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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Ο ERF (Ets-2 Repressor Factor) είναι μεταγραφικός καταστολέας της 

οικογένειας των ETS γονιδίων, ο οποίος ρυθμίζεται από το μονοπάτι Ras/Erk. 

Το 2.8kb mRNA του Erf εκφράζεται ομοιόμορφα σε όλους τους ιστούς και τις 

κυτταρικές σειρές που έχουν μέχρι τώρα ελεγχθεί, εκτός από το πλακούντα. 

Αλληλεπιδρά in vitro και in vivo ειδικά με την Erk κινάση, τόσο με την ενεργό 

φωσφωρυλιωμένη μορφή της όσο και με την ανενεργή. Αυτή η 

αλληλεπίδραση διαμεσολαβείται από δύο ξεχωριστά FXF μοτίβα στο κεντρικό 

τμήμα της Erf πρωτεϊνης, χαρακτηριστικά των υποστρωμάτων της Erk. Τα 

δύο αυτά μοτίβα δείχνουν διαφορετική προτίμηση για την πρόσδεση με την 

ενεργό ή την ανενεργό Erk κινάση, όπως έχει φανεί από ανάλυση σημειακών 

μεταλλαγών. Η ενεργός Erk, ωστόσο, αλληλεπιδρά με τον Erf με 5 περίπου 

φορές ισχυρότερη συγγένεια πρόσδεσης σε σχέση με την ανενεργό μορφή 

της.  

Η Erk-διαμεσολαβούμενη φωσφωρυλίωση του Erf έχει ως αποτέλεσμα 

την αλλαγή του υποκυτταρικού εντοπισμού του. Έτσι, η φωσφωρυλιωμένη 

μορφή του Erf (κάτω από συνθήκες που η Erk είναι ενεργή) βρίσκεται στο 

κυτταρόπλασμα, ενώ όταν το Ras/Erk μονοπάτι αναστέλλεται, τότε ο Erf 

συσσωρεύεται γρήγορα στον πυρήνα, αποφωσφωρυλιώνεται και ασκεί τη 

δράση του ως μεταγραφικός παράγοντας. Μεταλλαγμένη μορφή του Erf, στην 

οποία και οι εφτά θέσεις φωσφωρυλίωσης έχουν μεταλλαχθει σε αλανίνη (Erf 

M1-7), καθιστά την πρωτεϊνη μονίμως πυρηνική. Αντίστοιχο φαινότυπο δείχνει 

και η μεταλλαγμένη μορφή του Erf που είναι ελαττωματική για την πρόσδεση 

στην Erk κινάση, αποδεικνύοντας ότι ο Erf είναι ειδικό υπόστρωμα της Erk. 

Υπερέκφραση της Erf M1-7 πρωτεϊνης σε ινοβλάστες οδηγεί τα 

κύτταρα σε αναστολή του κυτταρικού τους κύκλου στη φάση G1, ενώ η αγρίου 

τύπου πρωτεϊνη δεν έχει επίδραση. Η δράση αυτή εξαρτάται άμεσα από την 

παρουσία της πρωτεϊνης του Ρετινοβλαστόματος, αφού κύτταρα με έλλειψή 

της δεν αναστέλλονται από την Erf M1-7, ενώ η υπερέκφραση των κυκλινών 

D1 και E αναιρεί τη ανασταλτική δραστηριότητα του Erf. Επιπλέον, η Erf M1-7 

πρωτεϊνη, όπως και η ελαττωματική, ως προς τη δέσμευση με την Erk, 

πρωτεϊνη του Erf αντιστρέφει το Ras-επαγώμενο μετασχηματισμό των 
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ινοβλαστών, παρέχοντας ενδείξεις ότι ο Erf μπορεί να έχει ογκοκατασταλτική 

λειτουργία, πέρα από το φυσιολογικό κυτοστατικό του ρόλο.  

Η δημιουργία στο εργαστήριο ποντικών με έλλειψη του Erf παρείχε 

περαιτέρω στοιχεία για την in vivo δραστηριότητά του. Τα Erf-/- ποντίκια δεν 

είναι βιώσιμα πέρα από το στάδιο 10-10.5dpc της εμβρυικής ζωής, εξαιτίας 

σοβαρών προβλημάτων στην ανάπτυξη του πλακούντα. Συγκεκριμένα, στους 

πλακούντες των Erf-/- εμβρύων παρατηρείται μία συμπαγής χοριακή 

στοιβάδα, αγενεσία του λαβυρίνθου, μία εκτεταμένη στοιβάδα γιγαντιαίων 

κυττάρων και μία μικρότερη σπογγώδης στοιβάδα. Επίσης, παρατηρείται 

απουσία των μεταμιτωτικών κυττάρων του χορίου και των συγκυτιοκυττάρων 

που αποτελούν τα τελικά διαφοροποιημένα κύτταρα του λαβυρίνθου. 

Αντίθετα, υπάρχει αυξημένη έκφραση γονιδίων-δεικτών των αρχέγονων 

τροφοβλαστικών κυττάρων που παραμένουν αδιαφοροποίητα. Επομένως, ο 

Erf φαίνεται ότι συμμετέχει στη διαφοροποίηση των τροφοβλαστικών 

κυττάρων και την ανάπτυξη συγκεκριμένων κυτταρικών τύπων που οδηγούν 

στην πλακουντογένεση. 

Ενώ η ρύθμιση και ο φυσιολογικός ρόλος του Erf έχουν αρχίσει να 

αποκαλύπτονται, ελλιπής είναι η γνώση σχετικά με τα γονίδια-στόχους του και 

το μοριακό μηχανισμό δράσης του. Σε αυτή τη μελέτη, πραγματοποιήθηκε 

προσπάθεια ταυτοποίησης των γονιδίων που ρυθμίζει άμεσα ο Erf και 

ανίχνευσης του μηχανισμού μεταγραφικής καταστολής. Δημιουργήθηκαν 

πρωτογενείς κυτταρικές καλλιέργειες από εμβρυικούς ινοβλάστες ποντικών 

αγρίου τύπου ή με έλλειψη του Erf και αναπτύχθηκαν είτε σε πλήρες θρεπτικό 

υλικό (ανενεργός Erf), είτε σε απουσία ορού για τέσσερεις ώρες (ενεργός Erf). 

Στη συνέχεια  έγινε σύγκριση των μεταγραφικών προτύπων τους με 

υβριδοποίηση μικροσυστοιχειών cDNA. Η ανάλυση των αποτελεσμάτων 

αποκάλυψε 14 συνολικά γονίδια των οποίων η έκφραση αυξάνεται ελλείψει 

του Erf, σε συνθήκες που αυτός βρίσκεται στον πυρήνα των κυττάρων και 

είναι ενεργός (δηλαδή απουσία ορού). Δύο από αυτά, το c-Myc και το Olig1, 

διερευνήθηκαν περαιτέρω αν αποτελούν άμεσους στόχους του Erf. Το c-Myc 

επιλέχθηκε διότι είναι συμβατό με τη μέχρι στιγμής γνωστή λειτουργία και τη 

ρύθμιση του Erf και το Olig1 επειδή έδειξε την υψηλότερη ενεργοποίηση 

απουσία του Erf (περίπου 5,5 φορές).  
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Αφού επιβεβαιώθηκε, με ημιποσοτική αντίδραση PCR πραγματικού 

χρόνου (RT-qPCR), ότι τα επίπεδα του mRNA του c-Myc αυξάνονται απουσία 

του Erf, δείχθηκε με ανοσοκατακρήμνιση χρωματίνης και qPCR ότι ο 

ενδογενής Erf προσδένεται στον υποκινητή του c-Myc σε συνθήκες έλλειψης 

ορού. Επιπρόσθετα σύγκριση αγρίου τύπου με Erf-/- εμβρύων και 

πλακούντων έδειξε υπερέκφραση του c-Myc ελλείψει του Erf. Επιπλέον, με 

δοκιμασία λουσιφεράσης φάνηκε ότι ο Erf αγρίου τύπου καταστέλλει την, 

καθοδηγούμενη από το c-Myc υποκινητή, μεταγραφή σε συνθήκες έλλειψης 

ορού. Η δράση αυτή εξαρτάται από την κατασταλτική περιοχή του Erf και την 

περιοχή πρόσδεσης στο DNA, συνιστώντας μία άμεση και ενεργή δράση του 

Erf στη μεταγραφική καταστολή του c-Myc. Επαγώμενη υπερέκφραση του 

αγρίου τύπου Erf ή του Erf M1-7 σε ινοβλάστες προκαλεί τη μείωση του c-Myc 

mRNA σε συνθήκες έλλειψης ορού ή και σε κανονικές συνθήκες αύξησης, 

αντίστοιχα. Υπερέκφραση του Erf M1-7 αλλά όχι και του Erf wt στα Ras-

μετασχηματισμένα κύτταρα οδηγεί σε μείωση του c-Myc mRNA, παρέχοντας 

μία ένδειξη ότι το c-Myc βρίσκεται καθοδικά του Erf. Επιπλέον, 

χρησιμοποιώντας σταθερά διαμολυσμένα MCF7 κύτταρα, των οποίων ο 

μετασχηματισμός εξαρτάται από το c-Myc, δείχθηκε ότι ο Erf Μ1-7 ελαττώνει 

το c-Myc mRNA και αντιστρέφει το μετασχηματισμένο φαινότυπο σε συνθήκες 

μειωμένου ορού. Τέλος, για να διαλευκανθεί γιατί ο Erf δεν αναστέλλει τον 

κυτταρικό κύκλο απουσία του Rb, ελέγχθηκαν τα επίπεδα του c-Myc mRNA 

και η πρόσδεση του Erf στον υποκινητή του. Έτσι φάνηκε ότι απουσία ορού 

τα επίπεδα του c-Myc mRNA δεν μειώνονται στα Rb-/- κύτταρα (αν και είναι 

ήδη πολύ χαμηλά σε σχέση με τα αγρίου τύπου κύτταρα), ενώ συγχρόνως ο 

Erf δεν μπορεί να αλληλεπιδράση με τον υποκινητή του c-Myc ανεξάρτητα 

από τις συνθήκες ανάπτυξης. Τα παραπάνω, σε συνδυασμό με το γεγονός ότι 

σε ινοβλάστες με έλλειψη του c-Myc, η Erf Μ1-7 πρωτεϊνη δεν μπορεί να 

αναστείλει τον κυτταρικό κύκλο, παρέχουν ισχυρές ενδείξεις ότι ο υποκινητής 

του c-Myc γονιδίου αποτελεί άμεσο στόχο του Erf μεταγραφικού καταστολέα 

και εξηγούν το μηχανισμό της φυσιολογικής δράσης του Erf.  

Παράλληλα, επιβεβαιώθηκε ότι και το Olig1 mRNA αυξάνεται απουσία 

του Erf σε συνθήκες έλλειψης ορού. Πειράματα ανοσοκατακρήμνισης της 

χρωματίνης έδειξαν ότι ο Erf αλληλεπιδρά in vivo με τον υποκινητή του Olig1, 

απουσία ορού. Εν συνεχεία κλωνοποιήθηκε η 5’ περιοχή του γονιδίου και 
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δείχθηκε με δοκιμασίες λουσιφεράσης, αφενός ότι παρουσιάζει μεταγραφική 

ενεργότητα και αφεταίρου ότι ο Erf καταστέλλει αυτή την ενεργότητα με ένα 

TSA-εξαρτώμενο τρόπο. Τα παραπάνω αποτελούν ενδείξεις ότι ο Erf ρυθμίζει 

άμεσα τον Olig1 υποκινητή, ωστόσο περισσότερη ανάλυση είναι απαραίτητη 

για να αποδειχθεί αυτή η υπόθεση. 

Προκειμένου να αντληθούν επιπρόσθετα στοιχεία για τη ρύθμιση της 

δράσης του Erf, διερευνήθηκε η αλληλεπίδρασή του με τους συγκαταστολείς 

Hipk1 και Ring1Β. Οι δυο παραπάνω πρωτεϊνες είχαν ανιχνευθεί ως 

αλληλεπιδρώσες, με τον Erf, πρωτεϊνες σε σάρωση με το σύστημα των δύο 

υβριδίων στο σακχαρομύκητα. Η αλληλεπίδραση του Erf με την Ring1B δεν 

επιβεβαιώθηκε σε κύτταρα θηλαστικών. Αντίθετα, ο Erf wt, αλλά και ο Erf M1-

7, αλληλεπιδρούν με την κινάση-συγκαταστολέα Hipk1, καθώς και με ένα 

κυρίαρχα αρνητικό της μετάλλαγμα (Hipk1KR, ελαττωματικό για την 

ενεργότητα κινάσης). Χαρτογράφηση της περιοχής αλληλεπίδρασης έδειξε ότι 

το αμινοτελικό τμήμα του Erf και συγκεκριμένα το τμήμα 100-202αα είναι 

υπεύθυνο για την πρόσδεση στην Hipk1. Επιπλέον, η Hipk1 και η Hipk2 

φωσφωρυλιώνουν το αμινοτελικό ακρο του Erf in vitro, όχι όμως και την 

κεντρική και καρβοξυτελική του περιοχή, σε συνέπεια με τα δεδομένα από τα 

πειράματα αλληλεπίδρασης. Ωστόσο, δεν είναι γνωστό ποια κατάλοιπα 

φωσφωρυλιώνονται. Σε δοκιμασίες λουσιφεράσης χρησιμοποιώντας είτε 

ετερόλογους GAL4-καθοδηγούμενους SV40 υποκινητές αναφοράς, είτε το c-

Myc υποκινητή φάνηκε ότι η Hipk1 και η Hipk2 αναιρούν την κατασταλτική 

δράση του Εrf. Πρέπει να τονιστεί ότι οι Hipk1KR και Hipk2KR πρωτεϊνες δεν 

έχει καμία επίδραση στην Erf-διαμεσολαβούμενη μεταγραφική καταστολή. 

Πειράματα υποκυτταρικού εντοπισμού της GFP-ERF συντηγμένης πρωτεϊνης 

παρουσία των Hipk1/2, έδειξαν ότι ο Erf μετατοπίζεται μερικώς στο 

κυτταρόπλασμα, εξηγώντας έτσι την αρνητική επίδραση της στη δράση του 

Erf, ενώ παρουσία των Hipk1/2KR ο υποκυτταρικός εντοπισμός του Erf δεν 

επηρεάζεται.  

Τέλος, μελετήθηκε η ειδικότητα της αλληλεπίδραση Erf-Erk in vivo. 

Τμήματα της κεντρική περιοχής του Erf υπερέκφράστηκαν και η 

σηματοδότηση του Ras/Erk μονοπατιού εξετάστηκε με βάση την 

υποκυτταρική κατανομή της GFP-ERF υβριδικής πρωτεϊνης. Έτσι το τμήμα 

294-425 αναστέλλει αποτελεσματικά το Ras/Erk σηματοδοτικό μονοπάτι, 
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χωρίς να επηρεάζει την ενεργότητα της Erk κινάσης. Η αλλαγή στην 

υποκυτταρική κατανομή του Erf οφείλεται στη μειωμένη φωσφωρυλίωσή του, 

όπως φαίνεται από ανοσοφθορισμό με ειδικό αντίσωμα που αναγνωρίζει τη 

φωσφωρυλιωμένη του μορφή. Επιπλέον, ο Elk-1 μεταγραφικός παράγοντας 

καθώς και η κινάση Rsk2 (που αποτελούν υποστρώματα της Erk κινάσης) 

απενεργοποιούνται παρουσία του τμήματος 294-425 του Erf. Τα παραπάνω 

υποστηρίζουν την άποψη ότι ο Erf αποτελεί ειδικό υπόστρωμα της Erk 

κινάσης και μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως ειδικός αναστολέας του μονοπατιού 

Ras/Erk.    
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SUMMARY 
 

Erf is an ETS-domain protein with strong transcriptional repressor 

activity that represses transcription through a distinct C- terminus located 

repressor domain. The 2.8 kb Erf mRNA encodes for an 80 kDa phospho- 

protein that is ubiquitously expressed in the developing mouse embryo and 

adult tissues as well as in all cell lines tested, except for the placenta. Erf is an 

effector of the Ras/MAPK signaling pathway that is regulated through direct 

Erk phosphorylation. Erf-Erk physical interaction is mediated through two FXF 

motifs, lying at the central part of the Erf protein. Both are required for the 

interaction with the active form of Erk, while only one is sufficient for the 

binding to the non-phosphorylated form of Erk, although with less affinity. Erf 

is phosphorylated by Erk in multiple serine and threonine residues within the 

nucleus. Concomitantly, this phosphorylation determines its subcellular 

localization and thus its function as a transcriptional repressor. After mitogenic 

stimulation Erf is phosphorylated by Erk and exported from the nucleus to the 

cytoplasm, while in the absence of mitogenic stimulation, Erf is accumulating 

in the nucleus in a non-phosphorylated state. Phosphorylation-deficient and 

Erk-binding-deficient Erf mutants are primarily nuclear, irrespective of the 

growth conditions and Erk activity and can arrest cell cycle at the G0/G1 

phase, further confirming that Erf constitutes a bona-fide Erk substrate and 

Ras/Erk pathway effector. It has also been suggested that the Erf mediated 

cell cycle arrest is Rb-dependent and is abolished in the overexpression of 

cyclins D1 and E. Erf can also act as a tumor suppressor since it has been 

shown that can suppress ets- and ras-induced tumorigenicity as well as 

Ewing’s sarcoma in cellular and murine systems. 

Recent findings from the analysis of the Erf knockout mouse suggest 

that Erf plays significant role in the placenta development. Erf KO mice die at 

10.5dpc, due to severe placenta malformation.  During placenta development, 

Erf is expressed in the trophoblast stem cells of the extraembryonic ectoderm 

and in later stages in the chorion diploid cells and the labyrinthine 

trophoblasts. Erf -/- placentas exhibit compact chorion layer, absence of 

labyrinth, expanded giant cell layer and diminished spongiotrophoblast layer. 
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Marker analysis for different cell types of the trophoblast lineage by in situ 

hybridization, indicated that Erf -/- placentas lack post- mitotic chorion cells as 

well as the terminal differentiated labyrinthine cell type, the 

syncytiotrophoblasts, while they show prolonged expression of trophoblast 

stem cell (TSC) markers, like Errb. These data suggest that loss of Erf may 

block terminal differentiation of the chorion diploid cells. 

Although much is known about Erf regulation through the Ras/Erk 

pathway and its physiological role in vivo, there is no evidence for cellurar 

direct Erf transcriptional targets. In this study we used microarrays to identify 

genes that are directly regulated by Erf. Fourteen genes were characterised 

as potential direct Erf targets, with Olig1 and c-Myc genes being the most 

prominent. These genes were shown to be upregulated in the absence of Erf 

and serum in primary fibroblasts, while c-Myc is increased in Erf KO 

empbryos and placentas. Conversely, Erf overexpression could downregulate 

c-Myc gene, in conditions that Erf is nuclear and inhibits the transformation of 

the MCF-7 adenocarcinoma cell line. Furthermore, endogenous Erf could bind 

the 5’ upstream regions of c-Myc in serum-starved fibroblasts and regulate its 

promoter activity, suggesting that c-Myc is a direct Erf target gene. Erf is 

totally unable to inhibit cell proliferation in the absence of c-Myc, showing that 

c-Myc is downstream of Erf in the regulation of the cell cycle. Finally, in Rb-/- 

fibroblasts, c-Myc is marginally expressed and cannot be regulated by Erf. 

Together these data show that Erf functions are mediated through the direct 

regulation of the c-Myc gene. 

In an effort to characterise proteins that regulate Erf activity, a yeast 

two-hybrid screen was performed in the lab. Hipk1 nuclear kinase emerged as 

one potential interactant protein and this interactio was further analysed. Erf 

wt, as well as the nuclear mutant form of Erf, interact preferentially with Hipk1 

in mammalian cells, through its aminoterminal region. Both Hipk1 and and 

Hipk2 phosphorylate this part of Erf, but not a portion of the Erf protein 

consisting of the Erk-interaction domain and the the C-terminus. However, we 

failed to identify specific residues that are phosphorylated by the Hipks. 

Functionally, Hipk-mediated phosphorylation leads to partial Erf export to the 

cytoplasm of fibroblasts and concomitantly to loss of Erf transcriptional 

repression activity at both artificial and native promoters. The biological 
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significance of the Erf-Hipk interaction is still unclear, although it is speculated 

that it may play a role in the development of the neural tube by regulating 

Olig1 expression.    
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

1. ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ ΤΩΝ ETS ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΩΝ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ 
 

1.1 Γενικά 
Ο συντονισμός των πολύπλοκων κυτταρικών διεργασιών, από την 

ανάπτυξη και τη διαφοροποίηση μέχρι την απόκριση σε περιβαλλοντικά 

ερεθίσματα, επιτυγχάνεται σε μεγάλο βαθμό μέσω της τροποποίησης του 

μεταγραφικού προγράμματος του κυττάρου. Τα εξωκυττάρια ερεθίσματα 

μεταβιβάζονται από την κυτταρική μεμβράνη στον πυρήνα των κυττάρων, 

μέσω δευτέρων ενδοκυττάριων μηνυμάτων και σηματοδοτικών μονοπατιών, 

τα οποία τελικά συγκλίνουν στη ρύθμιση της δράσης μεταγραφικών 

παραγόντων. Το αποτέλεσμα αυτής της διαδικασίας είναι η μεταγραφική 

ενεργοποίηση ή καταστολή ομάδων γονιδίων και η τελική προσαρμογή του 

κυττάρου στις απαιτήσεις του περιβάλλοντος. Πρωτεύοντες ρυθμιστές της 

αλλαγής του μεταγραφικού προτύπου του κυττάρου είναι οι μεταγραφικοί 

παράγοντες, πρωτεϊνες δηλάδή που προσδένονται ειδικά σε συγκεκριμένες 

ρυθμιστικές θέσεις στο γονιδίωμα και με τη δράση τους τροποποιούν την 

έκφραση των γονιδίων. 

Σημαντικό ρόλο στις παραπάνω διεργασίες παίζει η οικογένεια των 

ETS (Ε26 Transformation-Specific) μεταγραφικών παραγόντων. Το πρώτο 

μέλος της οικογένειας, το v-ets ταυτοποιήθηκε αρχικά ως ένα συντηγμένο 

gag-myb-ets ογκογονίδιο του ρετροϊού Ε26 στα κοτόπουλα και προκαλούσε 

ερυθροβλαστική και μυελοβλαστική λευχαιμία. Στη συνέχεια κλωνοποίηθηκε 

και το πρώτο κυτταρικό ομόλογο του, το Ets1 (Leprince et al., 1983; Nunn et 

al., 1983) και μέχρι στιγμής έχουν ανακαλυφθεί 27 μέλη αυτής της οικογένειας 

στα θηλαστικά. Επιπλέον, Ets γονίδια έχουν χαρακτηριστεί σε διάφορα είδη 

του ζωικού βασιλείου από τους σπόγγους μέχρι τον άνθρωπο. Κοινό στοιχείο 

μεταξύ τους αποτελεί η περιοχή που είναι υπεύθυνη για την πρόσδεση στο 

DNA, που ονομάζεται ETS-δεσμευόμενη περιοχή (ETS DNA binding domain, 

EBD) και εντοπίζεται είτε στο άμινο-, είτε στο καρβόξυ-τελικό άκρο των 

πρωτεϊνών. Αποτελείται από 85 αμινοξέα, που σχηματίζουν 3 α-έλικες και 4 β-
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πτυχωτές επιφάνειες, σχηματίζοντας μία δομή έλικας-στροφής-έλικας (helix-

turn-helix, εικόνα 1) (Kodandapani et al., 1996). 

 
Εικόνα 1: Δομή της ETS περιοχής πρόσδεσης στο DNA (Kodandapani et al., 1996). 

 

Μέσω της συγκεκριμένης δομής, οι πρωτεϊνες αυτές αλληλεπιδρούν με 

τη συναινετική αλληλουχία GGAA/T (ETS binding site, EBS) στο γενωμικό 

υλικό, ενώ και πρόσθετα γειτονικά νουκλεοτίδια υποβοηθούν την πρόσδεση. 

Μία ακόμα χαρακτηριστική περιοχή τους, η οποία ωστόσο δεν απαντάται σε 

όλα τα μέλη, η λεγόμενη Pointed P2 περιοχή είναι υπεύθυνη για πρωτεϊνικές 

αλληλεπιδράσεις (Kim et al., 2001), ενώ εντοπίζονται και αυτόνομες περιοχές 

μεταγραφικής ενεργοποίησης ή καταστολής (εικόνα 2).   

Οι ETS μεταγραφικοί παράγοντες αποτελούν στόχους διαφόρων 

ενδοκυτταρικών μονοπατιών και τροποποιούνται μετα-μεταφραστικά. Οι 

τροποποιήσεις αυτές ρυθμίζουν ποικιλότροπα τη δράση τους. Για 

παράδειγμα, αλλάζουν τη ενδοκυτταρική τους θέση, επηρεάζουν την 

αλληλεπίδρασή τους με άλλες πρωτεϊνες, ή ακόμα και με το DNA και 

μεταβάλλουν τη μεταγραφική τους δράση ή την πρωτεϊνική τους σταθερότητα. 

Ενεργοποιούν ή καταστέλλουν τη μεταγραφή γονιδίων σε συνεργασία με 

άλλους μεταγραφικούς παράγοντες και με αυτό τον τρόπο ρυθμίζουν βασικές 

κυτταρικές φυσιολογικές λειτουργίες, όπως τον πολλαπλασιασμό, την 

απόπτωση και τη διαφοροποίηση. Επιπλέον, χρωμοσωμικές μετατοπίσεις 

δημιουργούν χιμαιρικές πρωτεϊνες, οι οποίες δεν υπόκεινται στη φυσιολογική 

τους ρύθμιση και συμβάλλουν στη δημιουργία και εξάπλωση όγκων.     
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Εικόνα 2: Κατηγοριοποίηση των μελών της ETS οικογένειας, με βάση την ομολογία τους στην 
EBD και τη δομή τους (Oikawa and Yamada, 2003).   
 

 1.2 Ρύθμιση της δράσης των ETS πρωτεϊνών 
Μελέτες των επιπέδων του mRNA των 27 παράλογων γονιδίων της 

ETS οικογένειας στον άνθρωπο σε διαφορετικούς ιστούς και κυτταρικές 

σειρές έδειξε ότι το πρότυπο έκφρασης των μελών δείχνει σημαντικό βαθμό 

αλληλοκάλυψής τους. Έτσι, 16-24 μέλη εκφράζονται σε κάθε ιστό ή σειρά και 

περίπου τα μισά εκφράζονται σε όλους τους ιστούς και τις κυτταρικές σειρές, 

που εξετάστηκαν. Επιπλέον, κανένα δεν φαίνεται να κυριαρχεί ποσοτικά 

απέναντι στα υπόλοιπα σε κάποιο δεδομένο κυτταρικό τύπο (εικόνα 3) 

(Hollenhorst et al., 2004). Ωστόσο, υπάρχουν και κάποιες πρωτεϊνες που 

δείχνουν ιστο-ειδική έκφραση όπως για παράδειγμα η ESE-1 σε επιθηλιακά 

κύτταρα (Oettgen et al., 1997) και η PU.1 σε Β-λεμφοκύτταρα και μακροφάγα 

(Klemsz et al., 1990). Δεδομένης της μεγάλης ομολογίας των ETS-

δεσμευόμενων περιοχών και της συγκρίσιμης ικανότητας πρόσδεσης στο 

DNA από τα διαφορετικά μέλη της οικογένειας ως μονομερή, προκύπτει το 

ερώτημα της ειδικής δράσης ενός ETS μεταγραφικού παράγοντα σε ένα 

συγκεκριμένο γονίδιο-στόχο και επομένως και της ειδικής φυσιολογικής του 
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λειτουργίας. Η ειδικότητα αυτή επιτυγχάνεται με διάφορους μηχανισμούς, 

όπως μέσω της ενδοκυτταρικής σηματοδότησης και των επακόλουθων 

χημικών τροποποιήσεων και των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων ή της 

πρόσδεσης στο DNA, με συνέπεια τη ρύθμιση συγκεκριμένων γονιδίων και 

κυτταρικών λειτουργιών.  

 
 

Εικόνα 3: Συγκριτικός πίνακας της έκφρασης των ETS mRNA σε διαφορετικούς ιστούς και 
κυτταρικές σειρές (Hollenhorst et al., 2004). 
   

1.2.1 Σηματοδοτικά μονοπάτια και χημικές τροποποιήσεις   

Οι περισσότερες ETS πρωτεϊνες φωσφωρυλιώνονται υπό την 

επίδραση στο κύτταρο αυξητικών παραγόντων ή παραγόντων stress. 

Αποτελούν στόχους κυρίως του μονοπατιού Ras/MAPK (Wasylyk et al., 1998; 

Yordy and Muise-Helmericks, 2000) που η δράση του έχει διαφορετικό 

αντίκτυπο στα μέλη της οικογένειας. Για παράδειγμα, φωσφωρυλίωση του 

Elk-1 από την Erk κινάση έχει ως αποτέλεσμα την αυξημένη ικανότητα 

πρόσδεσης στο DNA και ταυτόχρονα αυξημένη μεταγραφική ενεργότητα 

(Foulds et al., 2004; Gille et al., 1995; Marais et al., 1993; Yang et al., 1996), 

ενώ φωσφωρυλίωση των Erf και Νet καταστολέων από την ίδια κινάση και τη 
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JΝΚ αντίστοιχα, οδηγεί στην έξοδο τους από τον πυρήνα και φυσικά 

απενεργοποιήση της μεταγραφικής του δραστηριότητας (Ducret et al., 1999; 

Le Gallic et al., 1999; Le Gallic et al., 2004). Δράση της Erk κινάσης στις 

συγγενείς Ets1/2 πρωτεϊνες αυξάνει τη μεταγραφική τους ενεργότητα λόγω 

αλληλεπίδρασης με το συν-ενεργοποιητή p300/CBP (Foulds et al., 2004; 

Yang et al., 1996). Ανασταλτική δράση στην πρόσδεση του Ets-1 στο DNA 

έχει η Ca++-εξαρτώμενη φωσφωρυλιώση του Ets-1 από την CamKII κινάση, 

λόγω σταθεροποίησης της αυτο-ανασταλτικής δομής της EBD περιοχής 

(Cowley and Graves, 2000). Πρόσφατα, με ανάλυση μεταλλαγμάτων της Ets1 

πρωτεϊνης, δείχθηκε ότι παρουσιάζει ένα διαβαθμισμένο πρότυπο πρόσδεσης 

στο DNA, ανάλογα με το βαθμό φωσφωρυλίωσης της από την CaMKΙΙ κινάση 

(Pufall et al., 2005). Φωσφωρυλίωση της Yan πρωτεϊνης στη δροσόφιλα από 

το μονοπάτι Ras/Erk  οδηγεί, επίσης, στην έξοδο από τον πυρήνα, αλλά και 

στην επακόλουθη αποδόμηση της (Rebay and Rubin, 1995), 

απελευθερώνοντας τα γoνίδια-στόχους της από την καταστολή. Ταυτόχρονη 

φωσφωρυλίωση του ETS ενεργοποιητή Pointed P2 έχει ως αποτέλεσμα την 

ανταλλαγή του με το Yan στα γονίδια-στόχους και συνεπώς ενεργοποίηση 

τους (Hsu and Schulz, 2000). Φωσφωρυλίωση του μεταγραφικού παράγοντα 

ER81 στις θέσεις 139, 143 και 146 από τις Erk και p38 κινάσες, καθώς και 

στις θέσεις 191 και 216 από την Erk-εξαρτώμενη κινάση Msk1 έχει ως 

αποτέλεσμα τη μεταγραφική του ενεργοποίηση (Bosc et al., 2001; Janknecht, 

1996; Janknecht, 2003; Wu and Janknecht, 2002). Ενδιαφέρον παρουσιάζει 

επίσης και η φωσφωρυλίωση του ER81 από την κινάση ΡΚΑ στο αμινοξύ 

S334. Η συγκεκριμένη τροποποίηση από τη μία πλευρά μειώνει την ικανότητα 

πρόσδεσης της πρωτεϊνης στο DNA, αλλά από την άλλη αυξάνει τη 

μεταγραφική της ενεργότητα. Φαινομενικά οι δύο δράσεις της PKA στην ER81 

είναι αντιφατικές, ωστόσο μία ενδεχόμενη εξήγηση είναι ότι μειώνοντας τη 

συγγένεια αλληλεπίδρασης με το DNA, προωθείται η ενεργοποίηση μόνο 

ισχυρά συγγενών υποκινητών, υποδεικνύοντας μία εναλλακτική στρατηγική 

ειδικής στόχευσης γονιδίων. Επιπλέον, η κινάση ΜΚ2 απενεργοποιεί την 

ER81, χωρίς ωστόσο να έχει αποσαφηνιστεί ο μηχανισμός (Janknecht, 2001).  

Εκτός από τη φωσφωρυλίωση από τα RTK μονοπάτια, σημαντικό ρόλο 

στη ρύθμιση της δράσης των ETS πρωτεϊνών παίζουν και άλλες 

τροποποιήσεις όπως η σουμοϋλίωση και η ακετυλίωση. Σουμοϋλίωση του 
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Εlk-1 παράγοντα έχει ανταγωνιστική δράση στη φωσφωρυλίωσή του. 

Απουσία του MAPK σηματοδοτικού καταρράκτη, ο Elk-1 σουμοϋλιώνεται και η 

τροποποίηση αυτή είναι κρίσιμη για την Elk-1-διαμεσολαβούμενη μεταγραφική 

καταστολή του c-fos υποκινητή. Μόλις ενεργοποιηθεί το MAPK μονοπάτι, τότε 

ο Elk-1 φωσφωρυλιώνεται με ταυτόχρονη απελευθέρωση των ομάδων SUMO 

και επακόλουθη  αλλαγή της μεταγραφικής του ενεργότητας και ενεργοποίηση 

του c-fos (Yang et al., 2003; Yang and Sharrocks, 2006; Yang et al., 2001). 

Επιπλέον, η σουμοϋλίωση επηρεάζει και την ενδοκυτταρική κυκλοφορία του 

Elk-1 μεταξύ κυτταροπλάσματος και πυρήνα (Salinas et al., 2004).  Ο ER81 

ακετυλιώνεται είτε από το p300/CBP, είτε από το P/CAF σύμπλοκο, ως 

αποτέλεσμα του Her2/Neu σηματοδοτικού μονοπατιού και έτσι αυξάνεται η 

συγγένεια αλληλεπίδρασης με το DNA, ενώ συγχρόνως υποβοηθείται άμεσα 

και η ενεργότητα της περιοχής μεταγραφικής ενεργοποίησης με πρόσδεση σε 

αυτή μεταγραφικών συνενεργοποιητών. Επιπρόσθετα, αυξάνεται και ο χρόνος 

ημίσειας ζωής της πρωτεϊνης (Goel and Janknecht, 2003; Goel and 

Janknecht, 2004).  

Από τα παραπάνω είναι φανερό, ότι το ίδιο μονοπάτι μπορεί να έχει 

αντίθετες δράσεις σε διαφορετικές ETS πρωτεϊνες. Επιπλέον, σύγκλιση 

διαφορετικών μονοπατιών σε ένα ETS μεταγραφικό παράγοντα έχει 

συνεργατικές ή αλληλοαποκλειόμενες δράσεις ρυθμίζοντας διαφορετικές 

πτυχές της λειτουργίας του, όπως την αλληλεπίδραση με άλλες πρωτεϊνες και 

το DNA, την υποκυτταρική κατανομή, τη σταθερότητα της πρωτεϊνης και 

τελικά την απευθείας ρύθμιση της μεταγραφικής δραστηριότητας. Ο 

συντονισμός και η συνεργασία μεταξύ των μονοπατιών καθορίζουν την 

επιλογή και το τελικό αποτέλεσμα της δράσης των ETS πάνω στους 

υποκινητές-στόχους.  

 

1.2.2 Πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις  

Σημαντική συνεισφορά στην τροποποίηση των ιδιοτήτων των ETS από 

τα εξωκυττάρια ερεθίσματα και τα επακόλουθα σηματοδοτικά μονοπάτια 

έχουν οι πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις και είναι αυτές που τελικά προσδίδουν 

ειδικότητα στη δράση των ETS. Ένας μεγάλος αριθμός μεταγραφικών 

παραγόντων και συμπαραγόντων έχει αναφερθεί ότι αλληλεπιδρά με 

διαφορετικές ETS πρωτεϊνες με ένα κυτταρο-ειδικό ή ιστο-ειδικό τρόπο, σε 
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συνεργασία με σύνθετα στοιχεία εντοπισμένα στο DNA (Li et al., 2000; Verger 

and Duterque-Coquillaud, 2002). Κλασικό παράδειγμα ιστο-ειδικής 

αλληλεπίδρασης αποτελεί η συνεργατική δράση του Ets1 παράγοντα με την 

πρωτεϊνη Pax5, για τη ρύθμιση του mb-1 υποκινητή στα Β-λεμφοκύτταρα. Το 

Pax5 ενισχύει την πρόσδεση του Ets1 σε ένα σύνθετο Ets/Pax5 στοιχείο του 

υποκινητή και έχει δειχθεί ότι η ακεραιότητα του συγκεκριμένου στοιχείου είναι 

απαραίτητη για τη ρύθμιση του γονιδίου (Fitzsimmons et al., 1996). Αντίθετα, 

η SAP1 πρωτεϊνη προσδένεται στο ίδιο στοιχείο χωρίς τη βοήθεια του Pax5. 

Η παραπάνω αλληλεπίδραση διαμεσολαβείται από ένα συγκεκριμένο αμινοξύ 

της Ets1, το ασπαρτικό οξύ στη θέση 398, το οποίο στην πρωτεϊνη SAP1 έχει 

μεταλλαχθεί σε βαλίνη. Κρυσταλλογραφικά δεδομένα συνιστούν αλλαγή της 

στερεοδιαμόρφωσης της Ets1 όταν προσδένεται στην Pax5 έτσι, ώστε να 

μπορεί να αλληλεπιδρά με το DNA (Garvie et al., 2001). Παρόμοια είναι και η 

ρύθμιση της αλληλεπίδρασης του Elk-1 και του SAP1 για τη δέσμευση τους 

στον υποκινητή του c-Fos. Στη συγκεκριμένη περίπτωση, η Elk-1 πρέπει να 

δεσμευτεί με το SRF, προκειμένου να αλληλεπιδράσει με το SRE στοιχείο του 

c-Fos υποκινητή (Verger and Duterque-Coquillaud, 2002) Χαρακτηριστική 

είναι, επίσης, και η αλληλεπίδραση της Ets1 με τον ιστο-ειδικό μεταγραφικό 

παράγοντα Pit1/GHF, για την ενεργοποίηση του γονιδίου της προλακτίνης 

στους βλεννογόνους αδένες. Και σε αυτή την περίπτωση ένα σύνθετο Ets/Pit1 

στοιχείο, που βρίσκεται στον υποκινητή της προλακτίνης αλλά όχι και της 

αυξητικής ορμόνης είναι απαραίτητο για τη μεταγραφική ενεργοποίηση 

(Bradford et al., 2000; Bradford et al., 1995; Bradford et al., 1997). Από τα 

παραπάνω παραδείγματα φαίνεται ότι οι η ιστο-ειδική λειτουργία των ETS 

παραγόντων επιτυγχάνεται μέσω τριμερών αλληλεπιδράσεων με ιστο-ειδικούς 

μεταγραφικούς παράγοντες και τα αντίστοιχα στοιχεία στους υποκινητές των 

γονιδίων. Tέτοιου τύπου αλληλεπιδράσεις έχουν περιγραφεί και για τους 

παράγοντες Jun (AP1), NFκB, AML1, LEF-1, Stat5, Pip (για ανασκόπηση (Li 

et al., 2000; Oikawa and Yamada, 2003; Verger and Duterque-Coquillaud, 

2002).  

Με διαφορετικό τρόπο πραγματοποιείται η ρύθμιση του ETS 

παράγοντα PU.1 κατα τη διάρκεια της ερυθροποίησης και μυελοποίησης. Ο 

παράγοντας PU.1 είναι απαραίτητος για την ανάπτυξη των Β-λεμφοκυττάρων, 

ενώ αντίθετα ο GATA1 ρυθμίζει την ανάπτυξη των ερυθροκυττάρων από ένα 
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κοινό κύτταρο-πρόγονο. Στα ερυθροκύτταρα, ο GATA1 προσδένεται στον 

PU.1 και ανταγωνίζεται την πρόσδεση σε αυτόν της πρωτεϊνης Jun, οπότε 

καταστέλλεται η μεταγραφική δράση του PU.1 και η διαφοροποίηση των 

αιμοποιητικών πολυδύναμων κυττάρων (Nerlov et al., 2000; Zhang et al., 

1999; Zhang et al., 2000). Παρόμοια ρυθμίζεται και ο Elf1 από την Rb 

πρωτεϊνη, δηλαδή παραμένει ανενεργός όταν η Rb δεν είναι 

φωσφωρυλιωμένη, ενώ κατά την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου και την 

επακόλουθη φωσφωρυλίωση του Rb, ο Elf1 απελευθερώνεται και 

προσδένεται στα γονίδια-στόχους του (Wang et al., 1993). Ανταγωνιστική, 

επίσης, δράση στη λειτουργία των Ets πρωτεϊνών έχουν οι πρωτεϊνες της 

οικογένειας Id (Ohtani et al., 2001; Yates et al., 1999).  

Πρέπει, ακόμα, να τονιστεί ότι οι ETS πρωτεϊνες αλληλεπιδρούν μεταξύ 

τους, είτε συνεργατικά, είτε ανταγωνιστικά, αυξάνοντας έτσι την 

πολυπλοκότητα της ρύθμισης τους. Σημαντικό ρόλο παίζει η περιοχή Pointed 

που εντοπίζεται σε ορισμένα μέλη της οικογένειας και ρυθμίζει τον όμο- ή 

έτερο-διμερισμό μεταξύ των μελών. Για παράδειγμα, το TEL αλληλεπιδρά με 

το Fli1 μέσω αυτή της περιοχής, με αποτέλεσμα την αναστολή της δράσης του 

σε ιστο-ειδικούς υποκινητές (Kwiatkowski et al., 1998). Αντίθετα, ο 

ολιγομερισμός του TEL, που εξαρτάται από την ίδια περιοχή, είναι 

απαραίτητος για τη μεταγραφική του δράση και την καταστολή των γονιδίων-

στόχων του (Kim et al., 2001). Ακόμα, το Erg αναστέλλει τη δράση του Ets2 

στον υποκινητή της στρομελυσίνης 1, αλληλεπιδρώντας με την περιοχή 

μεταγραφικής ενεργοποίησης και ανταγωνιζόμενο την πρόσδεση του AP1 

συμπλόκου στο Ets2. Ωστόσο, οι δύο αυτές πρωτεϊνες είναι ικανές να 

ενεργοποιήσουν ισχυρά τον υποκινητή της κολλαγενάσης 1, χωρίς όμως να 

είναι γνωστός ο μηχανισμός (Basuyaux et al., 1997; Buttice et al., 1996).  

Η κυτταρική σηματοδότηση επομένως καθορίζει τις χημικές 

τροποποιήσεις των ETS πρωτεϊνών και αυτές με τη σειρά τους διαμορφώνουν 

το πρότυπο των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων και της πρόσδεσης στο DNA. 

Ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο και τη χρονική στιγμή, τα μονοπάτια 

διαφοροποιούνται όπως επίσης και το πρωτεϊνικό πρότυπο, με αποτέλεσμα 

κυτταρο-ειδικές και χρονο-ειδικές αλληλεπιδράσεις να προσδίδουν ειδικότητα 

στη δράση των ETS μεταγραφικών παραγόντων. Επιπρόσθετα, σύνθετα 

ρυθμιστικά στοιχεία των υποκινητών-στόχων επιτρέπουν τη συνεργατική και 
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συντονισμένη δράση των ETS με άλλους μεταγραφικούς παράγοντες. Έτσι 

εξωκυττάρια ερεθίσματα συγκλίνουν μεσω σηματοδοτικών καταρρακτών και 

επιτρέπουν τη διαφοροποίηση των κυτταρικών λειτουργιών, ρυθμίζοντας 

ειδικά την έκφραση των γονιδίων. 

 

1.3 Μεταγραφικοί στόχοι και φυσιολογική λειτουργία 
Οι ETS πρωτεΐνες παίζουν κύριο ρόλο στην αιμοποίηση και στη 

διαφοροποίηση, τόσο των ερυθροκυττάρων, όσο και των κυττάρων του 

ανοσοποιητικού συστήματος. Χρησιμοποιώντας τη μεθοδολογία της 

στοχευμένης έλλειψης γονιδίων σε ποντίκια (knockout mouse models), 

βρέθηκε ότι η έλλειψη της πρωτεΐνης PU.1 έδειξε σοβαρές διαταραχές στην 

ανάπτυξη του αιμοποιητικού συστήματος (McKercher et al., 1996; Scott et al., 

1994). Συγκεκριμένα, τα ποντίκια παρουσίασαν ανώμαλη μορφολογία των B 

κυττάρων και των μακροφάγων και ανώμαλη T-λεμφοποίηση. Επίσης, δεν 

παράχθηκαν λειτουργικά ουδετερόφιλα και παρατηρήθηκε μειωμένος αριθμός 

ώριμων ερυθροκυττάρων. Με τη στρατηγική των knockout ποντικιών 

αποκαλύφθηκε και ο ρόλος του Ets1 στην αιμοποίηση και συγκεκριμένα στη 

παραγωγή ώριμων T και B λεμφοκυττάρων και NK κυττάρων (Bories et al., 

1995; Muthusamy et al., 1995). Ο Ets1 φαίνεται ότι είναι σημαντικός στην 

επιβίωση και την ωρίμανση των T κυττάρων και στη διατήρηση ανενεργών T 

κυττάρων στη G0 φάση του κυτταρικού κύκλου, όπου και η έκφρασή του είναι 

υψηλή, ενώ αντίθετα κατά την ενεργοποίηση τους, η έκφρασή του μειώνεται. 

Η απουσία του Ets1 οδηγεί τα T κύτταρα σε απόπτωση. Στα B κύτταρα, ο 

Ets1 εμποδίζει τη διαφοροποίησή τους σε πλασματοκύτταρα, ρυθμίζει δηλαδή 

και σε αυτή την περίπτωση την ωρίμανση και ενεργοποίηση τους. Ο Ets2 έχει 

την ακριβώς αντίθετη δράση στα T κύτταρα, δηλαδή δεν εκφράζεται σε 

ανενεργά T κύτταρα, ενώ η έκφρασή του αυξάνεται πολύ κατά την 

ενεργοποίησή τους (Bhat et al., 1987). Ωστόσο, τα πιο σοβαρά ελαττώματα 

σε Ets2 knockout ποντίκια έχουν να κάνουν με εξωεμβρυικούς ιστούς, όπως 

την ανάπτυξη του τροφοεκτοδέρματος, με αποτέλεσμα το έμβρυο, μην 

μπορώντας να τραφεί, να πεθαίνει (Yamamoto et al., 1998). Παράλληλα, στην 

επιβίωση και ενεργοποίηση των B και T κυττάρων συμβάλλει και ένα άλλο 

μέλος της ETS οικογένειας, ο Fli1. Σε ανενεργά T κύτταρα εκφράζεται σε 

υψηλά επίπεδα, ενώ ύστερα από ενεργοποίησή τους μειώνεται η έκφρασή 
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του, όπως συμβαίνει και με το Ets1. Αντίθετα, στα B κύτταρα η έκφρασή του 

αυξάνεται όταν αυτά διαφοροποιούνται σε πλασματοκύτταρα. Επίσης, ο Fli1 

παίζει ιδιαίτερο ρόλο στην μεγακαρυοποίηση, που οδηγεί στη δημιουργία των 

αιμοπεταλίων. Το Fli1 knockout ποντίκι παρουσίασε έντονη αιμορραγία στον 

εγκέφαλο, αλλά και μειωμένο αριθμό αρχέγονων ερυθροκυττάρων 

(Spyropoulos et al., 2000), ενώ υπερέκφραση του σε K562 κύτταρα προάγει 

τη διαφοροποίηση των μεγακαρυοκυττάρων (Athanasiou et al., 1996). Ακόμα, 

η απουσία του Tel1, ενός μεταγραφικού καταστολέα της οικογένειας ETS, 

οδηγεί σε ανώμαλη ανάπτυξη των T και B λεμφοκυττάρων. Συγκεκριμένα, η 

απουσία του έχει ως αποτέλεσμα την επανεγκαθύδριση της αιμοποίησης στα 

ενήλικα άτομα από το συκώτι στο μυελό των οστών (Wang et al., 1997). 

Σημαντικό ρόλο όμως παίζει και στην ανάπτυξη αγγειακού δικτύου στο 

λεκιθικό σάκο του εμβρύου και έλλειψή του οδηγεί τελικά στο θάνατο 

(Maroulakou and Bowe, 2000). Στη διαδικασία της αγγειογένεσης συμβάλλει 

και ο Ets1, αφού η έκφρασή του είναι αυξημένη στα αγγειακά ενδοθηλειακά 

κύτταρα του εμβρύου και στα αιμοφόρα αγγεία του ενήλικου κατά την 

αγγειογένεση (Wernert et al., 1992). Γενικότερα, ο Ets1 εκφράζεται στα 

κύτταρα του μεσοδέρματος, γεγονός που υποδυκνύει ότι μπορεί να παίζει 

ρόλο στην αγγειακή οργάνωση (Maroulakou and Bowe, 2000). Οπως φαίνεται 

από τα παραπάνω, οι  μεταγραφικοί παράγοντες της οικογένειας ETS 

συντονίζουν τη δράση τους για την ανάπτυξη και διαφοροποίηση του 

αιμοποιητικού ιστού και πολλές φορές τα πρότυπα έκφρασής τους 

αλληλοεπικαλύπτονται, δημιουργώντας ένα ανώτερο επίπεδο 

πολυπλοκότητας στη ρύθμισή τους. Στην παρακάτω εικόνα φαίνεται η 

ανάπτυξη του αιμοποιητικού ιστού και των ενδοθηλιακών κυττάρων και σε 

ποια σημεία ρυθμίζονται αυτές οι διαδικασίες από ETS πρωτεΐνες. 
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Εικόνα 4: Σχηματική απεικόνση του ρόλου των ETS πρωτεϊνών κατά τη διαφοροποίηση των 
αιμοποιητικών αρχέγονων κυττάρων του ποντικού. (Bartel et al., 2000). 

 

Επιπλέον, οι πρωτεΐνες της οικογένειας ETS μπορούν να 

ενεργοποιούν πρωτεάσες που αποικοδομούν τη μεσοκυττάρια ουσία και 

οδηγούν σε αναδιαμόρφωσή της, καθώς και μόρια όπως οι ιντεγκρίνες, οι 

καδερίνες και μόρια πρόσφυσης μεταξύ των κυττάρων παίζοντας έτσι ρόλο 

στην κυτταρική μετανάστευση (Lelievre et al., 2001). Οι ETS πρωτεΐνες 

ρυθμίζουν την έκφραση των μεταλλοπρωτεϊνασών της μεσοκυττάριας ουσίας 

(matrix metalloproteinases, MMPs) και με αυτό τον τρόπο επιτρέπουν στα 

κύτταρα να μεταναστεύσουν. Τα καρκινικά κύτταρα μεταναστεύουν 

αποικοδομώντας τη μεσοκυττάρια ουσία, υπερεκφράζοντας τις 

μεταλλοπρωτεϊνάσες και συγχρόνως χάνουν την ικανότητα πρόσφυσης 

μεταξύ τους. Οι ETS μεταγραφικοί παράγοντες ρυθμίζουν και τις δύο αυτές 

κατηγορίες μορίων, οπότε η απορρύθμισή τους οδηγεί σε μετανάστευση των 

καρκινικών κυττάρων (Trojanowska, 2000). Σε συνδυασμό με το γεγονός ότι 

κάποια μέλη προωθούν την αγγειογένεση, είναι φανερό ότι οι ETS πρωτεΐνες 

συμβάλλουν σημαντικά στην ανάπτυξη και επέκταση του όγκου. Επίσης, 

αυξημένη έκφραση μεταλλοπρωτεϊνασών έχει αναφερθεί σε αυτοάνοσες 
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ασθένειες, όπως η ρευματοειδής αρθρίτιδα και οστεοαρθρίτιδα. Ανώμαλη 

έκφραση της πρωτεΐνης Ets2 έχει παρατηρηθεί στη ρευματοειδή αρθρίτιδα, 

ενώ στο συστημικό ερυθεματώδη λύκο και στο σύνδρομο του Sjorgen, τόσο η 

Ets2 όσο και το Fli1 δεν παρουσιάζουν το φυσιολογικό πρότυπο έκφρασής 

τους (Trojanowska, 2000). Σε φυσιολογικές καταστάσεις, αναδιoργάνωση της 

εξωκυττάριας ουσίας και αύξηση στην παραγωγή μεταλλοπρωτεϊνασών 

συμβαίνει στο μηχανισμό επούλωσης των τραυμάτων. Μελέτες έχουν δείξει 

αυξημένη έκφραση του Ets1 και της κολλαγενάσης 1 σε ινοβλάστες και 

ενδοθηλιακά κύτταρα, στα πρώτα στάδια της επούλωσης του έλκους του 

στομάχου (Ito et al., 1998).  

Οι παραπάνω φυσιολογικές δράσεις των ETS μεταγραφικών 

παραγόντων διαμεσολαβούνται από συγκεκριμένα γονίδια-στόχους των, που 

υπόκεινται άμεσα στη ρύθμισή τους. Η ταυτοποίηση άμεσων μεταγραφικών 

στόχων παρουσιάζει δυσκολίες, λόγω της ομοιόμορφης έκφρασης των ETS 

πρωτεϊνών σε διάφορους ιστούς και κυτταρικές σειρές, καθώς και της 

λειτουργικής τους αλληλεπικάλυψης. Παράλληλα, μελέτες in vitro 

αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών με το DNA μπορούν να οδηγήσουν σε 

παραπλανητικά αποτελέσματα, αν δεν επιβεβαιώνονται και in vivo. Τελευταία, 

με την ανάπτυξη των μικροσυστοιχείων cDNA και μεθοδολογιών in vivo 

πρόσδεσης πρωτεϊνών στο γενωμικό υλικό, ταυτοποίηθηκαν με ασφάλεια μία 

σειρά μεταγραφικών στόχων, εξηγώντας σε πολλές περιπτώσεις και το 

βιολογικό ρόλο των ETS πρωτεϊνών, που έχει προταθεί από την ανάλυση 

knockout ποντικών.  

Έτσι, ο παράγοντας PU.1 ρυθμίζει την πρώιμη ανάπτυξη των Β-

λεμφοκυττάρων, ενεργοποιώντας το γονίδιο του υποδοχέα α της 

ιντερλευκίνης 7 (IL7Ra). Πρώιμα αιμοποιητικά κύτταρα με έλλειψη του PU.1 

δεν μπορούν να διαφοροποιηθούν περαιτέρω και δείχνουν έλλειψη του 

IL7Ra. Με πειράματα ανοσοκατακρήμνισης της χρωματίνης και ανάλυση του 

υποκινητή του IL7Ra βρέθηκε ότι ο PU.1 ρυθμίζει άμεσα την έκφρασή του 

(DeKoter et al., 2002). Το ίδιο γονίδιο, στα Τ λεμφοκύτταρα, στα οποία δεν 

εκφράζεται ο PU.1, ρυθμίζεται από ένα άλλο ETS παράγοντα, τον GABP, 

χρησιμοποιώντας την ίδια θέση πρόσδεσης (Xue et al., 2004). Επίσης, το 

PU.1 αλληλεπιδρά με τον παράγοντα IRF8, ύστερα από την επίδραση 

ιντερφερόνης γ, προκειμένου να ενεργοποιήσει γονίδια, όπως η καθεψίνη C 
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και κυτοστατίνη C, προωθόντας τη διαφοροποίηση των μακροφάγων (Lu et 

al., 2003; Tamura et al., 2005). Παράλληλα, ο IRF8 αλληλεπιδρά με το 

μεταγραφικό καταστολέα TEL, μέσω της ίδιας θέσης πρόσδεσης στο DNA και 

καταστέλλει τους στόχους του απουσία της ιντερφερόνης γ. Επιπλέον, το 

PU.1 δεσμεύεται στον υποκινητή και ενεργοποιεί τα γονίδια Vav και c-Fms σε 

κύτταρα μυελού, συμβάλλοντας στην τελική διαφοροποίηση πρώιμων 

αιμοποιητικών κυττάρων (Denkinger et al., 2002) (Krysinska et al., 2007).  

Από τα παραπάνω είναι εμφανής ο συνδυαστικός κώδικας που 

χρησιμοποιείται απο τις ETS πρωτεϊνες, προκειμένου να συντονίσουν την 

ανάπτυξη διαφορετικών κυτταρικών τύπων σε διαφορετικές χρονικές στιγμές.    

Η ανάπτυξη των μεγακαρυοκυττάρων και η παραγωγή αιμοοπεταλίων 

ρυθμίζεται σε μεγάλο βαθμό από το μεταγραφικό παράγοντα Fli1 (Hart et al., 

2000). Χρησιμοποιώντας κυτταρικές σειρές πρώιμου ή όψιμου βαθμού 

διαφοροποίησης των μεγακρυοκυττάρων, δείχθηκε ότι ο Fli1 αλληλεπιδρά και 

ενεργοποιεί in vivo τους υποκινητές γονιδίων-δεικτών της μεγακαρυοποίησης, 

όπως η γλυκοπρωτεϊνη ΙΙb και ΙΧ (GPIIb, GPIX) και του υποδοχέα της 

θρομβοποιητίνης (c-Mpl). Σε αυτή του τη δράση υποβοηθείται και από άλλους 

παράγοντες, όπως ο GATA-1 και ο Ets-1, ανάλογα με το στάδιο της 

διαφοροποίησης (Jackers et al., 2004). Παράλληλα, το Fli1, προωθώντας τη 

διαφοροποίηση των μεγακαρυοκυττάρων, αναστέλλει τη διαφοροποίηση των 

ερυθροκυττάρων. Η πρωτεϊνη Rb παίζει πρωτεύοντα ρόλο στην 

ερυθροποίηση (Iavarone et al., 2004). Υπερέκφραση του Fli1 σε πρώιμα 

ερυθροβλαστικά κύτταρα έδειξε ότι αναστέλλει την τελική διαφοροποίησή τους 

μετά την επίδραση της ερυθροποιητίνης, στοχεύοντας άμεσα τον υποκινητή 

του Rb και καταστέλλοντας την έκφρασή του. Επιπλέον, η έκφραση του 

γονιδίου Scl στα αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα είναι θεμελιώδους σημασίας 

για τη διαφοροποίησή τους. Η έκφραση αυτή εξαρτάται από την παρουσία στο 

3’ ενισχυτή του GATΑ-1, του Fli1 και του Elf-1, καταδεικνύοντας τη σημασία 

των ETS παραγόντων στην έναρξη της αιμοποίησης (Gottgens et al., 2004). 

Ο Ets-1 μεταγραφικός παράγοντας δείχνει αυξημένη έκφραση στα 

αγγειακά ενδοθηλειακά κύτταρα του εμβρύου και στα αιμοφόρα αγγεία του 

ενήλικα κατά την αγγειογένεση, υπονοώντας τη συμμετοχή του στη 

διαφοροποιήση του αγγειακού συστήματος. Πράγματι, έχει δειχθεί ότι 

αυξημένη έκφραση του υποδοχέα του VEGF (Flk-1) συνδυάζεται με αυξημένα 
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επίπεδα του Ets-1, οποίος σε συνεργασία με τον παράγοντα Hif2α δεσμεύεται 

σε ETS θέσεις πρόσδεσεις του υποκινητή (Elvert et al., 2003). Επιπλέον, η 

πρωτεϊνη Lmo2, που παιζει σημαντικό ρόλο στη διαφοροποίηση του 

ενδοθηλίου, όπως και η ενδογλίνη, ρυθμίζονται από τον Ets-1. Σε αυτή την 

περίπτωση, ο Ets-1 αλληλεπιδρά με άλλες ETS πρωτεϊνες, όπως το Fli-1, το 

Erg-1 και το Elf-1 πάνω στους υποκινητές των εν λόγω γονιδίων και 

ενεργοποιεί την έκφρασή τους (Landry et al., 2005; Pimanda et al., 2006). 

Σημαντικό είναι ακόμα να τονιστεί, ότι ο ETS-1 αυξάνει μεταγραφικά την 

έκφραση του Fli1 στα ενδοθηλιακά κύτταρα, αλλά όχι και στους ινοβλάστες, 

εξειδικεύοντας έτσι τη δράση του στη διαδικασία της αγγειογένεσης (Lelievre 

et al., 2002). Φαίνεται, λοιπόν, να υπάρχει ένα δίκτυο ETS πρωτεϊνών που 

αλληλορυθμίζεται και αλληλεπιδρά κατά την ανάπτυξη του αγγειακού 

συστήματος. Σε συμφωνία με τα προηγούμενα, ποντίκια με έλλειψη του Tel 

μεταγραφικού παράγοντα δείχνουν προβληματική αγγειογένεση στο λεκιθικό 

σάκο (Wang et al., 1997), χωρίς όμως να είναι γνωστοί οι μεταγραφικοί του 

στόχοι. Επιπλέον, τα Ets1-/- ποντίκια παρουσιάζουν προβλήματα στο 

ανοσοποιητικό σύστημα με σοβαρότερο την έλλειψη των φυσικών φονιάδων 

(natural killer cells, NK) και την ελαττωματική ενεργοποίηση των T κυττάρων 

που παρουσιάζουν και υπερβολική απόπτωση (Bories et al., 1995; 

Muthusamy et al., 1995). Το Ets-1 προωθεί την απόπτωση ενεργοποιώντας 

το γονίδιο της κασπάσης 1 σε ινοβλάστες (Pei et al., 2005), ενώ σε λευχαιμικά 

Β-λεμφοκύτταρα ενεργοποιεί τον Ikkα υποκινητή, αναστέλλωντας την αντι-

αποπτωτική δράση του NFκB (Gu et al., 2004). Επιπλέον, τα Tel-/- έμβρυα 

παρουσιάζουν αυξημένη απόπτωση των μεσεγχυματικών και νευρικών 

κυττάρων. Ωστόσο, το Tel κατατέλλει μεταγραφικά την έκφραση του αντι-

αποπτωτικού BclXL σε ινοβλάστες ποντικού (Irvin et al., 2003).      

Ο φυσιολογικός ρόλος του Elk-1 δεν έχει αποσαφηνιστεί από knockout 

ποντίκια, φαίνεται όμως ότι παίζει κάποιο ρόλο στα νευρικά κύτταρα. Σε 

κυτταρικό επίπεδο, η έκφραση του Elk-1 ρυθμίζει ποικιλότροπα και ανάλογα 

με την κυτταρική σηματοδότηση τα άμεσα πρώιμα γονίδια, όπως το c-Fos. 

Έτσι έχει δειχθεί ότι απουσία ενεργοποιημένης Erk, ο Elk-1 προσδένεται στον 

υποκινητή του c-Fos και τον καταστέλλει, στρατολογώντας ενεργά 

μεταγραφικούς συν-καταστολείς και απακετυλάσες των ιστονών (Yang et al., 

2001). Αυτή η δράση του Elk-1 εξαρτάται από την πρόσδεση μιας ομάδας 
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SUMO και αναιρείται μόλις φωσφωρυλιωθεί από την ενεργοποιημένη Erk 

κινάση (Yang et al., 2003; Yang and Sharrocks, 2006; Yang and Sharrocks, 

2006). Η ενεργοποίηση του c-Fos, καθώς και του Egr-1 και του JunB από τον 

Elk-1 οδηγεί σε κυτταρικό πολλαπλασιασμό και περιορίζει την απόπτωση 

(Vickers et al., 2004). Το ίδιο αποτέλεσμα έχει και η ενεργοποιηση του γενικού 

μεταγραφικού παράγοντα TBP, μετά από φωσφωρυλίωση του Elk-1 απο την 

κινάση Jnk1, όχι όμως και τη Jnk2 (Zhong et al., 2007). Τέλος, ο Elk-1 

ενεργοποιεί και τον παράγοντα απόκρισης στον ορό (Serum Response 

Factor, SRF), με τον οποίο αλληλεπιδρά φυσικά κατά τη ρύθμιση των 

γονιδίων, δημιουργώντας έτσι μία θετική θηλειά ανάδρασης της λειτουργίας 

του (Kasza et al., 2005). Η Net πρωτεϊνη, που είναι ένα άλλο μέλος του 

παράγοντα τριμερούς συμπλόκου (Ternary Comlex Factor, TCF) ρυθμίζει 

αρνητικά τον υποκινητή του Egr-1, χωρίς ωστόσο να είναι γνωστός ο 

μηχανισμός in vivo (Ayadi et al., 2001). Επιπλέον, ινοβλάστες ποντικού με 

έλλειψη της συγκεκριμένης πρωτεϊνης δείχνουν προβληματική κυτταρική 

μετανάστευση. Αυτό οφείλεται εν μέρει σε αύξηση της πρωτεϊνης PAI-1, που 

αναστέλλει την πρωτεόλυση του εξωκυττάριου χώρου. Η Net προσδένεται 

άμεσα και ειδικά στον υποκινητή του PAI-1 και τον καταστέλλει (Buchwalter et 

al., 2005).  

Η ταυτοποίηση γονιδίων-στόχων των Ets μεταγραφικών παραγόντων, 

καταρχήν, παρέχει στοιχεία για το μοριακό μηχανισμό της μεταγραφής. Πέραν 

τούτου, όμως, εξηγεί και το μηχανισμό της φυσιολογικής τους δράσης και 

εμβαθύνει στην κυτταρική τους λειτουργία. Επιπλέον, αποκαλύπτονται οι 

λειτουργικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των μελών της οικογένειας 

ξεδιπλώνωντας το δίκτυο εκείνο των Ets πρωτεϊνών, που συμμετέχουν σε 

καίριες φυσιολογικές και παθολογικές κυτταρικές λειτουργίες, όπως η 

διαφοροποίηση, ο πολλαπλασιασμός, η απόπτωση και η ογκογένεση.      

 

1.4 Ο μεταγραφικός καταστολέας Erf (ETS-2 Repressor Factor) 
   Ο μεταγραφικός παράγοντας Erf αποτελεί μέλος της ETS οικογένειας 

με ισχυρή κατασταλτική δράση. Στο αμινο-τελικό άκρο της πρωτεϊνης 

εντοπίζεται η περιοχή πρόσδεσης στο DNA, στο κεντρικό τμήμα της είναι 

υπεύθυνο για την αλληλεπίδραση με την Erk κινάση, ενώ στο καρβόξυ-τελικό 

βρίσκεται η περιοχή μεταγραφικής καταστολής. Ο Erf δεν παρουσιάζει 
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σημαντική ομολογία με άλλες ETS πρωτεϊνες (πέρα από την περιοχή 

πρόσδεσης στο DNA), εκτός από την PE1/Mets και μαζί συνιστούν την ERF 

υποοικογένεια (εικόνα 2). Η περιοχή καταστολής του Erf δρα με αυτόνομο 

τρόπο, αφού έχει δειχθεί ότι μπορεί να μεταφέρει τη δράση της όταν 

συντηχθεί με περιοχές πρόσδεσης στο DNA γνωστών μεταγραφικών 

ενεργοποιητών, όπως ο Ets1, ο NFκΒ και ο GAL4. Επιπλέον, η μεταγραφική 

του δράση εξαρτάται από την πρόσδεση στο DNA, αφού κολοβές πρωτεϊνες 

στο αμινο-τελικό άκρο δεν μπορούν να καταστείλουν τη μεταγραφή, ενώ 

μεταλλαγμένες θέσεις πρόσδεσης στο DNA, επίσης καταργούν τη δράση του 

Erf (Sgouras et al., 1995). 

Η έκφραση του, μεγέθους 2.8 Kb, mRNA του Erf γονιδίου παρατηρείται 

στον ίδιο βαθμό στους ιστούς του ενήλικου ποντικού που μέχρι στιγμής έχουν 

εξεταστεί, όπως στα νεφρά, στον εγκέφαλο, στην καρδιά, στους πνεύμονες, 

στους λεμφαδένες, στην ωοθήκη και στους όρχεις (Liu et al., 1997). Πιο 

αναλυτική μελέτη της έκφρασης του Erf mRNA στον πλακούντα έδειξε ότι 

υπάρχει αλλαγή στο πρότυπο έκφρασης του, ανάλογα με το στάδιο της 

εμβρυογένεσης. Έτσι, ενώ κατά το στάδιο 6.5 dpc, ο Erf εκφράζεται στο 

εξωεμβρυικό εκτόδερμα και τον εξωπλακουντικό κώνο, αργότερα η έκφρασή 

του περιορίζεται μόνο στα βλαστικά κύτταρα του χορίου. Στη συνέχεια, στο 

στάδιο 8.5 dpc, που πραγματοποιείται η χοριο-αλλαντοϊδική σύντηξη, ο Erf 

παρατηρείται στα βλαστικά κύτταρα του χορίου, αλλά και στην αλλαντοϊδα και 

το λεκιθικό σάκο. Ακολούθως, ο Erf συνεχίζει να εκφράζεται στα διπλοειδή 

κύτταρα του χορίου, ενώ παρατηρείται και αυξημένη έκφραση στα 

τροφοβλαστικά κύτταρα, μέχρι το στάδιο 15.5 dpc, όπου και παρατηρείται 

δραματική μείωση μέχρι και εξαφάνιση της έκφρασής του στους 

συγκεκριμένους κυτταρικούς τύπους. (Παπαδάκη Χ., Διδακτορική Διατριβή, 

2005). Η έκφραση του Erf σε πρώιμα βλαστικά εξωεμβρυικά και 

εξωπλακουντικά κύτταρα, καθώς και σε τροφοβλαστικά αρχέγονα κύτταρα, σε 

συνδυασμό με την απουσία του από τα διαφοροποιημένα κύτταρα (πχ 

συγκυτιοτροφοβλάστες) συνιστά ένα σημαντικό ρόλο στη ανάπτυξη και 

διαφοροποίηση των κυττάρων αυτών και τη δημιουργία ενός λειτουργικού 

πλακούντα.   

Η Erf πρωτεϊνη εκφράζεται συνεχώς στα ίδια επίπεδα, σε όλη τη 

διάρκεια του κυτταρικού κύκλου. Ωστόσο, η δράση της ρυθμίζεται από 
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μιτογόνα ερεθίσματα και το στάδιο του κυτταρικού κύκλου και αποτελέι στόχο 

φωσφωρυλίωσης του Ras/Erk μονοπατιού. Ενεργοποίηση του εν λόγω 

μονοπατιού από μιτογόνα, οδηγεί στη φωσφωρυλίωσή του Erf από την Erk 

κινάση (Sgouras et al., 1995). Έχει δειχθεί ότι ο Erf αλληλεπιδρά άμεσα με την 

Εrk τόσο in vitro, όσο και in vivo, ενώ δεν προσδένεται στις συγγενείς κινάσες 

Jnk και p38. Η αλληλεπίδραση διαμεσολαβείται από μία μικρή περιοχή 22 

αμινοξέων του Erf στο κεντρικό τμήμα της πρωτεϊνης. Επιπλέον, έχουν 

ταυτοποιηθεί δύο μοτίβα FXF, χαρακτηριστικά των Erk υποστρωμάτων, στις 

θέσεις 303-305 και 375-377. Τα δύο αυτά μοτίβα δείχνουν διαφορετική 

προτίμηση για την πρόσδεση με την ενεργό ή την ανενεργό Erk κινάση, όπως 

έχει φανεί από ανάλυση σημειακών μεταλλαγών. Η ενεργός Erk, ωστόσο, 

αλληλεπιδρά με τον Erf με 5 περίπου φορές ισχυρότερη συγγένεια 

πρόσδεσης σε σχέση με την ανενεργό μορφή της. Γειτονικές αλληλουχίες των 

δύο μοτίβων είναι, επίσης, απαραίτητες για αποτελεσματική πρόσδεση στην 

κινάση, υπονοώντας ότι μία ελάχιστη δομική ακεραιότητα του πρωτεϊνικού 

αυτού τμήματος είναι απαιτητή (Polychronopoulos et al., 2006).    

  Η παραπάνω αλληλεπίδραση έχει ως αποτέλεσμα τη φωσφωρυλίωση 

του Erf και το συνεπακόλουθο εντοπισμό του στο κυτταρόπλασμα. Εκεί 

βρίσκεται ανενεργός, εφόσον μέχρι στιγμής δεν έχει βρεθεί κάποια 

κυτταροπλασματική του δράση. Αντίθετα, κάτω από συνθήκες έλλειψης 

αυξητικών παραγόντων, ο Erf οδηγείται ταχύτατα στον πυρήνα και 

αποφωσφωρυλιώνεται. Σε αυτή την περίπτωση μπορεί να ρυθμίσει την 

έκφραση των γονιδίων-στόχων του, οπότε βρίσκεται στην ενεργοποιημένη του 

μορφή. Επιπλέον, το πρότυπο της φωσφωρυλίωσης του Erf διαφοροποιείται 

κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου. Έτσι, όταν τα κύτταρα βρίσκονται 

στη φάση G0, ο Erf είναι αποφωσφωρυλιωμένος, ενώ κατά την πρόοδο της 

G1 φάσης και την μετάβαση στην S φάση, παρατηρείται έντονη 

φωσφωρυλίωση. Ακόμη εντονότερη είναι η φωσφωρυλίωση κατά τη διάρκεια 

της G2 φάσης πριν την είσοδο στη μίτωση.  

Έχει προταθεί ότι ο Erf περιέχει εφτά δυνητικές θέσεις 

φωσφωρυλίωσης από την Erk κινάση, από τις οποίες τέσσερεις 

φωσφωρυλιώνονται in vivo στις θέσεις S161, S246, S251 και Τ526, (Le Gallic 

et al., 1999; Sgouras et al., 1995), ενώ υπάρχουν ενδείξεις και για μία 

πρόσθετη στη θέση S284 (μη δημοσιευμένα δεδομένα). Μεταλλαγμένη μορφή 
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του Erf, στην οποία και οι εφτά θέσεις φωσφωρυλίωσης έχουν μεταλλαχθει σε 

αλανίνη, καθιστά την πρωτεϊνη μονίμως πυρηνική, ενώ συνδυασμοί 

σημειακών μεταλλαγών έχουν ενδιάμεσους φαινοτύπους (Le Gallic et al., 

1999). Η έξοδος από τον πυρήνα παρεμποδίζεται από τη λεπτομυκίνη B 

(LMB), προτείνοντας ένα CRM1-εξαρτώμενο μηχανισμό εξόδου από τον 

πυρήνα. Μελετώντας αυτό το μηχανισμό αποκαλύφθηκε ότι οι θέσεις 

φωσφωρυλίωσης έχουν διακριτούς ρόλους κατα τη διαδικασία εξόδου. 

Καταρχήν, η φωσφωρυλίωση του Erf λαμβάνει χώρα στον πυρήνα του 

κυττάρου και μάλιστα πρώτα φωσφωρυλιώνονται οι θέσεις 246 και 251. Σε 

αυτή τη μορφή ο Erf «φορτώνεται» στη «μηχανή» εξόδου και εκεί 

παρατηρείται πρόσθετη φωσφωρυλίωση στη θέση 526. Πρέπει να τονιστεί σε 

αυτό το σημείο, ότι η φωσφωρυλιωμένη μορφή του Erf στην Τ526 

αλληλεπιδρά in vivo με τη Crm1 πρωτεϊνη. Ωστόσο, για να απελευθερωθεί 

από αυτή προς το κυτταρόπλασμα, η αποφωσφωρυλίωση της Τ526 είναι 

απαιτητή, αφού μεταλλάσσοντας τη σε αλανίνη παρατηρείται περιπυρηνικός 

εντοπισμός του Erf (Le Gallic et al., 2004).  

Χρησιμοποιώντας το μονίμως πυρηνικό μετάλλαγμα του Erf (Μ1-7), 

κατέστη δυνατό να αντληθούν πληροφορίες για τη φυσιολογική λειτουργία 

του. Έτσι, έχει δειχθεί ότι η υπερέκφραση της μεταλλαγμένης πρωτεϊνης Μ1-7 

σε ινοβλάστες προκαλεί την αναστολή του κυτταρικού κυκλου στη φάση G1, 

όπως φάνηκε με δοκιμασία ενσωμάτωσης βρωμοδεόξυ-ουριδίνης και τη 

μέτρηση της ποσότητας του DNA. Η αναστολή αυτή εξαρτάται από την 

παρουσία της πρωτεϊνης του ρετινοβλαστόματος, αφού κύτταρα με έλλειψή 

της δεν επηρεάζονται από τον Erf. Στο ίδιο αποτέλεσμα οδηγεί και η 

υπερέκφραση των κυκλινών D1 και Ε, υποστηρίζοντας την εμπλοκή του Erf 

στην πρόοδο του κυτταρικού κύκλου. Επιπλέον δεδομένα υποδεικνύουν ένα 

ογκοκατασταλτικό ρόλο για τον Erf. Πρώτον, η Erf M1-7 πρωτεϊνη αναστρέφει 

το Ras-επαγώμενο μετασχηματισμό των ινοβλαστών ποντικού, ενώ η αγρίου 

τύπου πρωτείνη αναστρέφει τον gag-myb-ets μετασχηματισμό (Le Gallic et 

al., 1999; Sgouras et al., 1995). Δεύτερον, σύντηξη της ρυθμιστικής και 

κατασταλτικής περιοχής του Erf στην DNA-δεσμευόμενη περιοχη του Fli1 

προκαλεί αναστολή του σαρκώματος Ewing (που προκαλείται από τη σύντηξη 

του Fli1 με το EWS και επακόλουθη συνεχή έκφραση των γονιδίων-στόχων 

του Fli1) σε αθυμικά ποντίκια (Athanasiou et al., 2000). Αναστολή του 
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κυτταρικού κύκλου και αντιστροφή του Ras μετασχηματισμού προκαλείται 

επίσης και από την ελαττωματική, ως προς τη δέσμευση με την Erk, πρωτεϊνη 

του Erf, ενισχύοντας ακόμα περισσότερο την άποψη ότι ο Erf αποτελεί στόχο 

του Ras/Erk μονοπατιού (Polychronopoulos et al., 2006).  

Ο Erf φαίνεται να έχει ακόμα συμμετοχή στην κυτταρική 

διαφοροποίηση. Η in vitro διαφοροποίηση ερυθροκυττάρων ενισχύεται από 

την υπερέκφραση του αγρίου τύπου Erf και της ειδικής αναστολής της Erk, ή 

από την υπερέκφραση του μονίμως πυρηνικού μεταλλάγματος Μ1-7 

(Athanasiou et al., 2003). Περισσότερα στοιχεία για το βιολογικό ρόλο του Erf 

in vivo προκύπτουν από τη δημιουργία ποντικών με έλλειψη της πρωτεϊνης. Η 

διακοπή της λειτουργίας του Erf οδηγεί τα ποντίκια σε θάνατο κατά το στάδιο 

10-10.5 dpc, εξαιτίας σοβαρών προβλημάτων στην ανάπτυξη του πλακούντα, 

γεγονός που συμφωνεί με το πρότυπο έκφρασης της πρωτεϊνης, όπως 

περιγράφηκε παραπάνω. Στους πλακούντες των Erf-/- εμβρύων παρατηρείται 

μία συμπαγής χοριακή στοιβάδα, αγενεσία του λαβυρίνθου, μία εκτεταμένη 

στοιβάδα γιγαντιαίων κυττάρων και μία μικρότερη σπογγώδης στοιβάδα. 

Επίσης, παρατηρείται απουσία των μεταμιτωτικών κυττάρων του χορίου και 

των συγκυτιοκυττάρων που αποτελούν τα τελικά διαφοροποιημένα κύτταρα 

του λαβυρίνθου. Αντίθετα, υπάρχει αυξημένη έκφραση γονιδίων-δεικτών των 

αρχέγονων τροφοβλαστικών κυττάρων που παραμένουν αδιαφοροποίητα. 

Επομένως, ο Erf φαίνεται ότι συμμετέχει στη διαφοροποίηση των 

τροφοβλαστικών κυττάρων και την ανάπτυξη συγκεκριμένων κυτταρικών 

τύπων που οδηγούν στην πλακουντογένεση. Επιπρόσθετα, η έλλειψη του Erf 

προκαλεί ατελή αγγειογένεση στο λεκιθικό σάκο. Ωστόσο, δεν είναι ξεκάθαρο 

αν ο παραπάνω φαινότυπος προκύπτει δευτερογενώς, λόγω ελλειπούς 

ανταλλαγής τροφικών στοιχείων του εμβρύου με τη μητέρα, ή αποτελεί 

πρωτογενή δράση του Erf στην αγγειογένεση (Papadaki et al., 2007). 

Προκειμένου να γίνουν γνωστές περισσότερες παράμετροι σχετικά με τη 

λειτουργία του Erf, είναι απαραίτητο να δημιουργηθούν ποντίκια με 

επαγώμενη, ιστο-ειδική έλλειψη της πρωτεϊνης.  

Ενώ η ρύθμιση και η φυσιολογική λειτουργία του Erf έχουν αρχίσει να 

διαλευκάνονται, ελλιπής είναι η γνώση σχετικά με τα γονίδια-στόχους του και 

το μοριακό μηχανισμό δράσης του. Έχει αναφερθεί ότι ο Erf καταστέλλει in 

vitro τον υποκινητή του γονιδίου της προλακτίνης σε απόκριση στην 
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ντοπαμίνη, όταν και εντοπίζεται στον πυρήνα των κυττάρων του υπόφυσης 

(Day et al., 1998; Liu et al., 2002). Στις παραπάνω μελέτες προτείνεται ότι ο 

Erf εμποδίζει την πρόσδεση του Pit-1 ενεργοποιητή στον υποκινητή της 

προλακτίνης, χωρίς να υπάρχουν ενδείξεις για ένα ενεργό μηχανισμό 

μεταγραφικής καταστολής. Έχει, επίσης, αναφερθεί ότι ο Erf καταστέλλει την 

έκφραση του γονιδίου MIEP (Major immediate-early promoter) του κυτταρο-

μεγαλοϊού σε κύτταρα που ο ιός βρίσκεται σε λανθάνουσα κατάσταση. 

Παρόλο που και σε αυτή την περίπτωση οι μελέτες στηρίζονται σε in vitro 

ευρύματα, προτείνεται ότι ο ενδογενής Erf αλληλεπιδρά με την απακετυλάση 

των ιστονών Hdac1 με αποτέλεσμα τη μεταγραφική καταστολή του γονιδίου   

(Bain et al., 2003; Wright et al., 2005). Ωστόσο, και στις δύο περιπτώσεις δεν 

έχει δειχθεί φυσική αλληλεπίδραση του ενδογενούς Erf με τους υποκινητές 

των γονιδίων, αφήνοντας ακόμα ανοικτό το ερώτημα της ταυτοποίησης 

άμεσων στόχων του.                    
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2. ΣΗΜΑΤΟΔΟΤΙΚΑ ΜΟΝΟΠΑΤΙΑ ΚΑΙ ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΣ 
ΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΣ 

 
2.1 Γενικά 

Στους πολυκύτταρους οργανισμούς, η επικοινωνία μεταξύ των 

διαφορετικών κυτταρικών τύπων είναι απαραίτητη για τη ρύθμιση και το 

συντονισμό των κυτταρικών διεργασιών, όπως ο πολλαπλασιασμός, η 

απόπτωση και η διαφοροποίηση. Η πληθώρα των δικτύων μεταγωγής 

σήματος που διαμεσολαβούν αυτές τις βιολογικές διαδικασίες ρυθμίζεται εν 

μέρει από αυξητικούς παράγοντες που ενεργοποιούν υποδοχείς της 

κυτταρικής μεμβράνης. Οι πρωταρχικοί δέκτες των σημάτων είναι οι 

υποδοχείς κινάσης τυροσίνης (receptor tyrosine kinases, RTK), μέσω των 

οποίων το σήμα μεταδίδεται καθοδικά σε δεύτερα μηνύματα και τελικά φθάνει 

στους μεταγραφικούς παράγοντες. 

Οι υποδοχείς RTK χαρακτηρίζονται από μία διαμεμβρανική περιοχή, 

μία εξωκυτταρική περιοχή που δεσμεύει τους συνδέτες και ένα ενδοκυτταρικό 

τμήμα που έχει ενεργότητα κινάσης (Ullrich and Schlessinger, 1990). Η 

σύνδεση των αυξητικών παραγόντων με τον υποδοχέα τυροσίνης επάγει το 

διμερισμό του στην κυτταρική μεμβράνη και αυξάνει την ενεργότητα κινάσης 

που οδηγεί στην αυτό-φωσφωρυλίωση του υποδοχέα σε κατάλοιπα 

τυροσίνης (Greenfield et al., 1989; Heldin, 1995; Ullrich and Schlessinger, 

1990). Έτσι, πρωτεϊνες, όπως για παράδειγμα η φωσφωλιπάση Cγ (Pawson, 

1995) ή σύμπλοκα προσαρμογής όπως το SHC-Grb2-Sos, που 

αλληλεπιδρούν με φωσφωρυλιωμένα κατάλοιπα τυροσίνης δεσμεύονται στον 

υποδοχέα και μεταδίδουν το σήμα ενδοκυτταρικά. Το τελευταίο σύμπλοκο 

διαμεσολαβεί την αλληλεπίδραση της Ras πρωτεϊνης με τους RTK υποδοχείς 

και την επαγωγή του Ras/Erk μονοπατιού, που είναι πολύ σημαντικό για την 

προώθηση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού (Dhanasekaran and 

Premkumar Reddy, 1998).  

 
2.2 Το μονοπάτι Ras/Erk 

Οι Ras πρωτεϊνες ανήκουν στην κατηγορία των μικρών GTPασών, οι 

οποιες διατηρούνται σε ανενεργή μορφή όταν είναι δεσμευμένες με GDP και 
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ενεργοποιούνται κατόπιν πρόσδεσης του GTP (Boguski and McCormick, 

1993; Donovan et al., 2002). Αφού προσδεθεί ένας συνδέτης στον αντίστοιχο 

υποδοχέα του, τότε οι πρωτεϊνες-προσαρμογείς (όπως η Sos) προκαλούν 

αποδέσμευση του GDP από το Ras, το οποίο πλέον αλληλεπιδρά με το GTP. 

Ακολούθως, το Ras-GTP σύμπλοκο μπορεί να αλληλεπιδράσει με 

περισσότερες από 20 πρωτεϊνες, όπως η Raf, PI3K (phosphatidylinositol-3 

kinase) και το RALGDS (Ral guanine nucleotide-dissotiation stimulation), 

ρυθμίζοντας έτσι τον πολλαπλασιασμό ή τη διαφοροποίηση των κυττάρων 

(Mitin et al., 2005; Repasky et al., 2004) (εικόνα 5).  

 
Εικόνα 5: Σχηματική απεικόνιση του Ras μονοπατιού και των καθοδικών δικτύων του 
(Schubbert et al., 2007).  
 

Τα τρία κυτταρικά Ras γονίδια κωδικωποιούν για 4 διαφορετικές 

πρωτεϊνες, την HRAS, την ΝRAS και τις KRASA και KRASB, με τις δύο 

τελευταίες να προέρχονται από διαφορετικό μάτισμα στο καρβόξυ-τελικό άκρο 

του mRNA. Το αμινο-τελικό τους άκρο παρουσιάζει μεγάλη συντήρηση, ενώ 

μικρές διαφορές εντοπίζονται στο καρβόξυ-τελικό άκρο τους. Παρόλο που 

υπάρχουν μικρές διαφορές στα σηματοδοτικά μονοπάτια που ενεργοποιούν 

και στην υποκυτταρική τους κατανομή συμμετέχουν και οι τέσσερεις στην 
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ρύθμιση και πρόοδο του κυτταρικού κύκλου (Coleman et al., 2004). Ήδη, από 

πρώιμες μελέτες φάνηκε ότι το Ras μονοπάτι συμμετέχει στη ρύθμιση του 

κυτταρικού κύκλου. Μικροένεση αντισωμάτων που εξουδετερώνουν την 

πρωτεϊνη Ras, ή υπερέκφραση μίας κυρίαρχα αρνητικά μεταλλαγμένης 

πρωτεϊνης Ras εμποδίζει το πέρασμα του κυτταρικού κύκλου στην S φάση, 

μετά από επαγωγή με αυξητικούς παράγοντες (Mulcahy et al., 1985; Stacey 

et al., 1991). Αντίστροφα, κύτταρα που έχουν εξέλθει του κυτταρικού κύκλου, 

εξαναγκάζονται σε πολλαπλασιασμό κατόπιν υπερέκφρασης της 

ογκογενετικής H-Ras πρωτεϊνης, χωρίς την επίδραση αυξητικών παραγόντων 

(Feramisco et al., 1984). Η βασική συνεισφορά του Ras μονοπατιού στη 

ρύθμιση της προόδου του κυτταρικού κύκλου από τη G1 φάση στην S είναι η 

απενεργοποίηση της πρωτεϊνης του ρετινοβλαστόματος (Rb protein). Κύτταρα 

με έλλειψη του Rb δεν χρειάζονται για την επιβίωσή τους πλέον τη Ras, ενώ 

αναστολή του μονοπατιού Ras δεν εμποδίζει τον κυτταρικό κύκλο σε αυτά τα 

κύτταρα (D'Abaco et al., 2002; Mittnacht et al., 1997; Peeper et al., 1997).  

Το μονοπάτι που έχει μελετηθεί περισσότερο για τη συμμετοχή του 

στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό είναι αυτό που διαμεσολαβείται από την 

πρωτεϊνη Raf και καταλήγει στην Erk κινάση. Ο μοριακός μηχανισμός που 

μεσολαβεί την απενεργοποίηση του Rb από το Ras/Erk μονοπάτι έχει 

διαλευκανθεί με μεγάλη λεπτομέρεια και ενέχει την ενεργοποίηση της κυκλίνης 

D1. Επιπλέον, η διάρκεια του σήματος και ο κυτταρικός τύπος παίζουν 

σημαντικό ρόλο στην επαγωγή της Erk κινάσης και την επακόλουθη επιλογή 

της μοίρας του κυττάρου, αν δηλαδή θα συνεχίσει να πολλαπλασιάζεται ή θα 

διαφοροποιηθεί. Σε ινοβλάστες, η μεγάλης διάρκειας σηματοδότηση οδηγεί σε 

επιτάγχυνση του κυτταρικού κύκλου, ενώ σήμα μικρής διάρκειας δεν έχει 

κανένα αποτέλεσμα στην πρόοδο του κύκλου, προφυλάσσοντας τα κύτταρα 

από μικρές αλλαγές στο εξωκυτταρικό τους περιβάλλον. Η μεταγραφική 

ενεργοποίηση της έκφρασης της κυκλίνης D1 μέσω της Erk κινάσης 

περιγράφεται από τρία διακριτά στάδια. Η ενεργή Erk φωσφωρυλιώνει το 

μεταγραφικό παράγοντα Elk-1, ο οποίος επάγει την έκφραση των αμέσως-

πρώιμων γονιδίων, όπως το c-Fos (Gille et al., 1995). Η διαρκής 

ενεργοποίηση της Erk έχει ως αποτέλεσμα τη φωσφωρυλίωση και της c-Fos 

πρωτεϊνης, η οποία με αυτό τον τρόπο σταθεροποιείται (Murphy et al., 2004; 

Murphy et al., 2002). Η αύξηση του χρόνου ζωής της c-Fos οδηγεί από τη μία 
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στη μεταγραφική καταστολή της κυκλίνης D1 και από την άλλη στην 

ενεργοποίηση του Fra-1, που είναι μέλος της οικογένειας Fos (Albanese et al., 

1995; Balmanno and Cook, 1999; Chalmers et al., 2007). Μετά από αρκετές 

ώρες, όταν η Erk δραστηριότητα παύει, η c-Fos πρωτεϊνη αποικοδομείται και 

η Fra-1 παίρνει τη θέση της στο σύμπλοκο AP1, πάνω στον υποκινητή της 

κυκλίνης D1, επάγωντας την έκφρασή της (Burch et al., 2004). Το Ras/Erk 

μονοπάτι, σε συνεργασία με το PI3K/Akt και τη c-Myc πρωτεϊνη, ρυθμίζει την 

έκφραση της κυκλίνης D1 μέσω ενός διαφορετικού μηχανισμού. Η Erk κινάση 

φωσφωρυλιώνει τη c-Myc πρωτεϊνη ειδικά στη Σερίνη 62, σταθεροποιώντας 

τη δομή της. Ακολούθως, η c-Myc, ως μεταγραφικός ενεργοποιητής, επάγει 

την έκφραση της κυκλίνης D1 (Daksis et al., 1994). Συγχρόνως, η 

ενεργοποιημένη μορφή της Akt κινάσης αναστέλλει τη δράση της GSK3 

κινάσης, η οποία όταν φωσφωρυλιώνει τη c-Myc στη Θρεονίνη 58 προκαλεί 

την αποδόμησή της (Sears et al., 1999; Sears et al., 2000). Επίσης, η κυκλίνη 

D1 αποτελεί υπόστρωμα της Gsk3 κινάσης,  και η αλληλεπίδραση αυτή 

οδηγεί την κυκλίνη στο πρωτεάσωμα (Diehl et al., 1998). Η συντονισμένη 

δράση των Erk και Akt κινασών είναι αυτή που τελικά καθοδηγεί  τη 

φωσφωρυλίωση της  Rb πρωτεϊνης από την κυκλίνη D1 και την επακόλουθη 

αποδέσμευσή της από τον E2F μεταγραφικό παράγοντα. Η απελευθέρωση 

του E2F του επιτρέπει να ενεργοποιήσει τα γονίδια-στόχους του, που 

απαιτούνται για τη μετάβαση στην S φάση του κυτταρικού κύκλου. 

Εκτός από την κυκλίνη D1, που σχηματίζει σύμπλοκα με τη CDK4 ή τη 

CDK6 κινάση, η κυκλίνη E2 σε σύνδεση με την CDK2 παίζει ενεργό ρόλο στον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό, συμβάλλοντας και αυτή με τη σειρά της σε ένα 

δεύτερο γύρο φωσφωρυλίωσης της Rb (Chambard et al., 2006). Σε αυτή την 

περίπτωση η Erk κινάση δεν ρυθμίζει την έκφραση της κυκλίνης Ε, αλλά την 

ενεργότητά της. Αρχικά η ενεργός Erk απαιτείται για τη μεταφορά της CDK2 

στον πυρήνα του κυττάρου. Στο συγκεκριμένο διαμέρισμα, η CDK2 

ενεργοποιείται μετά από φωσφωρυλίωση της Θρεονίνης 160 από την CAK 

(CDK activating kinase) και αποφωσφωρυλίωση της Θρεονίνης 14 και 

Τυροσίνης 16 από την CDC25 φωσφατάση (Keenan et al., 2001). Το γεγονός 

ότι η CDC25α φωσφατάση ενεργοποιείται από το c-Myc μεταγραφικό 

παράγοντα (Galaktionov et al., 1996) προσθέτει ένα ακόμα επίπεδο 

πολυπλοκότητας στην Erk-εξαρτώμενη προώθηση του κυτταρικού κύκλου. 
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Επιπλέον, ανάλυση μικροσυστοιχειών cDNA κατά την ενεργοποίηση του 

Ras/Erk μονοπατιού σε επιθηλιακά κύτταρα μαστού επιβεβαίωσε την 

ενεργοποιήση των κυκλινών και των καταλυτικών υποστρωμάτων τους, ενώ 

παρείχε και ενδείξεις για την αρνητική ρύθμιση γονιδίων που αναστέλλουν τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό, όπως το p57 και το p21 (Grill et al., 2004). Η 

σηματοδότηση μέσω του Ras/Raf/Mek/Erk μονοπατιού ελαττώνει τα 

πρωτεϊνικά επίπεδα του p27, λόγω ενίσχυσης της πρωτεόλυσής του και 

μειωμένης πρωτεϊνικής σύνθεσης, αυξάνοντας την ενεργότητα των CDKs 

(Delmas et al., 2001; Rivard et al., 1999; Treinies et al., 1999). Πιο περίπλοκα 

είναι τα πράγματα για την p21 πρωτεϊνη, η οποία φαίνεται να αυξάνεται 

παρουσία μιτογόνων και ενεργοποιημένου Ras, λόγω μεταγραφικής 

ενεργοποίησης (Liu et al., 1996). Η p21 βοηθάει στη συγκρότηση του 

συμπλόκου κυκλίνης D1-CDK2, στον πυρηνικό του εντοπισμό και τη 

σταθερότητά του (Alt et al., 2002; Cheng et al., 1999; LaBaer et al., 1997). 

Έτσι λειτουργεί ως παράγοντας προώθησης του κυτταρικού κύκλου σε 

χαμηλά επίπεδα έκφρασης και επομένως είναι η ισορροπία μεταξύ του p21 

και του p27 που καθορίζει την αναστολή του πολλαπλασιαμού, παρά τα 

απόλυτα επίπεδα έκφρασής τους. Στην εικόνα 6 φαίνεται συνοπτικά η 

ρύθμιση της δραστηριότητας της κυκλίνης D1 από το Ras/Erk μονοπάτι και η 

φωσφωρυλίωση του Rb, που αποτελεί τον περιοριστικό παράγοντα στην 

πρόοδο του κυτταρικού κύκλου.  

Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι η Erk κινάση δεν ενεργοποιεί μόνο 

γονίδια που υποβοηθούν τη μετάβαση στην S φάση, αλλά συγχρόνως, κατά 

τη διάρκεια της G1 φάσης, καταστέλλει γονίδια με κυτοστατική δράση 

(Yamamoto et al., 2006). Η μεταγραφική καταστολή των παραπάνω γονιδίων 

οφείλεται στη δράση του AP1 παράγοντα, αφού εμποδίζεται από την έκφραση 

μίας επικρατώς αρνητικής μεταλλαγμένης μορφής του c-Fos. Δύο από τους 

στόχους του Erk μονοπατιού που ταυτοποιήθηκαν, το Tob1 και το  JunD, 

ρυθμίζουν αρνητικά την έκφραση της κυκλίνης D1 (Weitzman et al., 2000; 

Yoshida et al., 2003). Αντίθετα με τους ινοβλάστες, σε κύτταρα PC12 από 

φαιοχρωμοκύττωμα, η επίδραση του νευρικού αυξητικού παράγοντα (NGF) 

έχει ως αποτέλεσμα την παρατεταμένη δράση της Erk κινάσης και 

επακόλουθη διαφοροποίηση των κυττάρων σε νευρικά. Αντίθετα, ο 

επιδερμικός αυξητικός παράγοντας (EGF) προκαλεί παροδική ενεργοποίηση 
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της Erk και τελικά οδηγεί τα κύτταρα σε πολλαπλασιασμό (Heasley and 

Johnson, 1992; Marshall, 1995; Muroya et al., 1992; Nguyen et al., 1993; 

Traverse et al., 1992). Ωστόσο, δεν είναι ξεκάθαρο που οφείλεται η αντίθετη 

δράση της Erk σηματοδότησης μεταξύ ινοβλαστών και PC12 κυττάρων.  

 

 
Εικόνα 6: Η επίδραση του Ras στα συστατικά του κυτταρικού κύκλου. Α. Το Ras μονοπάτι 
αυξανει τα επίπεδα της κυκλίνης D1, τόσο σε επίπεδο μεταγραφής, όσο και σε μεταφραστικό και 
μετα-μεταφραστικό επίπεδο. Επίσης, αυξάνονται άμεσα ή έμμεσα τα επίπεδα του p21 που 
βοηθάει στη σταθεροποίηση του συμπλόκου κυκλίνης D/CDKs και καταλήγει σε φωσφωρυλίωση 
του ρετινοβλαστόματος. Β. Άρση της αναστολής του συμπλόκου κυκλίνης Ε/CDK2 και 
φωσφωρυλίωση του Rb, μέσω αποδέσμευσης των p21 και p27 και πρόσδεσής τους στο σύμπλοκο 
κυκλίνης D/CDK4-6. C. Φωσφωρυλίωση του p27 από ενεργά σύμπλοκα κυκλίνης Ε/CDK2 και 
επακόλουθη αποδόμησή του από το πρωτεάσωμα οδηγεί σε περαιτέρω ενεργοποίηση της 
κυκλίνης Ε. Παράλληλα, απευθερώνεται και το σύμπλοκο κυκλίνης D/CDK4-6, προκειμένου να 
δεσμεύσει περισσότερα μόρια p27. (Coleman et al., 2004).   

 

2.3 Το μονοπάτι των HIPK (Homeodomain-Interacting Protein Kinases) 
κινασών 

Η οικογένεια των ΗΙΡΚ κινασών συνίσταται από 3 μέλη, τις ΗΙΡΚ1, 2 

και 3, οι οποίες δείχνουν μεγάλη συντήρηση μεταξύ τους. Στο αμινοτελικό 

άκρο εντοπίζεται η ενεργότητα κινάσης, ενώ το κεντρικό τμήμα των 
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πρωτεϊνών είναι υπεύθυνο για την αλληλεπίδραση με άλλες πρωτεϊνες. 

Καρβόξυ-τελικά υπαρχει μία συντηρημένη περιοχή PEST, περιοχή που 

καθοδηγεί την πρωτεόλυση πρωτεϊνών και μία περιοχή ΥΗ, πλούσια σε 

τυροσίνες και ιστιδίνες με άγνωστη μέχρι στιγμής λειτουργία (εικόνα 7) (Kim et 

al., 1998).    

 
Εικόνα 7: Σχηματική απεικόνιση της δομής των HIPK πρωτεϊνών των θηλαστικών. {Kim, 1998 
#9}.  

 

Το πρότυπο έκφρασης των ΗΙΡΚ1 και 2 αλληλεπικαλύπτεται, 

υποστηρίζοντας την κοινή δράση των δύο πρωτεϊνών, ενώ η ΗΙΡΚ3 

εκφράζεται ειδικά στους μύες της καρδιάς (Isono et al., 2006). Αρχικά, οι ΗΙΡΚ 

είχαν ταυτοποιηθεί ως πυρηνικές πρωτεϊνες που αλληλεπιδρούν με 

μεταγραφικούς καταστολείς, ενισχύοντας τη δράση τους και έτσι είχαν 

χαρακτηριστεί ως συγκαταστολείς της μεταγραφής (Kim et al., 1998). 

Παλαιότερες μελέτες έδειξαν ότι η ΗΙΡΚ2 βρίσκεται σε σύμπλοκο με τους 

συγκαταστολείς Groucho, mSin3a και Hdac1, υπονοώντας κατασταλτική 

δράση (Choi et al., 1999), ενώ αλληλεπίδραση της με τον καταστολέα c-Ski 

είναι απαραίτητη για την καταστολή ενός τεχνητού Smad-εξαρτώμενου 

υποκινητή (Harada et al., 2003). Ωστόσο, λειτουργικά, η αγρίου τύπου ΗΙΡΚ2 

καταργεί την κατασταλτική δράση του Groucho, ενώ μία κυρίαρχα αρνητικά 

μεταλλαγμένη μορφή της ενισχύει την Groucho-διαμεσολαβούμενη 

μεταγραφική καταστολή. Επιπλέον, φωσφωρυλίωση του Groucho από την 

Hipk2, ρυθμίζει αρνητικά την κατασταλτική του δραστηριότητα (Choi et al., 

2005; Choi et al., 1999). Περαιτέρω μελέτες έδειξαν ότι ενισχύει την p53-

εξαρτώμενη μεταγραφή, κατά την επίδραση της UV ακτινοβολίας (D'Orazi et 

al., 2002; Hofmann et al., 2002), ενώ αλληλεπιδρά με τους μεταγραφικούς 
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συν-ενεργοποιητές p300 και pCAF, ενισχύοντας τη δράση τους (Aikawa et al., 

2006; Di Stefano et al., 2005). Αυτό που δεν έχει διευκρινιστεί είναι αν οι Ηipk 

κινάσες παίζουν άμεσο ρόλο στη μεταγραφική ρύθμιση ενεργώντας απευθείας 

στους υποκινητές των γονιδίων-στόχων, ή αν ο ρόλος τους περιορίζεται στη 

χημική τροποποίηση μεταγραφικών παραγόντων, με συνεπακόλουθη 

καταστολή ή ενεργοποίησή τους.  

Τελευταία, ο ρόλος των Hipk κινασών στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό 

και την απόπτωση έχει αρχίσει να αποκαλύπτεται. Έχει δειχθεί ότι οι Hipk 

κινάσες συνεντοπίζονται με την ογκοκατασταλτική πρωτεϊνη p53 στα PML 

πυρηνικά σωμάτια (D'Orazi et al., 2002; Hofmann et al., 2002). Η Hipk2, μετά 

από ενεργοποίηση από UV ακτινοβολία ή την επίδραση των αντικαρκινικών 

ουσιών cisplatin και ανδριαμυκίνης φωσφωρυλιώνει την p53 στη Σερίνη 46 

(στον άνθρωπο) ή στη Σερίνη 58 (στο ποντίκι, (Cecchinelli et al., 2006)) και 

ενεργοποιεί τη δράση της (Di Stefano et al., 2004; Moller et al., 2003), 

οδηγώντας τα κύτταρα σε απόπτωση. Η φωσφωρυλίωση της p53 ειδικά στη 

Σερίνη 46 φαίνεται ότι είναι κρίσιμη για την λειτουργία της στην απόπτωση, 

αφού μεταλλαγή της καταργεί την αποπτωτική δράση της p53 (Oda et al., 

2000). Εκτός από την άμεση εμπλοκή της Hipk2 στην ενεργοποίηση της p53 

μέσω φωσφωρυλίωσης, η Hipk2 κινάση επιστρατεύει και άλλους μηχανισμούς 

για τη διαμεσολάβηση της p53-εξαρτώμενης απόπτωσης. Η αξίνη, που 

συμμετέχει στο Wnt μονοπάτι αλληλεπιδρά άμεσα με την Hipk2 κατόπιν 

επίδρασης με UV ακτινοβολία και ενεργοποιεί την p53. Aυτή η αλληλεπίδραση 

είναι κρίσιμη για την επαγωγή της απόπτωσης, αφού η ελλειμματική, ως προς 

τη δέσμευση στην Hipk2, μεταλλαγμένη μορφή της αξίνης είναι ανίκανη να 

οδηγήσει σε απόπτωση (Rui et al., 2004). Τέλος, η Hipk2 ρυθμίζει τα επίπεδα 

και την κυτταρο-πυρηνική κυκλοφορία της πρωτεϊνης Mdm2, βοηθώντας στη 

συσσώρευση της p53 (Di Stefano et al., 2004; Wang et al., 2001). 

Αντίστροφα, η Mdm2 ρυθμίζει την πρωτεόλυση της Hipk2  σε απόκριση σε μη 

σοβαρές βλάβες του DNA (που δεν είναι δηλαδή θανατηφόρες και οδηγούν σε 

μία παροδική αναστολή του κυτταρικού κύκλου), ξεχωρίζοντας με αυτό τον 

τρόπο την αποπτωτική από την κυτοστατική δράση της p53 (Rinaldo et al., 

2007) 

Επιπλέον, η Hipk2 προωθεί την απόπτωση μέσω p53-ανεξάρτητων 

μηχανισμών. Σε αναπτυσσόμενους αισθητήριους νευρώνες, υπερέκφραση 
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της Hipk2 οδηγεί σε απόπτωση μέσω αύξησης των επιπέδων των κασπασών 

και η δράση αυτή αναιρείται από υπερέκφραση των γονιδίων Bcl2 και BclW 

και την έλλειψη του Bax (Doxakis et al., 2004). Η Hipk2 αλληλεπιδρά με το 

μεταγραφικό παράγοντα Brn3a και συντελεί στην καταστολή της μεταγραφής 

των αντιαποπτωτικών γονιδίων Brn3a, Bcl-xL και TrkA. Η έλλειψη της Hipk2 

κινάσης στους αισθητήριους νευρώνες οδηγεί σε αύξηση των επιπέδων 

έκφρασης των παραπάνω γονιδίων και τελικά σε μειωμένη απόπτωση 

(Wiggins et al., 2004). Επίσης, σε απόκριση σε βλάβη του DNA, η Hipk2 

φωσφωρυλιώνει το μεταγραφικό συγκαταστολέα CtBP στη Σερίνη 422. Στη 

συνέχεια η CtBP πρωτεϊνη αποικοδομείται μέσω του πρωτεασώματος, 

καταργώντας έτσι την αντιαποπτωτική της δράση (Zhang et al., 2005; Zhang 

et al., 2003) 

In vivo μελέτες, σε ποντίκια με έλλειψη των Hipk κινασών έχουν δώσει 

στοιχεία για το φυσιολογικό τους ρόλο στην ανάπτυξη. Η έλλειψη της Hipk1 

στα ποντίκια δεν δημιουργεί κάποιο εμφανές πρόβλημα στην ανάπτυξή τους 

και τα ποντίκια δείχνουν φυσιολογικά. Ωστόσο, Hipk1-/- πρωτογενείς 

ινοβλάστες μετασχηματισμένοι ογκογονικά από Ras και Ε1Α παρουσίασαν 

μεγαλύτερη ευαισθησία στην απόπτωση κατά τη UV-επαγώμενη βλάβη στο 

DNA (Kondo et al., 2003). Σε αυτούς τους ινοβλάστες βρέθηκε μειωμένη 

έκφραση της Mdm2 πρωτεϊνης, γεγονός που εξηγεί και την υψηλότερη 

απόπτωση. Επιπλέον, τα μεταλλαγμένα ποντίκια εμφάνισαν μικρότερο αριθμό 

όγκων στο δέρμα τους σε σχέση με τα αγρίου τύπου μετά την επίδραση του 

καρκινογόνου DMBA. Τέλος, τα επίπεδα της Hipk1 ήταν αυξημένα σε 

νεοπλασματικές κυτταρικές σειρές, όπως η MCF7 και η ΒΤ20-Τ (κυτταρικές 

σειρές καρκίνου του μαστού). Τα παραπάνω είναι ενδεικτικά της ογκογονικής 

δράσης της Hipk1 κινάσης.  

Πιο σοβαρός είναι ο φαινότυπος των Hipk1/Hipk2 διπλά 

μεταλλαγμένων ποντικιών, τα οποία πεθαίνουν μεταξύ του σταδίου 9.5dpc και 

12.5dpc (Isono et al., 2006), ενώ τα Hipk2-/- ποντίκια δεν δείχνουν κάποια 

φανερή δυσλειτουργία. Έτσι φαίνεται ότι οι δύο πρωτεϊνες 

αλληλοσυμπληρώνουν τις λειτουργίες τους και μόνο όταν και οι δύο είναι 

απούσες προκαλείται σοβαρή βλάβη. Τα διπλά ελλειμματικά ποντίκια 

αποτυγχάνουν να κλείσουν τον μπροστινό νευρικό πόρο και παρουσιάζουν 

μεγαλοκεφαλία. Ο φαινότυπος αυτός αποδίδεται σε υπερπλασία του νευρικού 



                                                                                                                          Εισαγωγή 

 38 
 

ιστού στον εμπρόσθιο και ενδιάμεσο εγκέφαλο, με μικρή διείσδυση στον 

οπισθεγκέφαλο. Επιπλέον, παρατηρήθηκε ελαττωματικό κλείσιμο του 

νευρικού σωλήνα (neural tube closure defect, NTD) και αποτυχία στη 

διαμόρφωση των κυστιδίων του οπτικού φακού. Αυτό οφείλεται σε μειωμένο 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό διαφόρων κυτταρικών τύπων του μεσοδέρματος 

κα του νευροεκτοδέρματος, ενώ συγχρόνως παρατηρήθηκε αυξημένη 

απόπτωση σε συγκεκριμένους ιστούς. Φαίνεται, λοιπόν, ότι οι Hipks 

επηρεάζουν θετικά τον κυτταρικό πολλαπλασιαμό ή/και αρνητικά την 

απόπτωση με ένα ίστο- και κύτταρο-ειδικό τρόπο σε συνδυασμό με τα 

εξωκυτταρικά ερεθίσματα.   
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3. Ο ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΟΣ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ c-MYC ΚΑΙ Η ΒΙΟΛΟΓΙΚΗ 
ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ ΤΟΥ 

 

3.1 Γενικά 
Το πρώτο Myc (Myelomonocytic leukemia) γονίδιο ταυτοποιήθηκε σε 

ρετροϊούς των πτηνών και ήταν ικανό να προκαλέσει νεοπλασίες του μυελού 

(Cole, 1986; Henriksson and Luscher, 1996). Ακολούθως, ανακαλύφθηκε το 

κυτταρικό ομόλογο του v-Myc και ονομάστηκε αντίστοιχα c-Myc και τελικά 

δείχθηκε ότι αποτελεί ένα μέλος της οικογενείας των Myc πρωτεϊνών, η οποία 

συμπληρώνεται με το N-Myc και το L-Myc. Και τα τρία γονίδια εμπλέκονται σε 

χρωμοσωμικές μετατοπίσεις και πολυπλοειδίες και προκαλούν νεοπλασίες 

στον άνθρωπο (Boxer and Dang, 2001; Nesbit et al., 1999). Το c-Myc 

συμμετέχει στο δίκτυο των MYC/MAX/MAD μεταγραφικών παραγόντων, οι 

οποίοι σχηματίζουν ετεροδιμερή και ρυθμίζουν τη μεταγραφή. Στο 

καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεϊνης εντοπίζεται μία bHLHZ περιοχή (basic 

Helix-Loop-Helix Zipper), η οποία είναι υπεύθυνη για τις πρωτεϊνικές 

αλληλεπιδράσεις και για την πρόσδεση στο DNA και περιέχει ένα σήμα 

πυρηνικού εντοπισμού. Αμινοτελικά, η πρωτεϊνη αποτελείται από την περιοχή 

ενεργοποίησης της μεταγραφής με δύο συντηρημένα στοιχεία που είναι 

σημαντικά για τη ρύθμιση του Myc και την αλληλεπίδραση με συμπαράγοντες 

(MBI και MBII) (εικόνα 8).  

 
Εικόνα 8: Σχηματική απεικόνιση της c-Myc πρωτεϊνης. (Pelengaris et al., 2002) 
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Φυσιολογικά, το c-Myc εκφράζεται εκτενώς κατά την εμβρυογένεση και 

σε ιστούς του ενήλικου που πολλαπλασιάζονται, όπως η επιδερμίδα και το 

επιθήλιο του εντέρου. Γενικά η έκφρασή του σχετίζεται με τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό και επάγεται από μιτογόνα ερεθίσματα. Από την άλλη 

πλευρά και σε συμφωνία με τα παραπάνω, το c-Myc αναστέλλει τη 

διαφοροποίηση των κυττάρων και «προετοιμάζει» τα κύτταρα για απόπτωση, 

κάτω από συνθήκες έλλειψης αυξητικών παραγόντων (Pelengaris et al., 

2002).  Η πλειοτροπική δράση του c-Myc σε βασικές κυτταρικές λειτουργίες 

οφείλεται σε μεγάλο βαθμό στην πληθώρα των γονιδίων-στόχων του. Έχει 

δειχθεί ότι προσδένεται σε περίπου 10%-15% των γονιδίων του ανθρώπου, 

ενώ ο αριθμός αυτός μπορεί να φτάσει και στο 25% όταν το c-Myc 

υπερεκφράζεται (Fernandez et al., 2003). Επιπλέον, συμμετέχει στην 

ενεργοποίηση και των τριών RNA πολυμερασών, συμβάλλοντας στην 

κυτταρική αύξηση και το μεταβολισμό (Oskarsson and Trumpp, 2005). 

Ο υποκινητής του c-Myc αποτελεί στόχο μιας πληθώρας 

σηματοδοτικών μονοπατιών, όπως το Wnt, το Ras/Erk, το Jak/Stat και το 

Tgfβ, τα οποία απορρυθμίζονται σε καρκινικά κύτταρα και οδηγούν σε αλλαγή 

της ενεργότηταάς του. Ωστόσο, το c-Myc δεν ελέγχεται αποκλειστικά από 

κανένα από τα παραπάνω μονοπάτια, αλλά μάλλον συνδυαστικά σήματα 

συγκλίνουν στον υποκινητή του, συμβάλλοντας σε μία ισορροπημένη 

έκφραση. Ένας μεγάλος αριθμός μεταγραφικών παραγόντων ρυθμίζουν την 

ενεργότητα του c-Myc υποκινητή με μεγάλη ακρίβεια, καθώς μικρές 

διακυμάνσεις στην ενεργοποίησή του μπορούν να οδηγήσουν σε ανεξέλεγκτο 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό, ελαττωματική διαφοροποίηση ή απόπτωση (Liu 

and Levens, 2006). Επιπλέον, ρυθμίζεται και σε μετα-μεταφραστικό επίπεδο, 

όπου διάφορες χημικές τροποποιήσεις σταθεροποιούν την πρωτεϊνη ή 

αυξάνουν την ενεργότητά της (Vervoorts et al., 2006).  

 

3.2 Μεταγραφική ρύθμιση του c-Myc γονιδίου 
Μία σειρά παρατηρήσεων οδηγούν στο συμπέρασμα ότι η κυτταρική 

και οργανισμική φυσιολογία και παθολογία είναι ευαίσθητες σε μικρές αλλαγές 

των επιπέδων του c-Myc. Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, διαβαθμισμένες 

μεταβολές των επιπέδων του c-Myc στη δροσόφιλα και στο ποντίκι οδηγούν 

σε διαφορετικό μέγεθος σώματος, με διαφορετικούς ωστόσο μηχανισμούς. 



                                                                                                                          Εισαγωγή 

 41 
 

Ενώ στη δροσόφιλα η μικρότερη ποσότητα του c-Myc οδηγεί σε μικρότερα 

κύτταρα, στα ποντίκια καταλήγει σε ελαττωμένο αριθμό κυττάρων (de la Cova 

et al., 2004; Moreno and Basler, 2004; Trumpp et al., 2001). Σε κυτταρικό 

επίπεδο, η ποσότητα του c-Myc σχετίζεται με αντίστροφη αναλογία με την 

πρόοδο του κυτταρικού κύκλου. Η έλλειψη του c-Myc επιβραδύνει τις G1 και 

G2 φάσεις του κυτταρικού κύκλου, ενώ ακόμα και η έλλειψη ενός μόνο 

αλληλόμορφου είναι ικανή να προκαλέσει αργότερη κυτταρική ανάπτυξη 

(Mateyak et al., 1997; Schorl and Sedivy, 2003; Shichiri et al., 1993). Ακόμα 

και σε παθολογικές καταστάσεις, όπως το λέμφωμα του Burkitt, που 

συνδέεται με απορρυθμισμένα επίπεδα του c-Myc, το εύρος της έκφρασης 

του c-Myc mRNA ενδέχεται να μην ξεπερνάει το φυσιολογικό (Saez et al., 

2003). Παράλληλα, οι μεταλλαγές του c-Myc που έχουν ανιχνευθεί σε 

νεοπλασίες σχετίζονται περισσότερο με αυξημένη έκφρασή του, παρά με 

αυξημένη ενεργότητά του. Επομένως φαίνεται ότι τα επίπεδα του c-Myc 

παίζουν σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη, τον πολλαπλασιασμό και την 

παθολογία του κυττάρου και ολόκληρου του οργανισμού και ακόμα και μικρές 

διακυμάνσεις μπορούν να οδηγήσουν σε απορρύθμιση του κυτταρικού 

κύκλου. Φυσιολογικά, τα επίπεδα του c-Myc μετάγραφου είναι χαμηλά. Σε 

συνθήκες έλλειψης αυξητικών παραγόντων, το c-Myc mRNA ελαττώνεται 

περισσότερο, χωρίς όμως να μηδενίζεται και επάγεται ξανά όταν τα κύτταρα 

εξέλθουν της G0 φάσης με επανατροφοδότησή τους με μιτογόνα, για να 

σταθεροποιηθεί έπειτα από μερικές ώρες στα φυσιολογικά επίπεδα (Dean et 

al., 1986; Kelly et al., 1983). 

Λαμβάνοντας υπόψη τα πολύ χαμηλά επίπεδα του c-Myc mRNA σε 

κύτταρα που πολλαπλασιάζονται, το μικρό χρόνο ημιζωής του mRNA και της 

πρωτεϊνης, καθώς και την πληθώρα των εξωκυττάριων σημάτων που αυτά 

δέχονται, φαίνεται αναπόφευκτη η σποραδική «έκρηξη» του c-Myc υποκινητή 

που θα οδηγούσε σε μικρές, έστω, διακυμάνσεις της ποσότητάς του. Ωστόσο, 

αυτό θα μπορούσε να παρακαμφθεί αν ο συγκεκριμένος υποκινητής 

βρισκόταν υπό των έλεγχο πολλών μεταγραφικών παραγόντων, οι οποίοι με 

τη συντονισμένη δράση τους θα εξομάλυναν τις πιθανές οριακές και συνεχείς 

ενεργοποιήσεις του. Πράγματι, περίπου 50 διαφορετικοί τύποι μεταγραφικών 

παραγόντων δεσμεύονται στην 5’-ρυθμιστική περιοχή του c-Myc, που 
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χαρακτηρίζεται από έξη θέσεις υπερευαισθησίας σε DNAάση (Hypersensitive 

Sites, HS) (εικόνα 9).  

Η περιοχή αυτή περιγράφεται από δύο υποκινητές, τον Ρ1 και τον Ρ2 

καθοδικά του πρώτου, ενώ ύστερα από χρωμοσωμικές μετατοπίσεις δύο 

ακόμα κρυπτικοί υποκινητές (Ρ0 και Ρ3) ενδέχεται να ενεργοποιηθούν (Marcu 

et al., 1992; Spencer and Groudine, 1991). Σε αυτή την περιοχή εντοπίζονται 

οι δύο από τις έξη HS περιοχές, χωρίς ωστόσο να έχει ταυτοποιηθεί η 

πρόσδεση κάποιας συγκεκριμένης πρωτεϊνης ή σύμπλοκου πρωτεϊνών. 

Ακόμα πιο ανοδικά από το σημείο έναρξης της μεταγραφής εντοπίζεται ένα 

στοιχείο-μονωτής το οποίο αποκλείει την επίδραση γειτονικών ενισχυτών στην 

ενεργότητα των c-Myc υποκινητών και οριοθετεί τη γενωμική περιοχή του c-

Myc. Βασικό ρόλο στη ρύθμιση του μονωτή παίζουν οι πρωτεϊνες Ctcf και 

Cdh8 (Gombert et al., 2003; Ishihara et al., 2006) και η δέσμευσή τους είναι 

υπεύθυνη για την ύπαρξη της HSI θέσης.  

  

 
Εικόνα 9: Σχηματική απεικόνιση των μεταγραφικών παραγόντων που αλληλεπιδρούν με το c-
Myc υποκινητή. (Liu and Levens, 2006). 

         

Το στοιχείο-μονωτής φαίνεται ότι παίζει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση 

της έκφρασης του c-Myc, αφού επισωμικοί ή διαγονιδιακοί υποκινητές 

αποτυγχάνουν να ρυθμιστούν σωστά, ενώ διαγονίδια που περιέχουν 30 ή και 

50kb από τις γειτονικές αλληλουχίες δεν μπορούν να προσφέρουν 

φυσιολογική έκφραση στο c-Myc γονίδιο (Lavenu et al., 1994; Mautner et al., 

1996). Η έκφραση του c-Myc είναι εξαιρετικά ευαίσθητη και σε χρωμοσωμικές 

μετατοπίσεις που συμβαίνουν εκατοντάδες χιλιάδες βάσεις μακρία από το 
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σημείο έναρξης της μεταγραφής και διαταράσσουν τη χρωμοσωμική δομή της 

περιοχής. Έχει δειχθεί ότι η το DNA της γενωμικής περιοχής του c-Myc 

μπορεί να αποκτήσει διαφορετικές δομές από την κλασική Β διαμόρφωση. Η 

HSIII1 περιοχή ανοδικά του Ρ1 υποκινητή είναι πλούσια σε γουανίνη και 

αποκτά δομή τετράκλωνου DNA που καταστέλλει τη μεταγραφή του c-Myc. 

Όταν ο υποκινητής ενεργοποιηθεί, τότε η περιοχή αποκτά κλασική δίκλωνη ή 

μονόκλωνη δομή (Yang and Hurley, 2006). Μεταλλαγές στα νουκλεοτίδια 

γουανίνης της συγκεκριμένης περιοχής ενεργοποιούν τη μεταγραφή του c-

Myc γονιδίου, ενώ πρωτεϊνες που δεσμεύονται σε μονόκλωνο DNA όπως η 

hnRNP K και η Cnbp αποτελούν ενεργοποιητές της μεταγραφής του c-Myc 

(Liu and Levens, 2006). Οι τοπολογικές αυτές ιδιαιτερότητες της c-Myc 

γενωμικής περιοχής είναι πιθανόν να καθορίζονται από τις γειτονικές 

νουκλεοτιδικές περιοχές και ίσως για αυτό το λόγο δεν επιτυγχάνεται 

φυσιολογική έκφραση του γονιδίου όταν αυτές διαφοροποιούνται. Η 

απομόνωση του γενωμικού τόπου από μονωτικά στοιχεία προσφέρει ασφαλή 

ρύθμιση των επιπέδων του c-Myc mRNA.      

Ένα άλλο χαρακτηριστικό της ρυθμιστικής περιοχής του c-Myc είναι ότι 

αποτελείται από μη ιδανικές θέσεις πρόσδεσεις για τους ειδικούς 

μεταγραφικούς παράγοντες. Έτσι, υψηλότερες συγκεντρώσεις των 

μεταγραφικών παραγόντων απαιτούνται για την πρόσδεση στα στοιχεία του 

υποκινητή, γεγονός που συνεπάγεται ισχυρή ή/και διαρκή σηματοδότηση. 

Επιπρόσθετα, ευνοείται η συνεργατική δράση των μεταγραφικών 

παραγόντων, αφού είναι δυνατόν η συγγένεια πρόσδεσης κάποιου 

παράγοντα να αυξηθεί παρουσία κάποιου άλλου. Πολλαπλά σήματα, 

επομένως, είναι απαραίτητα για την ενεργοποίηση του υποκινητή, ενώ η 

μετάδοση ενός, έστω ισχυρού, αλλά μοναδικού σήματος δεν επηρεάζει 

σημαντικά την ενεργοποίηση. Επιπλέον, η ισορροπία μεταξύ ενεργοποιητών 

και καταστολέων είναι δυνατόν να λειτουργήσει ως ένας μηχανισμός ορθής 

και ακριβούς μεταγραφικής ρύθμισης του c-Myc, περιορίζοντας το στοχαστικό 

«θόρυβο» της έκφρασής του.     

Η γενωμική περιοχή του c-Myc γονιδίου αποτελείται από 15-20 

νουκλεοσώματα. Ωστόσο, στην περιοχή του Ρ2 υποκινητή δεν εντοπίζεται 

κανένα νουκλεόσωμα, διευκολύνοντας την πρόσβαση των μεταγραφικών 

παραγόντων (Michelotti et al., 1996; Pullner et al., 1996; Schuhmacher et al., 
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1999). Ο ρόλος της ακετυλίωσης των ιστονών στον υποκινητή του c-Myc δεν 

είναι ξεκάθαρος. Έτσι, ενώ οι αναστολείς των απακετυλασών των ιστονών 

αυξάνουν τη μεταγραφή του c-Myc σε διαγονίδια, το αντίθετο συμβαίνει στο 

ενδογενές γονίδιο (Chambers et al., 2003). Ωστόσο, ακετυλίωση της ιστόνης 

Η4 έχει παρατηρηθεί με πειράματα ανοσοκατακρήμνισης της χρωματίνης (Ho 

et al., 2005; Vigneron et al., 2006). Επιπλέον, πρόσφατα δείχθηκε ότι το 

σύμπλοκο αναδιοργάνωσης της χρωματίνης Swi/Snf των θηλαστικών 

προσδένεται στο c-Myc υποκινητή κατά την απενεργοποίησή του, χωρίς όμως 

να είναι σαφής η επίδρασή του στη χρωματίνη (Nagl et al., 2007; Nagl et al., 

2006).  

Η ισορροπία και ο συντονισμός μεταξύ διαφορετικών σηματοδοτικών 

μονοπατιών, που καταλήγουν σε μία πληθώρα ειδικών μεταγραφικών 

παραγόντων, οι οποίοι με τη σειρά τους προσδένονται συνεργατικά στη c-Myc 

ρυθμιστική περιοχή, αποτρέπει ξαφνικές εξάρσεις της μεταγραφής και ευνοεί 

τις οριακές αυξομειώσεις της έκφρασης του γονιδίου. Παράγεται, επομένως, 

σε ένα πρώτο μεταγραφικό επίπεδο μία δικλείδα ασφαλείας της έκφρασης του 

c-Myc και συνεπώς και της φυσιολογικής πορείας του κυτταρικού κύκλου.  

 

3.3 Βιολογικός ρόλος του c-Myc 
Όπως έχει ήδη αναφερθεί, αυξημένα επίπεδα του c-Myc συσχετίζονται 

με τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και παρατηρούνται σε ιστούς με μεγάλη 

ικανότητα αύξησης (επιδερμίδα, εντερικό επιθήλιο). Αντίθετα, η c-Myc 

πρωτεϊνη αναστέλλει, τις περισσότερες φορές την κυτταρική διαφοροποίηση, 

ενώ κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες, προστατεύει τα κύτταρα από 

ογκογενετικούς παράγοντες, ενεργοποιώντας αποπτωτικούς μηχανισμούς 

(Hirvonen et al., 1990; Schmid et al., 1989).  

Ανάμεσα στα γονίδια-στόχους του c-Myc, βρίσκονται γονίδια που 

αυξάνουν την πρωτεϊνοσύνθεση του κυττάρου, όπως οι ριβοσωμικές 

πρωτεϊνες και παράγοντες έναρξης και επιμήκυνσης της μετάφρασης 

(Levens, 2002). Αυτό παρέχει μία ένδειξη ότι το c-Myc ρυθμίζει το μέγεθος 

των κυττάρων μέσω της συσσώρευσης βιομάζας. Πράγματι, ο δίσκος του 

φτερού στη δροσόφιλα, αλλά και ολόκληρα ποντίκια με μειωμένη ποσότητα c-

Μyc έχουν μικρότερο μέγεθος από τα αγρίου τύπου ζώα. Στη δροσόφιλα 

παρατηρείται ότι αυτό οφείλεται στο μικρότερο μέγεθος των κυττάρων, ενώ 
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στο ποντίκι στο μειωμένο ρυθμό κυτταρικής διαίρεσης. Είναι πιθανό τα 

κύτταρα των θηλαστικών να διαιρούνται μόνο όταν φτάσουν σε ένα κρίσιμο 

μέγεθος. Ωστόσο, στα υπομορφικά c-Myc ποντίκια ενδέχεται να καθυστερεί η 

αύξηση των κυττάρων λόγω μειωμένης συσσώρευσης υλικών, οπότε αυτό 

έχει ως αποτέλεσμα και καθυστερημένες κυτταρικές διαιρέσεις και άρα 

μικρότερο αριθμό κυττάρων τελικά (Leevers and McNeill, 2005; Thomas, 

2000). Με αυτή την άποψη συνάδει και η παρατήρηση ότι σε ινοβλάστες 

αρουραίου με έλλειψη του c-Myc υπάρχει καθυστέρηση της φωσφωρυλίωσης 

του Rb με αποτέλεσμα την επιμήκυνση του κυτταρικού κύκλου. Παράλληλα, η 

κυτταρική αύξηση είναι ελαττωματική, με βάση τα επίπεδα της κυτταρικής 

μάζας, του συνολικού RNA και της πρωτεϊνοσύνθεσης. Ωστόσο, η 

φωσφωρυλίωση του Rb έλαβε χώρα μόνο όταν τα c-Myc-/- κύτταρα είχαν το 

ίδιο μέγεθος με τα αγρίου τύπου κύτταρα (Mateyak et al., 1997; Mateyak et 

al., 1999). Επομένως, η καθυστέρηση στην κυτταρική αύξηση έχει ως 

επακόλουθο την καθυστέρηση του κυτταρικού κύκλου   

Το c-Myc επηρεάζει τον κυτταρικό κύκλο άμεσα, διαφοροποιώντας την 

έκφραση γονιδίων που ρυθμίζουν τις φάσεις G1 και G2. Η μεγαλύτερη 

συνεισφορά του σχετίζεται με την πρόοδο της G1 φάσης και το πέρασμα στην 

S φάση. Η μετάβαση από τη μία φάση στην άλλη ρυθμίζεται από τα 

σύμπλοκα κυκλινών D και Ε με τις αντίστοιχες κινάσες Cdk4/6 και Cdk2. Η 

κυκλίνη D και η κινάση Cdk4 αποτελούν άμεσους μεταγραφικούς στόχους του 

c-Myc και η έκφρασή τους αυξάνεται κατά την επίδραση αυξητικών 

παραγόντων (Bouchard et al., 1999; Coller et al., 2000; Hermeking et al., 

2000). Το σύμπλοκο κυκλίνη D/Cdk4 αλληλεπιδρά με τον αναστολέα του 

κυτταρικού κύκλου p27 και τον απομακρύνει από το σύμπλοκο της κυκλίνης 

Ε/Cdk2, το οποίο πλέον ενεργοποιείται, ενώ η p27 αποικοδομείται (Perez-

Roger et al., 1997). Σε αυτή τη διαδικασία παίρνουν μέρος δύο ακόμα στόχοι 

του c-Myc, το Cul1 και το Cks (O'Hagan et al., 2000). Παράλληλα, τα δύο 

αυτά σύμπλοκα φωσφωρυλιώνουν την πρωτεϊνη Rb και την απενεργοποιούν, 

απελευθερώνοντας τα κύτταρα από το βασικό περιοριστικό παράγοντα του 

πολλαπλασιασμού τους. Το c-Myc, επιπρόσθετα, καταστέλλει εμμέσως και 

τους αναστολείς του κυτταρικού κύκλου p15 και p21 (Herold et al., 2002; 

Staller et al., 2001) (εικόνα 10). Ο μοριακός μηχανισμός της ρύθμισης της G1-

S μετάβασης, καθώς και τα γενετικά δεδομένα από οργανισμούς και 
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κυτταρικές σειρές με διαφορετικά επίπεδα του c-Myc καταδεικνύουν τη 

συνεισφορά του γονιδίου στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό.    

 
Εικόνα 10: Σχηματική απεικόνιση του μοριακού μηχανισμού ρύθμισης του κυτταρικού κύκλου 
από το c-Myc γονίδιο. (Pelengaris et al., 2002). 
 

Η εκτοπική έκφραση του c-Myc προωθεί την κυτταρική απόπτωση, 

κατά την έλλειψη ή την περιορισμένη παροχή αυξητικών παραγοντων (Evan 

et al., 1992). Επομένως, το αποτέλεσμα της ενεργοποίησης του c-Myc 

εξαρτάται από τη διαθεσιμότητα παραγόντων επιβίωσης. Σε 

κυτταροκαλλιεργητικά συστήματα, τα κύτταρα μεγαλώνουν σε πλούσιο 

θρεπτικό υλικό και έτσι ευνοείται η «πολλαπλασιαστική» δράση του c-Myc.  Σε 

in vivo συστήματα, ωστόσο, δεν είναι πάντα διαθέσιμη η απαιτούμενη 

ποσότητα αυξητικών συστατικών, οπότε η αύξηση του c-Myc και γενικότερα 

και άλλων ογκογονιδίων, οδηγεί σε κυτταρικό θάνατο, προστατεύοντας τον 

οργανισμό από ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό (Hipfner and Cohen, 2004). 

Πράγματι, σε διαγονιδιακά c-Myc ποντίκια (Εμ-myc ποντίκια), η υπερέκφρασή 

του ειδικά στα β-κύτταρα του παγκρέατος των ποντικών οδηγεί αρχικά σε 

πολλαπλασιασμό, στη συνέχεια όμως παρατηρείται ομαδικός θάνατος των 

κυττάρων αυτών. Η επαγωγή ενός αντι-αποπτωτικού γονιδίου ή η καταστολή 

ενός προ-αποπτωτικού φαίνεται ότι είναι γενικό χαρακτηριστικό της c-Myc 

επαγώμενης ογκογένεσης. Έχει δειχθεί ότι η c-Myc-προκαλούμενη απόπτωση 

διαμεσολαβείται από την ενεργοποίηση του Arf/p53 μονοπατιού (Zindy et al., 

1998). Η έλλειψη του Bmi-1 αντι-αποπτωτικού μορίου αυξάνει την έκφραση 
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του p19Arf και αναστέλλει την επαγώμενη από το c-Myc λεμφωματογένεση 

στα διαγονιδιακά ποντίκια Eμ-myc (Jacobs et al., 1999). Στοιχεία προς αυτή 

την κατεύθυνση δείχουν ότι η πλειονότητα των λεμφωματικών Εμ-myc 

ποντικών χαρακτηρίζονται από μεταλλαγές στην p53 πρωτεϊνη ή από 

υπερέκφραση του Mdm2 ή από ελλείψεις στην περιοχή Ink4a (Datta et al., 

2004; Eischen et al., 1999), στοιχειοθετώντας παράλληλα και τη συμμετοχή 

του p53 μονοπατιού στη c-Myc-επαγώμενη απόπτωση. Στα ίδια ποντίκια η 

συν-υπερέκφραση του αντι-αποπτωτικού γονιδίου Bcl-XL (Pelengaris et al., 

2002) ή η έλλειψη του αποπτωτικού Bax αναστέλλει τη myc-επαγώμενη 

απόπτωση και επιταχύνει τη myc-επαγώμενη ογκογένεση (Eischen et al., 

2001). Επιπλέον, περίπου το 30% των λεμφωμάτων που αναπτύσσουν τα 

Εμ-myc ποντίκια, χαρακτηρίζονται από μεταλλαγές στην Bax πρωτεϊνη, χωρίς 

αλλαγές στο p53 μονοπάτι. Επομένως, η c-Myc-επαγώμενη ογκογένεση 

πρέπει να υπερβεί πρώτα τη c-Myc-επαγώμενη απόπτωση και αυτό 

πραγματοποιείται τόσο με p53-εξαρτώμενους, όσο και ανεξάρτητους 

μηχανισμούς.  

Η έκφραση του c-Myc ευαισθητοποιεί τα κύτταρα σε απόπτωση σε 

απόκριση πληθώρας σημάτων και προωθεί τον κυτταρικό θάνατο μέσω 

εγγενών μηχανισμών (απελευθέρωση του κυτοχρώματος c από τα 

μιτοχόνδρια) ή/και σε συνεργασία με εξωγενείς παράγοντες (σηματοδότηση 

από υποδοχείς θανάτου ή επαγωγή βλαβών στο DNA). Πρωταρχικές μελέτες 

έδειξαν ότι το c-Myc ενεργοποιεί την απελευθέρωση του κυτοχρώματος c από 

τα μιτοχόνδρια (Juin et al., 1999), χωρίς ωστόσο να έχει αποσαφηνιστεί 

πλήρως ο μηχανισμός. Η ισορροποία των προ-αποπτωτικών σε σχέση με τα 

αντι-αποπτωτικά γονίδια της BCL2 οικογένειας φαίνεται ότι παίζει ρόλο στο 

τελικό αποτέλεσμα. Τα μέλη αυτής της οικογένειας ρυθμίζουν σε σημαντικό 

βαθμό τη διαπερατότητα της εξωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων, 

συμβάλλοντας ή εμποδίζοντας την απελευθέρωση του κυτοχρώματος c 

(Martinou and Green, 2001). Έτσι η c-Myc διαμεσολαβούμενη απόπτωση 

αναιρείται σε Bax-/- ποντίκια (Dansen et al., 2006), χωρίς όμως να έχει δειχθεί 

ότι το c-Myc επηρεάζει τα επίπεδα του (Eischen et al., 2001; Eischen et al., 

2001; Soucie et al., 2001). Περισσότερο φαίνεται να επηρεάζονται τα επίπεδα 

των Bcl-XL και Bcl2 τα οποία δρουν αντιαποπτωτικά, πιθανώς λόγω 

πρόσδεσης με την Bax και αναστολής της δράσης της. Άλλος ένας 
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διαμεσολαβητής του Bax μονοπατιού είναι η πρωτεϊνη Bim, η οποία 

αναστέλλει τη δράση του Bcl2. Η παντελής ή ακόμα και η μερική έλλειψη της 

συγκεκριμένης πρωτεϊνης σε Εμ-myc ποντίκια επιταχύνει τη 

λεμφωματογένεση, χωρίς να παρατηρούνται μεταλλαγές στο p53 μονοπάτι 

(Egle et al., 2004).  

Συνδεδεμένος με την απελευθέρωση του κυτοχρώματος c από τα 

μιτοχόνδρια είναι και ο μηχανισμός που χαρακτηρίζεται από την επαγωγή των 

υποδοχέων θανάτου, όπως ο υποδοχέας CD95/Fas. Ινοβλάστες που 

εκφράζουν φυσιολογικά επίπεδα του c-Myc δεν αποπίπτουν απουσία 

αυξητικών παραγόντων και παρουσία ανταγωνιστών του συγκεκριμένου 

υποδοχέα, ενώ αποπίπτουν κατά την εκτοπική έκφραση του c-Myc (Hueber et 

al., 1997). Σε αυτή την περίπτωση, το c-Myc ενισχύει σημαντικά τη μεταγωγή 

του σήματος στα μιτοχόνδρια ενεργοποιώντας τις αποπτωτικές πρωτεϊνες Rip 

και Fadd (Klefstrom et al., 2002). Επιπλέον, άμεση είναι η συμμετοχή του c-

Myc στην Trail-επαγώμενη απόπτωση, αφού έχει δειχθεί ότι αυξάνει την 

έκφραση του υποδοχέα DR5 και την ενεργοποίηση της κασπάσης 8 (Wang et 

al., 2004). Συμπληρωματικά, μόνο ογκογόνες ποσότητες του c-Myc είναι 

ικανές να ενεργοποιήσουν το συγκεκριμένο μονοπάτι, ενώ φυσιολογικά 

επίπεδα του c-Myc οδηγούν σε αδύναμη μεταγωγή του Trail-εξαρτώμενου 

σήματος (Nieminen et al., 2007). Η c-Myc επαγώμενη απόπτωση σχετίζεται, 

επίσης, και με την αναστολή της πρωτεϊνοσύνθεσης, αφού υπερέκφραση του 

παράγοντα έναρξης της μετάφρασης eIF4E σε Εμ-myc ποντίκια ελαττώνει το 

ποσοστό των αποπτωτικών κυττάρων (Ruggero et al., 2004). Αντίστροφα, η 

eIF4EBP πρωτεϊνη που απενεργοποιεί την eIF4E, αυξάνει την απόπτωση 

που προκαλείται από το c-Myc σε ινοβλάστες (Lynch et al., 2004). Στην 

εικόνα 11 φαίνονται συνοπτικά τα μονοπάτια που συμμετέχουν στη c-Myc-

διαμεσολαβούμενη απόπτωση.  
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Εικόνα 11: Απεικόνιση των σηματοδοτικών μονοπατιών που συμμετέχουν στη c-Myc-
διαμεσολαβούμενη απόπτωση. (Meyer et al., 2006). 
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4. ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΗ ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ 
 

4.1 Γενικά 
Στα ευκαρυωτικά κύτταρα υπάρχουν χιλιάδες γονίδια το καθένα από τα 

οποία έχει το δικό του ιδιαίτερο μεταγραφικό πρότυπο που ρυθμίζεται από 

ειδικούς μεταγραφικούς παράγοντες. Οι παράγοντες αυτοί προσδένονται 

απευθείας σε αλληλουχίες που βρίσκονται στον εγγύς υποκινητή του γονιδίου 

και μέσω πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων ενεργοποιούν ή καταστέλλουν το 

αντίστοιχο γονίδιο. Επιπλέον, μπορούν να δράσουν και σε μεγαλύτερες 

αποστάσεις, επηρεάζοντας την ενεργότητα των ενισχυτών ή των μονωτών. 

Επομένως, οι μεταγραφικοί παράγοντες μεταφράζουν και μεταδίδουν την 

πρωτογενή πληροφορία που υπάρχει σε μία ρυθμιστική αλληλουχία DNA σε 

ένα σύνολο συμπαραγόντων που διαμεσολαβούν τη σύνθεση των RNA 

μεταγράφων. 

 
Εικόνα 12: Σχηματική αναπαράσταση των γεγονότων κατά τη μεταγραφική ενεργοποίηση ενός 
γονιδίου (Green, 2005).   
 

Η μεταγραφή είναι μία ιδιαίτερα πολύπλοκη διαδικασία που εξαρτάται 

από τη συνολική δράση των ειδικών μεταγραφικών παραγόντων σε 

συνεργασία με το σύμπλοκο της RNA πολυμεράσης ΙΙ (RNApolII), με 

κάποιους συμπαράγοντες που συνδέουν τη βασική μεταγραφική μηχανή με 

τους DNA-συνδεόμενους παράγοντες, με πρωτεϊνες που κινητοποιούν τα 
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νουκλεοσώματα και διευκολύνουν την πρόσδεση στο DNA και με μία 

πληθώρα ενζύμων που καταλύουν τις χημικές τροποοποιήσεις των ιστονών 

και άλλων πρωτεϊνών. Συνοπτικά, οι ενεργοποιητές προσδένονται στον εγγύς 

υποκινητή του γονιδίου και στρατολογούν παράγοντες, όπως το σύμπλοκο 

SAGA ή το Mediator, οι οποίοι στη συνέχεια διευκολύνουν την αλληλεπίδραση 

των γενικών μεταγραφικών παραγόντων και τη συγκρότηση του συμπλόκου 

έναρξης της μεταγραφής. Τελικά το σύμπλοκο TFIIH «ξετυλίγει» το DNA και 

φωσφωρυλιώνει την καρβόξυ-τελική περιοχή της RNApolII, η οποία 

προχωράει στο επόμενο βήμα της μεταγραφής, την επιμήκυνση (εικόνα 12). 
 
4.2 Ειδικοί μεταγραφικοί παράγοντες και βασική μεταγραφική μηχανή 

Οι ειδικοί μεταγραφικοί παράγοντες είναι υπεύθυνοι για την έναρξη ή 

την καταστολή της μεταγραφής ενός συγκεκριμένου γονιδίου. Το βασικό 

χαρακτηριστικό αυτών των πρωτεϊνών είναι ότι προσδένονται ειδικά σε 

συγκεκριμένες αλληλουχίες στο DNA και εν συνεχεία καθοδηγούν το ρυθμό 

της μεταγραφής. Επιπλέον, περιέχουν ένα τμήμα υπεύθυνο για τη 

μεταγραφική τους δράση, το οποίο μπορεί να δράσει αυτόνομα. Έτσι, οι 

πρωτεϊνες αυτές έχουν διακριτά τμήματα με μεταφερόμενες ιδιότητες. Για 

παράδειγμα, πρωτότυπες μελέτες έδειξαν ότι η περιοχή μεταγραφικής 

ενεργοποίησης της GAL4 πρωτεϊνης του σακχαρομύκητα είναι λειτουργική 

όταν συντηχθεί με την περιοχή δέσμευσης του DNA της βακτηριακής 

πρωτείνης LexA (Brent and Ptashne, 1985). Έκτοτε, τέτοιου είδους ετερόλογα 

συστήματα χρησιμοποιούνται ευρέως για να καταδείξουν την μεταγραφική 

λειτουργία ή τις DNA-δεσμευόμενες ιδιότητες μιας πρωτεϊνικής περιοχής 

(πρωτεϊνες συντηγμένες με την GAL4-δεσμευόμενη περιοχή επηρεάζουν τη 

δραστηριότητα υποκινητών που περιέχουν την αλληλουχία πρόσδεσης στην 

πρωτεϊνη GAL4), ή ακόμα και για την ανίχνευση αλληλεπιδρουσών 

πρωτεϊνών (σάρωση με το σύστημα των δύο υβριδίων στο σακχαρομύκητα)  

Η δομή της έλικας-στροφής-έλικας (helix-turn-helix) είναι η πρώτη και 

καλύτερα καθορισμένη DNA-δεσμευόμενη περιοχή που αποκαλύφθηκε στα 

βακτήρια και στη συνέχεια στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Αργότερα, 

αποκαλύφθηκαν και άλλες περιοχές, όπως η homeobox (παραλλαγή της 

έλικας-στροφής-έλικας), ο δάκτυλος ψευδαργύρου (zinc finger), το φερμουάρ 

λευκίνης (leucine zipper), και η δομή έλικας-θηλειάς-έλικας (helix-loop-helix) 
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(Pabo and Sauer, 1992). Τόσο, η δομή έλικας-θηλειάς-έλικας, όσο και το 

φερμουάρ λευκίνης έχουν διττή λειτουργία αφού εκτός της πρόσδεσης στο 

DNA, λειτουργούν και ως περιοχές διμερισμού (Landschulz et al., 1988; Murre 

et al., 1989). Ωστόσο, οι μεταγραφικοί παράγοντες προσδένονται στο DNA με 

μία σχετικά χαμηλή ειδικότητα, τόσο in vitro, όσο και in vivo (Walter et al., 

1994). Οι γειτονικές αλληλουχίες, καθώς και οι μεταγραφικοί παράγοντες που 

προσδένονται σε αυτές αυξάνουν την ειδικότητα και τη σταθερότητα της 

πρόσδεσης και συνεισφέρουν στον ακριβή μεταγραφικό έλεγχο. Έτσι, 

παρατηρείται ότι στους υποκινητές των γονιδίων οι ειδικές αλληλουχίες 

πρόσδεσης των μεταγραφικών παραγόντων είναι ομαδοποιημένες και για 

αυτό η συνεργατική δράση τους είναι απαραίτητη για τη ρύθμιση της 

μεταγραφής (Carey et al., 1990; Laybourn and Kadonaga, 1992).  

Γενικά, το DNA βρίσκεται στα κύτταρα σε μία συμπαγή δομή, 

συνδεδεμένο με τα νουκλεοσώματα έτσι, ώστε οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες 

να είναι «θαμμένες» και δύσκολα προσβάσιμες στους μεταγραφικούς 

παράγοντες. Πρόσφατες μελέτες στο σακχαρομύκητα έχουν δείξει ότι η 

πυκνότητα των νουκλεοσωμάτων στις περιοχές των υποκινητών είναι 

χαμηλότερη σε σχέση με αυτή στις κωδικές περιοχές των γονιδίων (Bernstein 

et al., 2004; Lee et al., 2004; Sekinger et al., 2005). Επιπλέον, μελέτες 

υβριδοποίησης μικροσυστοιχιών ολικού γονιδιώματος στο σακχαρομύκητα και 

στον άνθρωπο, έδειξαν ότι μία μικρή περιοχή ανοδικά του σημείου έναρξης 

της μεταγραφής ενεργών γονιδίων χαρακτηρίζεται από την έλλειψη 

νουκλεοσωμάτων (nucleosome free regions, NFR), ενώ στις γειτονικές 

αλληλουχίες παρατηρείται κανονική κατανομή των νουκλεοσωμάτων 

(Heintzman et al., 2007; Yuan et al., 2005). Επιπρόσθετα, ανάλυση της 

νουκλεοσωμικής οργάνωσης του γονιδιώματος του σακχαρομύκητα in silico 

προβλέπει ότι τα νουκλεοσώματα τοποθετούνται πιο χαλαρά σε περιοχές 

όπου η πρόσδεση των μεταγραφικών παραγόντων είναι λειτουργική (Segal et 

al., 2006). Η έλλειψη των νουκλεοσωμάτων πιθανώς διευκολύνει την 

αλληλεπίδραση των ειδικών μεταγραφικών παραγόντων με τις συγγενείς 

νουκλεοτιδικές αλληλουχίες, επιτρέποντας την επακόλουθη πρόσδεση των 

συμπαραγόντων και της βασικής μεταγραφικής μηχανής. Ωστόσο, η 

παραπάνω προϋπόθεση δεν είναι πάντα αρκετή, αφού πρόσφατα δείχθηκε 

ότι η μεθυλίωση της ιστόνης H3K4/79 και η ακετυλίωση της ιστόνης Η3 είναι 
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απαραίτητες για την πρόσδεση του παράγοντα c-Myc (Guccione et al., 2006). 

Επομένως, εκτός από την παρουσία των νουκλεοσωμάτων, και οι χημικές 

τροποποιήσεις των ιστονών ρυθμίζουν την πρόσδεση ενός μεταγραφικού 

παράγοντα.  

Από τη στιγμή που ένας ενεργοποιητής ή καταστολέας βρεθεί στον 

υποκινητή ενός γονιδίου ρυθμίζει τη συγκρότηση του συμπλόκου έναρξης της 

μεταγραφής. Το σύμπλοκο αυτό αποτελείται από το ένζυμο της RNA 

πολυμεράσης ΙΙ (εφόσον αναφερόμαστε σε γονίδια που κωδικοποιούν 

πρωτεϊνες) και τους γενικούς μεταγραφικούς παράγοντες TFIIA,TFIIB, TFIID, 

TFIIE, TFIIF και TFIIH. Οι υπομονάδες του συμπλόκου είναι υπεύθυνες για 

την έναρξη της μεταγραφής όχι όμως και για την επιμήκυνση, οπότε 

απεμπλέκονται από αυτό όταν ο πολυμερισμός των ριβονουκλεοτιδίων 

ξεκινήσει (Segal et al., 2006). Ιδιαίτερο ρόλο στην ορθή τοποθέτηση της 

RNApolII στον υποκινητή παίζει το σύμπλοκο TFIID και συγκεκριμένα η 

πρωτεϊνη ΤΒΡ (TATA-binding protein). Η ΤΒΡ προσδένεται στο στοιχείο 

ΤΑΤΑ που εντοπίζεται περίπου 30bp ανοδικά του σημείου έναρξης της 

μεταγραφής και με αυτό τον τρόπο «τοποθετεί» την RNApolII στο σωστό 

σημείο. Έχει επίσης βρεθεί ότι η ΤΒΡ αλληλεπιδρά εμμέσως και με 

υποκινητές που δεν περιέχουν το στοιχείο ΤΑΤΑ, οπότε φαίνεται ότι καθορίζει 

γενικά τη σωστή τοποθέτηση της RNApolII. Το TFIID περιέχει ανασταλτικούς, 

για τη μεταγραφή, παράγοντες οι οι οποίοι απενεργοποιούνται από το 

σύμπλοκο TFIIA. Στη συνέχεια, το σύμπλοκο TFIIB σε συνεργασία με το TFIIF 

συνδέει τα προηγούμενα σύμπλοκα με την RNApolII. Τέλος, προστίθενται τα 

σύμπλοκα TFIIE και TFIIH και επιτρέπουν την έναρξη της μεταγραφής. 

Σημαντικό ρόλο παίζει το TFIIH, το οποίο περιέχει ενεργότητα ελικάσης και 

«ξετυλίγει» το DNA, προκειμένου να ξεκινήσει ο πολυμερισμός του RNA. 

Επιπλέον, φωσφωρυλιώνει την καρβοξυ-τελική περιοχή της RNApolII, 

επιτρέποντας την επιμήκυνση της μεταγραφής. Κατά την επιμήκυνση, το 

σύμπλοκο TFIIF παραμένει προσδεδεμένο στην RNApolII, ενώ τα σύμπλοκα 

TFIID και TFIIA παραμένουν στον υποκινητή, έτοιμα να δεχτούν ένα άλλο 

μόριο RNApolII (Roeder, 1996).  

Για να ρυθμιστεί η μεταγραφή απαιτείται η συντονισμένη δράση των 

ειδικών μεταγραφικών παραγόντων, που δίνουν το έναυσμα για τη 

μεταγραφική έναρξη ή καταστολή, με τη βασική μεταγραφική μηχανή που 



                                                                                                                          Εισαγωγή 

 54 
 

παίρνει μέρος και καθορίζει την όλη διαδικασία. Ο συντονισμός αυτός 

επιτυγχάνεται με σύμπλοκα που συνδέουν τους ειδικούς μεταγραφικούς 

παράγοντες με τις πρωτεϊνες της βασικής μεταγραφικής μηχανής. Οι 

πρωτεϊνες ονομάζονται μεταγραφικοί συμπαράγοντες και δεν συνδέονται 

απευθείας με τις νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των υποκινητών, αλλά 

στρατολογούνται σε αυτούς μέσω των μεταγραφικών παραγόντων (Lemon 

and Tjian, 2000). Οι συμπαράγοντες μπορεί να παρεισφρύουν απευθείας στη 

βασική μεταγραφική μηχανή, όπως έχει δειχθεί για κάποιες πρωτεϊνες του 

συμπλόκου TFIID και την αλληλεπίδρασή τους με ειδικούς μεταγραφικούς 

παράγοντες (Chen and Hampsey, 2002; Horikoshi et al., 1988; Thomas and 

Chiang, 2006). Έτσι, έχει δειχθεί ότι ενεργοποιητές αυξάνουν την πρόσδεση 

του TFIID και του RNApolII ολοενζύμου στους υποκινητές-στόχους των 

(Kuras and Struhl, 1999), ενώ σε παρόμοιες μελέτες έχει φανεί ότι όξινοι 

ενεργοποιητές ή ενεργοποιητές πλούσιοι σε γλουταμίνη ή προλίνη 

στρατολογούν το γενικό μεταγραφικό παράγοντα TFIIB (Choy and Green, 

1993). Επιπλέον, οι ενεργοποιητές ενισχύουν την ενεργότητα αυτών των 

συμπλόκων, αλλάζοντας τη στερεοδιαμόρφωσή τους (Glossop et al., 2004; 

Horikoshi et al., 1988; Roberts and Green, 1994). Αντίστροφα, μεταγραφικοί 

καταστολείς, όπως ο Kruppel της δροσόφιλα (Sauer et al., 1995), o Dr1 των 

θηλαστικών (Inostroza et al., 1992)} και ο Mot1 του σακχαρομύκητα (Chitikila 

et al., 2002) παρεμποδίζουν τη συγκρότηση του συμπλόκου έναρξης της 

μεταγραφής ή την αλλελεπίδρασή του με τον υποκινητή. Εκτός από αυτό, 

άλλα σύμπλοκα όπως το Mediator και το SAGA συνδέουν απευθείας τους 

ειδικούς μεταγραφικούς παράγοντες με τη βασική μεταγραφική μηχανή, 

συντονίζοντας τη μεταγραφική ενεργοποίηση και καταστολή (Conaway et al., 

2005; Green, 2005). Διαφορετικές υπομονάδες του Mediator αλληλεπιδρούν 

με μία πληθώρα μεταγραφικών ενεργοποιητών και ακολούθως 

σταθεροποιείται η συγκρότητση του συμπλόκου έναρξης της μεταγραφής και 

η πρόσδεση του TFIID και της RNApolII στις αλληλουχίες των υποκινητών. 

Για παράδειγμα, ο Elk-1 και ο E1A επάγουν την πρόσδεση του Mediator, 

γενικών μεταγραφικών παραγόντων και της RNApolII, σε ακινητοποιημένους 

υποκινητές, από εκχυλίσματα αγρίου τύπου κυττάρων, όχι όμως και από 

κύτταρα με έλλειψη της υπομονάδας MED23 του Mediator, με την οποία 

αλληλεπιδρούν (Cantin et al., 2003).  



                                                                                                                          Εισαγωγή 

 55 
 

Πρόσφατες μελέτες σε ανθρώπινα κύτταρα, χρησιμοποιώντας 

μικροσυστοιχίες ολικού γονιδιώματος, έδειξαν ότι ο σχηματισμός του 

συμπλόκου έναρξης της μεταγραφής είναι ο περιοριστικός παράγοντας για 

την έναρξη. Περίπου 75% των γονιδίων που ελέγχθηκαν, παρουσιάζουν 

συσχετισμό μεταξύ του σχηματισμού του συμπλόκου έναρξης της μεταγραφής 

και της πρόσδεσης της RNApolII στον υποκινητή, με τη μεταγραφική 

ενεργοποίηση, ενώ μόλις 7% των υποκινητών δεν δείχνουν μεταγραφική 

δραστηριότητα (παρόλο που η βασική μεταγραφική μηχανή είναι παρούσα). 

Επιπλέον, ακετυλίωση της Η3Κ9/14 και διμεθυλίωση της Η3Κ4 

παρατηρήθηκαν στους ενεργούς υποκινητές (Kim et al., 2005).   

 
Εικόνα 13: Ρύθμιση της μεταγραφής από τους ειδικούς και γενικούς μεταγραφικούς παράγοντες 
και συμπαράγοντες. Η συγκρότηση του συμπλόκου έναρξης της μεταγραφής περιλαμβάνει την 
πρόσδεση μεταγραφικών παραγόντων σε μακρινές ρυθμιστικές περιοχές, ακολουθούμενη από την 
αλληλεπίδρασή τους με συμπαράγοντες που διευκολύνουν την πρόσδεση επιπρόσθετων 
μεταγραφικών παραγόντων και της βασικής μεταγραφικής μηχανης με τελικό αποτέλεσμα τη 
συγκρότηση του συμπλόκου έναρξης της μεταγραφής και την πρόσδεσή του στον εγγύς 
υποκινητή. Καταστολείς της μεταγραφής μπορούν να δράσουν σε καθένα από τα παραπάνω 
επίπεδα και να εμποδίσουν τη συγκρότηση ενός ενεργού συμπλόκου έναρξης (Roeder, 2005).   
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4.3 Αναδιαμόρφωση της χρωματίνης και χημικές τροποποιήσεις των 
ιστονών 

Ο μηχανισμός, μέσω του οποίου διαμεσολαβείται η δράση των 

μεταγραφικών συμπαραγόντων περιλαμβάνει αλλαγές στη διάταξη των 

νουκλεοσωμάτων ή/και χημικές τροποποιήσεις των ιστονών. Η συμπαγής 

δομή των νουκλεοσωμάτων αποτελεί ένα φυσικό εμπόδιο στην πρόσδεση 

των μεταγραφικών παραγόντων στο DNA, το οποίο χρειάζεται να 

προσπελαστεί για να πραγματοποιηθεί η μεταγραφή. Για το λόγο αυτό έχουν 

αναπτυχθεί διάφοροι μηχανισμοί που διαταράσσουν τη χρωματινική δομή και 

επιτρέπουν την ακριβή μεταγραφική ρύθμιση των γονιδίων, χωρίς όμως να 

επηρεάζουν τις γειτονικές περιοχές. Οι μεταγραφικοί παράγοντες 

αλληλεπιδρούν με συμπαράγοντες που τροποποιούν τη δομή της χρωματίνης 

και τη θέση των νουκλεοσωμάτων, καθώς επίσης και με ένζυμα που 

τροποποιούν χημικά τις βασικές δομικές μονάδες των νουκλεοσωμάτων, τις 

ιστόνες.  

Μία πληθώρα χημικών τροποποιήσεων σε διάφορα κατάλοιπα των 

ιστονών έχει αναφερθεί ότι σχετίζεται είτε με την ενεργοποίηση είτε με την 

καταστολή της μεταγραφής. Πιο καλά μελετημένες από αυτές είναι η 

ακετυλίωση σε κατάλοιπα λυσίνης, η μεθυλίωση σε λυσίνη και αργινίνη, η 

φωσφωρυλίωση στη σερίνη και η ουμπικουιτινιλίωση της λυσίνης, ενώ 

λιγότερο μελετημένες είναι η σουμοϋλίωση, η ADP-ριβοζυλίωση, ο 

ισομερισμός της προλίνης και η απαμίνωση της αργινίνης σε κιτρουλλίνη 

(Kouzarides, 2007). Στον πίνακα 1 φαίνονται συνοπτικά οι κυριότερες 

τροποποιήσεις των ιστονών στο σακχαρομύκητα, τη δροσόφιλα και τα 

θηλαστικά, οι πρωτεϊνικές περιοχές που αναγνωρίζουν την καθεμία και η 

βιολογική λειτουργία τους. Περίπου 60 αμινοξέα σε όλες τις ιστόνες έχει 

δειχθεί ότι τροποποιούνται, ενώ η πολυπλοκότητα αυξάνει ακόμα 

περισσότερο αν σκεφτεί κανείς ότι η μεθυλίωση μπορεί να είναι μόνο-, δι- ή 

τρι- μεθυλίωση στη λυσίνη και μόνο- ή δι-, συμμετρική ή μη στην αργινίνη. 

Διαφορετικός συνδυασμός τροποποιήσεων σε κάθε ιστόνη έχει διαφορετικό 

βιολογικό αποτέλεσμα. 
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Πίνακας 1: Κυριότερες χημικές τροποποιήσεις των ιστονών στο σακχαρομύκητα, τη δροσόφιλα 
και τα θηλαστικά (Li et al., 2007). 

 

Σύγχρονες τεχνολογίες που συνδυάζουν την ανοσοκατακρήμνιση της 

χρωματίνης με την υβριδοποίηση μικροσυστοιχιών ολόκληρων γονιδιωμάτων 

(κυρίως του σακχαρομύκητα, αλλά πρόσφατα και του ανθρώπου) παρέχουν 

μία συνολική εικόνα των χημικών τροποποιήσεων των ιστονών και του 

εντοπισμού των νουκλεοσωμάτων στους υποκινητές και στις κωδικές 

περιοχές των γονιδίων (Barrera and Ren, 2006; Bernstein et al., 2004; 

Guccione et al., 2006; Heintzman et al., 2007; Liu et al., 2005; Ozsolak et al., 

2007; Pokholok et al., 2005; Raisner et al., 2005; Segal et al., 2006; Yuan et 

al., 2005; Zhang et al., 2005). Η ακετυλίωση των ιστονών Η3 και Η4 και δι- ή 

τρι- μεθυλίωση της λυσίνης 4 της Η3 (Η3Κ4me) είναι γενικά συνυφασμένες με 

μεταγραφική ενεργοποίηση και χαρακτηρίζουν ευχρωματινικές περιοχές. 

Αντίθετα, μεθυλίωση της H3K9/Κ27 περιγράφουν την ετεροχρωματίνη και 

είναι συνήθως κατασταλτικού χαρακτήρα. Επιπλέον, η τοπολογία μιας 
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τροποποίησης έχει σημασία για το βιολογικό της αποτέλεσμα. Έτσι οι 

υποκινητές και το 5’ τμήμα των κωδικών περιοχών χαρακτηρίζονται από 

αυξημένη ακετυλίωση της Η3 και Η4 (Kurdistani et al., 2004) και τριμεθυλίωση 

της Η3Κ4. Στις κωδικές περιοχές, ωστόσο η δι-μεθυλίωση είναι κυρίαρχη, ενώ 

προς το 3’ άκρο των γονιδίων η μονομεθυλίωση επικρατεί (Bernstein et al., 

2004; Liu et al., 2005; Pokholok et al., 2005). Προϋπόθεση για τη δι- και τρι- 

μεθυλίωση της Η3Κ4 είναι η μονοουμπικουιτινιλίωση της Η2Β (Dehe et al., 

2005; Shahbazian et al., 2005), η οποία και αυξάνει το ρυθμό της 

επιμήκυνσης (Pavri et al., 2006). Ακόμα, ενώ η Set2-διαμεσολαβούμενη 

μεθυλίωση της Η3Κ36 συμβαίνει φυσιολογικά στις κωδικές περιοχές των 

ενεργών γονιδίων, η αναγκαστική στόχευσή της στον υποκινητή οδηγεί σε 

μεταγραφική καταστολή (Landry et al., 2003; Strahl et al., 2002). Η 

συγκεκριμένη τροποποίηση φαίνεται ότι παίζει ρόλο στην αποφυγή της 

έναρξης της μεταγραφής από κρυπτικές θέσεις που πιθανόν αποκαλύπτονται 

κατά την επιμήκυνση. Έτσι, η Set2 πρωτεϊνη στρατολογεί το Rpd3S 

σύμπλοκο απακετυλίωσης των ιστονών, μέσω της πρωτεϊνης Eaf3 και 

δημιουργεί ένα μη ακετυλιωμένο περιβάλλον στις κωδικές περιοχές, 

απαγορευτικό της έναρξης της μεταγραφής (Carrozza et al., 2005; Joshi and 

Struhl, 2005; Keogh et al., 2005). Η φωσφωρυλίωση της σερίνης 10 της Η3 

(Η3S10) έχει παρατηρηθεί κατά την επαγωγή των αμέσως πρώιμων γονιδίων 

c-fos και jun και φαίνεται ότι διαμεσολαβείται από τις κινάσες MSK1/2 και 

RSK2 στα θηλαστικά και SNF1 στο σακχαρομύκητα (Lo et al., 2001; Soloaga 

et al., 2003; Thomson et al., 2001) και στρατολογεί την πρόσδεση του ΤΒΡ 

στον υποκινητή του γονιδίου INO1 του S. cerevisiae (Lo et al., 2005). Είναι 

σημαντικό επίσης να τονιστεί ότι οι ΜΑΡΚ κινάσες Hog1p, Fus3p και Kss1p, 

καθώς και η PKA του σακχαρομύκητα εντοπίζονται σε ενεργούς υποκινητές 

και κωδικές περιοχές γονιδίων, αφήνοντας ανοικτό το ενδεχόμενο να 

επηρεάζουν με άμεσο τρόπο τη μεταγραφή τους (Pokholok et al., 2006). Στην 

εικόνα 14 φαίνονται οι κυριότερες χημικές τροποποιήσεις των ιστονών και η 

λειτουργία τους σχετικά με τη μεταγραφή.  

.       
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Εικόνα 14: Χημικές τροποποιήσεις των ιστονών που παρατηρούνται σε ένα τυχαίο γονίδιο. Οι 
καμπύλες απεικονίζουν πληροφορίες που προέρχονται από μελέτες ολόκληρου του γονιδιώματος, 
ενώ τα τετράγωνα αντιπροσωπεύουν ξεχωριστές περιπτώσεις γονιδίων (Li et al., 2007) 

 

Από τις παραπάνω περιγραφές φαίνεται ότι οι ιστόνες τροποποιούνται 

με ένα στατικό μηχανισμό που καθορίζει την ενεργοποίηση ή την καταστολή 

της μεταγραφής. Πρόσφατες μελέτες, ωστόσο, έδειξαν ότι η εναλλαγή 

ακετυλίωσης-απακετυλίωσης της ήδη μεθυλιωμένης ιστόνης Η3 είναι αυτή 

που καθορίζει το ρυθμό της μεταγραφής στα γονίδια c-fos και jun στο ποντίκι 

και όχι η απλή ενίσχυση της ακετυλίωσης (Hazzalin and Mahadevan, 2005). 

Ήδη από παλαιότερες εργασίες είχε φανεί ότι τα επίπεδα της ακετυλίωσης 

αντιστρέφονται μετά την απομάκρυνση της ενεργότητας ακετυλάσης ή 

απακετυλάσης από έναν υποκινητή στο σακχαρομύκητα (Katan-Khaykovich 

and Struhl, 2002), ενώ η απακετυλάση των ιστονών Hos2 εντοπίζεται στις 

κωδικές περιοχές ενεργών γονιδίων (Wang et al., 2002). Επιπλέον, η σύντομη 

επίδραση της τριχοστατίνης Α σε γονίδια που επάγονται από μιτογόνα ή από 

την ιντερφερόνη αναστέλλει τη μεταγραφή αυτών των γονιδίων, αντί να την 

ενεργοποιεί όπως θα ήταν αναμενόμενο (Hazzalin and Mahadevan, 2005; 

Sakamoto et al., 2004). Με βάση την τεχνική της ηλεκτροφόρησης σε 

πήκτωμα όξινης ουρίας (AU gel electrophoresis) και χρησιμοποιώντας 

αντισώματα έναντι τροποποιημένων καταλοίπων των ιστονών είναι δυνατόν 

να ανιχνευθούν δυναμικές αλλαγές στα επίπεδα της ακετυλίωσης των 
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ιστονών. Με αυτό τον τρόπο, δείχθηκε ότι τριμεθυλιωμένη ιστόνη Η3Κ4 

υπόκειται σε δυναμική ακετυλίωση-απακετυλίωση και φωσφωρυλίωση-

αποφωσφωρυλίωση κατά την ενεργοποιήσης των αμέσως πρώιμων γονιδίων 

c-fos και jun σε κύτταρα ποντικού. Επιπλέον, η φωσφωρυλίωση και η 

ακετυλίωση της Η3 εντοπίζονται στο ίδιο μόριο ιστόνης, όπως φαίνεται από 

διαδοχική ανοσοκατακρήμνιση της χρωματίνης με τα αντίστοιχα αντισώματα. 

Αντίθετα, ιστόνες μεθυλιωμένες στη λυσίνη 9 δεν δείχνουν αυτό το πρότυπο 

δυναμικής ακετυλο-φωσφωρυλίωσης (Hazzalin and Mahadevan, 2005). 

Επομένως, φαίνεται ότι η τριμεθυλίωση της Η3Κ4 αναγνωρίζεται από τα 

σύμπλοκα ακετυλάσης και απακετυλάσης των ιστονών και στοχεύεται ειδικά 

κατά την ενεργοποίηση των γονιδίων. Η παραπάνω παρατήρηση ενισχύεται 

από ευρύματα στο σακχαρομύκητα ότι τα σύμπλοκα SAGA και SLIK με 

ενεργότητα ακετυλοτρανσφεράσης, περιέχουν την πρωτεϊνη Chd1 που 

αλληλεπιδρά ειδικά με μεθυλιωμένη Η3Κ4 (Pray-Grant et al., 2005). 

Ο ρόλος των χημικών τροποποιήσεων των ιστονών φαίνεται να είναι 

διττός. Από τη μία πλευρά, η ακετυλίωση βοηθάει στην εξουδετέρωση του 

θετικού φορτίου των ιστονών, χαλαρώνοντας με αυτό τον τρόπο την 

αλληλεπίδρασή τους με το DNA. Έτσι διευκολύνεται η μετατόπιση ή/και η 

εξαφάνιση των νουκλεοσωμάτων από τη γενωμική περιοχή, γεγονός που 

επιβεβαιώνεται πειραματικά, αφού ακετυλιωμένες ιστόνες μετατοπίζονται 

ευκολότερα τόσο in vivo όσο και in vitro (Hassan et al., 2006; Ito et al., 2000; 

Reinke and Horz, 2003; Zhao et al., 2005). Από την άλλη πλευρά, η 

τροποποιήσεις των ιστονών αναγνωρίζονται από συγκεκριμένες πρωτεϊνικές 

περιοχές και αλληλεπιδρούν με αυτές (πίνακας 1) (Li et al., 2007). Δεδομένης 

της ποικιλίας των τροποποιήσεων, έχει προταθεί ότι ο διαφορετικός 

συνδυασμός πρωτεϊνών αναγνωρίζει διαφορετικά πρότυπα τροποποιήσεων 

που καταλήγουν σε διαφορετική δυναμική της χρωματίνης. Τέλος, κάποιες 

τροποποιήσεις ενδέχεται να επηρεάζουν την ανώτερη δομή της χρωματίνης. 

Έτσι, η ακετυλίωση της ιστόνης Η4Κ16 αναστέλλει τη δημιουργία των ινιδίων 

30nm της χρωματίνης (Shogren-Knaak et al., 2006).  

 Επειδή το γενωμικό υλικό είναι δομημένο σε νουκλεοσώματα, τα 

οποία εμποδίζουν την πρόσβαση των πρωτεϊνών σε αυτό, τα κύτταρα έχουν 

αναπτύξει μηχανισμούς για να υπερβούν αυτό το εμπόδιο. Έχει ήδη 

αναφερθεί ότι οι περιοχές των υποκινητών των ενεργών γονιδίων δεν 
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περιέχουν νουκλεοσώματα και έτσι οι μεταγραφικοί παράγοντες μπορούν να 

προσδεθούν στις συγγενείς τους αλληλουχίες. Από εκεί και πέρα, για να 

προσδεθεί και η βασική μεταγραφική μηχανή και άλλες πρωτεϊνες 

απαραίτητες για τη μεταγραφική ρύθμιση, η ανατοποθέτηση των 

νουκλεοσωμάτων είναι απαραίτητη. Η διαδικασία αυτή διαμεσολαβείται από 

συγκεκριμένα ένζυμα που χρησιμοποιούν ενέργεια από το ΑΤΡ και καταλύουν 

τη λεγόμενη αναδιαμόρφωση της χρωματίνης. Οι συνέπειες αυτής της 

αναδιαμόρφωσης περιλαμβάνουν είτε το παροδικό «ξετύλιγμα» του DNA από 

το νουκλεόσωμα, είτε το «γλύστρημα» των νουκλεοσωμάτων πανω στο DNA, 

αποκαλύπτοντας κάποιες νουκλεοτιδικές αλληλουχίες και επιτρέποντας σε 

αυτές την πρόσδεση μεταγραφικών παραγόντων.  

Γονιδιωματικές μελέτες στο σακχαρομύκητα έχουν δώσει πολύτιμες 

πληροφορίες σχετικά με τη μετατόπιση των νουκλεοσωμάτων από τους 

υποκινητές των γονιδίων κατά την επαγωγή της έκφρασής τους. Όπως έχει 

ήδη αναφερθεί παραπάνω, μελέτες υψηλής ανάλυσης σε μικροσυστοιχίες 

ολικού γονιδιώματος του S. cerevisae έδειξαν ότι οι περιοχές των υποκινητών 

ενεργών γονιδίων περιγράφονται από μία περιοχή περίπου 200bp με έλλειψη 

νουκλεοσωμάτων (Yuan et al., 2005). Γειτονικά της συγκεκριμένης περιοχής, 

τα νουκλεοσώματα είναι καλά τοποθετημένα, είναι απακετυλιωμένα και 

περιέχουν μία ισομορφή της ιστόνης Η2Α, την ιστόνη Η2Α.Ζ (Liu et al., 2005; 

Raisner et al., 2005). Η Η2Α.Ζ παίζει ρόλο στην ενεργοποιήση των γονιδίων, 

ωστόσο εντοπίζεται σε σιωπηλούς υποκινητές (Guillemette et al., 2005; Li et 

al., 2005; Raisner et al., 2005; Zhang et al., 2005). Από τη μία πλευρά, η 

Η2Α.Ζ αποδεσμεύεται από τα νουκλεοσώματα πιο εύκολα σε σχέση με την 

Η2Α (Zhang et al., 2005), αλλά από την άλλη είναι ανθεκτική σε 

τροποποιήσεις, όπως η μεθυλίωση και η ακετυλίωση συμβάλλοντας στην 

καταστολή των υποκινητών (Li et al., 2005). Έτσι έχει προταθεί ότι η Η2Α.Ζ 

βοηθάει στη διαμόρφωση ενός διακριτού ορίου, το οποίο όταν υπερβληθεί 

επιτρέπει τη μεταγραφική ενεργοποίηση (Workman, 2006). Συμπληρωματικές 

μελέτες έδειξαν ότι παρατηρείται έλλειψη νουκλεοσωμάτων από τις 

ρυθμιστικές περιοχές ενεργά μεταγραφόμενων γονιδίων (Bernstein et al., 

2004; Lee et al., 2004). Συνολικά, φαίνεται ότι η, ελεύθερη νουκλεοσωμάτων, 

περιοχή των υποκινητών βοηθάει την πρόσδεση μεταγραφικών παραγόντων, 

οι οποίοι στη συνέχεια συμβάλλουν στη χαλάρωση της χρωματινικής δομής 
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(μέσω στρατολόγησης συμπαραγόντων που τροποποιούν τις ιστόνες), τη 

δημιουργία συμπλόκων έναρξης της μεταγραφής και τη μεταγραφική 

ενεργοποίηση. Για παράδειγμα, στον υποκινητή του γονιδίου PHO5 του 

σακχαρομύκητα παρατηρείται ακετυλίωση των ιστονών από το GCN5 και 

επακόλουθη «εξαφάνιση» του νουκλεοσώματος από τον υποκινητή, 

συνοδευόμενη από ενεργοποίηση (Boeger et al., 2004; Reinke and Horz, 

2003; Topalidou et al., 2003). Ωστόσο, οι ενεργοί υποκινητές δεν είναι τελείως 

ελεύθεροι νουκλεοσωμάτων, αφού ακετυλιωμένες ιστόνες Η3, Η4 ακόμα και 

Η2Α.Ζ παρατηρούνται σε αυτούς (Millar et al., 2006; Pokholok et al., 2005). 

Πιθανώς αυτές οι τροποποιήσεις να βοηθούν στη μετατόπιση των 

νουκλεοσωμάτων όπως έχει αναφερθεί για τον υποκινητή της ιντερφερόνης β 

(Lomvardas and Thanos, 2001).  

 
Εικόνα 15: Σχηματική απεικόνιση της ρύθμισης της έναρξης της μεταγραφής. Σε σιωπηλά 
γονίδια υπάρχει μία ελεύθερη νουκλεοσωμάτων περιοχή (NFR) ανοδικά του σημείου έναρξης της 
μεταγραφής στην οποία μπορεί να προσδεθεί ένας ειδικός μεταγραφικός παράγοντας. 
Χαρακτηριστική είναι η παρουσία της ιστόνης Η2Α.Ζ στα νουκλεοσώματα εκατέρωθεν της 
NFR.  Στη συνέχεια, στρατολογούνται ακετυλοτρανσφεράσες των ιστονών και ένζυμα 
αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης και σε μερικές περιπτώσεις συγκροτείται μερικώς το 
σύμπλοκο έναρξης της μεταγραφής. Τέλος, τα νουκλεοσώματα κινητοποιούνται και 
μετατοπίζονται προκειμένου γενικοί και ειδικοί μεταγραφικοί παράγοντες να προσδεθούν στον 
υποκινητή και να ξεκινήσει η μεταγραφή (Li et al., 2007).     
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Συνοψίζοντας, ο συνδυασμός της πρόσδεσης των ειδικών 

μεταγραφικών παραγόντων, των χημικών τροποποιήσεων των ιστονών, των 

ενζύμων αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης και πιθανώς η παρουσία της 

ισομορφής Η2Α.Ζ υποκινεί την εκκένωση των υποκινητών και των κωδικών 

περιοχών των γονιδίων από τα νουκλεοσώματα κατά τη μεταγραφική 

ενεργοποίηση. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τη συγκρότηση της βασικής 

μεταγραφικής μηχανής, την έναρξη και την επιμήκυνση της μεταγραφής 

(εικόνα 15). Αντίθετα, η μεταγραφική καταστολή σχετίζεται με την ακόμα πιο 

σφιχτή οργάνωση των νουκλεοσωμάτων, τις, μικρότερης έκτασης, χημικές 

τροποποιήσεις και τη στρατολόγηση παραγόντων που συγκροτούν τα 

νουκλεοσώματα (histone chaperones).               
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ΣΥΝΟΨΗ ΚΑΙ ΣΤΟΧΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 
     

Ο μεταγραφικός παράγοντας ERF (ETS2 Repressor Factor) αποτελεί 

μέλος της οικογένειας των ETS πρωτεϊνών με ισχυρή κατασταλτική δράση 

(Sgouras et al., 1995). Εκφράζεται σε όλη τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου 

και η δράση του ρυθμίζεται από το μονοπάτι Ras/ERK, μέσω αλλαγής της 

υποκυτταρικής του κατανομής (Le Gallic et al., 1999; Sgouras et al., 1995). Η 

αλληλεπίδραση του με την ERK κινάση πραγματοποιείται μέσω δύο ειδικών 

FXF μοτίβων που βρίσκονται στην κεντρική περιοχή της πρωτεϊνης, που 

οδηγεί σε μία σταδιακή φωσφωρυλίωση της και επακόλουθη έξοδο στο 

κυτταρόπλασμα (Polychronopoulos et al., 2006). Μεταλλαγμένες μορφές της 

ERF πρωτεϊνης, είτε στις θέσεις φωσφωρυλίωσης, είτε στις θέσεις πρόσδεσης 

στην ERK οδηγούν σε πυρηνική κατανομή της και κατά συνέπεια τα 

μετάλλάγματα αυτά αποτελούν μονίμως ενεργές μορφές της. Τέτοιου τύπου 

τροποποιημένες πρωτεϊνες έχουν την ιδιότητα να αναστέλλουν τον κυτταρικό 

κύκλο ινοβλαστικών κυττάρων, καθώς και να αντιστρέφουν τον 

μετασχηματισμό ινοβλαστών που φέρουν μεταλλαγές για μονίμως ενεργό 

μονοπάτι Ras και παρεμποδίζουν την ανάπτυξη όγκων σε αθυμικά ποντίκια 

(Athanasiou et al., 2000; Le Gallic et al., 1999; Polychronopoulos et al., 2006). 

Τα παραπάνω καθιστούν τον ERF ως δυνητική ογκοκατασταλτική πρωτεϊνη. 

Παράλληλα, in vivo μελέτες σε ποντίκια, έδειξαν ότι η συγκεκριμένη πρωτεϊνη 

είναι απαραίτητη για την επιβίωση των εμβρύων, αφού έλλειψή της οδηγεί στο 

θάνατό τους κατα τη μέρα 10 της εμβρυογένεσης. Ανάλυση των knockout 

εμβρύων οδήγησε στο συμπέρασμα ότι η ανάπτυξη του πλακούντα και 

συγκεκριμένα του χορίου και της αλλαντοϊδας είναι ελαττωματική. Επιπλέον, η 

διαφοροποίηση των πρώιμων τροφοβλαστικών κυττάρων δεν είναι πλήρης, 

οπότε ενδιάμεσοι κυτταρικοί τύποι σχηματίζονται προτού φτάσουν στην τελική 

διαφοροποίηση. Οι παραπάνω μελέτες περιγράφουν τη φυσιολογική δράση 

και ρύθμιση του ERF μεταγραφικού παράγοντα χωρίς όμως να δίνουν 

περαιτέρω πληροφορίες για το μηχανισμό δράσης του. Προκειμένου να 

διερευνήσουμε τη λειτουργία της ERF πρωτεϊνης και εκμεταλλευόμενοι τη 

δημιουργία ποντικών με έλλειψη της, αναζητήσαμε γονίδια-στόχους του ERF. 

Η παραπάνω μελέτη συνδυάστηκε με την ανίχνευση επιπρόσθετων 
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σηματοδοτικών μονοπατιών που ελέγχουν την ενεργότητα του Erf έτσι, ώστε 

να δημιουργηθεί μία πληρέστερη εικόνα της φυσιολογικής του λειτουργίας.   
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 

1. ΜΕΘΟΔΟΙ ΑΝΑΛΥΣΗΣ ΝΟΥΚΛΕΪΝΙΚΩΝ ΟΞΕΩΝ 
 

1.1 Τεχνικές ανασυνδυασμού DNA 

Οι διαδικασίες που πραγματοποιήθηκαν για τον ανασυνδυασμό του 

DNA περιλαμβάνονται στο εργαστηριακό εγχειρίδιο Molecular Cloning A 

Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, 2nd Edition (Sambrook et al. 1989) 

και είναι οι παρακάτω: 

• Ενζυμικοί χειρισμοί του DNA που περιλαμβάνουν αντιδράσεις πέψης 

με περιοριστικές ενδονουκλεάσες, υδρόλυση των 5’ ελεύθερων 

φωσφορικών ομάδων με το ένζυμο αλκαλική φωσφατάση, 

τροποποίηση των άκρων με DNA πολυμεραση Ι (Klenow polymerase) 

σύνδεση μορίων DNA με Τ4 λιγάση. 

• Διαχωρισμός νουκλεϊνικών οξέων σε πήκτωμα αγαρόζης 

• Μετασχηματισμός βακτηριακών στελεχών DH5a, DH10b, BL21.19 της 

Ε.coli 

• Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μικρή κλίμακα με τη μέθοδο της 

αλκαλικής λύσης και σε μεγάλη κλίμακα με κλίση CsCl. 

Τα περιοριστικά ένζυμα και τα ένζυμα τροποποίησης του DNA 

αγοράστηκαν από τις εταιρείες Minotech, NEB και Roche και 

χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τις οδηγίες του εκάστοτε κατασκευαστή. 

 

1.2 Παρασκευή ηλεκτροδεκτικών κυττάρων 

200ml θρεπτικού διαλύματος LB* εμβολιάστηκαν με τόσα ml ολονύκτιας 

καλλιέργειας ώστε η αρχική OD στα 600nm να γίνει 0.05 και επωάστηκαν 

στους 370C μέχρι τελικής OD = 0.8. Η καλλιέργεια τοποθετήθηκε στον πάγο 

για 20 λεπτά και στη συνέχεια τα κύτταρα φυγοκεντρήθηκαν στις 3000 

στροφές, στους 40C, για 15 λεπτά. Ακολουθεί μία σειρά από 4 πλυσίματα των 

κυττάρων με αποστειρωμένο νερό διπλής απόσταξης με διαδοχικές 

φυγοκεντρήσεις. Όλοι οι χειρισμοί των κυττάρων πραγματοποιήθηκαν στους 
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40C. Στο τέλος τα κύτταρα επαναδιαλύθηκαν σε 10% διαλύματος γλυκερόλης, 

καταψύχθηκαν άμεσα σε μέρη των 50μl σε ξηρό πάγο και φυλάχθηκαν στους 

-800C. 

Διάλυμα LB* : 
10gr Tryptone  

5gr εκχυλίσματος ζύμης 

2gr NaCl 

1.3 Μετασχηματισμός ηλεκτροδεκτικών κυττάρων με electroporation 

    Τα ηλεκτροδεκτικά κύτταρα αναμίχθηκαν με 1μl από την αντίδραση 

σύνδεσης μορίων DNA (ligation) ή 1-100ng υπερελικωμένου πλασμιδίου και 

μεταφέρθηκαν σε ειδική κυβέτα. Το electroporation πραγματοποιήθηκε στα 

1800 volts στον electroporator BTX ECM 399. Στη συνέχεια τα κύτταρα 

επωάστηκαν για 1 ώρα και 30 λεπτά στους 370C, φυγοκεντρήθηκαν στις 2500 

στροφές για 5 λεπτά και απλώθηκαν σε βακτηριολογικό τρυβλίο με θρεπτικό 

υλικό, παρουσία του αντιβιοτικού επιλογής. 

1.4 Απομόνωση μορίων DNA από πήκτωμα αγαρόζης 

Η απομόνωση μορίων DNA από πήκτωμα αγαρόζης 

πραγματοποιήθηκε είτε με το αντιδραστήριο QX1 της Qiagen, ακολουθώντας 

τις οδηγίες της εταιρείας, είτε μετά από ψύξη σε φαινόλη. Αφού 

διαχωρίστηκαν τα προϊόντα του DNA με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

αγαρόζης, απομονώθηκε η ζώνη που αντιστοιχεί στο επιθυμητό προϊόν και 

αναμίχθηκε με ίσο όγκο φαινόλης. Το μίγμα επωάστηκε στους -800C μέχρι να 

παγώσει και στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκε στις 13000 στροφές για 20 λεπτά. 

Τι μίγμα αναμίχθηκε ξανά και η διαδικασία επαναλήφθηκε άλλη μία φορά. Η 

υδατική φάση μεταφέρθηκε σε νέο σωληνάριο και σε αυτή προστέθηκε ίσος 

όγκος από  φαινόλη/χλωροφόρμιο και 1/10 του όγκου 3M CH3COONa pH 5.5. 

Ακολουθησε φυγοκέντρηση για 10 λεπτά και στη συνέχεια το DNA 

κατακρημνίστηκε με 2.5 όγκους αιθανόλης και ξεπλύθηκε με 70% αιθανόλη. 

Το ίζημα του DNA επαναδιαλύθηκε σε 10μl TE και η ποσότητα του εκτιμήθηκε 

με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης κατάλληλης συγκέντρωσης. Σε 

κάθε περίπτωση, η  ταυτοποίηση του μεγέθους, καθώς και η ποσοτικοποίηση,  

έγινε χρησιμοποιώντας ως δείκτη 500ng DNA από το βακτηριοφάγο λ που 
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έχει υποστεί ενζυμική πέψη με την ενδονουκλεάση HindIII ή με 500ng DNA 

από το φάγο ΦX που έχει υποστεί ενζυμική πέψη με την ενδονουκλεάση 

HaeΙΙΙ. 

10Χ,ΤΒΕ 1lt:  

108gr Tris, 55gr Boric Acid, 40ml EDTA)   

10x ΤΑΕ, 1lt:  

242gr Tris, 57.1gr glacial acetic acid, 100ml EDTA)  

 

2. ΜΕΘΟΔΟΙ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ ΚΑΙ ΧΕΙΡΙΣΜΟΙ ΕΥΚΑΡΥΩΤΙΚΩΝ 
ΚΥΤΤΑΡΩΝ 

 

2.1 Ανάπτυξη κυττάρων 

Οι κυτταρικές σειρές Ref1 και MEF 3T3 αναπτύχθηκαν σε DMEM 

υψηλής συγκέντρωσης γλυκόζης (4.5mg/L) με 10% εμβρυϊκό ορό βοδιού, ενώ 

τα πρωτεύοντα εμβρυϊκά ινοβλαστικά κύτταρα του ποντικού (primary MEFs) 

αναπτύχθηκαν στο ίδιο θρεπτικό υλικό παρουσία 100μΜ β-

μερκαπτοαιθανόλης. H κυτταρική σειρά COS7 αναπτύχθηκε σε DMEM 

υψηλής συγκέντρωσης γλυκόζης (4.5mg/L) με 10% ορό βοδιού και τα 

μετασχηματισμένα Ras 3T3 κύτταρα αναπτύχθηκαν σε DMEM χαμηλής 

συγκέντρωσης γλυκόζης (1 mg/L) παρουσία 8% βοδινού ορού. Η κυτταρική 

σειρά MCF7 αναπτύχθηκε σε  DMEM χαμηλής συγκέντρωσης γλυκόζης (1 

mg/L) παρουσία 10% ορού βοδιού. Σε όλα τα παραπάνω θρεπτικά υλικά 

προστέθηκε μίγμα αντιβιοτικών πενικιλλίνη/στρεπτομυκίνη σε συγκέντρωση 

50μg/ml. Στα πειράματα στέρησης ορού, το πλήρες θρεπτικό υλικό 

αφαιρέθηκε και, αφού πραγματοποιήθηκαν 2 πλυσίματα με 1Χ PBS, 

αντικαταστάθηκε με θρεπτικό υλικό χωρίς ορό, και παρουσία 10mM HEPES. 

Η καλλιέργεια όλων των κυτταρικών σειρών πραγματοποιήθηκε σε 

θερμοκρασία 37C και συγκέντρωση CO2 5% σε ειδικό επωαστήρα. Όλοι οι 

χειρισμοί πραγματοποιήθηκαν σε ειδικό απαγωγό κυτταροκαλλιεργειών. 
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 2.2 Τρυψινοποίηση κυττάρων 
Τα κύτταρα ξεπλύθηκαν μία φορά με 1Χ PBS και επωάστηκαν με 25-

50μl/cm2 τρυψίνης σε θερμοκρασία δωματίου ή 37C μέχρι να αποκολληθούν. 

H τρυψίνη απενεργοποιήθηκε με την προσθήκη 4 όγκων πλήρους θρεπτικού 

υλικού. Τα κύτταρα αραιώθηκαν 5-10 φορές σε καινούρια φλάσκα ή τρυβλίο 

και προστέθηκε πλήρες θρεπτικό υλικό μέχρι τελικού όγκου 250μl/ cm2.   

     

2.3 Παροδική και μόνιμη διαμόλυνση πλασμιδίων σε καλλιέργειες 
ευκαρυωτικών κυττάρων  

Η παροδική διαμόλυνση των κυττάρων Ref1, MCF7, Cos7 

πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο του φωσφορικού ασβεστίου. 105 κύτταρα 

ανά τρυβλίο 35mm (well) μεγάλωσαν σε πλήρες θρεπτικό υλικό, ολονύκτια. 

Tην επόμενη μέρα αλλάχθηκε το θρεπτικό υλικό και προστέθηκαν 3 ml 

πλήρους θρεπτικού υλικού εμπλουτισμένου με 10mM HEPES pH 7, 1-4 ώρες 

πριν τη διαμόλυνση. Τα δείγματα προετοιμάστηκαν ως εξής: 3μg  συνολικού 

πλασμιδιακού DNA αναμίχθηκαν με νερό ώστε ο τελικός όγκος να είναι 75μl. 

Προστέθηκαν άλλα 75μl 0.5M προσφάτως παρασκευασμένου χλωριούχου 

ασβεστίου και το μείγμα προστέθηκε στάγδην σε 150μl παγωμένου 

διαλύματος H που βρίσκονται σε ένα τρυβλίο ενός 24-well πιάτου. Το ίζημα 

αφέθηκε να σχηματιστεί για 20 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και 

προστέθηκε στάγδην στα κύτταρα. Ύστερα από ολονύκτια επώαση του 

ιζήματος με τα κύτταρα, το θρεπτικό υλικό αφαιρέθηκε και τα κύτταρα 

ξεπλύθηκαν δύο φορές με 1Χ PBS. Εν συνεχεία, προστέθηκαν 3 ml πλήρους 

θρεπτικού υλικού και τα κύτταρα αφέθηκαν να μεγαλώσουν για 24-30 ώρες. 

Για να πραγματοποιηθεί μόνιμη διαμόλυνση των ευκαρυωτικών 

κυττάρων, τα κύτταρα χωρίστηκαν σε τρία πιάτα των 100mm και επιλέχθηκαν 

με βάση την ανθεκτικότητά τους σε αντιβιοτικό G418 ή πουρομυκίνη ή 

υγρομυκίνη. Η συγκέντρωση του κάθε αντιβιοτικού καθορίστηκε από την 

εκάστοτε κυτταρική σειρά. Τυπικά, χρησιμοποιήθηκαν 1000μg/ml G418 για τα 

MCF7, 400μg/ml G418 για τα Ref1, 400μg/ml υγρομυκίνης για τα MEF3T3 και 

1μg/ml πουρομυκίνης για τα MCF7. Ύστερα από επιλογή 7-10 ημερών, οι 

επιβιώσαντες κλώνοι μαζεύτηκαν και αναπτύχθηκαν παρουσία των 

αντιβιοτικών και ελέγχθηκαν για την έκφραση του διαγονιδίου είτε με 

αποτύπωμα κατά Western ή Northern, είτε με ανοσοφθορισμό. 
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Διάλυμα 10X HBSS  

1.37M NaCl  

0.05M KCl 

0.007M Na2HPO4.7H2O 

0.06Μ Δεξτρόζη 

Διάλυμα H                                                

38 ml H20                                                 

10 ml 10X HBSS                                    

2 ml HEPES pH 7                                   

το ρH ρυθμίζεται στο 7-7.1 με HCl 

όλα τα διαλύματα είναι φιλτραρισμένα σε 0.22μm φίλτρα.  

 

2.4 Πάγωμα κυττάρων 

Μετά την τρυψινοποίηση, τα κύτταρα φυγοκεντρήθηκαν για 3 λεπτά 

στις 1200 rpm. Αφαιρέθηκε το υπερκείμενο θρεπτικό υλικό και τα κύτταρα 

επαναδιαλύθηκαν σε φρέσκο. Προστέθηκε κατόπιν στάγδην ίσος όγκος από 

2Χ θρεπτικού υλικού παγώματος. Τα κύτταρα μοιράστηκαν σε ειδικά 

σωληνάρια σε ποσότητες του 1ml και τοποθετήθηκαν σε ειδικά δοχεία στους -

800C, προκειμένου να παγώσουν σταδιακά.     

  2Χ Θρεπτικό υλικό παγώματος 

60% πλήρες θρεπτικό υλικό 

20% DMSO (προστίθεται στάγδην) 

20% εμβρυϊκός ορός βοδιού 

 

2.5 Απομόνωση πρωτογενών ινοβλαστικών κυττάρων από έμβρυα 
ποντικού 

Θηλυκά ποντίκια, που βρίσκονταν στη δέκατη μέρα της εγκυμοσύνης 

θυσιάστηκαν ακαριαία με αποκόλληση του νωτιαίου μυελού και στη συνέχεια 

τα έμβρυα χωρίστηκαν από τον πλακούντα. Αφαιρέθηκαν το κεφάλι και η 
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καρδιά και το υπόλοιπο έμβρυο τοποθετήθηκε σε πλήρες θρεπτικό υλικό σε 

πιάτο κυτταροκαλλιέργειας 24 θέσεων, αφού αποδιοργανώθηκε με συνεχές 

πιπετάρισμα. Τα κύτταρα αφέθηκαν να αναπτυχθούν σε κανονικές συνθήκες 

κυτταροκαλλιέργειας.    

 

3. ΜΕΤΡΗΣΗ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑΣ ΛΟΥΣΙΦΕΡΑΣΗΣ 
 

105 κύτταρα Ref1 διαμολύνθηκαν όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο 2.3 

σε πιάτο 6 θέσεων. Μετά το τέλος της διαδικασίας, τα κύτταρα ξεπλύθηκαν 2 

φορές με 2 ml διαλύματος 1X PBS και εν συνεχεία επωάστηκαν σε 1 ml 

διαλύματος 1X PBS-0.5mM EDTA για 1 περίπου λεπτό. Αναμίχθηκαν με 

πιπέτα και μεταφέρθηκαν σε 1.5ml μικροσωληνάρια eppendorf. 

Φυγοκεντρήθηκαν για μισό λεπτό στις 13000 rpm και το ίζημα των κυττάρων  

επαναδιαλύθηκε σε 100 μl διαλύματος λύσης (Promega). Το διάλυμα 

επωάστηκε στους –80 οC για 20-30 λεπτά (σε αυτό το σημείο, το δείγμα 

μπορεί να κρατηθεί για μεγάλο χρονικό  διάστημα) και μεταφέρθηκε 

κατευθείαν στους 37 οC  για ένα λεπτό, μέχρι να ξεπαγώσει. Ακολούθησε 

φυγοκέντρηση για 1 λεπτό, στις 13000rpm και το υπερκείμενο μεταφέρθηκε 

σε άλλο μικροσωληνάριο.  

 

3.1  Μέτρηση ενεργότητας λουσιφεράσης. 

Σε 20 μl του παραπάνω εκχυλίσματος κυττάρων προστέθηκαν 20 μl 

αντιδραστηρίου λουσιφεράσης (Promega) και το δείγμα μετρήθηκε αμέσως σε 

ειδικό όργανο (illuminometer). 

 

3.2  Μέτρηση ενεργότητας της β-γαλακτοσιδάσης. 

Σε 80 μl από το κυτταρικό εκχύλισμα προστέθηκαν 550 μl  διαλύματος 

αντίδρασης (reaction buffer), 100 μl διαλύματος ONPG (ο-νιτρο-φαινυλο-β-D-

γαλακτο-πυρανοσίδιο, stock 4mg/ml) και 1.25 μl β-μερκαπτοαιθανόλης (stock 

14.3M). Tο διάλυμα επωάστηκε στους 37 οC μέχρι να κιτρινίσει και η 

αντίδραση τερματίστηκε με 200 μl διαλύματος 1M Na2CO3. Tέλος, μετρήθηκε 

η οπτική απορρόφηση σε μήκος κύματος 420 nm.   
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Διάλυμα αντίδρασης β-GAL                    

60mM Na2HPO4                                           

40mM NaH2PO4                                       

10mM KCl                                                

1mM MgSO4           

 

4. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA ΑΠΟ ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ ΣΕΙΡΕΣ ΚΑΙ 
ΛΕΚΙΘΙΚΟΥΣ ΣΑΚΟΥΣ ΕΜΒΡΥΩΝ ΠΟΝΤΙΚΟΥ 

 

Τα κύτταρα ή οι λεκιθικοί σάκοι ξεπλύθηκαν δύο φορές με 1Χ PBS και 

προστέθηκαν 500μl διαλύματος λύσης. Ύστερα από ολονύκτια επώαση στους  

55C, προστέθηκαν 500μl φαινόλης και το δείγμα φυγοκεντρήθηκε για 10min, 

στις  13000rpm, σε θερμοκρασία δωματίου. Το υπερκείμενο μεταφέρθηκε σε 

άλλο μικροσωληνάριο και προστέθηκαν 500μl φαινόλης/χλωροφορμίου. 

Ακολούθησε φυγοκέντρηση 10min, 13000rpm, θερμοκρασία δωματίου και το 

υπερκείμενο μεταφέρθηκε σε άλλο μικροσωληνάριο. Το δείγμα 

κατακρημνίστηκε με 1ml 100% αιθανόλης και ξεπλύθηκε σε 70% αιθανόλη. 

Τέλος, το ίζημα επαναδιαλύθηκε σε 50μl TE.  

 

Διάλυμα λύσης 

50mM Tris pH 8.0 

100mM NaCl  

100mM EDTA 

1% SDS 

0.5mg/ml Proteinase K 

 

5. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΟΛΙΚΟΥ RNA ΑΠΟ ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ ΣΕΙΡΕΣ 
 

Η απομόνωση του ολικού RNA πραγματοποιήθηκε με το 

αντιδραστήριο Trizol της εταιρείας INVITROGEN σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. Το RNA επαναδιαλύθηκε σε 15μl διπλά απεσταγμένου νερού, 
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που έχει κατεργαστεί με DEPC και η συγκέντρωσή του μετρήθηκε σε μήκος 

κύματος 260nm σε UV φως αφού προηγουμένως είχε αραιωθεί 500 φορές. Η 

κατεργασία του νερού με DEPC γίνεται ως εξής: στο νερό προστέθηκε DEPC 

σε αναλογία 1/1000 και πραγματοποιήθηκε ολονύκτια επώαση. Την επόμενη 

μέρα το νερό βράζεται για 30-60 λεπτά και εν συνεχεία αποστειρώνεται.    

 

6. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΟΛΙΚΟΥ ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΥ ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΟΥ 
ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΟΣ 

 

Τα κύτταρα ξεπλύθηκαν και αποκολλήθηκαν από το τρυβλίο, όπως 

περιγράφηκε στο κεφάλαιο 3 και φυγοκεντρήθηκαν για μισό λεπτό. Το ίζημα 

των κυττάρων επαναδιαλύθηκε σε κατάλληλο όγκο διαλύματος RIPA με 

συμπλήρωμα μίγματος αναστολέων πρωτεϊνασών. Ακολούθησε 

φυγοκέντρηση στις 13000rpm, στους 4C, για 15min. Το υπερκείμενο 

μεταφέρθηκε σε μικροσωληνάριο και η συγκέντρωση του πρωτεϊνικού 

εκχυλίσματος μετρήθηκε με τη μέθοδο Bradford. Τα δείγματα φυλάχθηκαν 

στους -20C ή στους -80C. 

 

Διάλυμα RIPA 

50 mM Tris pH 8.0 

150 mM NaCl 

1% NP40 

0.5% DOC 

0.5% SDS 

6.1 Μέθοδος Bradford 

1. Αραίωση 2μl δείγματος σε 800μl Η2Ο 

2. Προσθήκη 200μl αντιδραστηρίου Bradford, έντονη ανακίνηση 

3. Φωτομέτρηση 595nm 

4. Υπολογισμός της ποσότητας της πρωτεΐνης μέσω πρότυπης     

καμπύλης 

 



                                                                                                            Υλικά και Μέθοδοι 

 74 
 

7. ΑΠΟΤΥΠΩΜΑ ΚΑΤΑ WESTERN 
 

7.1 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνικού εκχυλίσματος και μεταφορά σε 
μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 

Πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση 5-30 μg από ολικό ή πυρηνικό 

κυτταρικό εκχύλισμα σε αποδιατακτικό πήκτωμα 8-12% πολυακρυλαμίδης-

SDS, ανάλογα με το μέγεθος των πρωτεϊνών που έπρεπε να διαχωριστούν. 

Τα δείγματα ηλεκτροφορήθηκαν για 1.30h και στη συνέχεια μεταφέρθηκαν σε 

μεμβράνη νιτροκυτταρίνης PROTRAN 0.45mm σε συσκευή μεταφοράς της 

εταιρείας Hoeffer Scientific. Η μεταφορά πραγματοποιήθηκε σε ένταση 

ρεύματος 0.8mA/cm2 της μεμβράνης και διήρκεσε 1.30h.    

 

7.2 Υβριδοποίηση με αντίσωμα 

1. Blocking της μεμβράνης με 5% γάλα διαλυμένο σε 1Χ TBST, 30min, 

θερμοκρασία δωματίου 

2. Ξέπλυμα 1 φορά με TBST 

3. Προσθήκη αντισώματος στην κατάλληλη συγκέντρωση σε 1Χ TBST , 1h 

σε θερμοκρασία δωματίου ή ολονύκτια επώαση σε 4C 

4. Ξεπλύματα 4 φορές για 10min σε θερμοκρασία δωματίου 

5. Προσθήκη του κατάλληλου δεύτερου αντισώματος συζευγμένου με 

περοξειδάση του ραδικιού και επώαση σε  θερμοκρασία δωματίου για 1h 

6. Ξεπλύματα  4 φορές για 10min σε θερμοκρασία δωματίου 

7. Επώαση της μεμβράνης με το αντιδραστηρίου ECL της εταιρείας PIERCE 

ή AMERSHAM σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή και 

αυτοραδιογραφία. 

 

 

Πρώτα αντισώματα 

Rabbit S17S a-ERF 1:2000 1X TBST/5% γάλα 

Rabbit α-ERK (Cell Signaling) 1:2500 1X TBST 

Mouse α-pERK (Sigma) 1:5000 1X TBST 

Mouse a-HA (Sigma) 1:1000 1X TBST 
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Rat a-HA (Boehringer) 1:1000 1X TBST 

Mouse a-myc 1:500 1X TBST 

 

Δεύτερα αντισώματα 

a-rabbit, a-mouse, a-rat 1:5000 1X TBST 

 

1X TBST: 

50mM Tris-HCl pH 8.0 

138mM NaCl 

27mM KCl 

0.05% Tween 

 

8. ΑΝΟΣΟΚΑΤΑΚΡΗΜΝΙΣΗ ΧΡΩΜΑΤΙΝΗΣ ΑΠΟ ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ 
ΣΕΙΡΕΣ ΚΑΙ ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ 

 

8.1 Ανοσοκατακρήμνιση χρωματίνης 

5Χ106 κύτταρα/150mm πιάτο μονιμοποιήθηκαν για 10min σε 

θερμοκρασία δωματίου ή 37C με 1% φορμαλδεΰδη σε 1Χ PBS. Η 

φορμαλδεΰδη εξουδετερώθηκε με 0.125Μ  διαλύματος γλυκίνης. Τα πιάτα 

τοποθετήθηκαν στον πάγο και τα κύτταρα ξεπλύθηκαν 2 φορές με παγωμένο 

1Χ PBS. Τα κύτταρα αποκολλήθηκαν από το πιάτο με ειδικό scraper και 

μεταφέρθηκαν σε σωληνάριο όγκου 50ml. Ακολούθησε φυγοκέντρηση των 

κυττάρων στις 2500rpm, σε θερμοκρασία 4C, για 5min και τα κύτταρα 

επαναδιαλύθηκαν σε 1ml swelling buffer, το οποίο περιείχε επιπλέον 1mM 

DTT και αναστολείς πρωτεασών. Πραγματοποιήθηκε επώαση των κυττάρων 

στον πάγο για 10min και ομογενοποίηση τους σε γυάλινο ομογενοποιητή του 

1ml με  20 “κτυπήματα” στον πάγο. Με τη διαδικασία αυτή απομονώθηκαν 

ακέραιοι πυρήνες. Οι πυρήνες μεταφέρθηκαν σε μικροσωληνάρια και 

φυγοκεντρήθηκαν ήπια στις 5000rpm, για 5min, σε θερμοκρασία 4C. Το ίζημα 

των πυρήνων επαναδιαλύθηκε σε 1ml διαλύματος ηχοβολισμού (sonication 

buffer) συμπληρωμένου με αναστολείς πρωτεασών. Ο ηχοβολισμός 

πραγματοποιήθηκε σε 6 κύκλους των 20sec με ενδιάμεσες παύσεις των 
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90sec με ένταση 50%. Όλη η διαδικασία πραγματοποιήθηκε στον πάγο. Τα 

δείγματα φυγοκεντρήθηκαν για 15min, στις 13000rpm, στους 4C, το 

υπερκείμενο συλλέχθηκε και επαναφυγοκεντρήθηκε στις ίδιες συνθήκες. Στο 

παραπάνω πυρηνικό εκχύλισμα προστέθηκε 1μg/ml ηχοβολισμένου λ φάγου 

DNA και 1mg/ml BSA και επωάστηκε με 20 μl εξισορροπημένων σφαιριδίων 

protein A (SIGMA) για 2h, στους 4C, υπό ανακίνηση. Τα σφαιρίδια 

φυγοκεντρήθηκαν στις 5000rpm, για 30sec, στους 4C και το υπερκείμενο 

επωάστηκε ολονύκτια με το κατάλληλο αντίσωμα, στους 4C, υπό ανακίνηση. 

Πριν την προσθήκη του αντισώματος φυλάχθηκε το 1/10 του δείγματος 

(100μl) σε θερμοκρασία -20C (input). Την επόμενη μέρα προστέθηκαν 20μl 

εξισορροπημένων σφαιριδίων protein A, και επωάστηκαν για 1h, στους 4C 

υπό ανακίνηση. Τα δείγματα ξεπλύθηκαν από δύο φορές κατά σειρά με 500μl 

sonication buffer, διαλύματος ξεπλύματος Α και Β και ΤΕ. Το κάθε ξέπλυμα 

πραγματοποιήθηκε για 10min, 4C, υπό ανακίνηση και τα σφαιρίδια 

φυγοκεντρήθηκαν για 30sec, στους 4C με 5000rpm. Τέλος, το σύμπλεγμα 

αντισώματος-πρωτεϊνών-DNA εκλούστηκε από τα σφαιρίδια με επώαση με 

200μl διαλύματος έκλουσης, στους 65C, για 10min. Το υπερκείμενο 

μεταφέρθηκε σε μικροσωληνάριο και η διαδικασία της έκλουσης 

επαναλήφθηκε και οι δύο εκλούσεις ενώθηκαν. Παράλληλα στο input 

προστέθηκαν 300μl διαλύματος έκλουσης. Προκειμένου να πραγματοποιηθεί 

απομονιμοποίηση των δειγμάτων, προστέθηκε 0.2Μ NaCl, και τα δείγματα 

επωάστηκαν ολονύκτια στους 65C. Την επόμενη μέρα πραγματοποιήθηκε 

κατεργασία των δειγμάτων με 10μg RNAase A, στους 37C, για 1h. Η 

επίδραση της RNAασης εξουδετερώθηκε με την προσθήκη 5mM EDTA και τα 

δείγμα επωάστηκαν 50μg πρωτεϊνάσης Κ για 1.30h στους 37C. Τέλος, 

πραγματοποιήθηκε καθαρισμός του DNA με εκχύλιση μια φορά με 

φαινόλη/χλωροφόρμιο και μία φορά με χλωροφόρμιο, κατακρήμνιση με 100% 

αιθανόλη και προσθήκη 1/10 του όγκου οξικού νατρίου και 10-20μg 

γλυκογόνου και πλύσιμο με 70% αιθανόλη. Τα ανοσοκατακρημνισμένα 

δείγματα επαναδιαλύθηκαν σε 25μl ΤΕ και τα input σε 50μl.  

 

Σημείωση: Τα σφαιρίδια της protein A εξισορροπήθηκαν πριν τη χρήση τους 

με ξέπλυμα τρεις φορές με διάλυμα ηχοβολισμού και εν συνεχεία επώασή 
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τους με αυτό το διάλυμα για 1h, 4C υπό ανακίνηση παρουσία 1μg/ml 

ηχοβολισμένου λ φάγου DNA και 1mg/ml BSA. 

 

Swelling buffer 

25mM HEPES pH7.9 

1.5mM MgCl2 

10mM KCl 

0.1% NP40 

Πριν από τη χρησιμοποίηση του, προστίθενται 1mM DTT, 0.5mM PMSF και 

αναστολείς πρωτεασών (SIGMA) 

Sonication buffer 

50mM HEPES pH7.9 

140mM NaCl 

1mM EDTA 

1% Triton x-100 

0.1% Na-deoxycholate 

0.1% SDS 

Πριν από τη χρησιμοποίηση του, προστέθηκαν 0.5mM PMSF και αναστολείς 

πρωτεασών (SIGMA) 

Διάλυμα ξεπλύματος Α 

Έχει την ίδια σύσταση με το sonication buffer με τη διαφορά ότι περιέχει 

500mM NaCl. 

Διάλυμα ξεπλύματος B 

20mM Tris pH 8.0 

1mM EDTA  

250mM LiCl 

0.5% NP40 

0.5% Na-deoxycholate 

Elution buffer 

50mM Tris pH 8.0 

1mM EDTA 

1% SDS 



                                                                                                            Υλικά και Μέθοδοι 

 78 
 

8.2 Ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο 

Για την πραγματοποίηση της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης σε 

πραγματικό χρόνο, χρησιμοποιήθηκε το 2Χ μίγμα SYBR Green  της εταιρίας 

Stratagene (cat No: 600548) στο μηχάνημα ABI Prism 7000 με το αντίστοιχο 

λειτουργικό πρόγραμμα για την ποσοτικοποίηση των δειγμάτων. Η τελική 

ανάλυση πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα Excel.     

Η αντίδραση πραγματοποιείται σε τελικό όγκο 20μl, η οποία αναλυτικά 

περιέχει: 

10μl 2Χ SYBR Green Kit 

0.25μM από τον κάθε εκκινητή 

0.325μl ROX 

1μl από το δείγμα της ανοσοκατακρήμνισης ή 0.1 μl από τα αντίστοιχα input. 

Η αντίδραση πραγματοποιείται για 40 κύκλους σε δύο βήματα: 

1. Θερμοκρασία αποδιάταξης 95C  

2. Επαναδιάταξη των εκκινητών σε θερμοκρασία 60C.  

Στο τέλος της αντίδρασης σχηματίστηκε η καμπύλη αποδιάταξης των 

προϊόντων σε σχέση με τη θερμοκρασία, προκειμένου να φανεί η ύπαρξη 

παραπροϊόντων. 

Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν είναι οι εξής: 

Σχετικά με τον υποκινητή και την κωδική περιοχή του γονιδίου c-Myc: 

5’ distal περιοχή: 1534:GAATACTACGCTGTGCATTC 

   1706:AGGATAAGCAAATCCCGAGG 

5’ proximal περιοχή: 512:ACGCAGGGCAAGAACACAG 

    626:GCGCTATTACTGTTTACACC 

P1-P2 υποκινητής: 236:TTGGAAGAGCCGTGTGTGC 

   48:AGTGAGAAGTGTCTGCCCG 

Πρώτο ιντρόνιο: 1079:CCTGAGCTGTTTGGAGAAGG 

   913:TCCCAGGCTGTCAGAAATGC 

Κωδική περιοχή: EX2F:ATCATCCAGGACTGTATGTGG 

   EX2R:AGGAGGCCAGCTTCTCCGA 

Σχετικά με τον υποκινητή του γονιδίου Olig1:  

5’-proximal upstream περιοχή: ol1628F:TGCTTCAGTAGTTCCCAGCG 

     ol1757R:TTCTAGTTCAGCTGGTCAGG 
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Σχετικά με την κωδική περιοχή του γονιδίου Gapdh, που χρησιμοποιήθηκε ως 

σημείο αναφοράς: 

Μη ειδική περιοχή: GAPDHfor:CCAGTATGACTCCACTCACG 

   GAPDHrev:GACTCCACGACATACTCAGC 

 

9. ΑΝΤΙΣΤΡΟΦΗ ΜΕΤΑΓΡΑΦΗ RNA ΑΠΟΜΟΝΩΜΕΝΟΥ ΑΠΟ 
ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ ΣΕΙΡΕΣ ΚΑΙ ΠΟΣΟΤΙΚΗ ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ 

ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ ΣΕ ΠΡΑΓΜΑΤΙΚΟ ΧΡΟΝΟ 
 

9.1 Παραγωγή cDNA από ολικό RNA 

Η παραγωγή cDNA από ολικό RNA απομονωμένου από κυτταρικές 

σειρές πραγματοποιήθηκε με το ειδικό μείγμα της εταιρείας Amersham (cat 

No: 27-9261-01) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Πιο αναλυτικά, 

5μg από το RNA αραιώθηκαν σε νερό, ώστε ο τελικός όγκος να είναι 8μl. Τα 

δείγματα ζεστάθηκαν στους 65C για 10 λεπτά και σε αυτά προστέθηκαν 5μl 

από το ειδικό μείγμα (που περιέχει την αντίστροφη μεταγραφάση και τα 

νουκλεοτίδια), 1μl DTT (stock 100mM) και 1μl από όλιγο(dT) αραιωμένου 

1:25. Τέλος, τα δείγματα επωάστηκαν στους 37C και μετά φυλάχθηκαν σε 

θερμοκρασία -80C, μέχρι να χρησιμοποιηθούν. 

 

9.2 Ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης σε πραγματικό 

χρόνο 

Η ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο 

πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο 9.2. Χρησιμοποιήθηκαν 

0.3μl από την αντίδραση με τους εξής εκκινητές:  

Mouse c-Myc: Exon2F: AATCCTGTACCTCGTCCGAT 

   Exon3R: TCTTCTCCACAGACACCACA 

Human c-myc: humycRTfor2: CTCAACGACAGCAGCTCG 

   humycRTrev2: CAGAAGGTGATCCAGACTC 

Mouse CPH:  CPHL: AGACCAGCAAGAAGATCACC 

   CPHR: GGAAAATATGGAACCCAAAG 
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Mouse Erf:  STOP3: CACCGAGATTCCTGAGAGC 

   5578R: AGAGACTAAAGAGAGCTGTCC 

Mouse Gapdh:  GAPDHfor: CCAGTATGACTCCACTCACG 

   GAPDHrev: GACTCCACGACATACTCAGC 

HuGAPDH:  huGAPDHrealfor: TCGACAGTCAGCCGCATCTT 

   huGAPDHrealrev: CGCCCAATACGACCAAATCC 

 

10. ΣΥΝ-ΑΝΟΣΟΚΑΤΑΚΡΗΜΝΙΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΣΕ 
ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ ΣΕΙΡΕΣ 

 
5Χ105 κύτταρα COS7 “απλώθηκαν” σε πιάτο κυτταροκαλλιέργειας με 

διάμετρο 60mm και την επόμενη μέρα διαμολύνθηκαν παροδικά με τα 

πλασμίδια που εκφράζουν τις υπό μελέτη πρωτεΐνες. 24h μετά το τέλος της 

διαμόλυνσης, τα κύτταρα ξεπλύθηκαν 2 φορές με PBS και μαζεύτηκαν με 1ml 

PBS/0.5mM EDTA. Τα κύτταρα λύθηκαν ήπια με 100μl διαλύματος λύσης, 

αφού επωάστηκαν 10min στον πάγο και στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν για 

15min, 13000rpm, 4C. Το υπερκείμενο, που αποτελεί το πρωτεϊνικό 

εκχύλισμα, συλλέχθηκε και αφού φυλάχθηκαν 10μl εκχυλίσματος ως input, το 

υπόλοιπο δείγμα αραιώθηκε 5 φορές με διάλυμα ανοσοκατακρήμνισης. Το 

δείγμα επωάστηκε με 10 μl σφαιριδίων protein A για 2h και τα σφαιρίδια 

αφαιρέθηκαν. Στη συνέχεια προστέθηκε το κατάλληλο αντίσωμα και το δείγμα 

επωάστηκε ολονυκτίως σε θερμοκρασία 4C, υπό ανακίνηση. Την επόμενη 

μέρα προστέθηκαν 10μl σφαιριδίων protein A για 1h, 4C, υπό ανακίνηση και 

τέλος το δείγμα ξεπλύθηκε 3 φορές με διάλυμα ξεπλύματος. Τέλος, 

πραγματοποιήθηκε έκλουση του συμπλόκου πρωτεϊνών-αντισώματος-protein 

A με επαναδιάλυση των σφαιριδίων σε 10 μl διαλύματος φόρτωσης. Το δείγμα 

αποδιατάχθηκε με βρασμό στους 100C για 10min και φορτώθηκε σε 

αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμίδης, προκειμένου να πραγματοποιηθεί 

αποτύπωμα κατά western (βλ. κεφ. 7). 
Διάλυμα λύσης 

50mM Tris pH 8.0 

1mM EDTA 

150mM NaCl 
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1% Triton X-100 

Διάλυμα ανοσοκατακρήμνισης 

Το ίδιο με το διάλυμα λύσης χωρίς την προσθήκη του Triton X-100 

Διάλυμα ξεπλύματος 

Το ίδιο με το διάλυμα λύσης αλλά με 0.2% Triton X-100 

 

11. ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑΣ ΚΙΝΑΣΗΣ in vitro 
  

Οι υπό μελέτη κινάσες υπερεκφράστηκαν παροδικά σε κύτταρα COS7 

και απομονώθηκαν με ανοσοκατακρήμνιση, όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο 

11. Ωστόσο, στο τελευταίο βήμα δεν πραγματοποιήθηκε έκλουση του 

συμπλόκου αλλά τα σφαιρίδια protein A επαναδιαλύθηκαν σε 20μl διαλύματος 

φωσφωρυλίωσης. Πραγματοποιήθηκε ανάλυση κατά western, προκειμένου 

να διαπιστωθεί η ύπαρξη της ανοσοκατακρημνισμένης κινάσης και 2μl από τα 

σφαιρίδια protein A χρησιμοποιήθηκαν στην αντίδραση in vitro 

φωσφωρυλίωσης. Σε αυτά τα σφαιρίδια προστέθηκε 1μg του κατάλληλου 

υποστρώματος, διαλυμένου σε διάλυμα φωσφωρυλίωσης, 3μCi ραδιενεργού 

φωσφώρου [γ-32P]ATP, 20ng BSA και 100μΜ “κρύου” ATP και όγκος 

συμπληρώθηκε μέχρι τα 10μl με διάλυμα φωσφωρυλίωσης. Η αντίδραση 

πραγματοποιήθηκε σε θερμοκρασία 30C για 30min και σταμάτησε με την 

προσθήκη 10μl 2Χ διαλύματος φορτώματος. 10μl από το παραπάνω μείγμα 

φορτώθηκαν σε αποδιατακτικό SDS πήκτωμα πολυακρυλαμίδης. Αφού 

πραγματοποιήθηκε η ηλεκτροφόρηση, το πήκτωμα ξεπλύθηκε 2 φορές με 5% 

TCA/1% πυροφωσφωρικό με ανακίνηση για 10min σε θερμοκρασία δωματίου, 

εν συνεχεία ξεράθηκε σε ειδική συσκευή αφυδάτωσης για 20min και τέλος 

πραγματοποιήθηκε αυτοραδιογραφία.   

 
12. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΥΡΗΝΙΚΟΥ ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΟΥ 
ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΟΣ ΑΠΟ ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ ΣΕΙΡΕΣ 

 
5-10Χ106 κύτταρα ξεπλύθηκαν σε πιάτο διαμέτρου 150mm δύο φορές 

με παγωμένο PBS και μαζεύτηκαν με 25ml PBS-0.5mM EDTA σε σωληνάριο 

των 50ml. Τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν για 10 λεπτά, σε θερμοκρασία 4C, 
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στις 3000rpm. Το ίζημα των κυττάρων ξεπλύθηκε γρήγορα σε 5 όγκους 

υπότονου διαλύματος και επαναφυγοκεντρήθηκε στις ίδιες συνθήκες. Το ίζημα 

που σχηματίστηκε επαναδιαλύθηκε αυτή τη φορά σε 3 όγκους υπότονου 

διαλύματος και επωάστηκε στον πάγο για 10 λεπτά. Με αυτό τον τρόπο 

“φουσκώνουν” τα κύτταρα και λύνεται το κυτταρόπλασμα, ενώ οι πυρήνες 

μένουν ανέπαφοι. Τα κύτταρα ομογενοποιήθηκαν με 20 “κτυπήματα” σε 

γυάλινο ομογενοποιητή στον πάγο. Τα κύτταρα μεταφέρθηκαν σε 

μικροσωληνάρια και φυγοκεντρήθηκαν σε 3300g, για 15 λεπτά, σε 

θερμοκρασία 4C. Οι πυρήνες επαναδιαλύθηκαν ήπια με μισό όγκο 

διαλύματος χαμηλής συγκέντρωσης αλατιού. Στη συνέχεια, προστέθηκε 

στάγδην και υπό ανάδευση μίσος όγκος ιζήματος από το διάλυμα υψηλής 

συγκέντρωσης αλατιού. Το δείγμα επωάστηκε για 30 λεπτά σε θερμοκρασία 

4C υπό ήπια ανάδευση, προκειμένου να εξαχθούν οι πρωτεΐνες από τον 

πυρήνα. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 25000g για 30 λεπτά στους 4C, και 

το υπερκείμενο συλλέχθηκε, χωρίστηκε σε μέρη των 30-50μl και καταψύχθηκε 

άμεσα σε ξηρό πάγο. Τέλος, τα δείγματα φυλάχθηκαν στους -80C, ενώ η 

συγκέντρωσή τους μετρήθηκε με τη μέθοδο Bradford. 

 

Υπότονο διάλυμα 

10mM Hepes pH 7.9 

1,5mM MgCl2 

10mM KCl 

0,2mM EDTA 

Διάλυμα χαμηλής συγκέντρωσης αλατιού 

20mM Hepes pH 7.9 

25% glycerol 

1,5mM MgCl2 

0,02M KCl 

0,2mM EDTA 

Διάλυμα υψηλής συγκέντρωσης αλατιού 

Είναι το ίδιο με το διάλυμα χαμηλής συγκέντρωσης αλατιού, αλλά περιείχε 

1,2M KCl.  

Ακριβώς πριν από τη χρήση των διαλυμάτων προστέθηκαν 0.5mΜ DTT και 

αναστολείς πρωτεασών (SIGMA) 
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13. ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΜΕ ΒΙΟΤΥΛΙΝΙΩΜΕΝΑ 
ΚΟΜΜΑΤΙΑ DNA in vitro (DNAP) 

 
Διάφορες περιοχές του υποκινητή του γονιδίου c-myc 

πολλαπλασιάστηκαν με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης, για να δειχθεί αν 

αλληλεπιδρούν in vitro με πυρηνικό εκχύλισμα κυττάρων που υπερεκφράζουν 

την πρωτεϊνη ERF αγρίου τύπου ή το μόνιμα πυρηνικό μετάλλαγμα της Μ1-7. 

για να πραγματοποιηθεί η αντίδραση PCR, δημιουργήθηκε ένας εκκινητής με 

βιοτυνιλιώμενο 5’ άκρο, για να είναι δυνατόν το προϊόν που θα παραχθεί να 

προσκολλάται σε μαγνητικά σφαιρίδια στρεπταβιδίνης. Για κάθε αντίδραση 

χρησιμοποιήθηκαν 5μg από μαγνητικά σφαιρίδια στρεπταβιδίνης (Invitrogen), 

τα οποία πριν χρησιμοποιηθούν ξεπλύθηκαν με 1Χ διαλύματος B&W (binding 

and washing). Κατόπιν προστέθηκαν 0.3 pmoles από κάθε PCR προϊόν 

διαλυμένα σε 20μl 1Χ B&W και πραγματοποιήθηκε επώαση 15 λεπτών σε 

θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια, τα δείγματα ξεπλύθηκαν 3 φορές με 

διάλυμα αντίδρασης και 1μg BSA και προστέθηκαν 50μg πυρηνικού 

εκχυλίσματος μαζί με 1μg BSA,  0,3 μg DNA από σπέρμα σολομού και 0.1μg 

μονόκλωνου DNA από σπέρμα σολομού σε τελικό όγκο 100μl. Τα δείγματα 

επωάστηκαν στον πάγο για 30 λεπτά, με ελαφριά ανακίνηση κάθε 5 λεπτά και 

στη συνέχεια ξεπλύθηκαν 3 φορές με διάλυμα αντίδρασης και στο τέλος τα 

σφαιρίδια επαναδιαλύθηκαν σε 5μl διαλύματος φόρτωσης πρωτεϊνών. Τέλος, 

πραγματοποιήθηκε ανάλυση κατά western, προκειμένου να ανιχνευθεί η 

δέσμευση της πρωτεϊνης ERF στα αντίστοιχα τμήματα του υποκινητή του 

γονιδίου c-myc. 

 

Διάλυμα B&W 

5mM Tris 8.0 

0.5mM EDTA 8.0 

1M NaCl 

Διάλυμα αντίδρασης 

20mM Hepes 7.9 

10% Γλυκερόλη 

100mM KCl 
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0,2mM EDTA  

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν προκειμένου να παραχθούν τα 

προς εξέταση τμήματα του c-Myc υποκινητή είναι οι εξής (τα νούμερα 

αντιστοιχούν στη θέση του εκκινητή σχετικά με τον υποκινητή P2): 

Βιοτυνιλιωμένος εκκινητής -313 TCCCGAGTTCCCAAAGCGAG 

Εκκινητής +227 AGTGAGAAGTGTCTGCCCG 

Εκκινητής +102 TCACTCCAGAGCTGCCTTC 

Εκκινητής -41 CTGGACTCAGGATCCCTC 

Εκκινητής -121 AGCTGAGTGAGGCGAGTGG 

 

Οι αντιδράσεις PCR πραγματοποιήθηκαν σε όγκο 50μl, 

χρησιμοποιώντας Taq πολυμεράση της εταιρείας Μinotech και 1,5mM MgCl2 

υπό τις παρακάτω συνθήκες:  

1. 95C, 5min 

2. 95C, 45sec 

3. 58C, 45sec 

4. 72C, 45sec 

5. 72C, 5min 

6. 16C  

Τα βήματα 2-4 επαναλήφθηκαν 34 φορές και ως μήτρα 

χρησιμοποιήθηκαν 100pg από το πλασμίδιο -1100/+580 p19luc, στο οποίο 

είναι κλωνοποιημένος ο c-myc υποκινητής. Στη συνέχεια, τα προϊόντα 

ηλεκτροφορήθηκαν σε 1,8% πήκτωμα TBE αγαρόζης και απομονώθηκαν με 

το QIAEXII kit της εταιρείας Qiagen. Επαναδιαλύθηκαν σε 20μl διάλυμα 

έκλουσης, και αφού ποσοτικοποιήθηκαν με ηλεκτροφόρηση, 

χρησιμοποιήθηκαν 0.3 pmole προϊόντος για κάθε αντίδραση.   

 
14. ΔΟΚΙΜΑΣΙΑ ΑΛΛΑΓΗΣ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΤΙΚΗΣ 

ΚΙΝΗΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΚΟΜΜΑΤΙΩΝ DNA 
 

Η δοκιμασία αλλαγής της ηλεκτροφορητικής κινητικότητας μορίων DNA 

χρησιμοποιείται για την ανίχνευση αλληλεπιδράσεων μεταξύ πρωτεϊνών-DNA 

in vitro. Έτσι, κύτταρα Ref1 ή Ref9 (που υπερεκφράζουν Erf αγρίου τύπου) 
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αναπτύχθηκαν σε συνθήκες στέρησης ορού για 4 ώρες και κατόπιν 

απομονώθηκε πυρηνικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα, όπως περιγράφεται στο 

κεφάλαιο 13. Εναλλακτικά, χρησιμοποιήθηκε είτε ανασυνδυασμένη Erf 

πρωτεϊνη που περιέχει την ETS-δεσμευόμενη περιοχή, είτε ολόκληρη την 

πρωτεϊνη παραγμένη in vitro από εκχύλισμα ρετικουλοκυττάρων κουνελιού. 

Ως DNA-ανιχνευτής, χρησιμοποιήθηκαν είτε ολιγονουκλεοτίδια, είτε κομμάτια 

150-300 βάσεων των c-Myc και Olig1 υποκινητών. 

 Πιο συγκεκριμένα, ένα κομμάτι 1435 βάσεων του c-Myc υποκινητή 

από γενωμικό DNA ποντικού πολλαπλασιάστηκε με PCR, χρησιμοποιώντας 

τους εκκινητες 512 και 913 (βλ. κεφάλαιο 9.2). Το προϊόν, αφού απομονώθηκε 

από πήκτωμα αγαρόζης, κόπηκε σε τρία κομμάτια με τους εξής συνδυασμούς 

περιοριστικών ενδονουκλεασών: PpuMI/HindIII 143bp, BamHI/NotI 214bp και 

NotI/XhoI 181bp. Αντίστοιχα για τον Olig1 υποκινητή, το πλασμίδιο 

pBlueScriptXolprom κόπηκε με BssHII/XhoI (κεφ. 16) και ένα κομμάτι 280 

βάσεων απομονώθηκε από πήκτωμα αγαρόζης. Τα ολιγονουκλεοτίδια που 

χρησιμοποιήθηκαν φαίνονται στον παρακάτω πίνακα: 

Μ1 oligos M1for:GATCCTTGGCGGGAAAAAGAAGGG 

 M1rev:GATCCCCTTCTTTTTCCCGCCAAG 

M2 oligos M2for:GATCGGACGGTTGGAAGAGCCGTG 

 M2rev:GATCCACGGCTCTTCCAACCGTCC 

Olig1 oligos Oligo1up:GATCCAGGTTCCCAAGCCGG 

 Oligo1dwn:GATCCCGGCTTGGGAACCTG 

 

Τα μονόκλωνα ολιγονουκλεοτίδια αναδιατάχθηκαν σε διάλυμα 10mM 

Tris 7.5, 0.1mM EDTA, 50mM NaCl, ως εξής: 500pmoles από κάθε 

ολιγονουκλεοτίδιο αραιώθηκαν σε 50μl του παραπάνω διαλύματος και 

αποδιατάχθηκαν στους 95C, 5min. Στη συνέχεια, η θερμοκρασία έπεσε 

απότομα στους 50C, όπου τα δείγματα επωάστηκαν για 10sec και στη 

συνέχεια η θερμοκρασία έπεσε σταδιακά στους 30C, με ρυθμό 1C/min. Τέλος, 

τα δείγματα επωάστηκαν στους 30C για 15min και τα αναδιαταγμένα πλέον 

δίκλωνα ολιγονουκλεοτίδια φυλάχθηκαν στους -20C. Έτσι η τελική 

συγκέντρωση του δίκλωνου ολιγονουκλεοτιδίου είναι 10μM. Όλη η διαδικασία 

πραγματοποιήθηκε σro PCR μηχάνημα PTC-150 της MJ Research.   
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Για να σημανθεί το DNA-ανιχνευτής με ραδιενεργά νουκλεοτίδια, 100ng 

κομματιών DNA ή 20pmoles ολιγονουκλεοτιδίων επωάστηκαν με 1.25μΜ 

μίγματος των τεσσάρων “κρύων” δεοξυνουκλεοτιδίων, 40μCi από κάθε 

ραδιενεργό νουκλεοτίδιο dATP και dCTP και 5units Klenow DNA πολυμεράση 

σε τελικό όγκο 20μl, για 15 λεπτά σε θερμοκρασία 37C. Στη συνέχεια, 

προστέθηκαν 80 μl διαλύματος ΤΕ, προκειμένου να τερματιστεί η αντίδραση. 

Πραγματοποιήθηκε, κατόπιν, χρωματογραφία διήθησης σε κολώνα G-50, 

προκειμένου να διαχωριστούν τα μη ενσωματωμένα νουκλεοτίδια από το 

σημασμένο κομμάτι DNA. Οι ραδιενεργές κρούσεις του ανιχνευτή μετρήθηκαν 

σε συσκεύη Geiger Ludlum. Ο καθαρός, πλέον, σημασμένος ανιχνευτής 

μπορεί να φυλαχθεί στους -20C, μέχρι τη χρησιμοποίηση του.   

Τυπικά, 10μg πυρηνικού πρωτεϊνικού εκχυλίσματος, ή 100-1000ng 

ανασυνδυασμένης πρωτεϊνης ERF επωάστηκαν στον πάγο για 30 λεπτά με 

0.015pmoles ραδιοσημασμένου κομματιού DNA ή με 0.2pmoles 

ραδιοσημασμένου ολιγονουκλεοτιδίου. Σε αυτό το μίγμα προστέθηκαν και 

0.3ng δίκλωνου DNA από σπέρμα σολομού και 0.1ng μονόκλωνου DNA από 

σπέρμα σολομού ή 1μg από το πολυμερές dIdC, ως μη ειδικοί ανταγωνιστές 

της πρόσδεσης των πρωτεϊνών στο DNA και όγκος της αντίδρασης 

συμπληρώθηκε με Η2Ο, μέχρι τα 10μl. Στο τέλος της αντίδρασης προστέθηκε 

1μl 10X διάλυμα φόρτωσης DNA και τα δείγματα ηλεκτροφορήθηκαν σε 6% 

πήκτωμα πολυακρυλαμίδης/0.5Χ ΤΒΕ. Κατόπιν το πήκτωμα ξεπλύθηκε 2 

φορές απο 15 λεπτά με διάλυμα 10% οξικού οξέος/10% μεθανόλης, 

αφυδατώθηκε και πραγματοποιήθηκε αυτοραδιογραφία.      

 

15. ΑΝΟΣΟΦΘΟΡΙΣΜΟΣ ΚΥΤΤΑΡΙΚΩΝ ΣΕΙΡΩΝ 
 

Για την ανίχνευση της Erf πρωτεϊνης σε κυτταρικές σειρές, 

πραγματοποιήθηκε μονιμοποίηση των κυττάρων με παγωμένο διάλυμα 50% 

μεθανόλης/50% ακετόνης για 10 λέπτα σε θερμoκρασία -20C. Στη συνέχεια, 

τα μονιμοποιημένα κύτταρα επωάστηκαν με διάλυμα PBST/3% BSA για 30 

λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου αφού ξεπλύθηκαν με PBST, επωάστηκαν με 

αντίσωμα έναντι του Erf (S17S) αραιωμένο 1:100 σε PBST/3% BSA για 1h σε 

θερμοκρασία 37C. Τα κύτταρα ξεπλύθηκαν 3 φορές με PBST για 5 λεπτά 
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κάθε φορά υπό ανακίνηση και ακολούθησε επώαση με δευτερεύον αντίσωμα 

έναντι της σταθερής περιοχής του S17S αντισώματος (a-rabbit) συζευγμένου 

με ροδαμίνη οπότε τα κύτταρα φθορίζουν με κόκκινο χρώμα όταν διεγερθούν 

με ακτινοβολία μήκους κύματος 543nm. Η επώαση πραγματοποιήθηκε σε 

θερμοκρασία 37C για 30 λεπτά. Πραγματοποίηθηκαν 3 ξεπλύματα με PBST 

για 5 λεπτά το καθένα και τα κύτταρα σταθεροποιήθηκαν στην καλυπτρίδα με 

διάλυμα mowiol για τουλάχιστον 1h, 37C. Τέλος, τα κύτταρα παρατηρήθηκαν 

και φωτογραφήθηκαν σε μικροσκόπιο σάρωσης Leica TCS NT ή ανάστροφο 

μικροσκόπιο Leica DM IRE2. 

Για το διπλό ανοσοφθορισμό με S17S αντίσωμα και αντίσωμα p3-4 

(που ανιχνεύει τη φωσφωρυλιωμένη μορφή του ERF στις θέσεις 246 και 251) 

τα κύτταρα επωάστηκαν συγχρόνως με τα δύο αντισώματα, (αφού είχε 

πραγματοποιηθεί μονιμοποίηση όπως περιγράφεται παραπάνω και blocking 

με 5% ορό γαϊδουριού) σε αραιώσεις 1:100 και 1:50 αντίστοιχα σε 

PBST/1%BSA για 1h στους 37C. Στη συνέχεια τα κύτταρα επωάστηκαν με 

βιοτυνιλιωμένο γαϊδουρινό αντίσωμα έναντι στη σταθερή περιοχή του p3-4 

(donkey a-sheep) αραιωμένου 1:100 σε PBST/1%BSA, 1h, 37C.  Ακολούθησε 

επώαση με 5% ορό κατσίκας σε PBST για 1h σε θερμοκρασία δωματίου και 

προσθήκη, συγχρόνως, αντισώματος a-rabbit συζευγμένου με ροδαμίνη και 

στρεπταβιδίνης συζευγμένη με ισοθειοκυανική φλουορεσκίνη (FITC), σε 

αραίωσεις 1:100 και 1:500, αντίστοιχα, σε PBST/1%BSA. Τα κύτταρα 

παρατηρήθηκαν και φωτογραφήθηκαν σε μικροσκόπιο σάρωσης Leica TCS 

NT ή ανάστροφο μικροσκόπιο LEICA DM IRE. 

 

16. ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ ΥΠΟΚΙΝΗΤΗ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΟΥ Olig1 
 

Προκειμένου να κλωνοποιηθεί ο υποκινητής του γονιδίου Olig1 του 

ποντικού, η περιοχή 1442 βάσεων που βρίσκεται στο 5’ άκρο του γονιδίου 

πολλαπλασιάστηκε με PCR, χρησιμοποιώντας ως μήτρα 50ng ποντικίσιου 

γενωμικού DNA, με τους εξής εκκινητές:  

olpromF AGAGACAAGGAGGATCTTAAG 

olpromR GAAATCGCATAGTACATCTGG 
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 Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε με Expand πολυμεράση, για να διορθωθούν 

τυχόν λάθη κατα την αντιγραφή της μήτρας, με θερμοκρασία αναδιάταξης 58C 

και θερμοκρασία επιμήκυνσης 68C, για 30 κύκλους. Το προϊόν της 

αντίδρασης απομονώθηκε απο πήκτωμα αγαρόζης και ακολούθησε πέψη με 

SmaI. Το κομμάτι των 1164 βάσεων που προκύπτει, και αντιστοιχεί στην 5’ 

περιοχή του γονιδίου Olig1, κλωνοποιήθηκε στη θέση SmaI του πλασμιδίου 

pGL3 basic (Promega). Ωστόσο, η εισαγωγή του SmaI κομματιού στο 

πλασμίδιο-φορέα πραγματοποιούνταν με ανάποδο προσανατολισμό, οπότε η 

κατασκευή δεν ήταν λειτουργική. Για να ξεπεραστεί το πρόβλημα, η 

παραπάνω κατασκευή κόπηκε με NheI και BglII και κλωνοποιήθηκε στις 

θέσεις BamHI/XbaI του πλασμιδίου pBlueScript (Stratagene). Η καινούρια 

κατασκευή κόπηκε εκ νέου με NotI, πραγματοποιήθηκε επεξεργασία με 

Klenow DNA πολυμεράση, κατόπιν κόπηκε με KpnI και τελικά επανεισήχθη 

στις θέσεις KpnI/XhoI (η οποία προηγουμένως είχε επίσης επεξεργαστεί με 

Klenow DNA πολυμεράση, για να είναι συμβατή με τη NotI θέση του 

ενθέματος) του πλαμιδίου pGL3 basic, με το σωστό πλέον προσανατολισμό.  

 

1

pGL3bXolprom

6065bp

KpnI (5)

ApaI (7)

SalI (22) ClaI (31) HindII (37) EcoRV (43)

EcoRI (49)

PstI (55)

SmaI (61)

SmaI (1247)

 
Εικόνα 1: Περιοριστικός χάρτης της κατασκευής pGL3bXolprom, δηλαδή της ένθεσης 1100bp 
ανοδικά του σημείου έναρξης της μεταγραφής του Olig1, στο πλασμίδιο pGL3basic (Promega).
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

1. ΣΥΓΚΡΙΤΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΜΙΚΡΟΣΥΣΤΟΙΧΙΩΝ cDNA και  
ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΠΙΘΑΝΩΝ ΑΜΕΣΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ-ΣΤΟΧΩΝ ΤΟΥ 

ERF 
 

Για να ανιχνευθούν γονίδια-στόχοι του μεταγραφικού παράγοντα ERF, 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα υβριδοποίησης μικροσυστοιχιών cDNA από 

πρωτεύοντες ινοβλάστες ποντικού αγρίου τύπου και ινοβλάστες με έλλειψη 

του γονιδίου του Erf (ERF Knockout, ERF KO). Σύγκριση των ολικών 

μεταγραφικών προτύπων των δύο παραπάνω κυτταρικών πλυθησμών είναι 

δυνατόν να οδηγήσει σε γονίδια που ρυθμίζονται άμεσα από την παρουσία 

του Erf. Ποντίκια του στελέχους sv/129, ετερόζυγα για τον Erf, 

διασταυρώθηκαν για να παραχθούν απόγονοι με έλλειψη του Erf γονιδίου. 

Κατά τo στάδιο 10 dpc της εμβρυικής ζωής, η μητέρα θυσιάστηκε και το κάθε 

έμβρυο καλλιεργήθηκε ξεχωριστά σε κανονικές συνθήκες 

κυτταροκαλλιέργειας. Ο γονότυπος του κάθε εμβρύου ταυτοποιήθηκε με 

αντίδραση PCR χρησιμοποιώντας ως μήτρα γενωμικό DNA απομονωμένο 

από το κεφάλι και το λεκιθικό σάκο του εμβρύου. Με αυτό τον τρόπο, κύτταρα 

με έλλειψη του Erf και τα αγρίου τύπου αδέρφια τους καλλιεργήθηκαν για 

περίπου δύο εβδομάδες (εικόνα 1). 

Είναι γνωστό ότι ο υποκυτταρικός εντοπισμός του Erf και συνεπώς η 

ενεργότητα του, καθορίζεται από την ενεργότητα του μονοπατιού Ras/ERK. 

Σε συνθήκες έλλειψης ορού, ο Erf αποφωσφωρυλιώνεται και μετατοπίζεται 

γρήγορα στον πυρήνα. Εκεί μπορεί, πλέον, να αλληλεπιδράσει με άλλους 

μεταγραφικούς παράγοντες και με τους υποκινητές-στόχους του και να 

ασκήσει την κατασταλτική του δράση. Για αυτό το λόγο, τα κύτταρα 

αναπτύχθηκαν σε συνθήκες έλλειψης ορού για 4 ώρες, πριν απομονωθεί 

ολικό RNA, με σκοπό να αναλυθεί το μεταγραφικό τους πρότυπο σε σχέση με 

αυτό κυττάρων που έχουν αναπτυχθεί σε κανονικές συνθήκες. Στην εικόνα 1 

απεικονίζεται σχηματικά η παραπάνω πειραματική διάταξη. 
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Ολικό RNA απομονώθηκε από τις παραπάνω κυτταρικές καλλιέργειες 

και υβριδοποιήθηκε σε μικροσυστοιχίες αλληλουχιών cDNA ποντικού της 

εταιρείας Illumina. Ανάλυση των αποτελεσμάτων έδειξε ότι, απουσία του Erf, 

επηρεάζεται η έκφραση 595 γονιδίων σε κύτταρα που αυξάνονται σε 

κανονικές συνθήκες, από τα οποία 189 επάγονται και 406 καταστέλλονται. 

Επιπλέον, σε κύτταρα που αυξάνονται σε συνθήκες έλλειψης ορού η απουσία 

του Erf μεταβάλλει την έκφραση 325 γονιδίων. Από αυτά, 108 επάγονται κατά 

την έλλειψη του Erf, ενώ 217 καταστέλλονται. Συγκρίνοντας κύτταρα αγρίου 

τύπου που αυξάνονται λογαριθμικά σε σχέση με αυτά που αυξάνονται σε 

έλλειψη ορού, παρατηρείται ότι 115 καταστέλλονται απουσία ορού και 83 

επάγονται. Τέλος, η ίδια σύγκριση σε Erf ΚΟ κύτταρα έδειξε ότι 186 γονίδια 

καταστέλλονται κατά την έλλειψη του ορού και 231 επάγονται. Τα 

αποτελέσματα φαίνονται συνοπτικά στον πίνακα 1: 

 

 

ΧERF ERF

Embryo genotyping

Plate embryos

Collect RNA

Exponential WT        Exponential KO                  Starved WT            Starved KO

exponential Starved 4h

Passage 4 or 5

ΧERF ERF

Embryo genotyping

Plate embryos

Collect RNA

Exponential WT        Exponential KO                  Starved WT            Starved KO

Collect RNA

Exponential WT        Exponential KO                  Starved WT            Starved KO

exponential Starved 4h

Passage 4 or 5

exponential Starved 4h

Passage 4 or 5

Εικόνα 1: Σχηματική αναπαράσταση του πειραματικού σχεδιασμού για την ταυτοποίηση γονιδίων-
στόχων του Erf μεταγραφικού παράγοντα. 
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  Σύνολο Επαγωγή Καταστολή 
wtexpo vs koexpo 595 189 406 

wtstarved vs kostarved 325 108 217 

wtexpo vs wtstarved 198 83 115 

koexpo vs kostarved 417 231 186 
 
Πίνακας 2: Αριθμός γονιδίων των οποίων η έκφραση μεταβάλλεται απουσία Erf και ορού. 
Συμπεριλαμβάνονται γονίδια που η διαφορική τους έκφραση είναι ίση ή μεγαλύτερη από δύο 
φορές. 

 

Αρχικά, φαίνεται ότι 920 γονίδια επηρεάζονται από την απουσία του 

Erf, τόσο σε κανονικές συνθήκες αύξησης, όσο και σε σε συνθήκες έλλειψης 

ορού. Όμως, 194 γονίδια είναι κοινά στις δύο παραπανω κατηγορίες, 

επομένως ο αριθμός των γονιδίων που επηρεάζονται από την απουσία του 

Erf είναι 726. Ωστόσο, οι μεταβολές που παρατηρούνται μεταξύ αγρίου τύπου 

και Erf KO κυττάρων, που αυξάνονται σε πλήρες θρεπτικό υλικό, είναι 

πιθανόν να μην οφείλονται άμεσα στη μεταγραφική δράση του Erf, εφόσον 

υπό τις συγκεκριμένες συνθήκες βρίσκεται κυρίως στο κυτταρόπλασμα, οπότε 

αυτά τα γονίδια πρέπει να εξαιρεθούν από την ανάλυση. Από την άλλη 

πλευρά, 115 γονίδια καταστέλλονται απουσία ορού σε κύτταρα αγρίου τύπου, 

γεγονός που πιθανόν οφείλεται στη μεταγραφική δράση του Erf. Αν η 

παραπάνω υπόθεση είναι αληθινή, γονίδια αυτής της κατηγορίας οφείλουν να 

αυξάνονται ή τουλάχιστον να μην μεταβάλλονται κατά την έλλειψη ορού σε Erf 

ΚΟ κύτταρα ή ακόμα και να δείχνουν μειωμένη έκφραση σε σχέση με Erf KO 

κύτταρα με έλλειψη ορού. Είναι, επομένως, απαραίτητο να πραγματοποιηθεί 

μία συνδυαστική ανάλυση των αποτελεσμάτων και να καθοριστούν κριτήρια 

για να εκτιμηθεί αν ένα γονίδιο αποτελεί υποψήφιο άμεσο στόχο του Erf. Έτσι, 

αν ο Erf μεταγραφικός παράγοντας δρα ως καταστολέας, τότε γονίδια που: 

1. δεν επηρεάζονται από την απουσία του Erf σε κανονικές συνθήκες, 

2. μειώνεται η έκφρασή τους σε συνθήκες έλλειψης ορού των κυττάρων 

αγρίου τύπου, αλλα αυξάνεται σε Erf KO κύτταρα σε σχέση με τα 

αγρίου τύπου κύτταρα σε συνθήκες έλλειψης ορού και 

3. αυξάνεται ή παραμένει σταθερή η έκφρασή τους σε συνθήκες έλλειψης 

ορού των Erf KO κυττάρων,  

αποτελούν ικανούς υποψήφιους άμεσους στόχους του (εικόνα 2). 
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Εικόνα 2: Α. Σχηματική απεικόνιση των κριτηρίων που πρέπει ένα γονίδιο να πληροί για να 
χαρακτηριστεί ως υποψήφιο γονίδιο-στόχος του ERF.  
.  

Η παραπάνω ανάλυση επιτρέπει να καταλήξουμε σε ένα μικρό αριθμό 

γονιδίων που δυνητικά αποτελούν άμεσους στόχους του Erf και βοηθάει στην 

παράκαμψη δευτερογενών, μη άμεσων στόχων. Πιο αναλυτικά, η έκφραση 

220 γονιδίων μειώνεται απουσία ορού σε ινοβλάστες αγρίου τύπου, ενώ 202 

γονίδια εκφράζονται περισσότερο σε Erf ΚΟ κύτταρα σε σχέση με του αγρίου 

τύπου, όταν αυτά στερούνται τον ορό. Τα κοινά γονίδια των παραπάνω 

κατηγοριών είναι μόλις 23 και αποτελούν υποψήφιους άμεσους στόχους του 

Erf. Έντεκα από τα παραπάνω γονίδια εκφράζονται διαφορετικά κατά την 

έλλειψη του Erf σε κανονικές συνθήκες αύξησης των ινοβλαστών (συνολικά 

974 γονίδια) ή/και μειώνονται σε Erf KO κύτταρα κατά την έλλειψη ορού 

(συνολικά 345 γονίδια). Επομένως, τα γονίδια που πληρούν τις 

προϋποθέσεις που περιγράφηκαν παραπάνω για να χαρακτηριστούν ως 

υποψήφια γονίδια-στόχοι του Erf είναι τελικά 12 (εικόνα 3Α). Για παράδειγμα, 

το γονίδιο Οlig1 που παρουσιάζει την υψηλότερη τιμή διαφορικής έκφρασης, 

εμφανίζει 4 φορές μειωμένη έκφραση κατα τη στέρηση ορού των αγρίου 

τύπου κυττάρων, ενώ συγχρόνως αυξάνεται 5,7 φορές απουσία του Erf 

(εικόνα 3Β). Άλλα γονίδια όπως το Zfp689, το Lims2 και το αγνώστου 

ταυτότητας 1300014Ι06Rik δείχνουν ένα πρότυπο έκφρασης πιο κοντά σε 

αυτό που απεικονίζεται στην εικόνα 2, ωστόσο παρατηρείται ελάττωση της 

έκφρασής τους μόνο κατα 50% ελλείψει ορού (εικόνα 3Β, wts), γεγονός που 

συνιστά μικρότερη συνεισφορά του Erf στη ρύθμισή τους σε σχέση με το 
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Olig1. Το Dok1, το Bok και το Resp18 φαίνεται ότι επηρεάζονται ελαφρώς 

από την απουσία του Erf ακόμα και σε κύτταρα που αυξάνονται σε κανονικές 

συνθήκες (εικόνα 3Β, koe), οπότε δεν είναι σαφές αν η επίδρασή του είναι 

πραγματικά άμεση. Συμπερασματικά, στα γονίδια αυτά φαίνεται ότι ο Erf 

αποτελεί σημαντικό ρυθμιστή της έκφρασής τους, αφού η έλλειψή του 

προκαλεί άμεση επανενεργοποίηση τους στα αρχικά επίπεδα, σε συνθήκες 

που είναι μεταγραφικά καταστελμένα. 

Η παραπάνω ανάλυση, ωστόσο, αναδεικνύει τα γονίδια που 

ρυθμίζονται άμεσα από τον Erf και παρουσιάζουν ένα δυαδικό πρότυπο 

έκφρασης ή μη έκφρασης. Η ρύθμιση, δηλαδή, τέτοιων γονιδίων εξαρτάται 

σχεδόν αποκλειστικά από την παρουσία του Erf στον υποκινητή τους και 

δείχνουν ένα απλό μοντέλο ρύθμισης, που στηρίζεται σε ποιοτικές διαφορές 

μεταξύ των διαφορετικών συνθηκών που ελέγχθηκαν. Προκειμένου να 

αποκαλυφθούν γονίδια που ελέγχονται και από διαφορετικούς μεταγραφικούς 

παράγοντες με ένα πιο σύνθετο τρόπο, πραγματοποιήθηκε και ποσοτική 

ανάλυση των δεδομένων από την υβριδοποίηση των μικροσυστοιχιών cDNA. 

Σε αυτή την περίπτωση ελέγχθηκε η υπόθεση ότι ένα γονίδιο είναι δυνατόν να 

ρυθμίζεται από τον Erf ακόμα και όταν η έκφρασή του ελαττώνεται μεν σε Erf 

KO κύτταρα απουσία ορού, αλλά η ελάττωση είναι μικρότερη σε σχέση με 

αυτήν που παρατηρείται σε κύτταρα αγρίου τύπου. Επομένως, τα κριτήρια 

που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτή την περίπτωση για να οριστεί ένα γονίδιο ως 

πιθανός στόχος του Erf είναι τα εξής:  

1. Γονίδια που δεν επηρεάζονται από την απουσία του Erf σε κανονικές 

συνθήκες και 

2. Γονίδια που ελαττώνονται τόσο σε αγρίου τύπου κύτταρα όσο και σε 

Erf KO κύτταρα απουσία ορού, αλλά στα Erf KO ελαττώνονται 

λιγότερο.  

 



                                                                                                                    Αποτελέσματα 

 94 
 

Εικόνα 3: A. Σχηματική αναπαράσταση της ανάλυσης των αποτελεσμάτων. B. Ανάλυση των 
αποτελεσμάτων και συγκριτική μελέτη των γονιδίων, των οποίων η έκφραση μεταβάλλεται, κατά 
την απουσία του Erf σε συνθήκες έλλειψης ορού. Τελικά, 12 γονίδια φαίνεται ότι αποτελούν τέλειους 
υποψήφιους στόχους του Erf. Συμπεριλαμβάνονται γονίδια που η διαφορική τούς έκφραση μεταξύ 
δύο συνθηκών είναι ίση ή μεγαλύτερη από 1,7 φορές. Με τη στικτή γραμμή απεικονίζεται ο μέσος 
όρος της έκφρασης των 12 γονιδίων. Το ποσοστό της έκφρασης του κάθε γονιδίου κανονικοποιήθηκε 
ξεχωριστά με βάση την έκφρασή του σε κανονικές συνθήκες σε κύτταρα αγρίου τύπου. Οι τιμές 
συνίστανται από το μέσο όρο 4 διαφορετικών πειραμάτων. 

 
 

 

 

 

 

 

Από την παραπάνω ανάλυση φάνηκε ότι 2 μόνο γονίδια πληρούν τους 

όρους για να χαρακτηριστούν ως υποψήφιοι στόχοι του Erf, το c-Myc και το 
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Fkhl18 (Forkhead-like 18) (εικόνα 4). Όπως φαίνεται και στην εικόνα 4, η 

συνεισφορά του Erf στη ρύθμιση αυτών των γονιδίων είναι λιγότερο εμφανής 

σε σχέση με την προηγούμενη ομάδα γονιδίων (εικόνα 3Β). Έτσι, 

παρατηρείται επανενεργοποίηση του c-Myc κατά 1,75 φορές απουσία του Erf 

σε έλλειψη ορού και του Fkhl18 κατά 1,36 φορές, στις ίδιες συνθήκες. Σε αυτή 

την περίπτωση, λοιπόν ο ERF μάλλον δεν αποτελεί το μοναδικό ρυθμιστή της 

έκφρασης των γονιδίων, αλλά πιθανόν συμμετέχουν και άλλοι μεταγραφικοί 

παράγοντες, οπότε η έλλειψη του δεν σηματοδοτεί και την πλήρη 

επανενεργοποίηση του γονιδίου. 
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Εικόνα 4: Ποσοτική ανάλυση των δεδομένων και απεικόνιση των γονιδίων που ελέγχονται 
μερικά από την έλλειψη του Erf απουσία ορού. Το ποσοστό της έκφρασης του κάθε γονιδίου 
κανονικοποιήθηκε ξεχωριστά με βάση την έκφρασή του σε κανονικές συνθήκες σε κύτταρα 
αγρίου τύπου. Οι τιμές συνίστανται από το μέσο όρο 4 διαφορετικών πειραμάτων. 
  

Tα παραπάνω αποτελέσματα επιβεβαιώθηκαν, όταν ελέγχθηκαν 

ποσοτικά τα επίπεδα των mRNA του Olig1 και του c-Myc, των δύο γονιδίων 

δηλαδή που φαίνεται να επηρεάζονται περισσότερο από την έλλειψη του Erf 

(εικόνα 5). Έτσι, η έκφραση τόσο του Olig1 (εικόνα 5Α), όσο και του c-Myc 

(εικόνα 5Β), επανέρχεται στα αρχικά της επίπεδα σε Erf ΚΟ κύτταρα, απουσία 

ορού, ενώ σε αγρίου τύπου κύτταρα μειώνεται κατά 75%-80%.  
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Εικόνα 5: Ποσοτικοποίηση με RT-qPCR των επιπέδων mRNA. A.Olig1 B. c-Myc.   
 

Συμπερασματικά, πραγματοποιήθηκε ανάλυση και συγκριτική μελέτη 

μικροσυστοιχιών cDNA κυττάρων αγρίου τύπου και με έλλειψη του Erf, 

αναπτυγμένων σε κανονικές συνθήκες κυτταροκαλλιέργειας ή σε συνθήκες 

έλλειψης ορού, με τέτοιο τρόπο ώστε να ταυτοποιηθούν άμεσα γονίδια-στόχοι 

του Erf.  Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι συνολικά 14 γονίδια επηρεάζονται 

αρνητικά από τη δράση του Erf και επιβεβαιώθηκαν με ποσοτική RT-qPCR 

για τουλάχιστον δύο γονίδια, το Olig1 και το c-Myc, καθιστώντας τα ισχυρούς 

υποψήφιους άμεσους στόχους του μεταγραφικού παράγοντα Erf.   
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2. O ERF ΠΡΟΣΔΕΝΕΤΑΙ ΣΤΗΝ ΠΕΡΙΟΧΗ ΤΟΥ c-MYC 
ΥΠΟΚΙΝΗΤΗ ΚΑΙ ΕΠΗΡΕΑΖΕΙ ΤΗ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΗ ΤΟΥ 

ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ  
 
2.1 Υπερέκφραση του Erf καταστέλλει τον έκφραση του c-Myc γονιδίου 
σε ινοβλάστες ποντικού. 

Για να προσδιοριστεί περαιτέρω αν ο Erf ρυθμίζει τα ενδογενή επίπεδα 

του c-Myc mRNA, εξετάστηκε η καταστολή που προκαλεί η υπερέκφρασή του 

σε Ras-μετασχηματισμένα NIH 3T3 κύτταρα. Σε αυτά τα κύτταρα έχει δειχθεί 

παλαιότερα ότι το μονίμως πυρηνικό μετάλλαγμα Erf M1-7 αναστρέφει το 

μετασχηματισμό τους, σε αντίθεση με την αγρίου τύπου πρωτεϊνη {Le Gallic, 

1999 #5}. Ποσοτικοποίηση των επιπέδων mRNA του c-Myc, με αντίδραση 

RT-qPCR πραγματικού χρόνου, έδειξε 3 φορές ελάττωση τους κατά την 

υπερέκφραση του Erf M1-7 σε κανονικές συνθήκες αύξησης των κυττάρων, 

ενώ παραμένουν ανεπηρέαστα κατά την επίδραση του αγρίου τύπου Erf 

(εικόνα 6). Τα παραπάνω δεδομένα δείχνουν ότι η ικανότητα του Erf να 

αντιστρέφει το Ras-εξαρτώμενο μετασχηματισμό συνδέεται με τη δράση του 

ως μεταγραφικού καταστολέα του c-Myc υποκινητή. 
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Εικόνα 6: Μείωση των επιπέδων mRNA του c-Myc, όταν υπερεκφράζεται το πυρηνικό 
μετάλλαγμα Μ1-7 σε λογαριθμικές συνθήκες ανάπτυξης των κυττάρων. 
 

Προκειμένου να αποφευχθούν φαινόμενα σχετιζόμενα ειδικά με τον 

εκάστοτε κλώνο που υπερεκφράζει τις Erf πρωτεϊνες, δημιουργήθηκαν κλώνοι 
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που υπερεκφράζουν επαγώγιμα τις παραπάνω πρωτεϊνες. Για το λόγο αυτό 

χρησιμοποιήθηκε το Tet-off σύστημα, κατά το οποίο κλώνοι MEF 3T3 

μεγαλώνουν παρουσία δοξυκυκλίνης. Μόλις αφαιρεθεί η δοξυκυκλίνη από το 

θρεπτικό υλικό των κυττάρων, τότε επάγεται η έκφραση των προς εξέταση 

πρωτεϊνών (βλ. Υλικά και Μέθοδοι) (εικόνα 7Α). 

 
Εικόνα 7: Α. Αποτύπωμα κατά Northern που δείχνει την υπερέκφραση του Erf mRNA σε 
κύτταρα ΜEF 3T3 μόνο μετά την αφαίρεση της δοξυκυκλίνης. Η κανονικοποίση 
πραγματοποιήθηκε με βάση τη χρώση του ολικού RNA με βρωμιούχο αιθίδιο. Β. 
Ποσοτικοποίηση των επιπέδων του c-Myc mRNA απουσία ή παρουσία ορού κατά την επαγωγή ή 
μη των Erf πρωτεϊνών. Τα σχετικά επίπεδα του mRNA υπολογίστηκαν για κάθε κυτταρική σειρά 
ξεχωριστά. Η κανονικοποίηση περιγράφεται στα Υλικά και Μεθοδοι.   
 

Στην πατρική κυτταρική σειρά MEF 3T3, παρατηρείται μείωση του c-

Myc mRNA σε έλλειψη ορού περίπου κατά 35-40% ανεξάρτητα από την 

παρουσία της δοξυκυκλίνης. Κατά την επαγωγή της αγρίου τύπου Erf 

πρωτεϊνης, το c-Myc mRNA μειώνεται περίπου 4 φορές μόνο κατά την 

ανάπτυξη των κυττάρων σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό. Αντίθετα, όταν 

επάγεται η έκφραση της πυρηνικής πρωτεϊνης M1-7, τότε η παραγωγή του c-

Myc mRNA καταστέλλεται 3 φορές, τόσο σε κανονικές συνθήκες ανάπτυξης 

των κυττάρων, όσο και σε συνθήκες έλλειψης των αυξητικών παραγόντων του 

ορού (εικόνα 7Β).  Από τα παραπάνω αποτελέσματα φαίνεται ότι ο Erf 

καταστέλλει τη μεταγραφή του c-Myc γονιδίου, κάτω από συγκεκριμένες 

συνθήκες κατά τις οποίες επάγεται η μετατόπισή του στον πυρήνα των 

ινοβλαστών. 
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2.2 Μεταγραφική καταστολή του c-Myc από τον Erf στην κυτταρική 
σειρά MCF7 και αναστολή της ανάπτυξής τους ανεξάρτητα από την 
προσκόλλησή τους στο υπόστρωμα 

Προκειμένου να μελετηθεί η συνεισφορά του c-Myc στην αναστολή του 

κυτταρικού μετασχηματισμού από τον Erf, χρησιμοποιήθηκε η επιθηλιακή 

αδενοκαρκινική κυτταρική σειρά MCF7, o μετασχηματισμός των οποίων 

εξαρτάται από την έκφραση του c-Myc (Carroll et al., 2002; Watson et al., 

1991; Wong et al., 1995). Δημιουργήθηκαν σταθερές κυτταρικές σειρές που 

υπερεκφράζουν την αγρίου τύπου ERF πρωτεϊνη, καθώς και το γνωστό 

μετάλλαγμά της Μ1-7 (Εικόνα 8Α).  

 
Εικόνα 8: Α. Υπερέκφραση της αγρίου τύπου Erf πρωτεϊνης και του μεταλλάγματος Μ1-7 όπως 
φαίνεται σε αποτύπωμα κατά Western με α-Erf αντίσωμα. Β. Ποσοτικοποίηση των επιπέδων του 
c-Myc mRNA στις τρεις κυτταρικές σειρές παρουσία ή απουσία ορού. Η ποσοτικοποίηση 
πραγματοποιήθηκε ξεχωριστά για κάθε κυτταρική σειρά. Η κανονικοποίηση περιγράφεται στα 
Υλικά και Μεθοδοι. 
 

Εξετάζοντας τα επίπεδα του c-Myc mRNA στις παραπάνω κυτταρικές 

σειρές, φάνηκε ότι στην πατρική και στην wtErf-εκφραζόμενη κυτταρική σειρά, 

δεν αλλάζουν, είτε τα κύτταρα μεγαλώνουν σε πλήρες θρεπτικό υλικό, είτε σε 

μέσο χωρίς ορό (εικόνα 8Β). Αντίθετα, η Μ1-7-εκφραζόμενη κυτταρική σειρά 

εμφανίζει μείωση των επιπέδων του c-Myc mRNA κατά 5 φορές, όταν τα 

κύτταρα παραμείνουν χωρίς ορό. Είναι σημαντικό επίσης να τονιστεί ότι η 

συγκεκριμένη κυτταρική σειρά εμποδίζει την ανάπτυξη των κυττάρων σε 

μαλακό άγαρ (εικόνα 9Α, πάνελ Κ,L σε σχέση με G,H), ενώ η υπερέκφραση 

του αγρίου τύπου Erf έχει μικρή επίδραση (εικόνα 9Α, πάνελ Ι,J σε σχέση με 

G,H). Επιπλέον, η ανάπτυξη των κυττάρων σε εναιώρημα άγαρ δεν 

επηρεάζεται σε καμία κυτταρική σειρά σε πλήρες θρεπτικό υλικό (εικόνα 9Α, 

πάνελ Α-F), σε συμφωνία και με το μεταγραφικό πρότυπο του c-Myc. Ωστόσο, 
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η υπερέκφραση του πυρηνικού μεταλλάγματος του Erf έχει ως αποτέλεσμα 

την επιβράδυνση της ανάπτυξης των MCF7 κυττάρων σε πλήρες θρεπτικό 

υλικό (εικόνα 9Β), υποδηλώνοντας ότι ο Erf ασκεί τη δράση του μέσω 

πολλαπλών στόχων.     

 
Εικόνα 9: Α. Δοκιμασία ανάπτυξης κυττάρων σε θρεπτικό υλικό με μαλακό άγαρ. Ανάπτυξη των 
MCF7 κυτταρικών σειρών σε πλήρες θρεπτικό υλικό ή σε μέσο με χαμηλό ορό χωρίς τα κύτταρα 
να προσκολλώνται στο υπόστρωμα. Β. Ρυθμός ανάπτυξης των MCF7 κυτταρικών σειρών σε 
πλήρες θρεπτικό υλικό.  
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2.3 Ο Erf επηρεάζει τη μεταγραφική ενεργότητα του c-Myc υποκινητή 
Η αύξηση των επιπέδων mRNA του c-Myc κατά την απουσία του Erf 

και η αντίστοιχη μείωσή τους κατά την υπερέκφρασή του υπονοούν ότι ο Erf 

επηρεάζει άμεσα την ενεργότητά του υποκινητή του. Για να διαπιστωθεί αν 

πράγματι ισχύει η παραπάνω υπόθεση, πειράματα δοκιμασίας λουσιφεράσης 

πραγματοποιήθηκαν σε κύτταρα Ref1. Έτσι φάνηκε ότι υπερέκφραση του 

αγρίου τύπου Erf καταστέλλει την μεταγραφική ενεργότητα του c-Myc 

υποκινητή κατά 2 φορές. Η καταστολή αυτή διπλασιάζεται κατά την επίδραση 

του μονίμως πυρηνικού μεταλλάγματος Erf M1-7. Σημαντικό είναι επίσης το 

γεγονός ότι μεταλλάγματα του Erf ελαττωματικά στη δέσμευση του DNA (Erf 

ΔDBD) ή στη μεταγραφική ενεργότητα (Erf ΔRD) δεν είναι ικανά να 

καταστείλουν τη δράστικότητα του υποκινητή (εικόνα 10Α).  

Παρόμοιο πρότυπο μεταγραφικής καταστολής παρατηρείται 

χρησιμοποιώντας ως υποκινητή αναφοράς ένα μικρότερο τμήμα της 5’ 

περιοχής, όπου εδράζονται οι Ρ1-Ρ2 υποκινητές (εικόνα 10Β). Είναι 

επομένως φανερό ότι ο Erf καταστέλλει με άμεσο και ενεργό τρόπο τη 

μεταγραφική δραστηριότητα του υποκινητή και μάλιστα ενεργώντας σε μία 

περιοχή όπου έχει δειχθεί ότι διαθέτει ETS δεσμευόμενες αλληλουχίες και 

επηρεάζεται από ETS παράγοντες (Klappacher et al., 2002; Roussel et al., 

1994).   
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Εικόνα 10: Δοκιμασία λουσιφεράσης σε κύτταρα Ref1. A. O αγρίου τύπου Erf και το πυρηνικό 
μετάλλαγμα του καταστέλλουν το υποκινητή του c-Myc, ενώ κατασκευές με έλλειψη της DNA-
δεσμευόμενης περιοχής ή της κατασταλτικής περιοχής είναι ανίκανα να δράσουν. Β. Όπως το Α, 
χρησιμοποιώντας διαφορετική κατασκευή ως πλασμίδιο αναφοράς. Πάνω από κάθε γράφημα 
φαίνονται οι υποκινητές αναφοράς. Οι μπάρες αντιπροσωπεύουν το τυπικό λάθος. Η 
κανονικοποίηση των τιμών περιγράφεται στα Υλικά και Μέθοδοι. 

 

Είναι, ωστόσο, πιθανόν η αυξημένη δράση του πυρηνικού ERF M1-7 

μεταλλάγματος να οφείλεται στην αυξημένη συγκέντρωσή του στον πυρήνα 

των κυττάρων. Προκειμένου να αναπαραχθούν, φυσιολογικές για το κύτταρο, 

συνθήκες κατά τις οποίες ο Erf αγρίου τύπου μετατοπίζεται στον πυρήνα, 
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κύτταρα Ref1 αναπτύχθηκαν σε έλλειψη ορού για 14 ώρες. Όπως 

παρουσιάζεται στην εικόνα 11, ο Erf αγρίου τύπου καταστέλλει τη δράση του 

c-Myc υποκινητή στον ίδιο βαθμό με την μεταλλαγμένη M1-7 πρωτεϊνη κατά 

την έλλειψη του ορού από το θρεπτικό υλικό ανάπτυξης.  

 
Εικόνα 11: Δοκιμασία λουσιφεράσης σε κύτταρα Ref1. H μεταγραφική δράση του αγρίου τύπου 
Erf ενισχύεται κατά τη μετατόπισή του στον πυρήνα, όταν τα κύτταρα αναπτύσσονται σε 
συνθήκες έλλειψης ορού.  Κάτω από το γράφημα φαίνεται ο υποκινητής αναφοράς. Οι μπάρες 
αντιπροσωπεύουν το τυπικό λάθος. Η κανονικοποίηση των τιμών περιγράφεται στα Υλικά και 
Μέθοδοι. 
 
2.4 Ο Erf προσδένεται στον υποκινητή του c-Myc γονιδίου in vivo 

Από τα προηγούμενα αποτελέσματα φαίνεται ότι ο Erf ρυθμίζει την 

ενεργότητα του υποκινητή του c-Myc γονιδίου και επομένως και τη μεταγραφή 

του. Δεν είναι όμως φανερό αν η αυτή η ρύθμιση πραγματοποιείται άμεσα ή 

είναι ένα δευτερογενές φαινόμενο που προκύπτει από την έλλειψη ή την 

υπερέκφραση του Erf. Η πρόσδεση ενός μεταγραφικού παράγοντα στον 

υποκινητή-στόχο του αποτελεί κομβικό σημείο στην άμεση ρύθμισή του. Για 

να εξεταστεί κατά πόσο ο Erf προσδένεται στο c-Myc υποκινητή, πρωτογενείς 

ινοβλάστες ποντικού αγρίου τύπου καλλιεργήθηκαν σε κανονικές συνθήκες, ή 

σε συνθήκες ελλείψεως ορού για 4 ώρες και πραγματοποιήθηκαν πειράματα 

ανοσοκατακρήμνισης της χρωματίνης με αντίσωμα ειδικό για τον Erf. Έτσι 

δείχθηκε ότι ο Erf αλληλεπιδρά χαλαρά με την περιοχή των υποκινητών P1-

P2, σε αντίθεση με μία πιο μακρινή περιοχή του 5’ άκρου του c-Myc που δεν 

παρατηρείται αλληλεπίδραση (εικόνα 12, σειρές 1 και 3). Ακολούθως, η 



                                                                                                                    Αποτελέσματα 

 104 
 

πρόσδεση στους Ρ1-Ρ2 υποκινητές γίνεται ισχυρότερη κατά τη διάρκεια της 

πείνας των κυττάρων, ενώ δεν επηρεάζεται η πρόσδεσή του Erf στην πιο 

μακρινή περιοχή 5’ περιοχή (εικόνα 6, σειρές 2 και 4). 

1 2 3 4

 

 

Εμβαθύνοντας περισσότερο στην in vivo πρόσδεση του Erf στους Ρ1-

Ρ2 υποκινητές, πραγματοποιήθηκε κινητική ανάλυση της πρόσδεσης του Erf 

καθώς και χαρτογράφηση της 5’ περιοχής του c-Myc που αλληλεπιδρά με τον 

Erf. Επομένως, τα κύτταρα μεγάλωσαν είτε σε κανονικές συνθήκες 

καλλιέργειας, είτε σε συνθήκες έλλειψης ορού για 1 ή 4 ώρες, είτε, αφού 

εκτέθηκαν σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό για 4 ώρες, εν συνεχεία έγινε 

επαγωγή τους με 20% ορό. Επιπλέον, ο βαθμός της αλληλεπίδρασης 

ποσοτικοποιήθηκε με αντίδραση PCR πραγματικού χρόνου (Real-time PCR ή 

qPCR). Ο Erf δεσμεύεται ειδικά στους Ρ1-Ρ2 υποκινητές περίπου 3 φορές πιο 

ισχυρά από τα βασικά επίπεδα, ακόμα και όταν τα κύτταρα μεγαλώνουν σε 

κανονικές συνθήκες (εικόνα 13). Ωστόσο, η δέσμευση ισχυροποιείται περίπου 

9 φορές κατά τη διάρκεια της πείνας των κυττάρων για μία ώρα, ενώ μετά από 

4 ώρες έλλειψης ορού η πρόσδεση μειώνεται περίπου στο μισό. Τέλος, όταν 

τα κύτταρα επαχθούν με ορό, η πρόσδεση του Erf μειώνεται στα βασικά 

επίπεδα.  

Εικόνα 12: Ανοσοκατακρήμνιση χρωματίνης σε πρωτογενείς ινοβλάστες ποντικού έδειξε ότι 
ο Erf προσδένεται στην περιοχή των Ρ1-Ρ2 υποκινητών του γονιδίου c-Myc. Σειρές 1,3: 
κανονικές συνθήκες, 2,4: συνθήκες έλλειψης ορού για 4 ώρες.  



                                                                                                                    Αποτελέσματα 

 105 
 

 
 

Εικόνα 13: Α. Ο Erf προσδένεται ειδικά στους Ρ1-Ρ2 υποκινητές του c-Myc κατά την έλλειψη 
ορού από το θρεπτικό υλικό των ινοβλαστών. Στο κάτω μέρος της εικόνας φαίνεται σχηματικά η 
5’ περιοχή του γονιδίου. Τα βέλη αντιπροσωπεύουν τα διαφορετικά ζευγάρια εκκινητών. Η 
κανονικοποίηση και ο υπολογισμός του βαθμού πρόσδεσης περιγράφονται στα Υλικά και 
Μέθοδοι. Οι μπάρες αντιπροσωπεύουν το τυπικό λάθος.  
 

Η παραπάνω κινητική της πρόσδεσης του Erf είναι σε συνέπεια με τη 

μέχρι στιγμής γνωστή κυκλοφορία του Erf μεταξύ κυτταροπλάσματος και 

πυρήνα, καθώς και με την κινητική της έκφρασης του c-Myc mRNA (εικόνα 

14A). Επίσης, το πρότυπο πρόσδεσης της μεγάλης υπομονάδας της RNA 

πολυμεράσης συμβαδίζει ανάλογα με τα επίπεδα του c-Myc mRNA και 

αντιστρόφως ανάλογα με την πρόσδεση του Erf στους Ρ1-Ρ2 υποκινητές 

(εικόνα 14Β), παρέχοντας μία ένδειξη ότι ο Erf παρεμποδίζει τη διαμόρφωση 

του συμπλόκου έναρξης της μεταγραφής.  
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Εικόνα 14: Α. Το c-Myc mRNA ελαττώνεται κατά την έλλειψη ορού από τα κύτταρα και 
υπερεκφράζεται κατά την επαγωγή τους με ορό. Β. Η RNA πολυμεράση αποδεσμεύεται από τους 
Ρ1-Ρ2 υποκινητές κατά την έλλειψη ορού από τους ινοβλάστες για μία ώρα.   
 
 

2.5 Η πρόσδεση και η μεταγραφική καταστολή του Erf στο c-Myc 
υποκινητή εξαρτάται από την πρωτεϊνη Rb. 

Έχει δειχθεί ότι η Erf-διαμεσολαβούμενη αναστολή του κυτταρικού 

κύκλου σε πρωτογενείς ινοβλάστες ποντικού εξαρτάται από την παρουσία της 

πρωτεϊνης του ρετινοβλαστόματος, Rb (Le Gallic et al., 2004). Εφόσον ο Erf 

ρυθμίζει την παραγωγή του c-Myc mRNA, τέθηκε το ερώτημα της 

συνεισφοράς του Rb στη μεταγραφική καταστολή από τον Erf. Πειράματα 

ανοσοκατακρήμνισης της χρωματίνης σε Rb KO MEFs έδειξαν ότι ο Erf δεν 

αλληλεπιδρά με την περιοχη των Ρ1-Ρ2 υποκινητών, ούτε σε κανονικές 

συνθήκες ανάπτυξης των κυττάρων, ούτε σε συνθήκες αφαίρεσης του ορού 
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για μία ώρα (εικόνα 15A). Επιπλέον, σε κύτταρα MEFs με έλλειψη του Rb 

φάνηκε ότι το c-Myc mRNA δεν μειώνεται κατά την έλλειψη ορού από το 

θρεπτικό υλικό των κυττάρων (εικόνα 15Β), αν και είναι ήδη σε πολύ 

χαμηλότερα επίπεδα σε σχέση με τα αγρίου τύπου κύτταρα. Τα παραπάνω 

δεδομένα δείχνουν ότι η παρουσία του Rb είναι απαραίτητη, τόσο για τη 

κυτταρική δράση του Erf, όσο και για τη μεταγραφική του καταστολή 

παρέχοντας ενδείξεις για τον πιθανό μηχανισμό της φυσιολογικής και 

μεταγραφικής δράσης του. 

 
Εικόνα 15: Α. Αλληλεπίδραση του Erf με τους Ρ1-Ρ2 υποκινητές του c-Myc in vivo σε κύτταρα με 
έλλειψη του Rb. Β. Ποσοτικοποίηση των επιπέδων του c-Myc mRNA σε MEFs με έλλειψη Rb. 
Τα σχετικά επίπεδα του mRNA υπολογίστηκαν για κάθε κυτταρική σειρά ξεχωριστά. Η 
κανονικοποίηση περιγράφεται στα Υλικά και Μεθοδοι.   
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3. O ERF ΠΡΟΣΔΕΝΕΤΑΙ ΣΤΟΝ ΥΠΟΚΙΝΗΤΗ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΟΥ 
Olig1 in vivo KAI ΡΥΘΜΙΖΕΙ ΤΗ ΜΕΤΑΓΡΑΦΗ ΤΟΥ 

 
3.1 Ο Erf αλληλεπιδρά με την 5’ περιοχή του γονιδίου Olig1 in vivo και 
in vitro. 

Όπως φάνηκε από τη συγκριτική μελέτη των μικροσυστοιχιών cDNA, 

το γονίδιο Olig1 αποτελεί ένα δυνητικό στόχο ρύθμισης του Erf. Προκειμένου 

να διαπιστωθεί αν ο Erf δεσμεύεται στην περιοχή του υποκινητή του Olig1, 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα ανοσοκατακρήμνισης της χρωματίνης σε 

πρωτογενείς καλλιέργειες ινοβλαστών ποντικού. Στην εικόνα 16 φαίνεται ότι ο 

Erf προσδένεται στον Olig1 υποκινητή στο μέγιστο βαθμό μετά από 2 ώρες 

ελλείψεως ορού, ενώ τα επίπεδα του μειώνονται ύστερα από 4 ώρες.   

 
Εικόνα 16: Ανοσοκατακρήμνιση χρωματίνης με a-Erf αντίσωμα σε κανονικές συνθήκες ή μετά 
από 1, 2 ή 4 ώρες απουσίας ορού. Στο κάτω μέρος της εικόνας φαίνεται σχηματικά η γενωμική 
περιοχή του Olig1 και τα βέλη αντιπροσωπεύουν το ζευγάρι των εκκινητών. Οι μπάρες 
αντιπροσωπεύουν το τυπικό λάθος.   
 

Σύγκριση των 5’ περιοχών του ποντικίσιου με το ανθρώπινο Olig1 

έδειξε ότι υπαρχει ένα τμήμα περίπου 180 ζευγαριών βάσεων που είναι 

συντηρημένο (εικόνα 17Α) και αποτελεί δυνητικά τον υποκινητή του γονιδίου. 

Σε αυτό το τμήμα φαίνεται ότι υπάρχει ένα στοιχείο TATA και ένα στοιχείο 

CAAT, πιθανές θέσεις δέσμευσης για διάφορους μεταγραφικούς παράγοντες 

όπως το Sp1, το c-Myb και το ΑΡ1, καθώς και για  ETS παράγοντες (στην 
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εικόνα φαίνεται με κόκκινα γράμματα) που είναι συντηρημένες τόσο στο 

ανθρώπινο, όσο και στο ποντικίσιο γονιδίωμα.  
human           ------------------------GCCAATGAACACGCGGCTGCGCCCGGCCTCGCGCCT 36 
mouse           TCTGGCTGTACCTCTGCTCAGGCGACCAATGAACACTCGCCTGTGGCCAAGCTCACGCCT 60 
                                         *********** ** *** * **   *** ***** 
 
human           CCATTGGCTGCGCCCCGCCACCCGCTGCCC-CGCAGGTTCCCAAGCCGGGTTTAAAGGGG 95 
mouse           CCATTGGCTGCACCCCGCCAACCGCGGTCCTCGCAGGTTCCCAAGCCGGGTTTAAAGGTG 120 
                *********** ******** **** * ** *************************** * 
 
human           TAGGGCGCGGGCCAGGGCCCCACCATCGTTTCCCCGCGCGCAGGTCCGCGGGGAGGGGCG 155 
mouse           TCAGGCGCGCAC-GGCCCCTCACTGTCATCCGCCGGCACGCAGGTCCGCGGGGAGGG-CG 178 
                *  ******  *  *  ** ***  ** *   ** ** ******************* ** 
Εικόνα 17: Στοίχιση των αλληλουχιών της 5’ περιοχης του Olig1 μεταξύ του ανθρώπινου και ου 
ποντικίσιου γονιδιώματος. Με κόκκινα στοιχεία φαίνεται η πιθανή θέση δέσμευσης για ETS 
μεταγραφικούς παράγοντες και υπογραμμισμένη είναι η αλληλουχία που χρησιμοποιήθηκε ως 
ειδικός ανταγωνιστής στα πειράματα EMSA.  
 

Χρησιμοποιώντας ανασυνδυασμένη Erf πρωτεϊνη (εικόνα 18Α), 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα ηλεκτροφορητικής αλλαγής της κινητικότητας 

ζωνών (EMSA) με ανιχνευτή το κομμάτι BssHII/SlaI της 5΄ περιοχής του Olig1 

γονιδίου. Στην εικόνα 18Β, φαίνεται ότι η ανασυνδυασμένη Erf πρωτεϊνη 

αλληλεπιδρά με την Olig1 5’ περιοχή με ένα δοσο-εξαρτώμενο τρόπο. 

Ωστόσο, η αλληλεπίδραση αυτή δεν είναι ιδιαίτερα ισχυρή, εφόσον 40 φορές 

περισσότερο μη ραδιοσημασμένο ειδικό ολιγονουκλεοτίδιο-ανταγωνιστής δεν 

την καταργεί (εικόνα 18C). Επομένως, ο Erf φαίνεται ότι δεσμεύεται στην 5’ 

περιοχή του Olig1 in vivo, κάτω από συνθήκες έλλειψης ορού, και in vitro, 

ωστόσο, για την ταυτοποίηση της ακριβούς θέσης δέσμευσης απαιτούνται 

περαιτέρω πειράματα. 

ng GST ERF 1-250

Olig1 BssHII/SlaI

GST ERF
1-250 300ng GST ERF 1-250

+
++ -
-40X cold competitor

A B C

 
Εικόνα 18: Α. Ανίχνευση με αποτύπωμα κατά western με a-GST αντίσωμα της ανασυνδυασμένης 
πρωτεϊνης GST-ERF 1-250. Β. Δοκιμασία EMSA με αυξανόμενες ποσότητες GST -RF 1-250. C. 
Δοκιμασία EMSA με 40 φορές περισσότερο μη ραδιοσημασμένο ειδικό ανταγωνιστή της 
αλληλεπίδρασης.    
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3.2 Ο Erf επηρεάζει την ενεργότητα του Olig1 υποκινητή με ένα TSA-
εξαρτώμενο τρόπο. 

Τα παραπάνω αποτελέσματα συνολικά οδηγούν στο συμπέρασμα ότι 

ο Erf δεσμεύεται στον Olig1 υποκινητή και επηρεάζει την παραγωγή του 

mRNA. Για να επιβεβαιωθεί ότι η δράση του Erf επηρεάζει τη δραστικότητα 

του υποκινητή, κλωνοποιήθηκε η 5’ περιοχή του Olig1 και εξετάστηκε αν 

ρυθμίζει την ενεργότητα λουσιφεράσης.  

 
Εικόνα 19: Α. Επίδραση του Erf και των μεταλλαγών του στην ενέργότητα του Olig1 υποκινητή 
Στο πάνω μέρος της εικόνας φαίνεται ο κλωνοποιημένος Olig1 υποκινητής. Β. Επίδραση της TSA 
στη κατασταλτική δράση του Erf. Οι μπάρες αντιπροσωπεύον το τυπικό λάθος. 

 

Έτσι παρουσία τόσο της αγρίου τύπου Erf πρωτεϊνης, όσο και του 

πυρηνικού μεταλλάγματος M1-7, o Olig1 υποκινητής καταστέλλεται περίπου 3 

φορές. Η καταστολή αυτή διατηρείται στο μετάλλαγμα με έλλειψη της 
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κατασταλτικής περιοχής του Erf, ενώ καταργείται απουσία της DNA-

δεσμευόμενης περιοχης (εικόνα 19Α). Τα αποτελέσματα αυτά παρέχουν μία 

ένδειξη ότι η κατασταλτική δράση του Erf δεν εξαρτάται από την κατασταλτική 

του περιοχή, αλλά από την DNA-δεσμευόμενη περιοχή και επομένως σε αυτή 

την περίπτωση ο Erf δρα πιθανώς με ένα παθητικό τρόπο, ίσως εμποδίζοντας 

τη δέσμευση κάποιου ETS ενεργοποιητή. Επιπλέον, επίδραση της 

τριχοστατίνης Α (γνωστος καταστολέας των απακετυλασών των ιστονών) 

καταργεί την κατασταλτική δράση του Erf (εικόνα 19Β), υποδεικνύοντας ότι ο 

Erf πιθανόν δρα στο συγκεκριμένο υποκινητή μέσω απακετυλίωσης των 

ιστονών, ωστόσο δεν μπορεί να αποκλειστεί και η απακετυλίωση του ίδιου ή 

κάποιων συμπαραγόντων.  
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4. ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΠΟΥ ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΟΥΝ ΜΕ 
ΤΟΝ ERF 

 

4.1 Ο Erf αλληλεπιδρά και φωσφωρυλίωνεται από την κινάση Ηipk1  
Σε μια προσπάθεια να βρεθούν σύμπλοκα πρωτεϊνών στα οποία 

συμμετέχει ο Erf, πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο σάρωση με το σύστημα 

των δύο υβριδίων του σακχαρομύκητα, με δόλωμα την πρωτεϊνη Erf ΔDBD 

και βιβλιοθήκη από έμβρυα ποντικού ημέρας 10 (L. Virgilio, μη δημοσιευμένα 

αποτελέσματα). Μία από τις πρωτεϊνες που ανιχνεύθηκαν είναι η Hipk1, η 

οποία έχει δειχθεί ότι έχει δράση μεταγραφικού συν-καταστολέα και 

συγχρόνως διαθέτει ενεργότητα κινάσης, φωσφωρυλιώνοντας την πρωτεϊνη 

p53. Προκειμένου να επιβεβαιωθεί η παραπάνω αλληλεπίδραση και σε 

κύτταρα θηλαστικών, οι πρωτεϊνες Erf, Hipk1 και 2 και τα αντίστοιχα κυρίαρχα 

αρνητικά μεταλλάγματά τους Ηipk/ΚR υπερεκφράστηκαν σε κύτταρα COS7 

και ακολούθησε συν-ανοσοκατακρήμνιση των πρωτεϊνών. Έτσι, φαίνεται ότι ο 

Erf αλληλεπιδρά in vivo τόσο με την Hipk1, όσο και με τη μεταλλαγμένη 

μορφή της, Ηipk1ΚR (εικόνα 20Α, σειρές 2 και 4). Επιπλέον, η μονίμως 

πυρηνική πρωτεϊνη Erf Μ1-7 αλληλεπιδρά επίσης με την Hipk1 (εικόνα 20Α, 

σειρά 8), ενω η Hipk2 δεν φαίνεται να συμπλέκεται με τον Erf στον ίδιο βαθμό 

(εικόνα 20Α, σειρά 3).  

Ανάλυση της πρωτεϊνικής αλληλουχίας του Erf έδειξε ότι περιέχει 

τουλάχιστον 4 δυνητικές θέσεις φωσφωρυλίωσης από τις Hipk κινάσες και 

συγκεκριμένα στις θέσεις σερίνης 150 και 154 στο αμινοτελικό άκρο του Erf 

και στις θέσεις 280 και 284 στην κεντρική του περιοχή. Για να εντοπιστεί ποιο 

τμήμα του Erf είναι υπεύθυνο για τη δέσμευση με την Ηipk1, διαφορετικά 

κομμάτια της πρωτεϊνης δοκιμάστηκαν σε συν-ανοσοκατακρήμνιση. Από την 

παραπάνω ανάλυση φαίνεται ότι το κομμάτι 100-315 είναι ικανό να 

αλληλεπιδράσει με την Ηipk1 (εικόνα 20Β, σειρά 4), όχι όμως και το τμήμα 

212-472 (εικόνα 20Β, σειρά 5). Άρα, η περιοχή του Erf 100-212 είναι 

υπεύθυνη για την πρόσδεση με την Ηipk1, κάτι που επιβεβαιώνεται από το 

γεγονός ότι το κομμάτι 100-202 συν-ανοσοκατακρημνίζεται με την Ηipk1 

(εικόνα 20Β, σειρά 3). 
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1 2 3 4 5 6 7

A B
1 2 3 4 5 6 7 8

                     
Εικόνα 20: Α. Αποτύπωμα κατά Western, όπου φαίνεται η αλληλεπίδραση μεταξύ Erf wt και 
Μ1-7 με την Ηipk1 και την Ηipk1KR. Β. Χαρτογράφηση της περιοχής αλληλεπίδρασης του Erf 
με την Ηipk1. 
 

 
Εικόνα 21: Α. Ανοσοκατακρήμνιση και ανίχνευσή με αποτύπωμα κατά Western των ΗΙΡΚ 
πρωτεϊνών από κύτταρα COS7. 1. ΗΙΡΚ1, 2. ΗΙΡΚ2 Β. Καθαρισμός GST ERF 1-250 και 257-476 
και ανίχνευση με αντίσωμα α-GST. 1. GST ERF 1-250, 2. GST ERF 257-476 C. Δοκιμασία in 
vitro φωσφωρυλίωσης με ραδιενεργό ATP, χρησιμοποιώντας ως κινάσες τις ΗΙΡΚ1 και 2 και ως 
υποστρώματα τις GST ERF 1-250 ή 257-476. 1,3. ΗΙΡΚ1, 2,4. ΗΙΡΚ2, C. Χωρίς κινάση 

 

Εφόσον οι Ηipk πρωτεϊνες έχουν ενεργότητα κινάσης, εξετάστηκε αν ο 

Erf αποτελεί υπόστρωμα προς φωσφωσυλίωση. Έτσι οι Ηipk1 και 2 κινάσες 

υπερεκφράστηκαν σε  κύτταρα COS7 και απομονώθηκαν με 

ανοσοκατακρήμνιση (εικόνα 21Α). Ως υποστρώματα χρησιμοποιήθηκαν 

ανασυνδυασμένα τμήματα της Erf πρωτεϊνης, είτε το κομμάτι 1-250αα, είτε το 

κομμάτι 257-476αα, που καλύπτουν σχεδόν το σύνολο της (εικόνα 21Β).  Το 
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πεπτίδιο 1-250αα του Erf μπορεί να φωσφωρυλιωθεί in vitro (εικόνα 21C, 

σειρές 1 και 2), σε αντίθεση με το κομμάτι 257-476αα (εικόνα 21C, σειρές 3 

και 4), σε συνέπεια με τη χαρτογράφηση της Ηipk-Erf αλληλεπίδρασης (εικόνα 

20). Ακολούθως έγιναν προσπάθειες ανάπτυξης αντισωμάτων που 

αναγνωρίζουν ειδικά τις φωσφωρυλιωμένες θέσεις 150 και 154, προκειμένου 

να ταυτοποιηθεί το ακριβές κατάλοιπο φωσφωρυλίωσης. Ωστόσο, στη θέση 

150 δεν ανιχνεύεται φωσφωρυλίωση, ενώ το ειδικό αντίσωμα για τη 

φωσφωρυλιωμένη σερίνη 154 αλληλεπιδρά και με μη τροποποιημένη 

πρωτεϊνη, οπότε δεν είναι δυνατόν να εξαχθεί κάποιο συμπέρασμα (εικόνα 

22).        

 
                     A                         B              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
4.2 Οι κινάσες Ηipk επηρεάζουν τη μεταγραφική δράση του Erf 

Δεδομένου ότι οι κινάσες Ηipk λειτουργούν ως μεταγραφικοί συν-

καταστολείς (Kim et al., 1998), εξετάστηκε κατά πόσο η παρουσία τους 

επηρεάζει τη μεταγραφική καταστολή από τον Erf. Έτσι πραγματοποιήθηκαν 

δοκιμασίες ενεργότητας λουσιφεράσης σε κύτταρα Ref1, χρησιμοποιώντας 

ένα συνθετικό GAL4-καθοδηγούμενο SV40 υποκινητή (εικόνα 23Α). Με αυτό 
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Εικόνα 22: A. Ανίχνευση φωσφωρυλιωμένου Erf στις θέσεις 150 ή 154 από κυτταρικά 
εκχυλίσματα COS7. B. Ανίχνευση ανασυνδυασμένης Erf 1-250 πρωτεϊνης με αντίσωμα έναντι 
στη φωσφωρυλιωμένη θέση 154. 
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τον τρόπο, αποφεύγονται δευτερογενή φαινόμενα που έχουν να κάνουν με 

την προσβασιμότητα του Erf στον υποκινητή και εξετάζεται αποκλειστικά η 

 
Εικόνα 23: Α. Σχηματική απεικόνιση του υποκινητή αναφοράς. Β. Οι Hipk πρωτεϊνες δεν 
επηρεάζουν τη μεταγραφική δράση του Erf σε κανονικές συνθήκες. Δοκιμασία λουσιφεράσης σε 
κύτταρα Ref1. Πραγματοποιήθηκε παροδική διαμόλυνση των κυττάρων με 0,1μg πλασμιδίου 
αναφοράς, 1μg φορέα έκφρασης Erf ή άδειου φορέα, 2μg πλασμιδίου έκφρασης των Hipk 
πρωτεϊνών και 1μg πλασμιδίου pCH110-GAL, για την κανονικοποίηση των τιμών λουσιφεράσης 
με μέτρηση της ενεργότητας της β-γαλακτοσιδάσης. Τα πειράματα επαναλήφθηκαν τουλάχιστον 
6 φορές και οι μπάρες αντιπροσωπεύουν το τυπικό λάθος. C. Όπως το Β, αλλά αφού τα κύτταρα 
ανέκαμψαν από τη διαδικασία της διαμόλυνσης για 10 ώρες, παρέμειναν χωρίς ορό για 14 ακόμα 
ώρες.   
 

επίδραση της Ηipk στο μηχανισμό μεταγραφικής δράσης του Erf. Σε κανονικές 

συνθήκες ανάπτυξης ο Erf καταστέλλει τη μεταγραφή του SV40 υποκινητή 
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κατά 6 φορές (εικόνα 23Β σειρά 6). Οι αγρίου τύπου Ηipks καθώς και η 

Ηipk1ΚR δεν φαίνεται να επηρεάζουν την δράση του Erf (εικόνα 23Β, σειρές 

7-9), ενώ αντίθετα η Hipk2KR σχεδόν διπλασιάζει την Erf-διαμεσολαβούμενη 

μεταγραφική καταστολή (εικόνα 23Β, σειρά 10). Το αποτέλεσμα αυτό υπονοεί 

ότι η αγρίου τύπου Hipk2 δρα ανασταλτικά στην ενεργότητα του Erf. Επειδή οι 

Ηipks είναι πυρηνικές πρωτεϊνες (Ecsedy et al., 2003; Kim et al., 1999), είναι 

πιθανό να επηρεάζουν τη δράση του Erf σε συνθήκες που αυτός 

μετατοπίζεται στον πυρήνα. Έτσι τα κύτταρα παρέμειναν χωρίς ορό για 14 

ώρες μετά την παροδική διαμόλυνση και κατόπιν μετρήθηκε η ενεργότητα της 

λουσιφεράσης. Σε αυτές τις συνθήκες, ο Erf καταστέλλει τη δραστικότητα του 

SV40 υποκινητή κατά 8,5 φορές (εικόνα 23C, σειρά 6). Προσθήκη είτε της 

Ηipk1, είτε της Ηipk2 έχει ως αποτέλεσμα τη μείωση της μεταγραφικής 

καταστολής από τον Erf, δηλαδή ο υποκινητής καταστέλλεται μόνο κατά 4,5-5 

φορές (εικόνα 23C, σειρές 7 και 8). Ακόμα πιο σημαντικό είναι το γεγονός ότι, 

παρουσία των κυρίαρχων αρνητικών μεταλλαγμάτων των Ηipk, η 

κατασταλτική δράση του Erf επανέρχεται στα αρχικά της επίπεδα (εικόνα 23C, 

σειρές 9-10). 

Για να διαπιστωθεί αν οι Hipks επηρεάζουν τη δράση του Erf σε ένα 

ενδογενή υποκινητή-στόχο του, ακουλουθήθηκε η ίδια μεθοδολογία 

χρησιμοποιώντας ως υποκινητή αναφοράς τον υποκινητή του c-Myc γονιδίου 

(εικόνα 10Α). Σε κανονικές συνθήκες ανάπτυξης των κυττάρων, η Erf-

διαμεσολαβούμενη μεταγραφική καταστολή του c-Myc υποκινητή είναι σχεδόν 

αμελητέα (1,3 φορές, εικόνα 24Α, σειρά 6) και δεν επηρεάζεται από την 

παρουσία των Ηipk ή των μεταλλαγμένων μορφών τους (εικόνα 24Α, σειρές 

7-10). Σε συνθήκες έλλειψης ορού, ο Erf καταστέλλει τον εν λόγω υποκινητή 

κατά 2,2 φορές (εικόνα 24Β, σειρά 6), ενώ παρουσία των Ηipk αγρίου τύπου 

αυτή η καταστολή καταργείται (εικόνα 24Β, σειρές 7 και 8). Ενδιαφέρον είναι 

το γεγονός ότι η έκφραση των μεταλλαγμένων πρωτεϊνών Hipk/KRs δεν 

φαίνεται να επαναφέρει τη μεταγραφική ενεργότητα του Erf (εικόνα 24Β, 

σειρές 9 και 10), σε αντίθεση με τη δράση τους στον SV40 υποκινητή. 

Ωστόσο, είναι δυνατόν η έλλειψη της κάθε μίας Hipk πρωτεϊνης να 

εξισορροπείται από τη δράση της άλλης (Isono et al., 2006; Kondo et al., 

2003; Wiggins et al., 2004). Για να παρακαμφθεί αυτή η περίπτωση, 

πραγματοποιήθηκε παροδική συν-διαμόλυνση των Ref1 κυττάρων με τον Erf, 
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καθώς και με τις δύο Ηipk πρωτεϊνες αγρίου τύπου ή των μεταλλαγμάτων των 

και τα κύτταρα παρέμειναν χωρίς ορό για 14 ώρες. Όπως φαίνεται στην 

εικόνα 24C, υπερέκφραση των αγρίου τύπου πρωτεϊνών μειώνει τη 

δραστηριότητα του Erf, αντίθετα με τις μεταλλαγμένες μορφές που βοηθούν 

στην επαναφορά της δράσης του.   

 
Εικόνα 24: Α. Οι Ηipk αγρίου τύπου και τα μεταλλάγματά τους δεν επηρεάζουν τη μεταγραφική 
ενεργότητα του Erf σε κανονικές συνθήκες. Β. Σε συνθήκες έλλειψης ορού, οι αγρίου τύπου Ηipk 
αναστέλλουν τη δράση του Erf. C. Όταν οι μεταλλαγμένες Ηipk συν-εκφράζονται, τότε είναι 
ικανές να επαναφέρουν τη μεταγραφική ενεργότητα του Erf.  Τα πειράματα επαναλήφθηκαν 3 
φορές. 
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4.3 Οι κινάσες Ηipk επηρεάζουν την ενδοκυτταρική κυκλοφορία του Erf  
Από τα παραπάνω είναι φανερό ότι οι Ηipk πρωτεϊνες δρουν 

ανασταλτικά στη δράση του Erf, σε αντίθεση με τη μέχρι στιγμής θεώρησή 

τους ως συν-καταστολείς. Ωστόσο, είναι γνωστό ότι o Erf κυκλοφορεί μεταξύ 

των διαφορετικών κυτταρικών διαμερισμάτων και συγκεκριμένα μεταξύ 

πυρήνα-κυτταροπλάσματος. Παραμένει, επομένως, ανοιχτό το ερώτημα της 

επίδρασης των Ηipk στην ενδοκυτταρική κυκλοφορία του Erf, το οποίο θα 

μπορούσε να εξηγήσει και την επίδραση των Hipk στη μεταγραφική λειτουργία 

του Erf. Έτσι, πραγματοποιήθηκαν πειράματα υποκυτταρικού εντοπισμού του 

Erf παρουσία είτε των αγρίου τύπου πρωτεϊνών, είτε των μεταλλαγών τους. Σε 

κανονικές συνθήκες αύξησης των κυττάρων δεν παρατηρείται καμία μεταβολή 

στον υποκυτταρικό εντοπισμό του Erf, ανεξάρτητα από την παρουσία των 

Ηipk ή των μεταλλαγμάτων τους (εικόνα 25Α, panel A,Β,C, εικόνα 25Β, σειρές 

1-9). Προκειμένου να ενισχυθεί η ενεργότητα των Ηipk κινασών, τα κύτταρα 

επεξεργάστηκαν με ανδριαμυκίνη, που αποτελεί παράγοντα καταστροφής του 

DNA, αλλά και σε αυτή την περίπτωση δεν υπηρξε αλλαγή στην υποκυτταρική 

κυκλοφορία του Erf (εικόνα 25, panel D,E,F, εικόνα 25Β, σειρές 10-18). 

Ωστόσο, όταν στα κύτταρα επέδρασε ο ειδικός, για την Erk, αναστολέας 

UO126, ο Erf μετατοπίζεται στον πυρήνα (εικόνα 25Α, panel G, εικόνα 25Β, 

σειρές 19-21). Η μετατόπιση αυτή αναστέλλεται μερικά από τη συν-έκφραση 

των αγρίου τύπου Ηipk, ενώ επανέρχεται παρουσία των μεταλλαγμένων 

μορφών τους (εικόνα 25Α, panel Ε,F, εικόνα 25Β, σειρές 22-27). Πιο 

συγκεκριμένα, παρουσία των Ηipk κινασών, φαίνεται ότι μειώνεται η πυρηνική 

εντόπιση του Erf κατά 20% (εικόνα 25Β, σειρές 21 και 24) και αυξάνεται η 

παρουσία του στο κυτταρόπλασμα (εικόνα 25Β, σειρές 20 και 23). Η δράση 

των Ηipk γίνεται ακόμα εντονότερη όταν προστεθεί ανδριαμυκίνη στο 

θρεπτικό υλικό των κυττάρων. Έτσι ο πυρηνικός εντοπισμός του Erf μειώνεται 

κατά 30% (εικόνα 25Β, σειρές 30 και 33), ενώ δεν μεταβάλλεται παρουσία των 

μεταλλαγμάτων (εικόνα 25Β, σειρά 36). Τα παραπάνω αποτελέσματα είναι σε 

συνέπεια με την επίδραση των Ηipk πρωτεϊνών στη μεταγραφική δράση του 

Erf και οδηγούν στο συμπέρασμα ότι συνεισφέρουν μάλλον στην 

υποκυτταρική κυκλοφορία του Erf παρά άμεσα στο μηχανισμό της Erf-

διαμεσολαβούμενης μεταγραφικής καταστολής.  



                                                                                                                    Αποτελέσματα 

 119 
 

 
Εικόνα 25: Α. Πρωτεϊνη Erf συντηγμένη με GFP συν-εκφράστηκε είτε με τις Hipk αγρίου τύπου, 
είτε με τα μεταλλάγματά τους σε κύτταρα Ref1. Μετά το πέρας της διαμόλυνσης, προστέθηκε 
στο θρεπτικό υλικό 0,5μg/ml ανδριαμυκίνη για 14 ώρες και ακολούθως 20μΜ UO126 για μία 
ώρα. Β. Ποσοτικοποίηση των παραπάνω δεδομένων. Μετρήθηκαν 100 κύτταρα για κάθε 
περίπτωση.   
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5. Η ΔΕΣΜΕΥΣΗ ΤΟΥ ERF ΣΤΗΝ ERK ΚΙΝΑΣΗ 
ΠΑΡΕΜΠΟΔΙΖΕΙ ΤΗΝ ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗ ΜΕ ΤΑ ΥΠΟΛΟΙΠΑ 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΑ ΤΗΣ 
 

5.1 Πεπτίδια του Erf που δρουν ανταγωνιστικά στην πρόσδεσή του 
στην Erk κινάση οδηγούν την αγρίου τύπου πρωτεϊνη στον πυρήνα.   

Η πρωτεϊνη Erf αποτελεί μέρος του Ras μονοπατιού και ειδικό 

υπόστρωμα της Erk κινάσης. Έχει δειχθεί ότι η περιοχή 257-495 του Erf είναι 

υπεύθυνη για την ειδική αλληλεπίδραση με την Erk. Πιο λεπτομερής in vitro 

χαρτογράφηση έδειξε ότι η περιοχή 294-313 αλληλεπιδρά με την ενεργή 

μορφή της Erk, ενώ η περιοχή 352-385 συνεισφέρει στην αλληλεπίδραση του 

Erf με τη μη φωσφωρυλιωμένη μορφή της Erk. Τα δύο παραπάνω τμήματα 

περιέχουν δύο μοτίβα FXF, που το καθένα είναι υπεύθυνο για την 

αλληλεπίδραση είτε μόνο με την ενεργό Erk (FSF), είτε μόνο με την ανενεργό 

(FKF) (εικόνα 26Α). Μεταλλαγές στα δύο αυτά μοτίβα καθορίζουν τον 

υποκυτταρικό εντοπισμό και τη φυσιολογική λειτουργία του Erf σε ινοβλαστικά 

κύτταρα.  

Προκειμένου να εξεταστεί αν η αλληλεπίδραση του Erf με την Erk 

μπορεί να εμποδίσει την αλληλεπίδραση της Erk με άλλα υποστρώματα της 

και συνεπώς και τη μετάδοση του σήματος του μονοπατιού Ras/ERK, 

τμήματα της κεντρικής περιοχής 257-495 του Erf υπερεκφράστηκαν σε 

κύτταρα Ref1 και παρατηρήθηκε ο υποκυτταρικός εντοπισμός του αγρίου 

τύπου Erf. Τα διαφορετικά κομμάτια έδειξαν διαφορετικό βαθμό επηρεασμού 

της κατανομής του Erf όπως φαίνεται και στην εικόνα 26Β. Έτσι, φαίνεται ότι 

τα κομμάτια που περιέχουν το FSF μοτίβο δεν είναι αρκετά για να εμποδίσουν 

τη δέσμευση του Erf με την Erk κινάση, όπως αυτό κρίνεται από την 

υποκυτταρική κατανομή του ERF (περιοχή 257-352 και 274-385). Αντίθετα, τα 

κομάτια 257-385 και 294-425, που περιέχουν και πρόσθετα τμήματα μπορούν 

να λειτουργήσουν πιο αποτελεσματικά ως ανταγωνιστές της δέσμευσης του 

ενεργού κέντρου της Erk από τον Erf (εικόνα 26Β).  
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A B

 
Εικόνα 26:Α. Σχηματική απεικόνιση των τμημάτων της πρωτεϊνης Erf που υπερεκφράστηκαν 
στην κυτταρική σειρά Ref1. Β. Η υπερέκφραση του κομματιού 294-425 του Erf επηρεάζει τον 
υποκυτταρικό εντοπισμό του αγρίου τύπου Erf. Κύτταρα Ref1 συνδιαμολύνθηκαν με 2,7μg από 
το κάθε κομμάτι του Erf μαζί με 0,3μg pEGFP-Erf και η υποκυτταρική κατανομή του Erf 
παρατητηρήθηκε σε μικροσκόπιο σάρωσης Leica TCS NT. Για κάθε περίπτωση μετρήθηκαν 100 
κύτταρα και το πείραμα επαναλήφθηκε 3 φορές. 
   
 
5.2 Το πεπτίδιο 294-425 αναστέλλει τη φωσφωρυλίωση του Erf, χωρίς 
να αναστέλλει την ενεργότητα της Erk κινάσης. 

Αυτή η διαφορετική κατανομή του Erf στα κυτταρικά διαμερίσματα 

οφείλεται στο διαφορετικό βαθμό φωσφωρυλίωσης του όπως φαίνεται και 

στην εικόνα 2. Κύτταρα Ref1 διαμολύνθηκαν παροδικά με το κομμάτι 294-425 

μαζί με αγρίου τύπου Erf και πραγματοποιήθηκε διπλός ανοσοφθορισμός με 

αντίσωμα έναντι στον Erf και στη φωσφωρυλιώμενη μορφή του στις θέσεις 

246 και 251. Όπως φαίνεται στην εικόνα 27, η αναλογία της 

φωσφωρυλιωμένης μορφής της πρωτεϊνης προς την ολική μειώνεται κατα την 

συνέκφραση του πεπτιδίου 294-425 και η πρωτεϊνη εντοπίζεται κυρίως στο 

κυτταρόπλασμα. Συνεπώς, ο πυρηνικός εντοπισμός του Erf δεν οφείλεται σε 

κάποια δευτερογενή επίδραση στο κύτταρο, όπως για παράδειγμα στην 

αναστολή του μηχανισμού εξόδου ή εισόδου των πρωτεϊνών από και προς 

τον πυρήνα.  
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Εικόνα 27: Ο βαθμός φωσφωρυλίωσης του Erf επηρεάζεται από την υπερέκφραση του 
κομματιού 294-425. Kύτταρα Ref1 συνδιαμολύνθηκαν με pSG5-Erf και pEBG-294-425 και 
πραγματοποιήθηκε διπλός ανοσοφθορισμός με αντίσωμα έναντι στη φωσφωρυλιωμένη μορφή 
του Erf (p34) και τη συνολική πρωτεϊνη Erf (S17S). Τα κύτταρα παρατηρήθηκαν σε ανάστροφο 
μικροσκόπιο Leica DM IRE2 και φωτογραφήθηκαν με ψηφιακή φωτογραφική μηχανή Leica 
DFC 300. Η επεξεργασία των εικόνων πραγματοποιήθηκε με το λειτουργικό πρόγραμμα Adobe 
Photoshop.  
 

Είναι, ωστόσο, πιθανόν η παρουσία των υπερεκφρασμένων πεπτιδίων  

να επηρεάζει απευθείας την ενεργότητα της Erk κινάσης, χωρίς πραγματικά 

να εμποδίζει την αλληλεπίδρασή της με τον Erf. Για να διερευνηθεί αυτή η 

υπόθεση, τα πεπτίδια υπερεκφράστηκαν σε κύτταρα μαζί με την πρωτεϊνη 

Erk2 που είναι συντηγμένη με τον επίτοπο myc (myc-ERK2).  Στη συνέχεια, 

πραγματοποιήθηκε ανοσοκατακρήμνιση της Erk2 πρωτεϊνης με αντίσωμα 

έναντι στον επίτοπο myc και ανιχνεύθηκε, με αποτύπωμα κατά Western, το 
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επίπεδο της φωσφωρυλίωσης της παρουσία των τμημάτων του Erf (εικόνα 

28).  Έτσι φαίνεται ότι η παρουσία των Erf κομματιών, όχι μόνο δεν μειώνει το 

επίπεδο της Erk2 φωσφωρυλίωσης, αλλά σε μερικές περιπτώσεις αυτό 

αυξάνεται κιόλας. Συμπερασματικά, το τμήμα 294-425 κυρίως, αλλά και το 

τμήμα 257-385 της Erf πρωτεϊνης, είναι ικανά να δράσουν ανταγωνιστικά στη 

δέσμευση της Erk κινάσης με τον Erf και με αυτό τον τρόπο αναστέλλουν τη 

δράση της. 

 

IP:a-myc (ERK)
Wb: a-pERK
IP:a-myc (ERK)
WB:a-ERK

Wb:a-GST

 
Εικόνα 28:Τα υπεκφρασμένα τμήματα του Erf δεν επηρεάζουν την ενεργότητα της Erk κινάσης.  
Παροδική διαμόλυνση κυττάρων Cos7 με 0,5μg myc-ERK2 και 2,5μg από τα διαφορετικά 
τμήματα του Erf. Ακολούθησε ανοσοκατακρήμνιση με αντίσωμα έναντι του επιτόπου myc και 
αποτύπωμα κατά western με αντίσωμα έναντι της ενεργούς μορφής της Erk2 (a-pERK) ή της 
συνολικής Erk (a-ERK) ή της Gst (a-GST).    
 

5.3 Ανταγωνιστική αναστολή του ERK μονοπατιού από το πεπτίδιο 294-
425  

Επιπλέον, εξετάστηκε η ειδικότητα της αναστολής της Erk κινάσης από 

τον Erf. Αρχικά ελέγχθηκε  αν η παρουσία του πεπτιδίου 294-425 αναστέλλει 

τη μεταγραφική ενεργότητα του παράγοντα Elk1, η οποία εχεί αναφερθεί ότι 

εξαρτάται από την Erk-διαμεσολαβούμενη φωσφωρυλίωση του. Κύτταρα Ref1 
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διαμολύνθηκαν με το πεπτίδιο 294-425 και το πλασμίδιο 3ΧSRE-Luc, που 

εκφράζει το γονίδιο της λουσιφεράσης υπό το μεταγραφικό έλεγχο του 

στοιχείου απόκρισης σε ορό (Serum Response Element, SRE), το οποίο με τη 

σειρά του εξαρτάται από τη φωσφωρυλιωμένη μορφή (ενεργή) της Elk1 

πρωτεϊνης (Gille et al., 1995). Στην εικόνα 29Α φαίνεται ότι, παρουσία του 

κομματιού 294-425, η ενεργότητα του SRE υποκινητή μειώνεται κατά 60%, 

οδηγώντας στο συμπέρασμα ότι η Elk1 πρωτεϊνη δεν είναι πλήρως 

φωσφωρυλιωμένη.  

Επιπλέον, εξετάστηκε η ενεργότητα κινάσης της πρωτεϊνης Rsk2, η 

οποία έχει αναφερθεί ότι αλληλεπιδρά με την ERK κινάση μέσω της περιοχής 

D (D domain) με αποτέλεσμα την ενεργοποίησή της (Smith et al., 1999). 

Κύτταρα Cos7 διαμολύνθηκαν με την πρωτεϊνη Rsk2 συντηγμένη με τον 

επίτοπο HA, πραγματοποιήθηκε ανοοσοκατακρήμνιση με αντίσωμα α-ΗΑ από 

κύτταρα που αυξάνονται κανονικά ή στερήθηκαν τον ορό για 2 ώρες και στη 

συνέχεια επανατροφοδοτήθηκαν με αυτόν για 15 λεπτά. Η παραπάνω 

διαδικασία πραγματοποιήθηκε προκειμένου να ενεργοποιηθεί η ενεργότητα 

κινάσης της Rsk2 και εξετάστηκε η δυνατότητά της να φωσφωρυλιώσει in vitro 

το υπόστρωμά της S6, παρoυσία του κομματιού 294-425 του Erf. Το εν λόγω 

πεπτίδιο αναστέλλει τη δράση της Rsk2 κινάσης, όπως φαίνεται από τη μη 

φωσφωρυλίωση της πρωτεϊνης S6 (εικόνα 29Β).  

 
Εικόνα 29: Α. Το κομμάτι 294-425 αναστέλλει τη μεταγραφική ενεργότητα της ELK1 πρωτεϊνης. 
Κύτταρα Ref1 διαμολύνθηκαν με 0,1μg 3ΧSRE-luc και 1,9μg pEBG ή pEBG-294-425 και 
ακολούθησε δοκιμασία λουσιφεράσης. Β. Το πεπτίδιο 294-425 αναστέλλει την ενεργότητα 
κινάσης της Rsk2. Κύτταρα Cos7 διαμολύνθηκαν με 0,5μg ΗΑ-Rsk2 και 2,5μg pEBG294-425 και 
ακολούθησε καθαρισμός Rsk2 κινάσης με ανοσοκατακρήμνιση. Η ενεργότητα της κινάσης 
μετρήθηκε με βάση την ικανότητα της Rsk2 να φωσφωρυλιώσει in vitro την πρωτεϊνη S6.    
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Συνεπώς, τμήματα της πρωτεϊνης Erf, που αλληλεπιδρούν με την Erk 

κινάση, εμποδίζουν αποτελεσματικά την πρόσδεση της Erk με τον Erf, in vivo. 

Επιπλέον, πρόσθετες αλληλουχίες, πέρα από τα FXF μοτίβα, απαιτούνται για 

την παρεμπόδιση της δράσης της Erk, γεγονός που υπονοεί ότι η συνολική 

δομή της περιοχής αλληλεπίδρασης παίζει ρόλο στην πρόσδεση. Τέλος, η 

αναστολή της δέσμευσης της Erk και με άλλα υποστρώματα της, όπως τον 

Elk1 μεταγραφικό παράγοντα και την Rsk2 κινάση,  καθιστά τον Erf ως 

υποψήφιο αναστολέα του Ras/ERK μονοπατιού. 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

Γενικά 
Ο σκοπός της συγκεκριμένης εργασίας ήταν η ταυτοποίηση γονιδίων 

που ελέγχονται άμεσα από το μεταγραφικό παράγοντα Erf καθώς και η 

ανίχνευση επιπρόσθετων σηματοδοτικών μονοπατιών και κυτταρικών 

λειτουργιών που ενδεχόμενα συμμετέχει ο Erf. Για την ανίχνευση γονιδίων-

στόχων, πραγματοποιήθηκαν πειράματα υβριδοποίησης μικροσυστοιχιών 

cDNA ποντικού και σύγκριση των ολικών μεταγραφικών προτύπων μεταξύ 

πρωτογενών ινοβλαστών αγρίου τύπου σε σχέση με αντίστοιχους 

ελλειμματικούς για τον Erf (Erf knockout, Erf KO). Η ανάλυση των 

αποτελεσμάτων έδειξε ότι 14 γονίδια αποτελούν πιθανούς άμεσους 

μεταγραφικούς στόχους του Erf. Για δύο από αυτά, το c-Myc και το Olig1, τα 

αποτελέσματα επιβεβαιώθηκαν με ημιποσοτική αντίδραση RT-qPCR και 

δείχθηκε ότι ο Erf προσδένεται στους υποκινητές των δύο γονιδίων in vivo και 

επηρεάζει τη μεταγραφική τους ενεργότητα. Περαιτέρω in vivo πειράματα 

αποκάλυψαν και τη λειτουργική αλληλεπίδραση του Erf με το c-Myc, 

ενισχύοντας την υπόθεση ότι το c-Myc αποτελεί βασικό καθοδικό 

διαμεσολαβητή των φυσιολογικών λειτουργιών του Erf. 

Επιπλέον, αξιολογήθηκαν και επιβεβαιώθηκαν προηγούμενα 

αποτελέσματα από σάρωση με το σύστημα δύο υβριδίων του σακχαρομύκητα 

για την αλληλεπίδραση του Erf με πρωτεϊνες που διαμεσολαβούν τη 

μεταγραφική καταστολή. Διαπιστώθηκε ότι ο Erf αλληλεπιδρά και 

φωσφωρυλιώνεται από την κινάση Hipk1, που έχει περιγραφεί ως 

μεταγραφικός συν-καταστολέας. Ωστόσο, δεν φαίνεται να επηρεάζεται άμεσα 

η μεταγραφική ενεργότητα του Erf, αλλά μάλλον ρυθμίζεται εν μέρει η πυρηνο-

κυτταροπλασματική του κυκλοφορία κατόπιν βλάβης του DNA. Σε συνδυασμό 

με τη διαφαινόμενη μεταγραφική καταστολή του Olig1 από τον Erf και τη 

δράση των Hipk πρωτεϊνών στο σχηματισμό του νευρικού σωλήνα, είναι 

πιθανό ο Erf να παίζει σημαντικό ρόλο στη διαμόρφωση των πρόδρομων 

περιοχών του νευρικού σωλήνα και τη διαφοροποίηση των 

ολιγοδενδροκυττάρων.   
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Τέλος, σε μια προσπάθεια διασαφήνισης της Erf-Erk αλληλεπίδρασης 

δείχθηκε ότι η κεντρική περιοχή του Erf, που είναι υπεύθυνη για την ειδική 

πρόσδεση στην Erk κινάση, μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως αναστολέας του 

Ras/Erk μονοπατιού in vivo. Η υπερέκφραση αυτού του τμήματος προκαλεί 

τον ανταγωνιστικό αποκλεισμό των υποστρωμάτων από την πρόσδεση στην 

Erk κινάση, με αποτέλεσμα την αναστολη της Erk-διαμεσολαβούμενης 

σηματοδότησης.  
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1. ΥΒΡΙΔΟΠΟΙΗΣΗ ΜΙΚΡΟΣΥΣΤΟΙΧΙΩΝ cDNA (cDNA 
MICROARRAYS) 

 

Η διαφορική έκφραση γονιδίων μεταξύ διαφορετικών συνθηκών μπορεί 

να μελετηθεί σε μεγάλη κλίμακα μέσω της υβριδοποίησης των 

μικροσυστοιχιών cDNA. Αποτελεί κοινή στρατηγική η σύγκριση μεταγραφικών 

προτύπων κυττάρων ή ιστών με διαφορετικό γονότυπο, προκειμένου να 

ανιχνευθούν γονίδια-στόχοι των διαφορετικών πληθυσμών (Wang et al., 

2004). Ειδικότερα, σε περιπτώσεις έλλειψης ή υπερέκφρασης ενός 

μεταγραφικού παράγοντα, είναι δυνατόν να ταυτοποιηθούν γονίδια που 

ρυθμίζονται άμεσα ή έμμεσα από αυτόν. Ωστόσο, σε περιπτώσεις 

υπερέκφρασης μιας πρωτεϊνης είναι δυνατόν να παρατηρηθούν μη ειδικοί 

φαινότυποι που έχουν σχέση περισσότερο με την αυξημένη ποσότητα της 

πρωτεϊνης στο κύτταρο παρά με τη φυσιολογική της λειτουργία. Είναι πιθανόν 

δηλαδή να ταυτοποιηθούν ψευδώς θετικά δεδομένα, που παρερμηνεύουν τα 

αποτελέσματα. Αντίθετα, ο φαινότυπος της έλλειψης της πρωτεϊνης 

αντικατοπτρίζει γενικά την κυτταρική της λειτουργία, ωστόσο η 

αλληλεπικάλυψη των λειτουργιών της από συγγενή μόρια είναι δυνατόν να 

αποκρύψει στοιχεία της φυσιολογίας της. Σε αυτή την περίπτωση, ψευδώς 

αρνητικά αποτελέσματα είναι πιθανόν να προκύψουν, όμως είναι σημαντικό 

ότι αποφεύγεται η παρερμηνεία των θετικών αποτελεσμάτων. Επιπλέον, η 

επίδραση της έλλειψης ή της υπερέκφρασης ενός μεταγραφικού παράγοντα 

μπορεί να δημιουργήσει δευτερογενή, μη ειδικά για το συγκεκριμένο 

παράγοντα, φαινόμενα. Η αλλαγή της έκφρασης κάποιων γονιδίων μπορεί για 

παράδειγμα να αντικατοπτρίζει τη διαφορά σε κύριες φυσιολογικές λειτουργίες 

(πολλαπλασιασμός, διαφοροποίηση κτλ) μεταξύ των κυτταρικών πληθυσμών, 

ή να οφείλεται στην επίδραση ενός τρίτου μεταγραφικού παράγοντα που δρα 

καθοδικά της, προς εξέταση, πρωτεϊνης. Επομένως, η διαφορική έκφραση 

των γονιδίων δεν αποτελεί πάντα αποτέλεσμα της άμεσης επίδρασης μιας 

πρωτεϊνης. Τέλος, χρησιμοποιώντας διαφορετικά βιολογικά δείγματα για τον 

ίδιο γονότυπο καθορίζεται και ο βαθμός αξιοπιστίας των αποτελεσμάτων, με 

βάση την επαναληψιμότητά τους.  
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Ο Erf είναι ένας μεταγραφικός καταστολέας της οικογένειας ETS, που 

προσδένεται άμεσα στο DNA αλληλεπιδρώντας με την αλληλουχία-πυρήνα 

GGAA/T. Η αλληλουχία αυτή εντοπίζεται πολύ συχνά στις 5’ ρυθμιστικές 

περιοχές των γονιδίων στον άνθρωπο και με αυτήν συνδέονται όλες οι 

πρωτεϊνες της οικογένειας. Η ειδικότητα της πρόσδεσης καθορίζεται από τις 

γειτονικές αλληλουχίες και από τους μεταγραφικούς παράγοντες που 

προσδένονται σε αυτές. Ωστόσο, διαταράσσεται από την υπερέκφραση των 

ETS πρωτεϊνών, οι οποίες καταλαμβάνουν μη ειδικά το παραπάνω στοιχείο, 

εκτρέποντας την έκφραση των καθοδικών γονιδίων. Για να αποφευχθούν μη 

ειδικές δράσεις του Erf στη ρύθμιση των γονιδίων και κατά συνέπεια στη 

διερεύνηση των άμεσων στόχων του, δημιουργήθηκαν πρωτογενείς 

κυτταρικές σειρές από έμβρυα ποντικού με έλλειψη της Erf πρωτεϊνης. 

Δεδομένου ότι η Erf παρουσιάζει μικρή ομολογία (έξω από την ETS περιοχή) 

με άλλες πρωτεϊνες της οικογένειας, είναι πιθανό η έλλειψή της να μην 

αντικαθίσταται από τη λειτουργία κάποιου άλλου μέλους. Πράγματι, η έλλειψη 

του Erf αποδεικνύεται θανάσιμη για τα έμβρυα στο στάδιο 10-10.5dpc, 

στοιχειοθετώντας την παραπάνω υπόθεση.  

Ο Erf εκφράζεται σε όλη τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου και σε 

όλους τους ιστούς του ενήλικου ποντικού. Η δράση του, που έχει μελετηθεί 

εκτενώς σε ινοβλαστικά κύτταρα, επάγεται από την αναστολή του Ras/Erk 

μονοπατιού, μέσω της γρήγορης εισόδου του στον πυρήνα. Αυτό 

πιστοποιείται από το γεγονός ότι μεταλλάγματα που δεν μπορούν να 

φωσφωρυλιωθούν από την Erk κινάση εντοπίζονται συνεχώς στον πυρήνα 

ινοβλαστικών κυττάρων και επιπλέον επιβραδύνουν τον κυτταρικό κύκλο ή 

αναστέλλουν το Ras-επαγώμενο μετασχηματισμό των ινοβλαστών. Η 

αναστολή του Ras/Erk μονοπατιού μπορεί να προκληθεί φυσιολογικά από την 

έλλειψη των αυξητικών παραγόντων στο θρεπτικό υλικό των κυττάρων, 

γεγονός που οδηγεί ταχύτατα τον Erf στον πυρήνα. Έτσι, η συγκριτική 

ανάλυση ινοβλαστών αγρίου τύπου με Erf-/- σε συνθήκες λογαριθμικής 

αύξησης ή έλλειψης ορού παρέχει στοιχεία για τη φυσιολογική ρύθμιση των 

γονιδίων από τον Erf και περιορίζει το εύρος των μεταβαλλόμενων γονιδίων 

(βλ. Αποτελέσματα, εικόνα 3). Τέλος, η δημιουργία πρωτογενών ινοβλαστικών 

κυττάρων από κάθε έμβρυο ξεχωριστά μας δίνει τη δυνατότητα της σύγκρισης 
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διαφορετικών ατόμων και όχι απλά διαφορετικών συνθηκών καλλιέργειας της 

ίδιας κυτταρικής σειράς, μεγιστοποιώντας την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων.  

Εναλλακτικά, για την ανίχνευση άμεσων γονιδίων-στόχων του Erf, θα 

μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν ολόκληρα έμβρυα. Ωστόσο, αυτά 

αποτελούνται από ένα ετερογενή πληθυσμό κυττάρων, στον οποίο ο Erf 

μπορεί να είναι είτε ενεργός, είτε ανενεργός. Επομένως, είναι πιθανόν, 

ποσοτικές αλλαγές ενός γονιδίου λόγω της έλλειψης του Erf σε ένα ιστό να 

καλύπτονται από το «θόρυβο» που προκαλεί η έκφραση του ίδιου γονιδίου σε  

έναν άλλο ιστό. Ακόμα, χάνεται το πλεονέκτημα της επαγώγιμης δράσης του 

Erf κατά την έλλειψη του ορού στα κύτταρα, οπότε δεν μπορούν να 

ανιχνευθούν εύκολα γονίδια που επηρεάζονται από τη φυσιολογική λειτουργία 

του κυττάρου. Από την άλλη πλευρά, θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν 

εμβρυικά βλαστικά κύτταρα (embryonic stem cells) ομόζυγα για την έλλειψη 

του Erf, που έχουν δημιουργηθεί στο εργαστήριο. Δυστυχώς, όμως, η 

ρύθμιση της δράσης του Erf δεν έχει μελετηθεί σε αυτά τα κύτταρα με την ίδια 

λεπτομέρεια όπως στους ινοβλάστες. Το γεγονός ότι τα συγκεκριμένα κύτταρα 

πολλαπλασιάζονται πολύ γρήγορα (χρόνος διπλασιασμού 6 ώρες), 

υπερπηδώνατας την G1 φάση του κυτταρικού κύκλου, καθιστά τουλάχιστον 

απρόβλεπτη τη φυσιολογική δράση του Erf (αν υπάρχει κάποια που να 

σχετίζεται με τον πολλαπλασιασμό αυτών των κυττάρων), ενώ δεν είναι 

γνωστός και ο βαθμός της Ras/Erk σηματοδότησης. Επιπλέον, μόνο ένας Erf-

/- κλώνος είναι διαθέσιμος προς ανάλυση, αποδυναμώνοντας την αξιοπιστία 

των αποτελεσμάτων.  

Προκειμένου λοιπόν, να ανιχνευθούν άμεσα γονίδια-στόχοι του Erf, 

κρίθηκε κατάλληλο ένα σύστημα που προσφέρει επαγώγιμη δράση του Erf 

από ένα ομογενή πληθυσμό κυττάρων και αποφασίστηκε να δημιουργηθούν 

πρωτογενείς κυτταρικές σειρές ινοβλαστών από αγρίου τύπου και Erf-/- 

έμβρυα ποντικού. Η στέρηση του ορού για ένα μικρό χρονικό διάστημα επάγει 

την πυρηνική κατανομή του Erf και η σύγκριση μεταξύ τεσσάρων 

διαφορετικών κυτταρικών πληθυσμών περιορίζει σημαντικά τον αριθμό των 

μεταβαλλόμενων γονιδίων. 

Με βάση την ανάλυση των αποτελεσμάτων (βλ. Αποτελέσματα, κεφ. 

1), προέκυψαν 12 γονίδια που τηρούν τις προϋποθέσεις για να 

χαρακτηριστούν ως πιθανοί, υποψήφιοι και άμεσοι μεταγραφικοί στόχοι του 
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Erf, αν αυτός λειτουργεί ως καταστολέας. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον δείχνουν 

τέσσερα γονίδια που εκφράζονται σε νευρικούς ιστούς και παίζουν ρόλο στη 

διαφοροποίηση διαφόρων νευρικών κυτταρικών τύπων, εμπλέκοντας τον Erf 

σε μία άγνωστη, μέχρι στιγμής, λειτουργία όπως η νευρική διαφοροποίηση. 

Το Olig1 επάγεται κατά τη διαφοροποίηση των ολιγοδενδροκυττάρων και την 

ενεργοποίηση του Ras/Erk μονοπατιού (Balasubramaniyan et al., 2004; 

Jakovcevski and Zecevic, 2005) και μαζί με το συγγενές Olig2 αποτελoύν 

δείκτες του συγκεκριμένου κυτταρικού τύπου (βλ. παρακάτω). Η Resp18 

(regulated endocrine-specific protein 18) είναι μία εκκρινόμενη πρωτεϊνη που 

εκφράζεται σε διάφορα τμήματα του εγκεφάλου, όπως ο υποθάλαμος, η 

υπόφυση και ο ιππόκαμπος (Bloomquist et al., 1994; Darlington et al., 1996; 

Darlington et al., 1997). Δυστυχώς ο βιολογικός ρόλος της πρωτεϊνης δεν έχει 

διασαφηνιστεί ακόμη, έχει δειχθεί όμως ότι επάγεται από γλυκοκορτικοειδή και 

συμμετέχει στο ενδοκυτταρικό εκκριτικό μονοπάτι των νευροενδοκρινών 

κυττάρων (Schiller et al., 1995; Schiller et al., 1997). Λίγα είναι επίσης τα 

στοιχεία για τη βιολογική λειτουργία της πρωτεϊνης Crym ή Crystallin-mu. 

Εκφράζεται σε νευρικά κύτταρα (Arlotta et al., 2005) και μεταλλαγές της 

συγκεκριμένης πρωτεϊνης έχουν βρεθεί σε άτομα με κώφωση (Abe et al., 

2003; Oshima et al., 2006). Η πρωτεϊνη Stmn3 (Stathmin 3) ή Sclip (Scg10-

like protein) ανήκει στην οικογένεια των σταθμινών και εκφράζεται 

αποκλειστικά σε νευρικούς ιστούς (Ozon et al., 1998). Αλληλεπιδρά με 

μονομερή τουμπουλίνης και παίζει ρόλο στην δυναμική των μικροσωληνίσκων 

και πιο συγκεκριμένα συμβάλλει στον αποπολυμερισμό τους (Charbaut et al., 

2001; Gavet et al., 1998). Επιπλέον, φαίνεται ότι συμμετέχει ανασταλτικά στην 

αύξηση των νευριτών στα νευρικά κύτταρα. Πρόσφατα πειράματα έδειξαν ότι 

αλληλεπιδρά και φωσφωρυλιώνεται από την κινάση Jnk και ως εκ τούτου 

αναστελλέται η λειτουργία της και επιτρέπεται η αύξηση των αξόνων και των 

δενδριτών σε σε φλοιικά κύτταρα του εγκεφάλου ποντικού (Tararuk et al., 

2006). Συμπληρωματικά, αλληλλεπιδρά με τη νευρο-ειδική σηματοδοτική 

πρωτεϊνη RacGRF1, μειώνοντας την ενεργότητα του Ras/p38 μονοπατιού και 

την ικανότητα των κυττάρων PC12 να δημιουργήσουν άξονες παρουσία του 

παράγοντα NGF (Baldassa et al., 2007). Επομένως, η Sclip πρωτεϊνη είναι 

ανασταλτική της νευρικής διαφοροποίησης και δεδομένου ότι το μονοπάτι 

Ras/Erk βοηθάει στα πρώιμα στάδια της νευριτογένεσης παρουσία του NGF, 
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ενώ σε αργότερα στάδια φαίνεται ότι το JNK μονοπάτι παίζει πιο ενεργό ρόλο 

(Xiao and Liu, 2003), είναι ενδεχόμενο τα δύο αυτά μονοπάτια να 

συνεργάζονται στην ανάπτυξη των νευρικών κυττάρων μέσω της 

απενεργοποίησης του Erf και του Sclip.  

Μία άλλη κατηγορία γονιδίων που επηρεάζονται από την απουσία του 

Erf είναι τα Dok1 (Docking protein 1) και Sipa(signal-induced proliferation 

associated gene 1), που αναστέλλουν τη Ras-διαμεσολαβούμενη 

σηματοδότηση. Η Dok1 πρωτεϊνη αλληλεπιδρά με τη Ras-GAP και αναστέλλει 

το Ras/Erk μονοπάτι, επηρεάζοντας συγχρόνως τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό και την απόπτωση (Oki et al., 2005; Tamir et al., 2000; 

Yamakawa et al., 2002; Zhao et al., 2006) και παίζει ρόλο στην ανάπτυξη του 

ανοσοποιητικού συστήματος (Kashiwada et al., 2006). Επιπλέον, η έλλειψη 

της Dok1 και της συγγενούς πρωτεϊνης Dok2 οδηγεί σε υπερ-ενεργοποίηση 

του Ras/Erk μονοπατιού (Oki et al., 2005). Υπάρχουν, επίσης, ενδείξεις ότι 

έχει ένα ογκοκατασταλτικό ρόλο αφού η έλλειψη της έχει ως αποτέλεσμα την 

επιτάγχυνση της λευχαιμογένεσης και την ανάπτυξη 

μυελοπολλαπλασιαστικών ασθενειών (Niki et al., 2004; Yasuda et al., 2004), 

ενώ έχει βρεθεί σε πολύ χαμηλά επίπεδα σε κυτταρικές σειρές λεμφώματος 

Burkitt (Lee et al., 2007). Αντίστοιχα, και η Sipa είναι αρνητικός ρυθμιστής της 

Rap1 σηματοδότησης στα αιμοποιητικά κύτταρα (Ishida et al., 2003). Στην 

ίδια εργασία φαίνεται ότι η έλλειψη της Sipa καταλήγει επίσης σε 

μυελοπολλαπλασιαστικές ασθένειες στα ποντίκια. Εφόσον, ο Erf 

απενεργοποιείται από το Ras/Erk μονοπάτι, είναι πιθανό να 

αποκαταστέλλονται τα παραπάνω γονίδια και να βοηθούν στη ρύθμιση του 

μονοπατιού. Έτσι είναι ενδεχόμενο ότι ο Erf συμμετέχει σε μία αρνητική θηλειά 

ρύθμισης του Erk μονοπατιού, επηρεάζοντας με έμμεσο τρόπο τον 

πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίηση των κυττάρων. Ωστόσο, περαιτέρω 

μελέτη της ρύθμισης των υποκινητών των παραπάνω γονιδίων και ανίχνευση 

των αλληλουχιών πρόσδεσης για του Ets μεταγραφικούς παράγοντες είναι 

απαραίτητη προκειμένου να εξαχθούν ασφαλή συμπεράσματα.  
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2. ΜΕΤΑΓΡAΦΙΚΗ ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΟΥ c-Myc ΚΑΙ ΤΟΥ Olig1 ΑΠΟ 
ΤΟΝ Erf 

 

2.1 Μεταγραφική ρύθμιση του γονιδίου c-Myc 
Σε αυτή την εργασία δείχθηκε ότι ένας μέρος τη λειτουργίας της Erf 

πρωτείνης διαμεσολαβείται από την ικανότητά της να καταστέλλει 

μεταγραφικά το c-Myc γονίδιο. Πειράματα ανοσοκατακρήμνισης τη 

χρωματίνης έδειξαν την in vivo πρόσδεση του Erf στον υποκινητή του c-Myc, 

ενώ δοκιμασίες λουσιφεράσης ενίσχυσαν την άποψη ότι ο Erf επηρεάζει 

μεταγραφικά την έκφραση του συγκεκριμένου γονιδίου. Η υπερέκφραση ή η 

έλλειψη του Erf επηρεάζει τα επίπεδα του c-Myc μετάγραφου και συστήματα 

μετασχηματισμένων κυτταρικών σειρών συσχετίζουν τη λειτουργία του Erf με 

τη μείωση της έκφρασης του c-Myc. Τέλος, η έλλειψη του c-Myc αναιρεί τους 

κυτταρικούς φαινοτύπους της υπερέκφρασης της πυρηνικής Erf πρωτείνης, 

αποδεικνύοντας ότι το c-Myc δρα καθοδικά του Erf. Έτσι, ο Erf είναι ο πρώτος 

άμεσος σύνδεσμος που αποκαλύπτεται μεταξύ του Ras/Erk μονοπατιού και 

της μεταγραφικής ρύθμισης του c-Myc γονιδίου.  

  Πιο αναλυτικά, η έλλειψη του Erf αποκαταστέλλει την έκφραση του c-

Myc mRNA, σε ινοβλάστες ποντικού κατά την απουσία αυξητικών 

παραγόντων, όπως φάνηκε σε πειράματα υβριδοποιήσης μικροσυστοιχειών 

cDNA και επιβεβαιώθηκε με ημιποσοτική RT-qPCR. Ωστόσο, η απουσία του 

Erf όχι μόνο δεν επανενεργοποιεί τη μεταγραφή του c-Myc, αλλά με δυσκολία 

επαναφέρει την ποσότητα του mRNA στα αρχικά της επίπεδα. Το γεγονός 

αυτό παρέχει μία ένδειξη ότι ο Erf δεν είναι ο μοναδικός παράγοντας που 

διαμεσολαβεί τη μεταγραφική καταστολή του c-Myc, αλλά πιθανότατα 

συνεργάζεται και με άλλους, οι οποίοι μπορούν να δράσουν και απουσία του 

Erf, ή δεν αποδεσμέυονται από τον υποκινητή οι μεταγραφικοί ενεργοποιητές. 

Πράγματι, ο υποκινητής του c-Myc γονιδίου χαρακτηρίζεται από μία πληθώρα 

ενεργών θέσεων πρόσδεσης για διάφορους μεταγραφικούς παράγοντες και 

σε αυτόν συγκλίνουν όλα σχεδόν τα σηματοδοτικά μονοπάτια του κυττάρου 

(Liu and Levens, 2006). Έτσι, η έλλειψη ενός μόνο παράγοντα δεν δημιουργεί 

μεγάλες διαφορές στην έκφραση του γονιδίου-στόχου. Αυτό είναι συμβατό και 

με τη σφιχτή ρύθμιση που απαιτείται στην έκφραση του c-Myc. Έχει 
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παρατηρηθεί ότι μικρές διαφορές στο ποσό του c-Myc στο κύτταρο μπορούν 

να επιφέρουν μεγάλες αλλαγές στη φυσιολογία του όσον αφορά στον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό, στη διαφοροποίηση και στο μέγεθος του 

κυττάρου (Bazarov et al., 2001; de la Cova et al., 2004; Mateyak et al., 1997; 

Moreno and Basler, 2004; Trumpp et al., 2001) ενώ ακόμα και σε 

παθολογικές καταστάσεις, όπως το λέμφωμα Burkitt, έχουν αναφερθεί μικρές 

αλλαγές στην ποσότητα του c-Myc (Saez et al., 2003). Επομένως, η δράση 

πολλών παραγόντων για τον έλεγχο της έκφρασης του c-Myc mRNA αποτελεί 

μία δικλείδα ασφαλείας του κυττάρου σε πιθανή απορρύθμιση κάποιου από 

αυτους.   

Η δράση του Erf ρυθμίζεται από το σηματοδοτικό μονοπάτι Ras/Erk και 

εξαρτάται από την υποκυτταρική του κατανομή. Απουσία αυξητικών 

παραγόντων, ο Erf μετατοπίζεται στον πυρήνα, ενώ σε κύτταρα που 

αυξάνονται σε πλούσιο θρεπτικό υλικό εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα. Σε 

συμφωνία με αυτό το πρότυπο, η έκφραση του c-Myc mRNA επηρεάζεται 

μόνο στα Erf-/- κύτταρα που βρίσκονται σε συνθήκες έλλειψης ορού. Επίσης, 

η υπερέκφραση της αγρίου τύπου Erf πρωτείνης καταστέλλει το c-Myc mRNA 

μόνο απουσία ορού, ενώ το πυρηνικό μετάλλαγμα Erf M1-7 διατηρεί την 

ικανότητα καταστολής και σε λογαριθμικά αυξανόμενα κύτταρα. Το ίδιο 

πρότυπο παρατηρήθηκε σε δοκιμασίες λουσιφεράσης χρησιμοποιώντας την 

αγρίου τύπου ή την πυρηνική Erf πρωτεϊνη παρουσία ή απουσία ορού, 

επιβεβαιώνοντας την υπόθεση ότι ο Erf επηρεάζει την ενεργότητα του c-Myc 

υποκινητή. Είναι σημαντικό να τονιστεί ότι μεταλλάγματα του Erf με έλλειψη 

της ETS περιοχής ή της κατασταλτικής περιοχής δεν είναι ικανά να 

καταστείλουν την ενεργότητα του c-Myc υποκινητή προτείνοντας ένα ενεργό 

και άμεσο μηχανισμό μεταγραφικής καταστολής.   

Από την άλλη πλευρά, ήδη οι πρώτες μελέτες για τη ρύθμιση του 

ενδογενούς c-Myc mRNA έδειξαν ότι αυτή επηρεάζεται από τη παρουσία 

αυξητικών παραγόντων. Ενώ σε κανονικές συνθήκες ανάπτυξης υπάρχουν 

χαμηλά επίπεδα του c-Myc mRNA, κατά την έλλειψη του ορού από το 

θρεπτικό υλικό αυτά πέφτουν ακόμα περισσότερο, για να επανακάμψουν σε 

υψηλοτερα, από τα αρχικά επίπεδα, κατά την επαγωγή από τον ορό (Dean et 

al., 1986; Kelly et al., 1983). Η κινητική της πρόσδεσης της ενδογενούς Erf  

πρωτεϊνης στη ρυθμιστική περιοχή ανοδικά της c-Myc κωδικής περιοχής 
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συμφωνεί με το παραπάνω πρότυπο και αποδεικνύει την άμεση εμπλοκή του 

Erf στη μεταγραφή του c-Myc. Επιπρόσθετα, η Erf πρωτεϊνη προσδένεται 

ειδικά στην περιοχή του Ρ1-Ρ2 υποκινητή, ενώ στις γειτονικές περιοχές δεν 

παρατηρείται αλληλεπίδραση πάνω από τα βασικά επίπεδα.  

Ο Erf βρίσκεται σε συνεχή πυρηνο-κυτταροπλασματική κυκλοφορία 

έτσι, ώστε μικρές διακυμάνσεις στην ενεργότητα του Erk μονοπατιού να 

γίνονται αντιληπτές από τον Erf και να ευνοείται η ισορροπία προς τη μία ή 

την άλλη κατεύθυνση. Σε συστήματα κυτταροκαλλιεργειών, τέτοιου τύπου 

διακυμάνσεις είναι σπάνιες και μόνο τεχνητά μπορούν να αναπαραχθούν. 

Αντίθετα, in vivo, ο ανταγωνισμός μεταξύ κυττάρων για την απορρόφηση των 

λιγοστών αυξητικών παραγόντων που κυκλοφορούν, μπορεί να δημιουργήσει 

παροδική έλλειψη τους και αναστολή της Ras/Erk σηματοδότησης. Σε αυτή τη 

φάση, η γρήγορη ανταπόκριση του Erf καταστέλλει την έκφραση του c-Myc 

και οδηγεί τα κύτταρα σε παροδική αναστολή του κυτταρικού κύκλου. Ο 

συγκεκριμένος μηχανισμός ενδεχομένως αποτελεί ασφαλιστική δικλείδα για τα 

κύτταρα, αφού αυξημένη έκφραση του c-Myc απουσία αυξητικών 

παραγόντων έχει ως αποτέλεσμα την κυτταρική απόπτωση (Pelengaris et al., 

2002).  Από εκεί και πέρα, αν η έλλειψη μιτογόνων είναι διαρκής, είναι 

πιθανόν τα κύτταρα να οδηγηθούν σε απόπτωση ή διαφοροποίηση, ενώ σε 

επανατροφοδότηση των αυξητικών παραγόντων, ο Erf μετατοπίζεται ταχύτατα 

στο κυτταρόπλασμα, απελευθερώνοντας την έκφραση του c-Myc. Η 

αλληλεπίδραση του Erf με τον υποκινητή του c-Myc είναι μέγιστη μόλις μία 

ώρα μετά την αφαίρεση του ορού, ενώ τέσσερεις ώρες μετά, η πρόσδεση 

μειώνεται στα βασικά επίπεδα. Το γεγονός αυτό συνηγορεί στην άποψη ότι ο 

Erf συμβάλλει, μέσω της c-Myc μεταγραφικής καταστολής, στην ταχεία και 

προσωρινή αναστολή του κυτταρικού κύκλου, ενώ σε αργότερα στάδια 

ενδεχομένως παραχωρεί τη θέση του σε άλλους μεταγραφικούς παράγοντες 

που οδηγούν το κύτταρο σε διαφορετική μοίρα. Επιπλέον, υβριδοποίηση in 

situ σε πλακούντες ποντικού αγρίου τύπου σταδίου 9.5 και 10.5dpc έδειξε ότι 

σε ορισμένα κύτταρα υπάρχει συνεντοπισμός των Erf και c-Myc mRNA, ενώ 

σε άλλα η παρουσία του Erf αποκλείει την παρουσία του c-Myc, υπονοώντας 

ότι δεν είναι αρκετή η έκφραση και μόνο του Erf για να μειώσει τη μεταγραφή 

του c-Myc γονιδίου. Πάντως, πρέπει να τονιστεί ότι τα συνολικά επίπεδα 

mRNA του c-Myc είναι κατά πολύ υψηλότερα σε Erf-/- πλακούντες και έμβρυα 
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σε σχέση με τα αντίστοιχα αγρίου τύπου (Verykokakis et al., submitted). 

Πιθανώς, η ενεργοποίηση του Ras/Erk μονοπατιού, αναλόγα με τη 

διαθεσιμότητα των αυξητικών παραγόντων ή κάποιων παραγόντων 

διαφοροποίησης, είναι αυτή που τελικά καθορίζει και το τελικό αποτέλεσμα 

της δράσης του Erf στο c-Myc γονίδιο. Σχετικά με το παραπάνω, μετά την 

επαγωγή από ορό, η πρόσδεση του Erf στο c-Myc υποκινητή είναι 

χαμηλότερη σε σχέση με τη λογαριθμική ανάπτυξη των κυττάρων, σε 

συμφωνία και με την ένταση της Erk σηματοδότησης. Επομένως, ο Erf, 

«συναισθανόμενος» το βαθμό ενεργοποίησης του Erk μονοπατιού, μπορεί να 

ρυθμίζει σαν ρεοστάτης την ποσοτική έκφραση του c-Myc, επιτρέποντας την 

ισχυρότερη ή την πιο ασθενή ενεργοποίησή του.    

Λειτουργικά, ο Erf δρα ως ένας κυτοστατικός παράγοντας σε 

φυσιολογικά πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα. Ωστόσο, η Erf-διαμεσολαβούμενη 

αναστολή του κυτταρικού κύκλου καταργείται σε Rb-/- κύτταρα, όπως επίσης 

και κατά την υπερέκφραση των κυκλινών D1 και Ε. (Le Gallic et al., 1999; Le 

Gallic et al., 2004; Sgouras et al., 1995). Μη δημοσιευμένα δεδομένα δείχνουν 

ότι η υπερέκφραση του πυρηνικού μεταλλάγματος του Erf σε c-Myc-/- κύτταρα 

δεν μπορεί να αναστείλει την αύξηση των κυττάρων, συνηγορώντας στην 

άποψη ότι το c-Myc δρα καθοδικά του Erf (Verykokakis et al., submitted). 

Επιπλέον, στα Rb-/- κύτταρα, ο Erf δεν μπορεί να προσδεθεί στο c-Myc 

υποκινητή, ενώ και τα επίπεδα του c-Myc mRNA δεν μειώνονται κατά την 

έλλειψη του ορού από το θρεπτικό υλικό, συνδέοντας την Erf-εξαρτώμενη 

αναστολή του κυτταρικού κύκλου με την Erf-διαμεσολαβούμενη μεταγραφική 

καταστολή του c-Myc. Πρέπει σε αυτό το σημείο να τονιστεί ότι σε αυτά τα 

κύτταρα τα επίπεδα του c-Myc mRNA είναι σχεδόν μη ανιχνεύσιμα, οπότε 

είναι φανερό ότι κατά την απουσία του σημαντικότερου περιοριστικού 

παράγοντα της προόδου του κυτταρικού κύκλου, η c-Myc πρωτεϊνη δεν είναι 

απαραίτητη για τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Παράλληλα, η ανικανότητα 

του Erf να σταματήσει τον κυτταρικό κύκλο στη φάση G0-G1 πιθανόν 

οφείλεται περισσότερο στην απουσία του c-Myc παρά του Rb. Ωστόσο, δεν 

είναι σαφές πως πραγματοποιείται η Erf- και Rb-ανεξάρτητη μείωση του c-

Myc mRNA. Πιθανώς, οι πρωτεϊνες p130 και p107 της οικογένειας Rb να 

αναλαμβάνουν δράση, ενώ η απουσία του Rb είναι ενδεχόμενο να εμποδίζει 

την πρόσδεση του Erf με το c-Myc υποκινητή. Αυτό μπορεί να συμβαίνει είτε 
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επειδή το Rb απομακρύνει από τον υποκινητή έναν ενεργοποιητή (πχ τον 

E2F), δημιουργώντας κενή θέση για τον Erf, είτε επειδή αλληλεπιδρά άμεσα 

με τον Erf σταθεροποιώντας την πρόσδεση του στον υποκινητή (ίσως και με 

τη βοήθεια άλλων συμπαραγόντων όπως οι απακετυλάσες των ιστονών). 

Προς αυτή την κατεύθυνση, έχει δειχθεί ότι ο Erf αλληλεπιδρά in vitro με το Rb 

και την Hdac1 (Wright et al., 2005). Παράλληλα, επειδή το c-Myc ρυθμίζει την 

έκφραση και την ενεργότητα των κυκλινών, όπως και το Ras μονοπάτι (Sears 

and Nevins, 2002), ο Erf αναδεικνύεται σε ρυθμιστή-κλειδί του κυτταρικού 

κύκλου και μπορεί να τοποθετηθεί ανοδικά του c-Myc και των κυκλινών D1 και 

Ε. Έτσι, όταν το Ras/Erk μονοπάτι είναι ενεργό σε κύτταρα που 

πολλαπλασιάζονται, η Erf-διαμεσολαβούμενη καταστολή του c-Myc 

καταργείται και αυξάνονται τα επίπεδα και η δράση των κυκλινών. Αντίθετα, η 

έλλειψη των αυξητικών παραγόντων οδηγεί τον Erf στον πυρήνα, όπου 

καταστέλλει το c-Myc και συνεπώς οι κυκλίνες απενεργοποιούνται, 

προωθώντας την έξοδο από τον κυτταρικό κύκλο.           

Εκτός από το φυσιολογικό του ρόλο στην αναστολή του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού, ο Erf δρα ως δυνητικός ογκοκαταστολέας, αφού 

αντιστρέφει το Ras- και τον Ets-μετασχηματισμό (Le Gallic et al., 1999; 

Sgouras et al., 1995). Σε αυτή την εργασία, φαίνεται ότι ο Erf Μ1-7 

αντιστρέφει το Ras-επαγώμενο κυτταρικό μετασχηματισμό μειώνοντας τα 

επίπεδα του c-Myc mRNA. Σε συμφωνία με αυτό, το ίδιο μετάλλαγμα, σε 

συνδυασμό με την έλλειψη του ορού αντιστρέφει και το μετασχηματισμό της 

αδενοκαρκινικής ανθρώπινης κυτταρικής σειράς MCF7, που έχει δειχθεί ότι 

είναι MYC-εξαρτώμενος (Carroll et al., 2002; Wang et al., 2005; Watson et al., 

1991). Παράλληλα, μειώνονται τα επίπεδα του c-MYC mRNA, υπό αυτές τις 

συνθήκες, ενώ η υπερέκφραση της αγρίου τύπου πρωτεϊνης δεν έχει κανένα 

αποτέλεσμα στη μεταγραφή ή το μετασχηματισμό ανεξάρτητα των συνθηκών 

αύξησης. Άρα, ο πυρηνικός εντοπισμός του Erf δεν είναι αρκετός για να 

καταστείλει τη μεταγραφή του c-Myc στα επιθηλιακά κύτταρα MCF7, σε 

αντίθεση με αυτό που συμβαίνει στους ινοβλάστες, προτείνοντας ένα κυτταρ-

ειδικό μηχανισμό καταστολής. Είναι πιθανό επιπρόσθετοι μεταγραφικοί 

παράγοντες να ενεργοποιούνται κατά τη στέρηση του ορού και να απαιτούνται 

για την Erf-εξαρτώμενη καταστολή, ή εναλλακτικά να χρειάζεται να 

μετατοπιστεί από τον υποκινητή ένας μεταγραφικός ενεργοποιητής για να 
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προσδεθεί ο Erf. Ωστόσο, ο πυρηνικός Erf έχει τη δυνατότητα να επιβραδύνει 

την ανάπτυξη των συγκεκριμένων κυττάρων σε κανονικές συνθήκες 

καλλιέργειας, παρέχοντας ένα στοιχείο ότι επιπλέον γονίδια, που σχετίζονται 

με την πολλαπλασιασμό, στοχεύονται άμεσα ή έμμεσα από τον Erf. Το 

γεγονός, όμως, ότι μόνο κάτω από συνθήκες που ο Erf αναστέλλει την 

έκφραση του c-Myc, αναστέλλεται και ο κυτταρικός μετασχηματισμός των 

MCF7, αλλά και των Ras ινοβλαστών, παρέχει μία σημαντική ένδειξη ότι το c-

Myc στοχεύεται ειδικά από τον Erf και η δράση αυτή συνδέεται με την 

αντιστροφή του μετασχηματισμένου φαινοτύπου. 

Η μεταγραφική καταστολή του c-Myc υποκινητή από τον Erf εξαρτάται 

από την πρόσδεσή του σε αυτόν, υποστηρίζοντας ένα άμεσο μηχανισμό 

δράση του Erf και σε συμφωνία με παλαιότερα δεδομένα σε ετερόλογους 

υποκινητές (Sgouras et al., 1995). Ο c-Myc υποκινητής περιέχει μία πλειάδα 

δυνητικών ETS θέσεων πρόσδεσης και είναι γνωστό ότι καταλαμβάνεται από 

Ets μεταγραφικούς παράγοντες in vitro και in vivo (Klappacher et al., 2002; 

Roussel et al., 1994). Οι ενεργοποιητές Ets1/2 έχει δειχθεί ότι δεσμεύονται σε 

ένα σύνθετο στοιχείο E2F/ETS, το οποίο ωστόσο δεν φαίνεται να είναι 

λειτουργικό για τη Mets πρωτεϊνη. Η Mets μάλλον προτιμάει να αλληλεπιδρά 

με διαφορετικά στοιχεία σε μία έκταση περίπου 1000bp στην 5’ ρυθμιστική 

περιοχή του c-Myc. In vivo, ο Erf δεσμεύεται στην περιοχή ακριβώς ανοδικά 

του Ρ2 υποκινητή. Η παρατήρηση αυτή συμφωνεί και με τη δραστηριότητα 

του Erf στον υποκινητή, αφού μπορεί να καταστείλει μία ελάχιστη περιοχή 

που περιλαμβάνει μόνο τους Ρ1-Ρ2 υποκινητές και κάποιες γειτονικές 

αλληλουχίες. Πειράματα δέσμευσης του Erf in vitro έδειξαν ότι πράγματι 

προσδένεται σε αυτή την περιοχή, δεν κατέστη δυνατό όμως να διερευνηθεί η 

ειδικότητα της δέσμευσης, οπότε δεν μπορούν να εξαχθούν ασφαλή 

συμπεράσματα για την ειδική Erf-θέση δέσμευσης. Σημειακή μεταλλαξογένεση 

των υποψηφίων θέσεων δέσμευσης και δοκιμασίες ειδικού αναταγωνισμού 

από ολιγονουκλεοτίδια είναι απαραίτητο να πραγματοποιηθούν, προκειμένου 

να δειχθεί με ακρίβεια νουκλεοτιδίου η αλληλουχία πρόσδεσης του Erf. 

Εκτός από αυτά, φαίνεται ότι η καβοξυ-τελική κατασταλτική περιοχή 

του Erf απαιτείται για τη μεταγραφική καταστολή του c-Myc υποκινητή, 

προτείνοντας περισσότερο ένα ενεργό μηχανισμό καταστολής παρά μία απλή 

μετατόπιση ενός άλλου Ets μεταγραφικού ενεργοποιητή. Το δεδομένο αυτό 
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είναι σε συμφωνία με παλαιότερες μελέτες που καταδεικνύον την αυτόνομη 

δράση της κατασταλτικής περιοχής του Erf σε ετερόλογους υποκινητές 

(Sgouras et al., 1995). Ωστόσο, δεν είναι ξεκάθαρος ο μηχανισμός 

μεταγραφικής καταστολής του Erf. Σε αυτή την εργασία δείχθηκε ότι η 

RNApolII αποδεσμεύεται από το c-Myc υποκινητή, κάτω από συνθήκες που 

εντοπίζεται σε αυτόν ο Erf και το γονίδιο είναι καταστελμένο. Είναι, επομένως, 

ενδεχόμενο ο Erf να παρεισφρύει στη συγκρότηση του συμπλόκου έναρξης 

της μεταγραφής εμποδίζοντας την πρόσδεση της RNApolII, χωρίς να μπορεί 

να αποκλειστεί η πιθανότητα να συμβαίνει αυτό λόγω αλλαγής στη 

χρωματινική δομή ή/και στις χημικές τροποποιήσεις των ιστονών. 

Παλαιότερες εργασίες έχουν δείξει ότι ο Erf καταστέλλει ένα Gal4 SV40- ή ΤΚ-

καθοδηγούμενο τεχνητό υποκινητή με ένα TSA-ανεξάρτητο τρόπο και χωρίς 

να απακετυλιώνονται οι ιστόνες Η3 και Η4 (Verykokakis, BSc. Thesis, 2001). 

Σε συμφωνία με αυτό, ο c-Myc υποκινητής όχι μόνο δεν ενεργοποιείται 

ύστερα από την επίδραση της τριχοστατίνης Α, αλλά σχεδόν εξαφανίζεται η 

ενεργότητά του (Liu and Levens, 2006) (πιθανώς λόγω δευτερογενών 

φαινομένων της TSA στην κυτταρική φυσιολογία (Chen and Faller, 2005)). 

Από την άλλη πλευρά, μελέτες στον MIEP υποκινητή (Major Ιmmediate-Εarly 

Promoter) του Κυτταρομεγαλοϊού έδειξαν ότι η Erf-εξαρτώμενη καταστολή του 

επηρεάζεται από την τριχοστατίνη Α και επιπλέον ο Erf αλληλεπιδρά in vitro 

με την απακετυλάση των ιστονών Hdac1. Αντίθετα δεν αλληλεπιδρά με 

πρωτεϊνες της βασικής μεταγραφικής μηχανής, όπως το ΤΒΡ, το TAF1 και το 

TFIIB (Wright et al., 2005). Είναι, άρα, πιθανό ο Erf να εμπλέκεται σε 

διαφορετικούς μηχανισμούς καταστολής με ένα υποκινητο-ειδικό τρόπο.  

Συνολικά, σε αυτή την εργασία φαίνεται ότι ο Erf στοχεύει με άμεσο 

τρόπο τον υποκινητή του c-Myc γονιδίου και ελαττώνει την ενεργότητά του 

παρέχοντας στοιχεία για τον μηχανισμό δράσης του στις ήδη περιγραμμένες 

λειτουργίες του στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, μετασχηματισμό και 

διαφοροποίηση (εικόνα 1).   
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Εικόνα 2: Σε κανονικές συνθήκες ανάπτυξης των κυττάρων, ο c-Myc υποκινητής έχει 
καταληφθεί από μεταγραφικούς ενεργοποιητές, ενώ ο Erf βρίσκεται φωσφωρυλιωμένος στο 
κυτταρόπλασμα. Σε συνθήκες έλλειψης αυξητικών παραγόντων, ο Erf μετατοπίζεται στον 
πυρήνα μετά την απενεργοποίηση του Ras/Erk μονοπατιού και μαζί με συγκαταστολείς 
ελαττώνει τη μεταγραφή του c-Myc γονιδίου. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την αναστολή του 
κυτταρικού κύκλου στην G0 φάση.  
 

2.2 Μεταγραφική ρύθμιση του γονιδίου Olig1 
Η ανάλυση των μικροσυστοιχειών cDNA του ποντικού έδειξε ότι το 

γονίδιο Olig1 ρυθμίζεται αρνητικά από τον Erf σε συνθήκες έλλειψης ορού. Το 

συγκεκριμένο γονίδιο δείχνει μείωση κατά περίπου 80% απουσία ορού σε 

πρωτογενή ινοβλαστικά κύτταρα αγρίου τύπου, ενώ σε Erf-/- όχι μόνο 

παραμένει ενεργό, αλλά ενεργοποιείται ακόμα περισσότερο κατά 5,5 περίπου 

φορές. Το πρότυπο αυτό δείχνει ότι ο Erf παίζει τον κύριο ρόλο στη ρύθμιση 

του Olig1, σε αντίθεση με το c-Myc. Πράγματι, φαίνεται ότι η ρυθμιστική 

περιοχή του Olig1 ανοδικά του σημείου έναρξης της μεταγραφής είναι μόλις 

180bp, με πολύ λίγες θέσεις πρόσδεσης για μεταγραφικούς παράγοντες, 

όπως ο Sp1, ο ΤΒΡ και ETS γονίδια. Η περιοχή αυτή κλωνοποιήθηκε και είναι 

μεταγραφικά ικανή και επαρκής (μη δημοσιευμένα αποτελέσματα). Σε αυτή 

την περιοχή εντοπίζεται μόνο μία θέση πρόσδεσης για Ets μεταγραφικούς 

παράγοντες, στη θέση -42 από το σημείο έναρξης της μεταγραφής. Πειράματα 
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in vitro πρόσδεσης έδειξαν ότι ανασυνδυασμένη Erf πρωτεϊνη αλληλεπιδρά με 

τη συγκεκριμένη θέση, με χαμηλή ωστόσο ειδικότητα και συγκέντρωση. 

Σημειακή μεταλλαξογένεση της θέσης αυτής βρίσκεται σε διαδικασία 

προκειμένου να διαπιστωθεί αν είναι λειτουργική.     

Η επίδραση του Erf στη μεταγραφή του Olig1 επιβεβαιώθηκε με 

ημιποσοτική RT-qPCR και επιπλέον, δείχθηκε ότι η ενδογενής Erf πρωτεϊνη 

προσδένεται στην 5’ περιοχή του Olig1 κατά τη στέρηση των αυξητικών 

παραγόντων από το θρεπτικό υλικό των κυττάρων. Η πρόσδεση αυτή είναι 

μέγιστη δύο ώρες μετά την αφαίρεση του ορού, ενώ τέσσερεις ώρες αργότερα 

πέφτει στα βασικά επίπεδα. Η επίδραση του Erf στη μεταγραφή του Olig1 

επιβεβαιώθηκε σε δοκιμασίες λουσιφεράσης, χρησιμοποιώντας την 5’ 

ρυθμιστική περιοχή ως υποκινητή αναφοράς. Σε αυτή την ανάλυση, ωστόσο, 

ο αγρίου τύπου Erf έδειξε τον ίδιο βαθμό καταστολής, όσο και το πυρηνικό 

μετάλλαγμα του. Πρέπει, επίσης, να τονιστεί ότι η έλλειψη της ETS περιοχής 

του Erf οδηγεί σε αποκαταστολή του Olig1 υποκινητή, σε αντίθεση με την 

έλλειψη της κατασταλτικής περιοχής. Η παρατήρηση αυτή οδηγεί στο 

συμπέρασμα ότι η Erf-διαμεσολαβούμενη μεταγραφική καταστολή είναι 

μάλλον παθητική στους ινοβλάστες και πιθανώς ο Erf καταλαμβάνει τη 

μοναδική Ets θέση του υποκινητή, εμποδίζοντας την πρόσδεση ενός Ets 

ενεργοποιητή. Επιπλέον, η καταστολή αυτή εξαρτάται από την τριχοστατίνη Α, 

αφού αναιρείται από την επίδρασή της. Ωστόσο, επειδή η ενεργότητα του 

Olig1 υποκινητή δεν επηρεάζεται ιδιαίτερα από τη δράση της TSA, είναι 

ανοικτό το ενδεχόμενο η TSA να μην δρα απευθείας στον υποκινητή, αλλά να 

επηρεάζει την ενεργότητα κάποιων μεταγραφικών συμπαραγόντων ή ακόμα 

και του ίδιου του Erf ή τη γενικότερη φυσιολογία του κυττάρου. Τα ευρήματα 

αυτά είναι σε συμφωνία με προηγούμενα που δείχνουν ότι η EBD του Erf 

αλληλεπιδρά in vitro με σύμπλοκα απακετυλίωσης των ιστονών (Wright et al., 

2005), ενώ έχει επίσης δειχθεί ότι και άλλα μέλη της Ets οικογένειας 

αλληλεπιδρούν με απακετυλάσες των ιστονών μέσω της ίδιας περιοχής 

(Klappacher et al., 2002). Ο διαφαινόμενος μηχανισμός μεταγραφικής 

καταστολής είναι τελείως διαφορετικός από αυτόν που προτείνεται για το c-

Myc υποκινητή και καταδεικνύει τις διαφορετικές απαιτήσεις κάθε υποκινητή.   

Οι πρωτεϊνες Olig1 και Olig2 είναι μεταγραφικοί παράγοντες της 

οικογένειας bHLH (basic Helix-Loop-Helix), οι οποίοι παίζουν ρόλο στη 



                                                                                                                           Συζήτηση 

 142 
 

διαφοροποίηση των ολιγοδενδροκυττάρων και τη μυελινοποίηση. (Lu et al., 

2001; Lu et al., 2000; Zhou and Anderson, 2002). Ποντίκια με έλλειψη των 

δύο παραπάνω γονιδίων δείχνουν παντελή έλλειψη των 

ολιγοδενδροκυττάρων και πεθαίνουν τελικά κατά την τρίτη εβδομάδα μετά τη 

γέννησή τους (Lu et al., 2002; Xin et al., 2005; Zhou and Anderson, 2002). 

Αποτελούν δείκτες της ολιγοδενδριτικής σειράς και βρίσκονται αυξημένα σε 

ολιγοδενδρογλιώματα (Hoang-Xuan et al., 2002; Marie et al., 2001). Η 

διαφοροποίηση των ολιγοδενδροκυττάρων εξαρτάται τόσο από ενδοκυττάρια 

μηνύματα, όπως η αλλαγή του pH, όσο και εξωκυττάρια, όπως η επίδραση 

αυξητικών παραγόντων, πχ FGF2 και νευροτροφίνη (Neurotrophin 3, NT3) 

(Bernard et al., 2006; Ligon et al., 2006). Και στις δύο αυτές περιπτώσεις το 

σηματοδοτικό μονοπάτι της Erk κινάσης παίζει σημαντικό ρόλο στη διαδικασία 

της ολιγοδενδρογένεσης.  Επιπλέον, μετά την επίδραση της ΝΤ3 και την 

ενεργοποίηση της Erk, αυξάνεται η έκφραση του Olig1 mRNA, ενώ η ειδική 

αναστολή της Erk σηματοδότησης δεν επιτρέπει την Olig1-εξαρτώμενη 

διαφοροποίηση των νευρικών πολυδύναμων κυττάρων (Hu et al., 2004). Τα 

παραπάνω συνηγορούν στην άποψη ότι ο Erf πιθανόν να αποτελεί τον κρίκο 

μεταξύ του Erk μονοπατιού, της ενεργοποίησης του Olig1 και της τελικής 

διαφοροποίησης των ολιγοδενδροκυττάρων. Ωστόσο, είναι απαραίτητο να 

χρησιμοποιηθεί ένα κυτταρικό σύστημα που αναπαριστά τη νευρική 

διαφοροποίηση, προκειμένου να μελετηθεί ο βιολογικός ρόλος του Erf σε αυτή 

τη διαδικασία (βλ. παρακάτω).   
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3. ΦΥΣΙΚΗ ΚΑΙ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΗ ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΟΥ ERF ΜΕ 
ΤΙΣ ΚΙΝΑΣΕΣ HIPK 

 

Σε μία προσπάθεια ανίχνευσης πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν με τον 

Erf και ενδεχομένως συμμετέχουν στη μεταγραφική καταστολή και ρυθμίζουν 

την ενεργότητά του, πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο σάρωση με το 

σύστημα δύο υβριδίων στο σακχαρομύκητα (L. Virgilio, μη δημοσιευμένα 

δεδομένα) και ανιχνεύθηκαν τρεις μεταγραφικοί συγκαταστολείς, ο Ring1B της 

οικογένειας Polycomb (Satijn et al., 1997), η κινάση Hipk1 (Kim et al., 1998) 

και ο BS69 (Hateboer et al., 1995; Masselink and Bernards, 2000). Από τις 

παραπάνω πρωτεϊνες, η αλληλεπίδραση του Erf με τη Ring1B δεν 

επιβεβαιώθηκε σε κύτταρα ανώτερων θηλαστικών in vivo, ενώ τόσο η Hipk1, 

όσο και η BS69 βρίσκονται στο ίδιο, με τον Erf, σύμπλοκο, όπως αποδείχθηκε 

με πειράματα συν-ανοσοκατακρήμνισης.  

Μία σειρά in vitro και in vivo πειραμάτων απέδειξαν την αλληλεπίδραση 

του Erf ειδικά με την κινάση Hipk1 και έδωσαν στοιχεία για την επίδραση της 

Hipk1 στη ρύθμιση της Erf δραστηριότητας. Έτσι τόσο ο αγρίου τύπου Erf, 

όσο και το μονίμως πυρηνικό μετάλλαγμα Erf M1-7 αλληλεπιδρούν με την 

Hipk1, ενώ η αλληλεπίδρασή τους με την Hipk2 είναι ελάχιστη. Παράλληλα, το 

ελαττωματικό, ως προς την ενεργότητα κινάσης μετάλλαγμα της Hipk1 

(Hipk1KR) συνδέεται, επίσης, με τον Erf. Η περιοχή αλληλεπίδρασης του Erf 

με την Hipk1 εντοπίζεται στο αμινοτελικό του άκρο, εκεί όπου εντοπίζεται και η 

Hipk-εξαρτώμενη φωσφωρυλίωση. Συγκεκριμένα, η περιοχή μεταξύ των 

αμινοξέων 100-202 δείχνει τη μεγαλύτερη συγγένεια στην πρόσδεση στην 

Hipk1, σε αντίθεση με την Erk2 αλληλεπίδραση, στην οποία συμμετέχει η 

περιοχή 294-313αα του Erf (Polychronopoulos et al., 2006). Το γεγονός ότι η 

κατασταλτική περιοχή του Erf δεν συμμετέχει στην Hipk1 σύνδεση, υπονοεί 

ότι η Hipk1 ενδεχόμενως δεν παίζει άμεσο ρόλο στη μεταγραφική δράση, 

εκτός αν σε αυτή συμμετέχει και το αμινοτελικό άκρο του Erf, πράγμα για το 

οποίο μέχρι στιγμής δεν υπάρχουν ενδείξεις. Δυστυχώς, δεν κατέστη δυνατό 

να ταυτοποιηθούν συγκεκριμένα αμινοξέα που φωσφωρυλιώνονται, αφού τα 

αντισώματα που αναπτύχθηκαν για τις δύο δυνητικές θέσεις φωσφωρυλίωσης 

στις Σερίνες 150 και 154, δεν ήταν λειτουργικά. 
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 Τέλος, παρουσία των Hipk κινασών ο Erf μετατοπίζεται στο 

κυτταρόπλασμα, με αποτέλεσμα να αναιρείται η μεταγραφική δράση του 

στους υποκινητες-στόχους του. Χρησιμοποιώντας το c-Myc υποκινητή, ως 

υποκινητή αναφοράς παρατηρείται αποκαταστολή της δραστηριότητάς του 

παρουσία του Erf και των Hipk μόνο σε συνθήκες έλλειψης ορού. Η παρουσία 

των Hipk/KR επαναφέρει την Erf-διαμεσολαβούμενη καταστολή στα αρχικά 

της επίπεδα. Η καταστολή της δράσης του Erf από τις Hipk είναι ανεξάρτητη 

της πρόσδεσής του στον υποκινητή, αφού παρατηρείται η ίδια επίδραση και 

στο συνθετικό, ετερόλογο GAL4-SV40-καθοδηγούμενο υποκινητή. Ωστόσο, η 

επίδραση των Hipk στη μεταγραφική ρύθμιση από τον Erf είναι μάλλον 

δευτερογενής, αφού επηρεάζεται η πυρηνο-κυτταροπλασματική του 

κυκλοφορία. Έτσι, ο Erf μετατοπίζεται προς το κυτταρόπλασμα όταν 

συνεκφράζονται οι αγρίου τύπου Hipk, ενώ ο υποκυτταρικός του εντοπισμός 

δεν επηρεάζεται παρουσία των Hipk μεταλλαγμάτων. Κατά την ενεργοποίηση 

δε των κινασών με ανδριαμυκίνη, η έξοδος του Erf προς το κυτταρόπλασμα 

εντείνεται. Αυτό συμβαίνει ανεξάρτητα από την ενεργότητα της Erk, αφού 

παρατηρείται όταν η Erk απενεργοποιείται από ειδικούς χημικούς αναστολείς, 

όπως ο UO126. Ο φαινότυπος αντιστρέφεται όταν προστίθενται οι κυρίαρχα 

αρνητικές μεταλλαγμένες πρωτεϊνες Hipk/KR, αποδεικνύοντας την ειδική 

δράση των Hipk στον Erf. O Erf περιέχει δύο τμήματα, που εμπλεκονται στην 

έξοδό του από τον πυρήνα, ένα εκ των οποίων εντοπίζεται στο αμινοτελικό 

του άκρο και συγκεκριμένα στα αμινοξέα 100-202 (Le Gallic et al., 2004). 

Είναι, λοιπόν, πιθανό η φωσφωρυλίωση αυτού του τμήματος απο τις Hipk να 

οδηγεί τον Erf στο κυτταρόπλασμα, κατ’ αναλογία με την Erk-

διαμεσολαβούμενη φωσφωρυλίωση. Επομένως, οι Hipk απενεργοποιούν τον 

Erf κατά τη βλάβη του DNA, εμπλέκοντας τον και σε ένα νέο σηματοδοτικό 

μονοπάτι πέραν του Ras/Erk, που είναι ανεξάρτητο των μιτογόνων 

ερεθισμάτων.     

Η βασική αιτία θανάτου των Hipk-/- εμβρύων είναι ο ελαττωματικός 

σχηματισμός του νευρικού σωλήνα, λόγω ελαττωματικού πολλαπλασιασμού 

των νευρικών του πτυχών. Ο σχηματισμός του ραχοκοιλιακού άξονα του 

νευρικού σωλήνα εξαρτάται από την ανταγωνιστική δράση του Sonic 

hedgehog (Shh) και του BMP μονοπατιού. Έτσι από τη νοτοχορδή του 

κοιλιακού μέρους του νευρικού σωλήνα, εκκρίνεται το Shh μορφογόνο το 
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οποίο διαχέεται προς το νευρικό σωλήνα και δημιουργεί ένα κλινές 

συγκέντρωσης. Αυτό είναι υπεύθυνο τόσο για τη δημιουργία του νευρικού 

σωλήαν, όσο και για τη δημιουργία διακριτών περιοχών στην κοιλιακή 

πλευρά, με πρόδρομα κύτταρα, από τα οποία θα προκύψουν οι διαφορετικοί 

κυτταρικοί τύποι του εγκεφάλου, όπως τα ολιγοδενδροκύτταρα και τα 

αστροκύτταρα. Συγκεκριμένα, η περιοχή ΜΝ εκφράζει τους μεταγραφικούς 

παράγοντες Olig1 και Olig2 που είναι χαρακτηριστικοί της ολιγοδενδριτικής 

σειράς, ενώ η περιοχή V3 χαρακτηρίζεται από την έκφραση του Pax6 και η 

περιοχή V1 από την παρουσία της ομοιωτικής πρωτεϊνης Nkx2.2. Αντίθετα, 

από τη ραχιαία πλευρά σηματοδοτούν μορφογόνα της οικογένειας ΒΜΡ, που 

ανταγωνίζονται τη δράση του Shh και διαμορφώνουν τη ραχιαία πλευρά του 

νευρικού σωλήνα (Εικόνα 3). 

 
Εικόνα 2: Σχηματική απεικόνιση του νευρικού σωλήνα του ποντικού και των πρόδρομων 
περιοχών που σχηματίζονται στην κοιλιακή περιοχή (Bongarzone, 2002). 

 

Οι Hipk κινάσες φαίνεται ότι μπορούν και μεταδίδουν τη Shh-

εξαρτώμενη σηματοδότηση στο νευρικό σωλήνα, ενεργοποιώντας 

μεταγραφικούς παράγοντες της οικογένειας Pax , όπως ο Pax1 και ο Pax6 και 

ομοιοτικά γονίδια, όπως το Hoxb1 και μέλη της οικογένειας των NK 
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πρωτείνών, όπως το Nkx1.2 (Choi et al., 1999; Isono et al., 2006; Kim et al., 

2006). Πέρα από αυτό έχει δειχθεί ότι αναστέλλουν το μονοπάτι των BMP 

μορφογενετικών παραγόντων, μέσω αλληλεπίδραση με την πρωτείνη c-Ski 

και αναστολή της Smad-επαγώμενης μεταγραφικής ενεργοποίησης (Harada 

et al., 2003). Είναι ενδεχόμενο, λοιπόν, ότι οι Hipk κινάσες παίζουν σημαντικό 

ρόλο στο σχηματισμό του νευρικού σωλήνα και πιθανόν στο σχηματισμό των 

κοιλιακών περιοχών V2 και V3, κάτι που εξηγεί και την ελαττωματικό 

σχηματισμό του νευρικού σωλήνα κατά την απουσία τους. Το ερώτημα που 

παραμένει ανοικτό είναι αν συμμετέχουν και στη διαμόρφωση της περιοχής 

ΜΝ, επάγωντας την έκφραση των Olig γονιδίων. Ένα τέτοιο μοντέλο θα ήταν 

συμβατό με ένα ενδεχόμενο ρόλο του Erf στη μεταγραφική καταστολή του 

Olig1. Έτσι, η τρέχουσα υπόθεση είναι ότι η Shh σηματοδότηση μεταδίδεται 

από τις Hipk κινάσες, οι οποίες εν συνεχεία διαμορφώνουν τις διαφορετικές 

πρόδρομες περιοχές του κοιλιακού μέρους του νευρικού σωλήνα. Είναι 

πιθανό ο Erf να καταστέλλει μεταγραφικά το Olig1, οπότε με την επίδραση του 

Hipk μονοπατιού ενδεχόμενα απελευθερώνεται η έκφραση του από την Erf-

διαμεσολαβούμενη αναστολή. Πειράματα προς αυτή την κατεύθυνση σε 

ινοβλάστες δείχνουν ότι οι Hipk αναστέλλουν τη δράση του Erf στον Olig1 

υποκινητή, ενώ η έκφραση των κυρίαρχα αρνητικά μεταλλαγμάτων δεν είχε 

καμία επίδραση. Με βάση την παραπάνω υπόθεση, είναι ενδεχόμενο ο Erf να 

παιζει ρόλο στη διαφοροποίηση των ολιγοδενδροκυττάρων, αποκαλύπτοντας 

μία νέα λειτουργία του στην ανάπτυξη.         
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4. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΓΟΝΙΔΙΩΝ-ΣΤΟΧΩΝ ΜΕ 
ΑΝΟΣΟΚΑΤΑΚΡΗΜΝΙΣΗ ΧΡΩΜΑΤΙΝΗΣ ΑΚΟΛΟΥΘΟΥΜΕΝΗ 

ΑΠΟ ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ (ChIP-CLONING) 
 

Η ανάλυση μικροσυστοιχειών cDNA είναι μία κοινά αποδεκτή 

μεθοδολογία για την ανίχνευση των γονιδίων-στόχων ενός μεταγραφικού 

παράγοντα. Ωστόσο, εμπεριέχει κάποιους περιορισμούς, που αναπτύχθηκαν 

ήδη στο πρώτο κεφάλαιο, που δυσκολεύουν την ανάλυση των 

αποτελεσμάτων και η εξαγωγή συμπερασμάτων είναι επισφαλής. 

Εναλλακτικά, η ανιχνευση άμεσων γονιδίων-στόχων με ανοσοκατακρήμνιση 

της χρωματίνης, η οποία ακολουθείται από την κλωνοποίηση των 

ανοσοκατακρημνισμένων τμημάτων DNA μπορεί δυνητικά να παρέχει 

αξιόπιστα αποτέλεσματα. Σε αυτή τη διαδικασία, πραγματοποιείται 

ανοσοκατακρήμνιση της χρωματίνης με ειδικό αντίσωμα έναντι ενός 

μεταγραφικού παράγοντα, τα εκλουόμενα τμήματα κλωνοποιούνται, 

πραγματοποιείται αλληλούχηση της ένθεσης και τέλος εντοπισμός της 

αλληλουχίας στο γονιδίωμα. Έτσι, ενώ με τη συμβατική μεθοδολογία ChIP-

PCR, είναι απαραίτητο να είναι γνωστό το γονίδιο-στόχος προς εξέταση, η 

μεθοδολογία ChIP-cloning επιτρέπει την ενίχνευση άγνωστων γονιδίων-

στόχων (εικόνα 2).   

Η στρατηγική αυτή παρουσιάζει το πλεονέκτημα ότι ανιχνεύονται μόνο 

οι στόχοι με τους οποίους αλληλεπιδρά ο μεταγραφικός παράγοντας προς 

εξέταση, οπότε ελαχιστοποιούνται τα ψευδώς θετικά αποτελέσματα από την 

αλλαγή του μεταγραφικού προτύπου λόγω διαφοροποίησης των 

σηματοδοτικών μονοπατιών. Βέβαια, ακόμα και σε αυτή την περίπτωση 

πρέπει να τονιστεί ότι η μονιμοποίηση των κυτάρων σταθεροποιεί όχι μόνο τις 

αλληλεπιδράσεις DNA-πρωτεϊνών, αλλά και αυτές μεταξύ των πρωτεϊνών. 

Άρα, είναι πιθανό ένας μεταγραφικός παράγοντας που ανιχνεύεται σε μία 

γενωμική περιοχή να μην αλληλεπιδρά άμεσα με αυτή, αλλά να βρίσκεται σε 

ένα σύμπλοκο πρωτεϊνών το οποίο διαμεσολαβεί τη συγκεκριμένη πρόσδεση. 

Παρόλα αυτά η πιθανότητα ανίχνευσης ενός μη άμεσου γονίδιου-στόχου 

ελαχιστοποιείται με την ChIP-βασιζόμενη στρατηγική. Ένα ακόμα 

πλεονέκτημα της συγκεκριμένης μεθόδου είναι ότι αποφεύγεται η 
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υπερέκφραση ή η διακοπή της λειτουργίας του εξεταζόμενου μεταγραφικού 

παράγοντα. Επομένως, δεν διαταράσσεται η στοιχειομετρία των 

αλληλεπιδράσεων στο κύτταρο, αποφεύγοντας για άλλη μία φορά τα ψευδώς 

θετικά ή αρνητικά αποτελέσματα. Επιπλέον, επιτρέπεται η μελέτη σε σχετικά 

βιολογικά συστήματα, όπου το κυτταρικό περιεχόμενο και το πρωτεϊνικό 

πρότυπο παίζουν σημαντικό ρόλο. Μπορούν να εξεταστούν δηλαδή κύτταρο- 

ή ίστο-ειδικοί μεταγραφικοί στόχοι με μεγάλη αξιοπιστία. Ωστόσο, το βασικό 

μειονέκτημα που παρουσιάζει η παραπάνω στρατηγική είναι ότι δεν είναι 

δυνατόν να συσχετιστεί άμεσα η πρόσδεση μιας πρωτεϊνης στο γονιδίωμα με 

την αλλαγή των επιπέδων mRNA.   

  
Εικόνα 3: Σχηματική αναπαράσταση των μεθολογιών ανίχνευσης γονιδίων-στόχων με βάση την 
ανοσοκατακρήμνιση της χρωματίνης. Μετά την έκλουση των ανοσοκατακρημνισμένων 
τμημάτων, ακολουθεί είτε μία αντίδραση PCR με συγκεκριμένους εκκινητές, είτε η κλωνοποίηση 
τους, είτε η υβριδοποίηση μικροσυστοιχιών υποκινητών, ή νησίδων CpG ή ολόκληρου του 
γονιδιώματος (Weinmann and Farnham, 2002).  
 

Η παραπάνω στρατηγική, επομένως επιλέχθηκε, προκειμένου να 

ανιχνευθούν άμεσα γονίδια-στόχοι του Erf. Συγκεκριμένα, πραγματοποιήθηκε 

ανοσοκατακρήμνιση της χρωματίνης σε κύτταρα Ref1 (ινοβάστες αρουραίου), 

που έχουν αναπτυχθεί σε κανονικές συνθήκες ή σε συνθήκες έλλειψης ορού 

για 4 ώρες. Επιπλέον, χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα που υπερέκφράζουν 

σταθερά την Erf πρωτείνη. Πραγματοποιήθηκε, ακολούθως, 
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ανοσοκατακρήμνιση της χρωματίνης με αντίσωμα ειδικό για τον Erf ή με 

ουδέτερο αντιορό κουνελιού και τα ανοσοκατακρημνισμένα τμήματα 

πολλαπλασιάστηκαν με ligation-mediated PCR (LM-PCR) και 

κλωνοποιήθηκαν σε φορέα pBluescript. Τέλος, τα ανοσοκατακρημνισμένα 

τμήματα αλληλουχήθηκαν και η αλληλουχία εντοπίστηκε στο γονιδίωμα του 

αρουραίου με το πρόγραμμα BLAST. Συνολικά, ελέχθηκαν 300 διαφορετικοί 

κλώνοι από δύο διαφορετικά πειράματα και βρέθηκε ότι μόνο τρεις από 

αυτούς εντοπίστηκαν σε διάστημα μέχρι 2000bp ανοδικά του σημείου έναρξης 

της μεταγραφής κάποιου γονιδίου, σε σημείο δηλαδή που ενδεχόμενα 

εντοπίζεται ο υποκινητής ενός γονιδίου στα θηλαστικά. Αυτά τα γονίδια είναι o 

παράγοντας επιμύκηνσης της μετάφρασης Eef9, η NADH αφυδρογονάση και 

ο μεταγραφικός παράγοντας Hnrpa/b. Ωστόσο, ο εντοπισμος του Erf σε αυτά 

τα γονίδια δεν επιβεβαιώθηκε με συμβατική ανοσοκατακρήμνιση χρωματίνης, 

χρησιμοποιώντας ειδικούς εκκινητές. Αντίθετα, πάνω από τους μισούς (170) 

βρέθηκαν σε περιοχές εσωνίων, ενώ οι υπόλοιποι σε διαγονιδιακές περιοχές 

σε απόσταση μεγαλύτερη των 10kb από κάποιο γνωστό γονίδιο.  

Τα παραπάνω αποτελέσματα στερούνται αξιοπιστίας για το λόγο ότι σε 

ολά τα πειράματα που πραγματοποιήθηκαν, παρατηρήθηκε υψηλός 

«θόρυβος» στην ποσότητα του ανοσοκατακρημνισμένου DNA από τον 

αντιορό του κουνελιού. Με άλλα λόγια, πραγματοποίηθηκε μη ειδική 

απομόνωση των ανοσοκατακρημνισμένων τμημάτων, κάτι το οποίο είναι 

κοινό σε μία τέτοιου τύπου προσέγγιση (Weinmann, 2004; Weinmann and 

Farnham, 2002). Και αυτό γιατί, ένας μεταγραφικός παράγοντας δεν 

δεσμεύεται σταθερα σε μία αλληλουχία, αλλά μάλλον η δέσμευσή του είναι 

δυναμική. Δηλαδή βρίσκεται συνέχεια σε μία ισορροπία δέσμευσης-

αποδέσμευσης και στις πιο ειδικές θέσεις η ισορροπία μετατοπίζεται προς την 

κατάσταση της δέσμευσης. Ωστόσο, σε μία τεχνική όπως η 

ανοσοκατακρήμνιση της χρωματίνης, όπου πραγματοποιείται τυχαία 

μονιμοποίηση των κυττάρων σε μία χρονική στιγμή, είναι πιθανόν ο 

μεταγραφικός παράγοντας να ανιχνευθεί σε μία μη ειδική θέση πρόσδεσης. 

Και επειδή είναι ενδεχόμενο να μεταπηδάει από θέση σε θέση μέχρι να 

σταθεροποιηθεί σε μία πιο ειδική,  τότε οι μη ειδικές θέσεις πρόσδεσης είναι 

κατά πολύ περισσότερες των ειδικών, με αποτέλεσμα να δημιουργείται 

υψηλός «θόρυβος», που είναι εγγενής της μεθόδου. Ακόμα, έχει παρατηρηθεί 
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ότι μεγάλες ποσότητες επαναλαμβανόμενου DNA ανοσοκατακρημνίζονται μη 

ειδικά. Σε μία κλασική ανοσοκατακρήμνιση χρωματίνης, αυτό δεν παίζει ρόλο, 

αφού τα ανοσοκατακρημνισμένα κομμάτια DNA πολλαπλασιάζονται με 

γονιδιο-ειδικούς εκκινητές. Ωστόσο, τα κομμάτια που ανοσοκατακρημνίζονται 

μη ειδικά έχουν την ίδια πιθανότητα να κλωνοποιηθούν όσο και τα ειδικά, 

γεγονός που αυξάνει το «θόρυβο». Για αυτό το λόγο, πραγματοποιήθηκε και 

δεύτερη διαδοχική ανοσοκατακρήμνιση με το ίδιο αντίσωμα.     

Μία σειρά από επιπλέον λόγοι είναι πιθανόν να είναι υπεύθυνοι για τη 

μη ειδικότητα της ανοσοκατακρήμνισης υπό τις παραπάνω συνθήκες. 

Καταρχήν, η υπερέκφραση ενός μεταγραφικού παράγοντα έχει ως 

αποτέλεσμα τη σταθερή δέσμευσή του σε μη ειδικές θέσεις στο γονιδίωμα (για 

παράδειγμα (Fernandez et al., 2003)). Αυτό έχει ως αποτέλεσμα, την αύξηση 

των μη πληροφοριακών κομματιών DNA που τελικά κλωνοποιούνται. 

Επομένως, σε επόμενα πειράματα χρησιμοποιήθηκαν ινοβλάστες αρουραίου 

με ενδογενή επίπεδα Erf. Μία άλλη πηγή «θορύβου» αποτελεί η κλωνοποίηση 

κομματιών τυχαίου μεγέθους. Κατά τον ηχοβολισμό του DNA πριν την 

ανοσοκατακρήμνιση, παράγονται κομμάτια με τυχαίο μέγεθος. Αυτά όμως 

ενδέχεται να περιέχουν την ίδια θέση πρόσδεσης και έτσι να παράγονται 

διαφορετικοί κλώνοι. Πέψη των ανοσοκατακρημνισμένων τμημάτων με ένα 

περιοριστικό ένζυμο ομογενοποιεί το μέγεθος των τμημάτων αυτών και 

αποφεύγονται οι επαναλαμβανόμενοι κλώνοι. Έτσι χρησιμοποιήθηκε το 

ένζυμο Taq1 προκειμένου να πραγματοποιηθεί η πέψη των κομματιών 

αμέσως μετά την ανοσοκατακρήμνιση, ενώ και οι εκκινητές/προσαρμογείς 

που χρησιμοποιήθηκαν στην αντίδραση LM-PCR περιείχαν Taq1 άκρα. 

Κατόπιν, τα προϊόντα της αντίδρασης κόπηκαν ξανά με Taq1 πριν 

κλωνοποιηθούν. Το τυχαίο μέγεθος των κομματιών μετά τον ηχοβολισμό 

προκαλεί ακόμα ένα παράγοντα «θορύβου». Κι αυτό γιατί, παράγονται μικρά 

κομμάτια, τα οποία πολλαπλασιάζονται πιο εύκολα κατά την αντίδραση PCR 

και κλωνοποιούνται ευκολότερα. Για αυτό το λόγο, δοκιμάστηκαν τέτοιες 

συνθήκες ηχοβολισμού ώστε να παράγονται ως επί το πλείστον κομμάτια 

500-2000bp. Τέλος, προστέθηκε ένα ακόμα στάδιο καθαρισμού των 

ανοσοκατακρημνισμένων τμημάτων, δηλαδή επιλέχθηκαν εκείνα τα κομμάτια 

που αλληλεπιδρούν in vitro με την ETS περιοχή του Erf. Παρόλες αυτές τις 

προσπάθειες δεν κατέστη δυνατός ο εμπλουτισμός των 
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ανοσοκατακρημνισμένων τμημάτων με ειδικό αντίσωμα για τον Erf σε σχέση 

με τον αντιορό του κουνελιού, όπως φαίνεται από την αντίδραση LM-PCR.  

Εξετάζοντας τα αποτελέσματα της υβριδοποίησης των 

μικροσυστοιχιών cDNA, παρατηρήθηκε ότι οι πιθανοί άμεσοι στόχοι του Erf 

είναι μόλις 14 γονίδια. Λόγω της αυστηρότητας των κριτηρίων που 

επιλέχθηκαν για να χαρακτηριστεί ένα γονίδιο ως άμεσος μεταγραφικός 

στόχος του Erf, είναι πιθανό ο παραπάνω αριθμός να αποτελεί μία υπο-

εκτίμηση της πραγματικότητας. Ωστόσο, με βάση αυτά τα αποτελέσματα, 

φαίνεται ότι ο Erf  ρυθμίζει όχι πάνω από 40-50 γονίδια στους ινοβλάστες, 

που είναι ένας μικρός αριθμός σε σχέση με τα περίπου 2000 γονίδια που έχει 

αναφερθεί ότι ρυθμίζει ο E2F μεταγραφικός παράγοντας  (Kel et al., 2001) και 

για τους οποίο έχει εφαρμοστεί με επιτυχία η παραπάνω προσέγγιση 

(Weinmann et al., 2001). Δεδομένου ότι μόλις το 1-2% του γονιδιώματος 

αποτελεί κωδικές αλληλουχίες, συνεπάγεται ότι η πιθανότητα να βρεθεί o Erf 

σε μία ειδική θέση με ρυθμιστική λειτουργία στο 5’ άκρο ενός γονιδίου είναι 

περίπου 0,00001. Μία πιο αποτελεσματική προσέγγιση θα ήταν η σάρωση 

μικροσυστοιχιών αλληλουχιών CpG νησίδων (που αποτελούν χαρακτηριστικό 

μέρους των ευκαρυωτικών υποκινητών), ή των 5’ ρυθμιστικών αλληλουχιών, 

κάτι που θα βοηθούσε στον ειδικό εντοπισμό του Erf σε υποκινητές. Επίσης, η 

σάρωση μικροσυστοιχιών ολόκληρου του γονιδιώματος επιτρέπει τον 

εντοπισμό των θέσεων πρόσδεσης ενός μεταγραφικού παράγοντα σε μεγάλη 

κλίμακα και την ανίχνευση όχι μόνο υποκινητών αλλά και πιθανών ενισχυτών 

ή μονωτών που ρυθμίζονται από αυτόν. Τελευταία, έχει αναπτυχθεί και η 

μεθοδολογία της απευθείας και σύγχρονης αλληλούχησης όλων των 

ανοσοκατακρημνισμένων τμημάτων, που επιτρέπει τη γρηγορότερη, και με 

χαμηλότερο κόστος, ανίχνευση των θέσεων πρόσδεσης ενός μεταγραφικού 

παράγοντα (Barski et al., 2007).  

Συνοπτικά, στη συγκεκριμένη μελέτη έγινε προσπάθεια να ανιχνευθούν 

γονίδια-στόχοι του μεταγραφικού παράγοντα Erf. Η μεθοδολογία 

περιελάμβανε την ανάπτυξη μίας νέας στρατηγικής που θα επέτρεπε τον 

εντοπισμό του Erf σε συγκεκριμένες θέσεις του γονιδιώματος (ChIP-cloning), 

η οποία συμπληρώθηκε με την επίδραση της έλλειψης του Erf στα επίπεδα 

mRNA των αντίστοιχων γονιδίων-στόχων, όπως αποκαλύπτεται από 

πειράματα υβριδοποίησης μικροσυστοιχιών cDNA. Παράλληλα, 
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αξιοποιήθηκαν ήδη υπάρχοντα αποτέλεσματα από τη σάρωση με το σύστημα 

δύο υβριδίων του σακχαρομύκητα και την ανίχνευση αλληλεπιδρουσών, με 

τον Erf, πρωτεινών, προκειμένου να αποκαλυφθούν νέα μονοπάτια ρύθμισης 

του Erf και να αλληλοσυμπληρωθούν με τα αποτελέσματα της ανίχνευσης 

γονιδίων-στόχων, ενώ διερευνήθηκε και ο ρόλος του Erf στη ρύθμιση της Erk 

κινάσης. Τα αποτελέσματα υποδηλώνουν ότι ο Erf καταστέλλει μεταγραφικά 

την έκφραση του c-Myc γονιδίου, όταν βρίσκεται στον πυρήνα, εξηγώντας έτσι 

την κυτταρική του λειτουργία. Ακόμα, αλληλεπιδρά και φωσφωρυλιώνεται από 

την κινάση Hipk1 με αποτέλεσμα να παραμένει στο κυτταρόπλασμα. 

Παράλληλα, επειδή ρυθμίζει την έκφραση του γονιδίου Olig1, είναι πιθανόν να 

παίζει ρόλο στη διαμόρφωση της περιοχής pMN του αναπτυσσόμενου 

νευρικού σωλήνα, που χαρακτηρίζεται από την παρουσία των Olig γονιδίων 

και δεν σχηματίζεται κατά την απουσία των Hipk κινασών. Έτσι 

αποκαλύπτεται μία νέα, άγνωστη φυσιολογική λειτουργία του Erf στην 

ανάπτυξη του νευρικού σωλήνα. Τέλος, η υπερέκφραση ολιγοπεπτιδίων του 

Erf που αλληλεπιδρούν με την Erk κινάση εμποδίζει την ενεργότητά της in 

vivo, γεγονός που καθιστά εφικτή τη χρησιμοποίησή του ως ειδικού 

αναστολέα του Ras/Erk μονοπατιού σε νεοπλασίες που παρουσιάζουν 

ενεργοποίηση του.   
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