÌ·ÙÔÔÈÂ›Ù·È ÛÂ Û˘ÛÎÂ˘‹

·˘ÙfiÌ·ÙË˜ Û‡ÓıÂÛË˜ DNA (DNA synthesizer) ÙË˜ Applied Biosystems. T·

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· Î·ı›ÛÙ·ÓÙ·È ‰›ÎÏˆÓ· ÌÂ ı¤ÚÌ·ÓÛË ÛÙÔ˘˜ 950C ÈÛÔÌÔÚÈ·Î‹˜

ÔÛfiÙËÙ·˜ ÙˆÓ ‰‡Ô ·Ï˘Û›‰ˆÓ DNA, ·ÚÔ˘Û›· 0.125mM NaCl, ÁÈ· 5 min Î·È ·ÚÁ‹

„‡ÍË ÛÂ ıÂÚÌÔÎÚ·Û›· ‰ˆÌ·Ù›Ô˘.

5.5.2 P·‰ÈÔÛ‹Ì·ÓÛË ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ

T· ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· ÛËÌ·›ÓÔÓÙ·È ÛÙÔ 5' ¿ÎÚÔ ÌÂ Á-32P-ATP ÌÂ ÙË ‰Ú¿ÛË ÙË˜

T4 ÔÏ˘ÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰ÈÎ‹˜ ÎÈÓ¿ÛË˜ (End labelling-Û‹Ì·ÓÛË ¿ÎÚÔ˘, Maniatis et al,

1989). °È· ÌÔÓfiÎÏˆÓÔ DNA, Ë ·ÓÙ›‰Ú·ÛË Ï·Ì‚¿ÓÂÈ ¯ÒÚ· ÛÙÔ˘˜ 370C ÁÈ· 2 ÒÚÂ˜
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·ÚÔ˘Û›· 10 U T4 ÔÏ˘ÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰ÈÎ‹˜ ÎÈÓ¿ÛË˜, 10mM MgCl2, 20mM Tris-HCl pH

7.8, 5mM DTT, 2.5 pmoles ·fi Î¿ıÂ ·Ï˘Û›‰· DNA Î·È 30 ÌCi Á-32P-ATP.

AÎÔÏÔ‡ıˆ˜, Ù· ÛËÌ·ÛÌ¤Ó· ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· Î·ı›ÛÙ·ÓÙ·È ‰›ÎÏˆÓ·. °È· ‰›ÎÏˆÓÔ

DNA, Ë ·ÓÙ›‰Ú·ÛË Ï·Ì‚¿ÓÂÈ ¯ÒÚ· ÛÙÔ˘˜ 370C ÁÈ· 30 min, ·ÚÔ˘Û›· 10 U T4

ÔÏ˘ÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰ÈÎ‹˜ ÎÈÓ¿ÛË˜, 10mM MgCl2, 20mM Tris-HCl pH 7.8, 30mM DTT, 0.2

Ìg ‰›ÎÏˆÓÔ˘ DNA Î·È 30 ÌCi Á-32P-ATP. AÎÔÏÔ˘ıÂ› ÂÒ·ÛË ÛÙÔ˘˜ 700C, 10 min,

ÛÙÔ˘˜ 370C, 10 min, ÛÂ ıÂÚÌÔÎÚ·Û›· ‰ˆÌ·Ù›Ô˘, 5 min, ÛÙÔ˘˜ 00C, 5 min.

™ÙË Û˘Ó¤¯ÂÈ·, ÙÔ ÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ ËÏÂÎÙÚÔÊÔÚÂ›Ù·È ÛÂ ‹ÎÙˆÌ·

ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·Ì›‰Ë˜ 8% , 29 w/w ·ÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ: 1 w/w 1,2-‰È˘‰ÚÔÍ˘-·Èı˘ÏÂÓÔ-‰È˜-

·ÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ (bis), ÁÈ· Ó· ‰È·¯ˆÚÈÛÙÂ› ·fi ÙÔ ÌË ÂÓÛˆÌ·ÙˆÌ¤ÓÔ Á-32P-ATP Î·È

ÂÎ¯˘Ï›˙ÂÙ·È ·fi ÙÔ ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ ÌÂ 500Ìl ddH2O, ÛÙÔ˘˜ 370C, ÁÈ· 12 ÒÚÂ˜.

5.5.3 AÓÙ›‰Ú·ÛË ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ ÛÙÔ ÌfiÚÈÔ È¯ÓËı¤ÙË

O È¯ÓËı¤ÙË˜ (200 cps) Î·È ÔÈ ˘ÚËÓÈÎ¤˜ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ (20 Ìg) Âˆ¿˙ÔÓÙ·È ÛÂ

‰È¿Ï˘Ì· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ (binding buffer) ÁÈ· 30 min ÛÙÔ˘˜ 00C. T· ÚÔ˚fiÓÙ·

ËÏÂÎÙÚÔÊÔÚÔ‡ÓÙ·È ÛÂ ‹ÎÙˆÌ· ·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ 4%-6% (·ÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ: bis= 29: 1), ÛÂ

0.5X TBE (150V, ıÂÚÌÔÎÚ·Û›· ‰ˆÌ·Ù›Ô˘, 3-4 ÒÚÂ˜). MÂÙ¿ ÙÔ Ù¤ÏÔ˜ ÙË˜

ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË˜ ÙÔ ‹ÎÙˆÌ· ÍËÚ·›ÓÂÙ·È Î·È ÂÎÙ›ıÂÙ·È ÛÂ ÊÈÏÌ ·ÎÙ›ÓˆÓ X (RX Fuji,

Japan) ÛÙÔ˘˜ -700C. TÔ ‰È¿Ï˘Ì· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ (binding buffer) ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ

Û˘Ó‹ıˆ˜ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎfi ‰È¿Ï˘Ì· (Tris-HCl), ÁÏ˘ÎÂÚfiÏË ÁÈ· ÙÔ "ÊfiÚÙˆÌ·" ÛÙÔ

‹ÎÙˆÌ·, ·Ó·ÁˆÁÈÎÔ‡˜ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ (DTT), ·Ó·ÛÙÔÏÂ›˜ ÙˆÓ ÚˆÙÂ·ÛÒÓ (PMSF),

ÌË ÂÈ‰ÈÎfi DNA ÁÈ· ·‡ÍËÛË ÙË˜ ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ·˜ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ -poly (dI-dC)- Î·È ¿Ï·Ù·. H

·ÎÚÈ‚‹˜ Û‡ÛÙ·Û‹ ÙÔ˘ Î·ıÔÚ›˙ÂÙ·È ·Ó¿ÏÔÁ· ÌÂ ÙÔ Â›‰Ô˜ ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ Î·È ÙÔ˘

È¯ÓËı¤ÙË Ô˘ ·ÏÏËÏÂÈ‰ÚÔ‡Ó. XÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó ÙÚ›· Â›‰Ë ‰È·Ï˘Ì¿ÙˆÓ

ÚfiÛ‰ÂÛË˜: ÙÔ ‰È¿Ï˘Ì· I ÛÙ· ÂÈÚ¿Ì·Ù· Ô˘ Û¯ÂÙ›˙ÔÓÙ·Ó ÌÂ ÙÔÓ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ

ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ, ÙÔ ‰È¿Ï˘Ì· II ÛÙ· ÂÈÚ¿Ì·Ù· Ô˘ Û¯ÂÙ›˙ÔÓÙ·Ó ÌÂ ÙËÓ
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ÚˆÙÂ›ÓË P53 Î·È ÙÔ ‰È¿Ï˘Ì· III ÁÈ· Ù· ÂÈÚ¿Ì·Ù· Ù· Û¯ÂÙÈÎ¿ ÌÂ ÙÔÓ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ

ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ I (Zachos et al, 1995): 50mM Hepes pH 8.0, 500mM NaCl,

0.5mM PMSF, 0.5Ìg/ ml BSA, 20% ÁÏ˘ÎÂÚfiÏË, 1mM EDTA, 1mM DTT Î·È 150mg/

ml poly (dI-dC).

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ II (Halazonetis et al, 1993a): 50mM NaCl, 10mM Tris pH 8.0,

0.1mM ÔÍÈÎfi˜ „Â˘‰¿ÚÁ˘ÚÔ˜ (ZnOAc), 1mM DTT, 5% ÁÏ˘ÎÂÚfiÏË, 150mg/ ml poly

(dI-dC).

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ III (Ali et al, 1993): 10mM Tris-HCl pH 7.5, 0.5mM EDTA,

80mM KCl, 5% ÁÏ˘ÎÂÚfiÏË, 0.5mM DTT Î·È 150mg/ml poly (dI-dC).

5.5.4 ¶ÂÈÚ¿Ì·Ù· ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÌÔ‡-¯Ú‹ÛË ·ÓÙÈÛˆÌ¿ÙˆÓ

H ·ÓÙ›‰Ú·ÛË Û‡Ó‰ÂÛË˜ Ï·Ì‚¿ÓÂÈ ¯ÒÚ· Î·È ·ÚÔ˘Û›· ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙÒÓ

(competitors) ÁÈ· ¤ÏÂÁ¯Ô ÙË˜ ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ·˜ ÙË˜ ·ÓÙ›‰Ú·ÛË˜, ‹ ·ÓÙÈÛˆÌ¿ÙˆÓ ÁÈ·

Ù·˘ÙÔÔ›ËÛË ÙˆÓ ÚÔÛ‰Â‰ÂÌ¤ÓˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ. ™ÙÈ˜ ÂÚÈÙÒÛÂÈ˜ ·˘Ù¤˜, ÔÈ

ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ ÚÔÂˆ¿˙ÔÓÙ·È ÌÂ ÙÔ˘˜ ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙ¤˜ ‹ Ù· ·ÓÙÈÛÒÌ·Ù· ÁÈ· 10-20 min

Î·È ·ÎÔÏÔ˘ıÂ› Ë ÚÔÛı‹ÎË ÙˆÓ È¯ÓËıÂÙÒÓ. OÈ ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙ¤˜ Â›Ó·È ÌË ÛËÌ·ÛÌ¤Ó·

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È·, ÔÌfiÏÔÁ· ‹ ÌË ÌÂ ÙÔ˘˜ ·ÓÈ¯ÓÂ˘Ù¤˜, Ô˘ ÚÔÛÙ›ıÂÓÙ·È ÛÙÔ Ì›ÁÌ·

ÙË˜ ·ÓÙ›‰Ú·ÛË˜ ÛÂ ÌÂÁ¿ÏË ÂÚ›ÛÛÂÈ· ˆ˜ ÚÔ˜ ÙÔ˘˜ ·ÓÈ¯ÓÂ˘Ù¤˜ (1:50- 1:300).

5.6 HÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË DNA ÛÂ ‹ÎÙˆÌ· ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘

TÔ ‹ÎÙˆÌ· ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ ÚÔÎ‡ÙÂÈ ·fi ÙÔÓ ÔÏ˘ÌÂÚÈÛÌfi ÙÔ˘

·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ Î·È ÙÔ˘ bis-·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘, ·ÚÔ˘Û›· ÂÏÂ˘ı¤ÚˆÓ ÚÈ˙ÒÓ, ÌÂ ÙË ‚Ô‹ıÂÈ·

Î·Ù·Ï‡ÙË. ™˘Ó‹ıˆ˜, ˆ˜ ‰fiÙË˜ ÂÏÂ˘ı¤ÚˆÓ ÚÈ˙ÒÓ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÂ›Ù·È ÙÔ ˘ÂÚıÂÈ˚Îfi

·ÌÌÒÓÈÔ (APS) Î·È ˆ˜ Î·Ù·Ï‡ÙË˜ Ë ÙÂÙÚ·Ì¤ı˘Ï-·Èı˘ÏÂÓ-‰È·Ì›ÓË (TEMED). °È· ÙËÓ

·Ú·ÛÎÂ˘‹ ÂÓfi˜ ËÎÙÒÌ·ÙÔ˜ ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ 4%, fiÁÎÔ˘ 55 ml  ÚÔÛÙ›ıÂÓÙ·È
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Ù· ÂÍ‹˜: 7.35 ml ·fi stock ‰È¿Ï˘Ì· ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ 30%, 6.05 ml 5X TBE, 40.85

ml ·ÂÛÙ·ÁÌ¤ÓÔ ‡‰ˆÚ Î·È 500 Ìl ˘ÂÚıÂÈ˚Îfi ·ÌÌÒÓÈÔ 10%. TÔ Ì›ÁÌ· ·Ó·‰Â‡ÂÙ·È,

‰ÈËıÂ›Ù·È Ì¤Ûˆ Ê›ÏÙÚÔ˘ ÌÂ ‰È¿ÌÂÙÚÔ fiÚÔ˘ 0.45 Ìm Î·È ··ÂÚÒÓÂÙ·È ÌÂ ·ÓÙÏ›·

ÎÂÓÔ‡. ™ÙË Û˘Ó¤¯ÂÈ· ÚÔÛÙ›ıÂÓÙ·È 50 Ìl TEMED. To Ì›ÁÌ· ·Ê‹ÓÂÙ·È Ó·

ÔÏ˘ÌÂÚÈÛıÂ› ÁÈ· 20 ÂÚ›Ô˘ min Î·È ÛÙË Û˘Ó¤¯ÂÈ· Ù· ‰Â›ÁÌ·Ù· ÊÔÚÙÒÓÔÓÙ·È ÛÙÔ

‹ÎÙˆÌ· ·ÊÔ‡ ·Ó·ÌÈ¯ıÔ‡Ó ÌÂ 1/10 ÙÔ˘ fiÁÎÔ˘ ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ ÊfiÚÙˆÛË˜ (loading

buffer). ¶ÚÈÓ ÙËÓ ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË ÙÔ ‹ÎÙˆÌ· ÚÔÙÚ¤¯ÂÙ·È ÁÈ· 15 min.

5.7 HÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË DNA ÛÂ ‹ÎÙˆÌ· ·Á·Úfi˙Ë˜

H ÂÈı˘ÌËÙ‹ ÔÛfiÙËÙ· ·Á·Úfi˙Ë˜ ‰È·Ï‡ÂÙ·È ÛÂ ‰È¿Ï˘Ì· 0.5 x TBE Î·È

ıÂÚÌ·›ÓÂÙ·È ÛÂ ÊÔ‡ÚÓÔ ÌÈÎÚÔÎ˘Ì¿ÙˆÓ ÁÈ· 5 min ÂÚ›Ô˘. AÊ‹ÓÂÙ·È Ó· ÎÚ˘ÒÛÂÈ ¤ˆ˜

ÙÔ˘˜ 60ÔC Î·È ÚÔÛÙ›ıÂÙ·È ‚ÚˆÌÈÔ‡¯Ô Âı›‰ÈÔ (EtBr) ÛÂ ÙÂÏÈÎ‹ Û˘ÁÎ¤ÓÙÚˆÛË 0.5

Ìg/ml. TÔ ÛÙÂÚÂÔÔÈËÌ¤ÓÔ ‹ÎÙˆÌ· ÌÂÙ¿ ÙËÓ ·Ê·›ÚÂÛË ÙË˜ "ÎÙ¤Ó·˜", Ë ÔÔ›·

‰ËÌÈÔ˘ÚÁÂ› Ù· "ËÁ¿‰È·" ÁÈ· ÙÔ ÊfiÚÙˆÌ· ÙˆÓ ‰ÂÈÁÌ¿ÙˆÓ, ÂÌ‚·Ù›˙ÂÙ·È ÛÂ Û˘ÛÎÂ˘‹

ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË˜ Ô˘ ÂÚÈ¤¯ÂÈ 0.5 X TBE. T· ‰Â›ÁÌ·Ù· ÊÔÚÙÒÓÔÓÙ·È ·ÊÔ‡

·Ó·ÌÈ¯ıÔ‡Ó ÌÂ 1/10 ÙÔ˘ fiÁÎÔ˘ ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ ÊfiÚÙˆÛË˜ (loading buffer) Î·È

ÂÊ·ÚÌfi˙ÂÙ·È ËÏÂÎÙÚÈÎ‹ Ù¿ÛË. OÈ ˙ÒÓÂ˜ ÙÔ˘ DNA Á›ÓÔÓÙ·È ÔÚ·Ù¤˜ ÌÂ ¤ÎıÂÛË ÛÂ

˘ÂÚÈÒ‰Ë ·ÎÙÈÓÔ‚ÔÏ›·.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· TBE: 10.8g/l Tris, 5.5g/l ‚ÔÚÈÎfi ÔÍ‡, 0.002M EDTA.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ÊfiÚÙˆÛË˜ (loading buffer): 0.25% ÌÏ¤ ÙË˜ ‚ÚˆÌÔÊ·ÈÓfiÏË˜, 0.25%

Î˘·Ófi ÙÔ˘ Í˘ÏÂÓ›Ô˘, 25% ÊÈÎfiÏË.

5.8 EÎ¯‡ÏÈÛË DNA ·fi ÓˆÔ‡˜ ÈÛÙÔ‡˜

°È· ÙËÓ ÂÎ¯‡ÏÈÛË ¯ÚˆÌÔÛˆÌÈÎÔ‡ DNA ·fi ÓˆÔ‡˜ ÈÛÙÔ‡˜, ÔÈ ÔÔ›ÔÈ

‰È·ÙËÚÔ‡ÓÙ·È ÛÙÔ˘˜ -70ÔC ¤ˆ˜ fiÙÔ˘ Ó· ¯ÚËÛÈÌÔÔÈËıÔ‡Ó, ÚÔËÁÂ›Ù·È ÙÂÌ¿¯ÈÛÌ·
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ÙÔ˘ fiÁÎÔ˘ ÛÂ ÔÏ‡ ÌÈÎÚ¿ ÙÌ‹Ì·Ù· ÌÂ Ó˘ÛÙ¤ÚÈ, Ù· ÔÔ›· ÌÂÙ·Ê¤ÚÔÓÙ·È ÛÂ ÛˆÏ‹Ó·

eppendorf 1.5 ml Î·È ÛÙË Û˘Ó¤¯ÂÈ· ÚÔÛÙ›ıÂÓÙ·È 400 Ìl ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ Ï‡ÛË˜ Î·È

ÚˆÙÂ˚Ó¿ÛË K. T· ‰Â›ÁÌ·Ù· Âˆ¿˙ÔÓÙ·È ÛÙÔ˘˜ 37ÔC ÁÈ· 24 ÒÚÂ˜. ™ÙË Û˘Ó¤¯ÂÈ·

ÚÔÛÙ›ıÂÙ·È Í·Ó¿ ÚˆÙÂ˚Ó¿ÛË K Î·È Ù· ‰Â›ÁÌ·Ù· Âˆ¿˙ÔÓÙ·È ÁÈ· ¿ÏÏÂ˜ 24 ÒÚÂ˜. H

·ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙË˜ ÚˆÙÂ˚Ó¿ÛË˜ K Á›ÓÂÙ·È ÌÂ ‚Ú·ÛÌfi ÙˆÓ ‰ÂÈÁÌ¿ÙˆÓ ÁÈ· 10 min

‹ ÌÂ ÂÎ¯‡ÏÈÛË ÙˆÓ ‰ÂÈÁÌ¿ÙˆÓ ÌÂ Ê·ÈÓfiÏË-¯ÏˆÚÔÊfiÚÌÈÔ. ™ÙËÓ ˘‰·ÙÈÎ‹ Ê¿ÛË

ÚÔÛÙ›ıÂÙ·È 1/20 ÙÔ˘ fiÁÎÔ˘ 5 M NaCl Î·È 2.5 fiÁÎÔÈ „˘¯Ú‹˜ (-20ÔC) ·fiÏ˘ÙË˜

·Èı·ÓfiÏË˜ ÁÈ· ÙËÓ Î·Ù·ÎÚ‹ÌÓÈÛË ÙÔ˘ DNA. TÔ DNA Â·Ó·ÎÙ¿Ù·È ÌÂ Ê˘ÁÔÎ¤ÓÙÚËÛË

ÛÙÈ˜ 12000 ÛÙÚÔÊ¤˜ ÁÈ· 15 min ÛÙÔ˘˜ 4ÔC, Ï¤ÓÂÙ·È ÌÂ „˘¯Ú‹ ·Èı·ÓfiÏË 70%,

·Ê‹ÓÂÙ·È Ó· ÛÙÂÁÓÒÛÂÈ Î·È Â·Ó·‰È·Ï‡ÂÙ·È ÛÂ 30 Ìl ·ÂÛÙ·ÁÌ¤ÓÔ˘ ‡‰·ÙÔ˜.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· Ï‡ÛË˜: 100mM NaCl, 10mM Tris-HCl pH 8.0, 25mM EDTA, 0.5% SDS Î·È

100Ìg/ml ÚˆÙÂ˚Ó¿ÛË K.

5.9 EÎ¯‡ÏÈÛË ÌÂ Ê·ÈÓfiÏË-¯ÏˆÚÔÊfiÚÌÈÔ

H ‰È·‰ÈÎ·Û›· ·˘Ù‹ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÂ›Ù·È ÁÈ· ÙËÓ ·ÔÌ¿ÎÚ˘ÓÛË ÙˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ ·fi

˘‰·ÙÈÎ¿ ‰È·Ï‡Ì·Ù· DNA. TÔ ˘‰·ÙÈÎfi ‰È¿Ï˘Ì· ·Ó·ÌÈÁÓ‡ÂÙ·È ÌÂ ›ÛÔ fiÁÎÔ Ê·ÈÓfiÏË˜,

Ê˘ÁÔÎÂÓÙÚÂ›Ù·È (12000 rpm, 1 min) ÒÛÙÂ Ó· ‰È·¯ˆÚÈÛÙÂ› Ë ˘‰·ÙÈÎ‹ Ê¿ÛË ·fi ÙËÓ

ÔÚÁ·ÓÈÎ‹ Î·È ÛÙË Û˘Ó¤¯ÂÈ· Ë ˘‰·ÙÈÎ‹ Ê¿ÛË ÌÂÙ·Ê¤ÚÂÙ·È ÛÂ Î·ÈÓÔ‡ÚÁÈÔ eppendorf

Î·È Â·ÓÂÎ¯˘Ï›˙ÂÙ·È ÌÂ ›ÛÔ fiÁÎÔ Ì›ÁÌ·ÙÔ˜ Ê·ÈÓfiÏË˜/ ¯ÏˆÚÔÊÔÚÌ›Ô˘ 1:1. H

‰È·‰ÈÎ·Û›· Â·Ó·Ï·Ì‚¿ÓÂÙ·È Î·È Ë ˘‰·ÙÈÎ‹ Ê¿ÛË Â·ÓÂÎ¯˘Ï›˙ÂÙ·È ÌÂ ›ÛÔ fiÁÎÔ

¯ÏˆÚÔÊÔÚÌ›Ô˘. AÎÔÏÔ˘ıÂ› Î·Ù·ÎÚ‹ÌÓÈÛË ÙÔ˘ DNA ÌÂ ·Èı·ÓfiÏË Î·È NaCl.

5.10 AÏ˘ÛÈ‰ˆÙ‹ ·ÓÙ›‰Ú·ÛË ÌÂ ÔÏ˘ÌÂÚ¿ÛË (PCR)

H ·Ï˘ÛÈ‰ˆÙ‹ ·ÓÙ›‰Ú·ÛË ÌÂ ÔÏ˘ÌÂÚ¿ÛË Â›Ó·È ÌÈ· in vitro ÂÓ˙˘ÌÈÎ‹ Û‡ÓıÂÛË

ÙÌËÌ¿ÙˆÓ DNA ÌÂ ÙË ‚Ô‹ıÂÈ· ‰‡Ô ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰ÈÎÒÓ ÂÎÎÈÓËÙÒÓ (primers) Ô˘
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Â˘Ú›ÛÎÔÓÙ·È ÂÎ·Ù¤ÚˆıÂÓ ÙË˜ ÂÚÈÔ¯‹˜ ÙÔ˘ ‰›ÎÏˆÓÔ˘ DNA Ô˘ ÚfiÎÂÈÙ·È Ó·

ÂÈÌËÎ˘ÓıÂ› (Saiki et al, 1988).

H ·ÓÙ›‰Ú·ÛË PCR (50 Ìl) Ô˘ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎÂ ÁÈ· ÙÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ p53

ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ: 250 ng DNA ÁÔÓÈ‰ÈÒÌ·ÙÔ˜, 0.4ÌM ·fi Î¿ıÂ ÂÎÎÈÓËÙ‹, 2.5 units Taq

ÔÏ˘ÌÂÚ¿ÛË, 5 Ìl Ú˘ıÌÈÛÙÈÎÔ‡ ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ 10X Î·È 0.3mM dNTPs. OÈ ·ÓÙÈ‰Ú¿ÛÂÈ˜

·Ú¯ÈÎ¿ ·Ô‰È·Ù¿¯ÙËÎ·Ó ÛÙÔ˘˜ 980C, ÁÈ· 10 min, Î·È „‡¯ıËÎ·Ó ÛÙÔ˘˜ 900C.

AÎÔÏÔ‡ıˆ˜, ÚÔÛÙ¤ıËÎÂ Ë ÔÏ˘ÌÂÚ¿ÛË Î·È ÙÔ DNA ÂÓÈÛ¯‡ıËÎÂ ÁÈ· 30 Î‡ÎÏÔ˘˜:

950C ÁÈ· 1 min, 580C ÁÈ· 1 min, 700C ÁÈ· 4 min. 5 Ìl ‰Â›ÁÌ·ÙÔ˜ ·Ó·Ï‡ıËÎ·Ó ÌÂ

ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË ÛÂ ‹ÎÙˆÌ· ·Á·Úfi˙Ë˜ Î·È ·Ú·ÙËÚ‹ıËÎ·Ó ÌÂ ˘ÂÚÈÒ‰Ë

·ÎÙÈÓÔ‚ÔÏ›·.

5.11 AÏ˘ÛÈ‰ˆÙ‹ ·ÓÙ›‰Ú·ÛË ÔÏ˘ÌÂÚ¿ÛË˜ ÌÂ ˙Â‡ÁË ÂÎÎÈÓËÙÒÓ Ô˘

Â˘Ú›ÛÎÔÓÙ·È ÙÔ ¤Ó· ÂÛˆÙÂÚÈÎ¿ ÙÔ˘ ¿ÏÏÔ˘ (nested PCR)-·Ó¿Ï˘ÛË

ÔÏ˘ÌÔÚÊÈÛÌÔ‡ ‰È·ÌfiÚÊˆÛË˜ ÌÔÓ‹˜ ·Ï‡ÛÔ˘ (SSCP analysis)

K·Ù¿ ÙÔ nested PCR, ÙÔ ÌÂÁ¿ÏÔ ÙÌ‹Ì· DNA Ô˘ ·Ú‹¯ıË ·fi ÙÔ ÚÒÙÔ PCR

¯ÚËÛÈÌÔÔÈÂ›Ù·È ˆ˜ Ì‹ÙÚ· ÁÈ· ‰Â‡ÙÂÚÔ PCR, ÌÂ ˙Â‡ÁÔ˜ ÂÎÎÈÓËÙÒÓ Â˘ÚÈÛÎfiÌÂÓÔ

ÂÛˆÙÂÚÈÎ¿ ÙÔ˘ ÚÒÙÔ˘. MÂ ·˘Ù‹ ÙË Ì¤ıÔ‰Ô ·˘Í¿ÓÂÙ·È Ë ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ· ÙÔ˘ ÚÔÈfiÓÙÔ˜

Ô˘ ÂÓÈÛ¯‡ÂÙ·È, ‰ÈfiÙÈ, ÌÂÙ¿ ÙÔ ÚÒÙÔ PCR, Ù· ÌË ÂÈ‰ÈÎ¿ ÚÔÈfiÓÙ· Ô˘ ›Ûˆ˜ ¤¯Ô˘Ó

·Ú·¯ıÂ› Â›Ó·È ·›ı·ÓÔ Ó· ¤¯Ô˘Ó ÈÎ·Ófi ÔÛÔÛÙfi Û˘ÌÏËÚˆÌ·ÙÈÎfiÙËÙ·˜ ÌÂ ÙÔ

‰Â‡ÙÂÚÔ ˙Â‡ÁÔ˜ ÂÎÎÈÓËÙÒÓ, Û˘ÓÂÒ˜ Ë ·ÏÏËÏÔ˘¯›· ÛÙfi¯Ô˜ ÂÓÈÛ¯‡ÂÙ·È ÂÈÏÂÎÙÈÎ¿.

MÂÙ¿ ÙÔ ÚÒÙÔ PCR (Ì¤ÁÂıÔ˜ ÂÓÈÛ¯˘Ì¤ÓÔ˘ DNA 2.9 kb), 1 Ìl ·fi ÙÔ Ì›ÁÌ·

·ÓÙ›‰Ú·ÛË˜ ·Ó·ÌÈÁÓ‡ÂÙ·È ÌÂ 5 Ìl 10X Ú˘ıÌÈÛÙÈÎÔ‡ ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ Taq ÔÏ˘ÌÂÚ¿ÛË˜,

0.3mM dNTPs. 2.5 units Taq ÔÏ˘ÌÂÚ¿ÛË˜ Î·È 0.4ÌM ·fi Î¿ıÂ ÂÎÎÈÓËÙ‹.

XÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó ÙÚ›· ‰È·ÊÔÚÂÙÈÎ¿ ˙Â‡ÁË ÂÎÎÈÓËÙÒÓ ÁÈ· Ù· ÂÍÒÓÈ· 5, 6 Î·È 7 ÙÔ˘

ÁÔÓÈ‰›Ô˘ p53. AÎÔÏÔ‡ıˆ˜, 5 Ìl ·fi ÙÔ ÚÔÈfiÓ ÚÔÛÙ¤ıËÎ·Ó ÛÂ ›ÛÔ fiÁÎÔ

‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ Ï‹ÍË˜. T· ‰Â›ÁÌ·Ù· ·Ô‰È·Ù¿¯ıËÎ·Ó ÛÙÔ˘˜ 950C ÁÈ· 10 min,
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ÙÔÔıÂÙ‹ıËÎ·Ó ·Ì¤Ûˆ˜ ÛÂ ¿ÁÔ ÁÈ· Ó· ÌËÓ Â·Ó·‰È·Ù·¯ıÔ‡Ó ÔÈ ·Ï˘Û›‰Â˜ ÙÔ˘

DNA Î·È ËÏÂÎÙÚÔÊÔÚ‹ıËÎ·Ó ÛÂ 8% ‹ÎÙˆÌ· ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ (19: 1,

·ÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ: bis ·ÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ), ÛÂ ıÂÚÌÔÎÚ·Û›· ‰ˆÌ·Ù›Ô˘. ¶·Ú·Ù‹ÚËÛË ÙÔ˘

ËÎÙÒÌ·ÙÔ˜ ¤ÁÈÓÂ ÌÂÙ¿ ·fi ¯ÚÒÛË ·˘ÙÔ‡ ÌÂ ÓÈÙÚÈÎfi ¿ÚÁ˘ÚÔ.

ñ P˘ıÌÈÛÙÈÎfi ‰È¿Ï˘Ì· Taq ÔÏ˘ÌÂÚ¿ÛË˜ 10X(Advanced Biotechnologies): 20mM

(NH4)2SO4, 75mM Tris-HCl pH 9.0, 0.01% (w/v) Tween 20. TÔ MgCl2 ÚÔÛÙ›ıÂÙ·È

ÛÙË Û˘Ó¤¯ÂÈ· ÛÂ Û˘ÁÎ¤ÓÙÚˆÛË 2.25-2.5mM.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· Ï‹ÍË˜ (United States Biochemicals, Ohio): 95% ÊÔÚÌ·Ì›‰ÈÔ, 20mM

EDTA, 0.05% Î˘·Ófi ÙË˜ ‚ÚˆÌÔÊ·ÈÓfiÏË˜, 0.05% Î˘·Ófi ÙÔ˘ Í˘ÏÂÓ›Ô˘.

5.12 XÚÒÛË DNA ÌÂ ÓÈÙÚÈÎfi ¿ÚÁ˘ÚÔ (silver staining)

MÂ ÙË ¯ËÌÈÎ‹ ·Ó·ÁˆÁ‹ ÈfiÓÙˆÓ ·ÚÁ‡ÚÔ˘ ÂÈÙ˘Á¯¿ÓÂÙ·È Ë ·Ó›¯ÓÂ˘ÛË ÓÔ˘ÎÏÂ˚ÎÒÓ

ÔÍ¤ˆÓ ÛÂ ÔÛfiÙËÙÂ˜ ng. AÎÔÏÔ˘ı‹ıËÎÂ Ë Ì¤ıÔ‰Ô˜ ÊˆÙÔ¯ËÌÈÎ‹˜ ·Ó·ÁˆÁ‹˜ ÙÔ˘

·ÚÁ‡ÚÔ˘, Î¿Ùˆ ·fi ·ÏÎ·ÏÈÎ¤˜ Û˘Óı‹ÎÂ˜ (Bassam et al, 1991).

AÓ·Ï˘ÙÈÎ¿, ÙÔ ‹ÎÙˆÌ· ‚˘ı›˙ÂÙ·È ÛÂ ‰È¿Ï˘Ì· ÌÔÓÈÌÔÔ›ËÛË˜ (fixer), ÁÈ· 10 min.

AÎÔÏÔ‡ıˆ˜, Âˆ¿˙ÂÙ·È ÁÈ· 10 min ÛÂ ‰È¿Ï˘Ì· ÓÈÙÚÈÎÔ‡ ·ÚÁ‡ÚÔ˘, ·Ô˘Û›· ÊˆÙfi˜.

AÎÔÏÔ˘ıÔ‡Ó ‰‡Ô ÛÙÈÁÌÈ·›· ÍÂÏ‡Ì·Ù· ÌÂ ÓÂÚfi Î·È ÚÔÛı‹ÎË ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜

·Ó¿Ù˘ÍË˜ (developer), ¤ˆ˜ fiÙÔ˘ ÂÌÊ·ÓÈÛÙÔ‡Ó ÔÈ ÂÈı˘ÌËÙ¤˜ ˙ÒÓÂ˜. H ·ÓÙ›‰Ú·ÛË

ÙÂÚÌ·Ù›˙ÂÙ·È ÌÂ ÚÔÛı‹ÎË ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ ·ÓıÚ·ÎÈÎÔ‡ Ó·ÙÚ›Ô˘, ÁÈ· 15 min. ŸÏÂ˜ ÔÈ

Âˆ¿ÛÂÈ˜ Á›ÓÔÓÙ·È ˘fi ·Ó¿‰Â˘ÛË.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ÌÔÓÈÌÔÔ›ËÛË˜: 10% ·Èı·ÓfiÏË, 0.5% ÔÍÈÎfi ÔÍ‡.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ÓÈÙÚÈÎÔ‡ ·ÚÁ‡ÚÔ˘: 0.1% ÓÈÙÚÈÎfi˜ ¿ÚÁ˘ÚÔ˜.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ·Ó¿Ù˘ÍË˜: 0.3M N·OH, 0.15% ÊÔÚÌ·Ï‰Â‡‰Ë.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ·ÓıÚ·ÎÈÎÔ‡ Ó·ÙÚ›Ô˘ (N·2CO3): 7mM N·2CO3.
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5.13 ¢ÔÎÈÌ·Û›· ÂÎÎÚÈÓfiÌÂÓË˜ ·ÏÎ·ÏÈÎ‹˜ ÊˆÛÊ·Ù¿ÛË˜ (SEcreted

Alkaline Phosphatase assay, SEAP assay)

°È· ÙÔÓ Î·ıÔÚÈÛÌfi ÙˆÓ ÂÈ¤‰ˆÓ ÁÔÓÈ‰È·Î‹˜ ¤ÎÊÚ·ÛË˜ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÔ‡ÓÙ·È

‰È¿ÊÔÚÂ˜ ÌÂıÔ‰ÔÏÔÁ›Â˜ ÔÈ ÔÔ›Â˜ ÛÙËÚ›˙ÔÓÙ·È ÛÙËÓ Î·Ù·ÛÎÂ˘‹ ÌÂ ÌÂıfi‰Ô˘˜

ÁÂÓÂÙÈÎ‹˜ ÌË¯·ÓÈÎ‹˜ Ï·ÛÌÈ‰›ˆÓ ·Ó·ÊÔÚ¿˜ Ô˘ ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÔ˘Ó ÁÔÓ›‰È· ·Ó·ÊÔÚ¿˜

Û˘ÓÙËÁÌ¤Ó· ÌÂ ÙËÓ ˘fi ¤ÏÂÁ¯Ô ·ÏÏËÏÔ˘¯›· (˘ÔÎÈÓËÙ‹˜, ÂÓÈÛ¯˘Ù‹˜, ÎÏ..). ø˜

Ù¤ÙÔÈÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ ·Ó·ÊÔÚ¿˜ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÂ›Ù·È ·˘Ùfi ÙË˜ ÂÎÎÚÈÓfiÌÂÓË˜ ÌÔÚÊ‹˜ ÙË˜

·ÏÎ·ÏÈÎ‹˜ ÊˆÛÊ·Ù¿ÛË˜ (SEAP) ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÈÓÔ˘ Ï·ÎÔ‡ÓÙ· (Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎ¿ ÙÔ

¤Ó˙˘ÌÔ ‰ÂÓ ÂÎÎÚ›ÓÂÙ·È ·fi Ù· Â˘Î·Ú˘ˆÙÈÎ¿ Î‡ÙÙ·Ú·), (Berger et al, 1988). TÔ

¤Ó˙˘ÌÔ ÌÔÚÂ› Ó· ÌÂÙÚËıÂ› ÌÂ ¯ÚˆÌ·ÙÔÌÂÙÚÈÎ‹ Ì¤ıÔ‰Ô.

48 ÒÚÂ˜ ÌÂÙ¿ ·fi ÂÈÌfiÏ˘ÓÛË ÙˆÓ Â˘Î·Ú˘ˆÙÈÎÒÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ ÌÂ ÙÔ Ï·ÛÌÈ‰È·Îfi

DNA (10 Ìg ·fi Ù· pSV2 Ï·ÛÌ›‰È· Î·È 20 Ìg ·fi ÙÔ Ï·ÛÌ›‰ÈÔ ·Ó·ÊÔÚ¿˜), 1 ml

·fi ÙÔ ˘ÂÚÎÂ›ÌÂÓÔ ıÚÂÙÈÎfi Ì¤ÛÔ Ï·Ì‚¿ÓÂÙ·È, ıÂÚÌ·›ÓÂÙ·È ÛÙÔ˘˜ 650C ÁÈ· 10

min, ÁÈ· ·Ó·ÛÙÔÏ‹ ÂÓÂÚÁfiÙËÙ·˜ Ù˘¯fiÓ ÂÓ‰ÔÁÂÓÔ‡˜ ÂÓ˙‡ÌÔ˘, Î·È Ê˘ÁÔÎÂÓÙÚÂ›Ù·È,

13000 ÛÙÚÔÊ¤˜ ·Ó· ÏÂÙfi (rpm), ÁÈ· 10 min. 100 Ìl ˘ÁÚÔ‡ ·Ó·ÌÈÁÓ‡ÔÓÙ·È ÌÂ 10x

Ú˘ıÌÈÛÙÈÎÔ‡ ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ SEAP, Ì¤¯ÚÈ ÙÂÏÈÎÔ‡ fiÁÎÔ˘ 200 Ìl. AÎÔÏÔ˘ıÂ›

ÚÔÂÒ·ÛË ÛÙÔ˘˜ 370C, ÁÈ· 10 min Î·È ÚÔÛı‹ÎË 20 Ìl ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜

˘ÔÛÙÚÒÌ·ÙÔ˜. MÂÙ¿ ·fi 1 min ÌÂÙÚÈ¤Ù·È Ë ÔÙÈÎ‹ ·ÔÚÚfiÊËÛË ÛÂ Ì‹ÎÔ˜

Î‡Ì·ÙÔ˜ 405 nm.

ñ P˘ıÌÈÛÙÈÎfi ‰È¿Ï˘Ì· SEAP 10x: 10M ‰ÈÂı·ÓÔÏ·Ì›ÓË pH 9.8, 5mM MgCl2, 100mM

L-ÔÌÔ·ÚÁÈÓ›ÓË.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ˘ÔÛÙÚÒÌ·ÙÔ˜: 120mM -ÓÈÙÚÔ-Ê·ÈÓ˘Ï-ÊˆÛÊÔÚÈÎfi ÔÍ‡ (NPP), ÛÂ

Ú˘ıÌÈÛÙÈÎfi ‰È¿Ï˘Ì· SEAP.
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5.14 HÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË ÚˆÙÂÈÓÒÓ ÛÂ ‹ÎÙˆÌ· SDS-ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘

(SDS-PAGE)

OÈ ËÏÂÎÙÚÔÊÔÚ‹ÛÂÈ˜ ÚˆÙÂÈÓÒÓ Á›ÓÔÓÙ·È ÛÂ ËÎÙÒÌ·Ù· ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘,

Î¿Ùˆ ·fi Û˘Óı‹ÎÂ˜ Ô˘ Â˘ÓÔÔ‡Ó ÙÔ ‰È·¯ˆÚÈÛÌfi ÙˆÓ ÚˆÙÂÈÓÒÓ ÛÙÈ˜

ÔÏ˘ÂÙÈ‰ÈÎ¤˜ ÙÔ˘˜ ˘ÔÌÔÓ¿‰Â˜. ™˘Ó‹ıˆ˜ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÔ‡ÓÙ·È ÙÔ ·ÓÈÔÓÈÎfi

·ÔÚÚ˘·ÓÙÈÎfi ıÂÈ˚Îfi ‰ˆ‰ÂÎ˘ÏÈÎfi Ó¿ÙÚÈÔ (SDS) ÛÂ Û˘Ó‰˘·ÛÌfi ÌÂ Î¿ÔÈÔ

·Ó·ÁˆÁÈÎfi ·Ú¿ÁÔÓÙ· Î·È ı¤ÚÌ·ÓÛË, ÁÈ· ÙËÓ ·Ô‰È¿Ù·ÍË ÙˆÓ ÚˆÙÂÈÓÒÓ ÚÈÓ ÙËÓ

ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË. T· ·Ô‰È·Ù·ÁÌ¤Ó· ÔÏ˘ÂÙ›‰È· ÚÔÛ‰¤ÓÔ˘Ó ÙÔ SDS ÛÂ

ÔÛfiÙËÙ· ·Ó¿ÏÔÁË ÙÔ˘ ÌÔÚÈ·ÎÔ‡ ÙÔ˘˜ ‚¿ÚÔ˘˜ Î·È ·ÔÎÙÔ‡Ó ÊÔÚÙ›Ô ·ÚÓËÙÈÎfi. MÂ

·˘ÙfiÓ ÙÔÓ ÙÚfiÔ, Î¿Ùˆ ·fi ÙËÓ Â›‰Ú·ÛË ËÏÂÎÙÚÈÎÔ‡ Â‰›Ô˘, Ù· Û˘ÌÏ¤ÁÌ·Ù·

ÔÏ˘ÂÙÈ‰›ˆÓ-SDS ÌÂÙ·ÎÈÓÔ‡ÓÙ·È ÛÙÔ ‹ÎÙˆÌ· ÛÂ ·ÔÛÙ¿ÛÂÈ˜ ·Ó¿ÏÔÁÂ˜ ÙˆÓ

ÌÔÚÈ·ÎÒÓ ÙÔ˘˜ ‚·ÚÒÓ.

TÔ ‰È¿Ï˘Ì· ÙˆÓ ÚˆÙÂÈÓÒÓ ·Ó·ÌÈÁÓ‡ÂÙ·È ÌÂ ›ÛÔ fiÁÎÔ 2X ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ ÊfiÚÙˆÛË˜

SDS ËÎÙÒÌ·ÙÔ˜, ıÂÚÌ·›ÓÂÙ·È ÛÙÔ˘˜ 950C, ÁÈ· 10 min Î·È ÊÔÚÙÒÓÂÙ·È ÛÙËÓ

ÎÔÚ˘Ê‹ Î·Ù·ÎfiÚ˘ÊÔ˘ ·Ô‰È·Ù·ÎÙÈÎÔ‡ ËÎÙÒÌ·ÙÔ˜ SDS ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘, 10%,

29: 1, ·ÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ: bis ·ÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ. °È· ÙËÓ ·Ú·ÛÎÂ˘‹ ÂÓfi˜ ËÎÙÒÌ·ÙÔ˜ SDS

ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ 10%, fiÁÎÔ˘ 10 ml, ÚÔÛÙ›ıÂÓÙ·È Ù· ÂÍ‹˜: 3.3 ml ·fi stock

‰È¿Ï˘Ì· ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ 30%, 2.5 ml 1.5M Tris pH 8.8, 0.1 ml SDS 10% , 4 ml

·ÂÛÙ·ÁÌ¤ÓÔ ‡‰ˆÚ, 100 Ìl ˘ÂÚıÂÈ˚Îfi ·ÌÌÒÓÈÔ 10% Î·È 10 Ìl TEMED. ¶¿Óˆ ·fi

ÙÔ ‹ÎÙˆÌ· ‰È·¯ˆÚÈÛÌÔ‡ (separating) ÚÔÛÙ›ıÂÙ·È ‹ÎÙˆÌ· Û˘Ì‡ÎÓˆÛË˜

(stacking), ÙÔ ÔÔ›Ô ¯ÚËÛÈÌÂ‡ÂÈ ÛÙËÓ Ù·˘Ùfi¯ÚÔÓË Â›ÛÔ‰Ô fiÏˆÓ ÙˆÓ ÔÏ˘ÂÙÈ‰›ˆÓ

ÛÙÔ ‹ÎÙˆÌ· ‰È·¯ˆÚÈÛÌÔ‡. °È· ÙËÓ ·Ú·ÛÎÂ˘‹ ÂÓfi˜ ËÎÙÒÌ·ÙÔ˜ Û˘Ì‡ÎÓˆÛË˜

5%, fiÁÎÔ˘ 3 ml, ÚÔÛÙ›ıÂÓÙ·È Ù· ÂÍ‹˜: 0.5 ml ·fi stock ‰È¿Ï˘Ì·

ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ 30%, 0.38 ml 1M Tris pH 6.8, 0.03 ml SDS 10% , 2.1 ml

·ÂÛÙ·ÁÌ¤ÓÔ ‡‰ˆÚ, 30 Ìl ˘ÂÚıÂÈ˚Îfi ·ÌÌÒÓÈÔ 10% Î·È 3 Ìl TEMED. AÎÔÏÔ˘ıÂ›

ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË ÁÈ· 45 min, 300 Volts, ÛÂ ‰È¿Ï˘Ì· ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË˜ Tris-ÁÏ˘Î›ÓË˜.

To ‹ÎÙˆÌ· ‰ÂÓ ÚÔÙÚ¤¯ÂÙ·È ÁÈ· Ó· ÌËÓ Î·Ù·ÛÙÚ·ÊÂ› Ë ·Û˘Ó¤¯ÂÈ· ÙÔ˘ pH ÙˆÓ
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ËÎÙˆÌ¿ÙˆÓ Û˘Ì‡ÎÓˆÛË˜- ‰È·¯ˆÚÈÛÌÔ‡. AÎÔÏÔ˘ıÂ› ¯ÚÒÛË ‹ ÌÂÙ·ÊÔÚ¿

ÚˆÙÂÈÓÒÓ Î·Ù¿ Western.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ÊfiÚÙˆÛË˜ SDS ËÎÙÒÌ·ÙÔ˜ 2X (2X SDS gel- loading buffer): 100mM

Tris pH 6.8, 200mM ¢ÈıÂÈÔıÚÂÈÙfiÏË (DTT), 4% SDS, 0.2% Î˘·Ófi ÙË˜

‚ÚˆÌÔÊ·ÈÓfiÏË˜, 20% ÁÏ˘ÎÂÚfiÏË.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË˜ Tris-ÁÏ˘Î›ÓË˜: 25mM Tris, 0.1% SDS, 250mM ÁÏ˘Î›ÓË.

5.15 MÂÙ·ÊÔÚ¿ ÚˆÙÂÈÓÒÓ Î·Ù¿ Western

MÂ ÙËÓ ÙÂ¯ÓÈÎ‹ ·˘Ù‹ ÔÈ ÚˆÙÂ›ÓÂ˜ ÌÂÙ¿ ÙËÓ ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË ÌÂÙ·Ê¤ÚÔÓÙ·È ÛÂ

ÛÙÂÚÂfi ˘fi‚·ıÚÔ (Ê‡ÏÏ· ÓÈÙÚÔÎ˘ÙÙ·Ú›ÓË˜), ÒÛÙÂ Ó· ·ÎÔÏÔ˘ı‹ÛÂÈ ·ÓÔÛÔÛÙ‡ˆÛË

(Towbin et al, 1979).

MÂÙ¿ ÙËÓ ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË, ÙÔ ‹ÎÙˆÌ· ÙÔÔıÂÙÂ›Ù·È ÛÂ Â·Ê‹ ÌÂ Ê‡ÏÏÔ

ÓÈÙÚÔÎ˘ÙÙ·Ú›ÓË˜, Ì¤Û· ÛÂ Ï¤ÁÌ· Â˘ÚÈÛÎfiÌÂÓÔ ÛÂ ËÏÂÎÙÚÈÎfi Â‰›Ô, ÌÂ ÙË

ÓÈÙÚÔÎ˘ÙÙ·Ú›ÓË ÚÔ˜ ÙÔ ıÂÙÈÎfi fiÏÔ, ˆ˜ ÂÍ‹˜: Ï¤ÁÌ·-¯·ÚÙ› Whatman 3MM-

‹ÎÙˆÌ·-ÓÈÙÚÔÎ˘ÙÙ·Ú›ÓË-¯·ÚÙ› Whatman 3MM-Ï¤ÁÌ·. ¶ÚÈÓ ÙËÓ ÙÔÔı¤ÙËÛË, ÙÔ

‹ÎÙˆÌ· ÍÂÏ¤ÓÂÙ·È ÌÂ ·ÂÛÙ·ÁÌ¤ÓÔ ‡‰ˆÚ. K·Ù¿ ÙËÓ ÙÔÔı¤ÙËÛË Ú¤ÂÈ ÌÂÙ·Í‡

ËÎÙÒÌ·ÙÔ˜-ÓÈÙÚÔÎ˘ÙÙ·Ú›ÓË˜ Ó· ÌËÓ ˘¿Ú¯Ô˘Ó Ê˘ÛÛ·Ï›‰Â˜ ·¤Ú·. XÚËÛÈÌÔÔÈÂ›Ù·È

‰È¿Ï˘Ì· ÌÂÙ·ÊÔÚ¿˜ (transfer buffer) Î·È ÂÊ·ÚÌfi˙ÂÙ·È ÚÂ‡Ì· 1 mA/ cm2, ÁÈ· 3 ÒÚÂ˜.

MÂÙ¿ ÙË ÌÂÙ·ÊÔÚ¿, ÔÈ ÚˆÙÂ›ÓÂ˜ Á›ÓÔÓÙ·È ÔÚ·Ù¤˜ ¿Óˆ ÛÙË ÓÈÙÚÔÎ˘ÙÙ·Ú›ÓË ÌÂ

¯ÚÒÛË 1 min ÌÂ ‰È¿Ï˘Ì· Ponceau S, ˘fi ·Ó¿‰Â˘ÛË Î·È Í¤Ï˘Ì· ÌÂ ·ÂÛÙ·ÁÌ¤ÓÔ

‡‰ˆÚ.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· ÌÂÙ·ÊÔÚ¿˜ (transfer buffer): 39mM ÁÏ˘Î›ÓË, 48mM Tris, 0.037% SDS,

20% ÌÂı·ÓfiÏË.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· Ponceau S: 0.2% Ponceau S, 3% ÙÚÈ¯ÏˆÚÔÍÈÎfi ÔÍ‡ (TCA).
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5.16 AÓÔÛÔÛÙ‡ˆÛË ÚˆÙÂÈÓÒÓ (Immunoblotting)

MÂÙ¿ ÙË ÌÂÙ·ÊÔÚ¿, ·ÎÔÏÔ˘ıÂ› ·ÓÔÛÔÛÙ‡ˆÛË ÁÈ· ÙËÓ ·Ó›¯ÓÂ˘ÛË ÙÔ˘ Â›ÙÔÔ˘

ÌÈ·˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ ¤Ó·ÓÙÈ ÙÔ˘ ·ÓÙÈÛÒÌ·ÙÔ˜ ÂÏ¤Á¯Ô˘. H ÙÂ¯ÓÈÎ‹ ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ ÙÚ›·

ÛÙ¿‰È·: Î·Ù¿ÏË„Ë ÙˆÓ ÌË ÂÈ‰ÈÎÒÓ ı¤ÛÂˆÓ ÚfiÛ‰ÂÛË˜, ÂÒ·ÛË ÌÂ ÙÔ ·ÓÙ›ÛˆÌ·

ÂÏ¤Á¯Ô˘ Î·È ÂÒ·ÛË ÌÂ ¤Ó· ‰Â‡ÙÂÚÔ ·ÓÙ›ÛˆÌ· ¤Ó·ÓÙÈ ÙË˜ Û˘ÓÙËÚËÌ¤ÓË˜ ÛÂ fiÏ· Ù·

IgG ·ÓÙÈÛÒÌ·Ù· Fc ÂÚÈÔ¯‹˜ ÙÔ˘ ÚÒÙÔ˘, ÙÔ ÔÔ›Ô Ê¤ÚÂÈ Î¿ÔÈÔ ÌfiÚÈÔ È¯ÓËı¤ÙË,

ÁÈ· ·Ú¿‰ÂÈÁÌ· ¤Ó˙˘ÌÔ Ô˘ ‰›ÓÂÈ ¤Á¯ÚˆÌÔ ÚÔÈfiÓ, Ú·‰ÈÔÈÛfiÙÔÔ, Î.Ï. MÂÙ·Í‡

ÙˆÓ ÛÙ·‰›ˆÓ Á›ÓÔÓÙ·È Ï˘Û›Ì·Ù· ÙË˜ ÌÂÌ‚Ú¿ÓË˜.

K·Ù¿ ÙËÓ ·ÚÔ‡Û· ÌÂÏ¤ÙË, ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎÂ  ‰Â‡ÙÂÚÔ ·ÓÙ›ÛˆÌ·, ¤Ó·ÓÙÈ ÙÔ˘ IgG

ÙÔ˘ ÔÓÙÈÎÔ‡, ÂÓˆÌ¤ÓÔ ÌÂ ˘ÂÚÔÍÂÈ‰¿ÛË ·ÁÚÈÔÚ·Ê·Ó›‰·˜ (horseradish peroxidase)

Î·È Ë ·Ó›¯ÓÂ˘ÛË ¤ÁÈÓÂ ÌÂ ¯ËÌÂÈÔÊˆÙ·‡ÁÂÈ·, ÌÂ ÙË ‚Ô‹ıÂÈ· ÙÔ˘ ECL kit (Amersham).

AÚ¯ÈÎ¿, Ë ÌÂÌ‚Ú¿ÓË Âˆ¿˙ÂÙ·È ÌÂ ‰È¿Ï˘Ì· ÛÎfiÓË˜ Á¿Ï·ÎÙÔ˜ ÌÂ ¯·ÌËÏ¿ ÏÈ·Ú¿

5% ÛÂ ‰È¿Ï˘Ì· TBS-T, ÁÈ· 1 ÒÚ· Î·È ÍÂÏ¤ÓÂÙ·È ÌÂ TBS-T, ÙÚÂ›˜ ÊÔÚ¤˜, 1X 15 min

Î·È 2X 5 min. AÎÔÏÔ‡ıˆ˜, Âˆ¿˙ÂÙ·È ÌÂ ÙÔ ÚÒÙÔ, ·ÓÙÈ-p53 DO-1 ·ÓÙ›ÛˆÌ·, 1:200

ÛÂ TBS-T, ÁÈ· 12 ÒÚÂ˜, ÛÙÔ˘˜ 40C Î·È ÍÂÏ¤ÓÂÙ·È ÌÂ TBS-T, 1X 15 min, 2X 5 min.

™ÙË Û˘Ó¤¯ÂÈ·, Ë ÌÂÌ‚Ú¿ÓË Âˆ¿˙ÂÙ·È ÌÂ ‰Â‡ÙÂÚÔ ·ÓÙ›ÛˆÌ·, ·Ú·ÈˆÌ¤ÓÔ 1:2000 ÛÂ

TBS-T, ÁÈ· 2 ÒÚÂ˜, ÛÂ ıÂÚÌÔÎÚ·Û›· ‰ˆÌ·Ù›Ô˘, Î·È ÍÂÏ¤ÓÂÙ·È ÌÂ TBS-T, 1X 15 min,

4X 5 min. T¤ÏÔ˜, Á›ÓÂÙ·È Ë ·Ó›¯ÓÂ˘ÛË ÙÔ˘ Û˘ÌÏ¤ÁÌ·ÙÔ˜ ·ÓÙÈÁfiÓÔ-·ÓÙÈ-p53

·ÓÙ›ÛˆÌ· ÌÂ ·Ó¿ÌÈÍË ÙˆÓ ·ÓÙÈ‰Ú·ÛÙËÚ›ˆÓ 1 Î·È 2 ÙÔ˘ kit, 0.125 ml/ cm2, 1 min,

¤ÎıÂÛË ÙË˜ ÌÂÌ‚Ú¿ÓË˜ ÛÂ ÊÈÏÌ ·ÎÙ›ÓˆÓ X Î·È ÂÌÊ¿ÓÈÛË 2-3 min ·ÚÁfiÙÂÚ·. TÔ

·ÓÙÈ‰Ú·ÛÙ‹ÚÈÔ 1 ÂÚÈ¤¯ÂÈ ˘ÂÚÔÍÂ›‰ÈÔ, ÙÔ ÔÔ›Ô ·ÔÙÂÏÂ› ˘fiÛÙÚˆÌ· ÁÈ· ÙÔ

¤Ó˙˘ÌÔ, Î·È ÙÔ 2 ÏÔ˘ÌÈÓfiÏË Î·È ÂÓÈÛ¯˘Ù‹ ÁÈ· ÙË ÊˆÙ·‡ÁÂÈ·.

ñ ¢È¿Ï˘Ì· TBS-T pH 7.6: 20mM Tris, 137mM NaCl, 1M HCl, 0.1% Tween-20.
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5.17 ™¿ÚˆÛË ÛÂ ËÏÂÎÙÚÔÓÈÎfi ˘ÔÏÔÁÈÛÙ‹ (Computer scanning)

H Û¿ÚˆÛË ÙË˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›·˜ ÙÔ˘ c-H-ras1 ÁÔÓÈ‰›Ô˘ (Capon et al, 1983) ÛÂ

ËÏÂÎÙÚÔÓÈÎfi ˘ÔÏÔÁÈÛÙ‹ (H/Y) ¤ÁÈÓÂ ÌÂ ÚfiÁÚ·Ì· ·Ó¿Ï˘ÛË˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›·˜ Cyborg/

Pustell, ÛÂ H/Y Macintosh Quadra 840 AV. XÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó ÔÈ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜

5'-TGTTCT-3' Î·È Ë Û˘ÌÏËÚˆÌ·ÙÈÎ‹ 5'-AGAACA-3' ÁÈ· Ù· GREs, ÔÈ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜

 5'-TGACCT-3' Î·È 5'-AGGTCA-3' ÁÈ· Ù· EREs Î·È Ë ·ÏÏËÏÔ˘¯›· 5'-RRRCWWGYYY-

3', ÁÈ· Ù· ÛÙÔÈ¯Â›· Ô˘ ÚÔÛ‰¤ÓÔ˘Ó ÙËÓ p53 ÚˆÙÂ›ÓË.
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B. YÏÈÎ¿

5.18 K˘ÙÙ·ÚÈÎ¤˜ ÛÂÈÚ¤˜-‚·ÎÙËÚÈ·Î¿ ÛÙÂÏ¤¯Ë

ñ XÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó Î·ÚÎÈÓÈÎ¿ Î‡ÙÙ·Ú· ·ÓıÚÒÔ˘, ·fi ÂÈı‹ÏÈÔ ÙÔ˘ ÙÚ·¯‹ÏÔ˘ ÙË˜

Ì‹ÙÚ·˜ (HeLa), Î·ÚÎÈÓÈÎ¿ Î‡ÙÙ·Ú· ÈÓÔ‚Ï·ÛÙÒÓ ÙÔ˘ ÔÓÙÈÎÔ‡ (LATK-) Î·È Î‡ÙÙ·Ú·

·fi ÔÛÙÂÔÛ¿ÚÎˆÌ· ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ (Saos-2).

ñ B·ÎÙ‹ÚÈ· Escherichia coli,  DH5a-BRL.

5.19 YÏÈÎfi ‚ÈÔ„›·˜

ñ OÈ ÈÛÙÔ› ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›ˆÓ Î·È ˆÔıËÎÒÓ ÚÔ‹Ïı·Ó ·fi ÙÔ ÓÔÛÔÎÔÌÂ›Ô "AÏÂÍ¿Ó‰Ú·",

Aı‹Ó·.

ñ OÈ ÈÛÙÔ› Ì·ÛÙÒÓ ÚÔ‹Ïı·Ó ·fi ÙÔ ÓÔÛÔÎÔÌÂ›Ô "ŒÏÂÓ·", Aı‹Ó·.

ñ OÈ ÈÛÙÔ› ÎÂÊ·Ï‹˜ Î·È ÙÚ·¯‹ÏÔ˘ ÚÔ‹Ïı·Ó ·fi ÙÔ "IÔÎÚ¿ÙÂÈÔ" ÓÔÛÔÎÔÌÂ›Ô,

Aı‹Ó·.

5.20 OÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È·

°È· Ù· ÂÈÚ¿Ì·Ù· Ô˘ ·ÊÔÚÔ‡Ó ÙÔÓ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ,

¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó Ù· ·ÎfiÏÔ˘ı· ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È·, Ù· ÔÔ›· ¤¯Ô˘Ó Hind III ¿ÎÚ·:

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ Ì¿ÚÙ˘Ú·˜ hMTIIA, Ô˘ ÂÚÈ¤¯ÂÈ ÙÔ GRE ÙÔ˘ ˘ÔÎÈÓËÙ‹ ÙÔ˘

ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ÙË˜ ÌÂÙ·ÏÏÔıÂÈÔÓ›ÓË˜ IIA ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘: 5'-AGCTTGGTACACTG-

TGTCCTGAATTCA-3' (Karin et al, 1984). OÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ ras GRE Ô˘ ÂÚÈ¤¯ÂÈ

ÙÔ H-ras GRE: 5'- AGCTTTCCGCCGTGGCCAGAC-CTGTTCTGGAGGACA-3' (Zachos

et al, 1995).
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°È· ÙÔÓ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ, ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó Ù· ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È·,

Ù· ÔÔ›· ¤¯Ô˘Ó Hind III ¿ÎÚ·: oÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ Ì¿ÚÙ˘Ú·˜ Vitellogenin ERE, Ô˘

ÂÚÈ¤¯ÂÈ ÙÔ ERE ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ÙË˜ ÌÂÙ·ÏÏÔıÂÈÔÓ›ÓË˜ A2 ÙÔ˘ Xenopus: 5'-AGCTTC-

AAAGTCAGGTCACAGGTACCTGATCAAAGA-3' (Kumar et al, 1988).

OÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ ras ERE, Ô˘ ÂÚÈ¤¯ÂÈ ÙÔ H-ras ERE: 5'-AGCTTGGGCCCCGGG-

CCACCCTGACCTTTGAGGGGA-3' (Zachos et al, 1995).

°È· ÙËÓ p53 ÚˆÙÂ›ÓË, ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó Ù· ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È·:

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ Ì¿ÚÙ˘Ú·˜ BC Ô˘ ÂÚÈ¤¯ÂÈ ÙÔ p53 ÛÙÔÈ¯Â›Ô: 5'-CCGGGCATG-

TCCGGGCATGTCCGGGCATGT-3' (Halazonetis et al, 1993b). OÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ

Ì¿ÚÙ˘Ú·˜ BC-S21, Ô˘ ¤¯ÂÈ 21 ‚¿ÛÂÈ˜ ‰È¿ÛÙËÌ· ·Ó¿ÌÂÛ· ÛÙ· p53 ÌÈÛ¿ ÙÌ‹Ì·Ù·:

5'-TATGGGCATGTCCTATATATATGCGTATATATATGGGCATGTCCTAT-3'

(Halazonetis et al, 1993b). OÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ MDM-2, Ô˘ ÂÚÈ¤¯ÂÈ ÙÔ p53

ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ mdm-2: 5'-GGCTGGTCAAGTTGCGTCCGGCGTCG-

GCTGTCGGAGGAGCTAAGTCCTGACATGTCTCCAG-3' (Juven et al, 1993).

OÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ Ep21, Ô˘ ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ  ÙÔ p53 ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ p21/

waf 1/ cip 1: 5'-CCCGAACATGTCCCAACATGTTGGGG-3' (El-Deiry et al, 1992).

OÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ Eras 2HS, Ô˘ ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ Ù· ‰‡Ô Û˘ÓÂ¯fiÌÂÓ· p53 ÌÈÛ¿

ÙÌ‹Ì·Ù· ÙÔ˘ H-ras, ÌÂ Hind III Û˘Ì‚·Ù¿ ¿ÎÚ·: 5'-AGCTTGGCACTAGCCTGC-

CCGGGCACGCCGTGGCGA-3' (Zoumpourlis et al, 1995). OÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ Eras

3HS, Ô˘ ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ Î·È ÙÈ˜ ÙÚÂÈ˜ p53 Â·Ó·Ï‹„ÂÈ˜: 5'-GCGGGGCCTGCA-

GGCTGGCACTAGCCTGCCCGGGCACGCCGTGG-3' (Spandidos et al, 1995).

AÎfiÌË, ÛÙ· ÂÈÚ¿Ì·Ù· ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÌÔ‡, ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó ˆ˜ ÌË ÂÈ‰ÈÎÔ›

·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙ¤˜ Ù· ·ÎfiÏÔ˘ı· ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È·:

™Â fi,ÙÈ ·ÊÔÚ¿ ÙÔ˘˜ ÔÚÌÔÓÈÎÔ‡˜ ˘Ô‰Ô¯Â›˜, ÙÔ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ SP-1, Ô˘

ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙÔ˘ Sp-1 ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÔ‡ ·Ú¿ÁÔÓÙ· ÛÙÔÓ

˘ÔÎÈÓËÙ‹ ÙˆÓ ÚÒÈÌˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ÙÔ˘ ÈÔ‡ HSV: 5'-GATCTTGGTCCGCGCCCCGCC-
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CCCGCATGGCG-3' (Pintzas et al, 1991). AÎfiÌË, ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎÂ ÙÔ

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ NF-1, Ô˘ ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ ÙÈ˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙÔ˘

·Ú¿ÁÔÓÙ· NF-1, ÛÙÔ LTR ÙÔ˘ ÈÔ‡ ÙË˜ ÏÂ˘¯·ÈÌ›·˜ ÙˆÓ ·ÈÏÔ˘ÚÔÂÈ‰ÒÓ: 5'-GATCTT-

ATTTTGGCTTGAAGCCAATATG-3' (Pintzas et al, 1991). T¤ÏÔ˜, ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎÂ

ÙÔ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ HIV-1LTR AP-1, ÌÂ Hind III ¿ÎÚ·, Ô˘ Â›Ó·È ÙÔ ÙÌ‹Ì· ÙÔ˘

LTR ÙÔ˘ ÈÔ‡ HIV-1 -310 ¤ˆ˜ -287, ÛÙÔ ÔÔ›Ô ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È Ô AP-1 ·Ú¿ÁÔÓÙ·˜: 5'-

AGCT-

TCTAGTACCAGTTGAGCCAGAGAAGTTA-3' (Zoumpourlis et al, 1994).

™Â fi,ÙÈ ·ÊÔÚ¿ Ù· ÂÈÚ¿Ì·Ù· ÁÈ· ÙËÓ p53 ÚˆÙÂ›ÓË, ˆ˜ ÌË ÂÈ‰ÈÎÔ› ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙ¤˜

¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó Ù· ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· SP-1 Î·È TF-3: 5'-CCGGG-

CATGTCCGGGCATG-3' (Halazonetis et al , 1993b).

5.21 EÎÎÈÓËÙ¤˜

XÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó ÔÈ ·ÎfiÏÔ˘ıÔÈ ÂÎÎÈÓËÙ¤˜ (Field et al, 1994):

ñ EÍÒÓÈÔ 5 5'-GACTTTCAACTGTCTC-3'         (Kˆ‰ÈÎfi˜, sense)

5'-CTGGGACCCTGGGCAAC-3'         (AÓÙÈÎˆ‰ÈÎfi˜, antisense)

ñ EÍÒÓÈÔ  6 5'-GAGACGACAGGGCTGGTT-3'         (Kˆ‰ÈÎfi˜)

5'-CCACTGACAACCACCCTT-3'          (AÓÙÈÎˆ‰ÈÎfi˜)

ñ EÍÒÓÈÔ 7 5'-GTGTTGTCTCCTAGGTTGGC-3' (Kˆ‰ÈÎfi˜)

5'-AAGTGGCTCCTGACCTGGAG-3' (AÓÙÈÎˆ‰ÈÎfi˜)

5.22 ¶Ï·ÛÌ›‰È·

ŸÏ· Ù· Ï·ÛÌ›‰È· Ô˘ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó ÚÔÛÊ¤ÚıËÎ·Ó ·fi ÙÔÓ ¢Ú £.

X·Ï·˙ˆÓ›ÙË, Department of Molecular Oncology, The Wistar Institute, Philadelphia,

PA 19104, USA. XÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó Ù· Ï·ÛÌ›‰È· pGEMhp53wtB,
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pGEMhp53¢364-393 (Waterman et al, 1995), Ô˘ Îˆ‰ÈÎÔÔÈÔ‡Ó ÙËÓ "Ê˘ÛÈÎÔ‡

Ù‡Ô˘" p53 ÚˆÙÂ›ÓË ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ Î·È Ì›· ÌÔÚÊ‹ ÙË˜ ·fi ÙËÓ ÔÔ›· ÏÂ›Ô˘Ó Ù·

ÙÂÏÂ˘Ù·›· 30 ·ÌÈÓÔÍ¤·, ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯·. AÎfiÌË, ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó Ù· Ï·ÛÌ›‰È·

pGEMhp53His175B, pGEMhp53His273B, pGEMhp53Gln248B Î·È

pGEMhp53Trp248B, Ô˘ Îˆ‰ÈÎÔÔÈÔ‡Ó ÌÔÚÊ¤˜ ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ ÌÂ ÛËÌÂÈ·Î¤˜

ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÛÙ· Îˆ‰ÈÎfiÓÈ· 175, 273 Î·È 248, ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯· (Waterman et al, 1995).

T· Ï·ÛÌ›‰È· pSV2hp53B Î·È pSV2hp53BHis273 ‰È·Ê¤ÚÔ˘Ó ÛÙÔ ÊÔÚ¤· ·fi Ù·

·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯· pGEM (Halazonetis et al, 1993a). TÔ Ï·ÛÌ›‰ÈÔ pBC12/PLseap, ÂÚÈ¤¯ÂÈ

ÙÈ˜ Îˆ‰ÈÎ¤˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ÙË˜ ÂÎÎÚÈÓfiÌÂÓË˜ ·ÏÎ·ÏÈÎ‹˜ ÊˆÛÊ·Ù¿ÛË˜

ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ (SEAP), ¯ˆÚ›˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ ˘ÔÎÈÓËÙ‹ ‹ ÂÓÈÛ¯˘Ù‹ (Berger et al,

1988). TÔ Ï·ÛÌ›‰ÈÔ pTKseap ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ ÙÔÓ ˘ÔÎÈÓËÙ‹ ÙË˜ ÎÈÓ¿ÛË˜ ÙË˜

ı˘ÌÈ‰›ÓË˜ ÌÚÔÛÙ¿ ·fi ÙÈ˜ SEAP Îˆ‰ÈÎ¤˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ (Halazonetis, 1992). T¤ÏÔ˜,

Ù· Ï·ÛÌ›‰È· pEp21/TKseap Î·È pEras3HS/TKseap, ÂÚÈ¤¯Ô˘Ó ¤Ó· ·ÓÙ›ÁÚ·ÊÔ ÙˆÓ

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ Ep21 Î·È Eras3HS, ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯·, ÎÏˆÓÔÔÈËÌ¤ÓÔ ÌÚÔÛÙ¿ ·fi

ÙÔÓ ˘ÔÎÈÓËÙ‹ ÙË˜ ÎÈÓ¿ÛË˜ ÙË˜ ı˘ÌÈ‰›ÓË˜ ÙÔ˘ Ï·ÛÌÈ‰›Ô˘ pTKseap (Spandidos et

al, 1995).

5.23 AÓÙÈÛÒÌ·Ù·

ñ AÓÙ›ÛˆÌ· ¤Ó·ÓÙÈ ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘: BuGR2

(PA1-510, Affinity Bioreagents).

ñ AÓÙ›ÛˆÌ· ¤Ó·ÓÙÈ ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘: (F3, ÚÔÛÊÔÚ¿

ÙÔ˘ ¢Ú L Tora, IGBMC, ™ÙÚ·Û‚Ô‡ÚÁÔ, °·ÏÏ›·).

ñ AÓÙÈÛÒÌ·Ù· ¤Ó·ÓÙÈ ÙË˜ p53 ÚˆÙÂ›ÓË˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘: DO-1 (ÚÔÛÊÔÚ¿ ÙÔ˘ ¢Ú D

Lane), Pab 1801 (Oncogene Science, Inc. Manhasset, NY), Pab 421 (Oncogene

Science, Uniondale, NY).
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T· Û¯‹Ì·Ù· ÙË˜ ‰È·ÙÚÈ‚‹˜ ¤ÁÈÓ·Ó ÌÂ ÙË ‚Ô‹ıÂÈ· ÙÔ˘ ÚÔÁÚ¿ÌÌ·ÙÔ˜ Aldus

Super Paint 3.0 Î·È Power Point 3.0.

5.24 XËÌÈÎ¿ Î·È ÂÙ·ÈÚ›· ÚÔ¤ÏÂ˘ÛË˜

1,2-‰È˘‰ÚÔÍ˘-·Èı‡ÏÂÓÔ-‰È˜-·ÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ (Bis-acrylamide) - BDH

Á-32-P-ATP ˘‰·ÙÈÎfi ‰È¿Ï˘Ì· 6000 Ci/mmol - Amersham

ÕÁ·Ú (Agar) - Difco

AÁ·Úfi˙Ë (Agarose) - BRL

AÈı·ÓfiÏË (Ethanol) - BDH

AÈı˘ÏÔ-‰È·ÌÈÓÔ-ÙÂÙÚ·ÔÍÈÎfi ÔÍ‡ (EDTA) - BDH

AÎ¤Ù˘ÏÔ-Û˘Ó¤Ó˙˘ÌÔ-A (Acetyl-CoA) - Sigma

AÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ (Acrylamide) -BDH

AÏ‚Ô˘Ì›ÓË ÔÚÔ‡ ‚Ôfi˜ (Bovine Serum Albumin) -Sigma

AÌÈÎÈÏÏ›ÓË - Sigma

AÓ·ÛÙÔÏÂ›˜ ÚˆÙÂ·ÛÒÓ: AÚÔÙÈÓ›ÓË (aprotinin), ÂÛÙ·Ù›ÓË (pepstatin), ·ÓÙÈ·˝ÓË

(antipain) Î·È ÏÂ˘ÂÙ›ÓË (leupeptin) - Sigma

AÓÙÈ‚ÈÔÙÈÎ¿ ÁÈ· Ù· ıÚÂÙÈÎ¿ ˘ÏÈÎ¿ ÙË˜ Î˘ÙÙ·ÚÔÎ·ÏÏÈ¤ÚÁÂÈ·˜: ™ÙÚÂÙÔÌ˘Î›ÓË

(Streptomycin), ¶ÂÓÈÎÈÏÏ›ÓË (Penicillin) - º·ÚÌ·ÎÂ›Ô A. B˘˙¿

AÓÙÈ‰Ú·ÛÙ‹ÚÈÔ (¯ÚˆÛÙÈÎ‹) Bradford - Biorad

BÔÚÈÎfi ÔÍ‡ (Boric Acid) - BDH

BÚˆÌÈÔ‡¯Ô Âı›‰ÈÔ (Ethidium Bromide) - Sigma

°Ï˘ÎÂÚfiÏË (Glycerol) -BRL

°Ï˘Îfi˙Ë (Glucose) - Sigma

dNTPs - Boehringer Manheim

¢ÈıÂÈÔıÚÂ˚ÙfiÏË (Dithiotreitol, DTT) -  Sigma
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¢ÈÌ¤ı˘ÏÔ- ÛÔ˘ÏÊÔÍÂ›‰ÈÔ- (DMSO, Dimethyl sulfoxide) -  Sigma

ECL kit-Amersham

EÎ¯‡ÏÈÛÌ· ˙‡ÌË˜ (Yeast extract) - Difco

ŒÓ˙˘Ì· ÂÚÈÔÚÈÛÌÔ‡ (Restriction enzymes):

BamHI - New England Biolabs

EcoRI - New England Biolabs

HindIII - New England Biolabs

HaeIII - New England Biolabs

£ÚÂÙÈÎ¿ ˘ÏÈÎ¿ Î˘ÙÙ·ÚÔÎ·ÏÏÈ¤ÚÁÂÈ·˜:

RPMI- Gibco

DMEM- Gibco

£ÂÈ˚Îfi ·ÌÌÒÓÈÔ (Ammonium Sulphate) - Fluka

£Ú˘„›ÓË (Trypsin) 0.25% ·fi ¿ÁÎÚÂ·˜ ¯Ô›ÚÔ˘ - Gibco - BRL

IÛÔÚÔ·ÓfiÏË (Isopropanol) - BDH

K˘·Ófi ÙË˜ ‚ÚˆÌÔÊ·ÈÓfiÏË˜ (Bromophenol Blue) -Sigma

§¿‰È PCR (Mineral Oil) - Sigma

§ÈÁ¿ÛË (Ligase) -NEB

§˘ÛÔ˙‡ÌË (Lysozyme) - Sigma

MÂı·ÓfiÏË (Methanol) - Fluka

MÂÌ‚Ú¿ÓÂ˜ ‰È·›‰˘ÛË˜ ÌÂ ‰È¿ÌÂÙÚÔ fiÚÔ˘ 10mm (Dialysis Tubes) -Sigma

MÂÌ‚Ú¿ÓÂ˜ ÓÈÙÚÔÎ˘ÙÙ·Ú›ÓË˜ (cellulosenitrat(e)) - Schleicher & Schuell

NÈÙÚÈÎfi˜ ¿ÚÁ˘ÚÔ˜ (Silver nitrate)-Sigma

OÍÈÎfi Î¿ÏÈÔ (Potassium acetate) - BDH

OÍÈÎfi˜ „Â˘‰¿ÚÁ˘ÚÔ˜ (Zinc Acetate) - (Sigma)

OÚfi˜ ÂÌ‚Ú‡Ô˘ ÌfiÛ¯Ô˘ (Foetal Calf Serum) - Gibco

Poly (dI dC)-Sigma

¶ÚˆÙÂ˚Ó¿ÛË-K (Proteinase K) - Sigma
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™·Î¯·Úfi˙Ë (Sucrose) - Sigma

SEAP kit - Sigma

SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) - BDH

T4 ÔÏ˘ÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰ÈÎ‹ ÎÈÓ¿ÛË - Boeringer

Taq ÔÏ˘ÌÂÚ¿ÛË - Advanced Biotechnologies

TÂÙÚ·Ì¤ı˘Ï-·Èı˘ÏÂÓ-‰È·Ì›ÓË (TEMED) - Sigma

TÚ˘ÙfiÓË (Tryptone) - Difco

Tris ‚¿ÛË- BDH

Triton X-100 - Sigma

TÚ˘‚Ï›· Petri - AÓ·ÏÈÒÙË˜

Tween-20 - Sigma

4-(2-Y‰ÚÔÍ˘·Èı‡Ï)-1-ÈÂÚ·˙›Ó-·›ı˘ÏÔ-ıÂÈÈÎfi ÔÍ‡ (Hepes) - Boehringer Mannheim

Y‰ÚÔÍÂ›‰ÈÔ ÙÔ˘ Ó·ÙÚ›Ô˘ (Sodium Hydroxide) - BDH

Y‰ÚÔ¯ÏˆÚÈÎfi ÔÍ‡ (Hydrochloric Acid) - BDH

YÂÚıÂÈ˚Îfi ·ÌÌÒÓÈÔ (Ammonium Persulfate) - BRL

ºÔÚÌ·Ï‰Â‡‰Ë (Formaldeyde)-Sigma

º·ÈÓ‡Ï-ÌÂı‡Ï-ÛÔ˘ÏÊfiÓ˘ÏÔ-ÊıÔÚ›‰ÈÔ (PMSF) (phenyl-methyl-sulfonyl-fluoride) -

Sigma

ºÈÎfiÏÏË (Ficoll)- Sigma

ºÈÏÌ ·˘ÙÔÚ·‰ÈÔÁÚ·Ê›·˜ (hyperfilm ‚-max) - Amersham

ºÈÏÌ ·ÎÙ›ÓˆÓ X- Fuji

ºÈÏÌ ˘ÂÚÈÒ‰Ô˘˜ ·ÎÙÈÓÔ‚ÔÏ›·˜ - Polaroid

º›ÏÙÚ· ÌÂ ‰È¿ÌÂÙÚÔ fiÚÔ˘ 0.22 Î·È 0.45 Ìm - Millipore

º·ÈÓfiÏË (Phenol) - BDH

ºˆÛÊÔÚÈÎfi ·Û‚¤ÛÙÈÔ, ¿Ó˘‰ÚÔ (Calcium Phosphate-Anhydrous) -BRL

ºˆÛÊÔÚÈÎfi fiÍÈÓÔ Î·È ‰ÈÛfiÍÈÓÔ Ó¿ÙÚÈÔ, (Sodium hydrogen-dihydrogen Phosphate)-

BDH
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XÏˆÚÈÔ‡¯Ô ·Û‚¤ÛÙÈÔ (Calcium Chloride) -BDH

XÏˆÚÈÔ‡¯Ô Î·›ÛÈÔ (Ceasium Chloride) - BRL

XÏˆÚÈÔ‡¯Ô Î¿ÏÈÔ (Potassium Chloride) - Fluca

XÏˆÚÈÔ‡¯Ô Ì·ÁÓ‹ÛÈÔ (Magnesium Chloride) - Fluca

XÏˆÚÈÔ‡¯Ô Ó¿ÙÚÈÔ (Sodium Chloride) - Fluca

XÏˆÚÈÔ‡¯Ô ÚÔ˘‚›‰ÈÔ (Rubidium Chloride)- Sigma

XÏˆÚÔÊfiÚÌÈÔ (Chloroform) - Fluka
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KEºA§AIO EKTO

A¶OTE§E™MATA

6.1 AÓÙÈÎÂ›ÌÂÓÔ ÙË˜ ·ÚÔ‡Û·˜ ‰È‰·ÎÙÔÚÈÎ‹˜ ‰È·ÙÚÈ‚‹˜

TÔ ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓ›‰ÈÔ H-ras  ÂÌÏ¤ÎÂÙ·È ÛÂ ÔÏÏÔ‡˜ Ù‡Ô˘˜ ÓÂÔÏ·ÛÈÒÓ ÙÔ˘

·ÓıÚÒÔ˘, ÙfiÛÔ Ì¤Ûˆ ÌÂÙ¿ÏÏ·ÍË˜, fiÛÔ Î·È Ì¤Ûˆ ‰È·Ù·Ú·¯ÒÓ ÙˆÓ ÂÈ¤‰ˆÓ

¤ÎÊÚ·ÛË˜. MÂÏ¤ÙÂ˜ ÛÂ Î˘ÙÙ·ÚÔÎ·ÏÈ¤ÚÁÂÈ· ¤‰ÂÈÍ·Ó ¿ÌÂÛË Û¯¤ÛË ÌÂÙ·Í‡ ÙË˜

˘ÂÚ¤ÎÊÚ·ÛË˜ ÙÔ˘ H-ras, ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÔ˘ ‹ fi¯È, Î·È ÙË˜ ÈÎ·ÓfiÙËÙ·˜ ÙˆÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ

Ó· ÌÂÙ·›ÙÔ˘Ó ÛÂ Î·ÚÎÈÓÈÎ¿ (Spandidos and Wilkie, 1984, Spandidos, 1986, Egan

et al, 1987). MÂÏ¤ÙÂ˜ ÛÂ fiÁÎÔ˘˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ ‰Â›¯ÓÔ˘Ó ·˘ÍËÌ¤Ó· Â›Â‰·

¤ÎÊÚ·ÛË˜ ÙˆÓ ras ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ÛÂ ÌÈ· ÔÈÎÈÏ›· Î·ÚÎÈÓÈÎÒÓ ÈÛÙÒÓ, ÛÂ Û¯¤ÛË ÌÂ ÙÔÓ

Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi (Spandidos, 1991). K·Ù¿ Û˘Ó¤ÂÈ·, Ë ‰ÈÂÚÂ‡ÓËÛË ÙˆÓ ÌË¯·ÓÈÛÌÒÓ Î·È

ÙˆÓ ·Ú·ÁfiÓÙˆÓ Ô˘ Ú˘ıÌ›˙Ô˘Ó  ÙËÓ ¤ÎÊÚ·ÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras, ‰‡Ó·Ù·È Ó·

·Ú¤¯ÂÈ ¯Ú‹ÛÈÌÂ˜ ÏËÚÔÊÔÚ›Â˜ Û¯ÂÙÈÎ¿ ÌÂ ÙËÓ ÔÁÎÔÁ¤ÓÂÛË ÛÙÔÓ ¿ÓıÚˆÔ.

K·Ù¿ ÙËÓ ·ÚÔ‡Û· ÌÂÏ¤ÙË, ·ÓÈ¯ÓÂ‡ıËÎ·Ó ÛÙËÓ ·ÏÏËÏÔ˘¯›· ÙÔ˘ H-ras, ÛÙÔÈ¯Â›·

Ô˘ ÚÔÛ‰›‰Ô˘Ó Ú‡ıÌÈÛË ·) ·fi ÛÙÂÚÔÂÈ‰Â›˜ ÔÚÌfiÓÂ˜ Î·È Û˘ÁÎÂÎÚÈÌ¤Ó· ·fi ÙÔ˘˜

˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ Î·È ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ, Î·È ‚) ·fi ÙÔ ÔÁÎÔ-

Î·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎfi ÁÔÓ›‰ÈÔ p53. ™Ùfi¯Ô˜ ÙË˜ ·ÚÔ‡Û·˜ ÂÚÁ·Û›·˜ ‹Ù·Ó, Î·Ù' ·Ú¯‹Ó, Ë

ÌÂÏ¤ÙË ÙË˜ Ú‡ıÌÈÛË˜ ÙË˜ ¤ÎÊÚ·ÛË˜ ÙÔ˘ ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras  ·fi ÙÔ˘˜ ÂÓ

ÏfiÁˆ ÚˆÙÂÈÓÈÎÔ‡˜ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ ÌÂ ÂÈÚ¿Ì·Ù· ÛÂ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ¤˜ ÛÂÈÚ¤˜ Î·È, ÂÓ

Û˘ÓÂ¯Â›·, Ë ‰ÈÂÚÂ‡ÓËÛË ÙË˜ Â›‰Ú·Û‹˜ ÙÔ˘˜ ÛÙËÓ ¤ÎÊÚ·ÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ÛÂ

Î·ÚÎÈÓÈÎÔ‡˜ ÈÛÙÔ‡˜ ·ÓıÚÒÔ˘, ÛÂ Û‡ÁÎÚÈÛË ÌÂ ÙÔÓ ·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi.
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A.  P‡ıÌÈÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras  ·fi ÙÔ˘˜ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ

ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ Î·È ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ

MÂÏÂÙ‹ıËÎÂ Ë ÚfiÛ‰ÂÛË ÙˆÓ ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ ÛÙÈ˜ ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯Â˜, ÂÈ‰ÈÎ¤˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜

ÙÔ˘ H-ras Î·ıÒ˜ Î·È Ë ÂÓÂÚÁfiÙËÙ· ·˘ÙÒÓ ÛÙÔÓ Á˘Ó·ÈÎÔÏÔÁÈÎfi Î·ÚÎ›ÓÔ (Zachos et

al, 1995, Zachos et al, 1996a, b).

6.2 ™¿ÚˆÛË ÙË˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›·˜ ÙÔ˘ H-ras1 ÌÂ ËÏÂÎÙÚÔÓÈÎfi ˘ÔÏÔÁÈÛÙ‹

™¿ÚˆÛË ÙË˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›·˜ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras1 ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ ÌÂ ÙË ‚Ô‹ıÂÈ·

ËÏÂÎÙÚÔÓÈÎÔ‡ ˘ÔÏÔÁÈÛÙ‹ ÁÈ· ÙÔ ÌÔÙ›‚Ô ÛÙÔ ÔÔ›Ô ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È Ô ˘Ô‰Ô¯¤·˜ ÙˆÓ

ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ 5'-TGTTCT-3' Î·È ÁÈ· ÙÔ Û˘ÌÏËÚˆÌ·ÙÈÎfi ÙÔ˘ 5'-AGAACA-3',

¤‰ÂÈÍÂ Ì›· ÌfiÓÔ ı¤ÛË ÌÂ 100% ÔÌÔÈfiÙËÙ· ÌÂ ÙÔ ˘„ËÏ¿ Û˘ÓÙËÚËÌ¤ÓÔ

ÂÍ·ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ, ÛÙË ı¤ÛË 1261, ÛÙÔ ÚÒÙÔ ÂÛÒÓÈÔ ÙÔ˘ H-ras ÁÔÓÈ‰›Ô˘ (Zachos et

al, 1995). AÓÙ›ÛÙÔÈ¯·, ·Ó¿Ï˘ÛË ÙË˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›·˜ ÙÔ˘ H-ras ÁÈ· ÙËÓ ·ÏÏËÏÔ˘¯›· 5'-

TGACCT-3' Î·È ÙË Û˘ÌÏËÚˆÌ·ÙÈÎ‹ ÙË˜ 5'-AGGTCA-3', ÛÙÈ˜ ÔÔ›Â˜ ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È Ô

˘Ô‰Ô¯¤·˜ ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ, ¤‰ÂÈÍÂ ¤Ó· Èı·Ófi ERE ÌÂ 90% ÔÌÔÈfiÙËÙ· ÌÂ ÙË

Û˘Ó·ÈÓÂÙÈÎ‹ ·ÏÏËÏÔ˘¯›·, ÛÙË ı¤ÛË 3016, ÛÙÔ Ù¤Ù·ÚÙÔ ÂÛÒÓÈÔ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘

(Zachos et al, 1995). H ÔÚÁ¿ÓˆÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ c- H-ras1, Ë ı¤ÛË ÙˆÓ GRE Î·È ERE

Î·È Ë ÔÌÔÈfiÙËÙ· ÙË˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›·˜ ÙÔ˘˜ ÌÂ Ù· Û˘Ó·ÈÓÂÙÈÎ¿ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È·,

Ê·›ÓÔÓÙ·È ÛÙËÓ EÈÎfiÓ· 6.1.
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GGGGTTTTGGGGGGGGCCCC CCCCAAAAGGGGAAAACCCCCCCC TTTTGGGGTTTTTTTTCCCCTTTT GGGGGGGGAAAAGGGG

CCCCCCCCCCCC GGGGGGGGGGGGCCCCCCCCAAAA CCCCCCCCCCCC TTTTGGGGAAAACCCCCCCCTTTT TTTTTTTTGGGG

3004 3024

BamHI BamHI

0 6460 

IIIIIIIIIIII IIIIIIII IIII VTR----IIII IIIIVVVV

12701250 

AAAAGGGGGGGGTTTTCCCCAAAA NNNNNNNNNNNN TTTTGGGGAAAACCCCCCCCTTTT

TTTTGGGGTTTTTTTTCCCCTTTT

************************

******** ******** ************************

ERE ™˘Ó·ÈÓÂÙÈÎ‹  
AÏÏËÏÔ˘¯›·

RAS ERE

GRE ™˘Ó·ÈÓÂÙÈÎ‹ 
AÏÏËÏÔ˘¯›·

RAS GRE

c-H-ras

EÈÎ. 6.1: OÚÁ¿ÓˆÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ c-H-ras1 ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ Î·È ı¤ÛË ÙˆÓ GRE Î·È ERE ÙÔ˘ H-ras.

T· ÂÍÒÓÈ· ·ÂÈÎÔÓ›˙ÔÓÙ·È Û·Ó ÙÂÙÚ¿ÁˆÓ·, ÔÈ Îˆ‰ÈÎ¤˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ ÛÎÈ·ÛÌ¤ÓÂ˜ Î·È ÙÔ VTR ÌÂ

ÁÚ·ÌÌÒÛÂÈ˜. OÈ ·ÛÙÂÚ›ÛÎÔÈ ‰ËÏÒÓÔ˘Ó ÔÌÔÏÔÁ›· ÙˆÓ HREs ÙÔ˘ H-ras ÌÂ ÙÈ˜ ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯Â˜

Û˘Ó·ÈÓÂÙÈÎ¤˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜.

6.3 AÓ·ÁÓÒÚÈÛË ÙˆÓ ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯ˆÓ Èı·ÓÒÓ ÛÙÔÈ¯Â›ˆÓ ÙÔ˘ H-ras ·fi

ÙÔ˘˜ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ Î·È ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ

¶ÚÔÎÂÈÌ¤ÓÔ˘ Ó· ‰È·ÈÛÙˆıÂ› Â¿Ó ÔÈ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ

ÚÔÛ‰¤ÓÔÓÙ·È ÌÂ ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ· ÛÙ· ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯· ÛÙÔÈ¯Â›· ÙÔ˘ H-ras , ¤ÁÈÓ·Ó ÂÈÚ¿Ì·Ù·

Î·ı˘ÛÙ¤ÚËÛË˜ ÙˆÓ ÚˆÙÂÈÓÒÓ ÛÂ ‹ÎÙˆÌ· ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ (gel retardation
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assays), fiˆ˜ ÂÚÈÁÚ¿ÊÂÙ·È ·fi ÙÔ˘˜ Zachos et al, 1995). AÔ‰Â›¯ıËÎÂ fiÙÈ ÔÈ

˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ Î·È ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ ·Ó·ÁÓˆÚ›˙Ô˘Ó ÌÂ

ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ· ÙÈ˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras, ÔÈ ÔÔ›Â˜ Â›¯·Ó ÚÔ‚ÏÂÊıÂ› ÌÂ

¯Ú‹ÛË ËÏÂÎÙÚÔÓÈÎÔ‡ ˘ÔÏÔÁÈÛÙ‹.

6.3.1 ¶ÚfiÛ‰ÂÛË ÛÙÔ H-ras ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ

T· ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· RAS GRE Î·È hMTIIA GRE, Ù· ÔÔ›· ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÔ˘Ó ÙÔ

GRE ÙÔ˘ H-ras Î·È ÙÔ ¯·Ú·ÎÙËÚÈÛÌ¤ÓÔ GRE ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ÙË˜ ÌÂÙ·ÏÏÔıÂÈÔÓ›ÓË˜ IIA

ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯·, ÛËÌ¿ÓıËÎ·Ó ÌÂ 32P Î·È ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó ˆ˜ È¯ÓËı¤ÙÂ˜

(probes). ¶˘ÚËÓÈÎ¿ ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·Ù· Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ HeLa Î·È LATK- ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó ˆ˜

ËÁ¤˜ ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ (GR).

™ÙËÓ EÈÎfiÓ· 6.2, Ê·›ÓÂÙ·È Ë ·ÏÏËÏÂ›‰Ú·ÛË ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ

ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ ÌÂ ÙÔ H-ras GRE. OÈ È¯ÓËı¤ÙÂ˜ hMTIIA GRE Î·È RAS GRE

Âˆ¿ÛÙËÎ·Ó ÌÂ ˘ÚËÓÈÎfi ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ HeLa ·Ô˘Û›· (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1 Î·È 7

·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯·) ‹ ·ÚÔ˘Û›· ÂÚ›ÛÛÂÈ·˜ ÌË ÛËÌ·ÛÌ¤ÓˆÓ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ-

·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙÒÓ. OÈ È¯ÓËı¤ÙÂ˜ ·ÓÙ·ÁˆÓ›ÛÙËÎ·Ó ÌÂ ÙÔÓ Â·˘Ùfi ÙÔ˘˜ (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2 Î·È

8), ÌÂÙ·Í‡ ÙÔ˘˜ (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 3 Î·È 9) Î·È ÌÂ Ù· ÌË ÂÈ‰ÈÎ¿ ÛÂ fi,ÙÈ ·ÊÔÚ¿ Ù· GRE

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· SP-1 (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 4 Î·È 10), NF-1 (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 5 Î·È 11) Î·È HIV-

1LTR AP-1 (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 6 Î·È 12). MÈ· ÎÔÈÓ‹ ˙ÒÓË ·Ú·ÙËÚ‹ıËÎÂ ÛÙÈ˜ ‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1

Î·È 7, ˆ˜ ·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· ÙË˜ ‰ËÌÈÔ˘ÚÁ›·˜ Û˘ÌÏ¤ÁÌ·ÙÔ˜ DNA-GR. H ˙ÒÓË ·˘Ù‹

ÂÍ·Ê·Ó›ÛÙËÎÂ ·ÚÔ˘Û›· ÂÚ›ÛÛÂÈ·˜ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ-·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙÒÓ Ô˘

Û¯ÂÙ›˙ÔÓÙ·Ó ÌÂ GRE, ·Ú¤ÌÂÈÓÂ fiÌˆ˜ ÌÂ ·ÌÂ›ˆÙË ¤ÓÙ·ÛË ÛÙËÓ ÂÚ›ÙˆÛË ÙˆÓ SP-

1, NF-1 Î·È HIV-1LTR AP-1. AÓÙ›ÛÙÔÈ¯Ë ÂÈÎfiÓ· ÚÔ¤Î˘„Â Î·È ÁÈ· ÙÔÓ È¯ÓËı¤ÙË

hMTIIA GRE. H EÈÎfiÓ· 6.2 ‰Â›¯ÓÂÈ fiÙÈ Ô ˘Ô‰Ô¯¤·˜ ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ

ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È ÛÙÔ ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-ras (ÎÔÈÓ‹ ˙ÒÓË ÛÙÈ˜ ‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1 Î·È 7) Î·È fiÙÈ Ë

ÚfiÛ‰ÂÛË ·˘Ù‹ Â›Ó·È ÂÈ‰ÈÎ‹, ‰Â‰ÔÌ¤ÓÔ˘ fiÙÈ Ë ˙ÒÓË GR-DNA ÂÍ·Ê·Ó›˙ÂÙ·È ÌfiÓÔ

·fi ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙ¤˜ Û¯ÂÙÈÎÔ‡˜ ÌÂ GRE.
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MÈ· ÂÈÚfiÛıÂÙË ·fi‰ÂÈÍË ÙË˜ ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ·˜ ÛÙËÓ ·ÏÏËÏÂ›‰Ú·ÛË ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤·

ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ ÌÂ ÙÔ H-ras GRE, ·ÚÔ˘ÛÈ¿˙ÂÙ·È ÛÙËÓ EÈÎfiÓ· 6.3. TÔ RAS

GRE ÌfiÚÈÔ-È¯ÓËı¤ÙË˜ Âˆ¿ÛÙËÎÂ ÌÂ ˘ÚËÓÈÎfi ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ HeLa, ·Ô˘Û›·

(‰È·‰ÚÔÌ‹ 3), ‹ ·ÚÔ˘Û›· (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 4-6) ·˘Í·ÓÔÌ¤ÓˆÓ ÔÛÔÙ‹ÙˆÓ ÔÏ˘ÎÏˆÓÈÎÔ‡

·ÓÙÈÛÒÌ·ÙÔ˜ ¤Ó·ÓÙÈ ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘. TÔ

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ-Ì¿ÚÙ˘Ú·˜ (control) hMTIIA GRE Âˆ¿ÛÙËÎÂ Î·È ·˘Ùfi ·Ô˘Û›·

(‰È·‰ÚÔÌ‹ 1) ‹ ·ÚÔ˘Û›· (‰È·‰ÚÔÌ‹ 2) ·ÓÙ›-GR ·ÓÙÈÛÒÌ·ÙÔ˜. H ÂÈÛ·ÁˆÁ‹

·ÓÙÈÛÒÌ·ÙÔ˜ ÛÙÔ Ì›ÁÌ· ÙË˜ ·ÓÙ›‰Ú·ÛË˜ Â›¯Â ˆ˜ ·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· ÙËÓ ÂÍ·Ê¿ÓÈÛË ÙË˜

ÂÈ‰ÈÎ‹˜ ˙ÒÓË˜, ‰Â›ÈÎÓ‡ÔÓÙ·˜ ÙËÓ ÂÈ‰ÈÎ‹ ·ÏÏËÏÂ›‰Ú·ÛË ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ

ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ ÌÂ ÙÔ H-ras ÛÙÔÈ¯Â›Ô.

EÈÏ¤ÔÓ, ÔÈ È¯ÓËı¤ÙÂ˜ hMTIIA GRE Î·È RAS GRE, Âˆ¿ÛÙËÎ·Ó ÌÂ ·˘Í·ÓfiÌÂÓÂ˜

ÔÛfiÙËÙÂ˜ ˘ÚËÓÈÎÒÓ ÂÎ¯˘ÏÈÛÌ¿ÙˆÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ HeLa (EÈÎfiÓ· 6.4, ‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 6-11)

Î·È LATK- (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1-5), Ô˘ ÂÚÈ¤¯Ô˘Ó GR. ¶·Ú·ÙËÚ‹ıËÎÂ Ì›· ÎÔÈÓ‹ ˙ÒÓË GR-

DNA, Ë ¤ÓÙ·ÛË ÙË˜ ÔÔ›·˜ ·˘Í¿ÓÂÙ·È ÌÂ ÙËÓ ·‡ÍËÛË ÙË˜ ÔÛfiÙËÙ·˜ ÙÔ˘ ˘ÚËÓÈÎÔ‡

ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·ÙÔ˜.
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EÈÎ. 6.2: EÈ‰ÈÎ‹ ÚfiÛ‰ÂÛË ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ ÛÙÔ ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-ras. T·

Ì›ÁÌ·Ù· ·ÓÙ›‰Ú·ÛË˜ ÂÚÈÂÏ¿Ì‚·Ó·Ó ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· ˘ÚËÓÈÎÒÓ ÚˆÙÂÈÓÒÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ HeLa, ÙÔ˘˜

Ú·‰ÈÔÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔ˘˜ È¯ÓËı¤ÙÂ˜ hMTIIA GRE (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1-7), RAS GRE (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 8-12) Î·È 150X

ÂÚ›ÛÛÂÈ· ÌË ÛËÌ·ÛÌ¤ÓˆÓ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ-·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙÒÓ (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2-6 Î·È 8-12). T·

Û˘ÌÏ¤ÁÌ·Ù· ÚˆÙÂ›ÓË˜-DNA ‰È·¯ˆÚ›ÛÙËÎ·Ó ÌÂ ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË ÛÂ ‹ÎÙˆÌ·

ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ Î·È ¤ÁÈÓ·Ó ÔÚ·Ù¿ ÌÂ ·˘ÙÔÚ·‰ÈÔÁÚ·Ê›·. TÔ Û‡ÌÏÂÁÌ· GR-RAS GRE

‰ÂÈÎÓ‡ÂÙ·È ÌÂ ‚¤ÏÔ˜.
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EÈÎ. 6.3: T·˘ÙÔÔ›ËÛË ÙÔ˘ Û˘ÌÏ¤ÁÌ·ÙÔ˜ GR-RAS GRE ÌÂ ÙË ¯Ú‹ÛË ·ÓÙÈÛÒÌ·ÙÔ˜. T· Ì›ÁÌ·Ù·

ÙË˜ ·ÓÙ›‰Ú·ÛË˜ ÂÚÈÂ›¯·Ó ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· ˘ÚËÓÈÎÒÓ ÚˆÙÂÈÓÒÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ HeLa, ÙÔ˘˜

Ú·‰ÈÔÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔ˘˜ È¯ÓËı¤ÙÂ˜ hMTIIA GRE (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1 Î·È 2) Î·È RAS GRE (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 3-6) Î·È

ÔÏ˘ÎÏˆÓÈÎfi ·ÓÙ›ÛˆÌ· ¤Ó·ÓÙÈ ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2, 4-6).
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EÈÎ. 6.4: ¶ÚfiÛ‰ÂÛË ÛÙÔ H-ras GRE ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ ·fi ‰‡Ô ‰È·ÊÔÚÂÙÈÎ¤˜

Î˘ÙÙ·ÚÈÎ¤˜ ÛÂÈÚ¤˜. XÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó ÔÈ È¯ÓËı¤ÙÂ˜ hMTIIA GRE (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1-3 Î·È 6-8), RAS

GRE (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 4, 5 Î·È 9-11) Î·È ‰È·ÊÔÚÂÙÈÎ¤˜ ÔÛfiÙËÙÂ˜ ˘ÚËÓÈÎÒÓ ÂÎ¯˘ÏÈÛÌ¿ÙˆÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ

LATK- (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1-5) Î·È HeLa (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 6-11), fiˆ˜ ·ÂÈÎÔÓ›˙ÂÙ·È.

6.3.2 ¶ÚfiÛ‰ÂÛË ÛÙÔ H-ras ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ

OÈ Ú·‰ÈÔÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔÈ È¯ÓËı¤ÙÂ˜ RAS ERE Î·È VITELLOGENIN ERE, ÔÈ ÔÔ›ÔÈ

ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÔ˘Ó ÙËÓ ·ÏÏËÏÔ˘¯›· ERE ÙÔ˘ H-ras, Î·È ÙËÓ ·ÏÏËÏÔ˘¯›· Ô˘

·ÔÎÚ›ÓÂÙ·È ÛÂ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓ· ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ÙË˜ BÈÙÂÏÏÔÁÂÓ›ÓË˜ A2 ÙÔ˘ Xenopus
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·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯·, ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó ÛÂ ÂÈÚ¿Ì·Ù· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ

ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ. OÈ È¯ÓËı¤ÙÂ˜ RAS ERE Î·È VITELLOGENIN ERE Âˆ¿ÛÙËÎ·Ó ÌÂ

˘ÚËÓÈÎ¿ ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·Ù· Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ HeLa, ·Ô˘Û›· (EÈÎfiÓ· 6.5, ‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1 Î·È 5,

·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯·) ‹ ·ÚÔ˘Û›· ÂÚ›ÛÛÂÈ·˜ ÌË ÛËÌ·ÛÌ¤ÓˆÓ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ-

·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙÒÓ. OÈ È¯ÓËı¤ÙÂ˜ ·ÓÙ·ÁˆÓ›ÛÙËÎ·Ó ÁÈ· ÚfiÛ‰ÂÛË ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ

ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ, ÌÂ ERE-Û¯ÂÙÈÎ¿ (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2 Î·È 6) Î·È ÌË Û¯ÂÙÈÎ¿ (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 3, 4,

7, 8) ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È·. MÈ· ÎÔÈÓ‹ ˙ÒÓË ER-DNA ÂÓÙÔ›ÛÙËÎÂ ÛÙÈ˜ ‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1

Î·È 5, Ë ÔÔ›· ÂÍ·Ê·Ó›ÛÙËÎÂ ÌfiÓÔ ·ÚÔ˘Û›· ÂÚ›ÛÛÂÈ·˜ ERE-Û¯ÂÙÈÎÒÓ

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ-·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙÒÓ, ‰ÂÈÎÓ‡ÔÓÙ·˜ ÂÈ‰ÈÎ‹ ÚfiÛ‰ÂÛË ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤·

ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ ÛÙÔ ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-ras.

EÈÎ. 6.5: ¶ÚfiÛ‰ÂÛË ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ ÛÙÔ ERE ÙÔ˘ H-ras. TÔ Ì›ÁÌ· ·ÓÙ›‰Ú·ÛË˜

ÂÚÈÂ›¯Â ÙÔ˘˜ Ú·‰ÈÔÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔ˘˜ È¯ÓËı¤ÙÂ˜ VITELLOGENIN ERE (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1-4), RAS ERE
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(‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 5-8) Î·È ˘ÚËÓÈÎfi ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· ÚˆÙÂÈÓÒÓ ·fi Î‡ÙÙ·Ú· HeLa. ¶ÂÚ›ÛÛÂÈ· ÌË

ÛËÌ·ÛÌ¤ÓˆÓ ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙÒÓ RAS ERE (‰È·‰ÚÔÌ‹ 2) Î·È VITELLOGENIN ERE (‰È·‰ÚÔÌ‹ 6), Î·ıÒ˜

Î·È ÙˆÓ ÌË Û¯ÂÙÈÎÒÓ ÌÂ ERE NF-1 (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 3, 7), HIV-1LTR AP-1 (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 4, 8)

¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó ÛÂ ÂÈÚ¿Ì·Ù· ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÌÔ‡. TÔ Û‡ÌÏÂÁÌ· ER-RAS ERE ‰ÂÈÎÓ‡ÂÙ·È ÌÂ

‚¤ÏÔ˜.

6.4 ŒÏÂÁ¯Ô˜ ÙˆÓ ÂÈ¤‰ˆÓ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙˆÓ ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ ÙˆÓ

ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ ·fi fiÁÎÔ˘˜ ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘ Î·È ˆÔı‹ÎË˜ ÙÔ˘

·ÓıÚÒÔ˘ ÛÙ· ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯· ÛÙÔÈ¯Â›· ÙÔ˘ H-ras , ÛÂ Û‡ÁÎÚÈÛË ÌÂ ÙÔÓ

·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi

AÎÔÏÔ‡ıˆ˜, ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÒÓÙ·˜ ˘ÚËÓÈÎ¿ ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·Ù· ·fi fiÁÎÔ˘˜ ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘

Î·È ˆÔı‹ÎË˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ Î·È ·fi ·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi ÛÂ ÂÈÚ¿Ì·Ù·

Î·ı˘ÛÙ¤ÚËÛË˜ ÚˆÙÂÈÓÒÓ ÛÂ ‹ÎÙˆÌ· ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘, ÂÍÂÙ¿ÛıËÎ·Ó Ù·

Â›Â‰· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙˆÓ ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ Î·È ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ

ÛÙ· ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯· ÛÙÔÈ¯Â›· ÙÔ˘ H-ras . ¢Â›¯ıËÎÂ ·˘ÍËÌ¤ÓË ÚfiÛ‰ÂÛË ÙˆÓ ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ

ÛÙÔ H-ras DNA ÛÂ Î·ÚÎÈÓÈÎfi ÈÛÙfi, ÛÂ Û‡ÁÎÚÈÛË ÌÂ ÙÔÓ ·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi

ÈÛÙfi, ÚÔÙÂ›ÓÔÓÙ·˜ ÂÌÏÔÎ‹ ÙÔ˘ H-ras ÛÙÔÓ Î·ÚÎ›ÓÔ ÙÔ˘ Á˘Ó·ÈÎÂ›Ô˘ ÁÂÓÓËÙÈÎÔ‡

Û˘ÛÙ‹Ì·ÙÔ˜ Ì¤Ûˆ ‰È·Ù·Ú·¯ÒÓ ÙË˜ ÔÚÌÔÓÈÎ‹˜ Ú‡ıÌÈÛË˜ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ (Zachos et al,

1996a, b).

6.4.1 EÓÂÚÁfiÙËÙ· ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ ÛÂ ÓÂÔÏ·Û›Â˜ ÙÔ˘

ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘ Î·È ÙË˜ ˆÔı‹ÎË˜

K·Ù' ·Ú¯‹Ó, ÂÍÂÙ¿ÛıËÎ·Ó Ù· Â›Â‰· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ

ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ ÛÙÔ ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯Ô ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-ras, ·fi fiÁÎÔ˘˜ ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘

Î·È ˆÔı‹ÎË˜, ÛÂ Û‡ÁÎÚÈÛË ÌÂ ÙÔÓ ·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi. TÔ
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Ú·‰ÈÔÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ RAS GRE Âˆ¿ÛÙËÎÂ ÌÂ ˘ÚËÓÈÎ¿

ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·Ù· ·fi Î·ÚÎÈÓÈÎfi (tumor, T) Î·È ·fi ÁÂÈÙÔÓÈÎfi Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi (normal, N)

ÈÛÙfi ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘ (EÈÎfiÓ· 6.6). ™Â 10/ 11 ˙Â‡ÁË Î·ÚÎÈÓÈÎÔ‡-ÁÂÈÙÔÓÈÎÔ‡

Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡ Ô˘ ÂÏ¤Á¯ıËÎ·Ó, ·Ú·ÙËÚ‹ıËÎÂ ·˘ÍËÌ¤ÓË ÚfiÛ‰ÂÛË ÙÔ˘

˘Ô‰Ô¯¤· ÛÙÔ H-ras GRE ÛÙÔÓ Î·ÚÎÈÓÈÎfi, ÛÂ Û¯¤ÛË ÌÂ ÙÔÓ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi.

EÈÏ¤ÔÓ, ÛÂ 10/ 10 ˙Â‡ÁË fiÁÎˆÓ ˆÔı‹ÎË˜ (T)-ÁÂÈÙÔÓÈÎÔ‡ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡

(N), ·Ú·ÙËÚ‹ıËÎ·Ó ·˘ÍËÌ¤Ó· Â›Â‰· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙÔ˘ GR ÛÙÔ ras GRE ÛÙÔÓ

Î·ÚÎÈÓÈÎfi, ÛÂ Û¯¤ÛË ÌÂ ÙÔÓ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi (EÈÎfiÓ· 6.7).

¢ÂÓ ˘‹ÚÍÂ ÛÙ·ÙÈÛÙÈÎ¿ ÛËÌ·ÓÙÈÎ‹ Û¯¤ÛË ÌÂÙ·Í‡ ÙË˜ ËÏÈÎ›·˜ ÙÔ˘ ·ÛıÂÓÔ‡˜, ÙÔ˘

ÛÙ·‰›Ô˘ (stage) Î·È ÙÔ˘ ‚·ıÌÔ‡ (grade) ‰È·ÊÔÚÔÔ›ËÛË˜ ÙÔ˘ Î·ÚÎÈÓÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡ ÛÙ·

‰Â›ÁÌ·Ù· ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘ Î·È ˆÔı‹ÎË˜ Ô˘ ÂÏ¤Á¯ıËÎ·Ó. ŸÏÔÈ ÔÈ Î·ÎÔ‹ıÂÈ˜ fiÁÎÔÈ ‹Ù·Ó

ÂÈıËÏÈ·Î‹˜ ÚÔ¤ÏÂ˘ÛË˜. MÂ ÙÔÓ fiÚÔ "Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi˜ ÈÛÙfi˜", ÂÓÓÔÂ›Ù·È

Ì·ÎÚÔÛÎÔÈÎ¿ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi˜ ÈÛÙfi˜ Ô˘ ÌÈÎÚÔÛÎÔÈÎ¿ Ê·›ÓÂÙ·È ÔÌÔÈfiÌÔÚÊË˜

Û‡ÛÙ·ÛË˜, ·ÔÙÂÏÔ‡ÌÂÓÔ˜ ·fi Î·ÏÔ‹ıË ÈÛÙfi.

¶ÚÔÎÂÈÌ¤ÓÔ˘ Ó· ·Ô‰ÂÈ¯ıÂ› Ë ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ· ÙË˜ ·ÏÏËÏÂ›‰Ú·ÛË˜ ÙÔ˘ RAS GRE

·fi ÙÔÓ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ, ¤ÁÈÓ·Ó ÂÈÚ¿Ì·Ù· ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÌÔ‡ Î·È

¯Ú‹ÛË˜ ·ÓÙÈÛˆÌ¿ÙˆÓ. TÔ ÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ-Ì¿ÚÙ˘Ú·˜ hMTIIA GRE

Î·È ÙÔ RAS GRE, Âˆ¿ÛÙËÎ·Ó ÌÂ ˘ÚËÓÈÎfi ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· Î·ÚÎÈÓÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡ ˆÔı‹ÎË˜

(EÈÎfiÓ· 6.8). H ÚfiÛ‰ÂÛË GR-DNA ·ÓÙ·ÁˆÓ›ÛÙËÎÂ ·fi 200X ÂÚ›ÛÛÂÈ· ÌË

ÛËÌ·ÛÌ¤ÓˆÓ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ Ô˘ ÂÚÈÂ›¯·Ó ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙÔ˘

˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2, 3 Î·È 6, 7), fi¯È fiÌˆ˜ Î·È ·fi ÙÔ

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ SP-1, ÙÔ ÔÔ›Ô ‰ÂÓ ¤¯ÂÈ Ù¤ÙÔÈ· ·ÏÏËÏÔ˘¯›· (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 4 Î·È 8).

AÎfiÌË, ÔÈ Ú·‰ÈÂÓÂÚÁÔ› È¯ÓËı¤ÙÂ˜ hMTIIA GRE Î·È RAS GRE Âˆ¿ÛÙËÎ·Ó ÌÂ

˘ÚËÓÈÎfi ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· ·fi Î·ÚÎÈÓÈÎfi ÈÛÙfi ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘ (EÈÎfiÓ· 6.9). M›· ÎÔÈÓ‹ ˙ÒÓË

·Ú·ÙËÚ‹ıËÎÂ (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1 Î·È 3), Ë ÔÔ›· ÂÍ·Ê·Ó›ÛÙËÎÂ ·ÚÔ˘Û›· ÔÛfiÙËÙ·˜

·ÓÙ›-GR ·ÓÙÈÛÒÌ·ÙÔ˜ (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2 Î·È 4), ·Ô‰ÂÈÎÓ‡ÔÓÙ·˜ ÙËÓ ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ· ÙË˜

·ÏÏËÏÂ›‰Ú·ÛË˜ GR-RAS GRE. EÈÏ¤ÔÓ, Ú·ÁÌ·ÙÔÔÈ‹ıËÎ·Ó ÂÈÚ¿Ì·Ù·



89

·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÌÔ‡ Î·È ¯Ú‹ÛË˜ ·ÓÙÈÛˆÌ¿ÙˆÓ ÛÂ ˘ÚËÓÈÎ¿ ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·Ù· ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘

Î·È ˆÔı‹ÎË˜, ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯·, ÌÂ ·Ó¿ÏÔÁ· ·ÔÙÂÏ¤ÛÌ·Ù· (Ù· ‰Â‰ÔÌ¤Ó· ‰ÂÓ

·ÚÔ˘ÛÈ¿˙ÔÓÙ·È).

EÈÎ. 6.6: A˘ÍËÌ¤ÓË ÚfiÛ‰ÂÛË ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ ÛÙÔ GRE ÙÔ˘ H-ras, ÛÂ

fiÁÎÔ˘˜ ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘, ÛÂ Û‡ÁÎÚÈÛË ÌÂ ÙÔÓ ·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi. TÔ

32P-ÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔ ÌfiÚÈÔ-È¯ÓËı¤ÙË˜ RAS GRE Âˆ¿ÛÙËÎÂ ÌÂ ˘ÚËÓÈÎ¿ ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·Ù· ·fi fiÁÎÔ˘˜

ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ Î·È ·fi ·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi. T, Î·ÚÎÈÓÈÎfi˜ ÈÛÙfi˜, N,

Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi˜ ÈÛÙfi˜.
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EÈÎ. 6.7: A˘ÍËÌ¤ÓË ÚfiÛ‰ÂÛË ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ ÛÙÔ GRE ÙÔ˘ H-ras, ÛÂ

fiÁÎÔ˘˜ ˆÔı‹ÎË˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘, ÛÂ Û‡ÁÎÚÈÛË ÌÂ ÙÔÓ ·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi. TÔ 32P-

ÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔ ÌfiÚÈÔ-È¯ÓËı¤ÙË˜ RAS GRE Âˆ¿ÛÙËÎÂ ÌÂ ˘ÚËÓÈÎ¿ ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·Ù· ·fi fiÁÎÔ˘˜

ˆÔı‹ÎË˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ Î·È ·fi ·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi. T, Î·ÚÎÈÓÈÎfi˜ ÈÛÙfi˜, N,

Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi˜ ÈÛÙfi˜.
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EÈÎ. 6.8: O ˘Ô‰Ô¯¤·˜ ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È ÛÙÔ GRE ÙÔ˘ H-ras

ÌÂ ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ·. OÈ Ú·‰ÈÔÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔÈ È¯ÓËı¤ÙÂ˜ RAS GRE (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1-4) Î·È hMTIIA GRE

(‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 5-8), Âˆ¿ÛÙËÎ·Ó ÌÂ ˘ÚËÓÈÎfi ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· ·fi Î·ÚÎÈÓÈÎfi ÈÛÙfi ˆÔı‹ÎË˜. 200X

ÂÚ›ÛÛÂÈ· ÌË ÛËÌ·ÛÌ¤ÓˆÓ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ-·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙÒÓ ÚÔÛÙ¤ıËÎ·Ó ÛÙÔ Ì›ÁÌ·

·ÓÙ›‰Ú·ÛË˜ (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2-4 Î·È 6-8).
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EÈÎ. 6.9: O ˘Ô‰Ô¯¤·˜ ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È ÛÙÔ GRE ÙÔ˘ H-ras

ÌÂ ÂÈ‰ÈÎfi ÙÚfiÔ. OÈ Ú·‰ÈÔÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔÈ È¯ÓËı¤ÙÂ˜ RAS GRE (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 3 Î·È 4) Î·È hMTIIA GRE

(‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1 Î·È 2), Âˆ¿ÛÙËÎ·Ó ÌÂ ˘ÚËÓÈÎfi ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· ·fi Î·ÚÎÈÓÈÎfi ÈÛÙfi ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘. ™ÙËÓ

·ÓÙ›‰Ú·ÛË ÚÔÛÙ¤ıËÎÂ 0.5 Ìg ·ÓÙ›-GR ·ÓÙÈÛÒÌ·ÙÔ˜ (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2 Î·È 4).

6.4.2 EÓÂÚÁfiÙËÙ· ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ ÛÂ ÓÂÔÏ·Û›Â˜ ÙË˜ ˆÔı‹ÎË˜

AÎÔÏÔ‡ıˆ˜, ÌÂ ·Ó¿ÏÔÁ· ÂÈÚ¿Ì·Ù·, ÂÍÂÙ¿ÛıËÎ·Ó Ù· Â›Â‰· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙÔ˘

˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ ·fi Î·ÚÎÈÓÈÎfi ÈÛÙfi ˆÔı‹ÎË˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ ÛÙÔ H-ras
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ERE, ÛÂ Û‡ÁÎÚÈÛË ÌÂ ÙÔÓ ·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi. TÔ Ú·‰ÈÔÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔ

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ RAS ERE Âˆ¿ÛÙËÎÂ ÌÂ ˘ÚËÓÈÎ¿ ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·Ù· ·fi Î·ÚÎÈÓÈÎfi

(T) Î·È ·fi ÁÂÈÙÔÓÈÎfi Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi (N) ÈÛÙfi ˆÔı‹ÎË˜ (EÈÎfiÓ· 6.10). ™Â 5/ 5 ˙Â‡ÁË

Î·ÚÎÈÓÈÎÔ‡-ÁÂÈÙÔÓÈÎÔ‡ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡ Ô˘ ÂÏ¤ÁıËÎ·Ó, ·Ú·ÙËÚ‹ıËÎÂ

·˘ÍËÌ¤ÓË ÚfiÛ‰ÂÛË ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÛÙÔ H-ras ERE ÛÙÔÓ Î·ÚÎÈÓÈÎfi, ¤Ó·ÓÙÈ ÙÔ˘

Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡.

¶ÚÔÎÂÈÌ¤ÓÔ˘ Ó· ·Ô‰ÂÈ¯ıÂ› Ë ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ· ÙÔ˘ Û˘ÌÏfiÎÔ˘ ER-RAS ERE, ÙÔ

ÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ-Ì¿ÚÙ˘Ú·˜ VITELLOGENIN ERE Î·È ÙÔ RAS ERE,

Âˆ¿ÛÙËÎ·Ó ÌÂ ˘ÚËÓÈÎfi ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· Î·ÚÎÈÓÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡ ˆÔı‹ÎË˜ (EÈÎfiÓ· 6.11),

·Ô˘Û›· (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1 Î·È 5), ‹ ·ÚÔ˘Û›· 200X ÂÚ›ÛÛÂÈ·˜ ÌË ÛËÌ·ÛÌ¤ÓˆÓ

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ-·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙÒÓ. H ÚfiÛ‰ÂÛË ER-DNA ·ÓÙ·ÁˆÓ›ÛÙËÎÂ ·fi

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· Ô˘ ÂÚÈÂ›¯·Ó ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ

ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2, 3 Î·È 6, 7), fi¯È fiÌˆ˜ Î·È ·fi ÌË Û¯ÂÙÈÎ¿ ÌÂ ERE

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 4 Î·È 8).

T¤ÏÔ˜, ÔÈ Ú·‰ÈÂÓÂÚÁÔ› È¯ÓËı¤ÙÂ˜ VITELLOGENIN ERE Î·È RAS ERE

Âˆ¿ÛÙËÎ·Ó ÌÂ ˘ÚËÓÈÎfi ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· ·fi Î·ÚÎÈÓÈÎfi ÈÛÙfi ˆÔı‹ÎË˜ (EÈÎfiÓ· 6.12).

¶·ÚÔ˘Û›· ÔÛfiÙËÙ·˜ ·ÓÙ›-ER ·ÓÙÈÛÒÌ·ÙÔ˜, Ë ÎÔÈÓ‹ ˙ÒÓË ÂÌÊ·Ó›ÛÙËÎÂ

·Ó˘„ˆÌ¤ÓË, ÏfiÁˆ ·‡ÍËÛË˜ ÙÔ˘ ÌÔÚÈ·ÎÔ‡ ‚¿ÚÔ˘˜ ÙÔ˘ Û˘ÌÏfiÎÔ˘ ÚˆÙÂ›ÓÂ˜-DNA

(‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2 Î·È 4), ·Ô‰ÂÈÎÓ‡ÔÓÙ·˜ ÙËÓ ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ· ÙË˜ ·ÏÏËÏÂ›‰Ú·ÛË˜ ER-RAS

ERE.
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EÈÎ. 6.10: A˘ÍËÌ¤ÓË ÚfiÛ‰ÂÛË ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ ÛÙÔ ERE ÙÔ˘ H-ras, ÛÂ fiÁÎÔ˘˜

ˆÔı‹ÎË˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘, ÛÂ Û‡ÁÎÚÈÛË ÌÂ ÙÔÓ ·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi. TÔ 32P-ÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔ

ÌfiÚÈÔ-È¯ÓËı¤ÙË˜ RAS ERE Âˆ¿ÛÙËÎÂ ÌÂ ˘ÚËÓÈÎ¿ ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·Ù· ·fi fiÁÎÔ˘˜ ˆÔı‹ÎË˜ ÙÔ˘

·ÓıÚÒÔ˘ Î·È ·fi ·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi. T, Î·ÚÎÈÓÈÎfi˜ ÈÛÙfi˜, N, Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi˜ ÈÛÙfi˜.
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EÈÎ. 6.11: O ˘Ô‰Ô¯¤·˜ ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È ÛÙÔ ERE ÙÔ˘ H-ras ÌÂ

ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ·. OÈ Ú·‰ÈÔÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔÈ RAS ERE (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1-4) Î·È VITELLOGENIN ERE (‰È·‰ÚÔÌ¤˜

5-8) È¯ÓËı¤ÙÂ˜, Âˆ¿ÛÙËÎ·Ó ÌÂ ˘ÚËÓÈÎfi ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· ·fi Î·ÚÎÈÓÈÎfi ÈÛÙfi ˆÔı‹ÎË˜. 200X

ÂÚ›ÛÛÂÈ· ÌË ÛËÌ·ÛÌ¤ÓˆÓ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ-·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙÒÓ ÚÔÛÙ¤ıËÎÂ ÛÙÔ Ì›ÁÌ·

·ÓÙ›‰Ú·ÛË˜ (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2-4 Î·È 6-8).
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EÈÎ. 6.12: O ˘Ô‰Ô¯¤·˜ ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È ÛÙÔ ERE ÙÔ˘ H-ras ÌÂ

ÂÈ‰ÈÎfi ÙÚfiÔ. OÈ Ú·‰ÈÔÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔÈ È¯ÓËı¤ÙÂ˜ RAS ERE (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 3 Î·È 4) Î·È VITELLOGENIN

ERE (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1 Î·È 2), Âˆ¿ÛÙËÎ·Ó ÌÂ ˘ÚËÓÈÎfi ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· ·fi Î·ÚÎÈÓÈÎfi ÈÛÙfi ˆÔı‹ÎË˜. ™ÙÔ

Ì›ÁÌ· ·ÓÙ›‰Ú·ÛË˜ ÚÔÛÙ¤ıËÎÂ 0.5 Ìg ·ÓÙ›-ER ·ÓÙÈÛÒÌ·ÙÔ˜ F3 (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2 Î·È 4).

EÈÏ¤ÔÓ, 4 ˙Â‡ÁË Î·ÚÎÈÓÈÎÔ‡-ÁÂÈÙÔÓÈÎÔ‡ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡ Ì·ÛÙÔ‡, Ù· ÔÔ›·

Â›¯·Ó ¯·Ú·ÎÙËÚÈÛıÂ› ˆ˜ ER ·ÚÓËÙÈÎ¿ ÌÂ ÙÔ ÙÂÛÙ McGuire (McGuire, 1975)

¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó ˆ˜ ·ÚÓËÙÈÎÔ› Ì¿ÚÙ˘ÚÂ˜ ÛÂ ÂÈÚ¿Ì·Ù· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÛÙÔÓ È¯ÓËı¤ÙË
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RAS ERE, ÁÈ· ¤ÏÂÁ¯Ô. ¢ÂÓ ·ÓÈ¯ÓÂ‡ıËÎ·Ó ‰È·ÊÔÚ¤˜ ÛÙ· Â›Â‰· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙÔ˘

˘Ô‰Ô¯¤· ÛÙÔ DNA, ÛÙÔÓ Î·ÚÎÈÓÈÎfi ¤Ó·ÓÙÈ ÙÔ˘ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡ (Ù· ‰Â‰ÔÌ¤Ó·

‰ÂÓ ·ÚÔ˘ÛÈ¿˙ÔÓÙ·È).

B. P‡ıÌÈÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras ·fi ÙËÓ ÚˆÙÂ›ÓË P53

MÂÏÂÙ‹ıËÎÂ Ë ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜ P53 ÛÂ ÂÈ‰ÈÎ‹ ·ÏÏËÏÔ˘¯›· ÙÔ˘ H-ras, ÙÔ

·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· ÙË˜ ·ÏÏËÏÂ›‰Ú·ÛË˜ P53-H-ras DNA ÛÙËÓ ¤ÎÊÚ·ÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ Î·È

Ë ÂÓÂÚÁfiÙËÙ· ÙË˜ P53 ÛÂ fiÁÎÔ˘˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ (Spandidos  et al, 1995.

Zoumpourlis et al, 1995).

6.5 ™¿ÚˆÛË ÙË˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›·˜ ÙÔ˘ H-ras1 ÌÂ ËÏÂÎÙÚÔÓÈÎfi ˘ÔÏÔÁÈÛÙ‹

MÂ ÙË ‚Ô‹ıÂÈ· ËÏÂÎÙÚÔÓÈÎÔ‡ ˘ÔÏÔÁÈÛÙ‹, Ë ·ÏÏËÏÔ˘¯›· ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ c-H-ras1,

Û·ÚÒıËÎÂ ÁÈ· ÙÔ ‰ÂÎ·ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ 5'-RRRCWWGYYY-3 Ô˘ Â·Ó·Ï·Ì‚·ÓfiÌÂÓÔ

ÚÔÛ‰›‰ÂÈ Ú‡ıÌÈÛË ÛÙÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ ÌÂ ·Â˘ıÂ›·˜ ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜ P53. BÚ¤ıËÎ·Ó ‰‡Ô

Ù¤ÙÔÈ· Û˘ÓÂ¯fiÌÂÓ· ÂÓÙ·ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· Ô˘ Â›Ó·È fiÌÔÈ· ÌÂ ÙË Û˘Ó·ÈÓÂÙÈÎ‹

·ÏÏËÏÔ˘¯›· Ô˘ ·Ó·ÁÓˆÚ›˙ÂÈ Ë P53 Î·È ¿ÏÏ· Ù¤ÛÛÂÚ· ÌÂ ˘„ËÏ‹ ÔÌÔÏÔÁ›·, Ù·

ÔÔ›· Û˘ÓÔÏÈÎ¿ Û¯ËÌ·Ù›˙Ô˘Ó ÙÚ›· ‰ÂÎ·ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· ·Ó·ÁÓÒÚÈÛË˜ ÙË˜ P53. T· ‰‡Ô

Â›Ó·È Û˘ÓÂ¯fiÌÂÓ· (ı¤ÛË 1218-1237) Î·È ÙÔ ÙÚ›ÙÔ Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È 8 ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· ÈÔ

"·ÚÈÛÙÂÚ¿" (upstream), ÛÙË ı¤ÛË 1198. K·È Ù· ÙÚ›· ·˘Ù¿ ‰ÂÎ·ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È·

Â˘Ú›ÛÎÔÓÙ·È ÛÙÔ ÚÒÙÔ ÂÛÒÓÈÔ ÙÔ˘ H-ras ÁÔÓÈ‰›Ô˘ Î·È ·ÔÙÂÏÔ‡Ó ¤Ó· Èı·Ófi

Ú˘ıÌÈÛÙÈÎfi ÛÙÔÈ¯Â›Ô Ô˘ ·Ó·ÁÓˆÚ›˙ÂÈ Ë ÚˆÙÂ›ÓË P53 (Spandidos et al, 1995,

Zoumpourlis et al, 1995). H ÔÚÁ¿ÓˆÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ c-H-ras1, Ë ı¤ÛË ÙÔ˘ p53
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ÛÙÔÈ¯Â›Ô˘ Î·È Ë ÔÌÔÈfiÙËÙ· ÙË˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›·˜ ÙÔ˘ ÌÂ ÙÔ Û˘Ó·ÈÓÂÙÈÎfi

‰ÂÎ·ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ, Ê·›ÓÔÓÙ·È ÛÙËÓ EÈÎfiÓ· 6.13.

BamHI BamHI

0 6460 

IIIIIIIII IIIIIIII IIII VTR-I IV

HHHH----rrrraaaassss

GGGGCCCCGGGG GGGGGGGGGGGGCCCCCCCC TTTTGGGGCCCCAAAAGGGG GGGGCCCCTTTTGGGGGGGGCCCCAAAACCCC TTTTAAAAGGGGCCCCCCCC TTTTGGGGCCCCCCCCCCCC GGGGGGGGGGGGCCCCAAAA CCCCGGGGCCCCCCCCGGGG TTTTGGGGGGGG

1195 1238

**************** ************ ************ ******************** ******************** ************

RRRRRRRRRRRRCCCCWWWW WWWWGGGGYYYYYYYYYYYY RRRRRRRRRRRRCCCCWWWWWWWWGGGGYYYYYYYYYYYY RRRRRRRRRRRRCCCCWWWW WWWWGGGGYYYYYYYYYYYY

EÈÎ. 6.13: OÚÁ¿ÓˆÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ Î·È ı¤ÛË ÙÔ˘ p53 ÛÙÔÈ¯Â›Ô˘. T· ÂÍÒÓÈ·

·ÚÔ˘ÛÈ¿˙ÔÓÙ·È Û·Ó ÙÂÙÚ¿ÁˆÓ·, ÔÈ Îˆ‰ÈÎ¤˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ ÛÎÈ·ÛÌ¤ÓÂ˜ Î·È ÙÔ VTR ÌÂ

ÁÚ·ÌÌÒÛÂÈ˜. º·›ÓÂÙ·È ·ÎfiÌË Ë ÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰ÈÎ‹ ·ÏÏËÏÔ˘¯›· ÙÔ˘ p53 ÛÙÔÈ¯Â›Ô˘. OÌÔÏÔÁ›· ·˘Ù‹˜

ÌÂ ÙË Û˘Ó·ÈÓÂÙÈÎ‹ ·ÏÏËÏÔ˘¯›· Ô˘ ·Ó·ÁÓˆÚ›˙ÂÈ Ë P53 ‰ËÏÒÓÂÙ·È ÌÂ ·ÛÙÂÚ›ÛÎÔ˘˜. R: Pu, W: A/

T, Y: Py.
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6.6 AÓ·ÁÓÒÚÈÛË ÙÔ˘ Èı·ÓÔ‡ ÛÙÔÈ¯Â›Ô˘ ÙÔ˘ H-ras ·fi ÙËÓ ÚˆÙÂ›ÓË

P 5 3

H ÈÎ·ÓfiÙËÙ· ÙË˜ Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ ÚˆÙÂ›ÓË˜ P53, Î·ıÒ˜ Î·È ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓˆÓ

ÌÔÚÊÒÓ ÙË˜, Ó· ·Ó·ÁÓˆÚ›˙Ô˘Ó ÌÂ ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ· ÙËÓ ·ÏÏËÏÔ˘¯›· ÙÔ˘ p53 ÛÙÔÈ¯Â›Ô˘

ÙÔ˘ H-ras , ÌÂÏÂÙ‹ıËÎÂ ÌÂ ÂÈÚ¿Ì·Ù· Î·ı˘ÛÙ¤ÚËÛË˜ ÚˆÙÂÈÓÒÓ ÛÂ ‹ÎÙˆÌ·

ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘. ¢Â›¯ıËÎÂ fiÙÈ Ë Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ P53, Î·ıÒ˜ Î·È ÌÈ·

ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË ÌÔÚÊ‹ ÙË˜ (His273) ·Ó·ÁÓˆÚ›˙Ô˘Ó ÌÂ ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ· ÙÔ ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘

H-ras., ÛÂ ·ÓÙ›ıÂÛË ÌÂ ÙÈ˜ ¿ÏÏÂ˜ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ ÌÔÚÊ¤˜ ÙË˜ P53 ÚˆÙÂ›ÓË˜ Ô˘

ÂÏ¤Á¯ıËÎ·Ó.

6.6.1 AÓ·ÁÓÒÚÈÛË ÙÔ˘ Èı·ÓÔ‡ ÛÙÔÈ¯Â›Ô˘ ÙÔ˘ H-ras ·fi ÙË ÌË ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË P53

¢Â›¯ıËÎÂ (Spandidos et al, 1995) ˆ˜ Î·ı·Ú‹ ÚˆÙÂ›ÓË P53 ÌÂÙ¿ ·fi in vitro

ÌÂÙ¿ÊÚ·ÛË, ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È ÛÂ Ú·‰ÈÔÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔ È¯ÓËı¤ÙË Ô˘ ÂÚÈ¤¯ÂÈ Î·È Ù· ÙÚ›·

‰ÂÎ·ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· ÙÔ˘ H-ras (EÈÎfiÓ· 6.14). H ÚfiÛ‰ÂÛË ÂÓÈÛ¯‡ÂÙ·È ·ÚÔ˘Û›· ÙÔ˘

·ÓÙÈÛÒÌ·ÙÔ˜ Pab421 Ô˘ ·ÏÏ¿˙ÂÈ ÙË ÛÙÂÚÂÔ‰È·ÌfiÚÊˆÛË ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ ÚÔ˜ ÙË

ÌÔÚÊ‹ Ô˘ ·Ó·ÁÓˆÚ›˙ÂÈ ÌÂ ÌÂÁ·Ï‡ÙÂÚË Û˘ÁÁ¤ÓÂÈ· ÙÔ DNA. EÈÏ¤ÔÓ, ÙÔ Pab421

ÚÔÎ·ÏÂ› Î·È ·Ó‡„ˆÛË ÙË˜ ˙ÒÓË˜ P53-Eras3HS, ‰ÂÈÎÓ‡ÔÓÙ·˜ fiÙÈ Ë ÚˆÙÂ›ÓË Ô˘

ÚÔÛ‰¤ıËÎÂ ÛÙÔ H-ras DNA Â›Ó·È Ë P53. °È· Ó· ÂÏÂÁ¯ıÂ› Â¿Ó Ë ÚfiÛ‰ÂÛË Â›Ó·È

ÂÈ‰ÈÎ‹, Ë ·ÓÙ›‰Ú·ÛË Ú·ÁÌ·ÙÔÔÈ‹ıËÎÂ ·ÚÔ˘Û›· 500X ÂÚ›ÛÛÂÈ·˜ ÌË ÛËÌ·ÛÌ¤ÓˆÓ

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ-·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙÒÓ. H ÚfiÛ‰ÂÛË ·ÓÙ·ÁˆÓ›ÛÙËÎÂ ·fi ÙÔ

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ Ep21, ÙÔ ÔÔ›Ô Â›Ó·È p53-ÂÈ‰ÈÎfi Î·È ·fi ÙÔ Eras3HS, fi¯È fiÌˆ˜

Î·È ·fi ÙÔ TF3, ÙÔ ÔÔ›Ô ‰ÂÓ ÂÚÈ¤¯ÂÈ p53 DNA ÛÙÔÈ¯Â›Ô. AÓÙ›ÛÙÔÈ¯·

·ÔÙÂÏ¤ÛÌ·Ù· ÚÔ¤Î˘„·Ó fiÙ·Ó ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎÂ ˆ˜ È¯ÓËı¤ÙË˜ ÙÔ

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ-Ì¿ÚÙ˘Ú·˜ Ep21 (EÈÎfiÓ· 6.14).

AÎfiÌË, ÙÔ Â›Ú·Ì· Â·Ó·Ï‹ÊıËÎÂ ÌÂ ÚˆÙÂ›ÓË Ô˘ ·Ú¿¯ıËÎÂ Ì¤Û· ÛÂ Î‡ÙÙ·Ú·

Î·È Èı·Ó¿ ÚÔÛÔÌÔÈ¿˙ÂÈ ÂÚÈÛÛfiÙÂÚÔ ÙËÓ in vivo Î·Ù¿ÛÙ·ÛË (Zoumpourlis et al,
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1995). K·ÚÎÈÓÈÎ¿ Î‡ÙÙ·Ú· ÔÛÙÂÔÛ·ÚÎÒÌ·ÙÔ˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ (Saos-2), Ù· ÔÔ›· ‰ÂÓ

ÂÚÈ¤¯Ô˘Ó ÂÓ‰ÔÁÂÓ¤˜ ÁÔÓ›‰ÈÔ p53, ÂÈÌÔÏ‡ÓıËÎ·Ó ÌÂ Ï·ÛÌ›‰È· Ô˘

Îˆ‰ÈÎÔÔÈÔ‡Û·Ó ÁÈ· ÙË Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ (wild-type) P53, ÁÈ· ÚˆÙÂ›ÓË ·fi ÙËÓ

ÔÔ›· ÏÂ›Ô˘Ó Ù· ÙÂÏÂ˘Ù·›· 30 ·ÌÈÓÔÍÈÎ¿ Î·Ù¿ÏÔÈ· (¢364-393) Î·È ÁÈ· ÙË

ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË His273. ¶·Ú¿¯ıËÎ·Ó ˘ÚËÓÈÎ¿ ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·Ù· Ù· ÔÔ›· ÂÏ¤Á¯ıËÎ·Ó

ÌÂ ·ÓÔÛÔÛÙ‡ˆÛË ÁÈ· ÙËÓ ·ÚÔ˘Û›· ÙË˜ P53, ÌÂ ¯Ú‹ÛË ÙÔ˘ ·ÓÙ›-P53 ·ÓÙÈÛÒÌ·ÙÔ˜

DO-1 (EÈÎfiÓ· 6.15). EÎ¯‡ÏÈÛÌ· ·fi Î‡ÙÙ·Ú· Ô˘ ‰ÂÓ Â›¯·Ó ÂÈÌÔÏ˘ÓıÂ›

¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎÂ ˆ˜ ·ÚÓËÙÈÎfi˜ Ì¿ÚÙ˘Ú·˜ (‰È·‰ÚÔÌ‹ 1). T· ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·Ù· ·fi

Î‡ÙÙ·Ú· Ô˘ Â›¯·Ó ÂÈÌÔÏ˘ÓıÂ› ÌÂ Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ P53 (‰È·‰ÚÔÌ‹ 2), P53 (¢364-

393) (‰È·‰ÚÔÌ‹ 3) Î·È His273 (‰È·‰ÚÔÌ‹ 4), ¤‰ÂÈÍ·Ó ·ÓÈ¯ÓÂ‡ÛÈÌË ÔÛfiÙËÙ· ÙË˜

ÚˆÙÂ›ÓË˜.

AÎÔÏÔ‡ıˆ˜, Ù· ˘ÚËÓÈÎ¿ ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·Ù· ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó ÛÂ ÂÈÚ¿Ì·Ù·

Î·ı˘ÛÙ¤ÚËÛË˜ ÚˆÙÂÈÓÒÓ ÛÂ ‹ÎÙˆÌ· ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘. OÈ È¯ÓËı¤ÙÂ˜ BC

(Ì¿ÚÙ˘Ú·˜) Î·È Eras 2HS, Ô˘ ÂÚÈ¤¯ÂÈ Ù· ‰‡Ô Û˘ÓÂ¯fiÌÂÓ· ‰ÂÎ·ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· ÙÔ˘

p53 ÛÙÔÈ¯Â›Ô˘ ÙÔ˘ H-ras, Âˆ¿ÛÙËÎ·Ó ÌÂ ˘ÚËÓÈÎfi ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ Ô˘

ÂÚÈÂ›¯Â Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ P53 (EÈÎfiÓ· 6.16). MÈ· ÎÔÈÓ‹ ˙ÒÓË ·ÓÈ¯ÓÂ‡ıËÎÂ, ˆ˜

·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· ÙË˜ ‰ËÌÈÔ˘ÚÁ›·˜ Û˘ÌÏ¤ÁÌ·ÙÔ˜ P53-DNA. H ˙ÒÓË ·˘Ù‹

ÂÍ·Ê·Ó›ÛÙËÎÂ ·ÚÔ˘Û›· ÙÔ˘ DO-1 ·ÓÙÈÛÒÌ·ÙÔ˜ (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2 Î·È 5) Î·ıÒ˜ Î·È ÌÂ

·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÌfi ÌÂ 50X ÂÚ›ÛÛÂÈ· p53-ÂÈ‰ÈÎÒÓ ÌË ÛËÌ·ÛÌ¤ÓˆÓ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ

(‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 3 Î·È 6). H ÂÓÂÚÁÔÔÈËÌ¤ÓË ÁÈ· DNA ÚfiÛ‰ÂÛË P53 (¢364-393),

·ÓÙ¤‰Ú·ÛÂ fiÌÔÈ· ÌÂ ÙÔ˘˜ È¯ÓËı¤ÙÂ˜ BC (‰È·‰ÚÔÌ‹ 7) Î·È Eras 2HS (‰È·‰ÚÔÌ‹ 9) Î·È

ÙÔ Û‡ÌÏÂÁÌ· P53-DNA ÂÍ·Ê·Ó›ÛÙËÎÂ ·ÚÔ˘Û›· ÙÔ˘ ·ÓÙÈÛÒÌ·ÙÔ˜ DO-1

(‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 8 Î·È 10).
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EÈÎ. 6.14: H Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ P53 ·Ó·ÁÓˆÚ›˙ÂÈ ¤Ó· ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÛÙÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ H-ras. In vitro

ÌÂÙ·ÊÚ·ÛÌ¤ÓË ÚˆÙÂ›ÓË P53 Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘, Âˆ¿ÛÙËÎÂ ÌÂ ÙÔ˘˜ Ú·‰ÈÔÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔ˘˜ È¯ÓËı¤ÙÂ˜

Eras3HS Î·È Ep21. ŸÔ˘ ‰ÂÈÎÓ‡ÂÙ·È, 500X ÂÚ›ÛÛÂÈ· ÌË ÛËÌ·ÛÌ¤ÓˆÓ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ

ÂÈ‰ÈÎÒÓ (Ep21) ‹ fi¯È (TF3) Î·È/ ‹ ·ÓÙ›ÛˆÌ· Pab421 ÚÔÛÙ¤ıËÎ·Ó ÛÙÔ Ì›ÁÌ· ·ÓÙ›‰Ú·ÛË˜.

AÎÔÏÔ‡ıËÛÂ ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË ÙˆÓ ‰ÂÈÁÌ¿ÙˆÓ Î·È ·˘ÙÔÚ·‰ÈÔÁÚ·Ê›·.
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EÈÎ. 6.15: AÓ›¯ÓÂ˘ÛË ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ P53 ÛÂ ˘ÚËÓÈÎ¿ ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·Ù· Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ Saos-2 ÌÂ

·ÓÔÛÔÛÙ‡ˆÛË, ÌÂÙ¿ ·fi ÂÈÌfiÏ˘ÓÛË ÌÂ Ù· ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯· Ï·ÛÌ›‰È·. EÏ¤Á¯ıËÎ·Ó ˘ÚËÓÈÎ¿

ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·Ù· Ô˘ ÂÚÈÂ›¯·Ó Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ P53 (‰È·‰ÚÔÌ‹ 2), P53 (¢364-393) (‰È·‰ÚÔÌ‹ 3) Î·È

ÙË ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË His273 (‰È·‰ÚÔÌ‹ 4). EÎ¯‡ÏÈÛÌ· Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ Ô˘ ‰ÂÓ Â›¯·Ó ÂÈÌÔÏ˘ÓıÂ›

¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎÂ ˆ˜ ·ÚÓËÙÈÎfi˜ Ì¿ÚÙ˘Ú·˜ (‰È·‰ÚÔÌ‹ 1). XÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎÂ ÙÔ ·ÓÙ›-P53 ·ÓÙ›ÛˆÌ·

DO-1.
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EÈÎ. 6.16: EÈ‰ÈÎ‹ ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜ ÌË ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË˜ P53 ÛÙÔ ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-ras. MÂÙ¿ ·fi

ÂÈÌfiÏ˘ÓÛË Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ Saos-2, ÔÏfiÎÏËÚË (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1-6) Î·È ÎÔÌÌ¤ÓË (‰È·‰ÚÔÌ‹ 7-10) ÌÔÚÊ‹

ÙË˜ ÌË ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ P53, ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó ÛÂ ÂÈÚ¿Ì·Ù· Î·ı˘ÛÙ¤ÚËÛË˜

ÚˆÙÂÈÓÒÓ ÛÂ ‹ÎÙˆÌ· ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘. TÔ Ì›ÁÌ· ·ÓÙ›‰Ú·ÛË˜ ÂÚÈÂ›¯Â ˘ÚËÓÈÎfi ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ·

Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ, ÙÔ˘˜ È¯ÓËı¤ÙÂ˜ BC (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1-3 Î·È 7, 8) Î·È Eras 2HS (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 4-6 Î·È 9, 10),

·ÓÙ›-P53 ·ÓÙ›ÛˆÌ· (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2, 5, 8, 10) Î·È ÂÚ›ÛÛÂÈ· ÌË ÛËÌ·ÛÌ¤ÓˆÓ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ-

·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙÒÓ (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 3 Î·È 6).
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6.6.2 AÓ·ÁÓÒÚÈÛË ÙÔ˘ Èı·ÓÔ‡ ÛÙÔÈ¯Â›Ô˘ ÙÔ˘ H-ras ·fi ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ ÌÔÚÊ¤˜

ÙË˜ P53

MÂ ‰Â‰ÔÌ¤ÓË ÙËÓ ˘„ËÏ‹ Û˘¯ÓfiÙËÙ· ÌÂÙ¿ÏÏ·ÍË˜ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ p53 ÛÂ fiÁÎÔ˘˜

ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ (Hainaut, 1995), Î·ıÒ˜ Î·È ÙËÓ ÈÎ·ÓfiÙËÙ· ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓˆÓ ÌÔÚÊÒÓ

Ó· ·ÚÔ˘ÛÈ¿˙Ô˘Ó "gain of function" ‰Ú·ÛÙËÚÈfiÙËÙÂ˜ (Zhang et al, 1993a, b, Park et

al, 1994, Dittmer et al, 1993), ÂÏ¤Á¯ıËÎ·Ó Î¿ÔÈÂ˜ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ ÌÔÚÊ¤˜ ÙË˜

P53 Ô˘ ··ÓÙÒÓÙ·È Û˘¯Ó¿ ÛÂ fiÁÎÔ˘˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ ("hot spot" mutations) ÁÈ·

ÙËÓ ÈÎ·ÓfiÙËÙ¿ ÙÔ˘˜ Ó· ·Ó·ÁÓˆÚ›˙Ô˘Ó ÙÔ p53 ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-ras. ™˘ÓÙ¤ıËÎ·Ó ÌÂ

ÂÈÚ¿Ì·Ù· in vitro ÚˆÙÂÈÓÔÛ‡ÓıÂÛË˜ ÔÈ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ ÌÔÚÊ¤˜ His175, Gln248,

Trp248 Î·È His273 Î·È ÂÏ¤Á¯ıËÎ·Ó ÛÂ ÂÈÚ¿Ì·Ù· Î·ı˘ÛÙ¤ÚËÛË˜ ÚˆÙÂÈÓÒÓ ÛÂ

‹ÎÙˆÌ· ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ (Spandidos et al, 1995, EÈÎfiÓ· 6.17). T· ÔÓfiÌ·Ù¿

ÙÔ˘˜ ‰ÂÈÎÓ‡Ô˘Ó ÙÔ ·ÌÈÓÔÍÈÎfi Î·Ù¿ÏÔÈÔ Ô˘ Îˆ‰ÈÎÔÔÈÂ›Ù·È ·fi ÙÔ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÔ

Îˆ‰ÈÎfiÓÈÔ Î·È ÙÔÓ ·ÚÈıÌfi ÙÔ˘ Îˆ‰ÈÎÔÓ›Ô˘. K·ÌÌ›· ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË ÌÔÚÊ‹ ‰ÂÓ

ÚÔÛ‰¤ıËÎÂ ÛÙÔÓ Eras 3HS È¯ÓËı¤ÙË, ·ÎfiÌ· Î·È ·ÚÔ˘Û›· ÙÔ˘ ·ÓÙÈÛÒÌ·ÙÔ˜

Pab421.

øÛÙfiÛÔ, fiÙ·Ó ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó ÛÂ ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯· ÂÈÚ¿Ì·Ù· ˘ÚËÓÈÎ¿

ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·Ù· Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ Saos-2 Ô˘ Â›¯·Ó ÂÈÌÔÏ˘ÓıÂ› ÌÂ Ï·ÛÌ›‰È· Ô˘

Îˆ‰ÈÎÔÔÈÔ‡Û·Ó ÁÈ· ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ ÌÔÚÊ¤˜ ÙË˜ P53, Â˘Ú¤ıË ÂÈ‰ÈÎ‹ ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜

His273 ÛÙÔ p53 ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-ras (Zoumpourlis et al, 1995, EÈÎfiÓ· 6.18).

¶˘ÚËÓÈÎfi ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· Ô˘ ÂÚÈÂ›¯Â ÙËÓ His273 ÚˆÙÂ›ÓË Âˆ¿ÛÙËÎÂ ÌÂ ÙÔÓ

È¯ÓËı¤ÙË-Ì¿ÚÙ˘Ú· BC (‰È·‰ÚÔÌ‹ 1) Î·È ÙÔÓ Eras 2HS (‰È·‰ÚÔÌ‹ 5) Î·È ‰Â›¯ıËÎÂ

ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ ÛÙÔ H-ras DNA. H ˙ÒÓË ÚˆÙÂ›ÓË˜-DNA, ÙfiÛÔ ÌÂ ÙÔ

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ BC, fiÛÔ Î·È ÌÂ ÙÔ Eras2HS, ÂÍ·Ê·Ó›ÛÙËÎÂ ÌÂÙ¿ ·fi

·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÌfi ÌÂ 50X ÂÚ›ÛÛÂÈ· ÙˆÓ p53-Û¯ÂÙÈÎÒÓ ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙÒÓ BC-S21

(‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2 Î·È 6), MDM2 (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 3 Î·È 7), Eras 2HS (‰È·‰ÚÔÌ‹ 4) Î·È BC

(‰È·‰ÚÔÌ‹ 8), ‰ÂÈÎÓ‡ÔÓÙ·˜ ÙËÓ ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ· ÙË˜ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙË˜ His273 ÛÙÔ H-ras

ÛÙÔÈ¯Â›Ô.
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EÈÎ. 6.17: MÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ ÌÔÚÊ¤˜ ÙË˜ P53 ‰ÂÓ ÚÔÛ‰¤ÓÔÓÙ·È ÛÙÔ p53 ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-ras.

º˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ P53 ÚˆÙÂ›ÓË Î·È ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ ÌÔÚÊ¤˜ ÙË˜ Ô˘ Û˘ÓÙ¤ıËÎ·Ó ÌÂ in vitro

ÚˆÙÂ˚ÓÔÛ‡ÓıÂÛË, Âˆ¿ÛÙËÎ·Ó ÌÂ ÙÔ Ú·‰ÈÔÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ Eras 3HS. ŸÔ˘

·Ó·Ê¤ÚÂÙ·È, ÔÈ ·ÓÙÈ‰Ú¿ÛÂÈ˜ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ¤ÁÈÓ·Ó ·ÚÔ˘Û›· ·ÓÙÈÛÒÌ·ÙÔ˜ Pab421.



106

EÈÎ. 6.18: EÈ‰ÈÎ‹ ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË˜ His273 ÛÙÔ H-ras DNA. H ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË

ÚˆÙÂ›ÓË ·Ú¿¯ıËÎÂ ÌÂÙ¿ ·fi ÂÈÌfiÏ˘ÓÛË Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ Saos-2 ÌÂ ÙÔ ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯Ô Ï·ÛÌ›‰ÈÔ. TÔ

Ì›ÁÌ· ·ÓÙ›‰Ú·ÛË˜ ÂÚÈÂ›¯Â ˘ÚËÓÈÎfi ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· ÚˆÙÂÈÓÒÓ, ÙÔ˘˜ Ú·‰ÈÔÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔ˘˜ È¯ÓËı¤ÙÂ˜

BC (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1-4) Î·È Eras 2HS (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 5-8) Î·È 50X ÂÚ›ÛÛÂÈ· ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ-

·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙÒÓ.



107

6.7 TÔ p53 ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-r a s  ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÂ› ˆ˜ ÂÓÈÛ¯˘Ù‹˜ ÙË˜

ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜

E›Ó·È ÁÓˆÛÙfi fiÙÈ Ë ÌË ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË P53 ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÂ› ˆ˜ ÂÓÈÛ¯˘Ù‹˜ ÙË˜

ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜, Ì¤Ûˆ DNA ÚfiÛ‰ÂÛË˜ (Levine et al, 1994). ¢Â‰ÔÌ¤ÓÔ˘ fiÙÈ ÙÔ H-ras

ÛÙÔÈ¯Â›Ô ·Ó·ÁÓˆÚ›˙ÂÙ·È ÌÂ ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ· ·fi ÙËÓ P53, ÂÍÂÙ¿ÛÙËÎÂ Î·Ù¿ fiÛÔÓ

ÌÔÚÂ› ÙÔ ÛÙÔÈ¯Â›Ô ·˘Ùfi Ó· ÏÂÈÙÔ˘ÚÁ‹ÛÂÈ ˆ˜ P53-ÂÍ·ÚÙÒÌÂÓÔ˜ ÂÓÈÛ¯˘Ù‹˜ ÙË˜

ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ (Spandidos et al, 1995). XÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó Ï·ÛÌ›‰È· ·Ó·ÊÔÚ¿˜ Ô˘

ÂÚÈÂ›¯·Ó ÙÔ p53 ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-ras, ÙÔ ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ p21/ waf1/ cip1, ‹

Î·Ó¤Ó· p53 ÛÙÔÈ¯Â›Ô, "·ÚÈÛÙÂÚ¿" (upstream) ·fi ÙÔÓ ˘ÔÎÈÓËÙ‹ ÙË˜ ÎÈÓ¿ÛË˜ ÙË˜

ı˘ÌÈ‰›ÓË˜ (TK), Ô ÔÔ›Ô˜ ÚÔÎ·ÏÔ‡ÛÂ ÙËÓ ¤ÎÊÚ·ÛË ÙË˜ ÂÎÎÚÈÓfiÌÂÓË˜ ·ÏÎ·ÏÈÎ‹˜

ÊˆÛÊ·Ù¿ÛË˜. AÎÔÏÔ‡ıËÛÂ Û˘ÓÂÈÌfiÏ˘ÓÛË Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ Saos-2 ÌÂ Î·ı¤Ó· ·fi ·˘Ù¿

Ù· Ï·ÛÌ›‰È· Î·È ÌÂ Ï·ÛÌ›‰ÈÔ Ô˘ Îˆ‰ÈÎÔÔÈÔ‡ÛÂ ÁÈ· Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ ‹ ÁÈ·

ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË ÌÔÚÊ‹ ÙË˜ P53. ¶·Ú·ÙËÚ‹ıËÎÂ ÂÓ›Û¯˘ÛË ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ ÙˆÓ

Ï·ÛÌÈ‰›ˆÓ ·Ó·ÊÔÚ¿˜ ·fi ÙË Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ P53, ÙfiÛÔ ·˘ÙÒÓ Ô˘ ÂÚÈÂ›¯·Ó ˆ˜

ÂÓÈÛ¯˘Ù‹ ÙÔ ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-ras, fiÛÔ Î·È ·˘ÙÒÓ Ô˘ ÂÚÈÂ›¯·Ó ÙÔ ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ p21

(¶›Ó·Î·˜ 6.1). AÓÙ›ıÂÙ·, ÔÈ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ ÚˆÙÂ›ÓÂ˜ ·¤Ù˘¯·Ó Ó· ÂÓÈÛ¯‡ÛÔ˘Ó ÙË

ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹ ÔÔÈÔ˘‰‹ÔÙÂ Ï·ÛÌÈ‰›Ô˘ ·Ó·ÊÔÚ¿˜. ™˘ÌÂÚ·›ÓÂÙ·È ÏÔÈfiÓ fiÙÈ ÙÔ

ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-ras ÌÔÚÂ› Ó· ÏÂÈÙÔ˘ÚÁ‹ÛÂÈ ˆ˜ ÂÓÈÛ¯˘Ù‹˜ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜

ÁÔÓÈ‰›ˆÓ, ÂÍ·ÚÙÒÌÂÓÔ˜ ·fi ÙËÓ P53.
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¶›Ó·Î·˜ 6.1: TÔ p53 ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-ras ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÂ› ˆ˜ P53-ÂÍ·ÚÙÒÌÂÓÔ˜ ÂÓÈÛ¯˘Ù‹˜ ÙË˜

ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜.

EÓÈÛ¯˘Ù‹˜/ YÔÎÈÓËÙ‹˜ MÂÙ·ÊÚ·˙fiÌÂÓË ÚˆÙÂ›ÓË EÓÂÚÁfiÙËÙ·

Eras 3HS/TK º˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ P53 175.7±3.0

P53 His273 59.7±2.0

P53 Trp248 62.3±13.0

Ÿ¯È ÚˆÙÂ›ÓË 40.0±2.6

Ep21/TK º˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ P53 1797.3±420.7

P53 His273 91.3±7.2

P53 Trp248 84.0±3.2

Ÿ¯È ÚˆÙÂ›ÓË 49.7±7.7

Ÿ¯È/TK º˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ P53 32.0±4.0

Ÿ¯È/Ÿ¯È º˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ P53 0.0±0.0

H Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ P53 ÚˆÙÂ›ÓË Î·È ÔÈ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ ÌÔÚÊ¤˜ ÙË˜, His273 Î·È

Trp248, ‰ÔÎÈÌ¿ÛÙËÎ·Ó ÁÈ· ÙËÓ ÈÎ·ÓfiÙËÙ¿ ÙÔ˘˜ Ó· ÂÓÂÚÁÔÔÈÔ‡Ó ÙË ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹ ·fi

Ï·ÛÌ›‰È· ·Ó·ÊÔÚ¿˜ Ô˘ ÂÚÈÂ›¯·Ó Ù· ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· Eras 3HS Î·È Ep21 ÛÂ

ı¤ÛË ÂÓÈÛ¯˘Ù‹ ÙË˜ ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜. ø˜ Ì¿ÚÙ˘ÚÂ˜ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó pSV2 Ï·ÛÌ›‰È·

Ô˘ ‰ÂÓ Îˆ‰ÈÎÔÔÈÔ‡Û·Ó ÁÈ· ÚˆÙÂ›ÓË, Î·ıÒ˜ Î·È Ï·ÛÌ›‰È· ·Ó·ÊÔÚ¿˜ ¯ˆÚ›˜

ÂÓÈÛ¯˘Ù‹ ‹ ˘ÔÎÈÓËÙ‹. T· ·ÔÙÂÏ¤ÛÌ·Ù· ·ÚÔ˘ÛÈ¿˙ÔÓÙ·È Û·Ó Ì¤ÛÔÈ fiÚÔÈ ± ÙËÓ

Ù˘ÈÎ‹ ·fiÎÏÈÛË. TK: ÎÈÓ¿ÛË ÙË˜ ı˘ÌÈ‰›ÓË˜ (thymidine kinase).
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6.8 ŒÏÂÁ¯Ô˜ ÙˆÓ ÂÈ¤‰ˆÓ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ P53 ·fi fiÁÎÔ˘˜

ÎÂÊ·Ï‹˜ Î·È ÙÚ·¯‹ÏÔ˘ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ ÛÙÔ p53 ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-ras, ÛÂ

Û¯¤ÛË ÌÂ ÙÔÓ ·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi

EÏ¤Á¯ıËÎ·Ó Ù· Â›Â‰· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙË˜ P53 ·fi 5 ˙Â‡ÁË fiÁÎˆÓ ÎÂÊ·Ï‹˜ Î·È

ÙÚ·¯‹ÏÔ˘ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘-·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ˘ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡, ÛÙÔ ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-

ras . MÂ ‚¿ÛË ÙËÓ ÂÈÎfiÓ· Ô˘ ÚÔ¤Î˘„Â, ·ÎÔÏÔ‡ıËÛÂ ·Ó¿Ï˘ÛË ÙˆÓ fiÁÎˆÓ ÌÂ PCR-

SSCP ·Ó¿Ï˘ÛË (·Ï˘ÛÈ‰ˆÙ‹ ·ÓÙ›‰Ú·ÛË ÔÏ˘ÌÂÚ¿ÛË˜-·Ó¿Ï˘ÛË ÔÏ˘ÌÔÚÊÈÛÌÔ‡

‰È·ÌfiÚÊˆÛË˜ ÌÔÓ‹˜ ·Ï˘Û›‰·˜), ÚÔÎÂÈÌ¤ÓÔ˘ Ó· ‰È·ÈÛÙˆıÂ› Â¿Ó Ë ÚˆÙÂ›ÓË Î¿ıÂ

Î·ÚÎÈÓÈÎÔ‡ ‰Â›ÁÌ·ÙÔ˜ Â›Ó·È ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË ‹ fi¯È (Zoumpourlis et al, 1995).

6.8.1 ¶ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜ P53 ÛÙÔ ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-ras, ·fi 5 ˙Â‡ÁË Î·ÚÎÈÓÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡

ÎÂÊ·Ï‹˜ Î·È ÙÚ·¯‹ÏÔ˘ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘-·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ˘ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡

AÚ¯ÈÎ¿, fiÏ· Ù· ‰Â›ÁÌ·Ù· ÂÏ¤Á¯ıËÎ·Ó ÌÂ ·ÓÔÛÔÛÙ‡ˆÛË ÚˆÙÂÈÓÒÓ Î·È

Ù·˘ÙÔÔÈ‹ıËÎÂ fiÙÈ ÂÚÈ¤¯Ô˘Ó ·ÓÈ¯ÓÂ‡ÛÈÌË ÔÛfiÙËÙ· ÚˆÙÂ›ÓË˜ P53 (Ù· ‰Â‰ÔÌ¤Ó·

‰ÂÓ ·ÚÔ˘ÛÈ¿˙ÔÓÙ·È). AÎÔÏÔ‡ıˆ˜, ˘ÚËÓÈÎ¿ ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·Ù· Î·ÚÎÈÓÈÎÒÓ-ÁÂÈÙÔÓÈÎÒÓ

Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÒÓ ÈÛÙÒÓ Âˆ¿ÛÙËÎ·Ó ÌÂ ÙÔ Ú·‰ÈÔÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔ È¯ÓËı¤ÙË Eras 2HS, ÛÂ

Â›Ú·Ì· Î·ı˘ÛÙ¤ÚËÛË˜ ÚˆÙÂÈÓÒÓ ÛÂ ‹ÎÙˆÌ· ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ (EÈÎfiÓ· 6.19).

¶·Ú·ÙËÚ‹ıËÎÂ ÌÈ· ÎÔÈÓ‹ ˙ÒÓË Ë ÔÔ›· ‰Â›¯ÓÂÈ ÙËÓ ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜ P53 ÛÙÔ H-ras

DNA, ÛÙËÓ ÏÂÈÔ„ËÊ›· ÙˆÓ ‰ÂÈÁÌ¿ÙˆÓ. øÛÙfiÛÔ, ÛÂ ‰‡Ô Î·ÚÎÈÓÈÎ¿ ‰Â›ÁÌ·Ù· (ÛÙ· 4

Î·È 5, ‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 7 Î·È 9, ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯·), ‰ÂÓ ·ÓÈ¯ÓÂ‡ıËÎÂ ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜

P53.

¢ÂÓ ˘‹ÚÍÂ ÛÙ·ÙÈÛÙÈÎ¿ ÛËÌ·ÓÙÈÎ‹ Û¯¤ÛË ÌÂÙ·Í‡ ÙË˜ ËÏÈÎ›·˜ ÙÔ˘ ·ÛıÂÓÔ‡˜, ÙÔ˘

ÛÙ·‰›Ô˘ (stage) Î·È ÙÔ˘ ‚·ıÌÔ‡ (grade) ‰È·ÊÔÚÔÔ›ËÛË˜ ÙÔ˘ Î·ÚÎÈÓÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡ ÛÙ·

‰Â›ÁÌ·Ù· ÎÂÊ·Ï‹˜ Î·È ÙÚ·¯‹ÏÔ˘ Ô˘ ÂÏ¤Á¯ıËÎ·Ó. O fiÚÔ˜ "Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi˜ ÈÛÙfi˜",

ÂÚÈÁÚ¿ÊÂÈ ÈÛÙfi Ô˘ Ì·ÎÚÔÛÎÔÈÎ¿ Ê·›ÓÂÙ·È Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi˜ Î·È ÌÈÎÚÔÛÎÔÈÎ¿

Ê·›ÓÂÙ·È Ó· ¤¯ÂÈ ÔÌÔÈfiÌÔÚÊË Û‡ÛÙ·ÛË, ·ÔÙÂÏÔ‡ÌÂÓÔ˜ ·fi Î·ÏÔ‹ıË ÈÛÙfi.
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H ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ· ÙË˜ ·Ú·ÙËÚÔ‡ÌÂÓË˜ ·ÏÏËÏÂ›‰Ú·ÛË˜ P53-H-ras DNA,

·Ô‰Â›¯ıËÎÂ ÌÂ ÂÈÚ¿Ì·Ù· ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÌÔ‡ (EÈÎfiÓ· 6.20) Î·È ÌÂ ÙË ¯Ú‹ÛË ·ÓÙ›-P53

·ÓÙÈÛÒÌ·ÙÔ˜ (EÈÎfiÓ· 6.21). ™ÙËÓ EÈÎfiÓ· 6.20, ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎÂ ˘ÚËÓÈÎfi

ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· ·fi Î·ÚÎÈÓÈÎfi ÈÛÙfi ÙÔ˘ ·ÛıÂÓ‹ NÔ 1. TÔ ÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ-

Ì¿ÚÙ˘Ú·˜ BC-S21 (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1-3) Î·È ÙÔ Eras 2HS ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ (‰È·‰ÚÔÌ¤˜

4-6), Âˆ¿ÛÙËÎ·Ó ÌÂ ÙÔ ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· ÚˆÙÂÈÓÒÓ ·ÚÔ˘Û›· 50X ÂÚ›ÛÛÂÈ·˜

ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ-·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙÒÓ (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2, 3 Î·È 5, 6). TÔ Û‡ÌÏÂÁÌ·

ÚˆÙÂ›ÓË˜-È¯ÓËı¤ÙË ÂÍ·Ê·Ó›ÛÙËÎÂ ÛÙËÓ ÂÚ›ÙˆÛË p53-Û¯ÂÙÈÎÒÓ ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙÒÓ

(‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2, 4), fi¯È fiÌˆ˜ ÛÙËÓ ÂÚ›ÙˆÛË ÙÔ˘ ÌË ÂÈ‰ÈÎÔ‡ ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙ‹ SP-1

(‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 3, 5). ™ÙËÓ EÈÎfiÓ· 6.21, ÂÍÂÙ¿ÛıËÎÂ Ë ·ÏÏËÏÂ›‰Ú·ÛË ÚˆÙÂ›ÓË˜-DNA

ÌÂÙ·Í‡ ÙˆÓ È¯ÓËıÂÙÒÓ Eras 2HS Î·È BC-S21 (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1 Î·È 3, ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯·) Î·È

P53 ÚˆÙÂ›ÓË˜ ·fi Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi ÙÔ˘ ·ÛıÂÓ‹ NÔ 1. EÈÛ·ÁˆÁ‹ ÙÔ˘

·ÓÙÈÛÒÌ·ÙÔ˜ ¤Ó·ÓÙÈ ÙË˜ P53 1801, Ô‰‹ÁËÛÂ ÛÂ ÂÍ·Ê¿ÓÈÛË ÙË˜ ÂÈ‰ÈÎ‹˜ ˙ÒÓË˜

(‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2 Î·È 4).
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EÈÎ. 6.19: ¶ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜ ÂÓ‰ÔÁÂÓÔ‡˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ P53 ·fi fiÁÎÔ˘˜ ÎÂÊ·Ï‹˜ Î·È ÙÚ·¯‹ÏÔ˘ ÙÔ˘

·ÓıÚÒÔ˘ Î·È ·fi ·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi ÛÙÔ p53 ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras.

¶˘ÚËÓÈÎ¿ ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·Ù· Î·ÚÎÈÓÈÎÒÓ-ÁÂÈÙÔÓÈÎÒÓ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÒÓ ÈÛÙÒÓ Âˆ¿ÛÙËÎ·Ó ÌÂ ÙÔÓ È¯ÓËı¤ÙË

Eras 2HS (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1-10). T: Î·ÚÎÈÓÈÎfi˜, N: Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi˜ ÈÛÙfi˜.
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EÈÎ. 6.20: E›‰Ú·ÛË ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÌÔ‡ ÛÂ ‰ÔÎÈÌ·Û›· ËÏÂÎÙÚÔÊÔÚËÙÈÎ‹˜ ÎÈÓËÙÈÎfiÙËÙ·˜ ÛÂ ‹ÎÙˆÌ·

ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘. ¶˘ÚËÓÈÎfi ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· ·fi fiÁÎÔ ÎÂÊ·Ï‹˜ Î·È ÙÚ·¯‹ÏÔ˘ (·ÛıÂÓ‹˜ NÔ 1),

Âˆ¿ÛÙËÎÂ ÌÂ ÙÔ˘˜ Ú·‰ÈÔÛËÌ·ÛÌ¤ÓÔ˘˜ È¯ÓËı¤ÙÂ˜ BC-S21 (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1-3) Î·È Eras 2HS

(‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 4-6). ™Â ÂÈÚ¿Ì·Ù· ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÌÔ‡, 50X ÂÚ›ÛÛÂÈ· "ÎÚ‡Ô˘" ·ÓÙ·ÁˆÓÈÛÙÒÓ Eras 2HS

(‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2, 5) Î·È SP-1 (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 3, 6) ÂÈÛ‹¯ıË ÛÙÔ Ì›ÁÌ· ·ÓÙ›‰Ú·ÛË˜.
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EÈÎ. 6.21: E›‰Ú·ÛË ÙÔ˘ ·ÓÙ›-p53 1801 ·ÓÙÈÛÒÌ·ÙÔ˜ ÛÂ ‰ÔÎÈÌ·Û›· ËÏÂÎÙÚÔÊÔÚËÙÈÎ‹˜

ÎÈÓËÙÈÎfiÙËÙ·˜ ÛÂ ‹ÎÙˆÌ· ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘. ¶˘ÚËÓÈÎfi ÂÎ¯‡ÏÈÛÌ· ·fi Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi

ÎÂÊ·Ï‹˜ Î·È ÙÚ·¯‹ÏÔ˘ (·ÛıÂÓ‹˜ NÔ 1), Âˆ¿ÛÙËÎÂ ÌÂ ÙÔ˘˜ Eras 2HS (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 1 Î·È 2) Î·È BC-

S21 (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 3 Î·È 4) È¯ÓËı¤ÙÂ˜. TÔ ·ÓÙ›ÛˆÌ· Pab1801 ¤Ó·ÓÙÈ ÙË˜ P53  ÂÈÛ‹¯ıË ÛÙÔ Ì›ÁÌ·

·ÓÙ›‰Ú·ÛË˜ (‰È·‰ÚÔÌ¤˜ 2 Î·È 4).
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6.8.2 AÓ¿Ï˘ÛË ÙË˜ Î·Ù¿ÛÙ·ÛË˜ ÙË˜ P53 (ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË˜ ‹ ÌË) ·fi fiÁÎÔ˘˜

ÎÂÊ·Ï‹˜ Î·È ÙÚ·¯‹ÏÔ˘ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘

AÎÔÏÔ‡ıˆ˜, Ù· Î·ÚÎÈÓÈÎ¿ ‰Â›ÁÌ·Ù· Ô˘ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎ·Ó ÛÙ· ÂÈÚ¿Ì·Ù·

Î·ı˘ÛÙ¤ÚËÛË˜ ÚˆÙÂÈÓÒÓ ÛÂ ‹ÎÙˆÌ· ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘, ÂÍÂÙ¿ÛıËÎ·Ó ÌÂ nested

PCR Î·È SSCP ·Ó¿Ï˘ÛË ÁÈ· ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÛÙ· ÂÍÒÓÈ· 5-7 ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ p53,

‰Â‰ÔÌ¤ÓÔ˘ fiÙÈ Ë ÏÂÈÔ„ËÊ›· ÙˆÓ ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂˆÓ ÙÔ˘ p53 ÛÂ fiÁÎÔ˘˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘

ÂÓÙÔ›˙ÔÓÙ·È ÛÙËÓ ÂÚÈÔ¯‹ ·˘Ù‹ (Levine et al, 1994). MÂÙ¿ ·fi ÂÓ›Û¯˘ÛË ÌÂ

nested PCR, ÙÔ 2.9 kb ÙÌ‹Ì· ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ p53 Ô˘ ÚÔ¤Î˘„Â, ·Ó·Ï‡ıËÎÂ ÌÂ

SSCP Î·È Ù· ·ÔÙÂÏ¤ÛÌ·Ù· ·ÚÔ˘ÛÈ¿˙ÔÓÙ·È ÛÙË EÈÎfiÓ· 6.22. TÚ›· ·fi Ù· ¤ÓÙÂ

Î·ÚÎÈÓÈÎ¿ ‰Â›ÁÌ·Ù· Ô˘ ·Ó·Ï‡ıËÎ·Ó (·ÛıÂÓÂ›˜ NÔ 1, 4, 5) ¤‰ÂÈÍ·Ó ‰È·ÊÔÚÂÙÈÎfi

ÚfiÙ˘Ô ˙ˆÓÒÓ ÛÂ Û¯¤ÛË ÌÂ Ù· ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯· Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎ¿. ™Ù· ‰Â›ÁÌ·Ù· 2 Î·È 3 ‰ÂÓ

·ÓÈ¯ÓÂ‡ıËÎ·Ó ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÌÂ ÙË Ì¤ıÔ‰Ô ·˘Ù‹.

™˘ÓÂÎÙÈÌÒÓÙ·˜ ÏÔÈfiÓ Ù· ·fiÙÂÏ¤ÛÌ·Ù· ÙË˜ SSCP ·Ó¿Ï˘ÛË˜ Î·È ÙË˜ ÌÂÏ¤ÙË˜

ÙˆÓ fiÁÎˆÓ ÎÂÊ·Ï‹˜ Î·È ÙÚ·¯‹ÏÔ˘ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ ÌÂ ÂÈÚ¿Ì·Ù· DNA ÚfiÛ‰ÂÛË˜

ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜, ÚÔ¤Î˘„·Ó Ù· ·ÎfiÏÔ˘ı· ÛÙÔÈ¯Â›· (¶›Ó·Î·˜ 6.2): ÛÂ ‰‡Ô ˙Â‡ÁË

Î·ÚÎÈÓÈÎÔ‡-·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ˘ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡, ‰ÂÓ ·ÚÔ˘ÛÈ¿ÛÙËÎÂ ‰È·ÊÔÚ¿ ÛÙ·

Â›Â‰· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙË˜ P53 ÛÙÔ H-ras DNA Î·È ÛÙ· ˙Â‡ÁË ·˘Ù¿ ‰ÂÓ ·ÓÈ¯ÓÂ‡ıËÎÂ

ÌÂÙ¿ÏÏ·ÍË ÛÙÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ p53 ÌÂ SSCP ·Ó¿Ï˘ÛË (·ÛıÂÓÂ›˜ NÔ 2 Î·È 3). ™Â ‰‡Ô ˙Â‡ÁË

Î·ÚÎÈÓÈÎÔ‡-ÁÂÈÙÔÓÈÎÔ‡ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡, ÂÌÊ·Ó›ÛÙËÎÂ Û‡ÌÏÂÁÌ· P53-DNA

ÌfiÓÔ ÛÙÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi, ÂÓÒ ÛÙÔÓ Î·ÚÎÈÓÈÎfi ·ÓÈ¯ÓÂ‡ıËÎÂ ÌÂÙ¿ÏÏ·ÍË ÙÔ˘ p53

ÁÔÓÈ‰›Ô˘ (·ÛıÂÓÂ›˜ NÔ 3 Î·È 4), ÁÂÁÔÓfi˜ Ô˘ Û˘ÌÊˆÓÂ› ÌÂ Ù· ·ÔÙÂÏ¤ÛÌ·Ù¿ Ì·˜

·fi ÙÈ˜ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ¤˜ ÛÂÈÚ¤˜. T¤ÏÔ˜, ÛÂ ¤Ó· ˙Â˘Á¿ÚÈ Î·ÚÎÈÓÈÎÔ‡-Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡,

·Ú·ÙËÚ‹ıËÎÂ ·˘ÍËÌ¤ÓË ÚfiÛ‰ÂÛË ÛÙÔ DNA ÙË˜ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË˜ P53 ÙÔ˘

Î·ÚÎÈÓÈÎÔ‡, ÛÂ Û¯¤ÛË ÌÂ ÙËÓ ÚˆÙÂ›ÓË ÙÔ˘ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡ (·ÛıÂÓ‹˜ NÔ 1).
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EÈÎ. 6.22: SSCP ·Ó¿Ï˘ÛË ÙˆÓ ÂÍˆÓ›ˆÓ 5, 6 Î·È 7 ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ p53 ÛÂ ‰Â›ÁÌ·Ù· ÎÂÊ·Ï‹˜ Î·È

ÙÚ·¯‹ÏÔ˘ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘. T· ÚÔÈfiÓÙ· PCR ·fi ÙÔ DNA ÙÔ˘ Î·ÚÎÈÓÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡ ¤‰ˆÛ·Ó

‰È·ÊÔÚÂÙÈÎfi ÚfiÙ˘Ô ˙ˆÓÒÓ ÛÂ Û¯¤ÛË ÌÂ ÙÔ DNA ·fi ÁÂÈÙÔÓÈÎfi Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi (A: ÂÍÒÓÈÔ 6,

B: ÂÍÒÓÈÔ 5, C: ÂÍÒÓÈÔ 7). T· ‚¤ÏË ‰ÂÈÎÓ‡Ô˘Ó ÙÈ˜ ‰È·ÊÔÚÂÙÈÎ¤˜ ˙ÒÓÂ˜.
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¶›Ó·Î·˜ 6.2: ¶ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ P53 ÛÙÔ ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-ras ÛÂ fiÁÎÔ˘˜ ÎÂÊ·Ï‹˜ Î·È

ÙÚ·¯‹ÏÔ˘ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘, ÛÂ Î·ÚÎÈÓÈÎfi ¤Ó·ÓÙÈ ÙÔ˘ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡

NÔ A™£ENOY™ KATA™TA™H TH™ P53 AY•HMENH ¶PO™¢E™H

™TO ™TOIXEIO TOY H-ras

1 ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË +

2 Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ -

3 Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ -

4 ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË fi¯È ÚfiÛ‰ÂÛË

5 ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË fi¯È ÚfiÛ‰ÂÛË
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KEºA§AIO EB¢OMO

™YM¶EPA™MATA-™YZHTH™H

7.1 ™‡ÓÔ„Ë ÙˆÓ ·ÔÙÂÏÂÛÌ¿ÙˆÓ

TÔ ·ÓÙÈÎÂ›ÌÂÓÔ ÙË˜ ·ÚÔ‡Û·˜ ‰È‰·ÎÙÔÚÈÎ‹˜ ‰È·ÙÚÈ‚‹˜ ¤ÁÎÂÈÙ·È ÛÙË ÌÂÏ¤ÙË

ÚˆÙÂÈÓÈÎÒÓ ·Ú·ÁfiÓÙˆÓ Ô˘, Ì¤Ûˆ ÚfiÛ‰ÂÛ‹˜ ÙÔ˘˜ ÛÙÔ H-ras DNA, Ú˘ıÌ›˙Ô˘Ó

ÙËÓ ¤ÎÊÚ·ÛË ÙÔ˘ ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘ Î·È ÂÓÂÚÁÔÔÈÔ‡Ó ÙÔ ÔÁÎÔÁfiÓÔ ‰˘Ó·ÌÈÎfi

ÙÔ˘ ÛÂ ÓÂÔÏ·Û›Â˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘.

K·Ù¿ ÙËÓ ·ÚÔ‡Û· ÌÂÏ¤ÙË, ‰Â›¯ıËÎÂ Ë ·ÏÏËÏÂ›‰Ú·ÛË Î·È Ú‡ıÌÈÛË ÙÔ˘ ÚˆÙÔ-

ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras, Ì¤Ûˆ Û˘ÁÎÂÎÚÈÌ¤ÓˆÓ ·ÏÏËÏÔ˘¯ÈÒÓ Ô˘ Â˘Ú›ÛÎÔÓÙ·È ÛÙÔ

ÚÒÙÔ Î·È Ù¤Ù·ÚÙÔ ÂÛÒÓÈÔ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘, ·fi ÙÔ˘˜ ÔÚÌÔÓÈÎÔ‡˜ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ

ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ Î·È ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ Î·È ·fi ÙÔ ÚÔÈfiÓ ÙÔ˘ ÔÁÎÔ-

Î·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎÔ‡ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ p53 (EÈÎfiÓ· 7.1).

AÎfiÌË, ¤ÁÈÓÂ ÚÔÛ¿ıÂÈ· Ó· ÌÂÏÂÙËıÂ› Ë Â›‰Ú·ÛË ÙˆÓ ·Ú·ÁfiÓÙˆÓ ·˘ÙÒÓ ÛÙË

Ú‡ıÌÈÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras ÛÂ Î·ÚÎÈÓÈÎÔ‡˜ ÈÛÙÔ‡˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘. ™˘ÁÎÚ›ıËÎ·Ó Ù·

Â›Â‰· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙˆÓ ÚˆÙÂÈÓÈÎÒÓ ·Ú·ÁfiÓÙˆÓ ÛÙ· ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯· ÛÙÔÈ¯Â›· ÙÔ˘ H-

ras ÛÂ Î·ÚÎÈÓÈÎfi, ÛÂ Û¯¤ÛË ÌÂ ÙÔÓ ·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi. ™ÙÈ˜

ÂÚÈÛÛfiÙÂÚÂ˜ ÂÚÈÙÒÛÂÈ˜ ·Ú·ÙËÚ‹ıËÎ·Ó ‰È·ÊÔÚ¤˜ ÛÙ· Â›Â‰· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙˆÓ

ÔÁÎÔÚˆÙÂÈÓÒÓ ÛÙÔ DNA ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ÌÂÙ·Í‡ Î·ÚÎÈÓÈÎÔ‡-ÁÂÈÙÔÓÈÎÔ‡

Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡, ÁÂÁÔÓfi˜ Ô˘ Ô‰ËÁÂ› ÛÙÔ Û˘Ì¤Ú·ÛÌ· fiÙÈ ÙÔ H-ras ÂÌÏ¤ÎÂÙ·È

ÛÂ Â›‰Ë ÓÂÔÏ·ÛÈÒÓ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ Ì¤Ûˆ ‰È·Ù·Ú·¯ÒÓ ÛÙË Ú‡ıÌÈÛË ÙË˜ ¤ÎÊÚ·Û‹˜

ÙÔ˘ ·fi ÙÔ˘˜ Û˘ÁÎÂÎÚÈÌ¤ÓÔ˘˜ ÚˆÙÂÈÓÈÎÔ‡˜ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜.

K·Ù¿ Û˘Ó¤ÂÈ·, ·fi ÙË ÌÂÏ¤ÙË ·˘Ù‹ ÚÔÎ‡ÙÔ˘Ó Ó¤ÔÈ ÌË¯·ÓÈÛÌÔ› Ú‡ıÌÈÛË˜ ÙË˜

¤ÎÊÚ·ÛË˜ ÙÔ˘ H-ras  Î·È ÂÌÏÔÎ‹˜ ÙÔ˘ ÛÙËÓ Î·ÚÎÈÓÔÁ¤ÓÂÛË ÛÙÔÓ ¿ÓıÚˆÔ Î·È

ÚÔÙÂ›ÓÔÓÙ·È ‰Â›ÎÙÂ˜ ÚfiÁÓˆÛË˜ Î·È ıÂÚ·Â›·˜.



118

  
---- IIII VVVVTTTTRRRRIIII IIIIIIII IIIIIIIIIIII IIIIVVVV

cccc----HHHH----rrrraaaassss1111

GGGGRRRREEEE EEEERRRREEEEpppp55553333pppp55553333

EÈÎ. 7.1: OÚÁ¿ÓˆÛË ÙÔ˘ ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘ c-H-ras1ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ Î·È ı¤ÛË ÙˆÓ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎÒÓ

ÛÙÔÈ¯Â›ˆÓ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ Ô˘ ·ÏÏËÏÂÈ‰ÚÔ‡Ó ÌÂ ÙÔÓ ˘Ô‰Ô¯¤· ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ (GRE),

ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ (ERE) Î·È ÙËÓ ÚˆÙÂ›ÓË P53. T· ÂÍÒÓÈ· ·ÂÈÎÔÓ›˙ÔÓÙ·È ÌÂ ÙÂÙÚ¿ÁˆÓ·, ÔÈ

Îˆ‰ÈÎ¤˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ Â›Ó·È ÛÎÈ·ÛÌ¤ÓÂ˜ Î·È ÙÔ VTR ÌÂ ÁÚ·ÌÌÒÛÂÈ˜.

7.2 P‡ıÌÈÛË ÙË˜ ¤ÎÊÚ·ÛË˜ ÙÔ˘ c-H-ras1 ·fi ÙÔ˘˜ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ

ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ Î·È ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ

AÓ·Ï˘ÙÈÎfiÙÂÚ·, ·fi ÙË ÌÂÏ¤ÙË ÙË˜ Ú‡ıÌÈÛË˜ ÙË˜ ¤ÎÊÚ·ÛË˜ ÙÔ˘ H-ras ·fi ÙÔ˘˜

˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ Î·È ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ, ÚÔÎ‡ÙÔ˘Ó Ù·

·ÎfiÏÔ˘ı· Û˘ÌÂÚ¿ÛÌ·Ù·.

K·Ù' ·Ú¯‹Ó, ÔÈ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ Î·È ÙˆÓ ÔÈÛÙÚÔÁfiÓˆÓ

·Ó·ÁÓˆÚ›˙Ô˘Ó ÛÙÔÈ¯Â›· Ô˘ Â˘Ú›ÛÎÔÓÙ·È ÛÂ ÂÛÒÓÈ· ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘, ÚÔÙÂ›ÓÔÓÙ·˜ ¤Ó·

Ú˘ıÌÈÛÙÈÎfi ÚfiÏÔ ÁÈ· ÙÈ˜ ·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ ÙˆÓ ÂÛˆÓ›ˆÓ Œ¯Ô˘Ó Ù·˘ÙÔÔÈËıÂ› ÛÙÔÈ¯Â›·

·ÔÎÚÈÓfiÌÂÓ· ÛÂ ÔÚÌfiÓÂ˜ ÛÂ ÂÛÒÓÈ· Î·È ¿ÏÏˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ (Slater et al, 1985).

EÈÏ¤ÔÓ, ÙÔ ÁÂÁÔÓfi˜ fiÙÈ Ù· GRE, ERE ÙÔ˘ H-ras, Â˘Ú›ÛÎÔÓÙ·È ·ÚÎÂÙ¤˜

ÂÎ·ÙÔÓÙ¿‰Â˜ ˙Â‡ÁË ‚¿ÛÂˆÓ Ì·ÎÚÈ¿ ·fi ÙÔÓ "˘ÔÎÈÓËÙ‹" ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘, ÚÔÙÂ›ÓÂÈ ÙË

Û˘ÓÂÚÁ·Û›· ÙˆÓ ÛÙÔÈ¯Â›ˆÓ ·˘ÙÒÓ ÌÂ ¿ÏÏÔ˘˜ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÔ‡˜ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜,
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ÚÔÎÂÈÌ¤ÓÔ˘ Ó· ÂÈÙÂ˘¯ıÂ› Ë Ú˘ıÌÈÛÙÈÎ‹ ÙÔ˘˜ ‰Ú¿ÛË (Lucas et al, 1992). MÂ

·Ó¿Ï˘ÛË ÌÂ ËÏÂÎÙÚÔÓÈÎfi ˘ÔÏÔÁÈÛÙ‹ ·ÓÈ¯ÓÂ‡ıËÎ·Ó Î¿ÔÈÂ˜ Èı·Ó¤˜ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎ¤˜

·ÏÏËÏÔ˘¯›Â˜ ÛÙËÓ ÂÚÈÔ¯‹ ÎÔÓÙ¿ ÛÙo H-ras GRE, fiˆ˜ CACCC Î·È CAAT ÛÙÔÈ¯Â›·

(Zachos et al. 1995), ÂÓÒ Î·È Ë ‰È·ÌfiÚÊˆÛË ÙË˜ ¯ÚˆÌ·Ù›ÓË˜ ÛÙÔ ¯ÒÚÔ ÌÔÚÂ› Ó·

Ê¤ÚÂÈ Ù· HREs ÛÂ ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÈÎ‹ Â·Ê‹ ÌÂ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎ¿ ÛÙÔÈ¯Â›· Ô˘ Â˘Ú›ÛÎÔÓÙ·È ÛÂ

ÌÂÁ¿ÏË ·fiÛÙ·ÛË ÌÂÙ·Í‡ ÙÔ˘˜ ÛÙËÓ ÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰ÈÎ‹ ·ÏÏËÏÔ˘¯›· (Hainaut, 1995).

E›Ó·È ÁÓˆÛÙfi fiÙÈ ÙÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ H-ras Îˆ‰ÈÎÔÔÈÂ› ÁÈ· ÌÈ· G-ÚˆÙÂ›ÓË, Ë ÔÔ›·

Û˘ÌÌÂÙ¤¯ÂÈ ÛÂ Ô‰Ô‡˜ ‰È·‚›‚·ÛË˜ ÏËÚÔÊÔÚÈÒÓ, Ù· ÔÔ›· ÍÂÎÈÓÔ‡Ó ·fi

‰È·ÌÂÌ‚Ú·ÓÈÎÔ‡˜ ˘Ô‰Ô¯Â›˜ ·˘ÍËÙÈÎÒÓ ·Ú·ÁfiÓÙˆÓ Î·È ÂÙÈ‰ÈÎÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ ÌÂ

‰Ú·ÛÙËÚÈfiÙËÙ· ÎÈÓ¿ÛË˜ T˘ÚÔÛ›ÓË˜ Î·È ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÔ˘Ó "Î·Ù·ÚÚ¿ÎÙÂ˜" ÎÈÓ·ÛÒÓ

™ÂÚ›ÓË˜/ £ÚÂÔÓ›ÓË˜ (Avruch et al, 1994, Marshall, 1995). AÓÙ›ıÂÙ·, ÔÈ ˘Ô‰Ô¯Â›˜

ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ Û˘ÌÌÂÙ¤¯Ô˘Ó ÛÂ ‰È·ÊÔÚÂÙÈÎÔ‡˜ ÌË¯·ÓÈÛÌÔ‡˜

‰È·‚›‚·ÛË˜ ÏËÚÔÊÔÚÈÒÓ, ÔÈ ÔÔ›ÔÈ ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÔ˘Ó ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ‹ Ú‡ıÌÈÛË ÁÔÓÈ‰›ˆÓ

·fi ‰ÈÌÂÚ‹ Û˘ÌÏfiÎˆÓ ˘Ô‰Ô¯¤·-ÔÚÌfiÓË (Beato, 1989). H ÔÚÌÔÓÈÎ‹ Ú‡ıÌÈÛË ÙÔ˘

ÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras, ‰›ÓÂÈ ‰Â‰ÔÌ¤Ó· ÁÈ· ¿ÌÂÛË ·ÏÏËÏÂ›‰Ú·ÛË ÙˆÓ ‰‡Ô ·˘ÙÒÓ

ÂÓ‰ÔÎ˘ÙÙ·ÚÈÎÒÓ Ô‰ÒÓ ‰È·‚›‚·ÛË˜ ÌËÓ˘Ì¿ÙˆÓ, ÂÈÙÚ¤ÔÓÙ·˜ ÌÂ ÙÔÓ ÙÚfiÔ ·˘Ùfi

ÛÙÔ Î‡ÙÙ·ÚÔ Ó· ‰È·ı¤ÙÂÈ ¤Ó·Ó ÂÈÏ¤ÔÓ ÌÔÚÈ·Îfi "‰È·ÎfiÙË" ÂÏ¤Á¯Ô˘ ÙË˜

Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹˜ ·‡ÍËÛË˜ Î·È ‰È·ÊÔÚÔÔ›ËÛË˜, Ì¤Ûˆ ÔÚÌÔÓÈÎ‹˜ Ú‡ıÌÈÛË˜ ÙˆÓ ÂÈ¤‰ˆÓ

ÙˆÓ G-ÚˆÙÂÈÓÒÓ ÛÂ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎfi Â›Â‰Ô (EÈÎfiÓ· 7.2, Zachos et al, 1996a).

EÈÏ¤ÔÓ, Ù· ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓ›‰È· ıÂˆÚÔ‡ÓÙ·È Î·Ï¿ ÂÓ‰È¿ÌÂÛ· ÌfiÚÈ· ÁÈ· ÙËÓ

Ú·ÁÌ¿ÙˆÛË ÙˆÓ ÔÈÎ›ÏˆÓ ‚ÈÔÏÔÁÈÎÒÓ ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÈÒÓ ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ,

‰Â‰ÔÌ¤ÓÔ˘ fiÙÈ ¤¯Ô˘Ó Î·ıÔÚÈÛÌ¤Ó· ¯ÚÔÓÈÎ¿ ÚfiÙ˘· ¤ÎÊÚ·ÛË˜ Î·Ù¿ ÙË

‰È·ÊÔÚÔÔ›ËÛË, Û˘ÌÌÂÙ¤¯Ô˘Ó ÛÙË ÌÂÙ·ÁˆÁ‹ ÌËÓ˘Ì¿ÙˆÓ Î·È Ú˘ıÌ›˙Ô˘Ó ÙËÓ

¤ÎÊÚ·ÛË ÔÏÏÒÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ ÌÂ ¤Ó· ÌË¯·ÓÈÛÌfi "Î·Ù·ÚÚ¿ÎÙË" (Bishop, 1991). Œ¯ÂÈ

‚ÚÂıÂ› ÔÚÌÔÓÈÎ‹ Ú‡ıÌÈÛË ˘ÚËÓÈÎÒÓ ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ, Ô˘ Îˆ‰ÈÎÔÔÈÔ‡Ó ÁÈ·

ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÔ‡˜ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ (Hyder et al, 1994), Â›Ó·È fiÌˆ˜ Ë ÚÒÙË ÊÔÚ¿ Ô˘
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‰ÂÈÎÓ‡ÂÙ·È ÔÚÌÔÓÈÎ‹ Ú‡ıÌÈÛË Î˘ÙÙ·ÚÈÎÔ‡ ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘ Ô˘ Îˆ‰ÈÎÔÔÈÂ› ÁÈ· G-

ÚˆÙÂ›ÓË (EÈÎfiÓ· 7.2).

ø˜ ÁÓˆÛÙfiÓ, ÔÈ ÛÙÂÚÔÂÈ‰Â›˜ ÔÚÌfiÓÂ˜ ‰ÚÔ˘Ó ˆ˜ ÚÔ·ÁˆÁÔ› ÙË˜ Î·ÚÎÈÓÔÁ¤ÓÂÛË˜

Î·È Ë ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ‹ ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ ¤¯ÂÈ ÚÔÙ·ıÂ› ˆ˜ Ì›·

ÂÚÌËÓÂ›· ·˘Ù‹˜ ÙÔ˘˜ ÙË˜ È‰ÈfiÙËÙ·˜ (Hyder et al, 1994). EÈÏ¤ÔÓ, ˘ÂÚ¤ÎÊÚ·ÛË

ÙË˜ Ras p21 ¤¯ÂÈ ‚ÚÂıÂ› ÛÂ Î·ÚÎÈÓÈÎÔ‡˜ ÈÛÙÔ‡˜ ˆÔı‹ÎË˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘, ÛÂ Û¯¤ÛË

ÌÂ ÙÔ˘˜ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÔ‡˜ ÈÛÙÔ‡˜ (Katsaros et al, 1995, Van Dam et al, 1994).

™˘Ó‰˘¿˙ÔÓÙ·˜ Ù· ‰Â‰ÔÌ¤Ó· ·˘Ù¿, ÂÍÂÙ¿ÛıËÎ·Ó Ù· Â›Â‰· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙˆÓ

˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ ÛÙ· ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯· HREs ÙÔ˘ H-ras ÛÂ fiÁÎÔ˘˜

ÙÔ˘ ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘ Î·È ÙË˜ ˆÔı‹ÎË˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘, ÛÂ Û‡ÁÎÚÈÛË ÌÂ ÙÔÓ ·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ

Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi (Zachos et al, 1996b). ™Â fiÏ· Û¯Â‰fiÓ Ù· ˙Â‡ÁË Ô˘ ÌÂÏÂÙ‹ıËÎ·Ó,

·Ú·ÙËÚ‹ıËÎÂ ·˘ÍËÌ¤ÓË ÚfiÛ‰ÂÛË ÙÔ˘ ÔÚÌÔÓÈÎÔ‡ ˘Ô‰Ô¯¤· ÛÙÔ ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯Ô

ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-ras, ÛÙÔÓ Î·ÚÎÈÓÈÎfi ÛÂ Û¯¤ÛË ÌÂ ÙÔÓ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi, ÁÂÁÔÓfi˜

Ô˘ ÚÔÙÂ›ÓÂÈ ÂÌÏÔÎ‹ ÙÔ˘ H-ras ÛÙÈ˜ Á˘Ó·ÈÎÔÏÔÁÈÎ¤˜ ÓÂÔÏ·Û›Â˜ Ì¤Ûˆ

‰È·Ù·Ú·¯ÒÓ ÛÙËÓ ÔÚÌÔÓÈÎ‹ Ú‡ıÌÈÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘, Î·È Â›Ó·È Û‡ÌÊˆÓÔ ÌÂ

ÚÔËÁÔ‡ÌÂÓ· ·ÔÙÂÏ¤ÛÌ·Ù· Ô˘ ‰Â›¯ÓÔ˘Ó Û˘ÓÂÚÁ·Û›· ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ-H-ras ÛÙÔÓ

Î˘ÙÙ·ÚÈÎfi ÌÂÙ·Û¯ËÌ·ÙÈÛÌfi (Marshall et al, 1991, Kumar et al, 1990).

TÔ ÂÓ‰ÔÌ‹ÙÚÈÔ Î·È Ë ˆÔı‹ÎË ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ Â›Ó·È Î‡ÚÈÔÈ ÛÙfi¯ÔÈ ‰Ú¿ÛË˜ ÙˆÓ

ÁÏ˘ÎÔÎÔÚÙÈÎÔÂÈ‰ÒÓ Î·È ÙˆÓ ÔÚÌÔÓÒÓ Ê‡ÏÔ˘. A˘Ùfi Èı·ÓfiÓ Ô‰ËÁÂ› ÛÂ ¤Ó·Ó

·˘ÍËÌ¤ÓÔ ·ÚÈıÌfi ÂÓÂÚÁÔÔÈËÌ¤ÓˆÓ ·fi ÔÚÌfiÓË ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ

ÔÚÌÔÓÒÓ, ÔÈ ÔÔ›ÔÈ ÚÔÛ‰¤ÓÔÓÙ·È ÛÙÔ H-ras DNA Î·È Â¿ÁÔ˘Ó ˘„ËÏ¿ Â›Â‰·

ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘, ÌÂ ·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· ¤Ó· ·˘ÍËÌ¤ÓÔ ÔÁÎÔÁfiÓÔ ‰˘Ó·ÌÈÎfi.

ŒÙÛÈ, Ù· ÂÈıËÏÈ·Î¿ Î‡ÙÙ·Ú· ÙÔ˘ ÂÓ‰ÔÌËÙÚ›Ô˘ Î·È ÙË˜ ˆÔı‹ÎË˜ ¤¯Ô˘Ó ÌÈ·

"ÚÔ‰È¿ıÂÛË", ÏfiÁˆ ÙË˜ ÔÚÌÔÓÈÎ¿ Â·ÁfiÌÂÓË˜ ˘ÂÚ¤ÎÊÚ·ÛË˜ ÙÔ˘ H-ras, ÛÙËÓ

·Ó¿Ù˘ÍË ÓÂÔÏ·ÛÙÈÎÒÓ ·ÓˆÌ·ÏÈÒÓ ÌÂ ÙËÓ Â›‰Ú·ÛË ÂÓfi˜ ‰Â‡ÙÂÚÔ˘ ÔÁÎÔÁfiÓÔ˘

·Ú¿ÁÔÓÙ·, ÁÈ· ·Ú¿‰ÂÈÁÌ· ÌÈ·˜ ÈÈÎ‹˜ ÌfiÏ˘ÓÛË˜ ‹ ÌÈ·˜ ÌÂÙ¿ÏÏ·ÍË˜ ÂÓfi˜ ÚˆÙÔ-

ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘ (EÈÎfiÓ· 7.3, Zachos et al, 1996a).
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T¤ÏÔ˜, ÚÔÙÂ›ÓÂÙ·È fiÙÈ Ë ‰ÔÎÈÌ·Û›· Î·ı˘ÛÙ¤ÚËÛË˜ ÚˆÙÂÈÓÒÓ ÛÂ ‹ÎÙˆÌ·

ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ Ô˘ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ıËÎÂ, ‰‡Ó·Ù·È Ó· ÂÊ·ÚÌÔÛÙÂ› ÁÂÓÈÎfiÙÂÚ·, ÁÈ·

ÙÔÓ ÚÔÛ‰ÈÔÚÈÛÌfi ÙˆÓ ÂÈ¤‰ˆÓ ÙˆÓ ÔÚÌÔÓÈÎÒÓ ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ ÛÂ fiÁÎÔ˘˜ ÙÔ˘

·ÓıÚÒÔ˘ Ô˘ ·ÔÎÚ›ÓÔÓÙ·È ÛÂ ÔÚÌfiÓÂ˜, ‰Â‰ÔÌ¤ÓÔ˘ fiÙÈ ‰›ÓÂÈ ÏËÚÔÊÔÚ›Â˜ ÁÈ· ÙÔ

ÙÌ‹Ì· ÙˆÓ ÌÔÚ›ˆÓ ÙÔ˘ ˘Ô‰Ô¯¤· Ô˘ Â›Ó·È ÂÓÂÚÁÔÔÈËÌ¤ÓÔ ·fi ÙËÓ ÔÚÌfiÓË Î·È

ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÈÎ¿ ÈÎ·Ófi ÁÈ· DNA ÚfiÛ‰ÂÛË. ÕÏÏÂ˜ Ì¤ıÔ‰ÔÈ Ô˘ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÔ‡ÓÙ·È ÁÈ·

ÙÔÓ ÚÔÛ‰ÈÔÚÈÛÌfi ÙˆÓ ÂÈ¤‰ˆÓ ÙˆÓ ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ (Nyholm et al, 1995, Morris et al,

1995), Ù· ÔÔ›· Ê·›ÓÂÙ·È Ó· ¤¯Ô˘Ó ÎÏÈÓÈÎ‹ ÛËÌ·Û›·, fiˆ˜ Â›Ó·È Ë ‰ÔÎÈÌ·Û›·

ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙÔ˘ Û˘Ó‰¤ÙË (ligand binding assay, LBA) Î·È Ë ·ÓÔÛÔ‰ÔÎÈÌ·Û›· ÌÂ

¤Ó˙˘ÌÔ (enzyme immunoassay, EIA), ‰ÂÓ ·Ú¤¯Ô˘Ó ÏËÚÔÊÔÚ›Â˜ Î·Ù¿ fiÛÔ Ù·

ÌÂÙÚÔ‡ÌÂÓ· ÌfiÚÈ· Â›Ó·È ÈÎ·Ó¿ ÁÈ· ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ‹ ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÁÔÓÈ‰›ˆÓ Ì¤Ûˆ DNA

ÚfiÛ‰ÂÛË˜, ‹ ¤¯Ô˘Ó ·ÂÓÂÚÁÔÔÈËıÂ› ·fi ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜, Î˘ÙÙ·ÚÈÎÔ‡˜ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜

‹ ÌÂ ·ÔÎÏÂÈÛÌfi ·fi ÙÔÓ ˘Ú‹Ó·. ™˘ÓÂÒ˜, Ë ÙÂ¯ÓÈÎ‹ ÙË˜ Î·ı˘ÛÙ¤ÚËÛË˜

ÚˆÙÂÈÓÒÓ ÛÂ ‹ÎÙˆÌ· ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ ·Ú¤¯ÂÈ ·ÎÚÈ‚¤ÛÙÂÚÂ˜ ÏËÚÔÊÔÚ›Â˜ ÁÈ·

ÙÔ ÔÁÎÔÁfiÓÔ ‰˘Ó·ÌÈÎfi ÙˆÓ ˘Ô‰Ô¯¤ˆÓ ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ Ô˘ ÌÂÙÚÔ‡ÓÙ·È.
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EÈÎ. 7.2: ¶ÚfiÙ˘Ô ÙË˜ Ú‡ıÌÈÛË˜ ÙÔ˘ Î˘ÙÙ·ÚÈÎÔ‡ Î‡ÎÏÔ˘ ·fi Ù· ÛÙÂÚÔÂÈ‰‹. EÈÏ¤ÔÓ ÙË˜

ÎÏ·ÛÛÈÎ‹˜ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ‹˜ ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË˜ ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ Ô˘ Îˆ‰ÈÎÔÔÈÔ‡Ó ÁÈ·

˘ÚËÓÈÎÔ‡˜ ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎÔ‡˜ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜, ÚÔÙÂ›ÓÂÙ·È ÌÂÙ·ÁÚ·ÊÈÎ‹ Ú‡ıÌÈÛË ÙÔ˘ ÚˆÙÔ-

ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras, ÙÔ ÔÔ›Ô Îˆ‰ÈÎÔÔÈÂ› ÁÈ· ÌÈ· G-ÚˆÙÂ›ÓË (p21). S: ÛÙÂÚÔÂÈ‰¤˜, GF:

·˘ÍËÙÈÎfi˜ ·Ú¿ÁÔÓÙ·˜, P: ÂÙ›‰ÈÔ, SR: ˘Ô‰Ô¯¤·˜ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ, Rc: ‰È·ÌÂÌ‚Ú·ÓÈÎfi˜

˘Ô‰Ô¯¤·˜ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹˜ ÂÈÊ¿ÓÂÈ·˜, Y: ·ÌÈÓÔÍÈÎfi Î·Ù¿ÏÔÈÔ T˘ÚÔÛ›ÓË˜, P: ÊÒÛÊÔÚÔ˜, c-onc:

ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓ›‰ÈÔ.
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A˘ÍËÌ¤ÓÔ
OÁÎÔÁfiÓÔ
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IÈÎ‹
MfiÏ˘ÓÛË

EÈÎ. 7.3: H ÔÚÌÔÓÈÎ‹ Ú‡ıÌÈÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras ˆ˜ ÌÔÓÙ¤ÏÔ Î·ÚÎÈÓÔÁ¤ÓÂÛË˜ ÛÂ fiÁÎÔ˘˜ ÙÔ˘

·ÓıÚÒÔ˘ Ô˘ ·ÔÎÚ›ÓÔÓÙ·È ÛÂ ÛÙÂÚÔÂÈ‰‹. H ·˘ÍËÌ¤ÓË ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÙÔ˘ H-ras ·fi ÙÔ˘˜

˘Ô‰Ô¯Â›˜ ÙˆÓ ÛÙÂÚÔÂÈ‰ÒÓ ÔÚÌÔÓÒÓ Â¿ÁÂÈ ·‡ÍËÛË ÙÔ˘ "ÔÁÎÔÁfiÓÔ˘ ‰˘Ó·ÌÈÎÔ‡" ÙÔ˘ Î˘ÙÙ¿ÚÔ˘,

ÌÂ ·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· ÙÔ Î‡ÙÙ·ÚÔ Ó· ÌÂÙ·›ÙÂÈ ÛÂ Î·ÚÎÈÓÈÎfi ÌÂ ÙËÓ Â›‰Ú·ÛË ÂÓfi˜ ‰Â‡ÙÂÚÔ˘

ÔÁÎÔÁfiÓÔ˘ ·Ú¿ÁÔÓÙ· (ÈÈÎ‹ ÌfiÏ˘ÓÛË, ÌÂÙ¿ÏÏ·ÍË ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘, ·ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË ÔÁÎÔ-

Î·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎÔ‡ ÁÔÓÈ‰›Ô˘).
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7.3 P‡ıÌÈÛË ÙË˜ ¤ÎÊÚ·ÛË˜ ÙÔ˘ c-H-ras1 ·fi ÙËÓ ÚˆÙÂ›ÓË P53

™Â fi,ÙÈ ·ÊÔÚ¿ ÙË ÌÂÏ¤ÙË ÙË˜ Ú‡ıÌÈÛË˜ ÙË˜ ¤ÎÊÚ·ÛË˜ ÙÔ˘ ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘

H-ras ·fi ÙÔ ÚÔÈfiÓ ÙÔ˘ ÔÁÎÔ-Î·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎÔ‡ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ p53, ÚÔ¤Î˘„·Ó Ù·

·ÎfiÏÔ˘ı· Û˘ÌÂÚ¿ÛÌ·Ù·.

¶ÚÒÙ· ·fi fiÏ·, ‰Â›¯ıËÎÂ fiÙÈ Ë ÌË ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË P53 ·Ó·ÁÓˆÚ›˙ÂÈ ÌÂ

ÂÈ‰ÈÎfiÙËÙ· Î·È Û˘ÁÁ¤ÓÂÈ· ¤Ó· ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÛÙÔ ÚÒÙÔ ÂÛÒÓÈÔ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras.

AÓÙ›ıÂÙ·, ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓÂ˜ ÌÔÚÊ¤˜ ÙË˜ ÚˆÙÂ›ÓË˜ Ô˘ ··ÓÙÒÓÙ·È Û˘¯Ó¿ ÛÂ

fiÁÎÔ˘˜ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘ ‰ÂÓ ·Ó·ÁÓÒÚÈÛ·Ó ÙÔ ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-ras, ÌÂ ÂÍ·›ÚÂÛË ÙËÓ

His273. EÈÏ¤ÔÓ, ÙÔ ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-ras, ÏÂÈÙÔ‡ÚÁËÛÂ ˆ˜ ÂÓÈÛ¯˘Ù‹˜ ÙË˜

ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹˜ ÂÍ·ÚÙÒÌÂÓÔ˜ ·fi ÙË ÌË ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË P53 ÚˆÙÂ›ÓË, ÛÙÔ

ÂÚÈ‚¿ÏÏÔÓ ÂÓfi˜ ÙÂ¯ÓËÙÔ‡ Ï·ÛÌÈ‰›Ô˘ ·Ó·ÊÔÚ¿˜. º·›ÓÂÙ·È ÏÔÈfiÓ ˆ˜ Ë P53 Â›Ó·È

Ú˘ıÌÈÛÙ‹˜ ÙË˜ ¤ÎÊÚ·ÛË˜ ÙÔ˘ H-ras.

TÔ ÁÂÁÔÓfi˜ ÙË˜ ÂÓÂÚÁÔÔ›ËÛË˜ ÙË˜ ¤ÎÊÚ·ÛË˜ ÙÔ˘ H-ras ·fi ÙËÓ P53 Ê·›ÓÂÙ·È,

Î·Ù' ·Ú¯‹Ó, ·Ú¿‰ÔÍÔ, ‰Â‰ÔÌ¤ÓÔ˘ fiÙÈ ÙÔ p53 Â›Ó·È ÔÁÎÔ-Î·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎfi ÁÔÓ›‰ÈÔ Î·È

ÙÔ H-ras, ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓ›‰ÈÔ. øÛÙfiÛÔ, ¤¯ÂÈ ‹‰Ë ·Ô‰ÂÈ¯ıÂ› Ú‡ıÌÈÛË ÙÔ˘ ÚˆÙÔ-

ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘ mdm-2 ·fi ÙËÓ P53 (Zauberman et al, 1995), ÙÔ ÚˆÙÂÈÓÈÎfi ÚÔÈfiÓ

ÙÔ˘ ÔÔ›Ô˘ ÂÌÔ‰›˙ÂÈ ÙÈ˜ ÔÁÎÔ-Î·Ù·ÛÙ·ÏÙÈÎ¤˜ ‰Ú·ÛÙËÚÈfiÙËÙÂ˜, ÙfiÛÔ ÙË˜ P53 (Wu

et al, 1993), fiÛÔ Î·È ÙË˜ Rb ÚˆÙÂ›ÓË˜ (Xiao et al, 1995). ™˘ÓÂÒ˜, Ë Ê˘ÛÈÎÔ‡

Ù‡Ô˘ P53 Â¿ÁÂÈ ÙËÓ ¤ÎÊÚ·ÛË ‰‡Ô ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ Ô˘ ÂÌÏ¤ÎÔÓÙ·È Û˘¯Ó¿

ÛÙÔÓ Î·ÚÎ›ÓÔ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘, ÙÔ˘ mdm-2 Î·È ÙÔ˘ H-ras.

H Ï›ÛÙ· ÙˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ Ô˘ ¤¯ÂÈ ‰ÂÈ¯ıÂ› fiÙÈ Ú˘ıÌ›˙ÔÓÙ·È ·fi ÙËÓ P53 ÌÂ ÂÈ‰ÈÎ‹

ÚfiÛ‰ÂÛË ·˘Ù‹˜ ÛÙÔ DNA, ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÂÈ Ù· p21, gadd45, bax, mdm2 Î·È H-ras. TÔ

p21 Îˆ‰ÈÎÔÔÈÂ› ÁÈ· ÌÈ· ÚˆÙÂ›ÓË Ô˘ Û˘ÌÌÂÙ¤¯ÂÈ ÛÙÔ ÛÙ·Ì¿ÙËÌ· ÙË˜ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹˜

·‡ÍËÛË˜ (Harper et al, 1993). TÔ gadd45 Û˘ÌÌÂÙ¤¯ÂÈ ÛÙËÓ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ‹ ·fiÎÚÈÛË

Ì·Ù¿ ·fi ‚Ï¿‚Ë ÙÔ˘ DNA (Kastan et al, 1992) Î·È ÙÔ bax ÂÓÂÚÁÔÔÈÂ› ÙËÓ

·fiÙˆÛË (MÈyashita et al, 1995). K·Ó¤Ó· ·fi ·˘Ù¿ ‰ÂÓ ÂÓÂÚÁÔÔÈÂ› ÙÔÓ Î˘ÙÙ·ÚÈÎfi
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ÔÏÏ·Ï·ÛÈ·ÛÌfi, ÛÂ ·ÓÙ›ıÂÛË ÌÂ Ù· mdm-2 Î·È H-ras. E›Ó·È ·ÍÈÔÛËÌÂ›ˆÙÔ fiÙÈ

˘¿Ú¯Ô˘Ó ÔÚÈÛÌ¤ÓÂ˜ ÔÌÔÈfiÙËÙÂ˜ ÛÙËÓ ÔÚÁ¿ÓˆÛË ÙˆÓ p53 ÛÙÔÈ¯Â›ˆÓ ÙˆÓ ‰‡Ô

ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›ˆÓ, ÔÈ ÔÔ›Â˜ ‰ÂÓ ·Ú·ÙËÚÔ‡ÓÙ·È ÛÙ· ÛÙÔÈ¯Â›· ÙˆÓ ˘fiÏÔÈˆÓ

ÁÔÓÈ‰›ˆÓ Ô˘ Ú˘ıÌ›˙ÔÓÙ·È ·fi ÙËÓ P53 (Spandidos et al, 1995). ™ÙÔ H-ras,

˘¿Ú¯Ô˘Ó ÙÚ›· ÌÈÛ¿ ÙÌ‹Ì·Ù· (‰ÂÎ·ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È·), Ù· ÔÔ›· ·Ó·ÁÓˆÚ›˙ÂÈ Ë P53

(EÈÎfiÓ· 7.3). T· ‰‡Ô ·fi ·˘Ù¿ Â›Ó·È Û˘ÓÂ¯fiÌÂÓ·, ÂÓÒ ÙÔ ÙÚ›ÙÔ Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È 8

ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· ·ÚÈÛÙÂÚfiÙÂÚ· (upstream) ÙˆÓ ‰‡Ô ÚÒÙˆÓ. ™ÙÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ mdm-2,

˘¿Ú¯Ô˘Ó Â›ÛË˜ ÙÚ›· ‰ÂÎ·ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È·, Ù· ‰‡Ô Û˘ÓÂ¯fiÌÂÓ· Î·È ÙÔ ÙÚ›ÙÔ 28

ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· ‰ÂÍÈfiÙÂÚ· (downstream) ÙˆÓ ‰‡Ô ÚÒÙˆÓ. AÓÙÈı¤Ùˆ˜, Ù·

‰ÂÎ·ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· ÛÙ· p53 ÛÙÔÈ¯Â›· ÙˆÓ p21, gadd45 Î·È bax Â›Ó·È Û˘ÓÂ¯fiÌÂÓ·. H

ÔÚÁ¿ÓˆÛË ÙˆÓ ‰ÂÎ·ÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ ÂËÚÂ¿˙ÂÈ ÙËÓ ÈÎ·ÓfiÙËÙ· ÙË˜ P53 Ó·

·Ó·ÁÓˆÚ›˙ÂÈ Ù· ÛÙÔÈ¯Â›· ·˘Ù¿. H ÌË ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË P53 Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È ÛÂ ‰‡Ô

ÛÙÂÚÂÔÌÔÚÊ¤˜, ÔÈ ÔÔ›Â˜ Â›Ó·È ÛÂ ‰˘Ó·ÌÈÎ‹ ÈÛÔÚÚÔ›· ÌÂÙ·Í‡ ÙÔ˘˜: ÌÈ· ·ÓÂÓÂÚÁfi,

ÌÂ ‰ÈÂ‰ÚÈÎ‹ Û˘ÌÌÂÙÚ›· Ô˘ ‰ÂÓ ·Ó·ÁÓˆÚ›˙ÂÈ Û˘ÓÂ¯fiÌÂÓ· ‰ÂÎ·ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· Î·È ÌÈ·

ÂÓÂÚÁfi, ¯ˆÚ›˜ ‰ÈÂ‰ÚÈÎ‹ Û˘ÌÌÂÙÚ›·, Ô˘ ·Ó·ÁÓˆÚ›˙ÂÈ ·ÎfiÌË Î·È Û˘ÓÂ¯fiÌÂÓÂ˜

"ÌÈÛ¤˜" ı¤ÛÂÈ˜ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ (Waterman et al, 1995, Halazonetis et al, 1993). º·›ÓÂÙ·È

ÏÔÈfiÓ fiÙÈ Ë ·ÚÔ˘Û›· ÌË Û˘ÓÂ¯fiÌÂÓˆÓ ‰ÂÎ·ÓÔ˘ÎÏÂÔÙÈ‰›ˆÓ ÛÙ· p53 ÛÙÔÈ¯Â›· ÙˆÓ

H-ras Î·È mdm-2 ÁÔÓÈ‰›ˆÓ, ÂÈÙÚ¤Ô˘Ó ÛÙ· ÁÔÓ›‰È· ·˘Ù¿ Ó· Ú˘ıÌ›˙ÔÓÙ·È ·ÎfiÌ· Î·È

·fi ÙËÓ P53 Ô˘ Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È ÛÂ ·ÓÂÓÂÚÁfi ÌÔÚÊ‹.

AÎfiÌË, ÙÔ p53 ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ H-ras Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È ÛÙÔ ÚÒÙÔ ÂÛÒÓÈÔ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘. H

‚ÈÔÏÔÁÈÎ‹ ÛËÌ·Û›· ÙÔ˘ ÁÂÁÔÓfiÙÔ˜ ·˘ÙÔ‡ ‰ÂÓ Â›Ó·È ÚÔ˜ ÙÔ ·ÚfiÓ Î·Ù·ÓÔËÙ‹. £·

Ú¤ÂÈ ˆÛÙfiÛÔ Ó· ·Ó·ÊÂÚıÂ› fiÙÈ ÙÔ p53 ÛÙÔÈ¯Â›Ô ÙÔ˘ mdm-2, Â˘Ú›ÛÎÂÙ·È Â›ÛË˜

ÛÙÔ ÚÒÙÔ ÂÛÒÓÈÔ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ (Wu et al, 1993). H ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹ ÙÔ˘ mdm-2 Á›ÓÂÙ·È,

Â›ÙÂ ·fi ¤Ó· ˘ÔÎÈÓËÙ‹ ·ÚÈÛÙÂÚ¿ (upstream) ÙÔ˘ ÚÒÙÔ˘ ÂÍˆÓ›Ô˘, Â›ÙÂ ·fi ¤Ó·Ó

ÂÛˆÙÂÚÈÎfi ˘ÔÎÈÓËÙ‹, Ì¤Û· ÛÙÔ ÚÒÙÔ ÂÛÒÓÈÔ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘. H P53 ÂÓÂÚÁÔÔÈÂ› ÙË

ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹ ÌfiÓÔ ·fi ÙÔÓ ÂÛˆÙÂÚÈÎfi ˘ÔÎÈÓËÙ‹ (Juven et al, 1993). T· ÌÂÙ¿ÁÚ·Ê·

Î·È ÙˆÓ ‰‡Ô ÂÈ‰ÒÓ ÂÚÈ¤¯Ô˘Ó ÔÏfiÎÏËÚË ÙËÓ Îˆ‰ÈÎ‹ ·ÏÏËÏÔ˘¯›·, ‰È·Ê¤ÚÔ˘Ó fiÌˆ˜
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ÛÙËÓ ·ÎÚ›‚ÂÈ· Î·ıÔÚÈÛÌÔ‡ ÙÔ˘ Îˆ‰ÈÎÔÓ›Ô˘ ¤Ó·ÚÍË˜ ÙË˜ ÌÂÙ¿ÊÚ·ÛË˜, ÌÂ

·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· Ù· ÌÂÙ¿ÁÚ·Ê· Ô˘ ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÔ˘Ó ÙÔ ÚÒÙÔ ÂÍÒÓÈÔ Ó· ‰›ÓÔ˘Ó

Û˘Ó‹ıˆ˜ ÚˆÙÂ›ÓË ÌÂ ¤ÏÏÂÈ„Ë Ï›ÁˆÓ ·ÌÈÓÔÍ¤ˆÓ ÛÙÔ N-ÙÂÏÈÎfi ¿ÎÚÔ (Barak et al,

1994). MfiÓÔ Ë Ï‹ÚË˜ ÚˆÙÂ›ÓË ÌÔÚÂ› Ó· ·ÏÏËÏÂÈ‰Ú¿ ÌÂ ÙËÓ P53 (Wu et al,

1993). £· Ú¤ÂÈ Ó· ‰ÈÂÚÂ˘ÓËıÂ› Â¿Ó Î·È ÛÙËÓ ÂÚ›ÙˆÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras Ë P53

ÂÓÂÚÁÔÔÈÂ› ÙË ÌÂÙ·ÁÚ·Ê‹ ·fi Î¿ÔÈÔÓ ˘ÔÎÈÓËÙ‹ ÛÙÔ ÂÛÒÓÈÔ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ Î·È

Â¿Ó Ù¤ÙÔÈ· Èı·Ó¿ ÌÂÙ¿ÁÚ·Ê· ¤¯Ô˘Ó ‚ÈÔÏÔÁÈÎfi ÚfiÏÔ.

T¤ÏÔ˜, ÌÂÏÂÙ‹ıËÎÂ Ë ÈÎ·ÓfiÙËÙ· ÙË˜ P53 Ó· ÂÓÂÚÁÔÔÈÂ›, Ì¤Ûˆ ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÛÙÔ

p53 ÛÙÔÈ¯Â›Ô, ÙÔ ÔÁÎÔÁfiÓÔ ‰˘Ó·ÌÈÎfi ÙÔ˘ H-ras ÛÂ ÔÚÈÛÌ¤Ó· ˙Â‡ÁË Î·ÚÎÈÓÈÎÔ‡-

ÁÂÈÙÔÓÈÎÔ‡ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎÔ‡ ÈÛÙÔ‡ ·fi fiÁÎÔ˘˜ ÎÂÊ·Ï‹˜ Î·È ÙÚ·¯‹ÏÔ˘ ÙÔ˘ ·ÓıÚÒÔ˘.

H ‚ÈÔÏÔÁÈÎ‹ ÂÚÌËÓÂ›·  ÙˆÓ ·ÔÙÂÏÂÛÌ¿ÙˆÓ, ÛÙËÚ›˙ÂÙ·È ÛÙË Ê‡ÛË ÙË˜ P53 ÛÙÔ˘˜

fiÁÎÔ˘˜ ·˘ÙÔ‡˜. ™ÙËÓ ÂÚ›ÙˆÛË 1, Ë ·˘ÍËÌ¤ÓË ÚfiÛ‰ÂÛË ÙË˜ P53 ÛÙÔ ÛÙÔÈ¯Â›Ô

ÙÔ˘ H-ras ÛÙÔÓ Î·ÚÎÈÓÈÎfi ÛÂ Û¯¤ÛË ÌÂ ÙÔÓ ·Ú·ÎÂ›ÌÂÓÔ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi, Èı·ÓfiÓ

Û¯ÂÙ›˙ÂÙ·È ÌÂ ˘ÂÚ¤ÎÊÚ·ÛË ÙË˜ ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË˜ ÌÔÚÊ‹˜ ÛÂ Û¯¤ÛË ÌÂ ÙË

Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎ‹ ÚˆÙÂ›ÓË. ¶·Ú¿ÏÏËÏ·, ·˘Ù‹ Ë ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË ÌÔÚÊ‹ Ê·›ÓÂÙ·È Ó·

‰È·ÙËÚÂ› ÙËÓ ÈÎ·ÓfiÙËÙ· ÙË˜ Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ ÚˆÙÂ›ÓË˜ Ó· ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È ÌÂ ÂÈ‰ÈÎfi

ÙÚfiÔ ÛÙÔ DNA, ÁÂÁÔÓfi˜ Ô˘ Â›¯Â ·Ú·ÙËÚËıÂ› Î·È Î·Ù¿ Ù· ÂÈÚ¿Ì·Ù¿ Ì·˜ ÁÈ· ÙËÓ

ÚˆÙÂ›ÓË His273, fiÙ·Ó Ë ÈÎ·ÓfiÙËÙ¿ ÙË˜ Ó· ÚÔÛ‰¤ÓÂÙ·È ÛÙÔ H-ras DNA Â›¯Â

ÌÂÏÂÙËıÂ› ÛÂ Î˘ÙÙ·ÚÈÎfi ÂÚÈ‚¿ÏÏÔÓ (Zoumpourlis et al, 1995). ™ÙÈ˜ ÂÚÈÙÒÛÂÈ˜ 2

Î·È 3, ‰ÂÓ ·ÓÈ¯ÓÂ‡ıËÎÂ ÌÂÙ¿ÏÏ·ÍË ÛÙÔ ÁÔÓ›‰ÈÔ p53, Èı·ÓfiÙ·Ù· ÏÔÈfiÓ Ë ÚˆÙÂ›ÓË

Â›Ó·È Ê˘ÛÈÎÔ‡ Ù‡Ô˘ ÙfiÛÔ ÛÙÔÓ Î·ÚÎÈÓÈÎfi, fiÛÔ Î·È ÛÙÔÓ Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎfi ÈÛÙfi, ÁÂÁÔÓfi˜

Ô˘ ÂÚÌËÓÂ‡ÂÈ Ù· ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯· Â›Â‰· ÚfiÛ‰ÂÛË˜ ÙË˜ P53 Î·È ÛÙ· ‰‡Ô Â›‰Ë ÈÛÙÒÓ.

T¤ÏÔ˜, ÛÙÈ˜ ÂÚÈÙÒÛÂÈ˜ 4 Î·È 5, Ë ÌÂÙ·ÏÏ·ÁÌ¤ÓË ÌÔÚÊ‹ ÙË˜ P53 ‰ÂÓ ¤¯ÂÈ

ÈÎ·ÓfiÙËÙ· ·Ó·ÁÓÒÚÈÛË˜ ÙÔ˘ H-ras DNA, ÂÓÒ Ë ÂÚ›ÙˆÛË ¤ÏÏÂÈ„Ë˜ Î·È ÙˆÓ ‰‡Ô

·ÏÏËÏÔÌfiÚÊˆÓ ÛÙÔÓ Î·ÚÎÈÓÈÎfi ÈÛÙfi Ú¤ÂÈ Ó· ·ÔÎÏÂÈÛÙÂ› ‰ÈfiÙÈ Â›¯Â ·ÓÈ¯ÓÂ˘ıÂ›

¤ÎÊÚ·ÛË ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ ÛÂ fiÏ· Ù· ‰Â›ÁÌ·Ù· ÌÂ ·ÓÔÛÔÛÙ‡ˆÛË ÚˆÙÂÈÓÒÓ

(Zoumpourlis et al, 1995).
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H-ras

GGGCC TGCAG GCTGGCAC TAGCC TGCCC GGGCA CGCCG

TGGCGCGCTCCGCCGTGGCC AGACC TGTTC

mdm-2

GGTCA AGTTG GGACA CGTCC GGCGTCGGCTGTCGGAG GAGCT A

AGTCC TGACA TGTCT

p21

GAACA TGTCC CAACA TGTTG

gadd45

GAACA TGTCT AAGCA TGCTG

bax

TCACA AGTTA G AGACA AGCCT

EÈÎ. 7.3: OÚÁ¿ÓˆÛË ÙˆÓ H-ras, mdm-2, p21, gadd45 Î·È bax p53 ÛÙÔÈ¯Â›ˆÓ. T· Â·Ó·Ï·Ì‚·ÓfiÌÂÓ·

ÂÓÙ·ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· Ô˘ ·Ó·ÁÓˆÚ›˙ÂÈ Ë P53 ÌÂ ÂÈ‰ÈÎfi ÙÚfiÔ, ÂÌÊ·Ó›˙ÔÓÙ·È ˘ÔÁÚ·ÌÌÈÛÌ¤Ó·. T·

p53 ÛÙÔÈ¯Â›· ÙˆÓ H-ras Î·È mdm-2, ¤¯Ô˘Ó Î·È ¤Ó· Ù¤Ù·ÚÙÔ ‰ÂÎ·ÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰ÈÔ (ÂÈÎÔÓ›˙ÂÙ·È ÌÂ

Ï¿ÁÔ˘˜ ¯·Ú·ÎÙ‹ÚÂ˜), ÙÔ˘ ÔÔ›Ô˘ Ë ÛËÌ·Û›· ‰ÂÓ ¤¯ÂÈ ·ÎfiÌË ÂÚÌËÓÂ˘ÙÂ›.
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7.4 E›ÏÔÁÔ˜

™ÙËÓ ·ÚÔ‡Û· ÌÂÏ¤ÙË ¤ÁÈÓÂ ÚÔÛ¿ıÂÈ· Ó· ·Ú·ÙÂıÔ‡Ó ÂÓ‰ÂÈÎÙÈÎ¿ ÔÚÈÛÌ¤Ó·

‰Â‰ÔÌ¤Ó· Ô˘ Û¯ÂÙ›˙ÔÓÙ·È ÌÂ ÙË Ú‡ıÌÈÛË ÙÔ˘ ÚˆÙÔ-ÔÁÎÔÁÔÓÈ‰›Ô˘ H-ras Î·È ÙË

ÌÔÚÈ·Î‹ Ê‡ÛË ÙË˜ Î·ÚÎÈÓÔÁ¤ÓÂÛË˜. H Î·Ù·ÓfiËÛË Î·È ‰ÈÂÚÂ‡ÓËÛË ÙˆÓ ÌË¯·ÓÈÛÌÒÓ

ÌÂ ÙÔ˘˜ ÔÔ›Ô˘˜ ÔÏÏ·ÏÔ› ÁÂÓÂÙÈÎÔ› Î·È ÂÈÁÂÓÂÙÈÎÔ› ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ Û˘Ì‚¿ÏÏÔ˘Ó

ÛÙË ‰ËÌÈÔ˘ÚÁ›· Î·È ÂÍ¤ÏÈÍË ÙË˜ ÓfiÛÔ˘, ‰‡Ó·Ù·È Ó· ¤¯ÂÈ ÛËÌ·ÓÙÈÎ¤˜ ÎÏÈÓÈÎ¤˜

ÂÊ·ÚÌÔÁ¤˜ ÛÙËÓ ÚfiÁÓˆÛË, ÙËÓ ÚÒÈÌË ‰È¿ÁÓˆÛË, ·ÏÏ¿ Î·È ıÂÚ·Â›·.

T· ÙÂÏÂ˘Ù·›· ¯ÚfiÓÈ· ˘¿Ú¯Ô˘Ó ·ÚÎÂÙ¤˜ ÚÔÛ¿ıÂÈÂ˜ ÎÏÈÓÈÎ‹˜ ÂÊ·ÚÌÔÁ‹˜ ÙˆÓ

·ÔÙÂÏÂÛÌ¿ÙˆÓ ÙË˜ ÌÔÚÈ·Î‹˜ ·Ó¿Ï˘ÛË˜ ÙˆÓ ÌË¯·ÓÈÛÌÒÓ ÙË˜ Î·ÚÎÈÓÔÁ¤ÓÂÛË˜. °È·

·Ú¿‰ÂÈÁÌ·, ¤¯ÂÈ ‰ÂÈ¯ıÂ› fiÙÈ ÎÏËÚÔÓÔÌÔ‡ÌÂÓÂ˜ ÌÂÙ·ÏÏ¿ÍÂÈ˜ ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ BRCA1

ÂÈÊ¤ÚÔ˘Ó Èı·ÓfiÙËÙ· ¤ˆ˜ 90% ÂÌÊ¿ÓÈÛË˜ Î·ÚÎ›ÓÔ˘ ÙÔ˘ Ì·ÛÙÔ‡ ‹ ÙˆÓ ˆÔıËÎÒÓ

ÛÙÔ ¿ÙÔÌÔ-ÊÔÚ¤·, Ì¤¯ÚÈ ÙËÓ ËÏÈÎ›· ÙˆÓ 70 ÂÙÒÓ. ¶ÚÔÙÂ›ÓÂÙ·È ÏÔÈfiÓ

ÚÔÁÂÓÓËÙÈÎfi˜ ¤ÏÂÁ¯Ô˜, Ô ÔÔ›Ô˜ ÛÂ Û˘Ó‰˘·ÛÌfi ÌÂ ¿ÏÏ· ÛÙÔÈ¯Â›·

ÂÈÎÈÓ‰˘ÓfiÙËÙ·˜, ·Ú·‰Â›ÁÌ·ÙÔ˜ ¯¿ÚÈÓ ÎÏËÚÔÓÔÌÈÎÔ‡ ¯·Ú·ÎÙ‹Ú·, ‰‡Ó·Ù·È Ó·

¯ÚËÛÈÌÂ‡ÛÂÈ ÛÙËÓ ÔÚı‹ ÂÓËÌ¤ÚˆÛË ÙˆÓ ÁÔÓ¤ˆÓ ·fi ÙÔÓ È·ÙÚÈÎfi ÙÔ˘˜ Û‡Ì‚Ô˘ÏÔ

(Lancaster et al, 1996). B¤‚·È·, ÌÈ· ·Ó¿ÏÔÁË ÚÔÔÙÈÎ‹ ··ÈÙÂ› ÙËÓ Â›Ï˘ÛË

ÔÏÏ·ÏÒÓ ËıÈÎÒÓ Î·È ÓÔÌÈÎÒÓ ‰ÈÏËÌÌ¿ÙˆÓ ÚÈÓ Î·Ù·ÛÙÂ› ÎÔÈÓˆÓÈÎ¿ ·Ô‰ÂÎÙ‹ Î·È

ˆÊ¤ÏÈÌË.

™˘Á¯ÚfiÓˆ˜, Ú·ÁÌ·ÙÔÔÈÔ‡ÓÙ·È ÚÔÛ¿ıÂÈÂ˜ ÂÍÂ‡ÚÂÛË˜ ÙÚfiˆÓ ÁÔÓÈ‰È·Î‹˜

ıÂÚ·Â›·˜. ¶·Ú·‰Â›ÁÌ·Ù· Ù¤ÙÔÈˆÓ ÌÂıfi‰ˆÓ Ô˘ ·ÊÔÚÔ‡Ó ÙÔÓ Á˘Ó·ÈÎÔÏÔÁÈÎfi

Î·ÚÎ›ÓÔ, ‰›ÓÔÓÙ·È ÈÔ Î¿Ùˆ. ™Â ÂÈÚ¿Ì·Ù· Ô˘ Á›ÓÔÓÙ·È ÛÂ Î˘ÙÙ·ÚÈÎ¤˜ ÛÂÈÚ¤˜,

¯ÚËÛÈÌÔÔÈÔ‡ÓÙ·È ·ÓÙÈÎˆ‰ÈÎ¿ ÔÏÈÁÔÓÔ˘ÎÏÂÔÙ›‰È· Ô˘ ÚÔÎ·ÏÔ‡Ó ÙÔÍÈÎfiÙËÙ· ÛÂ

Î‡ÙÙ·Ú· ÌÂ ÌÂÙ¿ÏÏ·ÍË ÙˆÓ ÁÔÓÈ‰›ˆÓ p53 ‹ c-myc (Î·ÚÎÈÓÈÎ¿), ·ÏÏ¿ fi¯È ÛÂ ·˘Ù¿

Ô˘ ¤¯Ô˘Ó Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎ¿ ·ÏÏËÏfiÌÔÚÊ· (Janicek et al, 1996). AÎfiÌË, ÌÂ ÙË ‚Ô‹ıÂÈ·

Î·Ù·ÛÎÂ˘ÒÓ ÙÔ˘ A‰ÂÓÔ˚Ô‡, Ô˘ ÂÚÈÏ·Ì‚¿ÓÔ˘Ó ÙÔÓ ˘ÔÎÈÓËÙ‹ ÙÔ˘ ÈÔ‡ CMV Î·È

ÙËÓ Îˆ‰ÈÎ‹ ·ÏÏËÏÔ˘¯›· ÙÔ˘ ÁÔÓÈ‰›Ô˘ p53 Î·È ‰ËÌÈÔ˘ÚÁÔ‡ÓÙ·È ÌÂ ÌÂıfi‰Ô˘˜
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ÁÂÓÂÙÈÎ‹˜ ÌË¯·ÓÈÎ‹˜, ÂÈÙ˘Á¯¿ÓÂÙ·È ÛÂ Î˘ÙÙ·ÚÔÎ·ÏÏÈ¤ÚÁÂÈ· ·Ó·ÛÙÔÏ‹ ÙË˜

·‡ÍËÛË˜ Î·ÚÎÈÓÈÎÒÓ ÂÈıËÏÈ·ÎÒÓ Î˘ÙÙ¿ÚˆÓ ˆÔı‹ÎË˜, ÂÓÒ Ù· Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎ¿ ‰ÂÓ

ÂËÚÂ¿˙ÔÓÙ·È (Santoso et al, 1995). T¤ÏÔ˜, ÙÔÍÈÎ¤˜ Ô˘Û›Â˜ Ô˘ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÔ‡ÓÙ·È

ÛÙË ¯ËÌÂÈÔıÂÚ·Â›· ÂÏ¤Á¯ÔÓÙ·È ÛÂ Î˘ÙÙ·ÚÔÎ·ÏÏÈ¤ÚÁÂÈÂ˜ ÁÈ· ÙËÓ

·ÔÙÂÏÂÛÌ·ÙÈÎfiÙËÙ¿ ÙÔ˘˜ Î·È ÙËÓ ÈÎ·ÓfiÙËÙ¿ ÙÔ˘˜ Ó· ‰È·ÎÚ›ÓÔ˘Ó ·Ó¿ÌÂÛ· ÛÙ·

Î·ÚÎÈÓÈÎ¿ Î·È Ù· Ê˘ÛÈÔÏÔÁÈÎ¿ Î‡ÙÙ·Ú· (Havrilesky et al, 1995).

B¤‚·È·, ··ÈÙÔ‡ÓÙ·È ÔÏÏ¿ ·ÎfiÌË in vivo ÂÈÚ¿Ì·Ù· ÚÈÓ Ù· ‰Â‰ÔÌ¤Ó· ·fi ÙËÓ

‚·ÛÈÎ‹ Î·È ÎÏÈÓÈÎ‹ ¤ÚÂ˘Ó· ·ÍÈÔÔÈËıÔ‡Ó ÛÙËÓ Î·ıËÌÂÚÈÓ‹ ÎÏÈÓÈÎ‹ Ú·ÎÙÈÎ‹,

ˆÛÙfiÛÔ, Ë Èı·ÓfiÙËÙ· Ú·ÎÙÈÎ‹˜ ÂÊ·ÚÌÔÁ‹˜ ÙÔ˘˜ ÚÔ‚¿ÏÏÂÈ È‰È·›ÙÂÚ·

ÂÏÈ‰ÔÊfiÚ· Î·È ÂÏÎ˘ÛÙÈÎ‹.
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