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ABSTRACT

Transforming growth factor B (TGF-B) belongs to a superfamily of cytokines
playing important role in fundamental processes of the metazoan cells such as cell
proliferation, differentiation, migration, adhesion and death. TGF- regulates
transcriptional responses via the cytoplasmic effector proteins termed Smads. The
TGF-B signaling pathway includes the binding of TGF-f3 to transmembrane receptors,
the activation of Smads through phosphorylation, the homo- or hetero-oligomerization
of Smads, their translocation to the nucleus and their interaction with other nuclear
factor for the transcription of gene-targets.

The linker region of R-Smads contains many serine/threonine phosphorylation
sites which are considered to play a very important role in TGF-B signaling. The
phosphorylation of the linker by MAPKs and CDKs is the point of convergence
between the TGF-B signaling pathway and the EGF/FGF/Ras signaling pathways. The
result of this convergence as well as the general effect of the linker phosphorylation of
R-Smads on the TGF-B pathway is still under study.

The SCPs (Small CTD phosphatases) were initially identified as phosphatases of
the CTD region of RNAPII. Recent studies have associated them with the
dephosphorylation of the linker region of Smadl1/2/3 and the SXS motif of Smadl.
The effect of this interaction was the attenuation of the BMP signaling but the
enhancement of TGF-B-induced transcriptional responses. The last one is opposed to
the general repression of the transcriptional machinery that had been so far observed
by SCPs.

In the present study we examined the effect of the dephosphorylation of the linker
region of Smad2/3 on the TGF-f signaling pathway. Initially, we performed a series
of titrations using increasing concentrations of expression vectors carrying the SCP1,
SCP2, SCP3 and PPMI1A phosphatases in HEK293T cells. The aim of these
experiments was to examine the ability of the phosphatases to dephosphorylate the
Ser245/250/255 linker residues and the SXS motif of Smad2/3. The results showed
that all SCPs could equally dephosphorylate the linker of Smad2/3 in contrast to
PPM1A which did not exhibit such ability. We also demonstrated for the first time
that SCPs can dephosphorylate the SXS motif of Smad2/3 which is phosphorylated by



TGF-B receptor type I. Moreover, we confirmed that the MAP kinases JNK and ERK
are responsible for the phosphorylation of the Smad?2 linker region.

Consecutively, we investigated the effect of SCP1 on Smad functions such as the
dimerization between Smad3 and Smad4, the binding of Smad3 to the DNA and the
transcriptional activation of reporter genes. The results indicated that the
dephosphorylation of the Smad3 linker region attenuates the dimerization with Smad4
but does not influences the binding to DNA. Furthermore, it was shown a decrease in
the transcriptional activity of Smad2/3 in the presence of even very small amounts of
SCPs, which is in contrast with previous studies.

Finally, we demonstrated that TGF-p does not have an effect on the transcription

of the SCPs and PPM1A genes in HaCaT cells.



IHEPIAHYH

O petaoymuotiCov  avéntikdég mapdyovrog P (TGF-B) aviker oe pia
VIEPOIKOYEVELD EKKPIVOUEVOV TPOTEIVAOV TTOL Tai{ovV oNUAVTIKO pOAO GTO KOTTAPO
TOV PETA OOV GUUUETEXOVTOS OE POCIKES TOVG AEITOVPYIEG OTMG KLTTOPIKY dtaipeon,
SLPOPOTOINGT, LETAVAGTELGT, TPOCSKOAAN T, opydvmon Kot Bavato. O TGF-B ko
TO, VOO, LEAT] TNG OIKOYEVELNG OPOVV MG EEMKVTTAPIOL OTUATOSOTES TOV £XOLV TN
duvatdTTo PEGH EVOOKLTTAPIOV dtopecorafnTdv va pvBuiovv ™ petaypoen
€KOTOVIAd®V Yovidiov otdymv. Ta Pactkd yopaktnpioTikd TG onUATodOTNoNG TOV
TGF-B meptroppdvovv 1 mpdcodeon tov TGF-B oe pepPpavikovg vmodoyelg mov
Eyovv  dpaoTikOTNTO.  Kwvdong  oepivng-Opeovivng, v gvepyomoinon TtV
EVOOKLTTAPLOV Smads PEGm POGPOPLAIMGONE, TOV OLO- KOl ETEPO-OAMYOUEPIGHO TOV
Smads, v petdfoocn towv Smads oto mupnive Kot TV GAANAETIOPACY] TOLG LE
TUPNVIKOVG BonONTIKOVE TAPBEYOVTES Y10l TN LETAYPAPT] YOVIOIOV-CTOYM®V.

H meproyn tov linker tov Smads mepiéyel mdpa moALd onueic pocPopLAMOONG
oepivng/Bpeovivng mov to TeEdevTaia XPOVIKL AVOOEIKVDOVTOL GE CNUAVTIKO puOuioT)
¢ onpatoddtnong tov TGF-B. H powocpopvrimon tov linker andé MAPKs ka1t CDKs
amotedel oNUEl0 OvVaPOPAS Yo TV GLYKALON NG onpatodotnong tov TGF-f pe dAia
onuoatodotikd povomdtie onwg twv EGF/FGF/Ras. To amotéhecpa avthig g
OVYKAIONG KOOMDG Kol 1 YEVIKOTEPT EMIOPAOT OV €Yl N POSPOPLAI®oT tov linker
070 oNpatodoTkd povordtt tov TGF-B mapapéverl apeiieydpevo.

Ot SCPs (Small CTD Phosphatases) avayvopiotnKov apyikd o¢ @OCQUTAGES TNG
kapPouteppatikng mepoyng (CTD) te RNAPIL Ilpoécoateg épevveg Opmg Tig
avédelEav oe oopatidces Tov linker tov Smad1/2/3 kabn¢ kot Tov potifov SXS g
Smadl. H dpdiom tovg oto linker twv Smads elye cov amotéAespo TV KOTOGTOAN TG
BMP onpatoddtnong aAdd v evicyvon g enayouevns petaypoeng omd tov TGF-
B, T0 televtaio amd ta omoin EpyeTon o€ avtiBeon pe TN YEVIKOTEPN KOTOGTOATIKN
dpdon Tov SCPs 61N HeTaypo@ky Uy ov.

2 mapovoa epyacio peAeTnONKe N emidpacn g amoemoPopvAimong Tov linker
tov Smad2/3 om onuatodotnon tov TGF-B. Apywd, éywe po oepd amd
TITAOOOTNGELS YPNOLOTOLDOVTAG OVEAVOUEVES GUYKEVTIPADGELS POPEMY EKPPOOTG TOV

owcootacov SCP1, SCP2, SCP3 kot PPM1A o¢ xottapa HEK293T e okond va



peretn Ol n e€e1dikevon TOV POGPATACOV G TPOG Ta. KatdAowma Ser245/250/255 ko
npog 10 potifo SXS twv Smad2/3. Ta amoteréopota £deiEov O6tL OAeg ot SCPs
amTo@®cPopLAIdVoLV Tov linker twv Smad2/3 otov 10 Pabud oe avtibBeon pe v
PPM1A n omoia 0ev TOV OmOQ®GPOPLAIOVEL. Agiytnke Yo PO Qopd 6Tl oF
peyareg ovykevipmoelg, ot SCPs éyovv v KavotnTo Vo 0TOP®GEOPVALOVOLV TO
SXS potifo twv Smad2/3 1o omoio pwopopvAIGVETAL 0Td TOV LTOdOYEN TOTTOV | TOL
TGFp. Emiong delynke 6t oo MAP kwvdoeg INK kot ERK givor vrevboves yo ta
Baokd enineda pwospopviioong tov linker tng Smad?2.

> ovvéyela depevvnOnke n enidopaon ™ SCP1 otig Aettovpyieg twv Smads
Omm¢ o depiopds e Smad3 pe ™ Smad4, n mpdcdeon ™ Smad3 oto DNA wou
LETAYPAQIKT Evepyomoinom yovidiov avapopds. Ta amoteléopata £dei&av 6t OTL N
aro@mcopvAioon tov linker g Smad3 peidvel 1o dpepopd g pe ™ Smad4
aAAG dev emmpedlel v mpdcdeon g oto DNA. Emiong, deiytnke n peimon g
HETOYPOPIKNG evepydtnTog TV Smad2/3 mapovsio towv SCPs akdun kot oe mhpa
TOAD UIKPEG TOGOTNTES TO OTO10 £pYeTaL o€ avTifeoT e TPpONYOVEVEG LEAETEG.

Téhog, deicape 0t 0 TGF-B dev €xel kapia emidpacn otV HETOYPAPY| TOV
yovidiov tov SCPs kot g PPM1AT1 og kouttapa HaCaT.



EIXATI'QI'H



A. O METAXXHMATIZOQN AYEHTIKOX ITAPAI'ONTAX B (TGF-B)

O petaoynuatiCov avéntkog napdyovrag (TGF-B) aroterel 1o TpoTopykd péAOG
Kol Otvel To Gvoua TOV GE UioL VITEPOIKOYEVELD EKKPIVOLEVOV TPOTEIVOV TOV EMIONG
nmeptiopPdvel Tig nodals, activins, inhibins, bone morphogenetic proteins (BMPs),
growth and differentiation factors (GDFs), myostatins, anti-Mullerian hormone
(AMH) xot dAlec. O TGF-B kor 1o vmoérouro péAn dpovv ®g e&mrvttdplot
ONUOTOOOTEG TOL £YOLV TN OLVOTOTNTO HECH EVOOKVLTTAPIOV SIOUECOAAPNTOV Vo
pvOuilovv ™ peTaypoer] ekatovidowv yovidiov. Ot mpwteiveg avtég mailovv
ONUOVTIKO pOAO OTO KUTTOPO TOV HETALO®V CUUUETEYOVTOS O POCIKEG TOVG
Aertovpyieg OTMS KLTTAPIKY S10UPEDT], d10POPOTOINGY, LETAVAGTEVCT), TPOGKOAANGT,
opyavmon Kot 0dvato. Exppdlovtal and ta meptocoTepa KOTTOPO TOL OPYAVIGHOV LE
OLYKEKPIUEVO 1OTOEWIKA TPOTLTOL KOl UTOPOVV VO OPOLV EVOOKPIVADS, TOPOUKPIVAS
Kot ovtokpvag. H ovpfoln touvg eivar amapaitntn 1060 oty eufpuikn oviamtoén
660 Kot otV evijlikn (o1 ko givar a&loonpeimwtog 0 ToAAATAGS pOAOG TTOL PTOpEl Vo
dwdpapaticovy otov opyovicpd. o mapaderypa, o TGF-B, éva ond ta mo
UEAETNUEVOL OTULATOJOTIKA LOPLO, EVVOEL TI LOPPOYEVEST KOl TV AENCT TOV 16TOV
oT10 EUPpvo OAAG €vEPYOTOlEl KLTTOPOOTATIKEG KOL OMTOMTOTIKEG OLOOIKAGIES TV
KUTTOPOV G€ EVAKOVG 16TO0VG. OVGLOGTIKG 1) OVTOTOKPLoT] TOL KVTTAPOL Gt dpdion
tov TGF-B elvor moAvmhokn kot eaptdror omd Tn OYETIK CLYKEVIPMOT TTOL
Bpioketat, T 010POPIKN LETAYPAPIKT) pOOUIOT TOV TPOKOAAEL KO TIG UN-UETOYPOPUKES
emdpdoelg oTig omoieg eumAékeral. Ola avtd eniong eEaptdvTOL 0md TO PVOIOA0YIKO
nePPAALOV TOV KLTTAPOL Kot amd TNV KoTAotaon otnv omoia Ppicketoar. Méypt
onNuePa EYoVV YopaKTNPLoTel Thvw amd 60 pEAN g vrepoikoyévelag tov TGF-f ko
nepimov 42 Kwdwomorovvrol omd to avlpomvo yovidioua (Feng & Derynck, 2005;
Massague & Gomis, 2006; Massague et al., 2005).

Yvykekpévo, o TGF-B mepihopfaver tpeig woopopeés (TGF-B1, TGF-B2 kot
TGF-B3 pe peyéon 390, 412 ko 412 apivolén avtioToryo) mov mapayovTol opykd g
TPOJPOEG UN evepyEs Tpwteives. Ta Bactkd yopaKTnPIoTIKA TNG TPOSPOUNS LOPONS
elval 1o apvoteMko mpomentiolo, mov mepthapfavel 20-30 apvoééa mov dpovv MG
owidho Yo £kkpron amd to kottapo kot ) meploy] LAP (latency associated peptide),
Kot 10 kapPolutelkd dpipo moivmentido peyébovg 112-114 apvo&émv. H evepyn

popon tov TGF-B amoteheiton amd éva dyuepég peyéboug 25 kDa mov cuvdéeton pe



SGOVAPIOKO decUO. AVO avTiypaPO TOV TPOTEMTIOIOL TOPUUEVOLV EVOUEVE GTNV
opyn popen tov TGF-B kot v kabiotovv avevepyn oynuotiCovtag £va cOUTAOKO
nov ovopdletoan LTBP (latent TGF-B binding complex). Ztov eEmkvttdpilo ydpo ta
TPOTMENTIO TPpwTEOAVOVTAL Ko evepyomoteitan o TGF-B, pe avt ) npotedivon va
amotelel Evav tpdmo pHOuiong g dpdong Tov (Annes et al., 2003). H evepyn popon
tov TGF-B otabepomoteitar amd vOpOPOPOLS KOl SIGOVAPLOKOVG OECUOVS KOt
nepExel ToAAG cvvinpnuéva potifo. To mo onuaviikd givor 9 kvoteiveg and Tig
omoieg ot 8 oynuatilovv S160VAPLIIKOVE OEGLOVG KOl SNULIOVPYOLV TOV KLGTEIVIKO
KOO oV €ivorl YopaKTNPIoTIKO OA®V T®V HEA®V NG vrtepokoyévelag Tov TGF-B. H
évatn kvoteivn oynuatifel 0100VAPOIKO Oecpd mov  glval VEEVOVVOG Y TN
otabepomoinon tov dyuepovg (Daopin ef al., 1992).

Xe yevikég YpoUuéG To onpatodotikd povomdtt tov TGF-B mepthapfdver v
TPOGOEST] T®V OCLVOET®OV o€ UEUPpavVIKOVG VTOdoyelc, Tnv evepyomoinon
EVOOKVLTTAPIOV OlOpEGOAAPNTAOV Kat T pOOot yovidiov péow avtov. H mpodcdeon
100 TGF-B ka1 tov vrdAowmwv PeADV TNG VIEPOIKOYEVELNG YivETOL O £VO. GOUTAOKO
VTOJ0YEMV OV TTEPIAAUPAVEL dVO0 (ELYAPLE VITOUOVAI®V YVOOTH MG VTOJOYELS TOTOV
I xou II. Ot 600 avtoi TOTOL VIOdOYE®V €xovv pio TEPLOYN ME OpACT KIVAONMG
oepivng/Bpeovivne. Emmpocheta o vmodoysag I mepiéyel Kan po cuvinpnuévn meploym
mhobow oe  yAvkivn/oepivny (GS). H mpodcdeon tov TGF-B emrpémer
0T00epOTOINGN TOLV GLUTAOKOV TV VITOJOYEMV KOl TNV PWSPOPLAIwoT Tov GS ToV
vrodoyéa I amd Tov cvotatikd evepyd vrodoyéa I1. Avtd emdryel v evepyodTNTAL TOL
vrodoyéa I og kvaon cepiving/Bpeovivng kat e Tn GEPA TOL CVTOPDOGPOPVALDVETOL.
O evepydg vmodoyéag I powopopvidverl pésa 6to KOTTOPO TIG pLOcTIKEG Smads (R-
Smads) ot omoieg oynpatiCovv olryopepn pe ™ Smad4 (co-Smad). Ot dvo Pocikoi
KAAdoL onuatodotnong ywpilovtal otov khdoo tov TGF-B ko tov BMP. O mpdtog
nmepriopPdavel cuvoétec dmwg ot TGF-P, activin, nodal 1} myostatin kot evepyomotel Tig
Smad2/3 evdd o devtepog mepthapfaver i BMPs koau GDFs kot evepyomotel Tig
Smadl1/5/8. To cbumroko twv R-Smads/Co-Smad praiver oto mopnva kot €xel v
wavoTnTo v avayvopilel puBuotikés aAAnAovyieg oe yovidla-oTOYOVS Kol HE TN
Bonbewa cvvevepyomomtdv 1M oLYKATOGTOAEWV vo puOuilel T petoypagn Tovg
(Ewova 1) (Moustakas et al., 2001; Derynck and Zhang, 2003; Shi & Massague,
2003; Feng & Derynck, 2005).



(A) TGF-B-like (B) Activin or BMP ligand
ligands TGF-Bligand  /

Y e

Ewdva 1. To onuatodotikd povondrt g vraepotkoyévewng tov TGF-P. (A) Ot cuvdéteg tov
TGF-B oynuotifovv cOumhoko pe T0 €T€pOTETPAUEPES TV LITOdoYEwV TOToL | kan I1. (B) O
gvepyomompévog vodoyéog tomov I pocspopviidvel Tig R-Smads omoieg ohyopepilovton pe
v Smad4 kor pubpilouvv tn petaypaen yovidiov oto mupnva. Ot dwopecorapntés tov TGF-
B etvar o Smad2/3 wor tov BMPs o1t Smadl/5/8 (http://info.med.yale.edu/obgyn/

reproimmuno/courses/class4/s1d020.htm by Dr. Gil Mor).

Av ka1 ot Smad pwteiveg amoteAovV TOV KUPLO SIOUEGOAAPN T GTO CTUATOSOTIKO
povormdtt tov TGF-B, éxouvv avapepBel kot GALOL SLOUECOAAPNTES OTTMOG Ol KIVAGEG
ERK, JNK, p38, PI3K, ot pwcpatdcec PP2A wor péin g owkoyévewng tov Rho
npoteivaov (Moustakas & Heldin; 2005; Derynck & Zhang, 2003). Avtd to
EVOALOKTIKG LOVOTATIO, GE GUVOLOCUO LE TIC GLVOVOAOTIKEG OAANAETIOPACES TOV
VTOOOYEMV GTO OALYOUEPT] GOUTAOKA KOl UE TOV HEYAAO aplOud TOV HETAYPUPIKOV
ToPAyOVTOV OV OAANAETOPoLY ot Smads cvuBdiovv otV HEYOAN TOKIMO TV
Kuttopkov arokpicewv tov TGF-B. To ekmAnktikd BéPato aAdd akdun ovamavtnto
gpotnpa gtvor twg pécsm tov TGF-P pmopodv kot evepyomolovval 1 KATAGTEALOVTOL
TOVTOYPOVO EKATOVTAOEG YOVIOl 6TO 1010 KOTTOPO Kol HAMOTO KAT® Omd avoTnpd

ereyyOuEVEG CLVONKEC.



B. OI YIHOAOXEIX THX YIHEPOIKEI'ENEIAY TOY TGF-p KAI H
ENEPT'OIIOIHXH TOYX

Onwc mpoavaeépOnke vapyovv dvo tomor vrodoyéwv (I ko II) TV omoiwv
Baocwo yapaktnploTikd eivor OTL €govv evepyoTnTa KIvachv ocepivng/Opeovivig.
Méypt onpepa éxovv Ppebei ota Onihactikd 7 vrodoyeig Tomov I (ALK 1-7: Activin
receptor like kinases) kot 5 vrodoyeig tomov 11 (ActRII, ActRIIB, TBRII, BMPRII kot
AMHRII). Ot vrodoyeic 1 kan 1T eivar yAvkompwteiveg pe péyeboc 55 wor 70 kDa
avtiotoryo. Kol €KTElvOovtol o€ OAO TO MNKOG TNG TAOGUOTIKAG MEUPPAvVNG
oynuatiovrag opodipepn peta&h tovg. H mpodcdeon kdmolov ocuvvoétn €xel og
amotélecpo. vo otafepomotovvionr Kot va oynuatiCouv éva etepotetpapepés. To
TEMKO GOUTAOKO AOmOV omoteLeiTanl omd TO GLVOETN Kol OO TEGGEPELS VITOJOYELG
(etepoteTpapepés) mov avd dvo oynuatilovv opodipuepn. Ot tpdmot pe Tovg omoiovg
UITOPOVV VO GLVIVAGTOVV TAPOLGIALOVY HEYOAN TOKIAMA TPOCPEPOVTAS EVEMEID GTO
onpatodotTiKd povomdtt. Ot kPOl GLVOLAGHOT TEPIAAUPAVOVY TNV OIKOYEVELD TMV
TGF-Bs va evepyomotel tov ohyopepiopd twv TPRII/ALKS, ot activins tovg ActRII,
IIB/ALK4, ot nodals toug ActRII, IIB/ALK7 kot ot BMPs, GDFs kau AMH 7toug
BMPRII, ActRILIIB, AMHRII/ALK1,2,3,6 (Ewéva 2) (Feng & Derynck, 2005).
Yndpyovv OU®G Kot SEVTEPEVOVTEG EVOALAKTIKOT GLUVOLACHOL TTOL TPOGHIdOVY AKOUN
HEYOADTEPN TOIKIAIDL OTMG Yol TWOPAOELYHO T OVTOY®VIOTIKY opdon tov ALKI1
anévavtt otov ALKS vy tpocdeon otov TPRII (Goumans ef al., 2003).

H mpocéyyion tov 000 TOT®V vIodoy€wv SopEPEL aVALESH GTOVS 600 PoctKovg
KAadovg onuotodotnong twv TGF-Ps/activins kot tov BMPs. Xtnv tpdtn nepintoon
ot ouvdéteg TGF-B ko activin aAAnAemidpovv pe tov vrodoyéa Tomov II aAld oyt pe
Tov vmodoyéa Ttomov I. MoMg dnuovpyndet €va 1oyvpd ocdumioko petald Ttov
oLVOETN Kat Tov VodoyEa Tumov I, tote pmopel va €pbel kot vo evompatwbel o
avtd kol o vrodoyéag tomov I (Massague, 1998; Hart et al., 2002). H evoopdtmon
Tov VrodoyEn TOmoL I oTo cOumAoko yiveton gite emewdn ot cvvdEteg aAAALoVV
oTEPEOOAUOPPMOT OTAV TPOGIEVOVTOL GTOV VITOdoYEa Tumov Il ko amokaAvmTovV
TEPLOYES TPOGOESNG Y10 TOV VILOdOYEN TUTOL I, eite emeldn o vwodoyEag avayvopiletl
pio gvpltepn meployn TPOcdeoNg mov TEPAAUPEVEL TOGO TOV GLVOETN OGO KOl TOV

vrodoyéo tomov II (Hart et al., 2002). Avtifeta otv mepintwon twv BMPs n



TPOGOEDT] YIVETOL TPMTO GTOV LITOdOYEN TOUTOV [ Kot awTd TO0 GHUTAOKO UmOpEl e ™)

oEPA TOV Vo, EVOOUOTOGEL Kot Tov brodoyéa tomov I (Kirsch et al., 2000).

. LAP ChordinS0G
qa Decorin DAM/Carbarus T ollistatin
Tra 1 2-M Follistatin Mogain

P I 1 ] ] I L 93 -
Accessory -
Receplors | Belgg_ly!:aq T';:‘t?' o l:';ndn-gl:ln

oA
1 y o 1 BMP4

Ligands TGFi Inhibin Activin lelg‘ﬁ- B aFDs  BMPT AMHMIS TGFp

Smad? Smadi

Smad3 Emadk
Smadi
Smandﬂ Emadd |
~500 targel genes =500 target genes

Ewova 2. O1 vrodoyeic tng vrepokoyévetlag tov TGF-B. H dpdon tov vrodoyémv pubuiletal
otov €EOKVTTAPIO YOPO Amd SAPOPOVS TAPAYOVTEG OV Umopel gite vo Ponbodv eite va

EUTOdiCouV TNV TPOGOEST] TV GLVOETMV G6TOVG Vodoyelg (Shi & Massague, 2003).

Onwc mpoovapépOnke o1 dV0 THTOL VITOOOYEDV TEPLEYOLV EVOOKVTTAPIEG TEPLOYES
OV TOVG EMTPEMOVV VO, AEITOLPYNGOLY MG Kvaceg oepivn/Bpeovivng. Ot Kivaoeg
elvatl povipwg evepyég otov vodoyéa tomov II addd Oyt otov vrodoyéa tomov 1. H
ONUovpyiol TOL ETEPOTETPAUEPOVS TOV VTOSOYEMV divel Tn duvatdTNTO GTOV
vrodoyéa Tomov Il va poopopvidcetl v meployn tov GS otov vrodoyéa tomov 1. H
nmepoyn GS, yapoakmplrotiky povo tov vmodoyxéa tomov I, Ppioketon péca oto
KOTTOPO, OUIVOTEAMKA TNG TEPLOYNG TNG KIVAoNG Kot TePEEL oepiveg Kot Bpeoviveg
oto potifo TTSGSGSG. H o¢wogopvrioon g amd tov vmodoyéa tomov I
evepyomotel tov vmodoyéo tOmov I mov amoktd Kol 0VTOC EvEPYOTNTO KIVAGNG

oepivng/Bpeovivng (Massague, 1998). To amotéleocpa eivor apevog n amopdkpuvon
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tov avaotoréwv FKBP12 kot FKBP12.6 mov mpocoévovtal 6t pn @oo@opLAIOUEVN
GS kot gumodilovv ™ onuatoddtnon tov TGF-f ko agetépov 1 KavoétnTO TOL
vrodoyéa va mpocdécel 6to GS Kot va poceopvimoetl 11 R-Smads (Huse et al.,
2001).

H onpotoddton tov TGF-B pumopet va puBuctel otov eEmkuttdplo xdpo omd o
molkidio mapayoviov (Ewova 2). Katapynv vrdpyovv ta LAP nponentiow tov TGF-
B mov Onwg mpoavaeépdnke Tov kabioTovv avevepyo. Emmpdcheta dpme vdpyovv
Kot GAAol aviaywviotég tov TGF-B 0nmg ov decorin, a2-macroglobulin, follistatin,
noggin, chordin/SOG kot DAN/Cerberus. O unyoviopog Aettovpyiog tovg eivor va
TPOGOEVOVV TOVG GUVIETES, VO EUTOOILOVV T1 CUVOEST] TOVG GTOVG VTTOOOYEIS Kot £TG1
vo pmlokdapovv 10 onuotodotikd povomdtt. Ot decorin kot o2-macroglobulin
npocdévouv tov TGF-B, n follistatin tig activins kou 11i¢ BMPs kot ot noggin,
chordin/SOG ko1 DAN/Cerberus eniong tic BMPs. H Aettovpyio tovg givon dtaitepa
oNUaVTIKN Yo Tov opyavicpo. [a mapdderypa, Exetl derytel 6TL 1 TOVTOYPOVT ATMOAELL
tov noggin, follistatin kot chordin and to EuPpvo oV Xenopus dnuovpyel coPapd
npoPAnpata oty popeoyéveon (Khokha et al., 2005). 'Evag dAlog tpdmog
TOPEUTOSIONG TOL LOVOTATION GTOV EEMKVTTAPLO YMPO YIVETOL OO TN OUEUPPOVIKN
npwteivr BAMBI (BMP and Activin receptor membrane bound inhibitor). H BAMBI
napovctalel 53% opodra pe tov ALK3 oto Xenopus adhd dev €xel v meployn Le
evepyotnta kwvdong. O tpoémog mov dpa givar va avtaymviCetoar pe tov ALK3 ot
onuovpyiot Tov ETEPOTETPOUEPOVS VITOdoYEn pe 1o ovvdétn (Onichtchouk ef al.,
1999). Axkéun, vdpyovv SOAVTEG LOPPES TV VTTodoyEwv Tomov I ko I wov pmopel
VO TPOGOECOVV TOVG GLVOETEG KOl VO EUTOSICOVY TNV OAANAETIOPOOT) TOVG UE TIG
SWUEUPPOVIKEG  LOPOEG TMV  VTOJOYEMV  AELTOVPYDOVTOG £ETCL  OPVNTIKE  OTN
onuoatoddton (Natsume et al., 1997, Lin et al., 1995). And Vv GAAn pepld
VIdpyovV Kal SapepPpavikég mpwteiveg mov fonbodv oV TPOGOEST TOV GLVIETOV
otovg vrodoyeic (Ewdva 2). Avtég sivan ot betaglycan, endoglin, cripto, CTGF kot
DRAGON. H betaglycan (7 aAlog TGF-f vmodoyxéag tomov II) Ponbd v
npdcdeon tov TGF-f otov TPRII ko twv inhibins otov ActRIIl, 1IB (Massague,
1998). Idwitepa oV mepintwon tov inhibins kot tov TGF-B2 £yel onuavtikd poro
KaOdG avTég dev TOpovcldlovy amd poveg Tovg oyvpn EAEN mpog Tov vrodoyéa. H
endoglin €yel mopdpolo poéro pe 1t betaglycan kol ota evéobniakd kvTTOpO TOV
ayyelov mpodyer v aAinAemiopaon TGF-B/ALK1 avti vy TGF-B/ALKS

TPOKOADVTOG OVENUEVT OYYELOYEVEDT] Kol KVTTAPIKO moAAamAactacud (Lebrin ef al.,
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2005). H cripto mapdyeton oG eKKpVOUEV OAAG KOl G HEUPPAVIKY] TPOTEIVY Ko
Bonba v aAinienidpaon tov Nodal, Vgl kot GDF1 otovg ActRII, IIB (Cheng et
al., 2003). H CTGF éyet to oummAd poro va gvvoel v mpdcsdeon tov TGF-f otovg
VTOd0YELS TOV aALA TavTOYpOVA va eumodilel T mpodcdeon tov BMP4 (Abreu ef al.,
2002). Téhog 1 DRAGON mpocdévetan otigc BMP2, BMP4, ALK2, ALK3, ALKS6,
ActRII ko ActRIIB kot evioyder v onuotoddtnon and tic BMPs (Samad et al.,
2005).

I'. OI SMAD NMPQTEINEX KAI H AOMH TOYX

Ot Smad mpwrteiveg €povv péyebog mepimov ~500 apvoééa Kot OmoTEAOVV TOVG
KOPLoVG StopeGOAaPNTES TOV oNUETOd0TIKOD povoratiod Tov TGF-B. Xtov avBpomivo
opyoviopd kmotkomolovvtal 8 Smad mpwteiveg kol avtég eivar ot Smadl-8. Ot
Smad1/2/3/5/8 eivar o1 pvOuotikés mpowteiveg R-Smads (Regulatory Smads) ko
EVEPYOTOLOVVTOL HE POOPOPLAI®MCT OO TOV VTOSOYEIG TNG VIEPOIKOYEVELNS TOV
TGF-B. Ot Smadl/5/8 cvppetéyovv ot onuatododtnon twv BMPs/GDFs/AMH evo
ot Smad2/3 ot onuotoddtnon twv TGF-Ps/activins/nodals. H Smad4 1 co-Smad
oMyouepileton pe Tig evepyomomuéveg R-Smads ko oynuotiler pe ovtég éva
oOLUTAOKO 7oV eivan amapaitmto ywo T Smad-emayopevn petaypaen. Ov Smad6/7
etvar yvootéc kou o¢ [-Smads (Inhibitory Smads) kot €yovv v wovotnto vo
SLOKOTTOVV TO GNUOTOOOTIKO LOVOTTATL.

Ot Smads amaptilovion and 11¢ meproxéc MH1 ko MH2 mov cuvvoéovion peta&y
Toug amd Vv meployn tov linker (Shi & Massague, 2003). H apwvotelk; MHI
nepoyn eivar moAd cvvinpnuévn peta&d tov R-Smads kot tg Smad4, oArd dev
vrdpyer otic [-Smads, ko pmopet va mpoodéverar oto DNA péco piog doung P-
eovpkétag mov oynuatiCel. Ilpémel vo onuelmbel 0t 10 peyoddTEPO TOGOGTO TNG
Smad2 mapdystar og po 1oopopen mov dev mpocdévetan dueca oto DNA eEautiog
evog evhépatog otnv MHI1 mov kmdikonoteitat amd 1o eEmvio 3. Avtifeta 1) icopopen
™m¢ Smad2 mov dev mepi€yel avtd to EvBepa (Smad2AE3) pmopet va mpoooévetat

dueca oto DNA. H MH2 meproyn eivan emiong moAd cuvrnpnuévn petaéd towv Smads
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Kol £xel ToAamAEG Aettovpyiec. ‘Eva Baocikd yapaxtnpiotikd g MH2 tov R-Smads
elvatl to kapPoiutelkd potifo SXS mov pmo@opLAMGVETOL Omd TOVG LITOJOYELS HE
amotéAecpo. TV gvepyomoinon tovc. Emiong yépn oe ovtd 10 pmOSPOPLAI®UEVO
potifo n Smad4 avayvopiler tig R-Smads kot oAryopepileton pe avtés. o t1g dvo
TOPATAVE OAANAETIOPACELS €lval amopaitnT (o o€pd amd Pacikd aptvo&éo mov
Bpiokovton oty MH2. H MH2 meprhapfdverl emiong aAiniovyieg, mov oynuatilovv
TOV  «VOPOPOPIKO OdPOLO», Y. TNV OAANAETIOPOOT HE KLTTOPOTANCHOTIKES
TPOTEIVEG TOV EMTPENOVY TNV TOPAPOVH TOV Smads 6T0 KLTTUPOTAACUA, LE TIG
VOVKAEOTOPIVEG Y10 TNV ELGAYMYT TOVG GTO TUPNVO KOL LE CUUTAPAYOVTEG TPOCOECTG
oto DNA. H meproynn SAD (Smad activation domain) mov eKkteiveTonl HEPIKMOS GTO
MH2 kot otov linker Bonbd& otnv aAAnienidpoon He HETOYPAPIKOVS TTOPAYOVTES.
Téhog, o linker givar Aryotepo cuvinpnuévos peta&d twv Smads kot otig R-Smads ko
[-Smads mepiéyer 10 potifo PY mov amotelei onueio mpdcdeong yio Tig Mydoeg
ovfitivng Smurf (Smad ubiquitination-related factor). O linker twv R-Smads
TePEYEL EMIONG TOAAG onueion poSopLAiwoNG amd dtbpopes Kivdoeg Onwg MAPKSs
kot CDKs evd oto linker tng Smad4 vrdpyet swvidro e£660v and tov muprva (NES:

Nuclear export signal) (Ewcova 3).

R-Smad Co-Smad I-Smad
Smadil, Smad2, Smad6
Smads3, Sn;ads, Smad8 S Smad7
Kinase sites
| PY motif Ll PY motif
| SxS |
MH1 *MHZ X L
m Basic Hyd hobi Basic
asic rophobic
pocket vcorr?dor pocket

Ewova 3. H dopn tov Smad npoteivov (Massague et al., 2005).
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A. KYTTAPOITAAXMATIKH KAI ITYPHNIKH OEXH TQN SMADS

Ot R-Smads evepyomolovvtatl amd tovg vmodoyeic, oAyopepilovtor pe tn Smad4
kol puOuilovv ™ petaypaen oto mupnva. Emopéveg n 0éon tovg givor t6c0 6TO
VPNV OGO KOl GTO KLTTOPOTANGCLLO TOV KVTTAPOL. 11 fOGIKH TOLG KATAGTOCT OOV
170 onuatodotikd povomdtt tov TGF-B eivar avevepyd Ppiokovrar kvpiwg oto
kuttoponiacua (Pierreux et al., 2000; Watanabe et al., 2000). ['V’ avtd gvBivovral
KUTTOPOTAUCLOTIKES TPOTEIVEG TOV AAANAETIOPOVV e TIg R-Smads kot t1g dtatnpovv
o010 kKvttapémiacpa. Amd avtég, n mpwteivn SARA (Smad anchor for receptor
activation) gival amd Tig mo peAetnpéves Ko oAANAemdpa pe tig Smad2/3 (Tsukazaki
et al., 1998). H SARA mepiéyet tv aAinrovyio tpdcdeong o€ Mridio FYVE mov v
oonyel ota evoocopota (Di Guglielmo et al., 2003). Eniong nepiéyetl pion aAiniovyio
npdcodeong ot Smads (SBD: Smad binding domain) mov oaAAniemidpd pe tov
«dpoPofikd dradpopo» g MH2 meproyng twv Smad2/3 (Wu et al., 2000). Emedn n
idwa meproyn g MH2 ypnoomoteitat yio aAAnAeniopaon e TIg vOuKAEomopiveg Kot
HETOYPOPIKOVS cLUTapdyovteg, To cvumioko Smad2/3-SARA oe pmopet va petafet
0TO TLPNVA KOl va. oynuaticel petaypagikd coumioka (Randall et al., 2002). A&ile
va onpewmdet 6Tt ot Smads pmopodv va pmovv pe 6vo TpodToLg 6To TVPNVa. [IpdToV,
aAANAemOpovV Katevbeiav pe TIg voukAeomopiveg TG0 Yo va g16ay00vV 610 TLPVA
600 kot yo va e&aybodv and avtdv (Xu et al., 2002). Agbtepov, Exovv Lo TEPLOYN
oto MHI mov powdler pe NLS (Nuclear localization signal) xou emitpémer v
aAnAenidpact| Tovg pe umoptiveg (extdg amd ) Smad2 eEautiog Tov evOEpTOC OO
10 e€dv10 3) yia Vv elcaymyn otov mtuprva (Kurisaki et al., 2001). H aAinAenidpaon
HE TIG VOLKAEOTOpPivEG €ivol caPEoTOTO TO OLOEOOUEVT] EVD M E60YMOYN UECH
WTOPTIVOV Ypnoiponoteiton moAd Aryotepo (Xu et al., 2003). Otav to SXS eivon
ewoPopvAwpévo N SARA dev mpocdévetar amotehespotikd ot Smads2/3 pe
ATOTEAECUO, VO UTOPOUV VO OAANAETIOPACOVYV HE TIG VOLKAEOMOPIVEG Kol Vo
eloéABovv oto mupnva (Wu et al., 2001). ITapdAinia 1 TpOGOEON TOV PETAYPAPIKDV
mopayoévtov FoxH wor Mixer otov  «wdpo@ofikd otddpopo» tmv Smad2/3
TaPATEIVOLV TNV Topapov Toug oto mupnva (Xu et al., 2002). H aropwspopvriinon
o0V SXS emrpénel MV amocHVOEST TOV UETAYPAPIKOV CLUTAOK®V omtd Tic Smad2/3

Kol v e€aywyn Toug omd tov mupnva (Inman et al., 2002).
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H Smad4 o1t Bacwn g katdotoon Ppioketar e€icov 6to mupniva 6GO Kol GTO
Kuttapomiacpo (Pierreux et al., 2000; Watanabe et al., 2000). Ot evepyomompuéveg R-
Smads dnpovpyovv olryouepn| pe t Smad4 ko petafaivovv otov mopnvae (Chacko
et al., 2004). Agv &yel drevkpviotel akoun €bv ta oAtyopepn twv R-Smads/Smad4
oynuotioviol 610 KLTTOPOTAAGO 1| OTO TLPNVO LETA TNV €160 y®YN T®v R-Smads
Kol TOOVOV 0VTO Vo S1PEPEL AVALOYO LE TIG GVVONKES TTOV EMKPATOVV GTO KVTTAPO.
To ociyovpo elvar 4Tt 6TOV TO ONUATOOOTIKO povomdtt eivar gvepyd tOTe 1 Smad4
evromiletal Kupimg 6TOV TVPNVA TOL KLTTAPOL. Xe avtifeon pe Tig Smad2/3, 1 Smad4
nmepieyxel NES otov linker mov avayvopiletar and v CRMI1, wo tpwteivy mov o
poOAog NG elvar va eEdyel dAleg amd To Topnvo. H CRM1 Aowdv pmopet va e&dyet
Smad4 and tov mupnva extdg av avTn ivar oe copumAoko pe Tig R-Smad mov tote
CRM1 odev éyel mpoésPaocn oto NES. Otav o1 R-Smads amopws@opvAiiwbodv cto
SXS, n Smad4 6ev oynuotiCer mo cvpmioko poall Tovg kot pmopet vo Pyet amd to
mopnva (Pierreux et al., 2000; Watanabe et al., 2000; Inman et al., 2002; Chen et al.,
2005).

To cvumépacpo givar 6Tt ToV KVPLOTEPO POAo Yo TNV Béom twv Smads péca oto
KOtTopo mailelr 1 ewo@opvAiiwon tov SXS tov R-Smads. Otav 10 onupatodotikd
povomdtt tov TGF-B eivon evepyd t0te o1 Smads PBpiokovtal oto muprva kabmg o
oTOYX0G TOVG vt 1 POBON TNG LETAYPUPNS CLYKEKPIUEV®DV YoVidimy. Xe avtifetn
nepintwon dev yperdletor vo Ppickovtal 610 TLUPNVO EMOUEVOSG SOTNPOVVIOL GTO

KUTTOPOTAOGLOL.

E. ENEPT'OIIOIHXH KAI OAI'OMEPIEMOX TQN SMADS

H evepyomoinon tov pun eocpopviiopéveov R-Smads Eekivd pe v mpdcodeon
tovg ot GS meproyn tov evepyov vodoyéa tomov I (Huse ef al., 2001). O vrodoyag
eoo@opvAlovel Tic R-Smads oto SXS pe oamotéhecpo v oAdaynq ot
otepeodapdpemon tov R-Smads kot v arocupniokn toug and tov vrodoyéa. Ot
Smad2/3 gwoeopviidvovtor and tovg ALK4/5/7 wor ot Smadl/5/8 amd tovg
ALK1/2/3/6. Avtq n edkOTTo. £YKETOL GE YOPOUKTNPIOTIKES OOUEG TOGO GTOVLG

vrodoyeic tomov I 600 kar oty mepoyn MH2 twv R-Smads mov ovopdalovron
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Bpoyyor L45 ko L3 avtictoyya (Ewova 4). O Bpdyyog L45 Bpioketor oty meploym
™G Kvaong tov vrodoyéa Tomov I kot meprhapfaverl 9 apvoééa. H ailiniovyio tov
L45 dwpéper peta&d tmv vrodoyéwv tomov I kot TpoceEpet TNV E101KOTNTO OTEVOVTL
otv Smad mov Ba gvepyomomnBei. 'Etor, ot ALK4 kot ALKS éyovv mavopotdtomo L45
oL OUWG JPEPEL kKoTd 4 apvoléa and tov L45 tov ALK3/6 kon katd 7 apvoléa
and tov L45 tov ALK 1/2 (Chen et al., 1998a). MdéMota évag ALKS mov mepiéyet tov
L45 evog ALK6 pmopei va evepyomomoet tig Smad1/5/8 xan avtictpopa évag ALK6
pue tov L45 evog ALKS pmopei va evepyomoteil 11ig Smad2/3 (Chen et al., 1998a).
[Mapodpowa otoryeia wyvovv kot Yo To Bpdyyo L3 mov Bpioketar otmv MH2 twv R-
Smads. H aAAntovyio tov L3 petad tov Smad2/3 sivon o eved ko petoéd twv
Smadl1/5/8 eivar 6. Topa ot L3 peta&d tov 600 avtdv opddmv dtoeépovy o 2
apvo&éa. Emiong wor petoAloypévn Smadl mov o@éper tov L3 tng Smad2
aAniemidpd pe tov ALKS kot o petaAlaypévn Smad2 mov mepiéyer tov L3 g
Smadl dev pmopel va aAiniemdpdost pe tov ALKS (Lo et al., 1998). T v
otabeponoinon PéPara tov cvpmiokov vmodoyéa-Smad elvar amapoitmreg Kot
YETOVIKEG aAAnAovyiec Tov L3 mov aAiniemidpovv pe 1o GS tov vrodoyéa (Lo et al.,
1998). Opiopéveg mpwteiveg €govv mpotabel 6Tt mailovv Pondntikd poéio otnv
aAAnAemidopaon tov Smads pe Tovg vwodoyeis. I'a mapdaderypa 1 SARA ektdg ToL OTL
dwtnpet tig R-Smads 610 KutTtapoémiacua, vrofondd Kot v aAANAEnidpaon Tovg Le
toug vrodoyeic (Tsukazaki er al., 1998). H Dab2 (Disabled-2) ctafepomotel v
aAnAermidopaon tov ALKS pe tigc Smad2/3 xou n amovsio g kabiotd tor kuTTOpO
Mybtepo gvaicOnta otov TGF-B (Hocevar ef al., 2001). Téhog n Dok-1 aAAniemdpd
pe T Smad3 kot icwg Ponbd v evepyomoinom péow activins (Yamakawa et al.,
2002).

H Smad4 avayvmpilel 1o poopopviopévo SXS tov R-Smads kot olryopepileton
pe avtd (Ewéva 4). O oMyouepiopog pe v Smad4 eivor paAlov meplocoOTEPO
avaykaiog yio TV Onpovpyios LETAYPUPIK®OV GUUTAOK®V TOPE Yio TV EIGAYMYT TOV
R-Smads ot0 mopiva. H Smad4 eivar amopoaitntn oe OAeg TIG TEPMTMOGELS
HeTaypapikng puduong amd tig Smads av kot 0 o coPapog Smad2”" QoVOTLTOG GE
oxéon He TOV Smad4”" ota movtikw iomg vrodnidvel v KavotTo pHOoNG
arovcio g Smad4 (Chu et al., 2004). H ctoycopetpio Tov cuUTAOKOL dgv ivar
EexdBopn LE EMKPOTESTEPT VO glval aLTH TOV TPLUEP®V OMAadn 2 R-Smads pe pia
Smad4. Ot R-Smads pmopel va eivon ideg (.. Smad3/Smad3 1§ Smadl/Smadl) 7
dwapopetikég (m.y. Smad3/Smad2, Smadl/SmadS5 v mBavév kot Smadl/Smad3).
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TGF-f ligand

R-Smad 33 ‘

Co-Smad ‘ P-Smad

Smad-binding
elemeant

Ewova 4. H evepyonoinon tov R-Smads amd tov vnodoyeig Kot 0 0AyoUepIGUOC TOVG LUE TN
Smad4. H apoifaio avayvopion tov R-Smads pe toug vrodoyeig yivetar péom tov pdyyov
L45 ko L3. O1 pocpopviimpéveg oto SXS R-Smads oAryouepilovrar pe tn Smad4 xon
petafaivovv otov mopnva yuo. va puBuicovy v petaypaen dwpdpov yovidiov (Feng &
Derynck, 2005).
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I"a ™ otaBepomoinom tov cupmhdkov givarl amapaitnn N EOSEOPLAI®IEVT SXS Kot
0 Bpoyyog L3 g MH2 mepioyng (Chacko et al., 2001, 2004). Extog amd ta tpyiepm
Exouv yivel avo@opég kot yuo. owepn kvpimg petafd Smad2/Smad4 evad éyouvv
evtomotel 1060 depr| 660 Kot Tpipepn] Smads otovg vokivnTég Yovidiov (Inman &
Hill, 2002). To cvunépacpa givor 6Tt | TOALTAOKOTNTA TOV TAPOLGIALEL TO TPUUEPES
OAAG Kol 1 VITOPEN OUEPDY 16MC £XEL VO KAVEL LE TO YOVIOLO-GTOYO N TOVG EKAGTOTE
LETAYPAPIKOVS cvuumapdyovieg kot vmodnAdvel pio eveMéio kot mowkidio otnv

duvVaTOHTNTO TNG HETAYPOAPIKNG pLOUIoTG oo Tic Smads.

XT. METAI'PA®IKH PYOMIXH AITO TIX SMADS

To ocbOumioxo R-Smads/Smad4 emotpatevel SGQOPOLS GLUTOPAYOVIEC GTOV
Topnva kot puOuilel TNV KaTaeTOAN 1| TNV €vEpyomoinom dtpdpwv yovidiov. ['a v
npdcodeon oto DNA eivon amapaitnm n mepoyn MHI. Ot Smad4 xon 6Aeg ot R-
Smads éyovv Vv wavotnta va mpocsdévovior oto DNA pe efaipeon v peydin
woopopen g Smad2 mov mepiExel o eEdvio 3. Av ko m Smad2AE3 pmopel va
nmpocoévetal aueco oto DNA, mopdyetolr 6 TOAD WKPOTEPEG TOCOTNTEG OO TNV
Smad2 ota kbtTapa. [Hapdia avtd n Smad2AE3 eivor amapaitn otov opyavicuod
Kol €lval YopoKIpioTiKd OTL VO To Smad2”" movtixa napovctalovy Bvnoryevi
eUPpLkd PovoTLTO, TO. SloryOVISIaKA TOVTiKia oV ekEpalovy uévo tn Smad2AE3
oopopen emlovv kot givar yovipo (Dunn ef al., 2005). [TiBavoroyeital Tévimg 0Tt TO
ovumioko Smad2/Smad4 pmopei va mpocdedel oto DNA péow g Smad4. To mo
YOPOKTNPLoTIKO oToryeio Tpododeong 6to DNA mov avayvopiletor and v MHI tov
Smads (SBE: Smad-binding element) eivar 10 5’-CAGAC-3’. To otoyeio avtd
MEPLEYETAL OE €V 1 TEPLOGOTEPO OVTITLTTO. GTOVG VLIOKIVNTEG TMV YOVISI®V Tov
pvOuilovtar and tic Smads (Shi ef al., 1998). Emeidn n eyyevig dvvatdtro twv
Smads va mpocsdévoviar oto DNA sgivar yapnAn, ypelaletar n vmopén moAlomimv
SBEs mov evioyvovv v mpodcdeon. Ouwg axdun kot 0tav vrapyovy péypt kot 4
SBEs givau amapaitnmn 1 mopovsio cuumapoydviov 6to cvoumioko R-Smads/Smad4

v omoteleopotiky npdcodeon oto DNA (Seoane et al., 2004). Té6co n vmapén
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molanA®v SBEs oAAd ko 1 GUUUETOYN O0QOP®V GUUTOPOYOVI®OV TPOGOECNG
TPOGPEPEL TN dvvotdTTa TG PLOUoNG TOALATADY Yovidiov omd Tig Smads. Extog
oumg and to 5’-CAGAC-3’ €yovv PBpebel kot dAla otoyeio Tpocdeong Twv Smads
omwg 10 5°-GGCTT-3" addd kot meployéc mhovoleg oe GC (Chen et al., 2002; Kang et
al., 2003a). Opiopéveg @opég UAAMOTO €YOLUE TNV GLVOTOPEN OVTAOV  TOV
aAAntovyiov pe 1o CAGAC og évav vrokwvnt (Kang et al., 2003a).

H mpdodeon S10pdpwv cupmapoydviev 610 cOumAoko tov R-Smads/Smad4 ektog
TOV OTL TPooeEPEL KaAvTepn mpdodeon oto DNA, divel ) dvvordtmra moikiing
petaypagikng pobuong.  Ilpoxtikd ovtd onuaiver Ot avdloyo HE  TOVG
ovumapdyovieg mov £xovv mpocdebel pvOuilovior dtopopetikd yovidl 1 OUHAdES
yovidiov. H mowiMa avty mpoceépetar oe 4 emineda. [Ipodtov, oto emimedo TOL
Yovidiov, olapopeTikol ocvumapdyovieg ovoyvopilovv kol OSl0popetikd otoyeio
npdcdeong 6to DNA 6mmwe avtd mov avapépOnkay mo ndve. Agdtepov, 6To Eninedo
TOL  ONUOTOOOTIKOD  HOVOTATIOL T®V  Smads, OlpOPETIKOlL  CLUTOPAYOVTEG
avayvopilovv kol dteopetikd oAtyopepn tov Smads (m.y. Smadl/Smad5/Smad4 7
Smad3/Smad3/Smad4). Tpitov, 6to €MimedO TOL KLTTAPOV, TAPAYOVTOL OLOLPOPETIKOL
CLUTOPAYOVTEC OO KOTTOPO GE KOTTOPO OPOPOTOIDOVTAG £TGL TNV UETAYPOON
yovidlov avaroyo pe To KLTTapkO TOmo. TETapto, 610 €MIMESO NG HETAYPOPT], Ol
oLumapayovteg Umopel gite vo emdyovv eite va katooteihovv TV €KQpOon €VOG
Yovidiov. Ao TOVG MO YVMOGTOVS LETOYPUPIKOVS GUUTOPAYOVTEG TV Smads yio TV
npdcdect| Tovg 0to DNA eivor 1 owoyévela mpoteivov forkhead. Awd avtég n FoxH1
aAAnAemidpd pe v MH2 g Smad2 ot1o cvumioko FoxH1/Smad2/Smad4 1o omoio
HE TN GEPA TOL TPOCOEVETAL GTOV VIOKIVNTY TOL Yyovidiov Mix2 kot pvOuiler v
petaypaen tov (Chen et al., 1997). Eniong ot FoxO1, FoxO3 kot FoxO4 cuvdéovtat
pe 1o MH1 ¢ Smad3 kot evepyomotodv opiopéva yovidio dmac 1o p21<%! (Seoane et
al., 2004) evad mopovsio ko tov C/EBPB evepyomotodv drapopetikd yovidian 6mmg to

15" (Gomis et al., 2006ab). AMa yvootd obumhoko  &ivar  TO

p
OAZ/Smadl/Smad4 mov evepyomotel 10 yovidio Vent2 oto Xenopus (Hata et al.,
2000), to ovumioko ¢ owoyéveln Tov RUNX mopaydviov Ommg 10
Runx/Smad2,3/Smad4 mov pvOuiler 10 IgCa (Zhang & Derynck, 2000), to
E2F/Smad3/Smad4 mov koatactéAlovv 10 c-Myc oto emBniokd kdtropa (Chen et
al., 2002) ka1 to ATF3/Smad3/Smad4 nov katactéAdel 1o Id] (Kang et al., 2003a)

(Ewova 5, 6).
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Ext0¢ and tovg cvumapdayovieg npdcdoeong oto DNA mov avaeépbnkay o tavo,
VILAPYOLY KOl AAAOL TOV OPOVV (G GVVEVEPYOTOMMTEG Y10 T HETAYPAPT Yovidimv. Ot
vevikoi cuvevepyomomtés p300 ko CBP aAdniemdpovv pe tig Smadl/2/3/4 omnv
MH2 meployn kot e€mayovv TN UETAYPOON YOVdiov mOavOV  TPOKOADVTOG
avakatotdéelg otn ypopativn (Massague & Wotton, 2000) (Ewkéva 6). Emiong eivon
aSloonpueiot 1 ovvepyacio oty onuotoddton tov BMP2 kair LIF (leukemia
inhibitor factor) péom tov p300. Zvykekpipéva, ot dtapesorafntég Toug Smadl Kot
STAT3 mpocdévovial cuvepyatikd e dopopeTikd onpeia Tov p300 Kot exdyovv
petaypapn tov Gfap (glial fibrillary acidic protein) ywo v dwapopomoinon twv
aotpokvttapwv (Nakashima et al., 1999). AAlotl yevikol cuvevepyomomtég €ivol o
P/CAF mov ovvdéetar pe toug p300/CBP ko pe tv MH2 meproyr tov R-Smads
(Itoh et al., 2000) aArd kot 0 ARC105 wov adAnAemidpd emiong pe v MH2 (Kato et
al., 2002). Yrdpyovv BéPara ko mo €01Koi cuvevepyomomTés Yo T1g Smads 0nwg o
SMIF kot o Swift mov o€ avtiBeon pe Tovg TaPATAV® EXOVV OVTO TO POAO LLOVO OTOV
ovvovalovtot amokAelotikd pe Tic Smads (Shimizu et al., 2001; Bai et al., 2002).

Amd v GAAn pepid to ovumioko R-Smads/Smad4 emotpatevel ko
OLYKOTAGTOAEIG Y100 TNV QIEVEPYOTOINGT YOVIOI®V Kol LAAGTO 1] KATOGTOAT YOVIOi®wV
anoteiel mepimov 10 25% tv petaypapkmv pvbuicemv and tig Smads. H katactodn
T0V c-Myc gival amd TIg IO CNUAVTIKEG GTO KVTTAPOSTATIKO TPoypoppa tov TGF-B.
Ymv mepintoon ovt) oynuotiletor cvumioko petald tov Smad3 kot Smad4, tov
E2F4 ovunapdyovta mpocoeong oto DNA kot tov ovykotactoréo pl07 ot
avayvopileton n meproyn TIE (TGF-B inhibitory element) otov vrokivnty tov c-Myc
(Chen et al., 2002). To yovidlo Idl «xotactélhetor omnd TO GUUTAOKO
ATF3/Smad3/Smad4 pe v ATF3 va Aettovpysi towtdOxpove g GLUTOPAYOVTOG
npdcdeong oto DNA kot wg ocvykatactoréoc (Kang et al., 2003a). H xotactoln
yivetal og Vo Pruata kabng pe to gpébiopa ond tov TGF-B avédvovion mpota Ta
enineda g ATF3 kot ot ovvéyswn kataoctéddetal 1o Idl (Ewdva 5). Opoimg
VIAPYOVV KOl GCLYKATOOTOAEIS ot onuotodotnon towv BMPs 6mwg o Nkx3.2
(mpoodévetar kot oto DNA) mov aAinAemdpd pe to copmioko Smadl/Smad4 kon
mSin3/HDAC, pvBuilovtag ) dopopomoincn tov yovopokuttdpmy, Kot o Schnurri
mov oAAnAemdpd pe Tt Smadl/Smad4 ot Drosophila yio v KATOGTOAN TOV

Brinker (Muller et al., 2003) (Ewova 5, 6).
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A. Primary Activation B. Primary Repression

FoxH, Fox0, Mixer, Rurx, OAZ, others E2F4/5, Nkx3.2, Runx2
p300, CBP, PICAF p107

Sin3/HDACA
MEG1, SMIF HODAC4

Osteocalcin

C. Self-Enabling Gene Responses

1. Induction of activator cofactor 2. Induction of repressor cofactor
Mixer, OAZ

~P . O
m“‘w ./ [?1 T ./

Bambi, smadT

3. Repression of an opponent 4. Repression and eviction of opponent
Schnurri

E2F4/5
~ A B Ul
m 1 ‘Brinh&r
oo [T @ M
p21Cip1 Ubx

Ewova_5. Movtéha petaypoeikng pvduiong omnd tigc Smads. (A) Evepyomoinon g
petaypagng arod Tig Smads. To petaypoeikd copumroko aroteleitol amd Tic R-Smads/Smad4,
mapdyovteg tpocdeons oto DNA (FoxH, FoxO xt), cuvevepyomomtéc (p300, CBP, P/CAF)
kot mpateiveg Tpocapuoyng (MSG1, SMIF). (B) Kataostoln tng petaypaeng ond tig Smads.
To oVumAoKo KOTOGTOANG amotereital amd Tig R-Smads/Smad4, mapdyovieg Tpdcdeonc oto
DNA (E2F4/5 xt)A), ovykatactoAeig (pl07 «td). (C) Xvvepyooio AGUEST Kol EUUEONS
HETAYPAPIKNG amdkplong TV Smads. Xe apkeTég mepTMOELS lval amapoitnTn 1 opyikn
polion Kanowwv yovidiov arnd Tig Smads mwov Oa emtpéyel og devtepn eaorn v pHdon

dAlwv yovidiov (Massague et al., 2005).
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Summary of Smad interacting proteins and their reported Smad partners)

Smad interacting protein

Class of protein

Reported Smad partner(s)

Mapped Smad-interaction domain

FoxHla, FoxH1b
Mixer, Milk, Bix3
FoxO

C/EBPp

ATF3

Schnurri

Runxl, Runx2, Runx3
Smurfl

Smurf2

NEDD4-2
WWP1/TiuL1
Rocl

Arkadia
UbeHT
B-TrCP1
Ectodermin
UCH37

Ubc9

PIASy

PIAS3
hZimpl0

p300 and CBP

PICAF

GCNS

HDAC4, HDACS, HDACE
HDACI, HDAC3
ARCIDS/MEDI15
MSG1

SRCI

Ski

SnoN

TGIF

Evi-1

Brgl

BAFI155, BAF170

Forkhead transcription factor

Mix transcription factor

Forkhead transcription factor

Leucine-zipper transcription factor
Leucine-zipper transcription factor

Zine finger transcription/scaffolding factor
a-Subunits of the PEBP2 transcription factor
HECT domain E3 ligase

HECT domain E3 ligase

HECT domain E3 ligase

HECT domain E3 ligase

RING finger protein component of the SCF E3
ligase complex

RING finger E3 ligase

E2-ubiquitin conjugating enzyme

F-bax protein component of SCF E3 ligase complex
E3 ubiquitin ligase

Deubiquitinating enzyme (DUB)

E2 SUMO conjugating enzyme

SUMO ligase

SUMO ligase

SUMO ligase

Histone acetyltransferase (HAT) and factor
acetyltransferase (FAT)

Histone acetyl transferase (HAT)

Histone acetyl transferase (HAT)

Class IT histone deacetylases (HDAC)

Class I histone deacetylases (HDAC)
Component of the mediator complex

Nuclear factorco-activator

Steroid receptor co-activator

Transcriptional co-repressor

Transcriptional co-repressor

Homeodomain co-repressor

Zinc-finger co-repressor

ATPase component of SWISNF chromatin
remodelling complex

Component of the SWISNF chromatin remodelling
complex

Smad2/Smad3

Smad2/Smad3

Smad2/Smad3, Smad4

Smad3, Smadd

Smad3

Smad], Smad4
Smad1/Smad5/Smad2/Smad3
Smad1/Smad5, Smad6&/Smad7

Smad1/Smad ¥Smad2'Smad3, Smad&/Smad?

Smad2/Smad3, Smad6&/Smad7, Smad1/Smad5 (weak)
Smad1/Smad¥Smad2/Smad3, Smad6/Smad?
Smad3

Smad2/Smad3, Smadé/Smad7

Smad7

Smadd

Smadd, Smad2/Smad3

Smad7, Smad2/Smad3 (weak)

Smad4

Smad1/Smad2/Smad3, Smadé/Smad7, Smad4 (weak)
Smad2/Smad3, Smad4 (weak)

Smad3. Smad4

Smad1/Smad2/Smad3, Smad4, Smad7

Smad2/Smad3

Smad2/Smad3

Smad3 (HDAC4/5), Smad7 (HDACS/6)
Smad?

Smad2/Smad3, Smad4

Smad4

Smad3

Smad1/Smad2/Smad3, Smad4
Smad2/Smad3, Smad4
Smad2/Smad3, Smad] (weakly)
Smad /Smad2/Smad3
Smad2/Smad3

Smad2/Smad3

MH2 via FM and SIM motifs
MH2 via SIM motif

MH1

MHI and MH2

MH2

Nat described

MHI1 and MH2 (of Smad3)
PPXY motif within the linker
PPXY motif within the linker, amino
terminal domain of Smad7
PPXY motif within the linker
PPXY motif within the linker
MH2

MHZ (for SmadT)
Amino terminal domain
Nat mapped

MH2 domain of Smad2
Not mapped

MH1

MH2

MH2

MH2 (for Smad3)
MH2

MH2

MH2

Not mapped
MH2

MH2

Nat mapped
MH2

MH2 +linker

MH2 +linker

Ewova 6. Aloto pe mpoteiveg mov oAAniemdpovv pe Tig Smads. v wPpOTN OTHAN

avaypaeeTal N TPOTEIVI, oTN devTEPT OTNAN TO €100G TG, 6TN TPiTN GTAAN Ol Smads e TIg

omoieg aAANAETOPE Kol oTN TETOPTN OTNHAN 1 TEPLoyN TG oAinAenidpaong (Ross & Hill,

2008).

Ta petaypoaeucd coumioka Tov Smads Pmopodv va 6povv GUEGH GTNV KOTAGTOAN

A

N TV evepyomoinon yovidimv, OU®G 0 AEIMOVV Kol Ol TEPUITOCELS TOL dPOVV TLO

éupeca (Ewova 5). INa moapdderypo mpoovoaeépbnke O0tt to. Smads emdyovv tnv

petaypapn tov ATF3 kot ot ovvéyelo oynuotiCovv ovumioko pali tov yo v

KataotoAn tov Idl. Me mapdpolo tpéno to. Smads pmopohv mTpdTO v EXAYOLV TN

HETAYpapPn KATO0V GLUVEVEPYOTOMTNH Kot e TN Pondeld tov va gvepyomolovy GALa

yoviota. TELog, Lmopovv Kot VoL KATOGTEALOVY TNV £KPPACT) SIAPOP®V TPOTEIVAOV TOV

Aertovpyohlv  ®C KOTAOTOAEIG otV €KQpacn GAA®V yovidiov 1 Kot vo Tig
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OTOUOKPOVOUV OO LITOKIVITEG, OGTE HE TN GEPA TOLG VO EMAYOVV TNV UETAYPOON
VTGOV TOV YoVdimv. AvTtég o1 Tepumtdoel; cuvnbwg BELOVY Alyo To TopaTeTApEVT
onpatoddtmon ond tov TGF-B kol dev gvepyomotovvion Otov 10 gpébiopa eivan
oTypaio, omote gtvat GAAN o koA pEB0dog Tov TPoodidel TOKIAIL 6TV avTidpaon
oL KLTTAPOL 6T0 gpebicua Tov TGF-B. Emiong didetar n dvvatdtto pe TETO100G

UNYoVIo oS Vo EAEYYOVTAL OAOKANPO GET GUVEKPPALOUEVOV YOVIOIMV.

7. KATAXTOAH TQN SMADS

H xatactoAn g onuotoddtnong ond 11 Smad mpwteiveg cvpPaivel og mOAAG
emineda oto kOTTOPO. 'HOM avapépbnkav or mepumtdoelg Kataotolns €€ and to
KOTTOpo Ommwg M mepintwon ¢ BAMBI. Emiong avaeépbnke kor m mepintoon
aviayoviopov g FKBP12 pe tic R-Smads yia mpdcdeon atovg vodoyeig tomov 1.
AALot pnyovicpol meptiapBdvovv v omowkodounon twv vrodoyéwv tov TGF-B
aAAG Kot TV 01wV Tov Smad tpoteivav, Ty mopepnddion toug and tig [-Smads, v
TOPEUTODION TG Aertovpyiog TOVG O©TO TVUPNVO amd GAAEG TPOTEIVES Kol
tpomomomoel; T@v R-Smads pe Poacwotepn OAwv 1TV omo@®GEOPLAMMOT TOL
potifov SXS.

Ot [-Smads meprrapfavouv tig Smad6 kot Smad7 kot S1apépouvv amd T VITOAOUTEG
010 0Tt dev £xovv MHI1 (1] tovAdyiotov mapdpoto pe avtd twv R-Smads kot Smad4)
Kol eniong amovotalel to SXS potifo mov pwseopvAdVETOL amd ToLg LTodoyels. H
Smad6 e1d1keveTO 6TV TOPEUTOSION TNG onuaToddtnong Tov BMPs (Hata ef al.,
1998) evd n Smad7 dev kdvel didkpion avdpeso oty onpatoddtnon v BMPs kot
TGF-Bs/activins (Nakao et al., 1997). Otav vrepekppdlovror BéPata epmodilovv to
1010 amotedeopaTikd Kot To dvo povormdtia. H Smad6 Asitovpyel og aviayovietg
™m¢ Smad4 ywoo v mpocdeon otnv evepyomomuévn Smadl eumodilovtag Tov
oAtyopepiopd ¢ Smadl/Smad4 (Hata et al., 1998). Emiong ocuvvdéeton pe tov
ovykatootorén CtBP oto muprva kot avtd €xer mpotabel 0Tt moilel KOTOGTAATIKO

porio otnv Smad-emayouevn petaypaen (Lin et al., 2003). Téhog, cvvdéetal pe v
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Mydon ovPucttivinig Smurfl xor ot dvo pali odonyodv tovg BMP vrmodoyeic mpog
armowooounon (Murakami et al., 2003). H Smad7 npocdévetar oTOVC
evepyomomuévoug TGF-B kot BMP vrodoyeic avtayoviotikd pe tig R-Smads (Nakao
et al., 1997). Eniong cvvdéetar pe v Atydon ovPuwitivng Smurfl o Smurf2 kou
oonyetl tovg BMP ka1 TGF-B vrodoyeig avtiotorya mpog amotkoddunon (Murakami et
al., 2003; Suzuki et al., 2002). Ta I-Smads Aertovpyodv pe €va unyoviopo
AVOOPUCTIKNG AVAGTOANG otV onpatoddton tov TGF-B kabmg éxet Bpebel mpwrtov
ot N ékepaoct| Tovg evepyomoteitan amd v TGF-B/BMP onuatododtnon péow tov
Smads (Nakao et al., 1997; Ishida et al., 2000) kot devtepov 0 TGF-f vrayopevet
petatomion g Smad7 ond to mupnve oto kvtrapdémiacpo (Itoh et al., 1998).
[Ipdopata €xovv yiver kot avaeopég 0Tt ot [-Smads eumodifovv T0vV GYNUATICUO
oLUTAOKOL peTa&y Twv Smad kot tov DNA (Zhang et al., 2007).

Ot R-Smads pmopotv eniong va koatactpapovv and 1o 26S npotedomua ite elval
POOPOPLAIOUEVES €lTE OYl. AVTO EMITPENEL TOGO TNV KATUGTOAN TNG ONUATOOOTNONG
0G0 KOl TV TOGOTIKY 0plobétnon twv Smads ywo v gvepyomoinor| tovg. H Smurfl
etvar vrevBovn yo v ovPiKiTvodioon kol TV Kataotpoen Tov Smadl/2 kot 1
Smurf2 yio 1i¢ Smadl/2/3 (Zhu et al., 1999; 1zzi & Attisano, 2004). H npwteivn
Tiull mov emiong avhkel otnv owoyéveln T@v Smurf cuuPdAiel 6TV OmTOKOdOUNON
¢ Smad2 (Seo et al., 2004) To potifo PY o710 linker twv R-Smads aAAd kot tov I-
Smads omoteAel onueio mpocdeong Yy TG Aydoeg ovPuwkitivng Smurf (Izzi &
Attisano, 2004; Chong et al., 2006). H Smad4 dev mepiéyet tétoto potifo aAld umopel
gupeca va ovPikrtivoAimbel kot vo amowkodoundel péow tov Smurf otav eivol oe
ovumioko pe tic R-Smads (Moren et al., 2005). I[Ipdopata eniong avapépbnke 0T 1
ewoopvAiwon tov linker tng Smadl pmopei va Agttovpyel mg oNpa Yoo ovaryvapion
and ) Smurfl kot katactpoen ¢ Smadl (Sapkota et al., 2007). Avtd onuaiver 61t
TO oNUatodoTikd povormdrtt tov MAPKSs iocwg endyst v xotactpoen tov Smads.
AAleg Mydoeg ovPIKLTIiVING TOL GUUUETEXOVV GTH OOKodOUN o Twv Smads ivat ot
SCF/Rocl, NEDD4-2 kot HsN3 (Izzi & Attisano, 2004). H SCF/Rocl evoveton pe
Smad3 oto Tupnva Kot TV 00MYel 6To KuTTOpOTAAGHO Yoo amokodounon (Fukuchi et
al., 2001) evdd n evepyomomuévn Smad2 ovBiKiTivoMdvVETOL 6TO TVPNVA OAAGL dEV
etvan EgxaBapo mov yivetar | amotkodounon g (Lo & Massague, 1999).

Méoa 610 mMLPNVE VIAPYOLV TPOTEIVEG TOL TPocdévovtal oTlg Smads Kot
Aertovpyohv ¢ YeEVIKOL KOTAOTOAElG oTn dvvardtnTo TOLg Vo puvhuicovv

petaypagn tov yovidiov. Ot mo peretmpéveg eivar 1 TGFI mov mpocodévetor otig
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Smad2/3 kot otpatoroyel TV TOLG EVa KATAGTAATIKO GUUTAOKO OV TEPIAAUPAVEL
Tic CtBP ko1 mSin3/HDAC (Wotton et al., 1999), n Evi-1 mov mpocdéveror ot
Smad3 kot emiong otrpatoroyel tic CtBP xor HDAC (Izutsu et al., 2001) kot ot
Ski/SnoN mov Aeltovpyovv gite GTPATOAOYDOVTAG GUUTAOKO KOTAGTOAG o1 Smads
elte umlokdpovtag Tov olyouepiopd twv R-Smads/Smad4 (Luo et al., 1999; Wu et
al.,2002) (Ewova 6).

O mo onuavtikdg TpdMOg KATOGTOANG NG onpatoddtnong tov Smads eival M
arTo@mcPopLAimon tov potifov SXS. H pocpopurioon oto SXS amoterel v Pdon
otV onuotoddtnon twv Smads Ko TV TpodmdHeon Yo TV TPOYLOTOTOINGT TMV
MEPIGGOTEPMOV  YEYOVOT®OV TOL  £YOLV  mePLypapel mo mave. Emopévog 1
amTo@®oPopLAimon tov SXS eivar to onua mov kaboonysl v madon TG
onpatoddtnong and tov TGF-B ko «evnuepdvey ta R-Smads 6Tt 1 dovAetd tovg
&xel ma telewwoetl. 'Hom €yl avapepbel o¢ o mBavotepog UNYOvVIGHOS Tavong NG
onpoatoddtong tov TGF-B (Inman ef al., 2002; Schmierer & Hill, 2005). I'a woAAd
YPOVIO. ATOTELOVGE LLOTHPLO YO TO TOEG PMOOPOTACES €ival vrevBuveg yo TV
aro@mcPopvAioon tov SXS. Ipdopata avakaAdEOnKav dV0 TETOES POOPOTACES
tov R-Smads. H zmpom elvar m PDP mov amopwcseopviidver tn MAD ot
Drosophila (opf6Loyn Tov Smads) kot v Smadl ota Oniactikd (Chen et al., 2006)
Kot 1 0evTepT eivar 1 PPM1A mov amopwspopvidver 1ig Smad2/3 (Lin ef al., 2006)
kot Tig Smad1/5/8 (Duan et al., 2006). H PDP gvtonioctnke og 6An v éktaon tov S2
KLTTAp®V ™G Drosophila ko £xel TV IKOVOTNTO VO OTOPOSPOPLAIDOVEL T MAD Ko
va kataotéAel v DPP onuoatoddton. H adinienidopaon pe ™ MAD eival Gueon
Kot gvioyvetonr 0tav 1 MAD eivar pocpopviiopévn (Chen et al., 2006). Ot {510t
gpevvnTég €oe1éav pe texvikég siRNA 6t ot opBoroyeg pwopatdceg PDP1 ko PDP2
oto Oniaotikd mailovv poAo otV amoP®o@opvAiwon g Smadl oAdd Oyt TtV
Smad2/3. H PPMI1A eivon pio covimpnuévn oooeatdon oepiving/Bpeovivng g
owoyeveiag tov pétodro-eEaptopevov PPM pwceatacodv. Ov Lin et al (2006)
goeltav OtL 1 pwoeatdon PPMIA eivar mopnviky, oAANAEmOpA GUEGH HE TIG
Smad2/3 kot aropwseopviidvel to SXS potifo péoa 6To TLPNVA UE OTOTEAEGHLA
v €£0006 Toug amd to muprva (Ewova 7). Eniong n vrepékppaon g PPM1A odnyel
oTNV EAATTOON TOV KLTTOPIKOV ATOKPIcEOV Y10 TIG omoieg etvat vevBvvog o TGF-B
EVD 1M KATOOTOAN NG evooyevoug PPM1A kdvet T1g kuttapikég anoxpicelg otov TGF-
B mo evaioOnteg. Téloc n vmepékppaon w™c PPMIA oe éuPpva Zebrafish

aviayovifetor T onuatoddtnon towv TGF-Bs/modals kot tov  avartvélokov
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AmOTEAECUATOV TTOV £Y0VV OGN paylatomoinomn (dorsalization) tov guBpvov. H idwa
gpyaotnplokny ouddo €deie 60tt 1 PPMI1A amopwcspopviidvel kot 10 SXS twv
Smad1/5/8 (Duan et al., 2006). H anopoo@opvrimon opeiletal kol €0 o€ dpeon
aAnenidpaon e PPMIA pe ™ Smadl. Emiong n vrepékppaocn tg PPMIA
KaTaoTéAAEL T onuatoddtnon twv BMPs evod m moapeunddion mg péow RNAI

BeAdtuidverl v onuotoddtnon twv BMPs.

TGFi———7
THR-II TRR-I

PLASMA
MEMBRANE

[EJVELE) —

/‘

B = . R -Smad
NUCLEAR
ENVELOFE

m 7 cnm
- |

phosphatases D I
—p

Activation and repression
of transcription

Ewova 7. To povormdtt tov TGF-B kot to povtého Aeitovpyiog g PPM1A. Otr R-Smads
POOPOPLAIBVOVTOL 0O TOLG VTOdOYElS, oAtyopepilovion pe ) Smad4 kot petofaivovv oto
mopnva Yoo va pubuicovv T petaypoen yovidiov. H mupnvik ¢owoeatdon PPMIA
amToP®S@opLAIOVEL To pHoTifo SXS eumodilovrag étor Tig R-Smads va dwwtnpricovv to
oUUTAOKO pE TN Smad4 Kot PE PETAYPapIKoy Tapdyoviec. Me avtd Tov Tpomo teppatilet kot

N onpatoddtnon omd tov TGF-B (Ross & Hill, 2008).
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Enopévmg, 1 PPMIA Aettovpyel og pa yeviky ooogoatdon tov Smads ota
OnAaotikd yio v olokAnpwon g onuatoddtnong tov TGF-B (Ewéva 7). Ot
ewopatdoeg Aowmov tov SXS eivar kvprot pvOuotég g TGF-f ko BMP
oNUaTOdHTNONG Kot 1 S1EPEVVNOT TOV GLVONKAOV KOl TOL TPOTOV TOV AEITOLPYOVV Ot
OTOKOADWEL TOAAL Y100 TOV POAO OULTOV TOV HOVOTATIOV CE QUOIOAOYIKEG Kot

TOOOAOYIKEG KATUOTACELS.

H. H IEPIOXH TOY LINKER TQN SMAD IIPQTEINQN

O linker twv Smads eivor n meployn mov cvvoéel tig MH1 ot MH2 ko givan
Myotepo cuvinpnuévn oe oxéon pe avtég. TToAld dedopéva Ouwmg delyvouvv OtTL 0
linker ep@avifel TOAD onNUAVTIKES 1O10TNTEG TOV TOV KOOIGTOVV OmapoiTnTO Yo TV
ocwot) pvOuon g opactnpottag tTwv Smads. O linker mailer polo otnv
arotkodounon twv Smads eEautiog Tov PY potifov mov mepiéyer (Izzi & Attisano,
2004) kot oty €060 ¢ Smad4 amd to muprva eotiag tov NES (Inman et al.,
2002). Axoun mopovotdlel PETAYPAPIKY €vePYOTNTA GE cLvovacud pe v MH2
neproyn (de Caestecker et al., 2000; Wang et al., 2005; Prokova et al., 2005). O linker
tov R-Smads mepiéyer mépa moArd onueia pocopvrioong oepivng/Opeovivng pe
poLlovg mov elvar axoun Katw ond ekretapévn €pevva. To onueioa avtd dev
POCPOPLAIDVOVTOL OTO TOLG EVEPYOTOINIEVOVS VITOO0YELS OTT™G TO HoTifo SXS aAAd
andé MAPKs (Mitogen-activated protein kinases) kot CDKs (Cyclin-dependant
kinases). H evepyomomuévn Erk and toug FGF 11 EGF pmopel va pocpopviidost
Katdlowta oepivng mov PBpiokovioan oe potifa S/TP | PXS/TP oto linker tov R-
Smads (Kretzschmar et al., 1999). Zvykekpiuéva, n Erk ooceopviiodvel ta
kataAiouto Thr220, Ser245, Ser250, Ser255 tov linker tng Smad2 kot to Katdhoura
Thr178, Ser203, Ser207 kot Ser212 (1 Ser204, Ser208 kot Ser213 6mwg avapépoviat
dropbotikd and tovg Wrighton et al) tov linker tng Smad3 (ko Thr8 mov givan ektog
tov linker twv Smad2/3) (Kretzschmar et al., 1999). Erniong owocpopviimdvel

Smad1 ota katdhiouro tov linker Serl187, Ser195, Ser206 ko Ser214 (Kretzschmar et
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al., 1997). Or p38 MAPK «or n ROCK ¢wcspopviidvovv 1 Smad3 otig Ser203,
Ser207 ka1 Ser212 (Kamaraju and Roberts, 2005). Eniong n INK owcpopvMdvel Tic
Smad2/3 ota xatdhowma Ser250/255 kot Ser207/212 avtictoyya (Mori et al., 2004).
Extog and tig MAPKSs, o linker t¢ Smad3 pwoeopvAiidveror ota kotdioura Thrl78
kol Ser212 and tic CDK2/4 (Matsuura et al., 2004) xou 1 Smad2 ot10 kaT@AouTO
Tyr197 and T GRK2 (G-coupled receptor kinase 2) (Ho ef al., 2005) kot otig Ser240,
Ser260 amé t CaMKII(Ca**/Calmodulin dependant CaM kinase II) (Wicks et al.,
2000) (Ewoéva 8). To amotérecpo g @oo@opviimong tov linker twv R-Smads
TOPAUEVEL OKOUN ovortdvinto epdtnua. Epevveg detyvouv 6t1 tpdToV advvartilel ™
onpatoddton tov TGF-B gumodilovrog v eicaywyn tov R-Smads oto mupnva oe
Babud mov efoptdror amd TO KLTTOPIKO TOMO, dgvTepov OTL av&dvel v
ATOIKOOOUNCY] TOLG Kot TPiTov OTL UETOAAAEELS OTOL ONUEI POOPOPLAIMONG
EVIOYVLOVV TN peTOypapikn dswvotnto twv Smads (Calonge and Massague, 1999;
Kretzschmar et al., 1997,1999; Wicks et al., 2000; Grimm and Gurdon, 2002;
Matsuura et al., 2004; Ho et al., 2005; Fuentealba et al., 2007). IIpécpata dedopéva
delyvouv 0Tt 1 pwospopviioon tov linker g Smadl péow EGF/FGF av&dver v
ovfitivoMmwon g Smadl efottiog g avENUEVNG aAANAETIOpOoNS TS HE TNV
Smurfl. H tpécdeon g Smurfl eumodilerl emmiéov v alinieniopaon ¢ Smadl
pe tn vovkieomopivn Nup214 (Sapkota et al., 2007). To amotéleoya avtdv €ivor i
avénpévn amotkoddunon g Smadl aAld kot 1 S10THPNOT TG GTO KVTTAPOTAAGLLO
apov 0ev umopel TALov va elcaybel oto Tuprva. v 1010 Epevva Tapovctdlovtal Kot
dedopéva mov vmootnpilovv v BMP-enayduevn oowcspopvrioon tov linker aAid
avt cvpPaivel amd Kamowo Kvdorn povo aeod e6éBel 1 Smadl otov Tupnva Kot To
amoTéAeo L TG ivol TAAL 1 KoTaoTpoen TG nécm ¢ Smurfl (Sapkota et al., 2007)
(Ewova 9). Amd v GAAN peptd, AALEC HEALTEC OEV £XOVV TOPATNPNOEL TPOPATLOTOL
OTOV TUPNVIKO EVIOTMIGUO TV Smads peTd and enayduevn pwcs@opviimon tov linker
KOl O UEPIKEG TEPIMTAOGELS 1| POGPOPLAI®ON NTaV amapaitnIn Yoo TV PEATIO
emoyopevn petaypaen and to Smads (icwg og cuvovacud Le T POCEOPLAIMOT 6N
Thr8 tov MH1) (Brown et al., 1999; de Caestecker et al., 1998; Funaba et al., 2002;
Hayashida et al., 2003; Mori et al., 2004; Kamaraju and Roberts, 2005). Ilpénet va
avapepOet 6TL Ko 1 Smad4 pwcpopviidveTon and v Erk2 oto katdiouro Thr276
tov linker kot 10 amotédecpo givor 1 TVPNVIKY cLooOPELSN TG Smad4 ko 1

evioyvon g onuatoddtnong twv Smads (Roelen ef al., 2003).
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Ewova 8. Ta onueio poopopvrinong twv R-Smads ot Smad4 kot o1 xvdceg mov ta

poopopviidvouv (modified from Yakymovych & Souchelnytskyi, 2006).

Emiong eivar moAd evdiapépov 10 yeyovog 0tt o TGF-f pmopel va mpokarécet
evepyonoinon tov MAPKs (Kamaraju and Roberts, 2005; Nohe et al., 2004) kot
aiCer va pelemmbel oe mo Pabud ocvumiékovron too Smad wor Ras/MAPK
oNUATOO0TIKA povomdtio. o mwapdderypa, coppova pe 1§ épevveg twv Pera et al
Katd v ovimtuén tov euPvov Xenopus, 1o Ras/MAPK povomdtt xaboonyst v

ewcopLAiwon Tov linker g Smadl pe amotédecpa Tov AmTOKAEIGUO TG 0md TO
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Ewkdéva 9. To poviého g @oo@opvAiioon kat tng Aettovpyiog tov linker tng Smadl. H
pwopopvAioon Tov linker Tng Smadl and MAPKSs Aettovpyel og ofjua yioo ovPikitivorioon
ond t Smurfl kou v kataotpoer t™c. Emiong n mpoodepévn Smurfl epmodiler v
oAnAieniopaon g Smadl pe v vovkieomopivn Nup214 kot amokAeiel v €l0ay®yn g
670 VPNV aveEdpTnTo aTd TNV POSEOPLAIGT TG oto SXS. Amovcia tov MAPKs, n BMP
emdyel v mopnvikn petatomon tng Smadl. AxoAovfel ouwg pio BMP-gmaydpevn
poo@opvAimon tov linker tng Smadl oto mLpMVa OV emiTpENEL TNV TPOGdEST TG Smurfl
KOl TNV OTOKOdOUNGT| TNG. AVTOG O OVAOPUCTIKOG UNYUVIGUOC GUUPAAEL GTOV TEPUOTICHO
g BMP onuatoddtnong cuvovaoTtikd pe TNy amo@oo@opviioon oto SXS amd tnv

mopnvikn eoceatdon PPMI1A (Sapkota et al., 2007).

TUPNVO Kot TNV KaTaotod] g BMP onuatoddtnong kot tng kotAtomoinong tov
pecodéppatoc (Pera et al., 2003; Massague, 2003). Téhoc, €yl mapatnpndet 011 og
TPOYWPNUEVA OTAOLN TOL KaPKivoy Tov Tayémg eviépov 1 Smad3 eivor onuovtiKa
QPOOEOPLAIOUEVN oTig Ser207/212 vrodnidvoviag 0t 1 ewcopvAimon tov linker
pumopel va Pondad tov kapkivompoayopevo polo tov TGF-B oe mpoywpnuévn
kapkivoyéveon (Yamagata et al., 2005) Avtd to S1popodeva amoTeEAEGHOTO HETAED
QLTOV TOV HEAETOV 100G VO OPEIAOVTOL GE SLOPOPES OTIG TELPAUATIKES OLOOIKAGTES

oAAG fomg Ko va avtikatortpilovy pio TOKIAGTNTO ot PlOAOYIKE ONUOGI0 TOV
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linker. Avtd onuaiver 0Tt 1 PwcseopvAimon tov linker ennpedlel dropopeTikd T
Aertovpyia twv R-Smads avdioya pe tic ouvinikeg mov emkpatodv 610 KOTTOPO 1
oToV gvpvTEPO 16To. Elvan emiong moAd mbavo va Guppetéyovy Kot dALOL TapEyoVTES

ot dpdon Tov R-Smads petd ™ pwopopvrioon tov linker.

0. OI PQEDPATAXEX SCP1, SCP2 KAI SCP3

Ot pwopatdoeg SCP (Small CTD phosphatases) ypnoiponombnkay ekteTapéva
oTNV TOPOVCO EPYOsia, AdY®m TG IKAVOTNTAS TOVS VO ATOPMOCPOPLALMVOLY TOV linker
tov R-Smads. Ot SCPs avfkovv omv owoyévewn tov FCP1 oooeatacomv pe
yopoaktnplotikd yvopiopa v meployy FCPH mov mepiéyel éva DXDX(T/V) potifo
kot 11 oAb cvvinpnuévo KotoAvtikd apvoléa aAld dev mepiéyovv v BRCT
nepoyn ™¢g FCP1 (Yeo et al., 2003). Xtov dvBpmmo £xovv avayvoplotel péypt
onuepa ot SCP1, SCP2 xor SCP3 pe mdve and 90% oporoyia kol 1 €KEPACT TOVG
evromiletal 6e GAOVG TOVG 1OTOVG AV KOl GE JLUPOPETIKG EMIMEDA. XTO KOTTOPO UEGO
ot SCP1 a1 SCP2 gvtormiCovtor otov moupnva (Yeo et al., 2003; Knockaert et al.,
2006) evd n SCP3 kvpiwg oto kuttapdmiacua (Kashuba et al., 2004).

O mpotapykods poAog mov avayvopiomke oty SCP1, Adym kot g opoldtntog
g pe v FCP1, givon n ikavotd g va amopwseopviidvel t CTD meproyr g
RNAPII (Yeo et al., 2003). H CTD eivon pia meployn g HeYIANG vropovadog e
RNAPII ko mepiéyet moAamAég emavailnyelg Tov entanentidiov YSPTSPS. Avéioya
HE TO TPOTLTO PWSPOPVAI®OT Tov entanentidiov N RNAPII £yxel ™ dvvatdtta va
EMOTPOTEVEL JLAPOPETIKOVS HETAYpaPIKoVg mapdyovteg (Palancade & Bensaude,
2003). H SCP1 amopmwc@opvAidvel T SerS Tov e€nTapepovg oto OnAoctikd e
amotéleopa va puuilel v petaypaeikr) dswvotnto g RNAPII (Yeo et al., 2003).
INa va a&oroynBet avt n Aertovpyia g SCP1 €ywvav po oepd ond mepdporto
Aovclpepdong He oL TOKIATL yovidiwv avagopdc mov €deiEav tn peimon g
LETAYPAPIKNG EVEPYOTOINGNG GE OAEG TIG MEPWMTMOELS TOL Vepekppdotnke 1 SCP1
(Yeo et al., 2003, 2005; Thompson et al., 2006). To omotélecuo OLTOV TOV

mEPAPaToV amodddnke oty avikovotnta e RNAPII va mepdoel 610 616010 NG

31



EMUNIKVVONG KATA TN HETAYPOP €&0utiag TNG LIOQMOEOPLAI®ONG ot SerS Tov
CTD. [Mapopowa dpdon mapovciace kot 1) SCP2 (Thompson et al., 2006).

Mia cepd and peréteg 1o 2006 evémieav ta SCPs ot onuatododtnon tov TGFE-
Bs xkor BMPs. Zvykekpéva avaeépdnke 0Tt amopwcoeopviidvovy ™ Smadl oto
potifo SXS ka1 ot meproyn tov linker e€acbevdvtag t onpatodotnon twv BMPs
Kol amoP®s@opvAtdvovy Tic Smad2/3 povo ot mepoyn tov linker gvieyvovtog Tig
rkuttopwés amokpioelg tov TGF-B (Knockaert et al., 2006; Sapkota et al., 2006;
Wrighton et al., 2006). Avaivtikdtepa, ot Knockaert et al (2006) avépepav mpmTol
™V anopwcs@opvAimon tov kapPoéutedikov SXS ¢ Smadl and 11ig SCPs. Otav
éxavav pikpoéveorn pe mRNA g SCP2 omv axpaio kothoakn {ovn tov guppdov
T0v Xenopus emndybnke oe kdmowo Pabud n onpovpyio Tov devtepoyevovg a&ova
eCattiag ™G amoPwo@opvAiowong ¢ Smadl kot ¢ KoatactoAng g BMP
onpatoddtone. ‘Edeiéav eniong 011 oe kutTapa Onractikdv, ot SCPs uropovcoav va
npocdefohv ot Smadl kot vo TNV ATOPOGEOPLALDCOVY EVM 1 OTOCIOTNCT TOV
SCPs péow siRNA avénoe v eooeopvAimon g Smadl. Avtifeta, ot SCPs dev
emnpéoacav kaboAov 11 ewceopvAioon tov SXS tov Smad2/3. Ov Sapkota et al
(2006) €det&av 611 o1 SCPs amopwopopvAidvovy tov linker Tov Smadl kot Smad2/3
o€ KOTTOpa ONAlaotikdv Kal o EpPpova tov Xenopus eved emPePaivcav 6t1 ot SCPs
dev amopmcopLAldvVovy To SXS twv Smad2/3 dmwg kdvouv yia ™ Smadl 1 dnwg
K@ver 1 PPMIA yw 6Aec 1ig R-Smads (Lin ef al., 2006; Duan et al., 2006). Eniong
avépepay 0Tt 1 amocionnon twv SCP1/2 pe siRNA avénoce 1 eoo@opvAiioon g
Smad?2 oto linker aAld eEacBévnoe v onuatodotnon tov TGF-f. Ot Wrighton et al
(2006) emwévrpwoav v épevvd tovg otig SCPs og oyéon pe tig Smad2/3. "‘Edei&av
6tt ot SCPs aAAniemdpodv dueca pe 11 Smad2/3 kot amo@®GEOPLAIOVOLY To
kataAouto Ser245, Ser250, Ser255 aAld 6yt Thr220 oto linker g Smad2 kot ta
rkataAiouta Ser204, Ser208, Ser213 (moiodtepa £xovv avaeepbel mg Ser203, 207 kot
212) aArd 6yt Thr179 oto linker g Smad3. Emiong amopwopopviidvouy kot To
apwvoteAkd kotdiowmo Thr8 tg MHI. Ze mepdpota Aovoipepdong pe ddpopa
yoviora oavoapopdc tov TGF-B (Smad binding elements-luc) £€deiov O6tT1 1
vrepékppaon towv SCPs aviaver v emaydpevn ond 1o TGF-f  petoaypagikn
evepyomoinon. Avtd amoterel kol 10 Tp®dOTO Tapddelypo mov to. SCPs avédvouv
LETAYPOPIKT) EVEPYOTOINGT Kol £PYETOL G€ OvTifeEon He aUTA OV ovapEPONKOY
TPONYOLUEVMS Y10 TNV KOTAOTOATIKY Opdon twv SCPS o1 UETOYpPOQIKY] HNYOVY.

daivetor Aowmdév 61t ot SCPs amopwcpopvavoviag tov linker tov Smad2/3
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evioyvovv v onuotoddtnon tov TGF-f kot aviiotabuilovv tn TOpEUTOOIGTIKN

dpdion mov £xel n poopopviiwon tov linker and 11 MAPKSs.

I. H KYTTAPOXTATIKH APAXH TOY TGF-p KAI O POAOX TOY XTO
KAPKINO

Mio and 115 Pacwkotepeg Aettovpyieg tov povomatiov tov TGF-B sivor va
TPOKOAEL OVOGTOAN] TOL KVLTTOPIKOD TOAALOTAOCIAGHOD Kol VO, 0ONYEL TOL KOTTOPO
pog dapoponoinon 1 anodmtwon (Siegel & Massague 2003; Massague & Gomis,
2006). Avtd 10 KATOQEPVEL UECH OMO TO KLTTOPOCTOTIKO TOL TPOYPOLUO TOV
neptlopPdver ™ pOOUION CLYKEKPIUEVOV YOVISI®V OV AVOGTEALOLY TO KLTTOPIKO
KOKAo ot edon G1. Av kot 1o TpOYypoppe avTd pmopel vo evepyomombel ko pHetd
eaon Gl amnd tov TGF-B, dev umopel va avooteidel ToV TOALOTAQGIOGUO TOV
KLTTAPOL av awTd £xel Eemepdoet To onpeio eréyyov ™e edong Gl. Ta Pacikdtepa
HETAYPaQIKE yeyovdTo TOL GLUPBOIVOLV GTO KLTTOPOCTOTIKO TPOYPOLL Eival
gvepyomoinon twv yovidiov p21 kil pl5 o€ GuVILAGUS LE TN KATOGTOAN ToL c-Myc,
ID1,ID?2 xou ID3 (Massague & Gomis, 2006). Ot p21 kou p15 givor avactoAeic twv
CDKs (CDK2/4/6) o1 omoieg mpomBovv tn petdfacn tov kKuttapikoh KOKAOL omd
edon Gl omv S. H c-Myc mpowbeil v xuttopiky] avénon kot Tov KuTTopiko
noAlamAaclocpud eved ot IDs eivar mopnvikol moapdyoviec mov epmodilovv 1
Kuttapikn owgopornoinon. To ocdumhoko FoxO-Smad3-Smad4 eivar vrevbouvo yuo
v gvepyomoinomn tov p21 (Seoane et al., 2004) kol 10 cvunioko C/EBPB-Smad3-
Smad4 sivar vevBovvo yia v evepyomnoinomn tov plS (Gomis et al., 2006a,b). And
AN peptd to ovpmioko E2F/Smad3/Smad4/p107 katactédier to c-Myc (Chen et al.,
2002) o to ATF3/Smad3/Smad4 xatactéAler 1o Idl (Kang et al., 2003a). Na
onuelwdel 6t 1 c-Myc otav Bpioketal oe VYNAL eMimedn GTO KOTTAPO TPOGOEVETAL
oTOV VOd0YEN TV p2l Kot pl5 Kol KATACTEAAEL TN HETOYPOPT TOVS. Emopévmg, o
TGF-B ekt6g TOU OTL EMAYEL AUESH TNV HETAYPOPN TV p2] Kot pl5, KATOGTEAAEL Kot
™m c-Myc mov v eumodiler. Ektd¢ amd v avaoTtoAn] TOov  KLTTOPIKOD

ToAMATAACIACo 0D, Exouv avapepBel Ttepurtdoelg 6mov o TGF-B mpokoadiel andntmon
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G€ GUYKEKPILEVOVS KVTTOPIKOVG TUTOVG. AVLTO TO KAVEL EVEPYOTOIMVIONS UEGH TV
Smads yovidle mov €yovv oamomtwTiK Opdon Onwg 1o TIEGI oto emBnAloxd
Kottapo, 10 DAPK og wOttapo tov muatopatos kot 10 SHIP og aiplomointikd
kOttopa. Eniong to kdével kot pe povomdrtio ave&aptnta tov Smads 0nmg péow g
evepyomoinon twv tpoteivov DAXX (death associated protein) kot ARTS (apoptosis
related protein in the TGF-J signaling pathway) (Siegel & Massague 2003).

Bdoel tov mopandve Asttovpyidv tov TGF-B eivar gavepd 6t1 Asttovpyel mg
EAEYKTIKOG LUMYOVICUOG YlOL TOV GKPATO TOAAOTAACIAGUO TOV KVLTTAPp®V Kot givot
ebAoyo 10 OTL £ovv Ppebel ovykekpyévee HeTAAMAEELS OTO ONUOTOOOTIKO TOV
HOVOTTATL TOV 0dNYoUV o€ Kopkivo. Ot petaArdaéels apopovdv kvpiog toug TGF-B
vrodoyeig I kot 1T kaBdg kot Tig Smad2 kot Smad4. T Tapddetypo 6ToV KapKivo Tov
a0 EVTEPOVL TOL YopokINpileTor amd aoTdbeln PKPOSOPLPOPIKADV TEPLOYDV
(MSI: microsatellite instability) eivon petadhaypévog o TRR-IT vrodoyéag (Markowitz
et al., 1995). Ot petodrdEelg avtég Tov Kabiotouv ovolaoTikd avevepyo. Emiong
&xouv PBpebel ko petodrdéels oe vodoyeic Tomov I o mepmTmGElS Kapkivov TOL
a@opoV T ®oONKeSG, To TAykpeag kot To otnBog (Chen ef al., 1998b; Goggins et al.,
1998; Wang et al., 2000). Xto eninedo twv Smads, petaArdéelg ot Smad4 €yxovv
OLCYETIOTEL UE TOAAEC HOPQES Kapkivov oAAG 1010iTEPO LE TOVS KOPKIVOLS TOV
TAYKPENTOC, TOV TOXEMG EVTIEPOV Kol TV TveLUoOvev (Goggins et al., 1998; Grady et
al., 1999). Télog kot 1 Smad2 epeaviletor cuyva PeTaALOYUEVT GE KOPKIVOLS TOV
moy€wg evrépov kot tov tvevpova (Uchida et al., 1996; Eppert et al., 1996).

Ta kOTTapa mov Erovv Eeelyel and Tov kuTTapooTatikd EAeyyo tov TGF-B £youvv
™ dvvatotnta va ypnoonomcovy tov TGF-B yio va eglyBovv oe mo emBetiKég
Kapkvikég popeés (Ewova 10). 'Etol Aowmdv o mpoympnuéve KopKivikd otddio o
TGF-B endyer v petdfoaon tov emOniokdv Kuttapwv oe peceyyvpotikd (EMT:
epithelial to mesenchymal transition), Tpodyel v mapaymyn eEwkvtTdplog ovciag,
onuovpyel €va 0VOCOTPOCTATELTIKO TEPIPAAAOV Yo TOV KopKivo, Tpodyst Tnv
ayyswoyéveon kot Ponbd ot peTdotacn TV KOPKWIKOV Kuttdpov (Siegel &
Massague 2003). H EMT &ivat vrevfovn yio tn andAE0 TOV CUVOECU®V HETAED TOV
KUTTAP®V KOl TO OMOTEAECUA TG €lval 1 SLVATOTNTA TNG ATOKOAANGNG TOVG Al TOV
OYKO Y10 TN HETAVACGTELOT TOVG. Xe TOAAOVS Kapkivoug Katactélhetarl 11 E-cadherin
nov givol kateEoynv vevBovvn Yo ™ cvvoeon twv kuttdpwv (Thiery, 2002). O TGF-
B emiong mpowbei T dnuovpyio evog dKTHOV ayYEI®V GTOV OYKO Yo TN TPOPOOOGin

Tov. Avtd 10 KAvel emdyovtag TV Ekppaocmn twv VEGF (Vascular endothelial growth
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factor) xou CTGF (Connective-tissue growth factor) yia tnv Oomovpyia véwv
awopopov ayyeiov (Hasegawa et al., 2001) oaAld kot emdyovtog tnv €KKpiom
LETAALOTPOTEIVOC®OV GTOV €EMKVTTAPIO YDPO TOL EMTPEMEL TNV ATEAELOEP®ON
evooOnAlak®v Kuttdpov and ) Pacwn pepPpdvn (Derynck et al., 2001). Mia amnd
T1c Aettovpyieg Tov TGF-B ota Onlaotikd givor n 10xLP1 AVOGOKATAGTOAY. AVLTH T
Aertovpyio, EKUETAAALEVOVTOL TOL KAPKIVIKG KOTTOPO KOl OTOTPETOVY TNV KATAGTPOPN
toug and to kuttapotoikd T Aeppoxvttapo (Torre-Amione et al.,1990). Téhog, 1
emoywyn g ékppaong twv yovidiov IL11 ko CTFG an6d tov TGF-f Bonbd

HETAOTOOT TV KopKIviK®V Kuttdpov (Kang et al. 2003b).

Normal Cells lacking Cells lacking

SR rowth arrest
epithelial cells | TGFp receptor - response

TGFp TGFp TGFp

C/EBPB
Foxo

growth other @ growth other @arowth other

arrest target @l arrest target | arrest target
genes genes genes genes

Uncontrolled Un;?ggtol_:!ed

Homeostasis
growth invasion,
metastasis.

Ewova 10. Zovoyn tng dpdong tov TGF-B mpv 10 Kapkivo kot o mpoympnuéva otddia. (A)
Apyikd to kvuttapootatikd mpoypapupe tov TGF-f eumodilel tov ave&éheykto KUTTOPIKO
moAlomAaciacpo. (B) Zta mpdto otddio Tov kapkivov To kOTTopd £Xouv EE@UYEL amd TOV
KUTTOPOoTOTIKO Eheyyo Tov TGF-B ko modamiacialovtat. (C) Xe mpoywpnuéva oTdde, TOL
kapkivov o TGF-B Aettovpyel mpog OpeAog TOL KapKIVIKOD OYKOoL GLUPAALOVTOS OTn
oNuovpyio ayyelokov SIKTVOV Kol 0T HETAGTACY, Tov. 'Etol Aowtdv o 0ykog eEeliocoeTan og

O EMOETIKES LOPPEG.
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K. XKOIIOX THX EPT'AXIAX

H meproyn tov linker twv R-Smads éyer amokmoetl dwitepo evdlopépov otnv
pueAétn g onuatodotong tov TGF-. Ot peto-pueta@poaoTiKé TPOTOTOMGELS TG
TEPLOYNG AVTNG OTTOG 1) POCPOPLAIMGT AVASEIKVOIOVTOL GE CNUOVTIKO pLOGT TG
dpdong twv Smad TPpOTEIVOV 6T0 KOTTAPO. TNV TOPOVGH £PYacio. PLEAETNONKE M
ATOPMGPOPLAI®ON TG TePLoyng tov linker twv Smad2/3 kot n enidpoon g otV
Aertovpyiar Tovg. ' ™ ovyKekpévn HeEAETN ypnowomombnkav ®g epyaieio ot
owcpotdoec SCP1, SCP2 «xoat SCP3 mov €&yovv v 1Kavotnto  vo
ATOPMGPOPLVAIDGOVY TN Teployny tov linker. Xvykekpiuévo mpoypoTomomOnkov
western blot yia tn diepgvvnon g amopwo@opvAimong twv Smad2/3 and tic SCPs,
™G emidpaons mov £xovv oTov oMyouepiopd Tov R-Smads/Smad4 kat g enidpaong
mov €yovv otV mPodcdeon Twv Smads oto DNA. Emiong &ywva mepdpatoa eAéyyov
LETAYPAPIKNG EVEPYOTOINONG YOVISI®V avapopds and Tic Smads mapovoia twv SCPs
Yo v SOVUE TNV EMOPOGT TTOL £XEL ] ATOPM®SPOPLAIwST Tov linker otn petaypaEky
wavotnTa Tov Smads. Axoun, npaypatorombnkoav RT-PCR yu ) diepevvnon g
wavotntag tov TGF-B va emdyer  petaypaen tov SCPs kot £yive avoco@Bopiopog
Y. Tov eviomcpud g vraepekepacpuévng SCP1 yia va dtamotdoovpe Tig meployésg
mov Umopel va Opa pEcH OTO KOTTOPO. Xe Kkpotepo Pabud peretnOnke kot m
wavotnta g PPMIA va amopwopopvdvel 1o potifo SXS twv Smad2/3, v
EMIOPOON TTOL £YEL TNV LETAYPOPIKY] TOLG EVEPYOTOiINoN Kat TV wavotnta tov TGF-
B va emdyer v petaypaen tov PPMIA. Ov minpoopieg mov e&nybnoav otnv
napovoa epyacio Bo Pondncovv otnv avdivorn Tov porlov ¢ meployng Tov linker
o1 opdomn Tov Smads Kot 6T TEPAUTEP® OLUAELKOVOT TV UNYAVICU®Y TOL OETOVV

T onuatodotnon tov TGF-f.
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A) XEIPIXMOI DNA

Al. AAYXIAQTH ANTIAPAXH IIOAYMEPAXHX (PCR)

Ymv moapovoa epyacio amopovodnkav pe PCR ot vovkieotidowkég aliniovyieg

TV pocpatac®v SCP1, SCP2, SCP3 ka1 PPMIA pe xatdAiniovg primer (Ewova
11) og e&ng:

Yikd

Mntpikd DNA ond HaCaT cDNA (3 pl)

PCR exxivntég 10 pm/pl (1 pl amd kb exkivnrn)
dNTPs 2 mM (2.5 pl)

MgCl, 25 mM (1.5 pl)

DMSO (1 ul)

GoTaq moivpepdon (5 pl)

5x GoTaq buffer (0.25 pl)

Nepo/WFI (9.75 pl)

O1 ovvOnkeg Tov PCR mov mpaypatomomOniay eivat:

I ta SCP1/SCP2 I ta SCP3/PPM1A

94°C 4 min 94°C 4 min

94°C 30 sec 94°C 30 sec

62°C 90 sec » 35 KvKhot 58°C 90 sec 3 35 KvKhot
72°C 2 min 72°C 2 min

72°C 4 min 72°C 4 min
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SCP1
forward 5’-cgcgaattcatggacagceteggecgtceattac-3’

> ; 783 bp
reverse 5’-tttgcggcecgectagetecctggecgtgge-3
ScP2
forward 5’-cgcgaattcatggaacacggcetccatcatcace-3’

3 ; 816 bp
reverse 5’-tttgcggccgectaaggggeccgeagetg-3
SCP3
forward 5’-cgcgaattcatggacggceccggecatcate-3’ 831 b
reverse 5’-tttgecggecgectacctattgecagagtetgtg-3° p
PPMIA
forward 5’-ccgctcgagatgggagceatttttagacaage-3° 1149 b
reverse 5’-tgctctagattaccacatatcatctgttgatgtag-3° p

Ewova 11. Ot primers tov SCP1, SCP2, SCP3 ka1 PPM1A xot t0 péyefog tov mpoidvtog g
PCR. Zg bold givar 1 copminpopatiky aliniovyio pe to avtictoryo cDNA. Emiong &yovv
npootebdel (Le voypapon) adiniovyieg komng pe EcoRI (gaattc), Notl (gcggecgece), Xhol
(ctcgag) kot Xbal (tctaga) kaBmg Kot Eva TPIVOLKAEOTIOW otV apyn Tov KABE EKKIVITY TTOV
Bonba ta mepopotikd Evivpo vo kéyouv. Ot ekKvNnTéG TOPUCKELAGTNKOV Omd TO
gpyaotiplo Mikpoynueiog tov Ivotitovtov Moplakig Bioroyiog kot Bioteyvoloyiag

(IMBB).

A2. HAEKTPO®OPHXH XE ITHKTQMA  AT'APOZHYX KAI
INOXOTIKOIIOIHXH DNA

[Mo v Koatackevn mnktopatog ayapolng 1% Aswwvoovue oe vymin Beppokpacio
1% ayapoln oe ovykekpévo Oyko 1x TAE (my. 1 gr ayapoln oe 100 ml TAE) ko
npocBétovpe 5 pl Bpopovyo €0ido (EtBr) to omoio mpocsdéveror oto DNA kot 10
Kéver va @Bopilel kGt and vrepuddn aktvofolrio. H cvykévipmon g ayapoling
umopel va mokidel omd aporr] yuo dStoy®popd peydiomv tunudtov DNA 1 mokvn yu
Swympiopd pkpdv tunuatov DNA. To ddAvpa tomoBeteiton va mnéel o€ €101k0
eKpOyelo e KTEVO YlO0L TO CYNUOTICUO TOV TNYadidV optdpatos Tov DNA. Apod
m&el 10 TomoBeTOVE GTN GLOKELT] NAekTpoPOPNoNG péca oe ddhvpa 1x TAE. To
DNA 10 tomofetobdpe oto mnydd tov mnktdpotog pali pe edikn ypootikn (blue
juice 1 orange G/@uOAAN) N omoia kaBnAdvel To DNA ot nyddto Kot pog EmTpEnel

Vo EAEYXOVUE TN KIVITIKY] TNG NAEKTPOPOPNGTC.
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Fragment | Size (bp) Mass (ng) (1 pg total L DNA)
1 8454 174
2 7242 149
3 6369 131
4 5686 117
5 4822 99
6 4324 89
7 3675 76
8 2323 48
9 1929 40
10 1371 28
11 1264 26
12 702 14
13 224 5
14 117 2

Ewdva 12. [1poétomo (ovdv YovididUATOS TOL A @AYoy KOUUEVO LE TO TEPLOPLOTIKO EVOLLO
BstEIl oe mktopa ayapding (0,7%). H cuvorikn mocotnta tov DNA eivor 1 pg ko dimia
o1 kB Lodvn avaypaeetal péyedog o€ bp (amd v eikdva Agimovv ot 000 tedevtaieg {DVEC).
210 omAavo mivaka avaypdeovtal ot mocdtntec DNA mov avtiotolyovv og kabe {dvn o€

oYEOMN UE TNV OAIKT| TOGOTNTO, TOV EVOG Ug.

H Jwdwocio ¢ mocotikomoinong umopel vo yivel pe MAEKTPOPOPNON OE
mKTOUe ayopdlng mapovcio ekt HOPlOK®OV HEYEDDY YVOOTNG GLYKEVIPMONG,
omwg tov A/BStEIL O dgiktng avtdg amoteheitan and yovidiopo A @dyov to onoio to
&yovpe tepayioetl pe 1o meploptotikd Evlvpo BstEIL kot o omoiog diver oto gel {wveg
DNA yvowotg mocotntag Kou peyébovg, 0nwg eaivetar oty eikéva 12. H mocdtta

tov DNA mov tpé€ape vmoroyiletor 1o pé€yebog kot tn potewvdtta g {OVNg Tov
MBstEIL.
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A3. AITIOMONQXH KAI KAOGAPIEMOXZ DNA AITO IIHKTQMA AT'APOZHX
ME XPHXH TOY WIZARD SV GEL AND PCR CLEAN-UP SYSTEM THX
PROMEGA

Yika

Wizard SV Gel and PCR Clean-up System 1tng Promega yio amopdvoon DNA and

TNKTOWO oyopolng

AL001K0GIO

® NS kW

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Eéoyoyq m™g Covng pe to DNA amd 10 mhiktopo ayoapolng e
AmOoTEP®MUEVO VOOTEPL KAT® amd UV axtivoBolria.

Zoyopo g {mvng ToV TNKTOUOTOC.

[Tpocbnkn icov 6ykov membrane binding solution.

Endaon otovg 55°C péypt va Mdoet 1 oyopdln (vortex evaiapesa).
[Tépacpa Tov detypatog and koAdva SV minicolumn péypt ta 700pul.
Endaon Imin og Oeppokpacio dopatiov (RT).

dvyokévtpion yia 1 min otig 13000 rpm og RT.

Amopdxpovon tov flowthrough kou emavatomobétmon tov @idtpov ot
KOAQVO.

[Tpocbnrikn 700 pl membrane wash solution.

dvyokévtpion yio Imin otig 13000 rpm og RT.

Amopdxpovon tov flowthrough kot emavatomrobétmon tov @iktpov ot
KOAQVOL.

[Tpocbnrkn 500 pl membrane wash solution.

dvyokévtpion yia 5 min otig 13000 rpm og RT.

Amopdxpuvon flowthrough.

dvuyoxévipion ywoo 1 min otig 13000 rpm oe RT yopic xomdxt ot
QLYOKEVTPO Y10 ATOUAKPVVOT) BaVOANG.

TomoBétnon tov @idtpov oe kaBapd eppedorf kar mpocOHikn 50 pl
nuclease-free water 6to k€vipo g pHepPpdvng.

Endoon 1 min og RT.
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18. dvyoxévipion yw 1 min otig 13000 rpm o€ RT.

19. ¥t0 eppedorf ovykevipdvetar to DNA kot amd avtd tpéyovpe o€
TKTOUA ayopdlng HKPN TOGOTNTA Y10 VO GLYOUPELTOVUE OTL O YAOnKe
KT TN JadtKacio

20. AmoBnkevon otovg -20°C.

A4. IIEYH ME IIEPIOPIXTIKEYX ENAONOYKAEAXEX

Ot avtwpaocelg Téyng mov £yvay amotedovviav and 1o DNA mpog xomn, éva 1
ToPATAVE TEPLOPLoTKd Evivpa, 1o puOUIoTIKO dtdAvpa ™ avtidopaons, BSA ko
AmOoTEPOUEVO vEPDH. TNV gkova 13 mapatiBevior mAnpogopieg yio To TEPLOPIGTIKA
évlopo mov ypnotpomombnkay yu 11 KAhwvornomoelg towv SCP1, SCP2, SCP3 kot
PPMI1A.

"Evlupo | Osppokpacio | PvOpistikd owaiopa | AAniovyio DNA mov képer
EcoRI |37°C High buffer 5'-G/AATTC-3’
(EcoRI buffer) 3’-CTTAA/G-5’
Notl 37°C NEB3 5’-G/CGGCCGC-3’
3’-CGCCGGC/G-3’
Xhol 37°C High buffer 5’-C/TCGAG-3’
(Xhol buffer) 3’-GAGCT/C-5’
Xbal 37°C NEB2 5’-T/CTAGA -3’
3’-AGATC/T-3’

Ewova 13. Ta évlopa mov ypnoiponomdnkav yia v kKiovoroinon tov SCPs kot PPM1A
otov mAacdkd @opéa, pcDNA3-6myc. Emiong ooivovtar ot Oeppoxpacieg kot ta
puOoTd drodvpata v eviopmv. [Na ) dumdn méyn pe EcoRI kot Notl ypnopomombnke
EcoRI buffer eve ywo ™ oumhn méym pe Xhol kon Xbal ypnoyomonike NEB2 buffer.
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AS. KATAKPHMNIXH DNA

Avt 1 dadikacio yiveror yuo va kabapicovpe o DNA and dAato kot Eviopa

HETA amd TéEYN e TePLoploTikd Evivua.

Yika

CH;3;COONa 3M

ABavorn (100% & 75%)

T.E. (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 8) 1 vepd

AL001K0GIO

1. Zto eppedorf mov £yovpe 10 DNA wpocsBétovpe 1/10 tov 6 ykov CH;COONa
3M kat 22 Tov dykov otbavorn.

Agfivovpe otovg -80°C yio 30 min 1 otovg -20°C ohovikTia.

dvuyoxévipion yu 15 min otig 13000 rpm o€ RT kou aspiration vrepkeipevov.
[TpocOnkn 500 pl 75% arBavoing (aryopévn).

duyoxévrpion yo S min otig 13000 rpm o€ RT kou aspiration vrepkeipevov.

2téyvopa tedétag o HOOD.

NS kR D

[TpocOnkm 30 pl T.E. 1 vepod kat aprvovpe va eravadiarlvdel o mayo.

A6. ANTIAPAXH AITTAXHX DNA ME ®OPEA (LIGATION)

Mo v oldvdeon oL YPOUUIKOD TAACUIOIKOD QOPEN UETO Oomd TEYN LE
meploploTikd Eviopa pe 1o €vBepa ypnowomnoteitor to évlvopo T4 DNA ligase. O
QLGLOAOYIKOG POLOC avToD TOL eviDHOL 61O Paxtnproedyo T4 eivor vo dnuovpyel
PMGPOOIESTEPIKO deoUO aVAUESH OTNV VOPOELAIKN opdde Tov 3'-AKpov Kol OTN
QWGPOPIKY opdda tov 5'-dkpov o dikhwva pudépie DNA 11 RNA. H toydmta
oLYKOAANONG evOg dkpov DNA e éva aGAlo kdtm and otabepéc cuvOnkeg eaptatal

uoévo amd T cLYKEVIPp®OT TV cupPatodv dkpmv Tov DNA, aveldptto amd 10 av
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avTA TO AKpO. AVIKOVV G6TO 1010 poplo 1 o€ dwpopetikd poplo DNA. Xe yevikéc
YPOUUES 1oyVEL OTL N avaloyio eopéa Tpog EvBepa mpémel va etvar 1 mpog 5, dote va
ATOQVYOVUE (QOIVOUEVO ETMOVOCVYKOAANGNG TOL @opéa Ywpig To évBepo. Mia

avtidpaon Atydong oykov 15 pl mpénet va mepiéyet ta €ENG LVAIKA:

1. TToooétnta DNA @opéa Kot evOEpaTOg 08 KATAAANAN avaloyia.
1.5 pl 10x ligase buffer

1 pl T4 Arydon

ATP 20 mM (umopet va tepiéyeton oto buffer)

nok WD

Nepo

’ I , 0 , ,
H oavtidpaon enmdaletor oroviktie otovg 4°C. Xt0 TEAOG TPOYUOTOTOLOVVTOL

JOKIUAOTIKEG TEWYELS Yo EAEYYO TNG EvBeoNC 6TO POpEal.

A7. YI'PO KAI XTEPEO OPEIITIKO MEXO LB

Yk
Bacto-tryptone
Bacto-yeast
NaCl

Gyap 15 gr/lt

AL001K0GIO

[o v mopackevn evog Aitpov vypov LB Balovpe oe amootaypévo vepd evog
Mtpov 10 gr bacto-tryptone, 5 gr bacto-yeast extract kot 8 gr NaCl ko dtadvovpe to
petypo oe poyvntikd avoadevtipa. To LB anootepdveton yuoo mepimov 1 dpa. Av
Bélovpe va TpocBécovpe avtiPlotikd oto LB 10 kdvovpe petd v anocteipwon tov
O0TL 0AM®G YoAdel KOTA TN OlIpKEW TNG OmooTeipoong e&ottiag TG LYNANG

Oepuoxpaociog.
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["a v Kataockevn otepeov LB andd tpocsOétovpe mpv tv amooteipmon dyap 15
gr/lt 10 omoio dwwAhdeton xoatd ™ Sdpkeln TG amooteipwong. Av Béhovue petd
npocBétovpe avtifrotikd (apol kpvwoel Alyo to LB adAdd mpv otepeomombel) o
vepiCoope tpuvPAia-Petri agnvovtag 1o LB va otepeomomBel. Ta tpuPiio

(QLAAGGOVTOL LETA OTO YVYETLO.

A8. METALXHMATIEMOX BAKTHPIQN ME @OEPMIKO XOK

Me 10 petacynuoaticpd Paxtnplokdv Kuttdpmv siodyovpe évo TAooUidlo og
emOekTIKA Paxtnplokd kvttapo (E.coli DH10B ot moapodoa epyacia). Avtd ta

KOTTOPO UTOPOVLE LETA VO TOL TOALATAAGIAGOVLE Y10 TEPOLTEP® (P |ON).

Yk

Emdextikd xotrapa E.coli DH10B

[Moopido

Yyp6 LB ywpig avtipiotikod

TpvPria-Petri otepeod LB (mpooOnkn dyoap) pe oavtifotikd (avdroyo v

avOEKTIKOTN T TOL TAAGLLOTIOV)

AvoKaGiO,

1. Bydlovpe to emdektikd xvttapa and tovg -80°C kot ta Balovue oe mayo
péypt va vyporomBovv. IlpocHétovpe o€ avtd T0 TAAGUIS10. AV givan Tpoidv
™m¢ avtidpaonc Arydong (ligation) mpocBétovpe OAN TV avtidpaon, ov givat
npoidv mediprep Balovpe 1 pl.

2. Avaxwobpe pe 1o xépt kKo apnvovpe 30 min otov wdyo.

3. Tlpayupatomotovpe Beprikd ook atovg 42°C yia 45 sec akpipag.

4. TomoBetodue otov méyo yuo 1-2 min.
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5. TIpocBétovpe 900 pul LB oto eppedorf kot agnvovpe v koAAiépysio va
avantuyBel otoug 37°C yua 45-60 min.

6. TomoBetovpe Ta TpLPAia otovg 37°C yia va evyeL 1| vypacia.

7. ®vuyoxevipovue v kaAlépyewo otic 2000 rpm yio 5 min og Bgppokpacio
dopatiov (yw ligation kdve arnevbeiog plating pe 100 pl kaAlépyerag).

8. Apapodue ~500-600 pl tov vmepkeipevov LB kot emavadioivovpe tnv
neléta 6To vrorouto LB.

9. Amhdvovpe to didAvpa oto TpvPAio kol agrvovue va enwactel otovg 37°C
0AOVUKTIO (KATA TO ATAMUO SOVAEVOVUE KOVTH GE PAOYQ Y10 VO OITOPVYOVLE

HLOAVVOELS).

A9. AIIOMONQXH IMTAAXMIAIAKOY DNA AIIO MIKPH KYTTAPIKH
KAAAIEPT'EIA (MINIPREPS)

Yikd

Yyp6 LB pe katddinio ovtirotikd

Lysis buffer (8% sucrose, 5% Triton X-100, 500 mM EDTA pH 8.0, 50 mM Tris-HCI
pH 7.5)

Avooloun (10 mg/ml)

loompomavoin

ABavoln 75%

RNAse

T.E. (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 8) 1 vepo

AvOIKaGiO,

1. AMyn povodwiov amowKidV HE OTOCTEPOUEVT) 000VTOYALEIdM Omd
TpLPAio pe oteped Bpentikd péoco LB kot kaAAiépyeld Tovg oAoVOKTIO LUE
avakivnomn otovg 37°C og 2 ml vypd LB pe katdAinio avtiBrotiko.

2. Metagopd og eppedorf (1,5 ml).
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3. ®vyokévipion yw 1 min otg 13000 rpm oe RT xou amopdkpuvon
VITEPKELEVOV.

4. TIpoocOHnkm 600 pl lysis buffer kot 20 pl Avcoloun.

5. Emavadidivon tg melétog pe vortex kot enmdaocn 10 min og RT.

6. Bpdowo v 90 sec.

7. Emdoon oto mdyo ywo 15 min.

8. ®vyoxévipion 15 min otig 13000 rpm o€ RT.

9. Amoudxpuvon Tov 1AUaTOg Le 000VTOYALPIOAL.

10. ITpocOnkmn 600 pl waywpévng 16ompomavoAng (avoKaTELOVUE KOAL).

11. ToroBétnon otoug -20°C yia 20-30 min.

12. ®vyoxévipion ywoo 15 min otig 13000 rpm oe RT kot amopdkpuvon
VIEPKELUEVOU.

13. IIpocOnkn 500 pul abavoing 75%.

14. dvuyoxévipion ywu 5 min otg 13000 rpm oe RT xou amopdipuvon
VIEPKELUEVOU.

15. Ztéyvopa ntedétag o HOOD

16. Enavaoidivon oe T.E. 1 vepo pe 10 mg/ml RNAse.

17. Anobnxevon otovg -20°C.

A10. AIIOMONQXH ITAAXMIAIAKOY DNA AIIO MEXAIA KYTTAPIKH
KAAAIEPT'EIA (MEDIPREPS)

Yikd

Yyp6 LB pe katdAinAo avtiplotikd

AwAdpato P1 (resuspension buffer), P2 (lysis buffer), P3 (neutralization buffer),
QBT (equilibration buffer), QC (wash buffer), QF (elution buffer) tng Qiagen

RNAse (tnv mpocOétovpe oto P1)

KoAmveg Qiagen

diktpo evudpeiov

Ioompomavoin

ABavoln 75%

T.E. (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 8) 1 vepd
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Av0OIKOGiO,

Apywkd porvvovton 3 ml Opentikd LB pe avtifotikd pe povadiwoio amowkion kot

yivetan oloviktia enmdacn otovg 37°C. X cuvéyeln LEPOG QLTS TNG KOAALEPYELNG

ypnopomoteiton yioo poéivven 200 ml LB pe avtifrotikd ko yivetor mdAl olovokTio

enmaomn otovg 37°C. Evalhaxktikd propovpe amevbeioc vo poAdvoope 200 ml LB pe

avtilotikd pe povodwaio koAlépyelo amd 1o TpuPAiio-Petri kot vo yiver ohovokTio

enmaot otovg 37°C.

1.
2.

Metagopa kaAhépyelag o€ 1€aoepa falcon twv 50 ml.
duyokévipion v 20 min otig 3500 rpm otovg 4°C kot amopdkpuvon

VIEPKELUEVOU.

-Avé 100ml koAAiépyetog:

3.

4
5
6.
7
8

10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

[TpocOHnkn 4 ml P1 pe RNAse kot dtdlvon medétag e vortex.

. IIpocOnkn 4 ml P2, nma avaxivnon kot tomobétmon yia 5 min og RT.

. IIpocOnin 4 ml P3, nma avakivnon kot torobétnon og wéryo yio 15 min.

dvuyoxévipion vy 30 min otig 3500 rpm otovg 4°C.

. IIpocOHnkn 4 ml QBT og koAdva Qiagen.

TomoBétnomn @iltpov evudpeiov GtV KOA®VA Kot TPOGHNKN VITEPKEUEVOL
™G PUYOKEVTIPIONG.

[TpocOnkn 10 ml QC amd 600 Popég oTNV KOADVOL.

AoV mepdoet to QC tomobetovpe kdtw amd v koAdva falcon twv 15
ml.

[TpocOBnkn 5 ml QF, 10 omoio cuykevipwvetal oto falcon pe to DNA.
[IpocsOnkn 3.5 ml wonporavoins (70% tov 6yKov), Nma avokivnon kot
poipacpa og 6 eppedorf.

dvyokévipion y 30 min otig 13000 rpm otovg 4°C kot amopdKpuven
VITEPKEUEVOD.

Enavéinym tov fnudtov 7-13 yuo ta vrdéioura 100 ml t¢ kaAAiépyetog.
[Tpocbnkn 75% aBavding (300 pl/eppedorf).

duyokévipion yw 30 min otig 13000 rpm oe RT kot omopdkpuvon
VITEPKELEVOV.

Ytéyvoua terétag oe HOOD.
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18. Eravaoidivon oe ~200 ul T.E. 1 vepod (~30 pl/eppedorf) orovixtia
otovg 4°C.
19. AmoBnkevon otovg -20°C.

Ia v mocotikonoinon tov DNA mpocBétovpe 5 ul and to mediprep oe 995 ul
vEPOL Kol TO GMTOUETPOVUE oTa 260 nm (Yol TVPAO YPNOLUOTOOVUE GKETO vEPD). O
apBpdc mov pokvTTEl ToAAaTAaGLalopevog pe to 10 pog divel v mocdTA TOL

DNA mov €yovpe oto mediprep oe pg/ul.

All. ATIOMONQZH RNA AINO EYKAPYQTIKH KYTTAPIKH XZEIPA
(HaCaT) KAI TIAPAZKEYH ¢DNA (RT-PCR)

Yika

KoAliépyelia HaCaT kuttépov (ypnooromdnkoyv 6t mapodoo epyocio)

AwmAd amootelpopéva blue tips, yellow tips, eppedorf tov 1.5 ml kot 2 ml, won
eppedorf yio PCR

Ix PBS (137 mM NaCl, 10 mM Phosphate, 2.7 mM KCI, pH 7.4)

Trizol

XA®PoPOpLIO

[oompomavoin

AwBavorn 75%

Nepo (WFI)

INa avtidpaon RT-PCR: dNTPs (ppéoka), random primers, 5x first strand buffer,
DTT, transcriptase, RNAse out
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Av0OIKOGiO,

-Kvuttopwn koAMépyeio:

Apykd apordvovpue Ta KoTTapo, To Totobetovue og p60 (~500.000 cells/plate) ko

TO, PNVOVLE Yo 24 DPEG VO LEYOAMDOOLV. TN cLVEXELWD v BEAove va TpocBicoupie

TGF-B mpénet va ta mepdoovpe og Opentiké6 DMEM High 0.02% FBS ya 24 dpec,

JPOPETIKA LTOPOVUE VAL TOL ADGOVE Auesa. XN cvvéyeln tpochétovpe TGF-B ota

YPOVIKA Op1aL TOL HoG EVOLaPEPOLY (Y. 24, 8, 4, 2, 1 dpEg).

-Avon kuttapov Kot aroudvoon tov RNA:

10.

11.
12.
13.

"ExmAvon xuttépov pe 1 ml 1x PBS.

[TpocOnkm 1 ml Trizol yio opoyevomoinon kot tomobétnon oe eppedorf towv 2
ml (e8¢ pmopd vo. amodnkedonm Ta koTTapa otovg -80°C).

Endaon yuo 5 min og RT.

[TpocOnkn 200 pl yAwpopodppiov, vortex ywoo 10 min yio opoyevoroinon ko
enmaon yio 2-3 min og RT.

dvyokévtpion yia 15 min otig 12000 rpm 6ToVg 4°C.

ANyn move eaong kat toroBétnon g oe eppedorf tov 1.5ml.

[TpocOnkn 0.5 ml epéokioc wwonpomavorng, avokivinon kot exdoon yio 10
min o¢ RT.

duyokévipion ywoo 15 min otig 12000 rpm GTOVG 4°C xat OTTOLOKPVVGT
VIEPKELUEVOU.

[IpocOnkn 1 ml 75% @péokiag amdAvtng atbovoing Kot vortex.

dvuyoxévipion vy 15 min otig 12000 rpm oTovg 4°C ko amopdKpLVON
VIEPKELUEVOU.

Ytéyvopa tedétog o HOOD.

[TpocOnkn 30-35 pul WFI ko eravadidivon og mdyo yio 30 min.

AmnoBnkevon otovg -80°C.

-ITapaockevn cDNA:

1.

[TpocBétm 5 ul RNA o€ 995 ul vepod kot potopetp®d oto 260 nm.
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10.
11.

To amotélecua g eotopéTpnong moAhamAactalopevo ent 8 pag otvel
mocotTO o€ pg/pl.
dtrayveo pio apaioon 200 ng/ul (oe tehkd Oyko 20 13 50 upl) wor ™
YPNOLOTOL® GTNV TAPOKAT® avtidpacn cDNA:

5 ul RNA (apaioon 200 ng/ul)

20.5 ul WFI

5 ul ANTPs (ppéoka)

3 pl random primers yio RT-PCR (100 ng/ul)

TomoBetd 115 avTdpacelg oto Tpoypappa cDNA (deg TapokdTm).

Agivo vo. ohoknpodel t0 mpdto P otovg 65°C Yo 5 min kar KGve
TaHon.

TomoBetd ta detypota oto whyo Ko mpocHétm 10 pl 5x first strand buffer kou
5 ul DTT.

Enavatonofetd ta delypata oto pnydvnua tg PCR i ™ ovvéyion g
avtidpaong Kot petd amd dVo AEMTA KAV TaHoN Kot TOToBeT® To delypato
GTO TAYO.

[TpocBétm 1 pl transcriptase kot 0.5 ul RNAse out.

Enavatonofetd ta detypota oto punydavnua g PCR yio tv odokAnpwon g
avtidpaong.

Ta Seiypota ta AG® otovg -20°C.

[Ma va depevviom v emtvyio oty Tapackevn] Tov cDNA ypnoipomold 2 pl

o€ avtiopaon PCR pe yovidio eAéyyov to GAPDH.

-IIpoypdupoata PCR kot ekkivntéc mov ypnoworombnkav o RT-PCR wepduoto otn

TOPOVGCO. EPYOCTAL:

Ot ovvOnkeg PCR yia ) mapackevn) cDNA givau:

65°C
25°C
32°C
70°C

5 min
12 min
50 min

15 min
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I'a to GAPDH o1 exkivntég ko o1 cuvOnkeg PCR eivai:

Forward primer: 5’-gtggtctgtgtcaccgtate-3’
Reverse primer: 5’-gtagttgaatccgagctgec-3’

94°C 4 min
94°C 30 sec
57°C  30sec p 20 KOKAOL
72°C 45 sec
72°C 4 min

['a to PAI ot exkivntég ko ot cuvOnkeg PCR eiva:

Forward primer: 5’-accacagtccatgccatca-3’

Reverse primer: 5’-tccaccaccctgttgctgta-3’

95°C 7 min
94°C 30 sec
59°C  30sec p 29 KOKAOL
72°C 30 sec
72°C 5 min

I'a ta SCP1, SCP2, SCP3 kot PPM1A ot cuvOnkeg g PCR ko o1 exkivntég
eaivovtor otnv evotnrta Al pe dtapopd 61t 611G avtidpdoelg yio o SCP1 ko SCP2

avePaoape T Beppokpacio vBpomoinong otoug 64°C.
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B) XEIPIZMOI IPQTEINQN

B1. ITAPAXKEYH KAI HAEKTPO®OPHXH IMTHKTQMATOX
ITOAYAKPYAAMIAHX (SDS-PAGE)

Yika

Expayeio yio Topackevn Tov TNKTOUATOS TOAVOKPVAAUIONG

YvoKeLN NAEKTPOPOPTONG

30% Acrylamide (29 gr acrylamide, 1g bis-acrylamide, volume 100 ml)
Running buffer (Tris 1.5 M, SDS 0.4%, pH 8.8)

Stacking buffer (Tris 0.5 M, SDS 0.4%, pH 6.8)

10% APS (1 gr APS o¢ 10 ml vepd)

TEMED

Ix TGS (1 L 10x TGS: 30.3 gr Tris, 144.2 gr Glycine, 10 gr SDS, pH 8.3)
4x loading buffer (2.5 ml Tris-HCI, 1.6 ml B-mercaptoethanol, 8 ml 20% SDS, 4 ml
glycerol, 8 mg bromophenol blue)

[Mpwteivikdg deikTnC pLoplax®dv peyedov

To mKTOUA TOAVOKPVAAUIONG YPNOUOTOLEITOL V1oL TO OYWPICUO TPOTEIVOV
SlpopeTikod péyeboc kot omoteleiton amd dvo pépn, to stacking gel (mnkTopo
KatakaOiong) kot to running gel (mktopa dtywpiopov). H cbotact| toug gaivetal
omv €kova 14. T v NAeKTPOPOPNON TPOTEIVIK®OV SHAVUATOV TPOGHETOLUE 4X
loading buffer xat to Bpélovpe yw 5 min otove 100°C yw va amodiatoyBovv ot
npwteives. To mktopa nhektpopopeitor péca oe pvlutotikd ddivpa 1x TGS yua 1

opa ota 150 V/90 A.
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Running gel stacking gel
7% 8.5% 10.5% | 12.5%
ddH,O 5 ml 46ml |39ml |3.2ml ddH,O 3.6 ml
30% acrylamide | 24 ml | 2.8 ml |3.5ml |4.2ml 30% acrylamide | 0.9 ml
Running buffer | 2.5ml |2.5ml |[2.5ml |2.5ml Stacking buffer | 1.5 ml
10% APS 160 pl | 160l | 160 ul | 160 pl 10% APS 60 pl
TEMED 8 ul 8 ul 8 ul 8 ul TEMED 6 ul

Ewoéva _14. To ovotatikd tov running kot tov stacking gel tov 7nkT®poTOg

moAvakpvAapiong. To anktoua eivar amodiotaktikd agov mepiéyel SDS (ota buffer).

B2. META®OPA (TRANSFER) IPQTEINQN ANIO THKTQMA
INOAYAKPYAAMIAHX XE MEMBPANH NITPOKYTTAPINHX

Yika

Transfer buffer (700 ml H,O, 100 ml 10x TGS, 200 ml methanol)
ZpovyyopaKio

Xapti wattmann

Mepfpdvn vitpokvttapivng (Protran/Whatman)

Yvokevn transfer (padi pe €101kd doyelo mov mePIEyeL vepd Ge LOPPY| TAYOoL)

AL001K0GiO

1. HAextpoedpnon g TAPOTEIVNG TOL HOG EVOLLPEPEL GE  TMNKTOUO
TOAVAKPUAAUIONG.

2. TomoBétnon otn cvokevn transfer kaTd GePd: Vo GEOVYYOPEKL EUTOTICUEVO
pe transfer buffer, Vo yaptid wattmann eumoticpéva pe transfer buffer, to
TNKTOUO TOAVOKPLAAUIONG, T HepPpdvn vitpokvttapiving, Eavd 600 yopTid
wattmann eumoticpéva  pe transfer buffer wor Eavd éva  ceovyyapdit
eumotiopévo pe transfer buffer. To yapti wattmann k6Peton o€ dtouotdoelg 7x9

cm kot 1 pepPpdvn vitpokvtropivng kOPetal oe dCTAGELS 101 e aVTEG TOV
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running gel tov mMKTOMHOTOG TOALOKPLAApiONG. Otav Tomobetncovpe TO
mkTopa (Exovpe kOyel to stacking gel) ppovtiovpe va 10 Kpotdue vypo pe
transfer buffer kot mpocéyovpe va pnv onmpovpynBodv eLGOAIdEG KaTA TN
tomofétnon g LepPpavng vitpokuttapivig.

3. Kheitvovpe 1 ovokevn| transfer kou v epapuodlovpe oe €01kd doyeio. H
TAEVPE OTNV OTOloL TO MNKTMOUO EQATTETOL LE TN UEUPPAVN VITpOKLTTOPTVIG
epovtifovpe va kottd 1o BTiKd TOAO Yo GOOTH HeTaPopd ¢ Tpwteivne. To
doyeto avtd yepiletonr pe transfer buffer. I'o va pnv avomtvyBodv mwoAD
VYNAEg  Bepupokpacieg koTd TNV MAEKTPOEOpMoTm  Tomobetodue  éva
emmpOcOeTo LIKPO d0YElO LE VEPO GE HLOpPN TTdyov.

4. Tivetou nhextpoeopnon ota 400 A/150 V yio pudpion opa.

B3. WESTERN BLOT

Yk

TBS-T 0.05% (1x TBS, 0.05% Tween-20 kot 1 L 10x TBS: 90 gr NaCl, 250 ml Tris-
HCI12 M pH 7.3)

Blocking solution (5% dry milk ce TBS-T 0.05%)

1° avticopa (€181kd Y10, T TPOTEIVN TOL LG EVOIAPEPEL)

2° avticopa (anti-HRP)

ECL (Oxidizing kot enhanced luminal reagent) (Thermo Scientific)

MeuBpavn saran

Koaocéta gpodviong

dup epedviong (Fujifilm)

Av0OIKOGiO,

1. "Emetta amo transfer Aapfdavetor n pepppdvn vitpoxvttapivng kot tomobeteitan
oe doyeio pe T mAevpd mov Ppickoviotl ot TPWTEIVES TPOog To AV (givor M
TAEVPE TOL EQATTOTAY TOV TNKTMUATOS TOAVAKPVAAUIONG).

2. 'Exmloon pe TBS-T 0.05% yio 10 min.
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Endaon pe blocking solution ywa 1 @dpeg oe RT yia 1o umhokdpiopa tov pn

EOIKOV BEGE®V TPOGIESTC TOV AVTICOOTOG.

Endaon pe 1° avticopo oty embounty apaioon otovg 4°C olovokria (&g

Endaon pe 2° avticopo anti-HRP oty embounti oapoioon oe blocking

TonoBétnon ECL nave ot pepPpdvn (400 pl oxidizing reagent kot 400 pl

enhanced luminal reagent) ywo TV €vioyvon TOL GNUOTOS TOV AVTICAOUATOC.

4. T'pnyopo Emivpa pe TBS-T 0.05%.
5.
ewova 15 yuo Ta avticoOpoto g Tapovcas pYaciog).
6. Tpeig dexdrenteg exmivoelg pe TBS-T 0.05%.
7.
solution oe RT yia 1 dpo.
8. Tpeig dexdrenteg exmivoelg pe TBS-T 0.05%.
9. "Exmivon pe 1x TBS yia 5 min.
10.
To agnvovupe yoo Smin Tédvew ot pepPpdvn ved GKOTAOL.
11.

Kaioym ¢ pepPpdvne pe saran, tomoBétnon g o€ €101KN KOCETO Ko
ékbeon 10V QAL GE JdAPOPES YPOVIKES TTEPLOdoVS (e€apTtdtal mOcOo dLvaTO

glval To oMU TOL AVTICOIOTOG).

1° Avticopa Apaioon Etaipia
a-P-Smad 2 L (Ser 245/250/255) (rabbit) | 1:1000 5% BSA/TBST 0.1% (WB) Cell Signaling
a-P-Smad 2 C (Ser 465/467) (rabbit) 1:1000 5% milk/TBST 0.05% (WB) | Cell Signaling
a-Smad 2 (goat) 1:200 3% milk/TBST 0.05% (WB) Santa Cruz
a-P-Smad 3 C (Ser 433/435) ( rabbit) 1:1000 5% BSA/TBST 0.1% (WB) Cell Signaling
a-Smad 3 (rabbit) 1:400 5% milk/TBST 0.05% (WB) Zymed Labor.
a-myc (mouse) 1:500 5% milk/TBST 0.05% (WB) Sigma
1:200 PBS+/+/1.5% FBS (IF)
a-flag (mouse) 1:1000 5% milk/TBST 0.05% (WB) Sigma
a-actin (mouse) 1:5000 5% milk/TBST 0.05% (WB) Chemicon
a-HNF4 (rabbit) 1:250 5% milk/TBST 0.05% (WB) Santa Cruz
1:200 PBS+/+/1.5% FBS (IF)
2° Avticopa Apaioon Etaupial
a-rabbit HRP 1:5000 5% milk/TBST 0.05% (WB) Chemicon
a-rabbit FITC 1:50 PBS+/+/1.5% FBS (IF) Chemicon
a-mouse HRP 1:10000 5% milk/TBST 0.05% (WB) | Sigma
a-mouse FITC 1:50 PBS+/+/1.5% FBS (IF) Chemicon
a-goat HRP 1:10000 5% milk/TBST 0.05% (WB) | Sigma
Streptavidin HRP 1:20000 TBST 0.1% (WB) Sigma

Ewkdva 15. To avTicOpato Tov ¥pnoiporomonKay oty topodca epyacio. T TpdTn GTHAN

eoivetal og mapévieon 1o €100G TOV OVTICOUOTOS Kol 6T 0gvTeEPN elvarl oe mapévleon 1N

epopuoyn mov ypnoonombnke (WB-Western Blot kot IF-Immunofluoresence).




B4. STRIPPING KAI BLOCKING TQN HRP ME NaNj;

Ot pepPpdveg tov western blot umopovv va, exavoypnolonomBody yio aviyvevon
SLLPOPETIKOD EMTOTOV POV «GPNGOLUE» TO GNUOL TNG TPONYOVUEVNG aviYVELONG.
2NV TEPIMTMOT TOL TO 2° avticopa (to anti-HRP) ¢ koavovpylag aviyvevong eivon
SPOPETIKO ATO AVTO TNG TPATNG, TOTE apkel va Kavovpe prrokapiopa tov HRP e
NaNj3 wote va offjcovpe mhavo onpa amd Tn TpATN oviyveLoT). L€ TEPIMTOOT TOL TO
2° avticopo (to anti-HRP) tng kowvovpylag aviyvevone eivat ido pe ovtd e
TPOTNC, TOTE 0T B TPoodedei ex véou oto 1° avticwpa e TpdTng aviyvevong kot
Ba pog dmoet onua to omoio Ba BEAape va amoevyovpe. o va Adcovpe avtd TO
TpOPANa vrodiovpe T pepPpdvn oe dwadikaciao stripping, pe ypon KatdAAnAiov
SwAOHOTOG. AT 1 ddiKacio €xel ooV OMOTEAEGUO TNV OTOOEGUEVLOT] Kol
anoudkpvven tov 1% avIic®UATO¢ TS TPATNG ovixvevong omd TV TPOTEIVI-6TOY0

OTOTE KOl TO «GP1GLLO» TOV GYLOTOG,.

Yika

Stripping buffer (100 mM B-mercaptoethanol, 2% SDS, 62.5 mM Tris-HCI pH 6.8)
TBS-T 0.05%

NaNj3 1% oe TBS-T 0.05% (1ml NaN3 1% kou 49ml TBS-T 0.05%)

AL001K0GiO

-Stripping:

1. Endaon g pepPpdvng oto stripping buffer yio 30 min og 50°C kot 5 min og
rotating platform oe RT.

2. 'Exmloon pe TBS-T 0.05% yio 10 min.

3. Zuvégela t ddikaciog tov western blot and 10 onueio emdoong g

ueuppavng pe blocking solution.
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-Blocking ue HRP:

1. Erooaon g pepPpdvng pe NaN3 1% oe TBS-T 0.05% yia 1 opa og RT.
2. Tpeig dexkdrenteg ekmivoelg pe TBS-T 0.05%.
3. Zvvéyela ™ Swdikaciog tov western blot amd 10 onueio emmoaong g

pepppavng pe 1° avticopo oAovoktio.

BS. AYXH EYKAPYQTIKQN KYTTAPQN ME CO-IP LYSIS BUFFER

Yika

Co-IP lysis buffer (20 mM Tris—HCI, pH 7.5, 150 mM NacCl, 10% yAvkepdin, 1%
Triton X-100)

PMSF 0.1M ko benzamydine 0.5M (0vaGTOAElG CEPIVOTPOTEATDY TOV TPOGHETOVE
010 Co-IP lysis buffer o apaiwon 100:1 kot 1000:1 avtictotya)

Ix PBS (137 mM NaCl, 10 mM Phosphate, 2.7 mM KCI, pH 7.4)

Scraper

AL001K0GIlO

1. Amopaxpvvovue 10 OpentiKd vAKO omd T KuTTOpo Kot tpochétovpe 1 ml 1x
PBS.

2. T v amoKOAANoT TOV KLTTAP®V oo To AT To EOVOVE [E E01KO scraper
ka1 1o Tonofetovue o eppedorf tov 1.5 ml péoa oe mayo.

3. ®vyokévipion vy 5 min otig 5000 rpm oTOVC 4°C kot amopdKpLVON
VIEPKELUEVOU.

4. Emovadidivon g nerétoc oe 100 pul Co-IP lysis buffer pe toug avactoleig
npoteacwv PMSF kot benzamydine.

5. Agfvoupe to deiypata otov rotator yio 30 min otouvg 4°C.

6. ®vyokévipion yio 5 min otig 13000 rpm 6ToLG 4°C.

7. AmoONKevon TOL VIEPKEWWEVODL HE TO MPOTEIVIKO €KYOAGUO GTOVG -80°C

HEYPL T XpioN TOV.
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B6. KANONOKOIIOIHXH LOWRY-BRADFORT

Me avtf T péBodo UTOPOVUE VO LETPCOVUE GE UE TNV OMKN TOGOTNTO TOV
TPOTEIVAOV GE VO TPOTEIVIKO EKYVAIGUO KOl VO JIEPEVVIICOVUE GE TOGOTIKO EMITEDO

SUPOPES TOV TPOTEIVAOV TOV PpickovTal 6T S1PoPa TPOTEIVIKA EKYLAICUOTOL.

Yika

10ul amd To TpwTEIVIKO EKYOAICUA
Nepo

AwAdpata A, B kot S (Bio-rad)
Awdopa A’ (1000 pl A ko 20 pl S)

AL001K0GIO

1. Avouryvoo 10 pl mpoteivikov exyviiopatoc pe 190 pl vepd, 100 pl A’ kot
800 ul B.

2. Aprqvo v 15 min og RT.

3. dotouerpod ota 750 nm.

4. T tov vToAoYIGHO TG TOGOTNTAG TG TPMTEIVIG Tov TepiEyxetor ota 10 pl

YPNGLOTOLOVLE TOV TOTO:

x=(y-a)/b  O6mov X: | TOGHTNTA TNG TPWTEIVNG GE PUg
y: n ontikn wokvotnta (OD)
a: 0.02348
b: 0.00745

5. Avdyovpe 10 OmOTEAECUO OTOV  OYKO TOU GULVOMKOV  TPOTEIVIKOV

EKYLMOATOC Y10 VO BPOVLE TNV OAIKT TOGOHTNTA TNG TPMTEIVIG TOL TEPLEYEL.
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B7. H ANTIAPAXH AOYXI®PEPAXHY KAI KANONIKOIIOIHXH TQN
TIMQN THX (LUCIFERASE & B-GAL ASSAY)

H avtidpaon Aovcipepdong eivar pio uébodog pétpnong g UETAYPOPIKNG
EVEPYOTOINGNG TOV TPOKAAEITOL OO PLOUIGTIKA GTOLYEID KOO0V YoVidiov. AnAadn,
otav to pLOUICTIKG GTOLYELD OVAYVADPLONG KATOLOL LETOYPOPIKOV TAPAYOVTO, TTOV LG
evolapEPEL va peleTnoovpe Ppiokovtot upstream tov yovidiov g Aovclpepdong oe
éva. TAOOUIO0, TOTE HETPAOVTAG TNV EVEPYOTNTO TNG AOVLCIPEPACNC UTOPOVUE VO
e€dyovpe ovumepdopaTO YOO TNV IKOVOTNTO  HETOYPAPNS TOL  UETOYPOPLUKOV
TaPAyovTe KAT® Omd GLYKPEVES GLVONKES (T.Y. TOpOoLsia KATOG HeTAALAENG 1
KOO0V OVOGTOAEN TOV UETOYPAPIKOV Tapdyovta). o mapddetypo oty mopovoa
gpyacio HeEAeTHONKE N pHeTAypaPIK Evepyomoinon Tov Smad2/3 tpmTeivdv Tapovsia
twv SCPs. Ta mlacuidia-reporter mov ypnoorombnkayv ivar to p(CAGA)»-E1B-
luc 1o omoio mepiéyel 12 popég v aAiniovyia tpdcsdeong twv Smad CAGA kot €161
EVEPYOTOLEITOL 1) LETAYPAPT TOL YOVIdiov TG Aovaipepdong kot to pGS5-E1B-luc to
omoio mepiéyel Béaelg mpdcodeong Yoo o DBD tov GALA.

H xavovikoroinon pe B-gal yivetar yia va e€icopponnBoidv ot Téc tov luc assay
amd Spopég mov pmopel vo opeihovial oty amddoon G SUOALVONG 1| GTOV
aplOpd ToV KLTTAP®V OV LILAPYEL GTO TATA KOAMEPYELNG AALL Oyl OTIC VIO HEAETN
ovvOnkes. I' avtd 10 Ady0 Ypnowomoteitar 10 mAacpuidlo CMV-LacZ 1o omoio
mePLEYEL B-YOAAOKTOGIOA0N KAT® OO TOV 16YXVPO LITOKIVNTH TOV KLTTOpOouEYaAoion. H
B-yoloktoolddon kataAvel TNy VOPOALON TV B-yalaktocwiny dmwg ONPG kot ta
avidvta tov ONP pog 6idovv 10 ¥opoKTNPIoTIKO KITPVO YpdUL TOL Umopel va

moocotikomonfel ota 410 nm.

Yika

1x PBS (137 mM NaCl, 10 mM Phosphate, 2.7 mM KClI, pH 7.4)

Ix Cell lysis reagent (Promega)

Ynootpopoa Aoveipepivng

Sodium phosphate buffer 0.1 M (7.098 gr Na,HPO4 kot p0Ouon tov pH oto 7.3 pe
NaH,;P04 0.1 M, amofnkevon o RT)
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ONPG (T'a 8 mg/ml yivetar mpocOnkn 0.4 gr O-nitrophenol-galactoside oe 50 ml
sodium phosphate buffer 0.1 M, amo6fjkevon otovg -20°C)
Mg** buffer (I 1 ml ypnowonotodpe 333 pl KCI 3 M, 100 ul MgCl, 1 M, 352 ul p-
mercaptoethanol kot 215 pl H,O, amoBnjkevon otoug -20°C.

Awdikooia
-luc assay:
1. Amopdxpuvon Bpenticod LVAIKOD 0md KUTTAPIKT KOAAEPYELQ.
2. 'Exmivon pe 1x PBS.
3. TIpocOnkn 1x cell lysis reagent (500 ul yio HEK293T kou 200 pl yuo HepG2).
4. Aopnvovpe to delypato yio 5 min 6€ OVOKIVOOUEVN TAATQOPUO DOTE Vo

Eexoloovv Ta kbtTopa omd To mdta (to HepG2 ta Evvovpe kau pe scraper).
Metagpopd Tov kuttdpwv o eppedorf kot vortex.

Tomobétnon yia 10 min otoug -80°C.

Tomobétnon yio. 2 min otovg 37°C kat ypriyopo vortex.

duyokévipion yia 1 min otig 13000 rpm oe RT kou Afym vaepkeipévov.

A S AR

TomoBétnon 60 pl and to vrepkeipevo oe véo eppedorf kot mpocsbrikn 60 pl
VIOGTPAOUOTOS AOVGLPEPTVIG.
10. TomoBétmon tov eppedorf ywpic «obBvotépnon o©10  AOLUIVOUETPO

(luminometer) mov Ba pog dMGEL TNV T TNG LETAYPAPIKNG EVEPYOTTOINGTC.

-B-gal assay:

1. Ze pwpn mocdtrta ekyvAicpartog (2 pl yio HEK293T ko 15 pl yuoo HepG2)
mov €xel amopovwbel amd ™ mponyovuevn dwadkacio TposHitovpe 456 ul
sodium phosphate buffer, 132 pl ONPG kat 6 pl Mg®" buffer (ptidyvovpe éva
mix ywo OAa T Setypata).

2. Tpryyopn avédevon pe vortex kat Tomobénorn yopic kabvotépnon otovg 37°C

HEXPL TV avamTLuén KiTpvng amodypwonc.
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3. Awxomn g avtidpaong pe mpostnkn 200 ul Na,CO; 1 M kon avadevon pe
vortex.

4. dwtopéTpnon tov detypdtov oto 410 nm (Yo TOEAS ypnoiponolovue detypo
nov mepéyel 1x cell lysis reagent avti yio KuTTOpIKO EKYOAICUA).

5. Awpaovtog T HEYIGTN T TNG OMTIKNG TUKVOTNTO UE TIS HIKPOTEPES
TPOKVTITEL £VOG CUVTEAEGTNG O 0M010G TOAAATANCIALOUEVOS HE TIG TIUEG TOL
luc assay pog Olvel TNV KOVOVIKOTOMUEVI] T TNG  UETAYPOPIKNG

gvepyomoinong ywo Kabe delypaL.

B8. AIAXQPIEMOX IIYPHNIKOY KAI KYTTAPOIIAAXMATIKOY
EKXYAIXMATOX

Yika

I1x PBS (137 mM NaCl, 10 mM Phosphate, 2.7 mM KClI, pH 7.4)

Buffer A (10 mM Hepes pH 7.9, 10 mM KCI, 2 mM MgCl,, 0.1 mM EDTA, 0,5%
NP-40, 1 mM DTT, 10 uM leupeptin, 10 mM PMSF, 10 ug/ml aprotinin, 1 mM
Na4VO03)

Buffer C (20 mM Hepes pH 7.9, 1.5 mM MgCl,, 0.42M NacCl, 0.2 mM EDTA, 25%
(v/v) glycerol, 1 mM DTT, 10 uM leupeptin, 10 mM PMSF, 10 ug/ml aprotinin, 1
mM Na4V0O3)

Buffer D (20 mM Hepes pH 7.9, 0.05 M KCI, 0.2 mM EDTA, 20% (v/v) glycerol, 1
mM DTT, 10 uM leupeptin, 10 mM PMSF, 10 ug/ml aprotinin, ] mM Na4VO3)

Awdikooia
1. 'ExmAvon tov kuttdpov pe 1x PBS.
2. IIpooHnkn 1 ml 1x PBS, &Yoo tov KuTTdpmv [e scraper Kot HETOPOPE TOVG

oe eppedorf.

3. dvyoxévipion ywo 5 min otig 6000 rpm cTOLG 4°C ko anopdkpvvon tov PBS.
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Enavadidivon oe 400 ul Buffer A kot agnvovpe to delypoto otov rotator yo
15 min otovc 4°C.

duyokévtpion yia 6 min otig 6000 rpm 6TOVG 4°C.

To vrepkeipevo amotedel T0 KLTTOPOTAACUATIKO EKYOAMGHO Kol opotpeiton
TPOCEKTIKA.

Enavadidivon tov mupnvev g terétag og 80 pl Buffer C kot enmdaon yia 30
min 6710 Tdyo

[Tpocbnrkn 60 ul Buffer D kot puyoxévipion yio 6 min otig 13000 rpm 6Tovg
4°C.

To vmepxeipevo oamotelel o TLPNVIKO EKYOMGUA TO OOl0 OpotpeiTon Kot

puAGooeTat otovg -80°C.

B9. EAEIT'XOX AAAHAEIIAPAXHE DNA ME IPQTEINH: IPOXAEXH
IEINTIAIOY XE BIOTINYAICMENO OAITO-NOYKAEOTIAIO (DNAP-
DNA AFFINITY PRECIPITATION)

Yaka

Bilotvoliopévo oAtyovoukieotiolo

Dynabeads M-280 Streptavidin (Invitrogen)

Mayvntké rack
2x B&W (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA, 2 mM NaCl)

BBRC
EDTA)

(10% glycerol, 10 mM Tris pH 7.5, 50 mM KCI, 4 mM MgCl,, 0.2 mM

Protease inhibitors (1 mM DTT, 10 uM leupeptin, 10 mM PMSF, 10 ug/ml aprotinin)

Av0OKaGiO

1.

[Na v mpoetoaocic twv Dynabeads yivetar apyikd mpooOnkn 5 ul
Dynabeads M-280 Streptavidin oe eppedorf kot £ékmAvom tovg pio opd e
500 pl 1x B&W o10 poyvntiko rack.

63



2. X ovvéyela mpocBétovpe 7 pl 2x B&W xou 7 pl amd to Protivoriopévo
OAYOVOUKAEOTIOO KO aprvovpe Yoo 15 min (yio detypa eAéyyov ywpic to
oAtyovovkAeotidwo Balovpe povo 14 ul 1x B&W).

3. "ExmAvon dvo eopég pe 1x B&W o10 payvnrikd rack.

4. "Exmivon pia eopd pe BBRC oto payvntiko rack.

5. TpocOnkn ota beads 500 ul BBRC pe inhibitors kot mepimov 300 pg amd 10
TPOTEIVIKO ekyOAICHA (TO 0Toio £xel amopovmbel amd evKAPLOTIKG KOTTAPO
ue Co-IP lysis buffer-evotnta B5-).

6. Emdoaomn otov rotator oAovOKTIO GTOVG 4°C.

7. "Exmhvon tpeic popéc pe 500 ul BBRC pe inhibitors oto poryvntiko rack.

8. IlpocHnkn 4x loading buffer ota beads, Ppdoywo 7y 10 min ko
NAEKTPOPOPNOT| GE TNKTMUO TOAVOKPVAALLIONG.

9. Western blot pe xatdAAnio avticoua.

B10. EAEI'XOX AAAHAEIIIAPAXHE ITPQTEINQN ME BIOTINYAIQXZH

H protvodioon tov emtoémov bio amd 1 Poktnplokn Arydon BirA kot 1
duvaTOTNTO OMOUOVMOONG TOL HEC® oeopdimv streptavidin-agarose pog Otver
SVVATOTNTO VO SIEPEVVIIGOVUE TPMOTEIVIKEG AAANAETIOPACELS. ZVYKEKPIUEVO 1| AOYIKN
etvar 611 cuvekppdlovpe o TPMTEIVY TOL PEPEL Tov emitono bio pe BirA xot v
amopovovove pe oeoipidla streptavidin-agarose. Me KoTdAANAO ovticopo Kot
western blot pmopovpe va S1OMIOTOCOVUE OV VITAPYEL TAV®D TNG TPOGOEUEV KATOLN

GAAN TpOTEIVY.

Yika

Ta mAacouidwa Tov mepi€yovv BirA ko ) bio-tagged mpwteivn mov pog evolapEpet.
Streptavidin-agarose beads e&icoppommuéva (Sigma) (v v €§locoppdmnon Tovg
npocBétovpe oe avtd 10 dykovg 1x PBS, @uyokevipodue yioa 5 min otig 2000 rpm
GTOVG 4°C ko AQOIPOVLE TO VIEPKEINEVO. AVTO YiveTal TPEIG POPES KO OTO TEAOG
npocHétovpe ico Oyko Ix PBS dote tehkd va €yovpe 50% beads oto 1eMKo

StaAvpa).
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1x PBS (137 mM NaCl, 10 mM Phosphate, 2.7 mM KClI, pH 7.4)
Co-IP lysis buffer ue 10 mM PMSF ka1 1 mM benzamydine

AL001K0GIlO

1. Apykd ta kotrapa Aovovror pe Co-IP lysis pe avaotoieig og tehio dyko 550
ul (6eg evotnta BS).

2. Metagopd tov 50 ul og véo eppedorf mov Ba ypnoiponombBodv mg input kot
nmpocnkn 30 ul esoppommuévav cearpdinv ota vrdéiowra 500 pl.

3. Ezmdoon tov ceaipdiov pe 10 TPOTEIVIKO EKYOAICIO OAOVOKTIO GTOV rotator
GTOVG 4°C.

4. ®vuyokévtpion yia S min otig 2000 rpm 6TOVG 4°C.

5. IpocOnkn 500 pl Co-IP lysis pe avacstoAeic.

6. dvyoxévipion ywo S min otig 2000 rpm 6TOVG 4°C ko 0QAIPEST) VITEPKEILEVOD
Co-IP buffer.

7. Emavédinym tov Pnpdtov 6 kot 7 dAleg 500 popég.

8. IlpocOnkm ota beads 10 ul 4x loading buffer, Bpdoyo yw 10 min ko
NAEKTPOPOPNOT GE TNKTMLO TOAVOKPVAOLUIONG.

9. Western blot pe kKatdAinio avticopua.

B11l. EMMEXOX ANOXO®OOPIEMOX XE EYKAPYQTIKH KYTTAPIKH
XEIPA

O éupecog avoco@BoPIGHOG TPOYUATOTOEITAL Yo TNV TOPATHPNOT KATO10V

AVTLYOVOU-TIPMTEIVNG in Situ e TN Pondela avTICOUATOV.

Yika

ABavoin

0.5 ml Cehativng 0.1%
DMEM
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KoaAivmtpideg kot avtikeyuevopopot

PBS +/+ (PBS pe 0.9 mM CaCl, kot 0.5 mM MgCl,)

PBS +/+/1.5 % FBS

3% mapapopuardeion (PFA)

Triton X-100

Buffer 1 (I'a 10x: 137 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.1 mM Na,HPO4x2H,0, 0.4 mM
KH,POy4, 5.5 mM yAivkdln, 4 mM NaHCO;, 2 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 20 mM
EGTA, 20 mM MES, pH 6-6.5)

1° avticopa

2° pBopilwv avticmpa

DAPI (4.6-diamino-2-phenylindole dihydrochloride)

Mounting solution

Bepvikt voyraov

AL001K0GiO

1. T v tomoBétnon tov KaAvrntpidwv oto 6-well apyikd amoctelpdvovion o
90% aBovoAn Ko eAGYO.

2. TomoBetovvtar ota 6-well ko emucorvmrovraon pe 0.5 ml {edativing 0.1% ywa 5
min.

3. Amopoaxpivetarl n {erativn ko yiveton éxkmivon pe 1 ml DMEM (yopig opod
Kot ovTIPloTiko).

4. Metb an6 split amhdvovrar Ta KOTTAPA TEVe 0TI Kehvmtpides (~ 2x10° avd
KaAVTTTPion).

5. Metqd oamd ~20 opec mpayuatomoleital SopOAVVoN TOV KLTTdpwv (av
yperaletal aAMmg mepvape anevbeiog oto Prna 7).

6. Metd and 7-17 dpeg yivetar addayr| Opentikov pécov.

7. Metd and 16 dpeg yivetal Tapat)pnon T@V KLTTAP®V Kol TPETEL Va. deiyvouv
OLLOLOLOPPO. KOTAVEUNIEVA KOl OYL TTOAD TUKVE 1] TTOAD apotd.

8. Amopdkpvvon tov Opentikov kot 2 eknAvoels pe 1.5 ml PBS +/+ yuo 3 min cg
RT névo og apyd mepioTpe@Opevn) TAATOOPLLAL.

9. Movipomoinon kuvttdpov pe 1 ml 3% moapagoppordsiiong (PFA) yia 30 min

o€ 0Pyl TEPIGTPEPOUEVT TAATPOPLLAL.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Avo exkmlooelg pe 1.5 ml PBS +/+ yuww 3 min oe RT maveo oe opyd
TEPLOTPEPOUEVT] TAATOOPLLL.

Ta kottapa yivovion dwomepatd pe 1 ml 0.5% Triton X-100 g buffer 1 yua 5
min yopic avakivnon.

Avo exkmiooelg pe 1.5 ml PBS +/+ yuww 3 min oe RT maveo oe opyd
TEPLOTPEPOLEVT] TAATOOPLLL.

Avo gkmivoelc pe 1.5 ml PBS +/+/1.5 % FBS yw 3 min o¢ RT wévo o€ apyd
TEPIOTPEPOLEVT] TAATOOPLLAL.

Endoon pe 50 ul oo to 1° avticopa og katdAnin apaioocn PBS +/+/1.5 %
FBS (m.y. a-myc 1:200 oe PBS +/+ /1,5% FBS) ywa 30 min otovg 4°C yopig
avakivnon.

Tpeig ekmhvoelg pe 1.5 ml PBS +/4/1.5 % FBS yia 3 min o€ RT névo o apyd
TEPLOTPEPOUEVT] TAATOOPLLL.

Endoon pe 50 ul oo to 2° aviicopo og katdAnin apaioocn PBS +/+/1.5 %
FBS (m.y. a-mouse FITC 1:50 ce PBS +/+/1,5% FBS) yia 30 min c10 6k0tddt
GTOVG 4°C Yopig avaxivnon.

Avo ekmidoelg pe 1.5 ml PBS +/4/1.5 % FBS yw 3 min e RT ndvo og apyd
TEPLGTPEPOUEVT] TAATPOPLLO OTO GKOTAOL.

Avo exkmhdoelg pe 1.5 ml PBS +/+ yia 3 min oe RT mdveo oe opyd
TEPIOTPEPOUEVT] TAATOOPLLO GTO GKOTAOL.

TomoBétmon 50 ul DAPI (oe apaimon 4 pl and to stock péoa oe 1 ml PBS
+/+) yia. 5 min o¢ RT o¢ 610 6K0TAOL.

Avo exkmhdoelg pe 1.5 ml PBS +/+ yio 3 min oe RT mdveo oe opyd
TEPIOTPEPOUEVT] TAATOOPLLO GTO GKOTAL.

TomoBétnon otig avrikelpevopdpovg 15 pul mounting solution kot gpappoyn
TOV KOATTPId®V TAVED aTo.

Yepayon G KOAALTTPIONS TEPUETPIKA TAV®D OTNV  OVTIKELEVOPOPO e
Bepvikt voyumv.

ATOONKEVOT TOV AVTIKELEVOPOP®V e Ta detypata otoug 4°C vrd okoTddt 1

TOPATIPTOT TOLG GTO UIKPOOSKOTLO POOPIGLOD.
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I') KYTTAPIKEX KAAAIEPI'EIEX

I't. XEIPIXMOI KAI AIATHPHXH EYKAPYQTIKHY KYTTAPIKHX
XEIPAX

Xy mapovoa epyacio ypnoporomOnkay ot kuttapikéc oepéc HEK293T (human
embryonic kidney cells), HepG2 (human hepatocellular liver carcinoma cells), HaCaT
(human keratinocyte cells) kot Cos7 (African Green monkey SV40 kidney fibroblast
cells). Ot kuttapkég avtég oepéc peydiwvav oe Bpentikdé DMEM High (Dulbeccos
Modified Eagles Medium pe 4.5 g/l Glucose, L-Glutamine ka1 Pyruvate) pe 10%
FBS (Fetal Bovine Serum) kat 2% ovtifrotikd (mevikiiivn Kot otpentopvkivn) extdg
an6 to. Cos7 mov peydrovayv ce DMEM Low (1 g/L D-Glucose kot Pyruvate) avti yio
High (ta Openticd givor GIBCO g Invitrogen). Ot cuvOfikeg endoong frav 37°C
kat 5% CO,. H dwtfpnon éywe oe pldokeg tov 75 cm’ evd Yol TO. TEPALOTOL
ypnoporomOnkav Ko mata 6-well (Stapétpov 6 mm), p60 (dapérpov 60 mm) Kot
p100 (drapérpov 100 mm).

Ta kOTTOPA HEYOADVOLY GE HOVOSTIBAON LEGO OTN PAACKO Kot ava dV0 pépes (48
hpeg) yperalovrtal aAlayn oto Opentikd péco (10 ml yio pAdoka, 5 ml yio p100, 3 ml
vy p60 ko 1 ml yia 6-well). Otav mokvdcovv apketd tpénel va apoiwbovv (split).
Koatd ™ dwdwacio ovtn:

1. Amopaxpbdvoovpe 10 Opentikd amd T QAdoka Kot EEMAEVOLUE Mo QOPA e
tpuyivn-EDTA.

2. IIpocBétovpe 2 ml tpuyivn-EDTA kot agnvovpe yio 5 min og incubator

(37°C/5% CO,) yia va EgkodAioovy Ta KOTTOPA.
3. Amevepyomolovpe v tpuyivn pe 2 ml Opentikd PEGO KOl HETOPEPOVUE TO
kOttopa o€ falcon tov 15 ml.

4. Awomndue to ocvoocopatopato pe muméto tov 10 ml ko blue tip xon

npocBétovpe 6 ml OpenTico.

5. Av Béhovpe PETPAE TO KUTTOPO GE OUUOKVTTAPOUETPO (Yot KOTOLO TTEIPOLLOL

7OV YPEOLONAOTE GUYKEKPIUEVO aplOUd KLTTAP®V)

6. IlpocBétovpe 1o 1/10 ToV dyKOL TOV KLTTAP®V GE PAACKO LE VEO BpETTIKO.
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Ta KOTTOPA PITopody var StotnpnBodv Yo peyého ypovikd ddotnua otovg -80°C
oe DMSO (dimethyl sulfoxide). Zvykekpiéva petd 1t ddomoon TV
CLGCOUATOUATOV KATA TN dtdpKeLe Tov split umopovv va puyokeviptBohv yio 5 min
otg 1800 rpm oe RT kou n weréta va enavadioivbetl oe 2 ml Opentikd péco. Amod
avtd tomoBetodue oe cryovials 900 pl wottapa kot 100 pl DMSO ko ywpig

KabvoTépnon 1o puAGocovpE oTovG -80°C.

I'2. ITAPOAIKH ATAMOAYNXH EYKAPYQTIKQN KYTTAPQN

H dapdiuvon eukopuoTIKOV KUTTOPIK®OV CGEPOV EMITPENEL TV E10AYOYN EEVOV
(mhacdlokod) DNA oe avtd. O apBpdc tov Kuttdpwv mov gival amapaitnto vo
amAmBobv mpv TN SHOAVVeT €E0PTATAL OO TN KLTTOPIKY CEPA KO TO TIATO TNG
kodépyetag. T 6-well amhdvovrar 2.5x10° kottopa avé well (ne eEaipeon ta
HepG2 mov amhddnkav 5x10° kotrapo/well), yuo p60 5x10° kotropa/méro Kot yia
p100 10° KOtTopa/midto. Ot cuykevipmoels Tov DNA mov ypnoiponomdnkay nrov
o010 0.5 pg/ul xou yo KGA0e CUYKEKPYEVO QOPEN EKQPOCNG EUTOVE GUYKEKPLUEVT
mocotta DNA ot ywvotav copuninpwon pe Salmon Sperm DNA 6mov yperaloTov.
Yvykekpéva oto 6-well yivotav drapdivvon cuvorkd 6 ug DNA pe 1 pg and ke
eopéa  ékppoong kot To vmolowro salmon sperm. Emedny ouwg to 6-well
ypnoporomOnkayv extetapnévo o melpdpato luc assay mov eiyape duplicates yio kd0e
detypo, ot mocdtteg NTav omAdotleg (12 ug DNA obvoro kon 2 pg yio KéOe popéa)
Kot To pelypa yopifoviav wwopepdg e dvo mnydadia. Xta p60 1 GLVOAIKY TOGHTNTA
dwpdAvvong Nrav 15 pg DNA pe 5 pg ond kdbe @opéa €kppaong (extd¢ av
avVOQEPETOL OPOPETIKA) Kot To vmdAouto salmon sperm. Téloc, ota pl00 m
OLVOAIKY] Tocdtnta dtapoAvvong Ntav 30 ug DNA pe 5-10 pg and kabe @opéa
gkppaong Kot to vrdAouro salmon sperm. v wapovoa epyacio n dpdAvven Eyve

ne dvo pebooovg, pe CaCl, ko pe AMmopekTapivn.
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-Alapdivvon pe CaCly:

H apyn g pebddov avtng Paciletar ot cuvovacsuévr duvatdtnTo ToL BeTIKd
eopticpévov Ca tov CaCl, ot tov @woeopik®v avidvtov tov HBS va
ovykatakpnuviCoov 1o DNA mpog dtopdAvveon Kot pe T oepd avtd vo Umopet va

e10éA0et ota KOTTOPO HEG® TOL GVUTAOKOV DNA-Cas(POy),.

Yo

DNA mpog draporvvon

[Mdto pe koAMépyeteg

CaCL2 M

2x HBS (Hepes Buffered Saline: 274 mM NaCl, 10 mM KCIl, 1.5 mM Na,HPO4.H;O,
12 mM dextrose, 42 mM Hepes pH 7.1)

WFI (water for injection)

Av0oIKaGiO,

1. Ze eppedorf tov 1.5 ml etidyvovpe to mix pe 10 DNA (250 pl telikdg 6ykog)
npocBétovtag 31 pl CaCl, 2 M kot WFI (6eg mapadeiypato og eikdveg 16, 17).

2. Xeeppedorf twv 2 ml toroBetovpe ico dyko 2x HBS.

3. Evo xdvooupue vortex oto HBS npocbétm e avtd otaydva-otaydva o mix pe
70 DNA.

4. To 1ehkd pelypo to oenvoope vy 15 min ot HOOD 1ov
KUTTOPOKOAMEPYELDV KOl TO PiYVOLUE GE OAN TNV £KTOON TNG KOAMEPYELG.

5. Metd and 7-17 dpeg arralovpe Opentikd Ko petd omd 24 mpec amd v

aAlayn Opentikoy palebovpe Ta KHTTOPO Y10 TEIPOLLAL.

-Awapudivveon pe MmogekTauivn:

H pébodog g Mmogextapivng Paciletar oty gicaymyr tov DNA ota kovttapa

pécw Amdiov. Eivar mo amotehespatikn péBodog dapdAvvong o€ oyxéorn HE N
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dwpoivvon pe CaCly ko etvar onuovtikd va unv ypnotpomoteitor aviiBlotikd 6to

Opentikd pHéco oe VTN 1 O1adIKAGid.

Yk

DNA mpog dropoivvon (2 pg yio 6-well)

[Mdto pe koAMépyeteg

DMEM yopic avtiprotikd pe 10% FBS 1 20% FBS
Opti-MEM (Invitrogen)

Aurogektapivn (Invitrogen)

AL001K0GiO

1. T swpdivvon pe AMmwogektapivn kdvoovpe split ota kOTTOpo o OpemnTiKd
yopic avtiPlotikd N ta mepvdpe oe Opentikd yopig avTiPlotikd TovAdylotov 8
dpeG TPV T JpLOALVOT).

2. Xe éva eppedorf Bdlovpe 100 ul Opti-MEM pe 2 ng DNA kot 6g éva GALO
eppedorf Balovpe 100 ul Opti-MEM pe 7.5 pl Muwogpektopivn.

3. Evovovpe 1o mepieyopevo tov dvo eppedorf, mimetdpovpe amoAd Kot
apnvovpe to peiypa yuo 30 min og RT.

4. Atyo mpw tedeidcovv ta 30 min a@oipoVue To OpeTTIKO amd TO. KOTTOPO Kol
EemAévoupe pia opd pe 2 ml Opti-MEM. Axopa npocBétovope 800 ul Opti-
MEM oto pelypa kot mmetdpove amoid.

5. Piyvoupe 1o peiypo oTa KOTTAPO KoL T, apfvovpe otov incubator (37°C/5%
CO») Y 6 ®psg.

6. IlpocBérovpe 1 ml DMEM pe 20% FBS yopic avtipotikd (yopis va
agapésovpe to Opti-MEM) kot aprivovple oAovokTia 6Tov incubator.

7. Tmv emdpevn pépa amopakpivovpe to Bpemtikd kot piyvoope 1-2 ml DMEM
xopic avtProtikd pe 10% FBS. Aprvouue yuo 24 dpeg otov incubator kot v

EMOUEVT LEPA TO KUTTAPO LOLEVOVTOL Y10 TY] GUVEYELN TOV TELPALOTOG.
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No | Expr. Vector #1 Expr. Vector #2 Salmon Sperm | CaCl, | H,O

A | 10 pl Flag-Smad2 | - 20 pl 31l | 190 wl
B | 10 pul Flag-Smad2 | 10 ul SCP1 10 pl 31ul | 190 pl
C | 10 ul Flag-Smad2 | 10 ul PPM1A 10 pl 31ul | 190 pl

Ewova 16. [Mapaderypa dtopdivvong pe CaCl, og p60. Ot cvykevipmoelg tov DNA stocks
etvan 0.5 pg/ul. O ovvolikdg 6ykog tov DNA mix givan 250 pl, n péyiotn moocdtnra DNA
etvan 15 pg kon 5 pg yio kébe popéa éxppoaong. H copminpwon tov DNA éywve pe salmon
sperm. Xto kaOe delypo Oa mpooHBicovpe ico dyko 2x HBS kot 10 peiypo Oo amlmOel

OLOIOLOPPO GTO TLATO KOAALEPYELOG.

No | Reporter Expr. Vect. #1 | Expr. Salmon pB-gal | CaCl, | H,O
Vect. #2 sperm

A 4 ul p(CAGA),-luc | - - 16 ul 4 ul 31wl 195 ul

B 4 ul p(CAGA),-luc | 4 ul Smad2AE3 | 4 pl SCP1 8 ul 4 ul 31wl 195 ul

C 4 ul p(CAGA),-luc | 4 pl Smad2AE3 | 4 ul SCP2 8 ul 4 ul 31wl 195 ul

D 4 ul p(CAGA),-luc | 4 Wl Smad2AE3 | 4 ul SCP3 8 ul 4 ul 31wl 195 ul

Ewdva 17. Iapaderypo dtapodivvong pe CaCl, og 6-well yia luc assay. Ta DNA stocks sivat
0.5 pg/ul. O cvvolkog dykog Tov DNA mix givon 250 pl, n péyiom mocdtnto DNA givon 12
ug ka2 pg yio kabe popéa Ekppaong. H copniipwon tov DNA €ywve pe salmon sperm. Xto
k@0e detypo Ba mpocoBicovpe ico Oyko 2x HBS ko 1o pelypo yopiletor kol amidverol

1oopEPAOC o€ dVO TNYAdLO.
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A. KAQNOIIOIHXH TQN ®QXDPATAXQN SCP1, SCP2, SCP3 KAI PPM1A
XTO ®OPEA pcDNA3-6myc

Ymv moapoboa gpyocio  ypnoyomombnkayv - ektetopuéva. G  epydAigion ot
owopatdoeg SCP1, SCP2, SCP3 «ot PPMIA (NCBI accession numbers:
NM 182642, NM 005730, NM_001008392 koar NM_021003). Apywkd Aowtoév apov
aropovodnkav pe PCR pe 1 ypnon KatdAAnilov ekkivntav (0eg YAIKA kot MéBodot,
evomta Al) and HaCaT cDNA, éyive n eioaywyn tovg oto eopéa pcDNA3-6myc. O
eopéag avtdg mpoépyetar and tov gopéa pcDNA3 (Invitrogen), mov mepiéyel tov
vrokivnt CMV yio vynAd eminedo Ekppoong kot yovidlo avOekTIKOTNTOG GTnV
OUTIKIAAIVY Kot Tt veopvkivn. EmmpocOeta, Opwme, mepiéyel Ko tov nitono 6X myc
(otig Béoerig BamHI o EcoRI) o omoiog Ppioketon oe ovvinén pe to mbavd
evBépata mov Ba elcayBovv 6to0 Popéa. AvTO EMITPEMEL TNV EVKOAN OVIXVELGON TNG
CLUVINYUEVIG TPWTEIVNG Tov TpokvTTEL pe a-myc aviicopa. Ta cDNA tov SCPI,
SCP2 xou SCP3 eionydnoav otic B€oeig EcoRI ka1 Notl evéd to cDNA tg PPM1A
elonNyOn otig Béoelg Xhol ko Xbal. 'Etor telikd mpokdmTouv ot gopeig pcDNA3-
6myc/SCP1, pcDNA3-6myc/SCP2, pcDNA3-6myc/SCP3 ka1 pcDNA3-
6myc/PPMI1A (Ewoveg 18 kot 19) mov exppdlovv ta mentioww 6myc-SCP1, 6myc-
SCP2, 6myc-SCP3 kot 6myc-PPMI1A. Ta peyédn tov cDNA kot tov Tentidiov tov
SCP1, SCP2, SCP3 ka1 PPM1A (ywpig to 6myc) eivar avtictoyya 783bp/260aa,
816bp/269aa, 831bp/276aa kot 1149bp/384aa.
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SCP1/SCP2/SCP3

R .
— o= -
TCEX =
E}g 5528853523 aéﬁ
I T XoOWWwmZXX<C |

* There is an ATG upstream A-1850228
of the Xba | site Bsml

Ewkdva 18. Ot popeic pcDNA3-6myc/SCP1, pcDNA3-6myc/SCP2 ko pcDNA3-6myc/SCP3.
2115 0éoeig EcoRI kat Notl €xet etoaybei pia ex tov pocspatacov SCP1, SCP2 kar SCP3.

= Z_=2>
= _I-px—_-—L-
TTEX =
»; EG%03%B28% 8@
1 IXOOWWOZXXT |

* There is an ATG upstream
of the Xba | site

A-150228
Bsml

Ewkdva 19. O popéag pcDNA3-6myc/PPM1A.
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B. EKOPAYXH TQN O®QXPATAYXQN SCP1, SCP2, SCP3 KAI PPMI1A XE
HEK?293T

[a tov éheyyo g ékepaong tov SCP1, SCP2, SCP3 kot PPMI1A éywve
dwporvvon twv eopémv pcDNA3-6myc/SCP1, pcDNA3-6myc/SCP2, pcDNA3-
6myc/SCP3 kot pcDNA3-6myc/PPMIA og gvkapvotikd kottapa HEK293T pe
pébBodo tov CaCly. Metd amd 48 dpeg amopovadnKe 10 TPOTEIVIKO EKYVAIGLO OO TO
KOTTOPO, MNAEKTPOPOPNONKE G MAKTOUO TOALOKPLAOUIONG Ko pe western blot,
YPNOUOTOIMVTOS a-myc ovticowpa £yve N aviyvevon tov tpoteivov (Ewdva 20). H
PPMI1A ek@pdletol tkavomomtikd, motdco 4 OTAVEL To VYNAAL ENITEdD EKPPOAONS

tov SCPs.

SCP1 SCP2 SCP3 PPMIA
Ewdva 20. H 'Exepaon tov SCP1, SCP2,

a-myc = - SCP3 kot PPMIA g HEK293T. Tia v
aviyvevon TOVG YPMOILOTOIONKE

avticopo a-myc.

I'. OI SCP1, SCP2, SCP3 KAI PPM1A QY OQYXPATAXEY TOY LINKER 'H
TOY C-TERMINUS TQN R-SMADS

IMoa ) depevivnon g Aettovpyia twv SCPs kot g PPMIA o¢ pwopatacdv mov
ATOPMGPOPLAIDVOLV TN TTeptoy tov linker twv R-Smads éywve dtopdAvvon g flag-
Smad2 oe HEK293T amovcia xkamolag @wco@otdong m mopovoio piog &k twv
eoopatac®v SCP1 ko PPM1A. Apyikd armopovodnkoy to KuTTtapikd eKyvAicuota,
NAEKTPOPOPHONKAV GE TNKTOUA TOAVOKPVAAUIONG Kot e western blot, pe m ypnon
OVTICMUOTOG OV OVIXVEVEL TIG QOOPOPVAI®UEVEG oepiveg 245, 250 ko 255 g

meployng tov linker g Smad2 (a-P-Smad2 L) emPeforwbnke o6t ov SCPs
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aropws@opvAtdvovy tov linker tng Smad2. And v dAAn n PPMI1A dev éxet kapia
EMIOPOOTN OTNV ATOPMOCPOPLAMMOGCT TOV CLYKEKPIUEVOV CEPIVAV. ZVYKEKPIUEVO GTNV
ewova 21 eaivetar 6tL amovcio kdmolag ewoeatdong, o linker tg Smad2 sivon
OLOTATIKA POCPOPLMOUEVOS OTIG 6epives 245, 250 kan 255. Tapovsia g SCP1 dev
aVIYVELOVTOL Ol  QMOOEOPLAI®UEVES  ogpivec. Avtibeta m PPMI1A  dev
ATOPOCPOPVALDVEL TIC GLYKEKPIUEVEG oepivec. AkpiPdg to 1010 meipapa ehéyyov
ATOPMGPOPLAI®ONG TG TePoyNg tov linker g Smad2 €ywve pe 1ig SCP2 kot SCP3
Kot 1o amotédecpo  €deie  Ot1L, Omwg m  SCP1, pupmopovv kot ovtég va

aropwsopvAtdvovy Tov linker otic oepiveg 245, 250 ko 255 (Ewova 22).

Phosphatase - SCP1 PPMI1A
Flag-Smad 2 + + +

a-P-Smad 2 L
(Ser 245/250/255)
| — ‘

AR Smad 2 (a-flag)

Ewéva 21. H SCP1, aArd 6yr  PPM1A, anopmcspopviidver Tnv meployn tov linker g flag-
Smad2. H flag-Smad?2 givar cuotatikd poopopvlopévn otig oepiveg 245/250/255 tov linker
amovcio kamowg powoeatdons. [apovsio tng SCP1 ot ogpiveg amopwopopviidvovtol. H
PPMI1A amd v GAAn dev mapovcialel tétola dpdon. H aviyvevon tng eocpopvAiopévng

ko tng ohkng flag-Smad?2 éywve avrtiotoya pe ta avtiocopata a-P-Smad2 L ko a-flag.
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Phosphatase - SCP2 SCP3
Flag-Smad 2 + + +

a-P-Smad 2 L
(Ser 245/250/255)

Smad 2 (a-flag)

| sy

Ewkdva 22. Otr SCP2 kou SCP3 anopwspopviidvouy T meptoyn tov linker ¢ flag-Smad?2.
H aviyvevon ¢ owoeopviiopévne kot g oAkng flag-Smad2 é€ywve avrtictoyo pe to

avticopoto a-P-Smad2 L xon a-flag.

2 ovvéyew pedemnke m wovomnto ¢ SCP1 ko g PPMIA va
anoPwsopvAtdvovy 10 potifo SXS tov kapPoluteAikod dxpov twv Smad2 kot
Smad3. Xvykexpyévo oe HEK293T dwapoidvOnkav Bio-Smad2 1 Bio-Smad3
anovoio 1 mopovcioo CA-ALKS kot pia ex toov SCP1 1 PPM1A owoeatacav. O CA-
ALKS (constitutively active ALKS) eivan évag cvotatikd evepyodg vmodoyéag TGF-B
Tomov I ko pmopet va evepyomotel Tic Smad2/3 pwseopviidvovtog 1o potifo SXS
yopig va amouteiton 1 mapovoic TGF-B. Xt ocvvéyewn éywve amopdvoon Tov
KUTTOPIK®OV EKYVAICUATOV KOl NMAEKTPOPOPHONKOV GE TNKTOUON TOAVOKPLAAUIONG.
[Na 1o western blot ypnoyomomnkav to gdwd avticopoto a-P-Smad2 C (Ser
465/467) ka1 a-P-Smad3 C (Ser 433/435) mov evtomilovv 10 pmo@opvAlopévo SXS
potifo tov kapPoELTEAKOD AKPOL KOl LOG EMTPETOVY VO TOPAKOAOLVOOVLLE TN TopEia
™G POOEOPLAMMONG OTI CLYKEKPIUEVEG oepiveg. Amovoio evepyold VTOdoYER 1
QewoopLAiwon Tov SXS potifov givar meplopiopévn ot nepintmon g Smad2 Ko
unoapvy otnv mepimtwon ¢ Smad3 (ewdva 23-a,p). H mpocOnkn tov CA-ALKS
EXEL WG OMOTEAEGUOL TNV QOOPOPLAMMOON TOV GEPWVAOV o€ TOAD peydio Padbud. H
napovcio. g PPMI1A €yel o¢ omotédespa v amo@wo@opviioon tov SXS kot
Wwitepa amoteAespoTIKG oty mepintmon ¢ Smad3. To onuovtikd glvar OTL Kot 1
SCP1 éyer e&icov v 1010 KavOTNTA VO ATOPOGPOPLAL®VEL To SXS potifo Kot

udAota oty mepintwon g Smad2 mo amotedecpatikd ond v PPMI1A (eikdva
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23-B). Avtd givor KATL TO EVIEADS KOvoLPYLo KaBdg péxpt onuepa oV £xel avapepOei
n wavémta mmg SCP1 va amopwopopviidver 1o potifo SXS twv Smad2/3.
Enopévag dagaivetar évag o1ttdg porog g SCP1 ot onuotoddton tov Smad
TpoTeEivOV pubuilovtag ™ @o@opvAiwon TOco Tov linker 600 Kot TOV

KapPBo&uterikol dKkpov.

)
Phosphatase - - PPMI1A SCP1
CA-ALK 5 - + + +
Bio-Smad 2 + + + +
a-P-Smad 2 C
(Ser 465/467)
p)
Phosphatase - - PPM1A SCP1
CA-ALK 5 - + + +
Bio-Smad 3 + + + +

~ it . a-P-Smad 3 C
(Ser 433/435)

L

Ewdva 23. H aropwc@opvriinon tov kapPoluteikov potifov SXS g Smad2 (o) kot tng
Smad3 (B) and v PPM1A ka1 tqv SCP1. To SXS potifo tov Smad2/3 pwceopviidvetal
oand tov CA-ALKS evdd mopovoio piog ek tov oooeatacov SCP1 71 PPMI1A 1
pwo@opvuAioon vrofabuilerar. H aviyvevon tov o@oo@opvAiopévovr SXS €ywve e
avtioopota a-P-Smad2 C (Ser 465/467) wou a-P-Smad3 C (Ser 433/435) kot tov oMK®V

emmédov Tov Smad2/3 pe a-Smad?2 kot a-Smad3.

79



To enduevo Prpo NTav va dnpovpyndel pio mocotikn cvoyétion g SCP1 mov
dwuporvvoviav oe HEK293T oe oyéon pe v kovOTnTo Omo@m®o@OPLAI®MGNS TOV
linker ka1 tov SXS. 'Etot B umopécovpe va S10mGTOCOVUE TNV EAAYIOTY TOCOTNTO
mov €ivol amapoitnTn Y10 ATOP®GPOPLAIDGCT) KOl TOLEG TOGATNTEG £ivOl OVTEG TTOV
TPOKOAOVV OLOKANPOTIKY ATOQ®CPOPVAI®MGT. ZT0 TPOTYOVUEVO TEPALOTO TO 5 Ug
SCP1 amopwopopvMmcav oAokAnpmtikd tov linker ko oe onuavikod Pabud to
potifo SXS. 'Etor e HEK293T éywve dtapodivvon g flag-Smad2 amovcia SCP1 7
napovcio dwfaduicpévng mtocodtrag SCP1 (0.05, 0.1, 0.5 ko 1 pg). Ta kuttapkd
eKYLAIoHOTO NAEKTPOPOPNONKOV GE THKTOUN TOAVAKPLAAIONG Kot 610 western blot
&yve aviyvevon tov pwceopvMopévov linker 1 SXS ¢ Smad2 (Ewova 24-a,p3).
211 moAd pukpég moocotteg Ttwv 0.05 wor 0.1 pg n SCP1 mpoxoiel onpovtikn
aro@mcPopvAimon oto linker kot otn TocodtTO TV 0.5 Ko 1 pg o linker g Smad2
ATOPMGPOPVAIOVETOL OLOKANP®TIKA. o Tov éAeyyo ¢ amo@wo@opvAmong 6To
SXS dev ypnoporombnke CA-ALKS cvykpitikd pe To TponyoOUEVO TEipapo KoM
T0 potifo mapovciale KAmTOl0 CLGTUTIKN POOEOPLAIWON (TBavhg €attiog Tov opov
™G KLTTAPIKY KOAAEPyElag mov mepiéyel pkpég mocomtes TGF-B). Edod otig
nocotnteg v 0.05 kot 0.1 pg g SCP1 n 9wspopvAivon tov SXS dev emmpedletat.
> mocotnta tov 0.5 pg eaivetror 6t to SXS apyilel Kot amoPOGEOPLAMVETOL EVHD
oto 1 pg g SCPI peidvetor onpaviikd 1 eoo@opvAioocn oto SXS. Avtod eival
évoen 6t SCP1 €yel peyaddtepn wavotra vo pubuilet to linker oe oyéon pe to
SXS. Enopévag mpotapyikds e porog ivar n pubuion tov eooceopikdv tov linker
ot onuatoddton v Smad2/3 kol 160¢ vo evePYEl CUUTANPOUOTIKO HE TNV

PPMI1A omv pbOuion tov SXS.
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myc-SCP1 - 0.05pg O0.lpg 05ug 1lpg
flag-Smad 2 + + + + +
a-P-Smad 2 L
- ——— - (Ser 245/250/255)

DG e G G  Smad2 (@-flag)

- =W s

p)
myc-SCP1 - 0.05pg 0.1pug 0.5pg 1ug
flag-Smad 2 + + + + +
a-P-Smad 2 C
- s quuy (Ser 465/467)

-_— et e e @l i’

- - - SCP1 (a-myc)

Ewoveg 24. H amopmopopvriinon tov linker (o) kot tov kapPolutedikov potifov SXS (B)
¢ flag-Smad2 ce avéavopevn mocotnta e SCP1. H aviyvevon tov @wc@opvipévon
SXS o linker tng flag-Smad2 £yive pe ta aviicopata a-P-Smad2 C (Ser 465/467) o a-P-
Smad2 L (Ser 245/250/255) avtictoya, tov oAkov emmédwv g flag-Smad2 pe a-flag kot
g SCP1 pe a-myec.

To melpapa pe ™ dwwPdOuion oTNV TOGOTNTO TOV POCPATACHV ETAVOANPONKE LE
oAeg tig SCPs (SCP1, SCP2 kot SCP3 og mocotteg 0.1, 0.3, 1, 2 xo 5 pg) ko Bio-
Smad2 ko €ywve éleyyog omv amopmo@opvAiwon tov linker (Ewéva 25-a,B,y). To
OTOTEAECLO, TOV 1) CUAVTIKY 0TOP®SPOpVAimon Tov linker otig pikpéc moocoTNTEG
(0.1 kon 0.3 pg) Kot OAIKN ATOPM®GPOPLAIWMGST OTIC HEYAAES (2 Kot 5 ng) yio OAEG TIC
SCPs. To a&loonueioto eivar 611 611 VYNAES GuyKevTpwaoels Twv SCPs tapatnpeitot
po ttdon g oAkng Smad2. O éleyyog pe avTicopo Evavtt TG aKTiving o€ Oelyvel
SUPOPEG OTIC TOCOTNTEG TOL TPWOTEIVIKOV EKYLAIGLOTOG TOV PopT®ONKAY (g1kOVA 25-
a). Emopévog oavtq n mroon oyetileton pe v opdon twv SCPs ce vynmiég
OLYKEVIPMOOELS GTO KUTTOPO KOl UE TNV amoPwopopuAiinon oto linker tng Smad2,

omoia oA mBavov vo odnyel oty amotkodounon e Smad?2.

81



)

myc-SCP1 - 0lpg 03pug lpug 2pg  Spug
Bio-Smad 2 + + + + + +
== —
T e RERY WRET? SNy WETE
B)
myc-SCP2 - 0.lpg 03pg lpg 2pg  Spug
Bio-Smad 2 + + + + + +
A S SERye— —
- evaw e
myc-SCP3 - 0.lpg 03pg lpg 2ug Sug
Bio-Smad 2 + + + + + +

<oe—
| SSN—

— — -

a-P-Smad 2 L
(Ser 245/250/255)

a-Smad 2

SCP1 (a-myc)

a-actin

a-P-Smad 2 L
(Ser 245/250/255)

a-Smad 2

SCP2 (a-myc)

a-P-Smad 2 L
(Ser 245/250/255)

a-Smad 2

SCP3 (a-myc)

Ewkdveg 25. H aropwo@opuAiiowon tov linker tng Smad2 ce av&avopevn tocotnta tov SCP1
(a), SCP2 (B) ka1 SCP3 (y). H aviyvevon tov pocpopvimuévov linker tng Smad2 éywve pe
to avticopo a-P-Smad2 L (Ser 245/250/255), tov oMkdv emmédov e Smad?2 pe a-Smad?2,

¢ SCP1 pe a-myc Kot TG aKtivng pe a-actin.
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A. H OQEPOPYAIQXH TOY LINKER THX SMAD2 AIIO TIX CDK2/4, ERK
KAI JNK KINAXEX

> Biproypagio Exovv Mo avagepbel Kivaceg mov pwcpopvAdvovy tov linker
tov Smad npoteivov. H JNK (c-Jun N-terminal Kinase) tov ¢mo@opvMdVel GTIG
Ser250/255 (Mori et al., 2004), n ERK (Extracellular signal regulated kinase) otig
Ser245/250/255 wouw Thr220 (Kretzschmar et al., 1999) xor ou CDK2/4 (Cyclin-
dependant kinase 2/4) puoévo in vitro o€ katalouro wov dev £xovv emPefotmbBel arkoun
(Matsuura et al., 2004). Tw vo emPePoardoovpe OVTEG TIG OAANAETIOPAGELS
YPNOWLOTOWCOUE OVOCTOAEIS OVTOV TOV KWWOCOV Yoo Vo EUTOdIcOVUE TN
ewoeopvAiwon tov linker ¢ Smad2. Xvykekpyéva ypnowomomdnkav o JNK
inhibitor II SP600125 (Calbiochem), o MEK inhibitor U0126 (Calbiochem) kot o p21
oL givar euokog avaotoréag towv CDK2/4 (Sherr & Roberts, 1999). X HEK293T
&ywe Olapdivvon pe bio-Smad2 ko mpootédnkav ot avoactoreic SP600125 ko
U0126 pali 1 yopotd vy 24 opeg oe ovykévipoon 10 uM. Ta xvtropikd
EKYLMOATO MAEKTPOQOPNONKAY GE TNKTOUO TOAVAKPLAOUIONG Kol £ytve western
blot yioa Vv aviyvevon ¢ ewcseopviimong tov linker ¢ Smad2. Onwg @aiveron
oV ewova 26, n Pacik poceopvAiioon oto linker tng Smad2 mapovsio Tov U0126
vroywpel o onuavtikd Pabuo kot oyedov egapaviletor mapovsio Tov SP600125.
Otav yivet mpocoHkn kol TOV OVO OVOCTOAE®V 1) (QOOEOPLAI®ON €mioNg
elayrotomoteitat. Eropévog avtd emPefoardvel 6t oo ERK ko JINK kivdoeg elvat
vevuveg Yo T EOSPopLAimon tov linker. AT v GAAN peptd 1 cuVEKPPOOT TNG
bio-Smad2 pe v p21 o HEK293T dev emnpéace kabBOLoL T @OGOPOPLAM®OT GTO
linker (Ewova 27). Avtd onuaiver 6Tt oo CDK2/4 dev mailovv 10 K0p1o péAo ot
Baocwn emoeopvAiwon tov linker g Smad2 1 tovAdyiotov otic Ser245/250/255.
Evdeyopévag va £xovv Bactkd poro ot pwcs@opuvAinon povo e Thr220 tov linker
N va dovAevovy povo copminpopotikd pe tic INK kot ERK coppdiiovtag e moly

HUIKPOTEPO TOGOGTO GT PMOCPOPLAILON.
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SP600125 - - + +

U0126 - + - +
Bio-Smad 2 + + + +
a-P-Smad 2 L
- (Ser 245/250/255)

_ e T — — a-Smad 2

- G e e

Ewova 26. H amropwcpopurioon tov linker tng Smad2 napovsio tov avactorénv U126
kot SP600125 o1 omoiot epmodilovv ) dpdorn tov ERK ko INK avrtictoya. Ot avactoAeic
¥pNooromdniay otny cuykévipwon Tov 10 uM kot o1 Tp@Teiveg aviyvedTnKay e western
blot ypnoipomoidvtag ta avticopato a-P-Smad2 L (Ser 245/250/255) yia tn ewseopurioon

tov linker tng Smad?2, a-Smad?2 ywa o oAkd emimeda tng Smad2 ko a-actin yio tnv axtivn.

myc-p21 - 1 pg 2 g 5pg
Bio-Smad 2 + + + +

a-P-Smad 2 L
e ammer el T G 04502500255

a-Smad 2

an e P oo

ey IR e S oo

Ewova 27. O porog g p2l omyv amopwcseopvrioon tov linker tng Smad2. O avactoAréag
p21 tov kivacov CDK2/4 dev ennpedlel T poopopuiioon tov Ser245/250/255, evdeiktiko
ot o1 CDK2/4 dev pmcpopvAiidvouy to linker o€ avtd ta katdAowto 1 £Xovv dELTEPEVOVTA
poro ot EWoPopLAiwcn Tovs. H aviyvevon tov poopopviiwpévov linker €ywve pe a-P-
Smad2 L (Ser 245/250/255), tg olkng Smad2 pe a-Smad2, tg p21 pe a-myc ko g

aKTivng L a-actin.
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E. H ANIOPQEDPOPYAIQXH TOY LINKER THX SMAD2 KAI H
AIIOIKOAOMHXH THX

"Eva ToA0 evO10QEpOV QatvOpIEVO TOV TapaTnPONKE GTO TPONYOVUEVA TTEPALLOTO
etvat 0TL M oAk amoPwsPopvAimon tov linker tng Smad2 odnyel oe pepik| nTmdon
¢ ohkng Smad2 (Ewoveg 25 & 26). I'evvatal, Aoumdv, TO EpOTNUA OV 1) ATOAELN
™m¢ eo@opLvAimong tov linker tng Smad2 odnyel otV amotkodduNoN TG LEG® TOL
26S mpoteacopotos. o va edéyEovpe avty TN mMEPIMTOON YPNCUOTOONKE O
avactoAéag tov 26S mpoteacopato; MG-132  (Calbiochem). H Adoywkn tov
nmepapatog etvar 6Tt - SCP1 oe peyddn mocodOta Bo  mOQ®OEOPLAIDVEL
oAokANpoTIKG To linker, aAAd mapovoio tov avactoréo MG-132 1o emimedo ™G
ovvolkng Smad2 Ba mapapévouv avarroiwta. ‘Etor e HEK293T éywve dapdivvon
¢ bio-Smad2 mapovoia 1 amovsio Tov myc-SCP1 (5 ng) kot mpootédnike o MG-132
(20 uM). Ta detypato AVONKAV Yo TNV OTOUOVMOCT] TOL KVTTOPIKOV EKYVAIGLOTOS Kol
NAEKTPOQOPNONKAY GE TNKTMUO TOAVAKPLAAUIONG. XT0 western blot £ywve aviyvevon
™m¢ eooeopvAmpévng Smad2 oto linker kot g oAkng Smad2. AvtiBeta dpmg amod
10 avopevopevo 1 mopovcio Tov MG-132  pali pe v SCP1 @aiveton 6t peimoe
aKkoun meplocotepo to emimedn g Smad2 (Ewova 28). Avtd vmodniwver éva
UNYOVICUO OTOIKOSOUNOTG TS ATOPOSPOPLAL®MEVNS oto linker Smad2 drapopetikd

amd oTOV TOL 26S TPMOTEACHOUOTOG.
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MG-132 - - + +
myc-SCP1 - + - +
Bio-Smad 2 + + + +

a-P-Smad 2 L

(Ser 245/250/255)

a-Smad 2

SCP1 (a-myc)

> a-actin

GO el - -

Ewova 28. H anopoopopvrioon tov linker tng Smad2 ce oyéon pe to oAKd emimedo TG
Smad2 mapovcia g SCP1 kot tov avactoréa tov 26S mpoteacouatog MG-132. H vynmin
mocotnta g SCP1 (5 pg) amopwoseopviidvel tov linker tng Smad2 aAld piyvel ko to
emineda g olkng Smad2. H mapovoia tov avactoréa Tov 26S mpwteacopotog MG-132
(20 uM) de omdlel ™ Smad2 amd TN HEPIKT OTOIKOSOUNGN OV {0MG KATAGTPEPETUL LECH
Kdmolov dAiov unyavicpov. H aviyvevorn tov poceopvimpévov linker £ywve pe a-P-Smad2
L (Ser 245/250/255), tng ohkng Smad?2 pe a-Smad2, tng SCP1 pe a-myc Kot tng aKtivng Pe

a-actin..
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XT. H EIIIAPAXH THX SCP1 XTO AIMEPIXMO THX SMAD3 ME TH
SMAD4

[Ma va peretnoovpe v enidopacn mov £xet 1 SCP1 oty onpatodotnon tov TGF-
B ko1 cuykekpipéva otov olryouepiopd peta&d tov Smad3/Smad4 ypnoiponomcaypie
10 ovotnua ™G Protvorioong pe BirA. Ze HEK293T dwapolvvOnkav bio-Smad3 ko
myc-Smad4 moapovcio 1 arovcia twv BirA, CA-ALKS kot myc-SCP1. Ta xvttopucd
exyvMopata omopovodnkav oe 550 ul Co-IP lysis buffer and to omoio ta 50 pl
KpatnOnkav ®¢ input kot ta vrolouta 500 pl emwdotmkav pe e&icoppomnuéva
Streptavidin-agarose beads. H BirA eivatr avt mov Ba Brotivoldoet ™ Smad3 yio
Vv aAAnAeniopaon pe ta beads kot 1 CA-ALKS pwo@opvAiidvel To SXS ¢ Smad3
KOl EMOUEVOS EVIOYVETOL O OueEPONOC pe 1 Smad4. X ovvéyelwo ta beads
amopovodnKay Kol NAEKTpo@opiOnKay e TAKTOUO TOALOKPLAAUIONG pall pe to
inputs. Xto western blot £ywve aviyvevon g Smad4 vy tov €heyyo NG
aAnAenidpacng g pe ) Smad3. Ta arotedéopota oy ewova 29 deiyvouv Ot 1
SCP1 umopel va emmpedoet 1o dyuepiopud g Smad3 pe ™ Smad4. H cuvékepoon
tov Smad3/4 mapovcio g BirA delyvelr 6t1 vapyel por pikpn oAAnAenidpaocn mov
opeidetarl otov Hikpo Babud pocseopvAiinong g Smad3 oto SXS. H npocHnkn CA-
ALKS avébver ™ owc@opvurioon tov SXS g Smad3 kot emopévog kot To
dwepopd pe ™ Smad4. Otav npootedel ko 1 SCP1 1 aAAnienidpoon pewdveTal oTa
Baocwa eminedn 6mwg avtd amovciog g CA-ALKS. H aviyvevon 1 SCP1 ota

o@o1pidle oNUOIVEL OTL TNV OTOLOVAOVOLLE GE PAGT TOL OAANAETOPA pe TV Smad3.
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Bio-Smad 3 + + + +
myc-Smad4 + + + +
myc-SCP1 - - - +
CA-ALKS - - + +
BirA - + + +
- — e SEEND e Smad 4 (a-myc)
e SCP1 (a-myc)

TEERe T SRR, Smad 3 (Strep-HRP)

—.’ a-P-Smad 3 (Ser 433/435)
e

INPUTS

Smad 4 (a-myc)

SCP1 (a-myc)

Smad 3 (Strep-HRP)

a-P-Smad 3 (Ser 433/435)

Ewova 29. H enidpaon g SCP1 oto dipepiopd g Smad3 pe t Smad4. [Mave eival to
nelpopa pe streptavidin beads kol kdto ta inputs (kvttapikd ekydMopo yopig beads). H
SCP1 pewdver v odinAenidopoon tng Smad3 pe ™ Smad4. H pikpn {dvn tng Smad4
amovoia ¢ BirA ogeiletar otn un €101k tpdcsdeon ¢ ota beads. H aviyvevon twv Smad4
kot SCP1 éywve pe a-myc, ¢ Smad3 pe Streptavidin HRP kol tov pocpopikdv tov SXS
éyive pe a-P-Smad3 C (Ser 433/435).
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Z. H EIITAPAXH THX SCP1 XTH ITPOXAEXH THX SMAD3 XTO DNA

‘Eva epotnpa mov gyeipeton ivol v 1 amo@mcs@opvAinwon tov linker tng Smad3
and v SCP1 emnpealer 1t mpocdeon g oto DNA. T'w va 10 amoviiocovue
YPNOUOTOMCOUE £VO CLVOETIKO PLOTIVOMOUEVO OALYOVOUKAEOTIOW E TECGEPELG
0éoelg mpdcsdeong twv Smads (CAGA)s. Me ™ pébodo tov DNAP (DNA Affinity
Precipitation) eléyEape eqv 1 SCP1 emmpedler ™ mpodcdeon ¢ Smad3 oto
OLYKEKPIUEVO OMYovouKkAeoTidwo. [a 1o Adyo avtd dtapoivvOnkavy HEK293T pe
Smad3 11 Smad3/Smad4 v} Smad3/SCP1 kot ta KuTTOPIKA EKYLACUATO EXTOAGTKOV
pe Dynabeads M-280 Streptavidin mapovsic 1 amovcio tov bio-(CAGA)4
oAtyovovkAeotidiov (20 pl kpatOnkav yio input ko 300 pg TpmTEivNg EN®AGTNKE LIE
o, opopidw). Ta oeapida amopovadnkav kot NAEKTpoPopnONKaV 6€ TAKTOUN
TOAVAKPLAOUIONG Kot e western blot €ywve 1 aviyvevon g Smad3. Katapyrv idapue
611 M Smad3 mpocdéveTal 6TO OAYOVOUKAEOTIOO ££ICOV OMOTEAEGHOTIKA TOPOLGIN N
arovcio g Smad4 (ewova 30) eved dev vmdpyel un €0IKN Tpdcdeon oto beads
(amovoia Tov oAryovovkAieotidiov). H mpocsOnkn e SCP1 dev paivetat va exnpedlet
mv mpocdeon ¢ Smad3 oto bio-(CAGA)s. Avtd omotelel évoelln 0Ot m
aro@mcPopvAimon tov linker tng Smad3 dev emnpedlet v npdcdect| g oto DNA

omote dev cuUPaiel og ahlayég ot onpatoddton tov TGF-B pe avtd tov tpodmo.

flag-Smad 3/myc-Smad 4 flag-Smad 3 flag-Smad3/myc-SCP1
~ ~ ~ ~ ~ ~
< < < < < <
s Qg O Qg 9o Qo
=] < & < & 5 < & < & =] < & < &
a2 O= L= 2. = U= 2. o= 0=
g 5 © \_F/ o g N © \_F/ o g N © \_F/ o

- - > - - » —

Ewdva 30. H enidpaon tg SCP1 ot mpdcdeon g Smad3 oto DNA. H Smad3 odev
TPocdéveTal Un-e101Ka ota beads (devtepn {dvn) evd n Tpdcsdeon g oto bio-(CAGA), givar
mapdpota ite ivar povn g, eite pe Smad4 eite pe SCP1. H aviyvevon g Smad3 €ywve pe

a-flag.
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H. METAT'PA®IKH ENEPI'OIIOIHXH

2g 0T TNV €VOTNTO TPOYUOTOTOWONKE pio GEPpd TEPOUATOV UETOYPAPIKNG
gvepyomoinong yovidiov avaeopds amd T Smads moapovsia twv SCPs (6Aa ta
aroteAéopato eivoar uécog 0pog Ovo mepandtov). Me avtd emyepeitar vo 600el
ATAVINGYN OT0 MG EMOPE M AmoE®oPopVAimon Tov linker otV emaywyn g
petaypaens and tig Smads. Olo tor TEWPAUATO TNG UETAYPOUPIKNG EVEPYOTOINGNG
é&ywvav oe HepG2 pe ™ pébodo oapdivvong tov CaCl, (ektodg dmov avagépetal
SLLPOPETIKA) KOl OAOL TOL TAAGHION SUOAVVONKAY TN TOGOTNTO TV 2 Ug TO KAOE
éva eKTOC amd TIG QOOEATAcEG OmOL Tpaypatomomdnke o Sofaduon oTig
TOGOTNTEG TTOL gloNyONKaV (avaypdeetal ota ypaenuata). Ta yovidio avapopds mov
ypnoporomOnkav Ntav ta pGs-E1B-luc kot p(CAGA)»-E1B-luc. To p(CAGA) ;-
E1B-luc mepiéyer 1ig 0éoeig CAGA vyia dueom tpodcdeon twv Smads kot to pGs-E1B-
luc Béoeig mpocdeong yio 1o GAL4 yia 11 cvvinyuéveg npwteiveg GAL4-Smads.
‘Etot, yo v evepyonoinon tov p(CAGA)»-E1B-luc vrepekppdotnie n Smad2AE3
N N flag-Smad3 71 ypnooromnke TGF-B yia evepyomoinon and ta evdoyevi) Smads
Kol ywoo v evepyomoinon tov pGs-E1B-luc vmepekppdotnke n GAL4-Smad2 7
GAL4-Smad3. Zm nepintwon tov p(CAGA),-E1B-luc ot kaAépysieg otepodviav
T0 0pO KOTA TNV OAAayn Tov OBpentikoy 12 dpeg petd tn Sopdilvvon OCTE va
amoPVYOLUE TNV EVEPYOTOING™ TOL Yovidiov avapopds arnd tov TGF-B mov vrapyet
oTov 0pd péEcm TV evooyevmv Smads. Emiong €yve kavovikonoinon pe B-gal yio v
e€1G0PPOTNGCN TOV TYDV TNG AOVCIPEPACNS YPNCLOTOIMVTAG TO TAUGHIdo CMV-
LacZ.

To mpdTO MElpapa apopd v petaypagikn evepyomoinomn tov p(CAGA),-E1B-
luc and Ta evooyevny Smads mapovsio twv SCPs 11 hg PPM1A. Xe npdtn @don £ytve
dwpdAvvon pe 2 pg SCP1 1 2 pug PPMIA kot 24 ®peg ptv ) AVoT TOV KVTTAP®V
&ywe ahlayn tov Bpemtikol ywpic opd kot mpoobnkn TGF-B (5 ng/ml). Onwg
eoaivetal oty ewova 31 ta R-Smads 6ev poopopviidvovion ywpic TGF-f ondte 1
LETOYPOPIKT) EVEPYOTOINGT] TOL YOVIOIOL OVAPOPAS TOPOUEVEL GE YOaUNAA Poacikd
enineda. Otav yivetar mpocOnkn tov TGF-B, ta R-Smads owopopvidvovtal kot
EMAYETOL 1) EVEPYOTOINGN TNG AOVCLIPEPAONC TEPimov 75 @opec. H vrepekppaouévn
PPMI1A oamopwcpopvimvel to SXS tov evdoyevov Smad2/3 omdte Ko TIg

OTEVEPYOTOLEL LE AMOTEAEGHA 1) EVEPYOTOINGT TOV YOVIOIOU avapopds Vo TEPTEL O
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emimeda HOMG 4 popéc mhvew amd ta Pacikd enineda ywpic TGF-B. Ovclactikd Aowmdv
avapet v dpdomn tov TGF-B. H SCP1 opoiwg piyxvel v evepyomoinon onuUovTiKd
av kot 6yt oto Pabud e PPM1A.

HepG2
12000 7494
& 10000 -
S
& 8000 -
T
£ 6000 -
-
g‘ 4000 -
= 1384
= 2000 - 100 i 137
0o - X . . ———
TGF-B TGF-B TGF-B
SCP1 2 g PPMI1A 2 pg

Ewdéva 31. H ernidpaon ¢ SCP1 kot g PPMIA o1 pETOYypaQIKy €vEPYOTOINGN TOL
p(CAGA),-E1B-luc an6 tov TGF-B. Téco n dpdon g PPM1A 6c0 kot tng SCP1 peidvoov

TNV LETOYPOPIKT IKOVOTNTO TOV EVOOYEVOY Smads.

To mapoamdve meipopo emovoinednke pe T Ol@opd OTL avty TN QOpd
ypnoporomOnkav dieg ot SCPs (SCP1, SCP2 kot SCP3) og dwupdbuon mocottmv
tov 0.05 pg, 0.1 pg kar 0.5 pg. Koatapynv n dwpdduion oty mocdémta £yve yio va
dobpe av vapyet pio TocoTiky cuayétion Twv SCPs pe v enidpacn mov £xovv 61N
LETOYPOPIKT EVEPYOTOINGT. AgDTEPOV, Ol TOCOTNTEG TOL YPNOLLOTOMONKAY givat
TOAD LuKpOTEPES OO OVTEC TNG €kOvag 31 Kot avtd £Yve Yo vo, amo@OYOVUE TNV
nepintwon ™G amoPwos@opviioong tov SXS amd to SCPs o1ig peydheg toug
OLYKEVTPOOELS (OTmG gldape oty evotnta ). Ao ) dAAn 1 wavotnto tov SCPs va
anopws@opvAtdvovy tov linker givor apketd 1oyvpn Kol o€ TOAD HUKPEG TOGHTNTES
(evomra T'). Emopévag yio vo umopoOue va 000UE Ol(POPES OTN UETOYPUPIKN

EVEPYOTOINGT TOV Vo OQEIAOVIOL GE JPOPES GTNV ATOPOGPOPLAIwST Tov linker
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Yopig vo eTavovpe oto mAatd Omov o linker elval oAkd AmTOPOGEOPLAIMUEVOG

ypnoporomOnkav mocodtnteg Pdoel Tov western blot g eikdvag 25. v eikdva 32

eaivetal 0Tt 060 meplocdtepn eivan  mocotnta g SCP1 1660 pikpodTepn eivon M

uetaypapikn evepyomoinon tov p(CAGA);;-E1B-luc ond o evéoyevr] Smads. Ta

SCP2 kot SCP3 and v aAAn peiwcsav v evepyomoinomn tov p(CAGA)x-E1B-luc o¢

oA pkpd Pabud (Ewoveg 33, 34) mov eivor evoelkTtikd OTL M dpdor TOovg o1

LETAYPAQIKT gvepyomoinon omd to evdoyevi] Smads dev QTAVEL OTO EMIMEdD TNG

SCP1.
HepG2
_ 39000 26609
£ 30000 -
% 25000 22936
(-9
< 20000 -
2 15000 11824 -
g 10000 T
o
E 5000 100 -:
0
‘ TGF-B TGF-B TGF-B TGF-B
‘ SCP1 0.05ug | SCP1 0.1pg  SCP1 0.5pug

Ewdva 32. H enidpaon g SCP1 ot petaypagpikn gvepyomoinon tov p(CAGA)-E1B-luc

am6 tov TGF-B. H av&ovopevn mocotnta g SCP1 €yst ko peyoldtepn emidpacn ot

Helmon TG LETAYPAPIKNG EVEPYOTOINONG Ao T EvOOYeV Smads.

92



HepG2

45000
40000 23963
35000 22695
30000
25000 16283
20000
15000
10000
5000 100

23384

P(CAGA)12-luc\ 3-gal (%)

TGF-B TGF-B TGF-B TGF-B

SCP2 0.05ug | SCP2 0.lug | SCP2 0.5ug

Ewdva 33. H enidpaon g SCP2 otn petaypagpikn evepyomoinon tov p(CAGA)-E1B-luc
a6 tov TGF-B. H peiwon otn petaypapikr evepyomoinom givat EAGYIGTN GUYKPITIKE LE OVTY|

mov wpokorei  SCP1.

HepG2
35000 26609 23824
’a‘Q‘ 30000 T r 20561
= I
14
& 25000 20456.
T 20000
& 15000
I 10000
&) 5000
= 100
0
- TGF-B TGF-B TGF-B TGF-B ‘
- - SCP3 0.05ug SCP3 0.1ug SCP3 0.5 ug ‘

Ewdva 34. H enidpaon g SCP3 ot petaypapikn evepyomoinon tov p(CAGA),-E1B-luc
am6 tov TGF-B. H peiowon otn petaypoeikn evepyomoinom eivar emiong moAD pikpn kot

napaminoto e SCP2 napd e SCPI.
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O endpuevog otdY0¢ Yo v emPePainon Twv mopardve eival vo SOOUE oV 1GYVOVV
omv mepintwon tov vrepekepocpévov myc-Smad2AE3 ko flag-Smad3. H
Smad2AE3 givor o ioopopen g Smad2 and v onoia amovoidlel to e£6vio 3 pe
ovvémeln, va umopel va mpoodebel dueca oto DNA. Avii Aowmov yuu TGF-B
vrepekppdomray ta myc-Smad2AE3 kot flag-Smad3 xon petprinke n petoypagikn
gvepyonoinon mov mpokaiovv otov p(CAGA)-E1B-luc mapovsioc twv SCPs oe
dtoPabicpéves TOGOTNTES. € AVTA TO TELPAUATO TO. KOTTAPO ENIONG OTEPNONKAV TOV
0p0 24 mpeg mpwv ™ Avon Tovg. XtV ewkova 35 eaivetar 6Tt  SCP1 pewwver
LETOYPOPIKT) EVEPYOTTOINGT 0moPwSPopvAdvovtag to linker Tng Smad2AE3 mwéAt pe
pio avtiotpoen mocotiky cvoyétion. H mpocstnkn e Smad2AE3 av&dvetr mepimov
29 @opéc ta Pacikd emimeda Tng evepydTNTOS TOV YOVISIOL OvVAPOPAS, TO OToio
otadlKa tEQTovy pe ™ mpoctnkn SCP1 ko etvon pdévo 5 popég avénuéva tapovaio
0.5 pg SCPI1. Emopévag 660 mepiocdtepn ival 1 ano@os@opLAmoTn T060 UIKpOTEPT
etvan n petaypagikn evepyonoinon. I'ia ta SCP2 kot SCP3 1oybel axptPag to id10 pe
v SCP1, dnradn 660 av&dvetar 1 ToGdTNTE TOVG TOGO PELDVOLV TNV LETOYPUPIKY|
evepyomoinon mov mpokaAel m Smad2AE3 (Ewodvec 36, 37). Avty n avrtiBeon oe
oxéon pe to mponyovuevo meipapo tov TGF-B evdeyopévmg va ogeiletor oty
petwpévn wavotra tov SCP2 kot SCP3 va dpdoovv ota gvdoyevry Smads. Eod
OL®G OV £YOVIE TEPITTMON VIEPEKPPACTG £XOVV TOAD TEPIGGOTEPO VITOGTPMLLOL Y10
va OpaoovV, LE OTOTEAEGHO VO ATOPOGPOPVALDVOVY TO OMOTEAECUATIKA TO linker
KOl VO LELOVETOL 1] LETAYPOPIKY] evepyomoinot. Eival dvokoAo va cuykpifel ed® mota
a6 115 SCPs givor mo amoteleouatiky] opmg givar BEPato 6Tt dpovv Tapdpote Kot
OTNV LYNAN TOVG TOCOTNTO 1 EVEPYOTMOWGT TOL YOVISIOL ava@opds TEPTEL

KOTAKOPLOA.
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HepG2

3500 2889

€ 3000 T

% 2500 -

= 1905

< 2000

g 1500 1086

< 1000

5 533

g 500 100

o]

- myc-Smad2AE3 myc-Smad2AE3|myc-Smad2AE3 myc-Smad2AE3
- - SCP1 0.05ug | SCP1 0.l1pg | SCP1 0.5pg

Ewdva 35. H enidpaon g SCP1 ot petaypagpikn evepyomoinon tov p(CAGA)-E1B-luc

a6 v Smad2AE3. H aropwo@opvAiinon tov linker tng Smad2AE3 peuwvel onpovikd myv

KOVOTNTE TNG VO TPOKAAEL LETAYPOPY.

4000

HepG2

3067

3500

3000

2500

1741

2000

1500

1000

500 100

P(CAGA)12-luc\f-gal (%)

myc-Smad2AE3 | myc-Smad2AE3 | myc-Smad2AE3 | myc-Smad2AE3

SCP2 0.05ug = SCP2 0.1pg | SCP2 0.5 g

Ewova 36. H enidpacn g SCP2 otn petaypoeikn evepyonoinon tov p(CAGA),-E1B-luc

a6 v Smad2AE3. Xg avt v mepintwon n dpdon g SCP2 eivon mavopoldtonmn pe g

SCP1 mpokaA®VTOg TTOGN TNG EVEPYOTOINGTNG OE OVTIOTOLYO, EMITEDA.
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HepG2

4000

3067
g 3500 2076
Ea 3000 - 1970
& 2500
<
Z 2000
= 1500
-~
g
< 1000 -
<
2 500 -

mycSndeﬂE3 myc-Smad2AE3 | myc-Smad2AE3 mycSndeﬂE3

SCP3 0.05pg | SCP3 0.1ug | SCP3 0.5pg ‘

Ewova 37. H enidpacn g SCP3 otn petaypoaeikn gvepyonoinon tov p(CAGA),-E1B-luc
ano tnv Smad2AE3. H SCP3 akoiovbei 1o id10 TpdTumo dpdong pe tig SCP1 ko SCP2.

To avtictoyya mepdpatoa omv mepintoon ¢ flag-Smad3 elyav moapdupow
anoteréopata Onwg pe ™ Smad2AE3. Ta SCPs peidvouv v evepyomoinon g
petaypaens omd tn Smad3 pe 10 otadokd mpdtvmo mov TpooavapépOnke. To
aloonueioto €dm etvar 61t n SCP2 av kot peudver v egvepyomoinom, Oev To
Katapépvel tOco amotereocpatikd 6o n SCP1 wor m SCP3. H peiwon oty
EVEPYOTNTO TOL YOVIOIOVL OVOPOPAC TOL TOPATNPEITOL OTIG 000 TPMOTES dtofaduicelg
g mocotrag g SCP2 kvpaivetal ota 1010 enineda evd otn peyYOAnN TocoHTNTA TOV
0.5 pg etvar Alyo peyoddrteprn. Zuvolkd OU®G 0ev EMOPA GTNV EVEPYOTMOINGN GTO
Babuod mov 1o kavovv ot SCP1 ko SCP3. Exiong n SCP3 piyver v evepydtnta Tov
Yovidiov avapopdc oe peydio Babuo axoun ko 6tav Bpioketal o€ younAn TocdTTo
(Ewoveg 38, 39, 40). Yrdapyer Aowmdv to evdeyouevo 1 SCP3 va éyer peyoddtepn
ovyyéveln g Tpog T dpdon g anévavtt ot Smad3 og avtifeon pe ™ SCP2 mov

tomg dpa KaAvTepa Thve otn Smad?2.
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p(CAGA)12-luc\ B-gal (%)

400000
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HepG2
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- flag-Smad3 flag-Smad3

SCP1 0.05 g

flag-Smad3

SCP1 0.1 g

flag-Smad3

SCP1 0.5 g

Ewdva 38. H enidpaon g SCP1 otn petaypagpikn evepyomoinon tov p(CAGA)-E1B-luc

a6 v Smad3. Opoiwg pe v Smad2 1 anopmcseopviinon tov linker Tng Smad3 mpoxaiet

Hel®ON 0T LETAYPOPIKT| EVEPYOTOINGCT| TOL TPOKAAEL.

P(CAGA)12-luc\ f-gal (%)

90000
80000
70000
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50000
40000
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HepG2
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49197

100

- flag-Smad3 flag-Smad3

SCP2 0.05 ug

flag-Smad3

SCP2 0.1 g

flag-Smad3

SCP2 0.5 g

Ewdva 39. H enidpaon g SCP2 otn petaypagikn evepyomoinon tov p(CAGA)-E1B-luc

am6 v Smad3. H SCP2 piyvel kot €00 ™ petaypapikr gvepyonoinon ond ) Smad3 oyt

opwmg ota emineda tov SCP1 ka1 SCP3.
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HepG2
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Ewdva 40. H enidpacn g SCP3 ot petaypapikn evepyomoinon tov p(CAGA),-E1B-luc
oand v Smad3. H SCP3 givor 1 anotehecpatikdtepn OAOV oty HEI®ON TNG LETAYPOPIKNG
gvepyomoinong amd T Smad3. Avtd umopel va eivor evdeiktikd 6t 11 SCP3 mapovoidlet

Wiaitepn TpoTtipnon va dpa mive ot Smad3.

‘Evo moAd onuoaviikd (o yuoo T TTOOY OTN HETAYPOPIKY] EVEPYOTNTO TOV
napotnpoapne €ivor va  dwmiot®covpe mowd otddlo  dpdong twv R-Smads
emnpealovv ta SCPs kot xot’ eméktaon M omoeoo@opviioon tov linker. [N
TOPAOEY IO 1 AmOP®OPOPLAIwoN tov linker pmopet va guvoel T datnpnon tov R-
Smads 610 KVTTOPOTAAGHA KOl VO EUTOdileL TNV El00y®YN TOVS oToV TVpNva. Emiong
dev amokdeletar vo gumodiletal kot o oAtyopepiopog twv Smad2/3 pe ™ Smad4
(evdei&elg oty evotra ZT). Akdpoa 1 dpdon twv SCPs iomg ennpedletl TV Tpocdeon
tov R-Smads oto DNA 1] pvBuiler ™ cvotpdtevon UETOYPAPIKOV TAPUYOVIOV LE
Tpomo mov vo. eumodileTon M petaypaen. o va omaviqoovpe avtd 10 €PMOTNUN
¥pNoonomoape to yovidro avagopds pGs-E1B-luc kot t1g cuvinyuéveg mpwteiveg
GAL4-Smad2 kot GAL4-Smad3. H GAL4 pmopet va mpocdévetar oto DNA og
otoyeio Tov pGs-E1B-luc kor mepiéxet NLS yuo ) peTOpOpd TG OTOV TLPTVOL.
Enopévog e€avaykdlovpe 11¢ R-Smads 1660 va BpeBodv otov mupniva 660 kot va
1pocdefodv 610 DNA. Av 1 armopmcopvAiioon tov linker gpumodiler v eloaywyn
tov Smads otov mupnva 10Te €00 OV LRAPYEL TEPIMTMON VA SOVUE TMTAOOT OTN
LETOYPOPIKT EVEPYOTNTA SLOTL LVILAPYEL TO 10YLPO GWIAAO TOL OVTMG N GAAAMG TIC

oonyet atov mopnva. Edv tdpa n Ttdon o1 LETOYPAPIKT EVEPYOTOINGT TOV YOVISIOV
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avapopds akoAovdnoel Ta TPONYOVUEVH TPATLTO TOTE OVTH OPEIAETOL GE YEYOVOTO
mov ovuPaivovv 6TOV TLPNVO OTOG GTNV GUOTPATEVCT] UETAYPUPIKDOV TAPAYOVIWOV
070 HETAYPaPIKO ocvumioko tv R-Smads/Smad4. Ta SCPs ypnowonomdnkav kot
TdAL oTIC YVOOoTES svyKevipmaels TV 0.05 pg, 0.1 pg ko 0.5 pg. Ztig ewoveg 41, 42,
43 @aivetor 6Tt T SCPs peutdvovv ) petaypoeikn evepyomnoinon tov GAL4-Smad2
o070 TPOTLTO. TOV TPONYOVUEVOV TEWPALATOV (U eEaipeocT TN O1(pOPOTOINoT| OTIC
do mpwteg ovykevipmoelg g SCP2 mov Opmg kot mAAM VIAPYEL UELOUEVT
evepyomoinon). Enopévag to cvumépacpa gival 01t n anoeoo@opviioon tov linker
umopel va gumodioel T dpdon g Smad2 péoa GTOV TLPNVA. LTV TEPIMTWON TOL
GAL4-Smad3 (Ewoveg 44, 45, 46) ioybouv ta 1010 ov Kol M TTOON TNG
gvepyomoinong eival caedg pkpdtepn and avtr mov tpokoieiton oto GAL4-Smad2.
Eniong oty mepintwon twv SCP2 ko SCP3 n pikpn mocdtra tovg (0.05 pg)
eoivetal 6Tt pmopel vo awénoel eAdloTa TN UETAYPAQIK) evepyotnta tov GAL4-
Smad3. Edm tibetan 10 epdTNHO £V AP TOAD pikpéc mocotnTeg TV SCPs (<0.05w)
Bo pmopovoav va amoemc@opvAidvovy Tov linker oe mpodTLIOL TOL V. fonBovV T
petaypaen. To mBavotepo Opmg elvar 6t 1 Smad3 emdewvoet peyodvtepn
petaypagikn wavoétnto amd 1 Smad2 oto ovykekpluévo melpopo Kot givot
dvokoAdtepo Yo Tig SCPs va odpdoovv 1660 amotereocpotikd. [evikd ta
arotedéopato oty mepintwon ™G GAL4-Smad3 vmooniwvouv eite OtL dgv
ATOPMGPOPLAIBOVETUL o€ PeYdAo Babud o linker eite 611t 1 GAL4-Smad3 pumopei ko

TPl TV IKOVOTNTO TG LETAYPUPIKTG EVEPYOTOINGNG GE VYNAA ETLTESAL.
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Ewdéva 41. H enidpaon g SCP1 ot petaypagpikn evepyonoinon tov pGs-E1B-luc amd v
GAL4-Smad2. H SCP1 peidver ) pHETAYPAPIKY EVEPYOTOINGN HE TO 1010 TPOTLTO TOL
axoArovfei ko 6t Smad2AE3. Emopévog 1o amotédespa tng amopocsopurioong tov linker

g Smad2 otV HETAYPOPIKY] EVEPYOTOINOT| OPEIAETAL GE YEYOVOTO OV GLUPaivovy GTOV

TOUPNVAL.
HepG2
700 5?1
600 377
g 500 I
% 400 - 257
< |
= 300
3 200
= 100 89
. 1]
Gal4-Smad2 Gal4-Smad2 ‘ Gal4-Smad2 Gal4-Smad?2
SCP2 0.05 g SCP2 0.1 g SCP2 0.5 ug

Ewova 42. H enidpaon g SCP2 ot petaypaeikn evepyomoinon tov pGs-E1B-luc and v
GAL4-Smad2. H oamopwceopvrinon oamd tv SCP2 emiong piyvel v HETOYPOPIKN
gvepyomoinon ond t GAL4-Smad2. TTapdin ) dapopomoinon otig 600 HIKPEG TOGOTNTES
g SCP2 10 amotédeopa givar mdA | Ttdor oty evepyomoinon. Eivor emiong evdiapépov
ot M peyddn moocdmta g SCP2 piyvel v gvepyomoinon Katm amd ta PacIKA EMITEdD TOL

dev vmapyet 1 GAL4-Smad2.
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HepG2
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Ewdva 43. H enidpaon g SCP3 ot petaypagpikn evepyonoinon tov pGs-E1B-luc amd v
GAL4-Smad2. H SCP3 axolovbei 1o 1610 TpodTLTTO PEIDONG TN LETAYPOUPIKTG EVEPYOTOINGONG
pe v SCPI.

HepG2

9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000 00

3289
T

pG5-luc\B-gal (%)

Gal4-Smad3 Gal4-Smad3 Gal4-Smad3 Gal4-Smad3

SCP1 0.05pug SCP1 0.1pg SCP1 0.5 g

Ewdva 44. H enidpaon g SCP1 ot petaypagpikn evepyonoinon tov pGs-E1B-luc amd v
GAL4-Smad3. H SCP1 peidvel tn HETAYPAPIKT) EVEPYOTOINGCT OE LUKPOTEPH OUMOG EMIMEI
a6 0TL cuvBOC. AVTO pmopel va oMpaiver EITE OTL dEV ATOPMGPOPVAIDVEL GE TKOVOTOITIKA
eminedo Tov linker g GAL4-Smad3 eite 611 1 petaypagikn evepyomoinon and 1o GAL4-

Smad3 eivat 1oyvpn akdUn Kot LETA TV 0mo@®o@opLAiman Tov linker.
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Ewdva 45. H enidpaon g SCP2 ot petaypagpikn evepyonoinon tov pGs-E1B-luc amd v
GAL4-Smad3. H SCP2 peidvel T HETAYPOQPIKY] EVEPYOTOINGT GE UIKPA EMIMESD OTMG 1|
SCP1 otV avtictoyn nepintwon. H pukpn avénon g evepyonoinong otn WK To60TNT
g SCP2 onuaivel 6t SCP2 dev elvar ikovn v EAATTOGEL TV UETAYPAPIKT EVEPYOTOINOT

N O6TL 6€ TOAD PIKPEC TOGOTNTEG B pTOopoHGE va TaileL Kot EVIGYLTIKO pOrO.

HepG2
7000
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6000 4242
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Gal4-Smad3 Gal4-Smad3 Gal4-Smad3 Gal4-Smad3

SCP3 0.05ug | SCP3 0.1pg | SCP3 0.5ug

Ewdva 46. H enidpaon g SCP3 ot petaypagpikn evepyonoinon tov pGs-E1B-luc amd v
GAL4-Smad3. H SCP3 akxoiovbei axpifog 1o 1610 npotumo pe v SCP2 ot peiwon g
petaypaeikn gvepyonoinong tg GAL4-Smad3.
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Onwc &gl avoeepbel 61N elo0ymyYn ™G TOPoVGOS EPYOCING, VITAPYOLV UEAETEG
mov delyvouv 0Tt M vepékepaoct TG SCP1 odnyel oty peimon g UETOYPAPIKNG
gvepyomoinong piag mokidiag yovidiov pe mbovy e€nynom v amoeoo@opvuiimon
tov CTD (Carboxy terminal domain tmg RNAPII (RNA polymerase II) (Yeo et al.,
2003, 2005; Thompson et al., 2006). T'la va dobue av 1oyxvEL AVTO GTN OIKN HOG
nepintwon ypnowormomnkav ta yoviorn avagopds p(CAGA);-E1B-luc, RhoA-luc
kot ABCA1-N1500-luc mapovcio g SCP1 og ouykevipmoelg tov 50 ng kot 0.5 pg
(Ewova 47). v mepintoon tov RhoA kot ABCAIL eiyope mpdypott onpovtikn
nTOon G Paciknig evepyomoinong. Amd v GAAN UEPLE OTNV TEPIMTOON TOL
p(CAGA)x-E1B-luc eiyape ghagpid dvoodo. I'eyovog eivar 6011t 1 SCP1 pmopet xon
emnpedlel yevikdtepa ) PACIKN UETOYPOUPIKY UNYOVE. ZTNV TEPITTMOOT OU®G TOVL
P(CAGA);-E1B-luc 6ev pewdver 1o Pooikd petaypo@ikd emimedo omdte Kol TO
OTOTEAECUO, TOV TPONYOVUEVOV TEWPOUATOV UETAYPAPNS €lval €01KO Yoo TNV

emidopaon twv SCPs mavm otig Smads Kot Oyl 6T LETOYPOPIKT UNYOVT).

Reporter: 1-3 p(CAGA)12, 4-6 RhoA, 7-9 ABCA1-N1500
{HepG2)
200.0 <4— p(CAGA), —» <4— RhoA —» <4— ABCAI-N1500 —»
180.0 160
160.0
~ 1400
&
= 1200 109
20 100 T 100 100
% 100.0 -
&
5 80.0 -
2 59
2 600 = 26
43
40.0 -
19
20.0 i
D.O = T T
- SCP1 SCP1 - SCP1 SCP1 - SCP1 SCP1
50ng 0,5ug 50ng 0,5pg 50ng 0,5pg

Ewdva 47. H enidpaon g SCP1 ot Paocikr petaypaeikn evepyomoinomn twv p(CAGA) -
E1B-luc (otyieg 1-3), RhoA-luc (otAeg 4-6) kaw ABCA1-N1500-luc (othreg 7-9). Xtnv
npdtn mepintwon n SCP1 éyer Betikd pdro otnv evepyomoinon tov p(CAGA),-E1B-luc.
Avrtifeto pewwvel v Pacikn evepyomoinon tov RhoA 610 [ed evd oty mepintwon tov
ABCAI1-1500 to amotehéopato gival oKOUN TO SPOUATIKA 0oV GTNV LYNATY TOGOTNTO TOV

0.5 pg oxedov v ekundevilet.
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X ovvéyewn BeAnoape va dovue v ot avactoreic U0O126 kar SP600125 mov
eumodilovv v eoocopvAimon tov linker and tic ERK war JNK avrtictoyya €youvv
napopoo anotéhespo pe tig SCPs ot petaypaeikn evepyomoinon amd t1g Smads.
‘Eywve Aowmdv éva meipapa petaypapikng evepyoroinong tov p(CAGA),-E1B-luc pe
myc-Smad2AE3 mapovcia g SCP1. v addayn tov Openticod 24 dpeg mpv
AboM TV KLTTAPOV a@alpeédnke o 0opdc Kot mpooténkav ot avoactoreic U0126 kot
SP600125 (10 pM). Zmv ewoéva 48 @aivetar OTL Ol AVOCTOAELG piyvouvv v
LETAYPAPIKT EVEPYOTTOINGT G€ emimeda younAdtepa TG PacIKng evepyomoinong Kot
otav pdiota suvorapyovv pe tnv SCP1 10 amotéhespa eival akdun mo dpapaTiKo.
daivetor Aouwdv 0Tt 01 avacTOAEIC dpovV TOAD o amotereopatikd and v SCP1
o Helwon ™G HeTaypagikng tkavottag Tov Smads. Me Bdon avth ™) mapoatipnon
éywe western blot oe HepG2 & moapdpoleg cuvOnKeG LE OVTEG TOV TOPATAVED
TMEPALOTOG LETAYPAPIKNG evepyomoinone. H moocdtta dapdivven g bio-Smad2
nrav 10 pg ko g myc-SCP1 0.05 v 0.5 pg. Ot avactolreig tpootédnkay ywo 24h og
ovykévtpoon 10 uM. To «xvttopikd ekyvAMopoTo  amopovodnKov Kot
NAEKTPOQOPHONKAV GE TAKTOUN TOAVAKPLAAUIONG Kot oto western blot €ywve 1
aviyvevorn mg ewcseopviimong tov linker g Smad2. To amotéiecua (Ewkdva 49)
éo0e1Ee 011 6vtwg oto HepG2 ot avactolreic ekunodeviCouv tm @oc@opuAimorn 6To
linker kot dovAevovy moAd kaAvtepa amd v SCP1 oe avtd. Emopévmg 1ot e€nyeiton
YTl piyvouv TG0 TOAD TNV EVEPYOTNTA TOV YOVIOIOL avapopds. ATd tnv GAAN €ytve
to 1010 meipapa petaypaeikng evepyomoinong o HEK293T (Ewédva 50) kot €60
QAavNnke OTL O1 OVOGTOAEIG OO LOVOL TOVG OEV EMNPEALOVV 1O10UTEPQL T LETAYPUPIKY|
evepyomoinon and ™ Smad2AE3. Xg cvvepyoasio opwg pe tv SCP1 mpoxorodv
OPOLOTIKN TTMCY OTH UETAYPOQIKT EVEPYOTMOINON O€ €Mimeda KAT® omd T POCIKA.
BAémovpe Aowmwdv 0TL M dpdon TV avacToAémv givon TOAD 1oyvpoTEP ota HepG2
and 6Tt ota HEK293 1| icmw¢ 10 amotéAespa vo VToONAGVEL EVOALIKTIKOVS TPOTOLS

ewoopLAimong tov linker twv R-Smads ota HEK293.
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Ewkdva 48. H enidpaon tov avacstoréwov U0126 kot SP600125 cuykpitikd pe v SCP1 ot
petaypaikr] gvepyonoinon tov p(CAGA),-E1B-luc and ™ myc-Smad2AE3 ce HepG2. Ot
OVOOTOAELG €IVOL TTO ATOTEAEGLLATIKY] GTO VO PiYVOLV TNV UETAYPOPIKT EVEPYOTOiNoT amd Ta.
Smads og oyéon pe v SCP1 ota HepG2 eved 6tav cuvumdpyovv to amotélecua eivon

aKOUN 10 1YV Po.

SP600125 - + - - +
U0126 - + - - +
myc-SCP1 - - 0.1 pg 1 pg 1 pg
Bio-Smad 2 + + + + +

a-P-Smad 2 L

-
F e (Ser 245/250/255)
O G eneR)

* SCP1 (a-myc)

=

Ewdva 49. H aropwcpopvrioon tov linker tng Smad2 moapovoio tov avactorémv U0126
kot SP600125 ota HepG2. H aviyvevon g ewseopvAiiowong tov linker €yive pe a-P-Smad2
L (Ser 245/250/255), tng ohxnc Smad2 pe a-Smad2, tg SCP1 pe a-myc (n mocotnta tov 0.1

ug dev NTav dvvotd vo aviyvevbet) Kot tng aKtivng Le a-actin.
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Ewova 50. H enidpaon tov avactoréwmv U0126 kot SP600125 cvykprtikd pe tnv SCP1 o1t
uetaypapikn gvepyomoinon tov p(CAGA)-E1B-luc amd ™ myc-Smad2AE3 o HEK293T.
H SCP1 dpa kardtepo amd TOUC OVOCTOAEIS OTNV TTOON TNG UETOYPAPIKNG EVEPYOTOiNnom

omd ta Smads. H cuvimapén toug BEPata ma ekundevifel T LETOYPOPIKY] EVEPYOTTOINGT.

0. TOITIOAOI'TA THX YHHEPKE®PAXMENHX SCP1

I'vopiCovue 611 1 evdoyevig SCP1 evtomileton otov mupnva twv kKuttdpov (Yeo et
al., 2003). Ze 6ha 6pm Ta Tponyovpeva melpdpata 1 SCP1 vrepekppdotnke YU’ ovtod
Kot €ivol OMUOVTIKO VO TNV EVIOMIGOLUE HECH GTO KVTTOPO MDOTE VO, SOVUE TIG
mePLoyEc mov umopel va opacel. ['a tov eviomopd g ypnoyomombnke To
TPOTOKOAAO TOL £upecov ovocopBopiopod oe HEK293T «kar oe COS-7. T
delypata eA&yyov ypnotpomomonkay pun SIUOAVGUEVE KOTTAPO DGTE VO SOVUE OV TO
myc ovticopa mavel kdtt pun dikd, emiong kbtropa dtapoivouéva pe myc-HNF, (4
Hg) Yo EAEYYO TNG AETOVPYIOG TOV MYC AVIICOUOTOS GTOV avocoPBopioud Kot TEA0G
dwpoivopéva kottapo pe bio-HNF4 (4 pg) o6mov m aviyvevon €ywve e S10QOPETIKO

avticopo amd 1o myc ®ote va emPePormbel 0Tt T0 TPOTOKOALO TOL AVOGOEHOPIGLLOD
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dovievel kaAd. H aviyvevon towv myc mpwteivov €ywve pe a-myc 1:200 oe
PBS+/+/1.5% FBS ka1 debtepo avticopa a-mouse FITC 1:50 ce PBS+/+/1.5% FBS.
H aviyvevon g bio-HNF, éywve pe a-HNF4 1:200 og PBS+/+/1.5% FBS kot dgdtepo
avticopa a-rabbit FITC 1:50 oe PBS+/+/1.5% FBS. To amnotéhecpa Tov
avocopBopiopov (Ewova 51-A) £dei&e 6t viepekppaocuévn myc-SCP1 gvromileton
o OAN TNV €KTOOT TOV KLTTAPOL Kot Oyl povo otov mupnva. Ta detypoto eAéyyov

£0€1Eav 10060 OTL TO MyC OVTICOHA O€ TAVEL UN-E101KA KATO10

A

i
Untransfected
(a-myc)
| --
iii) --
| --

DAPI FITC OVERLAY

myc-SCP1 transfected
(a-myc)

myc-HNF4 transfected
(a-myc)

Bio-HNF4 transfected
(a-HNF4)
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i)

if)

myc-SCP1 transfected
(a-myc)

myc-SCP1 transfected
(a-myc)

DAPI FITC OVERLAY

Ewkdéva 51. H tomoroyio tng vrepekppoosuévng SCP1 oto kdttopo sivar mopnvikn Ko
KuttapomAacuatikn. (A) O avocopBopiopnog oe HEK293 un dtapoAvopévov Kuttdpmv Kot
aviyvevon pe a-myc (i), dtopoivopuévav kuttapwv pe myc-SCP1 kot aviyvevon ue a-myec (ii),
dtoupoivopévav kuttdpov pe myc-HNF, kot aviyvevon pe a-myc (iil) kot SlopoAVGHEVEY
Kuttdpwv pe bio-HNF,4 ko aviyvevon pe a-HNF,. (B) O avosopbopiopog oe COS-7 kottapa,
Swouporvopévav pe myc-SCP1 kol aviyvevon pe a-myc (i, ii amd O10pOPETIKA onpeio Tov

id10v maTov). O YPOUOTIGHOG TV TVPVEV £ytve pe DAPL

enitono ota HEK293T 660 kot 611 1 dadkacio Tov avocso@bopiopon ftav evtdéet
a@ov 1 mupnvikn tpwteiv HNF4 evtoniotnke Kot 011 600 TEPIMTMOGELS LE a-myC Kot
a-HNF4. Emiong éywe xor avocopBopiopog oe COS-7 oe 6-well ota omoia
dwpoAvvOnke n myc-SCP1 (6 pg) pe ™ pébodo tov CaCly. Opoimg Kot €60 1
vrepekepacpévn SCP1 evtoriotnke og OAn ) €ktaom tov kuttdpov (Ewova 51-B).
‘Eva devtepo meipapa mov emPeformverl 6t n vrepekppacuévn SCP1 Bpioketal o
OM TNV éKTOoN TOV KULTTAPOL E€lvol O JWYOPICUOS TOL TVPMNVIKOV amd TO
KUTTOPOTAACUATIKO SIOUEPICLO TOV KVTTAPOV Kol 0 €Aeyyog e western blot yio v
omapén g myc-SCP1. T'a to weipapa avtd dwpordvvinkov HEK293T oe pl00 pe
15 pg myc-SCP1 1 bio-HNFs Metd to Odoywpiopd TOL TUPNVIKOL OO TO
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KUTTOPOTAUCHOTIKO EKYOAIOUO aKOAOVONGCE 1 MAEKTPOEOPNOTN TOVG OE THKTMOUO
molvaxkpvlopiong kot &ywve aviyvevon g SCP1 11 g HNF4 oto western blot.
I'vopilovpe 6Tt 1 HNF4 axoun kot vrepek@pacuévn Tapapével Topnvikny ondte o
BonOnoet ¢ delypo €Aéyyov Yy TNV TOTOTOINGCN TNG KOANG OlOY®PICTIKNG
KOvOTNTOG HETAED TUPMVIKOD KOl KUTTOPOTAAGLOATIKOD EKYVAICUOTOS. TNV €1KOVAL
52 @aiveton Aomdv 0Tl 0 Sy ®PIGUOG YIVETAL OE APKETE IKOVOTOMTIKO EMIMESO APOV
n HNF; evtomietor ot0 mopnvikd Oopépicpo kot  povo iyv G OTO
KutTopomAacuatikd. Zuykekpiuéva pe tn Pondeia tov mpoypaupatog Tinascan 2.0
petpnOnkav ot {ovec mov eueaviCovior ot mepintwon tov  HNFs ko
e€looppomnOnkav Pdoel Twv mocotNTOV Tov PopT®ONKAY (72 Hg Yoo TO TLPNVIKO
ekyoAopa kot 43 pg vy to Kuttapomiacuatikd exyolopo g HNF4). @dvnke
Aowmdv  OtL vmpyxe (o dappon mepimov 20% amd TOV TLPNVO TPOG  TO
KuttapomAacpo. Bdoet avtg g egicoppdmnong Kol TV TOCOTHTOV dond To
exyvMopata mov eoptddnkayv v v SCP1 (56 pg yio 1o mupnvikd ekydAIoUO Kot
42 ng yuo 10 Kuttapomhacpotiko ekydicpa tng SCP1) Bpébnke 6t to 52% g SCP1
evromiletal otov mupnva Kot o 48% o1o kutTtapomiacua. Etot Aowmdv n myc-SCP1
evtomiletar €&loov GTOV TLPNVO KOl GTO KLTTOUPOTANGUO GLUPOVOVING HE TO

OTOTEAECUATO TOV vOGOPHOPIGHOYD.

myc-SCP1 Bio-HNF4

N C N C
s -
a-myc a-HNF4

Ewova 52. O mupnvikog/KoTTopoTAAGUATIKOS S10Y®PICUOC TOV KVTTAP®V KOl O EVTOTIOUOG
g vrepekepacpévng SCP1 kot ota dvo dwpepiopata. Apiotepd n myc-SCP1 evromiletan
1660 otov Tuprva (N) 660 kot 610 Kuttapomiacpa (C). Ae&id n HNF, evromiletar poévo otov

mopiva (N) 0Tm¢ avopevotay Kot povo iyvn g oto kuttapomiacua (C).
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Ta mapoamdveo detyvovv 6t SCP1 o6tav vrepekppdletar emdpad move otig Smads
TOGO GTOV TLPNVO. 0G0 Kol 6T0 KLTTaPOTAacHa. [Taporo mov N amoP®GPOPLAI®ON
tov linker twv Smads pmopel va cvpPaivel oto KvtTapOTAAGHN EmnpedlovTag T
onpatoddtnon and to Smads, epeic €ldape OTL M ATOON TOL TPOKOAEL GTNV
LETOYPOPIKT EVEPYOTTOINGT TOAD TOAVAOV Vo opeideTon o€ yeyovoTo Tov cuupaivovv
oTOV Tupnva. AmO ™V GAAN 0 QUOIOAOYIKOG TOTOGg NG dpdong tg SCP1 eivor o
TUPNVOG 0POV kel €xel evtomiotel evooyevas. Emopévmg sivar mbavotepo ot exel
arto@mcPopvAldvel to linker tov Smads kot KOTOGTEAAEL TN UETOYPOPIKN TOVG

KOVOTNTAL.

I. H EHNIAPAXH TOY TGF-§ XTHN METAI'PA®H TQN
I'ONIAIQN TQN SCP1, SCP2, SCP3 KAI PPM1A

To televtaio epdTNUO OV eMEPNONKE Vo amavinbel oty Tapovoa epyacio
etvan edv o TGF-B emmpedlel  petaypaen tov yovidiov g SCP1, SCP2, SCP3 kot
PPMI1A. T'wa to meipapo avtd avartdytnkov Koalépyeleg pe HaCaT oe 8 mata p60.
Ye Ka0e mdro €ywve pia eopd mpocsOnkn TGF-B (5 ng/ml) oe dapopetikd ypovikod
dwwomua (1, 2, 3, 4, 8, 16, 24 dpeg mpv 1 AOON TOV KLTTAPWOV) EVAD LINPYE KoL
mdto oto omoio dev €yve mpooOnkn TGF-f (0 dpeg). Tt ovvéxelo T KOTTOP
A0nkav, amopovabnke to RNA kot amd avtd moapackevdotnke cDNA Onwg
avaeépetor oty evotnta All ota Yawkd ko MéBodot. Me tn ypion ekKiviiTdv yio
ta SCP1, SCP2 ,SCP3 kot PPM1A kot pe untpikdé DNA 1o cDNA mov mponibe amod
TO TOPOTAVE KOTTOP UTopécape va cuykpivovpe pe PCR ta enineda tov mRNA yio
KkéOe yovioro oe oyéon pe 1o ypovo enmaong pe TGF-B (ta amotedéopata eivon pécog
0po¢ TovAdylotov dvo eravainyewv g PCR). Ot diapopéc ota emineda tov cDNA

avdpeoso oto delypata mov dev opeilovtat otov TGF-f kavovikomombnkav Bacet g
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PCR 100 GAPDH. Mg 10 mpdypoppo Tinascan 2.0 petpnOnkav ot d0popéc oTig
Loveg g PCR yia ta dtdpopa deiypota dote vo @Tioytodv to dlaypappata. 'Etot
UTOPOVLE VO GLYKPIVOLUE KATH TOGO OAAGCEL M HETAYPAPT TOV YOVISI®V OLTOV
napovcio N arovsio Tov TGF-f oA kol va cusyeticovpe TV SdpKE QLTS TNG
aAAayng pe ) duapkela Tov onjpatog and tov TGF-B. Ta enimeda tng pLeTaypopng Tov
PPM1A yovidiov mapovctalovv pia mold pukpn avénon 6tav 1o ofjua tov TGF-
dwpkel 1-3 dpeg, mapovoidlovv ™ peyaAvtepn avénon otig 4 kot 8 dpeg (~1.8
Qopéc) ko ot 16 ko 24 opeg sivar avEnpéva katd ~1.55 @opég (Ewodva 53).
Ievikotepa 1 avénon ot petaypoaery tov PPMIA upmopel va vmodnimver €va
aVOOPUCTIKO UNYAVICUO 0VOGTOANG amd T onuatoddtnon tov TGF-B. To yovidio g
SCP1 napovcialet pia eldyiom avénon ota ypovikd daotipata 1-8 dpeg tov TGF-
B evod peumvetot KAT® amd To PACIKA ENITESA GTA YPOVIKEA dtacThpaTe TV 18 Ko 24
opov (Ewova 54). Avtd pmopel va onuaiver 60tt 1 SCP1 dpa 6 mOAD Mikpég
mocOTNTEG 01N PLOUIoN TS onuatoddtnong and tov TGF-B. IMa 1o yovidio g SCP2
woyvEL OTL YevikdTepa Tapovstalel avénon ot petaypaen tov ropovsio tov TGF-
OumG ko avtn etvon oAy pkpn| (Ewova 55) pe ) péyrot va ivar 1.42 @opéc mavem
amnd 1o oetypa eléyyov. Télog kot To yovidlo g SCP3 mapovcidler avénon (Ewova
56) e TIg HEYOADTEPEG OPOPES VO TOPATNPOVVTOL OTIC 2 Kot 4 MPEG EMMACTG LE
TGF-B.

To cvunépacpa givar 6Tt n onpoatoddmon tov TGF-B aArdlel T petaypoaen tov
yovidiov ¢ SCP1, SCP2, SCP2 xou PPM1A, pe taoeig yuo pukpn avénon. Eneon n
avénon elvatl moAv pukpn givor apgiporo 6t Ta yovidw pvOuilovion and tov TGF-.
Amo ™V GAAN {o0¢ apKel TOAD HIKPT TOGOTNTA Y10 VO OPAGOVV OTOTEAECUATIKG GT1)

onpatoddtnon tov TGF-L.
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Ewova 53. Ta enineda tovo cDNA g PPM1A 6€ d10p0peTIKA Y pOVIKE S10GTILOTO ETMACS
ue TGF-B.
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Ewova 54. Ta enineda tov cDNA ¢ SCP1 o€ S10popeTid ypoviKd S10GTILOTH ETDACTG LE
TGF-B.
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Ewova 55. Ta enineda tov cDNA ¢ SCP2 og S10popeTiKd YpoviKd S10GTAILOTH ETDACTG LE
TGF-B.
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Ewova 56. Ta enineda tov cDNA ¢ SCP3 og S10popeTid ypoviKd S10GTAILOTH ETDAUCTG LE
TGF-B.
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2N GLVEXELD LOG EVOLAPEPEL VO SOVUE TN YPOVIKT oTLyun mov dpa 1 PPM1A 6tav
T, KOTTOpa vroParrovtal o epébicpa pe TGF-B kou mapdAinia vo 1n cvuoyeticovpe
ue ta emineda Ekppaong me. ' avtd to meipapo amopovodnke RNA oand HaCaT og
ypovikd dtuotiuata enmacng pe TGF-B towv 207, 407, 607, 80", 100" ko 120" (0 ywa
to detypa yopic TGF-B), mapackevdotnke cDNA kot pe toug ekkivntég g PPM1A
LETPNOOUE TO UETOYPAPIKE TNG emimeda. Xtnv €wovo 57 ¢oaivetor pio eloppid
avénon ot petaypaen g PPMIA ota peyoddtepa ypovikd SloGTHLATH ETMOCTC
ue TGF-B. Iapdriinia ota 1010 delypoata petpinkay o petaypaeikd eninedo Tov
PAI ov givar yvwoto 011 avédavovion and tov TGF-B (Ewkdva 58). Avtd amoterel kot
Oelypor EAEYYOL Yo TNV OHOAN AELTOVPYIO TOL OMUATOJOTIKOL HOVOTaTIoV. TEAOG,
amopovodnke 1o kuttopkd ekyvAlopa and HaCaT otig 1d1eg cuvOnkeg endaong pe
TGF-B yw ta ypovikd dactipata 0-120°. And avtd npoypatoromdnke western blot
Yy TV aviyvevon g eooeopvAtopévng Smad3 oto SXS mote va cuykpiBei pe ta
enineda g PPMIA. Onwg eaivetar oty gikova 59 otav amovcidler o TGF-B dev
vrapyel eooeopvitopévn Smad3 oto SXS. And ta 20 mg kot Ta 80" emdoong pe
TGF-B 1 Smad3 eivar pocseopviiopévn. Zta 100" kot 120” 1 pwspopviinon TEQTEL.
Suykpitikd pe too petaypaikd emineda g PPMIA g ewdvag 57 avtd eivor
avénuéva peta ta 80°. Avtd onuaiver 6Tt amd ekel ko mEpa apyilel Kot dpa 1
PPMI1A o¢ wovomomtikd PBabud ywoo v amoemc@opviimon tov SXS kot v

KOTOOTOAN TNG oNUaTodoTnong amd To. Smads.
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Ewova 57. Ta eninedo tov cDNA tg PPM1A g ypovikd daotipata enmaong pe TGF-p
oand 20" g 120°.
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Ewdva 58. Ta enineda tov cDNA g PAI g ypovikd dwuotipata endoong pe TGF-f amd
20" g 120°.
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TGF-B - 20° 40’ 60’ 80’ 100’ 120°

T a-P-Smad 3 C
e T Jra— m (Ser 433/435)
a-Smad 3
a-actin

~-n_“-nﬂ‘-"-

Ewova 59. Ta evdoyevn emineda g eoopopviiopévng Smad3 oto SXS oe dapopetikd
xpovikd dwwotnuato enmacns ue TGF-B. Amovoia Tov TGF-B dev vepictator poopopvlinon
oto SXS. H Smad3 evepyomoteitan pe t npocdnkn TGF- kot n pocpopvrinor| tng méetel
petd ta 80” mbavov Adym g dpdong g PPM1A. H aviyvevon tov pocspopviiopévon SXS
éywve e avtioopata a-P-Smad3 C (Ser 433/435), tng oAkng Smad3 pe a-Smad3 (midvel kon

TN Smad?) kot tng aKTivig pe a-actin.
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To onuoatodotikd povomdtt tov TGF-f pvOuilel Pacucéc Asttovpyieg oo KOTTOPO
Tov petaldov Ommg To SUANclacUO, TN OlPOPOTOINcN, TNV OTOTTMOCN Kol TN
petavaotevon Tovg. ' avtd to AOYO GCUUUETEYEL O OMNUOVTIKES Ploloyikég
dwdkacieg Omwg 1 opyavoyEvesn TV EUPPLOV Kol 1] OHOOCTACYT TOV EVHAMK®V
opyovicp®v. H amophOion ™ @uGloAoyikng Aettovpyiog TOV ONUATOSOTIKOV
povoratiov Tov TGF-B pmopet va mpokarécel coPapd avamtvéiokd TpoAnuaTa oto
éuPpua, akoun kot Bévarto. Emiong 6toug eVjAIKOVG 16TOVG £XEL CLGYETIOTEL E TAPOL
TOAAG €101 KapKivoy OT®G TOL TAYKPEATOS, TOV TOYEMS EVIEPOV KOL TOV TVEDHOVAL.
Emopévmg n pedét ko n katoavonomn g Asttovpyiag tov TGF-B otov dvBpowmo eivar
vyiotng onuacioc. [pdtov 616tt Ba fondncel oy KATOVONGN TOAADGY UNYOVIGUOV
Kot Jdkacldv mov  d€movv TV eUPpuikn]  avdmtuén. Asgdtepov  o16TL Oa
KOTOVONGOLUE TNV €upvTeEPN Agttovpyio. TOL OVOPAOTIVOL OpPYOVIGHOD Kol TNV
KavOTNTA TOV v awTopLOUileTal ®¢ Eviaio GHVOLO TOAAMY OOUMY Kot SLOOTKOGLOV.
Tpitov d10TL 10 onuatodotikd povomdtt tov TGF-B amotedel éva onpaviiko
(QOPUOKEVTIKO GTOYO Y10 TNV KOTATOAEUNOT| Hag amd TG SLOKOAOTEPEG AoBEVELES TNG
EMOYNG LOG, TOV KOPKIVO. ZOUTEPUCUOTIKG, 1 Kotavonon tov poiov tov TGF-B
Bonba va yvopicovpe KoAHTEPO TOV EAVTO LOG KO VO OVTILETMOTIGOVUE TIG 0COEVELEG
OTIG OTOlEG EUMAEKETOLL.

Av xoau o TGF-B divet 10 mapdv oe moAAéG Proroykés oOladikacies, To
ONUOTOOO0TIKO HOVOTATL TOV €ivol OYeTIKA amAd. Zvykekpiéva mepthapupdver v
EVEPYOTOINGOM VLIOJOYEWV NG KLTTOPIKNG pepPpavne amd tov TGF-B ot omoiot
POCPOPLAIOVOVY TOVG EVOOKVLTTAPIOVS drapecorapntéc R-Smads oto potifo SXS.
Ot R-Smads pe ™ Smad4 oynuatiCovv olryopepn kot petofoivouy 6Tov Tupnva yio
va pvOuicovv v petaypaen yovidiov. H mowidio tov Kuttapikdv amokpicemv Tov
HOVOTTATION KPVPETAL GTNV TOALTAOKOTNTO TNG PLOUIONC Ko TG AETOvpYing TV
Smads xabn¢ Ko oty gveh&ia Tov Tapovslalovy oty PHOoT TV Yovidiov. Ola
avtd e€opT®VTOL Od TNV KOTAGTAGN TOL KVTTAPOV, TN cvykévipwot tov TGF-B kot
T0 YPOVIKO dtdoTno Tov dtapkel To epébioud tov.

[Tépa amd ™ pwsopvAioon oto potifo SXS and Tovg VIOdoYElS, VIAPYOLVY Kot
OAAEG UETA-LETOPPOOCTIKEG TPOMOTOMGES POSPOPLAMmone Tov R-Smads mov
neptlappdvouv pia cepd Kataroimwv otn teployn tov linker kot tov MH1. Av kot
ewoPopLAimon Tov SXS avapeifoia £xel 10 Pacikdtepo pOAO oIV AgrTovpyio TV
R-Smads, ta tedevtaio ypoévia o linker avadewkvietor 6 onUAVIIKO puOoTy NG

onpatoddtong tov TGF-B. H ewcpopvrioon tov linker andé MAPKs kot CDKs
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amotelel onUelo avaPopag Yo TNV GVYKAION NG onpatoddtnong tov TGF-B pe dida
onuoatodotikd povomdtie onwg twv EGF/FGF/Ras. To amotéhecpa avthig g
oLYKAMONG KOOMG Kol 1) YEVIKOTEPT EMOpACN TOL £YEL 1| POOEOPVAImoN Tov linker
010 oNUaTodoTikd povomdtt ov TGF-f mapapéver apeileyduevo. Yapyovv Epevveg
OV GLVOEOLY TNV PWOPOPLAIwoN Tov linker pe tov amokAeiopd Tov R-Smads amd
TOV TLUPNVO, TOV KVTTAPOL Kol TNV aKOAovON dtakon Tng onpatoddtnong tov TGF-B
(Calonge and Massague, 1999; Kretzschmar et al., 1997,1999; Wicks et al., 2000;
Grimm and Gurdon, 2002; Matsuura et al., 2004; Ho et al., 2005; Fuentealba et al.,
2007). To povtého twv Sapkota et al (2007) e&nyel oe peydro Pabud avtd ta
aroteAéopata. Avtifeta, oe AAlec Epguveg 1 pwcspopvAimon tov linker Tpodyetl Tov
oAtyopepiopd tov R-Smads/Smad4, v mopnvikn TOLG HETATOMION KO TNV
aAAnAenidpact| TOVG e cuvevepyomomtés Onwg o CBP, £yovtag cuvolikd eVioyuTiKd
poro ot onuotoddtnon tov TGF-B (Brown e al., 1999; de Caestecker et al., 1998;
Funaba et al., 2002; Hayashida et al., 2003; Mori et al., 2004; Kamaraju and Roberts,
2005). Ot dwpopég avtég dev €povv e€nyndel axdun Ko umopei va opeilovial og
ToALOVOG  mapdyovteg. Tétowor mapdyovteg umopel vo givor ot SloOPETIKES
TMEPOLATIKEG TPOCEYYIoELS TOL OU®G KpVUPovv Babvtepo Proloykd vomua. Avtd givor
0T1L T0 amoTéAec O TNG POSPOPLAImoNG Tov linker eaptdtal amd Tov KuTTaptKd THTO,
TNV KATAGTOGT TOL KLTTAPOL 1 TO YOvidlo-o10x0. 'ETol Yo mapddetypo vadpyovv
nepumtwoel; mov o TGF-f dpa aviayoviotikd pe tovg EGF/FGF oaAld wou
TEPUTTAOGELS TTOL OPOL GUVEPYUTIKAL.

X mapovoa epyocio peAeTnOnKe N enidpacn TG amoPmoPopvAimwong tov linker
tv Smad2/3 o1 onuatododtnon tov TGF-B. I't” avtd 10 oKomd ypnoiomodnkoy ot
owopatdoeg SCP1, SCP2 kot SCP3 mov €yel deybel 0tL £rovv TV KavoTTA VOl
ATOPOSPOPLALOVOLVY TNV Teployn tov linker twv R-Smads (Sapkota ef al., 2006;
Wrighton et al., 2006). Eniong, eAéyytnke av n PPM1A owceatdon tov potifov SXS
tov R-Smads mapovoidlet tétowa dpdor. Apyikd Aoutdv ot TopaTdve POCPOTACES
eloNyOnkav o€ Qopeic €KPpaoNG KOl OKOAOVONGE Lo GEPE TEPOUATOV Yo Vo
dwmotwbel 1 KAvOTNTA TOVG Vo, OmoP®GPOpVAOVOLY Tov linker oto KoatdAouma
Ser245/250/255 wou to potifo SXS twv Smad2/3. Z1n cuvéyewn idape TV enidopacn
g SCP1 og dwdwaocieg tov onuatodotkod povormatiov tov TGF-f 6mwg 1o
dyeptopd ¢ Smad3 pe ) Smad4 kot v Tpodcdeon g Smad3 oto DNA. H mo
EKTETOUEVT €pevval £YIvE 0NV EMOPAOT] TNG OMOP®SPOPVAiwonS Tov linker and Tig

SCPs omv  petaypagikny  evepyomoinon  twv  Smad2/3.  Xvykekpiuéva
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ypnoporomOnkav ot cuvovacpoi p(CAGA);-E1B-luc pe TGF-f 1 Smad2AE3 7
Smad3 «ot pGs-E1B-luc pe GAL4-Smad2 W GAL4Smad3. EmupocHera
depeuvnnke N poopopviioon tov linker and t1g INK ko Erk pe western blot ko
nepdpata cvvevepyomoinong. Télog pelemnbnke m emidpaon tov TGF-f oty
petaypaoen tov SCPs kot tng PPM1A.

H pelétn tov SCPs o¢ poopatdoeg twv Smad2/3 elye kdmola moAd evolopépovta
arotedéopata. [Ipota and dAa emPefarmbnie 61t ot SCPs eival pooQATAGES TOL
linker tov Smad2/3 oto wotdhowma Ser245/250/255. Avtibeta m PPMIA dev
mopovcioce TéTola dpdorn. XN cvvéyela oepevviinke 1 wkavoétta g SCP1 va
anopwcs@opvAdvel To potifo SXS g Smad2 tov Smad2/3. To amotéiecua
napovotalel eEopetikd evolapépov kabmg n SCP1 amopwospopviidvel to SXS og
emineda 16 av Oyt kaAvtepo e PPMIA. And GAAn pekétn €xel derydel 6T M
SCP1 amopwopopviidvel to SXS ¢ Smadl (Knockaert et al., 2006) 6pwg eivar m
TPAOTN Qopd mov Tapatnpeitan 1o 1010 Yoo Tic Smad2/3. MdAota oTIG HEAETES TV
Sapkota et al (2006) kow Wrighton et al (2006) dev mapatnpnOnke owtd T0 PAVOUEVO.
Avtd howmdv amoterel évoeldn o6t ot SCPs €youv mo devpupévo poAo otnv
Aertovpyia twv R-Smads puBuiovrog v amopmoeopvAiioon t6co tov linker 660
kol Tov potifov SXS. Emiong deiope po mocotikny ovoyétion twv SCPs oty
KavOTTA TOVG VO amoP®SPopLAldVovy Tov linker tg Smad2. Avtd mpokTikd
onupaivel 01t oe O6GO HEYOAVTEPN TOGHTNTA VTAPYOLV GTO KUTTOPO, TOGO IO
OTOTEAECUATIKG ATOQPOSPOPLAI®VOLY Tov linker tng Smad2. Ta cvunepdopota amod
avtd to melpapa givor TpmTov 6t o1 SCPs dpovv e TOAD [KPEG TOGOTNTES Yo TNV
amTo@®mcPopLAimon Tov linker kot dedTEPOV OTL TO KUTTOPO {0WG £YEL TN SLVATOTNTA
va puBuiler v amopmcopviioon tov linker mepropilovtag 1 awédavoviag v
mocomto. Twv SCPs. Oa eiye 1dwitepn onuacio yio 1o kdttapo av ot SCPs
mopovciolay SpOopPEG GTNV TPOTIUNON TOVE VO ATOPMOCPOPVLAIDVOVY CUYKEKPILEVQL
katdlowta otov linker. Ta mapdderypa Oa pmopovoe m SCP1 va mpotud Tig
Ser245/250 xon  SCP2 1ig Ser250/255, av kot g peydheg mosotnteg dev Oa EKavav
avt T Oikpon Kou Oo oamoewo@opvAiovayv OAa Ta katdAowta. Avtd Oa
dNUovpyovee TPOHTOBEGEIS Yoo TNV INUIOLPYI EVOC EVEAIKTOV POCPOPLAI®UEVOV
npotutov tov linker mov Ba mpdoPepe mowkiAia oTic aAAniendpdoelg v R-Smads
pe GALEC TPMOTEIVEG KO YEVIKOTEPO TNV OpdoT Tovg Héca 6To kuTTapo. [TapdAinia,
0 PBabuog g amopwsopviimong Tov SXS and v SCP1 eriong e&aptdtatl and v

TOcOTNTA TNG HEGO GTO KVTTOPO Kol PdAota 660 meplocdTepn givol OG0 To TOAD
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aropwceopvidvetor to SXS. H dwgopd oOpmg elvor ot yperdlovion oA
peyoAvtepeg mocotnteg T SCP1 yia va amopmopopvidcel o SXS oe oyxéon e tov
linker. Avto deiyvel 0Tl T0 TPOTOPYIKO TNG VEOoTPp®HA givar o linker tng Smad2 kot
oe dgvtepn @don 1o potifo SXS. Towg pdiota o aropmsopvAiwpévog linker va
anoterel TpobimodBeon yio TV amopmo@opvAiwon tov SXS and v SCP1. [Mapapéver
TO EPAOTNUA €AV 1 OTOPWSPOPVAI®oT Tov SXS twv Smad2/3 yivetan duecao amd v
SCP1 1 éppeca. H SCP1 pmopel vo mpocdévetonr dueco oty Smadl kot va
aropmcopvAtdvel To SXS (Knockaert et al., 2006) kot emiong oAANAETOPE LE TIC
Smad?2/3 epyduevn oe puown emoen pali tovg (Wrighton et al., 2006). Avtd deiyvel
o0tt 10 SXS Ba pmopovoe va amoterel Aueco vmooTpopo ywoo tnv SCP1. Aev
amokAeietol Op®G N AmoP®SPopLAiwon tov linker va onpovpyel TG KOTAAANAES
npobmobécelg yio v dpdon g PPMI1A. Eriong icwg n amopmc@opuAiinwcn tov
linker va gpmodilel tnv aAinAieniopaocn towv R-Smads pe tovg vrodoyeig tov TGF-f.
Téhog évag GALOC TpOMOG EUUEONC AmOPMOPOPLAIwONG Tov SXS Oa pmopovoe va
neptloppdver v amo@ws@opvAiinon tov TPRI and v SCP1 kot kat’ enéktaon v
advvapio Tov vo eoceopvAdcet To potifo SXS. Iaviog éva chotnuo TaVTdYPOVNG
dpdong twv SCPs kot g PPM1A otic R-Smads 0o arotedovoe Eva moAd KaAd tpdmo
eAEYYOL TNG évtaong Kot TG dpdong tov onuatoc tov TGF-f.

INo va emPefardoovpe 6t o linker tov R-Smads pocpopviidvetar and MAPKs
kot CDKs ypnowonombnkav ot cuvletikoi avaotoreic g MEK kot g JNK,
U0126 ka1 SP600125 avtictoya. Emiong ypnopomomdnke ko o p21 mov eivan
QLo1KOG avaoTtoAréag Tov CDK2/4. Ztoyoc Tov TEWPANOTOS EIvoL VO OTOTPEYOVLE TN
ewoopvAimon tov linker g Smad2 napovsio tov avactoréwv. Ipdypatt o UO126
ueimoe onuovtikd tm eoceopvAimon tov linker kot o SP600125 akdun nepiocdtepo.
O ovvovacpdg tovg emiong oxedov eapdvice ™ o@opvAiwon oto linker. Avtod
onuaivel 6t1 6vimwg to povormdtt tov MAPKs gvBovetatl yio v pwcs@opviimon tov
linker twv R-Smads. And v dAAn o p21 dev emnpéace KaBOAOL TN POSPOPLAI®GN
tov linker g Smad2. Evd éxer amodeybei 611 or CDK2/4 pmopopvlidvovy tov
linker tqg Smad3, dev vrdpyovv in vivo dedopéva TOV Vo dlyvouv TO 1010 Yo TOV
linker Tng Smad2 (Matsuura et al., 2004). Ztnv o1Kn pag O1ITaéN 0EV KOTAPEPULLE VO
amodeifovpe 011 N PpooeopvAimon tov linker pmopet va mpoépyetar and CDKs, dev
ATOKAEIETAL OUMG 1| GLVEIGPOPE TOVG VaL glval TOAD kP I Vo GLUPOLVEL GE E10TKES
KOTOOTACELS UECH GTO KVTTOPO 1 VO OGPOPLAI®VOVY GAAa koTdAowta Tov linker

omwg ™ Thr220.
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‘Eva @aivopevo mov mopotnpndnke ota mopomdve TEPAUATO MTOV 1 HEPIKN
TTOON TOV EMTEOMV TNG GLVOAIKNG Smad2 otig mepumtmdoelg mov o linker fMtTav
OAOKANPOTIKA OTOPOCPOPLAMUEVOS. AVTO VTOONADVEL OTL 1 ATOPOCPOPVAIMGN
tov linker 6o pmopovce vo odnyel Tic R-Smads mpog amouwcoddunon.
Xpnowomotmvtog £vo cuveTikd avacstoréa Tov 26S mpwteacodpatog (MG-132) dev
KOTOUPEPOLLE VO, ATOTPEYOLLE TNV arotkodounon g Smad2. Avtd onuaivel ite 6t
TEWPOUATIKY] HOG TPOCGEYYIOoN Ogv NMTav 1Kovh va dwkdyel Tn Opdorn Tov
TPOTEACOUATOG, ITE OTL VILAPYEL EVOAAAKTIKOG TPOTOG KataoTpopng s SCP1 eite
ot enmpedlovtol Ta petaypaeikd emnineda g Smad2. [Iavtwg oe mepintmon mov N
anoPws@opvAimon tov linker cuvodeveTal amd TNV aroEOsPopLAi®ST Tov SXS TOHTE
B Mtav Aoywkd n Smad2 wépo amd TV AVOKOKAMOY] TNG, VO OTOKOOOUEITOL O
Kdmotlo Baduo.

[Mo ™ wepartépm perétn g enidpaong mov £xel 1 SCP1 ot onpatoddton tov
TGF-B mpaypatorombnke éva meipapo oAANAETIOPOONC TPOTEIVOV [E TO GVGTI IO
¢ Protivurdioong pe BirA. Zvykekpuéva depeuvnonke Katd méco aAAnAemidpd n
Smad3 pe ™ Smad4 mopovoia g SCPIL. Apywkd mopatnpndnke pio Poocikn
wKavoTNTo.  aAANAETIOpacng Tovg M omoia ovéndnke KatakdpvPo amd TNV
eo@opvAimon tov SXS and tov CA-ALKS. H SCP1 vroBdOice 1o dipepiopd tov
Smad3/4 kot tov emavépepe ota eminedo Tov VINPYAV YOPIG TV Tapovsio Tov CA-
ALKS. Enopévag n SCP1 gumodiler v arinienidopaon tov Smad3/4. Tlapoéro mov
Ba uropovoe va evBHVETOL AMOKAEIGTIKA 1) amopmo@opLAiwon Tov linker tng Smad3
and v SCP1, iomg va vdapyel Kot aro@oo@opvAiocn oto SXS. Asv paivetor OpmG
va tiBeton tétoto Bépa ol ta detypata ota inputs deiyvouv 6t SCP1 dev givan o¢
KoV TOGHTNTA Y10 VAL Amop®SPopLALdMGEL To SXS ¢ Smad3. Enopévemg eivar molv
mOavod va guBovetal HOvo o amopmo@opLAl®pEVoS linker yio avtiy v voPdaOuion
oV depiopov twv Smad3/4.

Mia dAAn dadikasioo ot omoio Bo pmopovoe va gumiéketor 1 SCP1 elvan otnv
npoodeot Twv R-Smads oto DNA. I't’ avtd diepeuviOnke pe DNAP 1 tkavomta g
Smad3 vo mpocdévetar oto TEYVNTO OAryovovkAeotidlo (CAGA)s. Katopynv, m
Smad3 &6ei&e v 1010 IkavotnTO TPOGAESN G €lTE Ty POV NG €ite pe T Smad4. H
SCP1 dev &iye kapio enidpaocn oy wavotnto g tpdcsdeong g Smad3 oto DNA.
Emopévag n amopwseopvrinon tov linker dev paiveton ovte va eumodilel aArd ovte

Kol va fonda v tpdcdeon twv R-Smads 1o DNA.
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H peyoAddtepn evommto tov TEWPOUATOV TG TOpovoOg epyacio apopd v
LETOYPOPIKT) EVEPYOTOINGOT YOVISI®V avapopdg and T Smad2/3 mapovsio twv SCPs.
INo ta tepdpoto avtd ypnowonomdnke po dwPdduion ommv nosdéta twv SCPs
oV OUMG Oev Eemepvohoe T eMIMESD GTAL OMOI0L ATOPOGPOPLAIDOVETOL TO HOTIRO
SXS. Avtd éyive ®OTE TO AMOTEAECUOTO TOV TEPOUATOV VO, 0OQeiAovIonl OGO TO
duvaTdv mEPIGOOTEPO OTNV  AMOP®SPOopLAMmwon tov linker twv R-Smads. H
uetaypaikn evepyornoinon tov p(CAGA)-E1B-luc and tov TGF-B 6c0 kot omd T1¢
vrepekepacpéves Smad2AE3 kow Smad3 vroPabuictnke oe peydro Babud amd v
moapovcio. twv SCPs kot Omwg Mrtav avapevopevo kot and tmv PPMIA. Ooco
peyoAvtepn Ntav M mocotnto tov SCPs 1000 mo pewwpévn epeaviCovrav m
LETAYPAPIKT evepydTNTA TOL Yovidiov avagopds. Emopévag n amopoopopviimon
tov linker éyer apvntikn emidpaocrn ommv wKavotnta t@v R-Smads va emdyovv
HETOY o).

Yy mepimtwon g evepyomoinon and tov TGF-B n SCP1 givon mo dpaotiky amd
11 SCP2 ka1 SCP3, piyvovtag tn HETAYPOOIKT EVEPYOTOINGT G€ TOAD YOUNAOTEPQL
enmineda amd Tig dALeg dVO. Avtd vrodniovetl 6Tt  SCP1 Ba pnopovoe yevikd 1 vd
ovvOnkeg va mailel 1o facikd poAO TN ToPEUTOdIon TV Smads v petaypdpouvv
yovidola evad ot SCP2/3 va mapovstdalovv cuumAnpopatikd 1 epedpikd poro. And v
AN Opwg oty mepintwon g vaepekPpacpuévng Smad2AE3 6ieg ot SCP peidvouv
10 1010 GMOTEAECUATIKA TNV HETAYPOQIKN €vepyomoinom. Avtd icmg va oeiietal
oTNV MOPOVGi0 TEPICGENS VTOCTPMOUATOS GTO OTMOi0 UTOopohV va dpAcovv. TNV
mepimtwon ™G vrepekppacuévng Smad3 m SCP3  peidver v HETOYPOOIKN
evepyomoinon ota 1o emineda pe v SCP1 evdd n SCP2 10 katapépvel oe mOAD
pkpoétepo Pabud. Edd dweaivetoar 6t 1 SCP2 oe avtiBeon pe tig SCP1/3
aropwcs@opvAtdvel tov linker tng Smad3 oe mpoTLTO OV EMNPedlel AyOTEPO TNV
LETOYPOPIKT] EVEPYOTOING.

H peiwon g petaypapikng evepyonoinong tov Smads and 11 SCPs pmopel va
opeidetal og moAAOVG mapdyovtes. Koatapynv, avty n peioon Oa taipiale og o
eooeatdon tov SXS. Térolov &idovg opaon mapatnpnoape yoo v SCP1 otig
VYNAEG GUYKEVIPDOGELS TNG OTO KVTTOPO. LTV MEPITTOGY QTN 1 AUECT 1 EUUEOT
aro@mcPopLAimon Tov SXS and tic SCPs anotpénel v elcaywyn tov R-Smads oto
nopnva, gumodilel tov oAryopepiopd pe v Smad4 kot amokAeiel T Oompovpyio
LETOYPOPIKOV CUUTAOK®V. ATO TV GAAN pepld Opmg ot mocdtteg Twv SCPs mov

SOADVOMKOY MtV TOAD HUIKPEG Yo VO DEIoCTOTAL OTOP®GPOPVAI®oT oto SXS.
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Movo iowg ot peyaAvtepr tocotnta dtopoivveons tov SCPs (0.5 pg) oev Ba énpene
Vo OOKAEICOVUE TNV TEPIMTOON 1TNG MEPIKNG ATOPMOCEOPLAI®ONG Tov SXS
(cOpeova pe to western T@V TEPAUATOV OTOPOSPOPLAMMONG). AKOUN Kol 6TV
nepintwon Aowmdv mov 1M PEl®ON OTN  PETAYPOQIKY €VEPYOTOINOoTN oQeidetal
OTOKAEIOTIKA OTNV 0mo@wco@opviimon tov linker, mdAt ot R-Smads upmopel va
adLVATOVV VO LITOLV GTOV Tupnva 1 va oAtyopepilovtor pe ™ Smad4. Emiong n
arto@®cPopLAimon tov linker {cm¢ eumodilel Tn OCULOTPATEVLOT] UETOYPOUPIKDV
TapayOVIOV GTO UETAYPOPIKO ovumAoko T®v R-Smads 1 evvoel ) Ompovpyio
CLUTAOK®V KATOGTOANG TNG HETAYPAPNC. Ta mopamdve amoteAEoUOTO S1pOVODV LE
TIC £PEVVEC TTOL OElyVOLV OTL 1] POCEOPLAI®GT Tov linker £yel avaoTAATIKO pOAO BTNV
onpatoddtnon tov TGF-B (Calonge and Massague, 1999; Kretzschmar et al.,
1997,1999; Wicks et al., 2000; Grimm and Gurdon, 2002; Matsuura et al., 2004; Ho
et al., 2005; Fuentealba et al., 2007; Sapkota et al., 2007) aALd COUP®VOVV UE TIG
épevuveg mov Oelyvouv 0Tl N POcEopLAimor tov linker elval amapoitntn yu TV
emoywyn ¢ petoypapng ond tic Smads (Brown et al., 1999; de Caestecker et al.,
1998; Funaba et al., 2002; Hayashida et al., 2003; Mori et al., 2004; Kamaraju and
Roberts, 2005).

H ypnon tov ocvomuoatog pGs-E1B-luc kot GAL4-Smads pog emurpéner va
TEPLOPICOVIE TOVG UNYOVICHLOVS GTOVS OTTOI0VG OPEIAETAL 1) LEIMOT| TNG LETOYPOUPIKNG
evepyomoinong oamd tig SCPs. Avtd o160ttt 1 GAL4 mepiéyet woyvpd NLS yuo
HETOQOPE TNG GTOV TLPNVO TOV KVTTAP®V Kot otoryeio Tpodcdeong oto pGs-E1B-luc
yopig vo e&optatar and T Smads. Emopévog to povo mpdypo mov umopel va
EMNPEACEL 1| ATOPMOSPOPVAI®oN Tov linker Twv Smad2/3 givar n dnpovpyio evepymv
petaypaeikdv copmidkov. [pdypatt kot €dd ot SCPs peiwoav ) petoypoa@ikn
evepyomoinon and 11 GAL4-Smad2/3 pe 10 1010 TPOTLIO TV TPONYOVUEVDV
TMEPOUATOV UETAYPOUPIKNG ovvevepyomoinong. Omote avtd ogpeiletar koboapd €
advvopio. oyNUATICHOD €VOG €VEPYOD UETOYPOPIKOD ocvumAdkov TV Smads pe
dAlovg peTaYpOEIKOVS Tapdyovteg Kot cuvevepyomomtés ommg ot p300/CBP 1
P/CAF. Avt6 PéPaa 0e onuoivet Ott  oamokAeleton 1O €vOEYOUEVO Ol
amoPwcsopvAmpéveg otov linker Smad2/3 va unv gilcdyovtotr 6Tov Tupnva 1| voL unv
oynuatiCouv oAryopepn pe ™ Smad4, odAd eival @avepd OTL 0 POGPOPLMMOUEVOC
linker pmopel va maifer kaBoploTiKd POAO otV ONMUOLPYICL TOV UETAYPOPIKDV

oVuUTAOK®V T®V R-Smads.
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H mpocOnkn towv avactoréov UO0126 wor SP600125 mov eumodilovv v
eoo@opvAimon tov linker eiyov akpipodg 10 010 amotéreouo pe 1t SCPs otnv
evepyomoinong g petoypaeng and tig Smads. To yeyovoc pdiota 6Tt pHeudvouy
petaypaeikn evepyomnoinon oto HepG2 moAld mepiocodtepo amd 6t otoo HEK293T
ovvovdletan pe to OTL 1 OTOPWSPOPVAI®oT Tov linker givon moAD peyaAvtepn ota
HepG2.

2170 TOPOTAVE TEWPAPATO GLUVEVEPYOTOINONG TPEMEL Vo AdPovpe vroyn Tig
épevveg mov delyvouv 6t ot SCP1 kau SCP2 amopwcseopviidvovy 10 CTD g
RNAPII xou kataotéAhovv ) petaypoen (Yeo et al., 2003, 2005; Thompson et al.,
2006). 'Htav Aowmdv onuaviikdO vo OEVKPIVICTEL av 1 HEI®OoN TN UETOYPOUPIKNG
evepyomoinong mov PAEmovpe eivar €01k Yo too Smads 1 o@eidetal oTnV YEVIKN
enidpaomn twv SCPs ot petaypoewkn punyovn. I'a m depedhvnon awtod tov BEpaTog
ypnoporomOnkav ot reporter p(CAGA) z-luc, RhoA-luc kot ABCA1-N1500-luc
mopovcio povo g vrepekepacuévng SCP1. Eve oty mepintoon twv RhoA-luc kot
ABCAI1-N1500-luc n SCP1 £pi&e tn petaypa@ikn evepyomoinon kdto amd to factkd
enineda, omv nepintwon tov p(CAGA)x-luc siyope ehappid dvodo. Avtd onuaivet
OTL M UEI®O™N OTN UETAYPAPIKT] EVEPYOTOINGT] OV TOPOUTNPNCOUE OTIG TEPUTTMOOCELG
tov Smads and tic SCPs elvar edikég yio to onuotodotikd povoratt tov TGF-P.
Emunpdobeta o1 dapopég nTav apketd peydleg dote vo opeilovtol povo otrng dpdon
tov SCPs tavo otnv RNAPIL

To mepduaTo TOL TPAYUATOTOMGOUE £YIVOV GE GUVONKEG VLTEPEKPPOUONG TNG
SCP1. Eivor Aowmdv onuaviikd vo 7pocdlopicovpe mov  evtomiletor M
vrepekepacpévny SCP1 dote va damotdoovpe mov umopet va dpdoet yioo v
arto@moPopvAioon  tov linker twv R-Smads. O avoco@Bopiopudg mov
npaypatorombnke oe HEK293T xou COS-7 éoe1&e 011 M vepekppaocuévn SCP1
evtomiletal og OAN TNV €KTOOTN TOV KLTTAPOVL. Emiong o daywpioptodg tov mupnvikov
Kol Tov KuttopomAacpotikod dwpepiocpotoc oe HEK293T mov vrepékppacav tnv
SCP1 £0e1&e 611 avt evromiletal TG0 610 TPV GGO KOt TO KuTTOpOTAACH. AVTH
onuaivet 0Tt oto  mpomyovpeva mepduato o linker tov  R-Smads  elvan
ATOPOGPOPVAI®UEVOG Omov KU av Ppiloketor péco o©To KLTTAPO. AVTO givon
ONUOVTIKO 0101 gumodilel v diepedvnon deopadv oty Agttovpyia tov linker twv
R-Smads avdioyo av avtég Bpickovtal 6Tov Tupnva 1 T0 KVTTAPOTAAGLLA.

Xopupova pe to mapomdve ot SCPs Asrtovpyovv 6mwg m PPMI1A vwrép g

KATAOTOANG TG onuatoddtnons tov TGF-B. I'Y avtd 10 Adyo mpoaypotomodnkay
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RT-PCR yw va diepevviicovpe av 1 petaypaen tov yovidiov tov SCPs kot tng
PPM1A pvBuileton and tov TGF-B. Avtd Oo umopovoe va ddoeL amdvinon av o
TGF-B endyst v petoypa@r] Tovg Yoo THV SKOT TG onpatoddtong tov. Ta
amoteAéopatd pog £0e&av 01t oe yevikég ypappés o TGF-B aAlaler ) petoypoen
tov yovidiov ™ SCP1, SCP2, SCP2 kot PPM1A kot pdAioto pe Taoe yio pikpn
avénon. Emedn n adénon elvar pukpn pmopel vo yivel o 10yvupiopog OtL gival
apeAntéa Kot 0t otnv ovcio dev vrapyel amodetn 6t o TGF-f pvBuiler v
ékppaon tovg. Elvar eviektikd 6tt evd petd ta 80° enmdaong pe TGF-B ydveton n
eoo@opLAimon ¢ Smad3 oto SXS, ta avtictoyya enineda Tov mRNA ¢ PPM1A
elval povo eddyiota avénuéva. Amd v GAAN HEPLO Ol PMOOCPATACES OLTEG elval
amopaitnteg otn pvouicn Tov onuatodotikov povoratov tov TGF-f kot oty
TEPIMTO®ON OV OPOLV GE TOAD UIKPEG TOGHTNTEG £ival AoYIKO Vo Topatnpeiton pkpn|
OAAOYT) OTOL LETAYPOPIKA TOVG emimeda. Emmpocheta, amd ™ otryun mov eaivetot 0Tt
EYOVV apVNTIKN EMOPOCT 0T HETAYPOPIKN gvepyomoinon and tov TGF-B n avénon
TOVG 100G amoteAel £va avadpacTikd PnNyavicpd Sl0KOTNHG TNG GNUATOdOTNOTG.

To ocvunépacpa omd o TAPUTAVED ATOTEAECUATO Elval OTL 1| ATOPOGEOPLAMOT)
tov linker tov R-Smads £ye1 og amotéhecpo TV KOTOGTOAN TNG ONULATOSOTNONG TOV
TGF-B. Ou SCPs eivar ot pwoeatdceg tov linker mov emotpatedovior ond To
KOTTOPO Y10 VO GUVEIGQEPOLV o€ avTd. Ot Epgvveg mov €yovv yivel yua tig SCPs péypt
onuepa deiyvouv OTL dpOVV OVOCTOATIKA oTOo povomdtt twv BMPs pe 10 va
ATOPOSPOPLALMVOLY ekTOG amd tov linker kot To SXS g Smadl (Knockaert et al.,
2006). Avtifeta, otig Smad2/3 amopwcpopvidvovv povo tov linker pe amotéieoua
VO EDVOOUV TOV TLUPMVIKO EVIOMIGUO TOVG KOl VO EVIGYVDOLV TNG ONUATOdHTNON TOV
TGF-B (Sapkota et al., 2006; Wrighton et al., 2006). Ot Ttopandve £pevveg maipvouv
®G 0ed0EVO OTL 1 pwcPopvMmon tov linker and Tic MAPKSs éxet apvntikn enidpaon
otV Aertovpyia Tv R-Smads amoxAeiovtag tig amd tov mupnva. Ta dwkd pog
OTOTEAEGUOTO.  CLUVNYOPOLV TEPLGGOTEPO o1 Bewpion mov vmootpiler 611 M
ewcPopLAiwon Tov linker dpa evioyvtikd otnv Asttovpyio twv R-Smads kot 611 ot
SCPs emotpatedovion yio va vroPabuicovv avt) ) Asttovpyio. To Pacikd Aomdv
epOTNUA gtvan T dpovv ot SCPs oy aropwcspopvArioon tov linker kot yroti avtd
eumodiler t11ig Smads vo emdyovv v petaypagn. Avo poviéda dpdong twv SCPs
TaPOLGIALOVTOL GE QT TNV EPYACIN, TO KVTTUPOTAACUATIKO KOl TO TUPNVIKO. AVvTd
o, povtéda €yovv kabopiotel amd to €dv ot SCPs &yovv 1 odvvatotnta vo

anopws@opvAtdvovy tov linker towv R-Smads otov muprva 1| 610 KuTTOpOTAAGHLO
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Kol emiong o€ Tt fabud Hropovv va TPOKOAEGOVY TNV ATOP®GEOPVAIMGT TOL HOTIRoV
SXS. To tedevtaio amotelel mocotikd Opa yuo 1ig SCPs agov @aivetor 6Tt pdvo oe
LEYOAES GUYKEVIPDOGELS EMLTLYYAVOLV TNV ATOPMSPOPLAI®GST Tov SXS.

270 KUTTOPOTAAGHOTIKO LOVTEAO 1) ATOP®SPOPLAIwSn Tov linker amd Tig SCPs Ha
uropovoe vo gumodilet Tic R-Smads oe moALd enineda. [IpdTov, 68 HKpEG TOGOTNTEG
twv SCPs, 1 antopwcopvriimon tov linker pmopet va anotpénel Tov oAryouepioud pe
T1g Smad4 1 v aAANAenidpaoT LE TIG VOUKAEOTOPIVES Y10 TV EIGOYWYT GTO TVPT VL.
e peyodtepeg moootTeG ot SCPs pmopohv va emdpovv GUEGH GTN POGPOPLAINGT
tov SXS. Avtd onuaivel glte OTL TO ATOPMOOPOPLAIOVOLV GUECH €ite EUpESQ
eumodifoviag TV POGEOPLAMMOT TOV amd TOLG VLTOJOYElC. AVTO 1O HOVIEAO Oa
UTOPOLGE KAAMGTO Vo 1oyY0EL otV Ok Mo mepapatiky] ddtaén mov ot SCPs
VIEPEKPPACTNKOV Kol EVIOTILOVTOV 6€ OAN TNV £KTAGT TOV KVTTAPOV.

Ouwg, ot SCP1 ka1 SCP2 e puooroyikég cuvOnkeg eviomilovtal otov mupniva
tov kuttdpov (Yeo et al., 2003; Knockaert et al., 2006) eropévmg dev elvatl Aoyiko vo
dpovV 610 KLTTAPOTAACHA. AVTOV Tov poAo pmopel va tov maiger 1 SCP3 mov €yet
eVtomotel evooyevmg oe OAN v éktaor tov kvuttdpov (Kashuba er al., 2004).
Emiong Oa ntav a&iodoyn pio perétn yo v diepedvnon g tonoioyiog tv SCP1/2
oe KOtTapa mov déyovion epébiopo pe TGF-f kabog avtd Ba pmopovoe va Tig
petatonilel og kamowo Pabud kot oto kvtTtapoémiacua. To mbavotepo PEPara sivar
6t ot SCPs dpovv mave otig Smads Gtov Tupiva Tov KuTtdpov énwg kot 1 PPM1A
eooeatdon tov SXS. To mupnvikd poviého dpdong twv SCPs Ba pumopovoe emiong
va ovpfaivel oe moALG emineda Ko mepAauPdvel ektOg omd v voPddon tov
oAtyopepiopod twv R-Smads/Smad4 kor v mepintwon vo unv oymuoatifovrot
petaypaeikd copmioka. ‘Exet deyytetl 6t n meproyn 200-230 tov linker tng Smad3, n
omoia mepthapfavel tig oepiveg mov pwcsopvidvoviot omd MAPKs kot CDKs, eivan
ONUOVTIKT] YW TNV EMQy®YN NG MHETAYPOQEN|G €meW] &ivor vmevbovny yoo v
aAnAeniopaon pe tov ovumapdayovto. P/CAF (Prokova et al., 2005). H
arto@mcPopLAimon tov linker Bo pmopovice va gpmodilel tnv aAAnienidpaon tov R-
Smads pe ovvevepyomomrég o6nme ot P/CAF, p300 xou CBP.

Agv amoxeieton BéPata | dpdon twv SCPs, n amopwsopvrioon tov linker twv
R-Smads kot  otpatordynon HETAYPOPIKOV GUUTOPAYOVI®OV VO €lval aKOUY| 7O
noAvmAokn. T mapdderypo n tavtdypovn dpdon 6Awv Tov SCPs 1 1 amokAeloTikn
dpdion povo piog o€ mOIKIAEG TOCOTNTEG KOl GE GLUVOLUGHUO WE TIG EVEPYOTOIUEVES

MAPKSs 6a umopodcav va onpiovpyodv ToAAATAG TPOTLTO PWGEOPVAIMONG GTOV
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linker tov R-Smads pe gvieAdg Sopopetikd amoteAéopuato. AVTa T0 OTOTEAEGUOTOL
TEPIAOUPAVOVY €lTE TNV EMAEKTIKN HETAYPOPT YOVIOIWV €lT€ TOV TEPLOPIOUO TNG
évtaong mov €xel n onuotodotnon tov TGF-B oy petaypaer| yovidimv. Emiong
Tave o€ aVTd dev TTPEMEL vaL EEXVALLE KOl TNV KOTACTAON TOV KatoAoinwv tov linker
oL dev pwo@opLAldVovTtal and MAPKs 1 mov dev emodpovv oe avtd ot SCPs. H
QPOOEOPLAI®ON oWTOV TV KatoAloimwv poalli pe opiopéva tov MHI (Thr8) icwg
Exovv emmpocBeto puOoTIKO poAo. ['evikdTepa N pwsPopvAimon Tov linker pmopet
va Tpoc@épel pio amiotevtn gveMéio oty petaypaen and to Smads kot ot SCPs va
amoteAovV Tov KOplo puOot . BéPata OTme paivetatl and ta amoteAéouaTd oG,
otav N aroeo@opLAimoT otov linker givon onuavtikn tote To MBOVOTEPO Elval TG
duoyepaivetar o peydro Pabuo 1 TPOGIEST| LETAYPOUPIKDV TOPAYOVI®V 6T Smads.
Extog ond avtd, m peyddn mocdmra tov SCPs oeaivetor Ot odnysl otnv
arnopws@opvAimon tov SXS twv R-Smads péoa oto mupnva tov kuttdpov. Avtd
elte yivetan dpeca and 11 SCPs gite éupeco amopmo@opvAiidvovtag tov linker kot
ONUIOVPYOVTOS TIG KOTAAANAES mpobmoBécels ywoo va dpbost m PPMIA. To
AmOTEAEG A ETVOL 1) OAOKANPOTIKY] KATOGTOAN TNG onpotodotnong tov TGF-L.

Yvvoyilovtog To TupNnVIKO povTEéAo TG opdong twv SCPs oty onuatoddtnon Tov
TGF-B meprhapPdver tpio ovocraoctikd onueio. To mpodto givor 1 puOoTIK) Opdon
OV UTOPEL Vo £XOVV GTI PETAYPAPT OE GYXECN UE TN TOCOTNTA TOVG Kot Tov Paduod
evepyomoinong towv MAPKS, 10 debtepo gival 6Tt o€ peyaADTEPES TOGATNTEG TOVG M
aropwcs@opvAimon tov linker Aettovpyei yua va petpidoet To onpa tov TGF-B ko to
Tpito elvarl O6TL 6€ TOAD peYAAEG TOGOTNTEG 0ONYEL OTN ATOPMOGPOPLAI®OT Tov SXS
KOl TNV 10(LpN KaTaoToA] TG onpatoddtong tov TGF-B. Ze oha avtd PEPara Oa
npénetl vo. Aapovpe voyn 01t 8g yvopilovpe TOCO GNUOVTIKY EIVOL | POGEOPLAIDOT
oL KoTaAoirtov Ser276 tov linker Tng Smad4 kot edv ot SCPs dpovv mave tg. Avtd
KOVEL OKOUN T TOAVTAOKO TO pOAO oL pmopel va oladpapaticel o linker twv
Smads.

O)o ta mopamdve vrootnpilovv ) Bempio 6t N pocPopvAiwon Tov linker &yet
eVIoYLTIKO pOAo otn onuoatoddtnon tov TGF-f evd n amopwoeopvAiocn Tov €xel
apynTikn emidpoaon. Avtd épyovion oe avtiBeon pe 1 Oeswpio TOL TLPNVIKOL
amokAEGpov Twv Smads 6tav o linker givatl poceopvAiwpévog. Oa propovoe PEPara
N amoP®o@opvAimor tov linker va gavaykalelt v mopnviky dwthpnon tov R-
Smads pe cuvémelo Tov amoKAEICUO TNG EVEPYOTOINGNG TOVS OO TOVG VITOJOYELG Ko

TNV KataoToAn g onpotoddtnong tov TGF-B. ITapdia avtd dev givor amapaitnto
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ot o linker tov R-Smads €yet Tov 1010 pOL0 € OAOVG TOVG KLTTOPIKOVS TOHTOVS EVM
Bo pmopovoe vo SodPAATICEL Kot dpOPETIKO POLO GTO 1010 KOTTOPO avAAOYd LE
v Katdotoon tov. To olyovpo givor 61t yro va dtodevkavOel optoTikd o pOAOG TOV
linker Ba mpémer va BpeBodv kot va peleTnBovv ot mapdyovteg mov Tov exnpedlovy
aueoca 1 QeSO KaOMS Kot TO OTOTELEGO OVTNG TNG OAANAETTIOpOOTC.

TéNog, N perétn g ewo@opvAiwong Tov linker kot TG AmTOPOOEOPLAI®GNG TOV
ano T SCPs givat onpoavtikés yio to poOAo Tov oNpetodoTikoy povoratiod tov TGF-
B otov Kapkivo. e moALA £10M kopkivov vrepAettovpyodv ot CDKs, Ras kot EGF kot
mopatnpeitor avénuévn eoceopvAiimon tov linker tov R-Smads aAld dev €xet yivet
EexaBapn n onpacia mov £yl oty Proroyia Tov Kapkivov. Erxione o nrav a&ioloyo
vao pelemBet n éxppoon kot M Asrtovpyia twv SCPs kot PPM1A og kapkivikovg
16TOVG. AVTd Bo propoHoav v 0dNyNooVY GTNV €0PECT TPOTMV Vo, Evepyomonbel To
KutTOpooTatikd TPoypappa tov TGF-B og kapkivikd kdTTopo 1 Vo TaPEUTOIOTEL N
dpdion Tov 6e TPOYWPNUEVA GTAdN TOV KOPKivov Omov guvoel T petdotaon. Agv Oa
ntav vrepPfoin va Aéyape 6Tt o linker tov R-Smads kot o1 pooeotdoes Tovg icmg
ATOTEAEGOVV QUPUOKEVTIKO GTOYO GTO UEALOV Yoo TNV Bgpameio TOAADV HOPPDV

KopKivov.
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ABSTRACT

     Transforming growth factor β (TGF-β) belongs to a superfamily of cytokines playing important role in fundamental processes of the metazoan cells such as cell proliferation, differentiation, migration, adhesion and death. TGF-β regulates transcriptional responses via the cytoplasmic effector proteins termed Smads. The TGF-β signaling pathway includes the binding of TGF-β to transmembrane receptors, the activation of Smads through phosphorylation, the homo- or hetero-oligomerization of Smads, their translocation to the nucleus and their interaction with other nuclear factor for the transcription of gene-targets. 

     The linker region of R-Smads contains many serine/threonine phosphorylation sites which are considered to play a very important role in TGF-β signaling. The phosphorylation of the linker by MAPKs and CDKs is the point of convergence between the TGF-β signaling pathway and the EGF/FGF/Ras signaling pathways. The result of this convergence as well as the general effect of the linker phosphorylation of R-Smads on the TGF-β pathway is still under study.

     The SCPs (Small CTD phosphatases) were initially identified as phosphatases of the CTD region of RNAPII. Recent studies have associated them with the dephosphorylation of the linker region of Smad1/2/3 and the SXS motif of Smad1. The effect of this interaction was the attenuation of the BMP signaling but the enhancement of TGF-β-induced transcriptional responses. The last one is opposed to the general repression of the transcriptional machinery that had been so far observed by SCPs.


     In the present study we examined the effect of the dephosphorylation of the linker region of Smad2/3 on the TGF-β signaling pathway. Initially, we performed a series of titrations using increasing concentrations of expression vectors carrying the SCP1, SCP2, SCP3 and PPM1A phosphatases in HEK293T cells. The aim of these experiments was to examine the ability of the phosphatases to dephosphorylate the Ser245/250/255 linker residues and the SXS motif of Smad2/3. The results showed that all SCPs could equally dephosphorylate the linker of Smad2/3 in contrast to PPM1A which did not exhibit such ability. We also demonstrated for the first time that SCPs can dephosphorylate the SXS motif of Smad2/3 which is phosphorylated by TGF-β receptor type I. Moreover, we confirmed that the MAP kinases JNK and ERK are responsible for the phosphorylation of the Smad2 linker region.


     Consecutively, we investigated the effect of SCP1 on Smad functions such as the dimerization between Smad3 and Smad4, the binding of Smad3 to the DNA and the transcriptional activation of reporter genes. The results indicated that the dephosphorylation of the Smad3 linker region attenuates the dimerization with Smad4 but does not influences the binding to DNA. Furthermore, it was shown a decrease in the transcriptional activity of Smad2/3 in the presence of even very small amounts of SCPs, which is in contrast with previous studies.


     Finally, we demonstrated that TGF-β does not have an effect on the transcription of the SCPs and PPM1A genes in HaCaT cells.                     
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

     Ο μετασχηματίζων αυξητικός παράγοντας β (TGF-β) ανήκει σε μία υπεροικογένεια εκκρινόμενων πρωτεϊνών που παίζουν σημαντικό ρόλο στα κύτταρα των μεταζώων συμμετέχοντας σε βασικές τους λειτουργίες όπως κυτταρική διαίρεση, διαφοροποίηση, μετανάστευση, προσκόλληση, οργάνωση και θάνατο. Ο TGF-β και τα υπόλοιπα μέλη της οικογένειας δρουν ως εξωκυττάριοι σηματοδότες που έχουν τη δυνατότητα μέσω ενδοκυττάριων διαμεσολαβητών να ρυθμίζουν τη μεταγραφή εκατοντάδων γονιδίων στόχων. Τα βασικά χαρακτηριστικά της σηματοδότησης του TGF-β περιλαμβάνουν τη πρόσδεση του TGF-β σε μεμβρανικούς υποδοχείς που έχουν δραστικότητα κινάσης σερίνης-θρεονίνης, την ενεργοποίηση των ενδοκυττάριων Smads μέσω φωσφορυλίωσης, τον ομο- και ετερο-ολιγομερισμό των Smads, την μετάβασή των Smads στο πυρήνα και την αλληλεπίδρασή τους με πυρηνικούς βοηθητικούς παράγοντες για τη μεταγραφή γονιδίων-στόχων. 


     Η περιοχή του linker των Smads περιέχει πάρα πολλά σημεία φωσφορυλίωσης σερίνης/θρεονίνης που τα τελευταία χρόνια αναδεικνύονται σε σημαντικό ρυθμιστή της σηματοδότησης του TGF-β. Η φωσφορυλίωση του linker από MAPKs και CDKs αποτελεί σημείο αναφοράς για την σύγκλιση της σηματοδότησης του TGF-β με άλλα σηματοδοτικά μονοπάτια όπως των EGF/FGF/Ras. Το αποτέλεσμα αυτής της σύγκλισης καθώς και η γενικότερη επίδραση που έχει η φωσφορυλίωση του linker στο σηματοδοτικό μονοπάτι του TGF-β παραμένει αμφιλεγόμενο.

     Οι SCPs (Small CTD Phosphatases) αναγνωρίστηκαν αρχικά ως φωσφατάσες της καρβοξυτερματικής περιοχής (CTD) της RNAPII. Πρόσφατες έρευνες όμως τις ανέδειξαν σε φωσφατάσες του linker των Smad1/2/3 καθώς και του μοτίβου SXS της Smad1. Η δράση τους στο linker των Smads είχε σαν αποτέλεσμα την καταστολή της BMP σηματοδότησης αλλά την ενίσχυση της επαγόμενης μεταγραφής από τον TGF-β, το τελευταίο από τα οποία έρχεται σε αντίθεση με τη γενικότερη κατασταλτική δράση των SCPs στη μεταγραφική μηχανή.


     Στη παρούσα εργασία μελετήθηκε η επίδραση της αποφωσφορυλίωσης του linker των Smad2/3 στη σηματοδότηση του TGF-β. Αρχικά, έγινε μια σειρά από τιτλοδοτήσεις χρησιμοποιώντας αυξανόμενες συγκεντρώσεις φορέων έκφρασης των φωσφατασών SCP1, SCP2, SCP3 και PPM1A  σε κύτταρα HEK293T  με σκοπό να μελετηθεί η εξειδίκευση των φωσφατασών ως προς τα κατάλοιπα Ser245/250/255 και προς το μοτίβο SXS των Smad2/3. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι όλες οι SCPs αποφωσφορυλιώνουν τον linker των Smad2/3 στον ίδιο βαθμό σε αντίθεση με την PPM1A η οποία δεν τον αποφωσφορυλιώνει. Δείχτηκε για πρώτη φορά ότι σε μεγάλες συγκεντρώσεις, οι SCPs έχουν την ικανότητα να αποφωσφορυλιώνουν το SXS μοτίβο των Smad2/3 το οποίο φωσφορυλιώνεται από τον υποδοχέα τύπου Ι του TGFβ. Επίσης δείχθηκε ότι οι MAP κινάσες JNK και ERΚ είναι υπεύθυνες για τα βασικά επίπεδα φωσφορυλίωσης του linker της Smad2. 


Στη συνέχεια διερευνήθηκε η επίδραση της SCP1 στις λειτουργίες των Smads όπως ο διμερισμός της Smad3 με τη Smad4, η πρόσδεση της Smad3 στο DNA και η μεταγραφική ενεργοποίηση γονιδίων αναφοράς. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι  ότι η αποφωσφορυλίωση του linker της Smad3  μειώνει το διμερισμό της με τη Smad4 αλλά δεν επηρεάζει την πρόσδεσή της στο DNA. Επίσης, δείχτηκε η μείωση της μεταγραφικής ενεργότητας των Smad2/3 παρουσία των SCPs ακόμη και σε πάρα πολύ μικρές ποσότητες το οποίο έρχεται σε αντίθεση με προηγούμενες μελέτες.



Τέλος, δείξαμε ότι ο TGF-β δεν έχει καμία επίδραση στην μεταγραφή των γονιδίων των SCPs και της PPM1A1 σε κύτταρα HaCaT. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Α.  Ο ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΖΩΝ ΑΥΞΗΤΙΚΟΣ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ  β (TGF-β)

     Ο μετασχηματίζων αυξητικός παράγοντας (TGF-β) αποτελεί το πρωταρχικό μέλος και δίνει το όνομα του σε μία υπεροικογένεια εκκρινόμενων πρωτεϊνών που επίσης περιλαμβάνει τις nodals, activins, inhibins, bone morphogenetic proteins (BMPs), growth and differentiation factors (GDFs), myostatins, anti-Mullerian hormone (AMH) και άλλες. Ο TGF-β και τα υπόλοιπα μέλη δρουν ως εξωκυττάριοι σηματοδότες που έχουν τη δυνατότητα μέσω ενδοκυττάριων διαμεσολαβητών να ρυθμίζουν τη μεταγραφή εκατοντάδων γονιδίων. Οι πρωτεΐνες αυτές παίζουν σημαντικό ρόλο στα κύτταρα των μεταζώων συμμετέχοντας σε βασικές τους λειτουργίες όπως κυτταρική διαίρεση, διαφοροποίηση, μετανάστευση, προσκόλληση, οργάνωση και θάνατο. Εκφράζονται από τα περισσότερα κύτταρα του οργανισμού με συγκεκριμένα ιστοειδικά πρότυπα και μπορούν να δρουν ενδοκρινώς, παρακρινώς και αυτοκρινώς. Η συμβολή τους είναι απαραίτητη τόσο στην εμβρυική ανάπτυξη όσο και στην ενήλικη ζωή και είναι αξιοσημείωτος ο πολλαπλός ρόλος που μπορεί να διαδραματίσουν στον οργανισμό. Για παράδειγμα, ο TGF-β, ένα από τα πιο μελετημένα σηματοδοτικά μόρια, ευνοεί τη μορφογένεση και την αύξηση των ιστών στο έμβρυο αλλά ενεργοποιεί κυτταροστατικές και αποπτωτικές διαδικασίες των κυττάρων σε ενήλικους ιστούς. Ουσιαστικά η ανταπόκριση του κυττάρου στη δράση του TGF-β είναι πολύπλοκη και εξαρτάται από τη σχετική συγκέντρωση που βρίσκεται, τη διαφορική μεταγραφική ρύθμιση που προκαλεί και τις μη-μεταγραφικές επιδράσεις στις οποίες εμπλέκεται. Όλα αυτά επίσης εξαρτώνται από το φυσιολογικό περιβάλλον του κυττάρου και από την κατάσταση στην οποία βρίσκεται. Μέχρι σήμερα έχουν χαρακτηριστεί πάνω από 60 μέλη της υπεροικογένειας του TGF-β  και περίπου 42 κωδικοποιούνται από το ανθρώπινο γονιδίωμα (Feng & Derynck, 2005; Massague & Gomis, 2006; Massague et al., 2005).

     Συγκεκριμένα, ο TGF-β περιλαμβάνει τρεις ισομορφές (TGF-β1, TGF-β2 και TGF-β3 με μεγέθη 390, 412 και 412 αμινοξέα αντίστοιχα) που παράγονται αρχικά ως πρόδρομες μη ενεργές πρωτεΐνες. Τα βασικά χαρακτηριστικά της πρόδρομης μορφής είναι το αμινοτελικό προπεπτίδιο, που περιλαμβάνει 20-30 αμινοξέα που δρουν ως σινιάλο για έκκριση από το κύτταρο και τη περιοχή LAP (latency associated peptide), και το καρβοξυτελικό ώριμο πολυπεπτίδιο μεγέθους 112-114 αμινοξέων. Η ενεργή μορφή του TGF-β αποτελείται από ένα διμερές μεγέθους 25 kDa  που συνδέεται με δισουλφιδικό δεσμό. Δύο αντίγραφα του προπεπτιδίου παραμένουν ενωμένα στην ώριμη μορφή του TGF-β και την καθιστούν ανενεργή σχηματίζοντας ένα σύμπλοκο που ονομάζεται LTBP (latent TGF-β binding complex). Στον εξωκυττάριο χώρο τα προπεπτίδια πρωτεολύονται και ενεργοποιείται ο TGF-β, με αυτή τη πρωτεόλυση να αποτελεί έναν τρόπο ρύθμισης της δράσης του (Annes et al., 2003). Η ενεργή μορφή του TGF-β σταθεροποιείται από υδρόφοβους και δισουλφιδικούς δεσμούς και  περιέχει πολλά συντηρημένα μοτίβα. Το πιο σημαντικό είναι 9 κυστεΐνες από τις οποίες οι 8 σχηματίζουν δισουλφιδικούς δεσμούς και δημιουργούν τον κυστεϊνικό κόμπο που είναι χαρακτηριστικό όλων των μελών της υπεροικογένειας του TGF-β. Η ένατη κυστεΐνη σχηματίζει δισουλφιδικό δεσμό που είναι υπεύθυνος για τη σταθεροποίηση του διμερούς (Daopin et al., 1992).   

     Σε γενικές γραμμές το σηματοδοτικό μονοπάτι του TGF-β περιλαμβάνει την πρόσδεση των συνδετών σε μεμβρανικούς υποδοχείς, την ενεργοποίηση ενδοκυττάριων διαμεσολαβητών και τη ρύθμιση γονιδίων μέσω αυτών. Η πρόσδεση του TGF-β και των υπόλοιπων μελών της υπεροικογένειας γίνεται σε ένα σύμπλοκο υποδοχέων που περιλαμβάνει δύο ζευγάρια υπομονάδων γνωστά ως υποδοχείς τύπου Ι και ΙΙ. Οι δύο αυτοί τύποι υποδοχέων έχουν μία περιοχή με δράση κινάσης σερίνης/θρεονίνης. Επιπρόσθετα ο υποδοχέας I περιέχει και μια συντηρημένη περιοχή πλούσια σε γλυκίνη/σερίνη (GS).  Η πρόσδεση του TGF-β επιτρέπει τη σταθεροποίηση του συμπλόκου των υποδοχέων και την φωσφορυλίωση του GS του υποδοχέα Ι από τον συστατικά ενεργό υποδοχέα IΙ. Αυτό επάγει την ενεργότητα  του υποδοχέα I ως κινάση σερίνης/θρεονίνης και με τη σειρά του αυτοφωσφορυλιώνεται. Ο ενεργός υποδοχέας I φωσφορυλιώνει μέσα στο κύτταρο τις ρυθμιστικές Smads (R-Smads) οι οποίες σχηματίζουν ολιγομερή με τη Smad4 (co-Smad). Οι δύο βασικοί κλάδοι σηματοδότησης χωρίζονται στον κλάδο του TGF-β  και του BMP. Ο πρώτος περιλαμβάνει συνδέτες όπως οι TGF-β, activin, nodal ή myostatin και ενεργοποιεί τις Smad2/3 ενώ ο δεύτερος περιλαμβάνει τις BMPs και GDFs και ενεργοποιεί τις Smad1/5/8. Το σύμπλοκο των R-Smads/Co-Smad μπαίνει στο πυρήνα και έχει την ικανότητα να αναγνωρίζει ρυθμιστικές αλληλουχίες σε γονίδια-στόχους και με τη βοήθεια συνενεργοποιητών ή συγκαταστολέων να ρυθμίζει τη μεταγραφή τους (Εικόνα 1) (Moustakas et al., 2001; Derynck and Zhang, 2003; Shi & Massague, 2003; Feng & Derynck, 2005). 
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Εικόνα 1. Το σηματοδοτικό μονοπάτι της υπεροικογένειας του TGF-β. (Α) Οι συνδέτες του TGF-β σχηματίζουν σύμπλοκο με το ετεροτετραμερές των υποδοχέων τύπου I και II. (B) Ο ενεργοποιημένος υποδοχέας τύπου Ι φωσφορυλιώνει τις R-Smads οποίες ολιγομερίζονται με την Smad4 και ρυθμίζουν τη μεταγραφή γονιδίων στο πυρήνα. Οι διαμεσολαβητές του TGF-β είναι οι Smad2/3 και των BMPs οι Smad1/5/8 (http://info.med.yale.edu/obgyn/ reproimmuno/courses/class4/sld020.htm by Dr. Gil Mor).

     Αν και οι Smad πρωτεΐνες αποτελούν τον κύριο διαμεσολαβητή στo σηματοδοτικό μονοπάτι του TGF-β, έχουν αναφερθεί και άλλοι διαμεσολαβητές όπως οι κινάσες ERK, JNK, p38, PI3K, οι φωσφατάσες PP2A και μέλη της οικογένειας των Rho πρωτεϊνών (Moustakas & Heldin; 2005; Derynck & Zhang, 2003). Αυτά τα εναλλακτικά μονοπάτια, σε συνδυασμό με τις συνδυαστικές αλληλεπιδράσεις των υποδοχέων στα ολιγομερή σύμπλοκα και με τον μεγάλο αριθμό των μεταγραφικών παραγόντων που αλληλεπιδρούν οι Smads συμβάλουν στην μεγάλη ποικιλία των κυτταρικών αποκρίσεων του TGF-β. Το εκπληκτικό βέβαια αλλά ακόμη αναπάντητο ερώτημα είναι πως μέσω του TGF-β μπορούν και ενεργοποιούνται ή καταστέλλονται ταυτόχρονα εκατοντάδες γονίδια στο ίδιο κύτταρο και μάλιστα κάτω από αυστηρά ελεγχόμενες συνθήκες.

Β.  ΟΙ ΥΠΟΔΟΧΕΙΣ ΤΗΣ ΥΠΕΡΟΙΚΕΓΕΝΕΙΑΣ ΤΟΥ TGF-β ΚΑΙ Η ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥΣ

     Όπως προαναφέρθηκε υπάρχουν δύο τύποι υποδοχέων (Ι και ΙΙ)  των οποίων βασικό χαρακτηριστικό είναι ότι έχουν ενεργότητα κινασών σερίνης/θρεονίνης. Μέχρι σήμερα έχουν βρεθεί στα θηλαστικά 7 υποδοχείς τύπου Ι (ALK 1-7: Activin receptor like kinases) και 5 υποδοχείς τύπου ΙΙ (ActRII, ActRIIB, TβRII, BMPRII και AMHRII). Οι υποδοχείς Ι και ΙΙ είναι γλυκοπρωτεΐνες με μέγεθος 55 και 70 kDa αντίστοιχα και εκτείνονται σε όλο το μήκος της πλασματικής μεμβράνης σχηματίζοντας ομοδιμερή μεταξύ τους. Η πρόσδεση κάποιου συνδέτη έχει ως αποτέλεσμα να σταθεροποιούνται και να σχηματίζουν ένα ετεροτετραμερές. Το τελικό σύμπλοκο λοιπόν αποτελείται από το συνδέτη και από τέσσερεις υποδοχείς (ετεροτετραμερές) που ανά δύο σχηματίζουν ομοδιμερή. Οι τρόποι με τους οποίους μπορούν να συνδυαστούν παρουσιάζουν μεγάλη ποικιλία προσφέροντας ευελιξία στο σηματοδοτικό μονοπάτι. Οι κύριοι συνδυασμοί περιλαμβάνουν την οικογένεια των TGF-βs να ενεργοποιεί τον ολιγομερισμό των TβRII/ALK5, οι activins τους ActRII, IIB/ALK4, οι nodals τους ActRII, IIB/ALK7 και οι BMPs, GDFs και AMH τους BMPRII, ActRII,IIB, AMHRII/ALK1,2,3,6 (Εικόνα 2) (Feng & Derynck, 2005). Υπάρχουν όμως και δευτερεύοντες εναλλακτικοί συνδυασμοί που προσδίδουν ακόμη μεγαλύτερη ποικιλία όπως για παράδειγμα η ανταγωνιστική δράση του ALK1 απέναντι στον ALK5 για πρόσδεση στον TβRII (Goumans et al., 2003).

     Η προσέγγιση των δύο τύπων υποδοχέων διαφέρει ανάμεσα στους δύο βασικούς κλάδους σηματοδότησης των TGF-βs/activins και των BMPs. Στην πρώτη περίπτωση οι συνδέτες TGF-β και activin αλληλεπιδρούν με τον υποδοχέα τύπου ΙΙ αλλά όχι με τον υποδοχέα τύπου Ι. Μόλις δημιουργηθεί ένα ισχυρό σύμπλοκο μεταξύ του συνδέτη και του υποδοχέα τύπου ΙΙ, τότε μπορεί να έρθει και να ενσωματωθεί σε αυτό και ο υποδοχέας τύπου Ι (Massague, 1998; Hart et al., 2002). Η ενσωμάτωση του υποδοχέα τύπου Ι στο σύμπλοκο γίνεται είτε επειδή οι συνδέτες αλλάζουν στερεοδιαμόρφωση όταν προσδένονται στον υποδοχέα τύπου ΙΙ και αποκαλύπτουν περιοχές πρόσδεσης για τον υποδοχέα τύπου Ι, είτε επειδή ο υποδοχέας αναγνωρίζει μία ευρύτερη περιοχή πρόσδεσης που περιλαμβάνει τόσο τον συνδέτη όσο και τον υποδοχέα τύπου ΙΙ (Hart et al., 2002). Αντίθετα στην περίπτωση των BMPs η πρόσδεση γίνεται πρώτα στον υποδοχέα τύπου Ι και αυτό το σύμπλοκο μπορεί με τη σειρά του να ενσωματώσει και τον υποδοχέα τύπου ΙΙ (Kirsch et al., 2000).
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Εικόνα 2. Οι υποδοχείς της υπεροικογένειας του TGF-β. Η δράση των υποδοχέων ρυθμίζεται στον εξωκυττάριο χώρο από διάφορους παράγοντες που μπορεί είτε να βοηθούν είτε να εμποδίζουν την πρόσδεση των συνδετών στους υποδοχείς (Shi & Massague, 2003).

     Όπως προαναφέρθηκε οι δύο τύποι υποδοχέων περιέχουν ενδοκυττάριες περιοχές που τους επιτρέπουν να λειτουργήσουν ως κινάσες σερίνη/θρεονίνης. Οι κινάσες είναι μονίμως ενεργές στον υποδοχέα τύπου ΙΙ αλλά όχι στον υποδοχέα τύπου Ι. Η δημιουργία του ετεροτετραμερούς των υποδοχέων δίνει τη δυνατότητα στον υποδοχέα τύπου ΙΙ να φωσφορυλιώσει την περιοχή του GS στον υποδοχέα τύπου Ι. Η περιοχή GS, χαρακτηριστική μόνο του υποδοχέα τύπου I, βρίσκεται μέσα στο κύτταρο, αμινοτελικά της περιοχής της κινάσης και περιέχει σερίνες και θρεονίνες στο μοτίβο TTSGSGSG. Η φωσφορυλίωσή της από τον υποδοχέα τύπου ΙΙ ενεργοποιεί τον υποδοχέα τύπου Ι που αποκτά και αυτός ενεργότητα κινάσης σερίνης/θρεονίνης (Massague, 1998). Το αποτέλεσμα είναι αφενός η απομάκρυνση των αναστολέων FKBP12 και FKBP12.6 που προσδένονται στη μη φωσφορυλιωμένη GS και εμποδίζουν τη σηματοδότηση του TGF-β και αφετέρου η ικανότητα του υποδοχέα να προσδέσει στο GS και να φωσφορυλιώσει τις R-Smads (Huse et al., 2001).

     Η σηματοδότηση του TGF-β μπορεί να ρυθμιστεί στον εξωκυττάριο χώρο από μια ποικιλία παραγόντων (Εικόνα 2). Καταρχήν υπάρχουν τα LAP προπεπτίδια του TGF-β που όπως προαναφέρθηκε τον καθιστούν ανενεργό. Επιπρόσθετα όμως υπάρχουν και άλλοι ανταγωνιστές του TGF-β όπως οι decorin, α2-macroglobulin, follistatin, noggin, chordin/SOG και DAN/Cerberus. Ο μηχανισμός λειτουργίας τους είναι να προσδένουν τους συνδέτες, να εμποδίζουν τη σύνδεσή τους στους υποδοχείς και έτσι να μπλοκάρουν το σηματοδοτικό μονοπάτι. Οι decorin και α2-macroglobulin προσδένουν τον TGF-β, η follistatin τις activins και τις BMPs και οι noggin, chordin/SOG και DAN/Cerberus επίσης τις BMPs. Η λειτουργία τους είναι ιδιαίτερα σημαντική για τον οργανισμό. Για παράδειγμα, έχει δειχτεί ότι η ταυτόχρονη απώλεια των noggin, follistatin και chordin από το έμβρυο του Xenopus δημιουργεί σοβαρά προβλήματα στην μορφογένεση (Khokha et al., 2005). Ένας άλλος τρόπος παρεμπόδισης του μονοπατιού στον εξωκυττάριο χώρο γίνεται από τη διαμεμβρανική πρωτεΐνη BAMBI (BMP and Activin receptor membrane bound inhibitor). Η ΒΑΜΒΙ παρουσιάζει 53% ομοιότητα με τον ALK3 στο Xenopus αλλά δεν έχει την περιοχή με ενεργότητα κινάσης. Ο τρόπος που δρα είναι να ανταγωνίζεται με τον ALK3 στη δημιουργία του ετεροτετραμερούς υποδοχέα με το συνδέτη (Onichtchouk et al., 1999). Ακόμη, υπάρχουν διαλυτές μορφές των υποδοχέων τύπου Ι και ΙΙ που μπορεί να προσδέσουν τους συνδέτες και να εμποδίσουν την αλληλεπίδραση τους με τις διαμεμβρανικές μορφές των υποδοχέων λειτουργώντας έτσι αρνητικά στη σηματοδότηση (Natsume et al., 1997, Lin et al., 1995). Από την άλλη μεριά υπάρχουν και διαμεμβρανικές πρωτεΐνες που βοηθούν στην πρόσδεση των συνδετών στους υποδοχείς (Εικόνα 2). Αυτές είναι οι betaglycan, endoglin, cripto, CTGF και DRAGON. Η betaglycan (ή αλλιώς TGF-β υποδοχέας τύπου ΙΙΙ) βοηθά την πρόσδεση του TGF-β στον ΤβRII και των inhibins στον ActRII, IIB (Massague, 1998). Ιδιαίτερα στην περίπτωση των inhibins και του TGF-β2 έχει σημαντικό ρόλο καθώς αυτές δεν παρουσιάζουν από μόνες τους ισχυρή έλξη προς τον υποδοχέα. Η endoglin έχει παρόμοιο ρόλο με τη betaglycan και στα ενδοθηλιακά κύτταρα των αγγείων προάγει την αλληλεπίδραση TGF-β/ALK1 αντί για TGF-β/ALK5 προκαλώντας αυξημένη αγγειογένεση και κυτταρικό πολλαπλασιασμό (Lebrin et al., 2005). Η cripto παράγεται ως εκκρινόμενη αλλά και ως μεμβρανική πρωτεΐνη και βοηθά την αλληλεπίδραση των Nodal, Vg1 και GDF1 στους ActRII, IIB (Cheng et al., 2003). Η CTGF έχει το διπλό ρόλο να ευνοεί την πρόσδεση του TGF-β στους υποδοχείς του αλλά ταυτόχρονα να εμποδίζει τη πρόσδεση του BMP4 (Abreu et al., 2002). Τέλος η DRAGON προσδένεται στις BMP2, BMP4, ALK2, ALK3, ALK6, ActRII και ActRIIB και ενισχύει την σηματοδότηση από τις BMPs (Samad et al., 2005).     

Γ. ΟΙ SMAD ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ ΚΑΙ Η ΔΟΜΗ ΤΟΥΣ

     Οι Smad πρωτεΐνες έχουν μέγεθος περίπου ~500 αμινοξέα και αποτελούν τους κύριους διαμεσολαβητές του σηματοδοτικού μονοπατιού του TGF-β. Στον ανθρώπινο οργανισμό κωδικοποιούνται 8 Smad πρωτεΐνες και αυτές είναι οι Smad1-8. Οι Smad1/2/3/5/8 είναι οι ρυθμιστικές πρωτεΐνες R-Smads (Regulatory Smads) και ενεργοποιούνται με φωσφορυλίωση από του υποδοχείς της υπεροικογένειας του TGF-β. Οι Smad1/5/8 συμμετέχουν στη σηματοδότηση των BMPs/GDFs/AMH ενώ οι Smad2/3 στη σηματοδότηση των TGF-βs/activins/nodals. Η Smad4 ή co-Smad ολιγομερίζεται με τις ενεργοποιημένες R-Smads και σχηματίζει με αυτές ένα σύμπλοκο που είναι απαραίτητο για τη Smad-επαγόμενη μεταγραφή. Οι Smad6/7 είναι γνωστές και ως I-Smads (Inhibitory Smads) και έχουν την ικανότητα να διακόπτουν το σηματοδοτικό μονοπάτι.


     Οι Smads απαρτίζονται από τις περιοχές MH1 και ΜΗ2 που συνδέονται μεταξύ τους από την περιοχή του linker (Shi & Massague, 2003). Η αμινοτελική MH1 περιοχή είναι πολύ συντηρημένη μεταξύ των R-Smads και της Smad4, αλλά δεν υπάρχει στις I-Smads, και μπορεί να προσδένεται στο DNA μέσω μίας δομής β-φουρκέτας που σχηματίζει. Πρέπει να σημειωθεί ότι το μεγαλύτερο ποσοστό της Smad2 παράγεται σε μια ισομορφή που δεν προσδένεται άμεσα στο DNA εξαιτίας ενός ενθέματος στην MH1 που κωδικοποιείται από το εξώνιο 3. Αντίθετα η ισομορφή της Smad2 που δεν περιέχει αυτό το ένθεμα (Smad2ΔΕ3) μπορεί να προσδένεται άμεσα στο DNA. Η MH2 περιοχή είναι επίσης πολύ συντηρημένη μεταξύ των Smads και έχει πολλαπλές λειτουργίες.  Ένα βασικό χαρακτηριστικό της ΜΗ2 των R-Smads  είναι το καρβοξυτελικό μοτίβο SXS που φωσφορυλιώνεται από τους υποδοχείς με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση τους. Επίσης χάρη σε αυτό το φωσφορυλιωμένο μοτίβο η Smad4 αναγνωρίζει τις R-Smads και ολιγομερίζεται με αυτές. Για τις δύο παραπάνω αλληλεπιδράσεις είναι απαραίτητη μια σειρά από βασικά αμινοξέα που βρίσκονται στην MH2. Η MH2 περιλαμβάνει επίσης αλληλουχίες, που σχηματίζουν τον «υδροφοβικό διάδρομο», για την αλληλεπίδραση με κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες που επιτρέπουν την παραμονή των Smads στο κυτταρόπλασμα, με τις νουκλεοπορίνες για την εισαγωγή τους στο πυρήνα και με συμπαράγοντες πρόσδεσης στο DNA. Η περιοχή SAD (Smad activation domain) που εκτείνεται μερικώς στο MH2 και στον linker βοηθά στην αλληλεπίδραση με μεταγραφικούς παράγοντες. Τέλος, ο linker είναι λιγότερο συντηρημένος μεταξύ των Smads και στις R-Smads και I-Smads περιέχει το μοτίβο PY που αποτελεί σημείο πρόσδεσης για τις λιγάσες ουβικιτίνης Smurf (Smad ubiquitination-related factor). Ο linker των R-Smads περιέχει επίσης πολλά σημεία φωσφορυλίωσης από διάφορες κινάσες όπως MAPKs και CDKs ενώ στο linker της Smad4 υπάρχει σινιάλο εξόδου από τον πυρήνα (NES: Nuclear export signal) (Εικόνα 3).
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Εικόνα 3. Η δομή των Smad πρωτεϊνών (Massague et al., 2005).

Δ. ΚΥΤΤΑΡΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΗ ΚΑΙ ΠΥΡΗΝΙΚΗ ΘΕΣΗ ΤΩΝ SMADS

     Οι R-Smads ενεργοποιούνται από τους υποδοχείς, ολιγομερίζονται με τη Smad4 και ρυθμίζουν τη μεταγραφή στο πυρήνα. Επομένως η θέση τους είναι τόσο στο πυρήνα όσο και στο κυτταρόπλασμα του κυττάρου. Στη βασική τους κατάσταση όπου το σηματοδοτικό μονοπάτι του TGF-β είναι ανενεργό βρίσκονται κυρίως στο κυτταρόπλασμα (Pierreux et al., 2000; Watanabe et al., 2000). Γι’ αυτό ευθύνονται κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν με τις R-Smads και τις διατηρούν στο κυτταρόπλασμα. Από αυτές, η πρωτεΐνη SARA (Smad anchor for receptor activation) είναι από τις πιο μελετημένες και αλληλεπιδρά με τις Smad2/3 (Tsukazaki et al., 1998). Η SARA περιέχει την αλληλουχία πρόσδεσης σε λιπίδια FYVE που την οδηγεί στα ενδοσώματα (Di Guglielmo et al., 2003). Επίσης περιέχει μία αλληλουχία πρόσδεσης στις Smads (SBD: Smad binding domain) που αλληλεπιδρά με τον «υδροφοβικό διάδρομο» της ΜΗ2 περιοχής των Smad2/3 (Wu et al., 2000). Επειδή η ίδια περιοχή της MH2 χρησιμοποιείται για αλληλεπίδραση με τις νουκλεοπορίνες και μεταγραφικούς συμπαράγοντες, το σύμπλοκο Smad2/3-SARA δε μπορεί να μεταβεί στο πυρήνα και να σχηματίσει μεταγραφικά σύμπλοκα (Randall et al., 2002). Αξίζει να σημειωθεί ότι οι Smads μπορούν να μπουν με δύο τρόπους στο πυρήνα. Πρώτον, αλληλεπιδρούν κατευθείαν με τις νουκλεοπορίνες τόσο για να εισαχθούν στο πυρήνα όσο και για να εξαχθούν από αυτόν (Xu et al., 2002). Δεύτερον, έχουν μια περιοχή στο MH1 που μοιάζει με NLS (Nuclear localization signal) και επιτρέπει την αλληλεπίδρασή τους με ιμπορτίνες (εκτός από τη Smad2 εξαιτίας του ενθέματος από το εξώνιο 3) για την εισαγωγή στον πυρήνα (Kurisaki et al., 2001). Η αλληλεπίδραση με τις νουκλεοπορίνες είναι σαφέστατα πιο διαδεδομένη ενώ η εισαγωγή μέσω ιμπορτινών χρησιμοποιείται πολύ λιγότερο (Xu et al., 2003). Όταν το SXS είναι φωσφορυλιωμένο η SARA δεν προσδένεται αποτελεσματικά στις Smads2/3 με αποτέλεσμα να μπορούν να αλληλεπιδράσουν με τις νουκλεοπορίνες και να εισέλθουν στο πυρήνα (Wu et al., 2001). Παράλληλα η πρόσδεση των μεταγραφικών παραγόντων FoxH και Mixer στον «υδροφοβικό διάδρομο» των Smad2/3 παρατείνουν την παραμονή τους στο πυρήνα (Xu et al., 2002). Η αποφωσφορυλίωση του SXS επιτρέπει την αποσύνδεση των μεταγραφικών συμπλόκων από τις Smad2/3 και την εξαγωγή τους από τον πυρήνα (Inman et al., 2002).

     Η Smad4 στη βασική της κατάσταση βρίσκεται εξίσου στο πυρήνα όσο και στο κυτταρόπλασμα (Pierreux et al., 2000; Watanabe et al., 2000). Οι ενεργοποιημένες R-Smads δημιουργούν ολιγομερή με τη Smad4 και μεταβαίνουν στον πυρήνα (Chacko et al., 2004). Δεν έχει διευκρινιστεί ακόμη εάν τα ολιγομερή των R-Smads/Smad4 σχηματίζονται στο κυτταρόπλασμα ή στο πυρήνα μετά την εισαγωγή των R-Smads και πιθανόν αυτό να διαφέρει ανάλογα με τις συνθήκες που επικρατούν στο κύτταρο. Το σίγουρο είναι ότι όταν το σηματοδοτικό μονοπάτι είναι ενεργό τότε η Smad4 εντοπίζεται κυρίως στον πυρήνα του κυττάρου. Σε αντίθεση με τις Smad2/3, η Smad4 περιέχει NES στον linker που αναγνωρίζεται από την CRM1, μια πρωτεΐνη που ο ρόλος της είναι να εξάγει άλλες από το πυρήνα. Η CRM1 λοιπόν μπορεί να εξάγει τη Smad4 από τον πυρήνα εκτός αν αυτή είναι σε σύμπλοκο με τις R-Smad που τότε η CRM1 δεν έχει πρόσβαση στο NES. Όταν οι R-Smads αποφωσφορυλιωθούν στο SXS, η Smad4 δεν σχηματίζει πια σύμπλοκο μαζί τους και μπορεί να βγει από το πυρήνα (Pierreux et al., 2000; Watanabe et al., 2000; Inman et al., 2002; Chen et al., 2005). 

     Το συμπέρασμα είναι ότι τον κυριότερο ρόλο για την θέση των Smads μέσα στο κύτταρο παίζει η φωσφορυλίωση του SXS των R-Smads. Όταν το σηματοδοτικό μονοπάτι του TGF-β είναι ενεργό τότε οι Smads βρίσκονται στο πυρήνα καθώς ο στόχος τους είναι η ρύθμιση της μεταγραφής συγκεκριμένων γονιδίων. Σε αντίθετη περίπτωση δεν χρειάζεται να βρίσκονται στο πυρήνα επομένως διατηρούνται στο κυτταρόπλασμα. 

Ε. ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ ΚΑΙ ΟΛΙΓΟΜΕΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ SMADS

     Η ενεργοποίηση των μη φωσφορυλιωμένων R-Smads ξεκινά με την πρόσδεσή τους στη GS περιοχή του ενεργού υποδοχέα τύπου Ι (Huse et al., 2001). Ο υποδοχέας φωσφορυλιώνει τις R-Smads στο SXS με αποτέλεσμα την αλλαγή στη στερεοδιαμόρφωση των R-Smads και την αποσυμπλοκή τους από τον υποδοχέα. Οι Smad2/3 φωσφορυλιώνονται από τους ALK4/5/7 και οι Smad1/5/8 από τους ALK1/2/3/6. Αυτή η ειδικότητα έγκειται σε χαρακτηριστικές δομές τόσο στους υποδοχείς τύπου Ι όσο και στην περιοχή MH2 των R-Smads που ονομάζονται βρόγχοι L45 και L3 αντίστοιχα (Εικόνα 4). Ο βρόγχος L45 βρίσκεται στην περιοχή της κινάσης του υποδοχέα τύπου Ι και περιλαμβάνει 9 αμινοξέα. Η αλληλουχία του L45 διαφέρει μεταξύ των υποδοχέων τύπου I και προσφέρει την ειδικότητα απέναντι στην Smad που θα ενεργοποιηθεί. Έτσι, οι ALK4 και ALK5 έχουν πανομοιότυπο L45 που όμως διαφέρει κατά 4 αμινοξέα από τoν L45 των ALK3/6 και κατά 7 αμινοξέα από τoν L45 των ALK1/2 (Chen et al., 1998a). Μάλιστα ένας ALK5 που περιέχει τoν L45 ενός ALK6 μπορεί να ενεργοποιήσει τις Smad1/5/8 και αντίστροφα ένας ALK6 με τoν L45 ενός ALK5 μπορεί να ενεργοποιεί τις Smad2/3 (Chen et al., 1998a). Παρόμοια στοιχεία ισχύουν και για το βρόγχο L3 που βρίσκεται στην MH2 των R-Smads. Η αλληλουχία του L3 μεταξύ των Smad2/3 είναι ίδια ενώ και μεταξύ των Smad1/5/8 είναι ίδια. Τώρα οι L3 μεταξύ των δύο αυτών ομάδων διαφέρουν σε 2 αμινοξέα. Επίσης μια μεταλλαγμένη Smad1 που φέρει τον L3 της Smad2 αλληλεπιδρά με τον ALK5 και μια μεταλλαγμένη Smad2 που περιέχει τον L3 της Smad1 δεν μπορεί να αλληλεπιδράσει με τον ALK5 (Lo et al., 1998). Για την σταθεροποίηση βέβαια του συμπλόκου υποδοχέα-Smad είναι απαραίτητες και γειτονικές αλληλουχίες του L3 που αλληλεπιδρούν με το GS του υποδοχέα (Lo et al., 1998). Ορισμένες πρωτεΐνες έχουν προταθεί ότι παίζουν βοηθητικό ρόλο στην αλληλεπίδραση των Smads με τους υποδοχείς. Για παράδειγμα η SARA εκτός του ότι διατηρεί τις R-Smads στο κυτταρόπλασμα, υποβοηθά και την αλληλεπίδρασή τους με τους υποδοχείς (Tsukazaki et al., 1998). Η Dab2 (Disabled-2) σταθεροποιεί την αλληλεπίδραση του ALK5 με τις Smad2/3 και η απουσία της καθιστά τα κύτταρα λιγότερο ευαίσθητα στον TGF-β (Hocevar et al., 2001). Τέλος η Dok-1 αλληλεπιδρά με τη Smad3 και ίσως βοηθά την ενεργοποίηση μέσω activins (Yamakawa et al., 2002). 

     Η Smad4 αναγνωρίζει το φωσφορυλιωμένο SXS των R-Smads και ολιγομερίζεται με αυτά (Εικόνα 4). Ο ολιγομερισμός με την Smad4 είναι μάλλον περισσότερο αναγκαίος για την δημιουργία μεταγραφικών συμπλόκων παρά για την εισαγωγή των R-Smads στο πυρήνα. Η Smad4 είναι απαραίτητη σε όλες τις περιπτώσεις μεταγραφικής ρύθμισης από τις Smads αν και ο πιο σοβαρός Smad2-/- φαινότυπος σε σχέση με τον Smad4-/- στα ποντίκια ίσως υποδηλώνει την ικανότητα ρύθμισης απουσία της Smad4 (Chu et al., 2004).  Η στοιχειομετρία του συμπλόκου δεν είναι ξεκάθαρη με επικρατέστερη να είναι αυτή των τριμερών δηλαδή 2 R-Smads με μία Smad4. Οι R-Smads μπορεί να είναι ίδιες (π.χ. Smad3/Smad3 ή Smad1/Smad1) ή διαφορετικές (π.χ. Smad3/Smad2, Smad1/Smad5 ή πιθανόν και Smad1/Smad3). 
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Εικόνα 4. Η ενεργοποίηση των R-Smads από του υποδοχείς και ο ολιγομερισμός τους με τη Smad4. Η αμοιβαία αναγνώριση των R-Smads με τους υποδοχείς γίνεται μέσω των βρόγχων L45 και L3. Οι φωσφορυλιωμένες στο SXS R-Smads ολιγομερίζονται με τη Smad4 και μεταβαίνουν στον πυρήνα για να ρυθμίσουν την μεταγραφή διαφόρων γονιδίων (Feng & Derynck, 2005).

Για τη σταθεροποίηση του συμπλόκου είναι απαραίτητη η φωσφορυλιωμένη SXS και o βρόγχος L3  της MH2 περιοχής (Chacko et al., 2001, 2004). Εκτός από τα τριμερή έχουν γίνει αναφορές και για διμερή κυρίως μεταξύ Smad2/Smad4 ενώ έχουν εντοπιστεί τόσο διμερή όσο και τριμερή Smads στους υποκινητές γονιδίων (Inman & Hill, 2002). Το συμπέρασμα είναι ότι η πολυπλοκότητα που παρουσιάζει το τριμερές αλλά και η ύπαρξη διμερών ίσως έχει να κάνει με το γονίδιο-στόχο ή τους εκάστοτε μεταγραφικούς συμπαράγοντες και υποδηλώνει μία ευελιξία και ποικιλία στην δυνατότητα της μεταγραφικής ρύθμισης από τις Smads.

ΣΤ. ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΗ ΡΥΘΜΙΣΗ ΑΠΟ ΤΙΣ SMADS

     Το σύμπλοκο R-Smads/Smad4 επιστρατεύει διάφορους συμπαράγοντες στον πυρήνα και ρυθμίζει την καταστολή ή την ενεργοποίηση διαφόρων γονιδίων. Για την πρόσδεση στο DNA είναι απαραίτητη η περιοχή MH1. Οι Smad4 και όλες οι R-Smads έχουν την ικανότητα να προσδένονται στο DNA με εξαίρεση την μεγάλη ισομορφή της Smad2 που περιέχει το εξώνιο 3. Αν και η Smad2ΔΕ3 μπορεί να προσδένεται άμεσα στο DNA, παράγεται σε πολύ μικρότερες ποσότητες από την Smad2 στα κύτταρα. Παρόλα αυτά η Smad2ΔΕ3 είναι απαραίτητη στον οργανισμό και είναι χαρακτηριστικό ότι ενώ τα Smad2-/- ποντίκια παρουσιάζουν θνησιγενή εμβρυικό φαινότυπο, τα διαγονιδιακά ποντίκια που εκφράζουν μόνο τη Smad2ΔΕ3 ισομορφή επιζούν και είναι γόνιμα (Dunn et al., 2005). Πιθανολογείται πάντως ότι το σύμπλοκο Smad2/Smad4 μπορεί να προσδεθεί στο DNA μέσω της Smad4. Το πιο χαρακτηριστικό στοιχείο πρόσδεσης στο DNA που αναγνωρίζεται από την MH1 των Smads (SBE: Smad-binding element) είναι το 5’-CAGAC-3’. Το στοιχείο αυτό περιέχεται σε ένα ή περισσότερα αντίτυπα στους υποκινητές των γονιδίων που ρυθμίζονται από τις Smads (Shi et al., 1998). Επειδή η εγγενής δυνατότητα των Smads να προσδένονται στο DNA είναι χαμηλή, χρειάζεται η ύπαρξη πολλαπλών SBEs που ενισχύουν την πρόσδεση. Όμως ακόμη και όταν υπάρχουν μέχρι και 4 SBEs είναι απαραίτητη η παρουσία συμπαραγόντων στο σύμπλοκο R-Smads/Smad4 για αποτελεσματική πρόσδεση στο DNA (Seoane et al., 2004). Τόσο η ύπαρξη πολλαπλών SBEs αλλά και η συμμετοχή διαφόρων συμπαραγόντων πρόσδεσης προσφέρει τη δυνατότητα της ρύθμισης πολλαπλών γονιδίων από τις Smads. Εκτός όμως από το 5’-CAGAC-3’ έχουν βρεθεί και άλλα στοιχεία πρόσδεσης των Smads όπως το 5’-GGCTT-3’ αλλά και περιοχές πλούσιες σε GC (Chen et al., 2002; Kang et al., 2003a). Ορισμένες φορές μάλιστα έχουμε την συνύπαρξη αυτών των αλληλουχιών με το CAGAC σε έναν υποκινητή (Kang et al., 2003a). 

     Η πρόσδεση διαφόρων συμπαραγόντων στο σύμπλοκο των R-Smads/Smad4 εκτός του ότι προσφέρει καλύτερη πρόσδεση στο DNA, δίνει τη δυνατότητα ποικίλης μεταγραφικής ρύθμισης. Πρακτικά αυτό σημαίνει ότι ανάλογα με τους συμπαράγοντες που έχουν προσδεθεί ρυθμίζονται διαφορετικά γονίδια ή ομάδες γονιδίων. Η ποικιλία αυτή προσφέρεται σε 4 επίπεδα. Πρώτον, στο επίπεδο του γονιδίου, διαφορετικοί συμπαράγοντες αναγνωρίζουν και διαφορετικά στοιχεία πρόσδεσης στο DNA όπως αυτά που αναφέρθηκαν πιο πάνω. Δεύτερον, στο επίπεδο του σηματοδοτικού μονοπατιού των Smads, διαφορετικοί συμπαράγοντες αναγνωρίζουν και διαφορετικά ολιγομερή των Smads (π.χ. Smad1/Smad5/Smad4 ή Smad3/Smad3/Smad4). Τρίτον, στο επίπεδο του κυττάρου, παράγονται διαφορετικοί συμπαράγοντες από κύτταρο σε κύτταρο διαφοροποιώντας έτσι την μεταγραφή γονιδίων ανάλογα με το κυτταρικό τύπο. Τέταρτο, στο επίπεδο της μεταγραφή, οι συμπαράγοντες μπορεί είτε να επάγουν είτε να καταστείλουν την έκφραση ενός γονιδίου. Από τους πιο γνωστούς μεταγραφικούς συμπαράγοντες των Smads για την πρόσδεσή τους στο DNA είναι η οικογένεια πρωτεϊνών forkhead. Από αυτές η FoxH1 αλληλεπιδρά με την MH2 της Smad2 στο σύμπλοκο FoxH1/Smad2/Smad4 το οποίο με τη σειρά του προσδένεται στον υποκινητή του γονιδίου Mix2 και ρυθμίζει την μεταγραφή του (Chen et al., 1997). Επίσης οι FoxO1, FoxO3 και FoxO4 συνδέονται με το MH1 της Smad3 και ενεργοποιούν ορισμένα γονίδια όπως το p21Cip1 (Seoane et al., 2004) ενώ παρουσία και του C/EBPβ ενεργοποιούν διαφορετικά γονίδια όπως το p15INK4β (Gomis et al., 2006a,b). Άλλα γνωστά σύμπλοκα είναι το OAZ/Smad1/Smad4 που ενεργοποιεί το γονίδιο Vent2 στο Xenopus (Hata et al., 2000), τα σύμπλοκα της οικογένεια των RUNX παραγόντων όπως το Runx/Smad2,3/Smad4 που ρυθμίζει το IgCα (Zhang & Derynck, 2000), τα E2F/Smad3/Smad4 που καταστέλλουν το c-Myc στα επιθηλιακά κύτταρα (Chen et al., 2002) και το ATF3/Smad3/Smad4 που καταστέλλει το Id1 (Kang et al., 2003a) (Εικόνα 5, 6).

     Εκτός από τους συμπαράγοντες πρόσδεσης στο DNA που αναφέρθηκαν πιο πάνω, υπάρχουν και άλλοι που δρουν ως συνενεργοποιητές για τη μεταγραφή γονιδίων. Οι γενικοί συνενεργοποιητές p300 και CBP αλληλεπιδρούν με τις Smad1/2/3/4 στην MH2 περιοχή και επάγουν τη μεταγραφή γονιδίων πιθανόν προκαλώντας ανακατατάξεις στη χρωματίνη (Massague & Wotton, 2000) (Εικόνα 6). Επίσης είναι αξιοσημείωτη η συνεργασία στην σηματοδότηση των BMP2 και LIF (leukemia inhibitor factor) μέσω του p300. Συγκεκριμένα, οι διαμεσολαβητές τους Smad1 και STAT3 προσδένονται συνεργατικά σε διαφορετικά σημεία του p300 και επάγουν τη μεταγραφή του Gfap (glial fibrillary acidic protein) για την διαφοροποίηση των αστροκυττάρων (Nakashima et al., 1999). Άλλοι γενικοί συνενεργοποιητές είναι ο P/CAF  που συνδέεται με τους p300/CBP  και με την MH2 περιοχή των R-Smads (Itoh et al., 2000) αλλά και ο ARC105 που αλληλεπιδρά επίσης με την MH2 (Kato et al., 2002). Υπάρχουν βέβαια και πιο ειδικοί συνενεργοποιητές για τις Smads όπως ο SMIF και ο Swift που σε αντίθεση με τους παραπάνω έχουν αυτό το ρόλο μόνο όταν συνδυάζονται αποκλειστικά με τις Smads (Shimizu et al., 2001; Bai et al., 2002).

     Από την άλλη μεριά το σύμπλοκο R-Smads/Smad4 επιστρατεύει και συγκαταστολείς για την απενεργοποίηση γονιδίων και μάλιστα η καταστολή γονιδίων αποτελεί περίπου το 25% των μεταγραφικών ρυθμίσεων από τις Smads. Η καταστολή του c-Myc είναι από τις πιο σημαντικές στο κυτταροστατικό πρόγραμμα του TGF-β. Στην περίπτωση αυτή σχηματίζεται σύμπλοκο μεταξύ των Smad3 και Smad4, του E2F4 συμπαράγοντα πρόσδεσης στο DNA και του συγκαταστολέα p107 και αναγνωρίζεται η περιοχή TIE (TGF-β inhibitory element) στον υποκινητή του c-Myc (Chen et al., 2002). Το γονίδιο Id1 καταστέλλεται από το σύμπλοκο ATF3/Smad3/Smad4 με την ATF3 να λειτουργεί ταυτόχρονα ως συμπαράγοντας πρόσδεσης στο DNA και ως συγκαταστολέας (Kang et al., 2003a). Η καταστολή γίνεται σε δύο βήματα καθώς με το ερέθισμα από τον TGF-β αυξάνονται πρώτα τα επίπεδα της ATF3 και στη συνέχεια καταστέλλεται το Id1 (Εικόνα 5). Ομοίως υπάρχουν και συγκαταστολείς στη σηματοδότηση των BMPs όπως ο Nkx3.2 (προσδένεται και στο DNA) που αλληλεπιδρά με τα σύμπλοκα Smad1/Smad4 και mSin3/HDAC, ρυθμίζοντας τη διαφοροποίηση των χονδροκυττάρων, και ο Schnurri που αλληλεπιδρά με τις Smad1/Smad4 στη Drosophila για την καταστολή του Brinker (Muller et al., 2003) (Εικόνα 5, 6).
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Εικόνα 5. Μοντέλα μεταγραφικής ρύθμισης από τις Smads. (A) Ενεργοποίηση της μεταγραφής από τις Smads. Το μεταγραφικό σύμπλοκο αποτελείται από τις R-Smads/Smad4, παράγοντες πρόσδεσης στο DNA (FoxH, FoxO κτλ), συνενεργοποιητές (p300, CBP, P/CAF) και πρωτεΐνες προσαρμογής (MSG1, SMIF). (B) Καταστολή της μεταγραφής από τις Smads. Το σύμπλοκο καταστολής αποτελείται από τις R-Smads/Smad4, παράγοντες πρόσδεσης στο DNA (E2F4/5 κτλ), συγκαταστολείς (p107 κτλ). (C) Συνεργασία άμεση και έμμεσης μεταγραφικής απόκρισης των Smads. Σε αρκετές περιπτώσεις είναι απαραίτητη η αρχική ρύθμιση κάποιων γονιδίων από τις Smads που θα επιτρέψει σε δεύτερη φάση την ρύθμιση άλλων γονιδίων (Massague et al., 2005).
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Εικόνα 6. Λίστα με πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν με τις Smads. Στην πρώτη στήλη αναγράφεται η πρωτεΐνη, στη δεύτερη στήλη το είδος της, στη τρίτη στήλη οι Smads με τις οποίες αλληλεπιδρά και στη τέταρτη στήλη η περιοχή της αλληλεπίδρασης (Ross & Hill, 2008).


     Τα μεταγραφικά σύμπλοκα των Smads μπορούν να δρουν άμεσα στην καταστολή ή την ενεργοποίηση γονιδίων, όμως δε λείπουν και οι περιπτώσεις που δρουν πιο έμμεσα (Εικόνα 5). Για παράδειγμα προαναφέρθηκε ότι τα Smads επάγουν την μεταγραφή του ATF3 και στη συνέχεια σχηματίζουν σύμπλοκο μαζί του για την καταστολή του Id1. Με παρόμοιο τρόπο τα Smads μπορούν πρώτα να επάγουν τη μεταγραφή κάποιου συνενεργοποιητή και με τη βοήθειά του να ενεργοποιούν άλλα γονίδια. Τέλος, μπορούν και να καταστέλλουν την έκφραση διάφορων πρωτεϊνών που λειτουργούν ως καταστολείς στην έκφραση άλλων γονιδίων ή και να τις απομακρύνουν από υποκινητές, ώστε με τη σειρά τους να επάγουν την μεταγραφή αυτών των γονιδίων. Αυτές οι περιπτώσεις συνήθως θέλουν λίγο πιο παρατεταμένη σηματοδότηση από τον TGF-β και δεν ενεργοποιούνται όταν το ερέθισμα είναι στιγμιαίο, οπότε είναι άλλη μια καλή μέθοδος που προσδίδει ποικιλία στην αντίδραση του κυττάρου στο ερέθισμα του TGF-β. Επίσης δίδεται η δυνατότητα με τέτοιους μηχανισμούς να ελέγχονται ολόκληρα σετ συνεκφραζόμενων γονιδίων.  

Ζ. ΚΑΤΑΣΤΟΛΗ ΤΩΝ SMADS

     Η καταστολή της σηματοδότησης από τις Smad πρωτεΐνες συμβαίνει σε πολλά επίπεδα στο κύτταρο. Ήδη αναφέρθηκαν οι περιπτώσεις καταστολής έξω από το κύτταρο όπως η περίπτωση της BAMBI. Επίσης αναφέρθηκε και η περίπτωση ανταγωνισμού της FKBP12 με τις R-Smads για πρόσδεση στους υποδοχείς τύπου Ι. Άλλοι μηχανισμοί περιλαμβάνουν την αποικοδόμηση των υποδοχέων του TGF-β αλλά και των ίδιων των Smad πρωτεϊνών, την παρεμπόδισή τους από τις I-Smads, την παρεμπόδιση της λειτουργίας τους στο πυρήνα από άλλες πρωτεΐνες και τροποποιήσεις των R-Smads με βασικότερη όλων την αποφωσφορυλίωση του μοτίβου SXS.

     Οι I-Smads περιλαμβάνουν τις Smad6 και Smad7 και διαφέρουν από τις υπόλοιπες στο ότι δεν έχουν MH1 (ή τουλάχιστον παρόμοιο με αυτό των R-Smads και Smad4) και επίσης απουσιάζει το SXS μοτίβο που φωσφορυλιώνεται από τους υποδοχείς. Η Smad6 ειδικεύεται στην παρεμπόδιση της σηματοδότησης των BMPs (Hata et al., 1998) ενώ η Smad7 δεν κάνει διάκριση ανάμεσα στη σηματοδότηση των BMPs και TGF-βs/activins (Nakao et al., 1997). Όταν υπερεκφράζονται βέβαια εμποδίζουν το ίδιο αποτελεσματικά και τα δύο μονοπάτια. Η Smad6 λειτουργεί ως ανταγωνιστής της Smad4 για την πρόσδεση στην ενεργοποιημένη Smad1 εμποδίζοντας τον ολιγομερισμό της Smad1/Smad4 (Hata et al., 1998). Επίσης συνδέεται με τον συγκαταστολέα CtBP στο πυρήνα και αυτό έχει προταθεί ότι παίζει κατασταλτικό ρόλο στην Smad-επαγόμενη μεταγραφή (Lin et al., 2003). Τέλος, συνδέεται με την λιγάση ουβικιτίνης Smurf1 και οι δύο μαζί οδηγούν τους BMP υποδοχείς προς αποικοδόμηση (Murakami et al., 2003). Η Smad7 προσδένεται στους ενεργοποιημένους TGF-β και BMP υποδοχείς ανταγωνιστικά με τις R-Smads (Nakao et al., 1997). Επίσης συνδέεται με την λιγάση ουβικιτίνης Smurf1 και Smurf2 και οδηγεί τους BMP και TGF-β υποδοχείς αντίστοιχα προς αποικοδόμηση (Murakami et al., 2003; Suzuki et al., 2002). Τα I-Smads λειτουργούν με ένα μηχανισμό αναδραστικής αναστολής στην σηματοδότηση του TGF-β καθώς έχει βρεθεί πρώτον ότι η έκφρασή τους ενεργοποιείται από την TGF-β/BMP σηματοδότηση μέσω των Smads (Nakao et al., 1997; Ishida et al., 2000) και δεύτερον ο TGF-β υπαγορεύει τη μετατόπιση της Smad7 από το πυρήνα στο κυτταρόπλασμα (Itoh et al., 1998). Πρόσφατα έχουν γίνει και αναφορές ότι οι I-Smads εμποδίζουν τον σχηματισμό συμπλόκου μεταξύ των Smad και του DNA (Zhang et al., 2007).

     Οι R-Smads μπορούν επίσης να καταστραφούν από το 26S πρωτεάσωμα είτε είναι φωσφορυλιωμένες είτε όχι. Αυτό επιτρέπει τόσο την καταστολή της σηματοδότησης όσο και την ποσοτική οριοθέτηση των Smads για την ενεργοποίησή τους. Η Smurf1 είναι υπεύθυνη για την ουβικιτινυλίωση και την καταστροφή των Smad1/2 και η Smurf2 για τις Smad1/2/3 (Zhu et al., 1999; Izzi & Attisano, 2004). Η πρωτεΐνη Tiu11 που επίσης ανήκει στην οικογένεια των Smurf συμβάλλει στην αποικοδόμηση της Smad2 (Seo et al., 2004)  Το μοτίβο PY στο linker των R-Smads αλλά και των I-Smads αποτελεί σημείο πρόσδεσης για τις λιγάσες ουβικιτίνης Smurf (Izzi & Attisano, 2004; Chong et al., 2006). Η Smad4 δεν περιέχει τέτοιο μοτίβο αλλά μπορεί έμμεσα να ουβικιτινυλιωθεί και να αποικοδομηθεί μέσω των Smurf όταν είναι σε σύμπλοκο με τις R-Smads (Moren et al., 2005). Πρόσφατα επίσης αναφέρθηκε ότι η φωσφορυλίωση του linker της Smad1 μπορεί να λειτουργεί ως σήμα για αναγνώριση από τη Smurf1 και καταστροφή της Smad1 (Sapkota et al., 2007). Αυτό σημαίνει ότι το σηματοδοτικό μονοπάτι των MAPKs ίσως επάγει την καταστροφή των Smads.  Άλλες λιγάσες ουβικιτίνης που συμμετέχουν στη αποικοδόμηση των Smads είναι οι SCF/Rocl, NEDD4-2 και HsN3 (Izzi & Attisano, 2004). Η SCF/Rocl ενώνεται με τη Smad3 στο πυρήνα και την οδηγεί στο κυτταρόπλασμα για αποικοδόμηση (Fukuchi et al., 2001) ενώ η ενεργοποιημένη Smad2 ουβικιτινυλιώνεται στο πυρήνα αλλά δεν είναι ξεκάθαρο που γίνεται η αποικοδόμησή της (Lo & Massague, 1999).

     Μέσα στο πυρήνα υπάρχουν πρωτεΐνες που προσδένονται στις Smads και λειτουργούν ως γενικοί καταστολείς στη δυνατότητα τους να ρυθμίσουν τη μεταγραφή των γονιδίων. Οι πιο μελετημένες είναι η TGFI που προσδένεται στις Smad2/3 και στρατολογεί πάνω τους ένα κατασταλτικό σύμπλοκο που περιλαμβάνει τις CtBP και mSin3/HDAC (Wotton et al., 1999), η Evi-1 που προσδένεται στη Smad3 και επίσης στρατολογεί τις CtBP και HDAC (Izutsu et al., 2001) και οι Ski/SnoN που λειτουργούν είτε στρατολογώντας σύμπλοκα καταστολής στις Smads είτε μπλοκάροντας τον ολιγομερισμό των R-Smads/Smad4 (Luo et al., 1999; Wu et al., 2002) (Εικόνα 6).

     Ο πιο σημαντικός τρόπος καταστολής της σηματοδότησης των Smads είναι η αποφωσφορυλίωση του μοτίβου SXS. Η φωσφορυλίωση στο SXS αποτελεί την βάση στην σηματοδότηση των Smads και την προϋπόθεση για την πραγματοποίηση των περισσότερων γεγονότων που έχουν περιγραφεί πιο πάνω. Επομένως η αποφωσφορυλίωση του SXS είναι το σήμα που καθοδηγεί την παύση της σηματοδότησης από τον TGF-β και «ενημερώνει» τα R-Smads ότι η δουλειά τους έχει πια τελειώσει. Ήδη έχει αναφερθεί ως ο πιθανότερος μηχανισμός παύσης της σηματοδότησης του TGF-β (Inman et al., 2002; Schmierer & Hill, 2005). Για πολλά χρόνια αποτελούσε μυστήριο για το ποιες φωσφατάσες είναι υπεύθυνες για την αποφωσφορυλίωση του SXS. Πρόσφατα ανακαλύφθηκαν δύο τέτοιες φωσφατάσες των R-Smads. Η πρώτη είναι η PDP που αποφωσφορυλιώνει τη MAD στη Drosophila (ορθόλογη των Smads) και την Smad1 στα θηλαστικά (Chen et al., 2006) και η δεύτερη είναι η PPM1A που αποφωσφορυλιώνει τις Smad2/3 (Lin et al., 2006) και τις Smad1/5/8 (Duan et al., 2006). Η PDP εντοπίστηκε σε όλη την έκταση των S2 κυττάρων της Drosophila και έχει την ικανότητα να αποφωσφορυλιώνει τη MAD και να καταστέλλει την DPP σηματοδότηση. Η αλληλεπίδραση με τη MAD είναι άμεση και ενισχύεται όταν η MAD είναι φωσφορυλιωμένη (Chen et al., 2006). Οι ίδιοι ερευνητές έδειξαν με τεχνικές siRNA ότι οι ορθόλογες φωσφατάσες PDP1 και PDP2 στα θηλαστικά παίζουν ρόλο στην αποφωσφορυλίωση της Smad1 αλλά όχι των Smad2/3. Η PPM1A είναι μία συντηρημένη φωσφατάση σερίνης/θρεονίνης της οικογενείας των μέταλλο-εξαρτώμενων PPM φωσφατασών. Οι Lin et al (2006) έδειξαν ότι η φωσφατάση PPM1A είναι πυρηνική, αλληλεπιδρά άμεσα με τις Smad2/3 και αποφωσφορυλιώνει το SXS μοτίβο μέσα στο πυρήνα με αποτέλεσμα την έξοδό τους από το πυρήνα (Εικόνα 7). Επίσης η υπερέκφραση της PPM1A οδηγεί στην ελάττωση των κυτταρικών αποκρίσεων για τις οποίες είναι υπεύθυνος ο TGF-β ενώ η καταστολή της ενδογενούς PPM1A κάνει τις κυτταρικές αποκρίσεις στον TGF-β πιο ευαίσθητες. Τέλος η υπερέκφραση της PPM1A σε έμβρυα Zebrafish ανταγωνίζεται τη σηματοδότηση των TGF-βs/nodals και των αναπτυξιακών αποτελεσμάτων που έχουν όπως η ραχιαιοποίηση (dorsalization) του εμβρύου. Η ίδια εργαστηριακή ομάδα έδειξε ότι η PPM1A αποφωσφορυλιώνει και το SXS των Smad1/5/8 (Duan et al., 2006). Η αποφωσφορυλίωση οφείλεται και εδώ σε άμεση αλληλεπίδραση της PPM1A με τη Smad1. Επίσης η υπερέκφραση της PPM1A καταστέλλει τη σηματοδότηση των BMPs ενώ η παρεμπόδιση της μέσω RNAi βελτιώνει την σηματοδότηση των BMPs. 
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Εικόνα 7. Το μονοπάτι του TGF-β και το μοντέλο λειτουργίας της PPM1A. Οι R-Smads φωσφορυλιώνονται από τους υποδοχείς, ολιγομερίζονται με τη Smad4 και μεταβαίνουν στο πυρήνα για να ρυθμίσουν τη μεταγραφή γονιδίων. Η πυρηνική φωσφατάση PPM1A αποφωσφορυλιώνει το μοτίβο SXS εμποδίζοντας έτσι τις R-Smads να διατηρήσουν το σύμπλοκο με τη Smad4 και με μεταγραφικού παράγοντες. Με αυτό τον τρόπο τερματίζει και η σηματοδότηση από τον TGF-β (Ross & Hill, 2008).

     Επομένως, η PPM1A λειτουργεί ως μια γενική φωσφατάση των Smads στα θηλαστικά για την ολοκλήρωση της σηματοδότησης του TGF-β (Εικόνα 7).  Οι φωσφατάσες λοιπόν του SXS είναι κύριοι ρυθμιστές της TGF-β και BMP σηματοδότησης και η διερεύνηση των συνθηκών και του τρόπου που λειτουργούν θα αποκαλύψει πολλά για τον ρόλο αυτών των μονοπατιών σε φυσιολογικές και παθολογικές καταστάσεις.     

Η. Η ΠΕΡΙΟΧΗ ΤΟΥ LINKER ΤΩΝ SMAD ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ

     Ο linker των Smads είναι η περιοχή που συνδέει τις MH1 και MH2 και είναι λιγότερο συντηρημένη σε σχέση με αυτές. Πολλά δεδομένα όμως δείχνουν ότι o linker εμφανίζει πολύ σημαντικές ιδιότητες που τον καθιστούν απαραίτητο για την σωστή ρύθμιση της δραστηριότητας των Smads. O linker παίζει ρόλο στην αποικοδόμηση των Smads εξαιτίας του PY μοτίβου που περιέχει (Izzi & Attisano, 2004) και στην έξοδο της Smad4 από το πυρήνα εξαιτίας του NES (Inman et al., 2002). Ακόμη παρουσιάζει μεταγραφική ενεργότητα σε συνδυασμό με την MH2 περιοχή (de Caestecker et al., 2000; Wang et al., 2005; Prokova et al., 2005). Ο linker των R-Smads περιέχει πάρα πολλά σημεία φωσφορυλίωσης σερίνης/θρεονίνης με ρόλους που είναι ακόμη κάτω από εκτεταμένη έρευνα. Τα σημεία αυτά δεν φωσφορυλιώνονται από τους ενεργοποιημένους υποδοχείς όπως το μοτίβο SXS αλλά από MAPKs (Mitogen-activated protein kinases) και CDKs (Cyclin-dependant kinases). Η ενεργοποιημένη Erk από τους FGF ή EGF μπορεί να φωσφορυλιώσει κατάλοιπα σερίνης που βρίσκονται σε μοτίβα S/TP ή PXS/TP στο linker των R-Smads (Kretzschmar et al., 1999). Συγκεκριμένα, η Erk φωσφορυλιώνει τα κατάλοιπα Thr220, Ser245, Ser250, Ser255 του linker της Smad2 και τα κατάλοιπα Thr178, Ser203, Ser207 και Ser212 (ή Ser204, Ser208 και Ser213 όπως αναφέρονται διορθωτικά από τους Wrighton et al)  του linker της Smad3 (και Thr8 που είναι εκτός του linker των Smad2/3) (Kretzschmar et al., 1999). Επίσης φωσφορυλιώνει τη Smad1 στα κατάλοιπα του linker Ser187, Ser195, Ser206 και Ser214 (Kretzschmar et al., 1997). Οι p38 MAPK και η ROCK φωσφορυλιώνουν τη Smad3 στις Ser203, Ser207 και Ser212 (Kamaraju and Roberts, 2005). Επίσης η JNK φωσφορυλιώνει τις Smad2/3 στα κατάλοιπα Ser250/255 και Ser207/212 αντίστοιχα (Mori et al., 2004). Εκτός από τις MAPKs, ο linker της Smad3 φωσφορυλιώνεται στα κατάλοιπα Thr178 και Ser212 από τις CDK2/4 (Matsuura et al., 2004) και η Smad2 στο κατάλοιπο Tyr197 από τη GRK2 (G-coupled receptor kinase 2) (Ho et al., 2005) και στις Ser240, Ser260 από τη CaMKII(Ca2+/Calmodulin dependant CaM kinase II) (Wicks et al., 2000) (Εικόνα 8). Το αποτέλεσμα της φωσφορυλίωσης του linker των R-Smads παραμένει ακόμη αναπάντητο ερώτημα. Έρευνες δείχνουν ότι πρώτον αδυνατίζει τη σηματοδότηση του TGF-β εμποδίζοντας την εισαγωγή των R-Smads στο πυρήνα σε βαθμό που εξαρτάται από το κυτταρικό τύπο, δεύτερον ότι αυξάνει την αποικοδόμησή τους και τρίτον ότι μεταλλάξεις στα σημεία φωσφορυλίωσης ενισχύουν τη μεταγραφική δεινότητα των Smads  (Calonge and Massague, 1999; Kretzschmar et al., 1997,1999; Wicks et al., 2000; Grimm and Gurdon, 2002; Matsuura et al., 2004; Ho et al., 2005; Fuentealba et al., 2007). Πρόσφατα δεδομένα δείχνουν ότι η φωσφορυλίωση του linker της Smad1 μέσω EGF/FGF αυξάνει την ουβικιτινυλίωση της Smad1 εξαιτίας της αυξημένης αλληλεπίδρασης της με την Smurf1. Η πρόσδεση της Smurf1 εμποδίζει επιπλέον την αλληλεπίδραση της Smad1 με τη νουκλεοπορίνη Nup214 (Sapkota et al., 2007). Το αποτέλεσμα αυτών είναι η αυξημένη αποικοδόμηση της Smad1 αλλά και η διατήρησή της στο κυτταρόπλασμα αφού δεν μπορεί πλέον να εισαχθεί στο πυρήνα. Στην ίδια έρευνα παρουσιάζονται και δεδομένα που υποστηρίζουν την BMP-επαγόμενη φωσφορυλίωση του linker αλλά αυτή συμβαίνει από κάποια κινάση μόνο αφού εισέλθει η Smad1 στον πυρήνα και το αποτέλεσμά της είναι πάλι η καταστροφή της μέσω της Smurf1 (Sapkota et al., 2007) (Εικόνα 9).  Από την άλλη μεριά, άλλες μελέτες δεν έχουν παρατηρήσει προβλήματα στον πυρηνικό εντοπισμό των Smads μετά από επαγόμενη φωσφορυλίωση του linker και σε μερικές περιπτώσεις η φωσφορυλίωση ήταν απαραίτητη για την βέλτιστη επαγόμενη μεταγραφή από τα Smads (ίσως σε συνδυασμό με τη φωσφορυλίωση στη Thr8 του MH1) (Brown et al., 1999; de Caestecker et al., 1998; Funaba et al., 2002; Hayashida et al., 2003; Mori et al., 2004; Kamaraju and Roberts, 2005). Πρέπει να αναφερθεί ότι και η Smad4 φωσφορυλιώνεται από την Erk2 στο κατάλοιπο Thr276 του linker και το αποτέλεσμα είναι η πυρηνική συσσώρευση της Smad4 και η ενίσχυση της σηματοδότησης των Smads (Roelen et al., 2003).
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Εικόνα 8. Τα σημεία φωσφορυλίωσης των R-Smads και Smad4 και οι κινάσες που τα φωσφορυλιώνουν (modified from Yakymovych & Souchelnytskyi, 2006).


Επίσης είναι πολύ ενδιαφέρον το γεγονός ότι ο TGF-β μπορεί να προκαλέσει ενεργοποίηση των MAPKs (Kamaraju and Roberts, 2005; Nohe et al., 2004) και αξίζει να μελετηθεί σε πιο βαθμό συμπλέκονται τα Smad και Ras/MAPK σηματοδοτικά μονοπάτια. Για παράδειγμα, σύμφωνα με τις έρευνες των Pera et al κατά την ανάπτυξη του εμβύου Xenopus, το Ras/MAPK μονοπάτι καθοδηγεί την φωσφορυλίωση του linker της Smad1 με αποτέλεσμα τον αποκλεισμό της από το 
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Εικόνα 9. Το μοντέλο της φωσφορυλίωση και της λειτουργίας του linker της Smad1. Η φωσφορυλίωση του linker της Smad1 από MAPKs λειτουργεί ως σήμα για ουβικιτινυλίωση από τη Smurf1 και την καταστροφή της. Επίσης η προσδεμένη Smurf1 εμποδίζει την αλληλεπίδραση της Smad1 με την νουκλεοπορίνη Nup214 και αποκλείει την εισαγωγή της στο πυρήνα ανεξάρτητα από την φωσφορυλίωσή της στο SXS. Απουσία των MAPKs, η BMP επάγει την πυρηνική μετατόπιση της Smad1. Ακολουθεί όμως μία BMP-επαγόμενη φωσφορυλίωση του linker της Smad1 στο πυρήνα που επιτρέπει την πρόσδεση της Smurf1 και την αποικοδόμηση της. Αυτός ο αναδραστικός μηχανισμός συμβάλει στον τερματισμό της BMP σηματοδότησης συνδυαστικά με την αποφωσφορυλίωση στο SXS από την πυρηνική φωσφατάση PPM1A (Sapkota et al., 2007).


πυρήνα και την καταστολή της BMP σηματοδότησης και της κοιλιοποίησης του μεσοδέρματος (Pera et al., 2003; Massague, 2003). Τέλος, έχει παρατηρηθεί ότι σε προχωρημένα στάδια του καρκίνου του παχέως εντέρου η Smad3 είναι σημαντικά φωσφορυλιωμένη στις Ser207/212 υποδηλώνοντας ότι η φωσφορυλίωση του linker μπορεί να βοηθά τον καρκινοπροαγώμενο ρόλο του TGF-β σε προχωρημένη καρκινογένεση (Yamagata et al., 2005)  Αυτά τα διφορούμενα αποτελέσματα μεταξύ αυτών των μελετών ίσως να οφείλονται σε διαφορές στις πειραματικές διαδικασίες αλλά ίσως και να αντικατοπτρίζουν μία ποικιλότητα στη βιολογική σημασία του linker. Αυτό σημαίνει ότι η φωσφορυλίωση του linker επηρεάζει διαφορετικά τη λειτουργία των R-Smads ανάλογα με τις συνθήκες που επικρατούν στο κύτταρο ή στον ευρύτερο ιστό. Είναι επίσης πολύ πιθανό να  συμμετέχουν και άλλοι παράγοντες στη δράση των R-Smads μετά τη φωσφορυλίωση του linker. 

Θ. ΟΙ ΦΩΣΦΑΤΑΣΕΣ SCP1, SCP2 ΚΑΙ SCP3


     Οι φωσφατάσες SCP (Small CTD phosphatases) χρησιμοποιήθηκαν εκτεταμένα στην παρούσα εργασία, λόγω της ικανότητάς τους να αποφωσφορυλιώνουν τον linker των R-Smads. Οι SCPs ανήκουν στην οικογένεια των FCP1 φωσφατασών με χαρακτηριστικό γνώρισμα την περιοχή FCPH που περιέχει ένα DXDX(T/V) μοτίβο και 11 πολύ συντηρημένα καταλυτικά αμινοξέα αλλά δεν περιέχουν την BRCT περιοχή της FCP1 (Yeo et al., 2003). Στον άνθρωπο έχουν αναγνωριστεί μέχρι σήμερα οι SCP1, SCP2 και SCP3 με πάνω από 90% ομολογία και η έκφραση τους εντοπίζεται σε όλους τους ιστούς αν και σε διαφορετικά επίπεδα. Στο κύτταρο μέσα οι SCP1 και SCP2 εντοπίζονται στον πυρήνα (Yeo et al., 2003; Knockaert et al., 2006) ενώ η SCP3 κυρίως στο κυτταρόπλασμα (Kashuba et al., 2004).

     Ο πρωταρχικός ρόλος που αναγνωρίστηκε στην SCP1, λόγω και της ομοιότητας της με την FCP1, είναι η ικανότητά της να αποφωσφορυλιώνει τη CTD περιοχή της RNAPII (Yeo et al., 2003). Η CTD είναι μια περιοχή της μεγάλης υπομονάδας της RNAPII και περιέχει πολλαπλές επαναλήψεις του επταπεπτιδίου YSPTSPS. Ανάλογα με το πρότυπο φωσφορυλίωση του επταπεπτιδίου η RNAPII έχει τη δυνατότητα να επιστρατεύει διαφορετικούς μεταγραφικούς παράγοντες (Palancade & Bensaude, 2003). Η SCP1 αποφωσφορυλιώνει τη Ser5 του επταμερούς στα θηλαστικά με αποτέλεσμα να ρυθμίζει την μεταγραφική δεινότητα της RNAPII (Yeo et al., 2003). Για να αξιολογηθεί αυτή η λειτουργία της SCP1 έγιναν μια σειρά από πειράματα λουσιφεράσης με μια ποικιλία γονιδίων αναφοράς που έδειξαν τη μείωση της μεταγραφικής ενεργοποίησης σε όλες τις περιπτώσεις που υπερεκφράστηκε η SCP1 (Yeo et al., 2003, 2005; Thompson et al., 2006). Το αποτέλεσμα αυτών των πειραμάτων αποδόθηκε στην ανικανότητα της RNAPII να περάσει στο στάδιο της επιμήκυνσης κατά τη μεταγραφή εξαιτίας της υποφωσφορυλίωσης στη Ser5 του CTD. Παρόμοια δράση παρουσίασε και η SCP2 (Thompson et al., 2006). 

     Μία σειρά από μελέτες το 2006 ενέπλεξαν τα SCPs στη σηματοδότηση των TGF-βs και BMPs. Συγκεκριμένα αναφέρθηκε ότι αποφωσφορυλιώνουν τη Smad1 στο μοτίβο SXS και στη περιοχή του linker εξασθενώντας τη σηματοδότηση των BMPs και αποφωσφορυλιώνουν τις Smad2/3 μόνο στη περιοχή του linker ενισχύοντας τις κυτταρικές αποκρίσεις του TGF-β (Knockaert et al., 2006; Sapkota et al., 2006; Wrighton et al., 2006). Αναλυτικότερα, οι Knockaert et al (2006) ανέφεραν πρώτοι την αποφωσφορυλίωση του καρβοξυτελικού SXS της Smad1 από τις SCPs. Όταν έκαναν μικροένεση με mRNA της SCP2 στην ακραία κοιλιακή ζώνη του εμβρύου του Xenopus επάχθηκε σε κάποιο βαθμό η δημιουργία του δευτερογενούς άξονα εξαιτίας της αποφωσφορυλίωσης της Smad1 και της καταστολής της BMP σηματοδότησης. Έδειξαν επίσης ότι σε κύτταρα θηλαστικών, οι SCPs μπορούσαν να προσδεθούν στη Smad1 και να την αποφωσφορυλιώσουν ενώ η αποσιώπηση των SCPs μέσω siRNA αύξησε την φωσφορυλίωση της Smad1. Αντίθετα, οι SCPs δεν επηρέασαν καθόλου τη φωσφορυλίωση του SXS των Smad2/3. Οι Sapkota et al (2006) έδειξαν ότι οι SCPs αποφωσφορυλιώνουν τον linker των Smad1 και Smad2/3 σε κύτταρα θηλαστικών και σε έμβρυα του Xenopus ενώ επιβεβαίωσαν ότι οι SCPs δεν αποφωσφορυλιώνουν το SXS των Smad2/3 όπως κάνουν για τη Smad1 ή όπως κάνει η PPM1A για όλες τις R-Smads (Lin et al., 2006; Duan et al., 2006). Επίσης ανέφεραν ότι η αποσιώπηση των SCP1/2 με siRNA αύξησε τη φωσφορυλίωση της Smad2 στο linker αλλά εξασθένησε την σηματοδότηση του TGF-β. Οι Wrighton et al (2006) επικέντρωσαν την έρευνά τους στις SCPs σε σχέση με τις Smad2/3. Έδειξαν ότι οι SCPs αλληλεπιδρούν άμεσα με τις Smad2/3 και αποφωσφορυλιώνουν τα κατάλοιπα Ser245, Ser250, Ser255 αλλά όχι Thr220 στο linker της Smad2 και τα κατάλοιπα Ser204, Ser208, Ser213 (παλαιότερα έχουν αναφερθεί ως Ser203, 207 και 212) αλλά όχι Thr179 στο linker της Smad3. Επίσης αποφωσφορυλιώνουν και το αμινοτελικό κατάλοιπο Thr8 της MH1. Σε πειράματα λουσιφεράσης με διάφορα γονίδια αναφοράς του TGF-β (Smad binding elements-luc) έδειξαν ότι η υπερέκφραση των SCPs αυξάνει την επαγόμενη από το TGF-β μεταγραφική ενεργοποίηση. Αυτό αποτελεί και το πρώτο παράδειγμα που τα SCPs αυξάνουν τη μεταγραφική ενεργοποίηση και έρχεται σε αντίθεση με αυτά που αναφέρθηκαν προηγουμένως για την κατασταλτική δράση των SCPs στη μεταγραφική μηχανή. Φαίνεται λοιπόν ότι οι SCPs αποφωσφορυλιώνοντας τον linker των Smad2/3 ενισχύουν την σηματοδότηση του TGF-β και αντισταθμίζουν τη παρεμποδιστική δράση που έχει η φωσφορυλίωση του linker από τις MAPKs.

Ι. Η ΚΥΤΤΑΡΟΣΤΑΤΙΚΗ ΔΡΑΣΗ ΤΟΥ TGF-β KAI O ΡΟΛΟΣ ΤΟΥ ΣΤΟ ΚΑΡΚΙΝΟ

     Μία από τις βασικότερες λειτουργίες του μονοπατιού του TGF-β είναι να προκαλεί αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και να οδηγεί τα κύτταρα προς διαφοροποίηση ή απόπτωση (Siegel & Massague 2003; Massague & Gomis, 2006). Αυτό το καταφέρνει μέσα από το κυτταροστατικό του πρόγραμμα που περιλαμβάνει τη ρύθμιση συγκεκριμένων γονιδίων που αναστέλλουν το κυτταρικό κύκλο στη φάση G1. Αν και το πρόγραμμα αυτό μπορεί να ενεργοποιηθεί και μετά τη φάση G1 από τον TGF-β, δεν μπορεί να αναστείλει τον πολλαπλασιασμό του κυττάρου αν αυτό έχει ξεπεράσει το σημείο ελέγχου της φάσης G1. Τα βασικότερα μεταγραφικά γεγονότα που συμβαίνουν στο κυτταροστατικό πρόγραμμα είναι ενεργοποίηση των γονιδίων p21 και p15 σε συνδυασμό με τη καταστολή του c-Myc, ID1,ID2 και ID3 (Massague & Gomis, 2006). Οι p21 και p15 είναι αναστολείς των CDKs (CDK2/4/6) οι οποίες προωθούν τη μετάβαση του κυτταρικού κύκλου από τη φάση G1 στην S. Η c-Myc προωθεί την κυτταρική αύξηση και τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό ενώ οι IDs είναι πυρηνικοί παράγοντες που εμποδίζουν τη κυτταρική διαφοροποίηση. Τo σύμπλοκo FoxO-Smad3-Smad4 είναι υπεύθυνο για την ενεργοποίηση του p21 (Seoane et al., 2004) και το σύμπλοκο C/EBPβ-Smad3-Smad4 είναι υπεύθυνο για την ενεργοποίηση του p15 (Gomis et al., 2006a,b). Από τη άλλη μεριά το σύμπλοκο E2F/Smad3/Smad4/p107 καταστέλλει το c-Myc (Chen et al., 2002) και το ATF3/Smad3/Smad4 καταστέλλει το Id1 (Kang et al., 2003a). Να σημειωθεί ότι η c-Myc όταν βρίσκεται σε υψηλά επίπεδα στο κύτταρο προσδένεται στον υποδοχέα των p21 και p15 και καταστέλλει τη μεταγραφή τους. Επομένως, ο TGF-β εκτός του ότι επάγει άμεσα την μεταγραφή των p21 και p15, καταστέλλει και τη c-Myc που την εμποδίζει. Εκτός από την αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, έχουν αναφερθεί περιπτώσεις όπου ο TGF-β προκαλεί απόπτωση σε συγκεκριμένους κυτταρικούς τύπους. Αυτό το κάνει ενεργοποιώντας μέσω των Smads γονίδια που έχουν αποπτωτική δράση όπως τo TIEG1 στα επιθηλιακά κύτταρα, το DAPK σε κύτταρα του ηπατώματος και το SHIP σε αιμοποιητικά κύτταρα. Επίσης το κάνει και με μονοπάτια ανεξάρτητα των Smads όπως μέσω της ενεργοποίηση των πρωτεϊνών DAXX (death associated protein) και ARTS (apoptosis related protein in the TGF-β signaling pathway) (Siegel & Massague 2003).

     Βάσει των παραπάνω λειτουργιών του TGF-β είναι φανερό ότι λειτουργεί ως ελεγκτικός μηχανισμός για τον άκρατο πολλαπλασιασμό των κυττάρων και είναι εύλογο το ότι έχουν βρεθεί συγκεκριμένες μεταλλάξεις στο σηματοδοτικό του μονοπάτι που οδηγούν σε καρκίνο. Οι μεταλλάξεις αφορούν κυρίως τους TGF-β υποδοχείς I και II καθώς και τις Smad2 και Smad4. Για παράδειγμα στον καρκίνο του παχέος εντέρου που χαρακτηρίζεται από αστάθεια μικροδορυφορικών περιοχών (MSI: microsatellite instability) είναι μεταλλαγμένος ο TβR-II υποδοχέας (Markowitz et al., 1995). Οι μεταλλάξεις αυτές τον καθιστούν ουσιαστικά ανενεργό. Επίσης έχουν βρεθεί και μεταλλάξεις σε υποδοχείς τύπου Ι σε περιπτώσεις καρκίνου που αφορούν τις ωοθήκες, το πάγκρεας και το στήθος (Chen et al., 1998b; Goggins et al., 1998; Wang et al., 2000). Στο επίπεδο των Smads, μεταλλάξεις στη Smad4 έχουν συσχετιστεί με πολλές μορφές καρκίνου αλλά ιδιαίτερα με τους καρκίνους του παγκρέατος, του παχέως εντέρου και των πνευμόνων (Goggins et al., 1998; Grady et al., 1999). Τέλος και η Smad2 εμφανίζεται συχνά μεταλλαγμένη σε καρκίνους του παχέως εντέρου και του πνεύμονα (Uchida et al., 1996; Eppert et al., 1996).

     Τα κύτταρα που έχουν ξεφύγει από τον κυτταροστατικό έλεγχο του TGF-β έχουν τη δυνατότητα να χρησιμοποιήσουν τον TGF-β για να εξελιχθούν σε πιο επιθετικές καρκινικές μορφές (Εικόνα 10). Έτσι λοιπόν σε προχωρημένα καρκινικά στάδια ο TGF-β επάγει την μετάβαση των επιθηλιακών κυττάρων σε μεσεγχυματικά (EMT: epithelial to mesenchymal transition), προάγει την παραγωγή εξωκυττάριας ουσίας, δημιουργεί ένα ανοσοπροστατευτικό περιβάλλον για τον καρκίνο, προάγει την αγγειογένεση και βοηθά στη μετάσταση των καρκινικών κυττάρων (Siegel & Massague 2003). Η EMT είναι υπεύθυνη για τη απώλεια των συνδέσμων μεταξύ των κυττάρων και το αποτέλεσμά της είναι η δυνατότητα της αποκόλλησης τους από τον όγκο για τη μετανάστευσή τους. Σε πολλούς καρκίνους καταστέλλεται η E-cadherin που είναι κατεξοχήν υπεύθυνη για τη σύνδεση των κυττάρων (Thiery, 2002). Ο TGF-β επίσης προωθεί τη δημιουργία ενός δικτύου αγγείων στον όγκο για τη τροφοδοσία του. Αυτό το κάνει επάγοντας την έκφραση των VEGF (Vascular endothelial growth factor) και CTGF (Connective-tissue growth factor) για την δημιουργία νέων αιμοφόρων αγγείων (Hasegawa et al., 2001) αλλά και επάγοντας την έκκριση μεταλλοπρωτεϊνασών στον εξωκυττάριο χώρο που επιτρέπει την απελευθέρωση ενδοθηλιακών κυττάρων από τη βασική μεμβράνη (Derynck et al., 2001). Μία από τις λειτουργίες του TGF-β στα θηλαστικά είναι η ισχυρή ανοσοκαταστολή. Αυτή τη λειτουργία εκμεταλλεύονται τα καρκινικά κύτταρα και αποτρέπουν την καταστροφή τους από τα κυτταροτοξικά T λεμφοκύτταρα (Torre-Amione et al.,1990). Τέλος, η επαγωγή της έκφρασης των γονιδίων IL11 και CTFG από τον TGF-β βοηθά τη μετάσταση των καρκινικών κυττάρων (Kang et al. 2003b). 
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Εικόνα 10. Σύνοψη της δράσης του TGF-β πριν το καρκίνο και σε προχωρημένα στάδια. (A) Αρχικά το κυτταροστατικό πρόγραμμα του TGF-β εμποδίζει τον ανεξέλεγκτο κυτταρικό πολλαπλασιασμό. (B) Στα πρώτα στάδια του καρκίνου τα κύτταρα έχουν ξεφύγει από τον κυτταροστατικό έλεγχο του TGF-β και πολλαπλασιάζονται. (C) Σε προχωρημένα στάδια του καρκίνου ο TGF-β λειτουργεί προς όφελος του καρκινικού όγκου συμβάλλοντας στη δημιουργία αγγειακού δικτύου και στη μετάστασή του. Έτσι λοιπόν ο όγκος εξελίσσεται σε πιο επιθετικές μορφές.

Κ. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

     Η περιοχή του linker των R-Smads έχει αποκτήσει ιδιαίτερο ενδιαφέρον στην μελέτη της σηματοδότησης του TGF-β. Οι μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις της περιοχής αυτής όπως η φωσφορυλίωση αναδεικνύονται σε σημαντικό ρυθμιστή της δράσης των Smad πρωτεϊνών στο κύτταρο. Στην παρούσα εργασία μελετήθηκε η αποφωσφορυλίωση της περιοχής του linker των Smad2/3 και η επίδραση της στην λειτουργία τους. Για τη συγκεκριμένη μελέτη χρησιμοποιήθηκαν ως εργαλεία οι φωσφατάσες SCP1, SCP2 και SCP3 που έχουν την ικανότητα να αποφωσφορυλιώσουν τη περιοχή του linker. Συγκεκριμένα πραγματοποιήθηκαν western blot για τη διερεύνηση της αποφωσφορυλίωσης των Smad2/3 από τις SCPs, της επίδρασης που έχουν στον ολιγομερισμό των R-Smads/Smad4 και της επίδρασης που έχουν στην πρόσδεση των Smads στο DNA. Επίσης έγινα πειράματα ελέγχου μεταγραφικής ενεργοποίησης γονιδίων αναφοράς από τις Smads παρουσία των SCPs για να δούμε την επίδραση που έχει η αποφωσφορυλίωση του linker στη μεταγραφική ικανότητα των Smads. Ακόμη, πραγματοποιήθηκαν RT-PCR για τη διερεύνηση της ικανότητας του TGF-β να επάγει τη μεταγραφή των SCPs και έγινε ανοσοφθορισμός για τον εντοπισμό της υπερεκφρασμένης SCP1 για να διαπιστώσουμε τις περιοχές που μπορεί να δρα μέσα στο κύτταρο. Σε μικρότερο βαθμό μελετήθηκε και η ικανότητα της PPM1A να αποφωσφορυλιώνει το μοτίβο SXS των Smad2/3, την επίδραση που έχει στην μεταγραφική τους ενεργοποίηση και την ικανότητα του TGF-β να επάγει την μεταγραφή του PPM1A. Οι πληροφορίες που εξήχθησαν στην παρούσα εργασία θα βοηθήσουν στην ανάλυση του ρόλου της περιοχής του linker στη δράση των Smads και στη περαιτέρω διαλεύκανση των μηχανισμών που διέπουν τη σηματοδότηση του TGF-β.    
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Α1. ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR)


     Στην παρούσα εργασία απομονώθηκαν με PCR οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των φωσφατασών SCP1, SCP2, SCP3 και PPM1A με κατάλληλους primer (Εικόνα 11) ως εξής:

Υλικά


Μητρικό DNA από HaCaT cDNA (3 μl)

PCR εκκινητές 10 pm/μl (1 μl από κάθε εκκινητή)


dNTPs 2  mM (2.5 μl)


MgCl2  25 mM (1.5 μl)

DMSO (1 μl)

GoTaq πολυμεράση (5 μl) 

5x GoTaq buffer (0.25 μl)

Νερό/WFI (9.75 μl)

Οι συνθήκες των PCR που πραγματοποιήθηκαν είναι:

Για τα SCP1/SCP2                                          Για τα SCP3/PPM1A                    

9​​40C      4 min                                                  9​​40C      4 min                    


9​​40C     30 sec                                                  9​​40C     30 sec   


620C     90 sec     35 κύκλοι                             580C     90 sec     35 κύκλοι 


720C      2 min                                                  720C      2 min


720C      4 min                                                  720C      4 min

		

		              Εκκινητές

		Προϊόν PCR (bp)



		SCP1



		forward

		5’-cgcgaattcatggacagctcggccgtcattac-3’

		          783 bp



		reverse

		5’-tttgcggccgcctagctccctggccgtggc-3’

		



		SCP2



		forward

		5’-cgcgaattcatggaacacggctccatcatcacc-3’

		          816 bp



		reverse

		5’-tttgcggccgcctaaggggcccgcagctg-3’

		



		SCP3



		forward

		5’-cgcgaattcatggacggcccggccatcatc-3’ 

		          831 bp



		reverse

		5’-tttgcggccgcctacctattgcagagtctgtg-3’

		



		PPM1A



		forward

		5’-ccgctcgagatgggagcatttttagacaagc-3’ 

		          1149 bp



		reverse

		5’-tgctctagattaccacatatcatctgttgatgtag-3’

		





Εικόνα 11. Οι primers των SCP1, SCP2, SCP3 και PPM1A και το μέγεθος του προϊόντος της PCR. Σε bold είναι η συμπληρωματική αλληλουχία με το αντίστοιχο cDNA. Επίσης έχουν προστεθεί (με υπογράμμιση) αλληλουχίες κοπής με EcoRI (gaattc), NotI (gcggccgcc), XhoI (ctcgag) και XbaI (tctaga) καθώς και ένα τρινουκλεοτίδιο στην αρχή του κάθε εκκινητή που βοηθά τα περιοριστικά ένζυμα να κόψουν. Οι εκκινητές παρασκευάστηκαν από το εργαστήριο Μικροχημείας του Ινστιτούτου Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας (ΙΜΒΒ).    

A2. ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ  ΠΗΚΤΩΜΑ ΑΓΑΡΟΖΗΣ ΚΑΙ ΠΟΣΟΤΙΚΟΠΟΙΗΣΗ DNA

     Για την κατασκευή πηκτώματος αγαρόζης 1% λειώνουμε σε υψηλή θερμοκρασία 1% αγαρόζη σε συγκεκριμένο όγκο 1x ΤΑΕ (π.χ. 1 gr αγαρόζη σε 100 ml ΤΑΕ) και προσθέτουμε 5 μl βρωμιούχο εθίδιο (EtBr) το οποίο προσδένεται στο DNA και το κάνει να φθορίζει κάτω από υπεριώδη ακτινοβολία. Η συγκέντρωση της αγαρόζης μπορεί να ποικίλει από αραιή για διαχωρισμό μεγάλων τμημάτων DNA ή πυκνή για διαχωρισμό μικρών τμημάτων DNA. Το διάλυμα τοποθετείται να πήξει σε ειδικό εκμαγείο με κτένα για το σχηματισμό των πηγαδιών φορτώματος του DNA. Αφού πήξει το τοποθετούμε στη συσκευή ηλεκτροφόρησης μέσα σε διάλυμα 1x ΤΑΕ. Το DNA το τοποθετούμε στα πηγάδια του πηκτώματος μαζί με ειδική χρωστική (blue juice ή orange G/φικόλλη) η οποία καθηλώνει το DNA στα πηγάδια και μας επιτρέπει να ελέγχουμε τη κινητική της ηλεκτροφόρησης.

		Fragment

		Size (bp)

		Mass (ng) (1 μg total λ DNA)



		1

		8454

		174



		2

		7242

		149



		3

		6369

		131



		4

		5686

		117



		5

		4822

		 99



		6

		4324

		 89



		7

		3675

		 76



		8

		2323

		 48



		9

		1929

		 40



		10

		1371

		 28



		11

		1264

		 26



		12

		  702

		 14



		13

		  224

		  5



		14

		  117

		  2
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Εικόνα 12. Πρότυπο ζωνών γονιδιώματος του λ φάγου κομμένο με το περιοριστικό ένζυμο BstEII σε πήκτωμα αγαρόζης (0,7%). Η συνολική ποσότητα του DNA είναι 1 μg και δίπλα στη κάθε ζώνη αναγράφεται μέγεθος σε bp (από την εικόνα λείπουν οι δύο τελευταίες ζώνες). Στο διπλανό πίνακα αναγράφονται οι ποσότητες DNA που αντιστοιχούν σε κάθε ζώνη σε σχέση με την ολική ποσότητα του ενός μg.


     Η διαδικασία της ποσοτικοποίησης μπορεί να γίνει με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης παρουσία δείκτη μοριακών μεγεθών γνωστής συγκέντρωσης, όπως του λ/BstEII. O δείκτης αυτός αποτελείται από γονιδίωμα λ φάγου το οποίο το έχουμε τεμαχίσει με το περιοριστικό ένζυμο BstEII και ο οποίος δίνει στο gel ζώνες DNA γνωστής ποσότητας και μεγέθους, όπως φαίνεται στην εικόνα 12. Η ποσότητα του DNA που τρέξαμε υπολογίζεται το μέγεθος και τη φωτεινότητα της ζώνης του λ/BstEII.


A3. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΚΑΙ ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ DNA AΠΟ ΠΗΚΤΩΜΑ ΑΓΑΡΟΖΗΣ ΜΕ ΧΡΗΣΗ ΤΟΥ WIZARD SV GEL AND PCR CLEAN-UP SYSTEM ΤΗΣ PROMEGA

Υλικά


Wizard SV Gel and PCR Clean-up System της Promega για απομόνωση DNA από πήκτωμα αγαρόζης


Διαδικασία


1. Εξαγωγή της ζώνης με το DNA από το πήκτωμα αγαρόζης με αποστειρωμένο νυστέρι κάτω από UV ακτινοβολία.


2. Ζύγισμα της ζώνης του πηκτώματος.


3. Προσθήκη ίσου όγκου membrane binding solution. 

4. Επώαση στους 550C μέχρι να λιώσει η αγαρόζη (vortex ενδιάμεσα).


5. Πέρασμα του δείγματος από κολώνα SV minicolumn μέχρι τα 700μl.


6. Επώαση 1min σε θερμοκρασία δωματίου (RT).


7. Φυγοκέντριση για 1 min στις 13000 rpm σε RT.


8. Απομάκρυνση του flowthrough και επανατοποθέτηση του φίλτρου στη κολώνα. 

9. Προσθήκη 700 μl membrane wash solution.


10. Φυγοκέντριση για 1min στις 13000 rpm σε RT.


11. Απομάκρυνση του flowthrough και επανατοποθέτηση του φίλτρου στη  κολώνα.

12. Προσθήκη 500 μl membrane wash solution.

13. Φυγοκέντριση για 5 min στις 13000 rpm σε RT.

14. Απομάκρυνση flowthrough.

15. Φυγοκέντριση για 1 min στις 13000 rpm σε RT χωρίς καπάκι στη φυγόκεντρο για απομάκρυνση αιθανόλης.

16. Τοποθέτηση του φίλτρου σε καθαρό eppedorf και προσθήκη 50 μl nuclease-free water στο κέντρο της μεμβράνης.

17. Επώαση 1 min σε RT.

18. Φυγοκέντριση για 1 min στις 13000 rpm σε RT.

19. Στο eppedorf συγκεντρώνεται το DNA και από αυτό τρέχουμε σε πήκτωμα αγαρόζης μικρή ποσότητα για να σιγουρευτούμε ότι δε χάθηκε κατά τη διαδικασία

20. Αποθήκευση στους -200C.

Α4. ΠΕΨΗ ΜΕ ΠΕΡΙΟΡΙΣΤΙΚΕΣ ΕΝΔΟΝΟΥΚΛΕΑΣΕΣ


     Οι αντιδράσεις πέψης που έγιναν αποτελούνταν από το DNA προς κοπή, ένα ή παραπάνω περιοριστικά ένζυμα, το ρυθμιστικό διάλυμα της αντίδρασης, BSA και αποστειρωμένο νερό. Στην εικόνα 13 παρατίθενται πληροφορίες για τα περιοριστικά ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν για τις κλωνοποιήσεις των SCP1, SCP2, SCP3 και PPM1A.

		Ένζυμο

		θερμοκρασία

		Ρυθμιστικό διάλυμα

		Αλληλουχία DNA που κόβει



		EcoRI

		370C

		High buffer

(EcoRI buffer)

		5’-G/AATTC-3’


3’-CTTAA/G-5’



		NotI

		370C

		NEB3

		5’-G/CGGCCGC-3’


3’-CGCCGGC/G-3’



		XhoI

		370C

		High buffer


(XhoI buffer)

		5’-C/TCGAG-3’


3’-GAGCT/C-5’



		XbaI

		370C

		NEB2

		5’-T/CTAGA -3’


3’-AGATC/T-3’





Εικόνα 13. Τα ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν για την κλωνοποίηση των SCPs και PPM1A στον πλασμιδιακό φορέα pcDNA3-6myc. Επίσης φαίνονται οι θερμοκρασίες και τα ρυθμιστικά διαλύματα των ενζύμων. Για τη διπλή πέψη με EcoRI και NotI χρησιμοποιήθηκε EcoRI buffer ενώ για τη διπλή πέψη με XhoI και XbaI χρησιμοποιήθηκε NEB2 buffer.


A5. ΚΑΤΑΚΡΗΜΝΙΣΗ DNA

     Αυτή η διαδικασία γίνεται για να καθαρίσουμε το DNA από άλατα και ένζυμα μετά από πέψη με περιοριστικά ένζυμα.


Υλικά


CH3COONa 3Μ


Αιθανόλη (100% & 75%)

T.E. (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 8) ή νερό

Διαδικασία


1. Στο eppedorf που έχουμε το DNA προσθέτουμε 1/10 του όγκου CH3COONa 3Μ και 21/2 του όγκου αιθανόλη.


2. Αφήνουμε στους -800C για 30 min ή στους -200C ολονύκτια.


3. Φυγοκέντριση για 15 min στις 13000 rpm σε RT και aspiration υπερκείμενου.


4. Προσθήκη 500 μl 75% αιθανόλης (παγωμένη).

5. Φυγοκέντριση για 5 min στις 13000 rpm σε RT και aspiration υπερκείμενου.


6. Στέγνωμα πελέτας σε HOOD.

7. Προσθήκη 30 μl Τ.Ε. ή νερού και αφήνουμε να επαναδιαλυθεί σε πάγο.

A6. ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΛΙΓΑΣΗΣ DNA ΜΕ ΦΟΡΕΑ (LIGATION)


      Για την σύνδεση του γραμμικού πλασμιδιακού φορέα μετά από πέψη με περιοριστικά ένζυμα με το ένθεμα χρησιμοποιείται το ένζυμο Τ4 DNA ligase. Ο φυσιολογικός ρόλος αυτού του ενζύμου στο βακτηριοφάγο Τ4 είναι να δημιουργεί φωσφοδιεστερικό δεσμό ανάμεσα στην υδροξυλική ομάδα του 3΄-άκρου και στη φωσφορική ομάδα του 5΄-άκρου σε δίκλωνα μόρια DNA ή RNA. Η ταχύτητα συγκόλλησης ενός άκρου DNA με ένα άλλο κάτω από σταθερές συνθήκες εξαρτάται μόνο από τη συγκέντρωση των συμβατών άκρων του DNA, ανεξάρτητα από το αν αυτά τα άκρα ανήκουν στο ίδιο μόριο ή σε διαφορετικά μόρια DNA. Σε γενικές γραμμές ισχύει ότι η αναλογία φορέα προς ένθεμα πρέπει να είναι 1 προς 5, ώστε να αποφύγουμε φαινόμενα επανασυγκόλλησης του φορέα χωρίς το ένθεμα. Μία αντίδραση λιγάσης όγκου 15 μl πρέπει να περιέχει τα εξής υλικά:

1. Ποσότητα DNA φορέα και ενθέματος σε κατάλληλη αναλογία.


2. 1.5 μl 10x ligase buffer 

3. 1 μl T4 λιγάση

4. ATP 20 mM (μπορεί να περιέχεται στο buffer)


5. Νερό


     Η αντίδραση επωάζεται ολονύκτια στους 40C. Στο τέλος πραγματοποιούνται δοκιμαστικές πέψεις για έλεγχο της ένθεσης στο φορέα. 

Α7. ΥΓΡΟ ΚΑΙ ΣΤΕΡΕΟ ΘΡΕΠΤΙΚΟ ΜΕΣΟ LB

Υλικά

Bacto-tryptone

Bacto-yeast

NaCl

άγαρ 15 gr/lt

Διαδικασία


     Για την παρασκευή ενός λίτρου υγρού LB βάζουμε σε αποσταγμένο νερό ενός λίτρου 10 gr bacto-tryptone, 5 gr bacto-yeast extract και 8 gr NaCl και διαλύουμε το μείγμα σε μαγνητικό αναδευτήρα. Το LB αποστειρώνεται για περίπου 1 ώρα. Αν θέλουμε να προσθέσουμε αντιβιοτικό στο LB το κάνουμε μετά την αποστείρωσή του διότι αλλιώς χαλάει κατά τη διάρκεια της αποστείρωσης εξαιτίας της υψηλής θερμοκρασίας. 


     Για την κατασκευή στερεού LB απλά προσθέτουμε πριν την αποστείρωση άγαρ 15 gr/lt το οποίο διαλύεται κατά τη διάρκεια της αποστείρωσης. Αν θέλουμε μετά προσθέτουμε αντιβιοτικό (αφού κρυώσει λίγο το LB αλλά πριν στερεοποιηθεί)  και γεμίζουμε τρυβλία-Petri αφήνοντας το LB να στερεοποιηθεί. Τα τρυβλία φυλάσσονται μετά στο ψυγείο. 

Α8. ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ ΜΕ ΘΕΡΜΙΚΟ ΣΟΚ  


     Με το μετασχηματισμό βακτηριακών κυττάρων εισάγουμε ένα πλασμίδιο σε επιδεκτικά βακτηριακά κύτταρα (E.coli DH10β στη παρούσα εργασία). Αυτά τα κύτταρα μπορούμε μετά να τα πολλαπλασιάσουμε για περαιτέρω χρήση.


Υλικά  


Επιδεκτικά κύτταρα E.coli DH10β

Πλασμίδιο


Υγρό LB χωρίς αντιβιοτικό


Τρυβλία-Petri στερεού LB (προσθήκη άγαρ) με αντιβιοτικό (ανάλογα την ανθεκτικότητα του πλασμιδίου)


Διαδικασία


1. Βγάζουμε τα επιδεκτικά κύτταρα από τους -80°C και τα βάζουμε σε πάγο μέχρι να υγροποιηθούν. Προσθέτουμε σε αυτά το πλασμίδιο. Αν είναι προϊόν της αντίδρασης λιγάσης (ligation) προσθέτουμε όλη την αντίδραση, αν είναι προϊόν mediprep βάζουμε 1 μl.

2. Ανακινούμε με το χέρι και αφήνουμε 30 min στον πάγο.

3. Πραγματοποιούμε θερμικό σοκ στους 42°C για 45 sec ακριβώς.

4. Τοποθετούμε στον πάγο για 1-2 min.

5. Προσθέτουμε 900 μl LB στο eppedorf και αφήνουμε την καλλιέργεια να αναπτυχθεί στους 37°C για 45-60 min.

6. Τοποθετούμε τα τρυβλία στους 37°C για να φύγει η υγρασία. 

7. Φυγοκεντρούμε την καλλιέργεια στις 2000 rpm για 5 min σε θερμοκρασία δωματίου (για ligation κάνω απευθείας plating με 100 μl καλλιέργειας).

8. Αφαιρούμε ~500-600 μl του υπερκείμενου LB και επαναδιαλύουμε την πελέτα στο υπόλοιπο LB.

9. Απλώνουμε το διάλυμα στο τρυβλίο και αφήνουμε να επωαστεί στους 37°C ολονύκτια (κατά το άπλωμα δουλεύουμε κοντά σε φλόγα για να αποφύγουμε μολύνσεις).


Α9. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΥ DNA ΑΠΟ ΜΙΚΡΗ ΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ (MINIPREPS)


Υλικά


Υγρό LB με κατάλληλο αντιβιοτικό


Lysis buffer (8% sucrose, 5% Triton X-100, 500 mM EDTA pH 8.0, 50 mM Tris-HCl pH 7.5)

Λυσοζύμη (10 mg/ml)


Ισοπροπανόλη

Αιθανόλη 75%

RNAse

Τ.Ε. (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 8) ή νερό

Διαδικασία


1. Λήψη μοναδιαίων αποικιών με αποστειρωμένη οδοντογλυφίδα από τρυβλίο με στερεό θρεπτικό μέσο LB και καλλιέργειά τους ολονύκτια με ανακίνηση στους 37°C σε 2 ml υγρό LB με κατάλληλο αντιβιοτικό. 

2. Μεταφορά σε eppedorf (1,5 ml). 

3. Φυγοκέντριση για 1 min στις 13000 rpm σε RT και απομάκρυνση υπερκειμένου.

4. Προσθήκη 600 μl lysis buffer και 20 μl λυσοζύμη.

5. Επαναδιάλυση της πελέτας με vortex και επώαση 10 min σε RT.

6. Βράσιμο για 90 sec.

7. Επώαση στο πάγο για 15 min.

8. Φυγοκέντριση 15 min στις 13000 rpm σε RT.

9. Απομάκρυνση του ιζήματος με οδοντογλυφίδα.

10. Προσθήκη 600 μl παγωμένης ισοπροπανόλης (ανακατεύουμε καλά).

11. Τοποθέτηση στους -200C για 20-30 min.

12. Φυγοκέντριση για 15 min στις 13000 rpm σε RT και απομάκρυνση υπερκειμένου.

13. Προσθήκη 500 μl αιθανόλης 75%. 

14. Φυγοκέντριση για 5 min στις 13000 rpm σε RT και απομάκρυνση υπερκειμένου.

15. Στέγνωμα πελέτας σε HOOD

16. Επαναδιάλυση σε Τ.Ε. ή νερό με 10 mg/ml RNAse.

17. Αποθήκευση στους -200C.

Α10. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΥ DNA ΑΠΟ ΜΕΣΑΙΑ ΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ (MEDIPREPS)


Υλικά


Υγρό LB με κατάλληλο αντιβιοτικό                


Διαλύματα P1 (resuspension buffer), P2 (lysis buffer), P3 (neutralization buffer), QBT (equilibration buffer), QC (wash buffer), QF (elution buffer) της Qiagen

RNAse (την προσθέτουμε στο P1)


Κολώνες Qiagen

Φίλτρο ενυδρείου

Ισοπροπανόλη

Αιθανόλη 75%

Τ.Ε. (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 8) ή νερό

Διαδικασία


Αρχικά μολύνονται 3 ml θρεπτικό LB με αντιβιοτικό με μοναδιαία αποικία και γίνεται ολονύκτια επώαση στους 37ºC. Στη συνέχεια μέρος αυτής της καλλιέργειας χρησιμοποιείται για μόλυνση 200 ml LB με αντιβιοτικό και γίνεται πάλι ολονύκτια επώαση στους 37ºC. Εναλλακτικά μπορούμε απευθείας να μολύνουμε 200 ml LB με αντιβιοτικό με μοναδιαία καλλιέργεια από το τρυβλίο-Petri και να γίνει ολονύκτια επώαση στους 37ºC.

1. Μεταφορά καλλιέργειας σε τέσσερα falcon των 50 ml.


2. Φυγοκέντριση για 20 min στις 3500 rpm στους 4ºC και απομάκρυνση υπερκειμένου.


-Ανά 100ml καλλιέργειας: 

3. Προσθήκη 4 ml P1 με RNAse και διάλυση πελέτας με vortex.

4. Προσθήκη 4 ml Ρ2, ήπια ανακίνηση και τοποθέτηση για 5 min σε RT.


5. Προσθήκη 4 ml Ρ3, ήπια ανακίνηση και τοποθέτηση σε πάγο για 15 min.


6. Φυγοκέντριση για 30 min στις 3500 rpm στους 4ºC. 


7. Προσθήκη 4 ml QBT σε κολώνα Qiagen.

8. Τοποθέτηση φίλτρου ενυδρείου στην κολώνα και προσθήκη υπερκειμένου της φυγοκέντρισης.


9. Προσθήκη 10 ml QC από δύο φορές στην κολώνα.


10. Αφού περάσει το QC τοποθετούμε κάτω από την κολώνα falcon των 15 ml.


11. Προσθήκη 5 ml QF, το οποίο συγκεντρώνεται στο falcon με το DNA.


12. Προσθήκη 3.5 ml ισοπροπανόλης (70% του όγκου), ήπια ανακίνηση και μοίρασμα σε 6 eppedorf. 

13. Φυγοκέντριση για 30 min στις 13000 rpm στους 4ºC και απομάκρυνση υπερκειμένου.


14. Επανάληψη των βημάτων 7-13 για τα υπόλοιπα 100 ml της καλλιέργειας.


15. Προσθήκη 75% αιθανόλης (300 μl/eppedorf).

16. Φυγοκέντριση για 30 min στις 13000 rpm σε RT και απομάκρυνση υπερκειμένου.


17. Στέγνωμα πελέτας σε HOOD.

18. Επαναδιάλυση σε ~200 μl T.E. ή νερού (~30 μl/eppedorf) ολονύκτια στους 4ºC.


19. Αποθήκευση στους -20ºC.

Για την ποσοτικοποίηση του DNA προσθέτουμε 5 μl από το mediprep σε 995 μl νερού και το φωτομετρούμε στα 260 nm (για τυφλό χρησιμοποιούμε σκέτο νερό). Ο αριθμός που προκύπτει πολλαπλασιαζόμενος με το 10 μας δίνει την ποσότητα του DNA που έχουμε στο mediprep σε μg/μl.

Α11. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ RNA ΑΠΟ ΕΥΚΑΡΥΩΤΙΚΗ ΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΣΕΙΡΑ (HaCaT) ΚΑΙ ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ cDNA (RT-PCR)

Υλικά


Καλλιέργεια HaCaT κυττάρων (χρησιμοποιήθηκαν στη παρούσα εργασία)

Διπλά αποστειρωμένα blue tips, yellow tips, eppedorf των 1.5 ml και 2 ml, και eppedorf για PCR

1x PBS (137 mM NaCl, 10 mM Phosphate, 2.7 mM KCl, pH 7.4)

Trizol

Χλωροφόρμιο


Ισοπροπανόλη


Αιθανόλη 75%


Νερό (WFI)


Για αντίδραση RT-PCR: dNTPs (φρέσκα), random primers, 5x first strand buffer, DTT, transcriptase, RNAse out

Διαδικασία


-Κυτταρική καλλιέργεια:


     Αρχικά αραιώνουμε τα κύτταρα, τα τοποθετούμε σε p60 (~500.000 cells/plate) και τα αφήνουμε για 24 ώρες να μεγαλώσουν. Στη συνέχεια αν θέλουμε να προσθέσουμε TGF-β πρέπει να τα περάσουμε σε θρεπτικό DMEM High 0.02% FBS για 24 ώρες, διαφορετικά μπορούμε να τα λύσουμε άμεσα. Στη συνέχεια προσθέτουμε TGF-β στα χρονικά όρια που μας ενδιαφέρουν (π.χ. 24, 8, 4, 2, 1 ώρες).


-Λύση κυττάρων και απομόνωση του RNA: 

1. Έκπλυση κυττάρων με 1 ml 1x PBS.

2. Προσθήκη 1 ml Trizol για ομογενοποίηση και τοποθέτηση σε eppedorf των 2 ml (εδώ μπορώ να αποθηκεύσω τα κύτταρα στους -800C).


3. Επώαση για 5 min σε RT.

4. Προσθήκη 200 μl χλωροφόρμιου, vortex για 10 min για ομογενοποίηση και επώαση για 2-3 min σε RT.


5. Φυγοκέντριση για 15 min στις 12000 rpm στους 40C.

6. Λήψη πάνω φάσης και τοποθέτησή της σε eppedorf του 1.5ml.


7. Προσθήκη 0.5 ml φρέσκιας ισοπροπανόλης, ανακίνηση και επώαση για 10 min σε RT.

8. Φυγοκέντριση για 15 min στις 12000 rpm στους 40C και απομάκρυνση υπερκειμένου.


9. Προσθήκη 1 ml 75% φρέσκιας απόλυτης αιθανόλης και vortex.


10. Φυγοκέντριση για 15 min στις 12000 rpm στους 40C και απομάκρυνση υπερκειμένου.

11. Στέγνωμα πελέτας σε HOOD.

12. Προσθήκη 30-35 μl WFI και επαναδιάλυση σε πάγο για 30 min.


13. Αποθήκευση στους -800C.

-Παρασκευή cDNA:


1. Προσθέτω 5 μl RNA σε 995 μl νερό και φωτομετρώ στα 260 nm.


2. Το αποτέλεσμα της φωτομέτρησης πολλαπλασιαζόμενο επί 8 μας δίνει τη ποσότητα σε μg/μl.


3. Φτιάχνω μία αραίωση 200 ng/μl (σε τελικό όγκο 20 ή 50 μl) και τη χρησιμοποιώ στην παρακάτω αντίδραση cDNA:


                 5 μl RNA (αραίωση 200 ng/μl)


                 20.5 μl WFI

                 5 μl dNTPs (φρέσκα)


                 3 μl random primers για RT-PCR (100 ng/μl)


     .

4. Τοποθετώ τις αντιδράσεις στο πρόγραμμα cDNA (δες παρακάτω).


5. Αφήνω να ολοκληρωθεί το πρώτο βήμα στους 650C για 5 min και κάνω παύση.


6. Τοποθετώ τα δείγματα στο πάγο και προσθέτω 10 μl 5x first strand buffer και 5 μl DTT.


7. Επανατοποθετώ τα δείγματα στο μηχάνημα της PCR για τη συνέχιση της αντίδρασης και μετά από δύο λεπτά κάνω παύση και τοποθετώ τα δείγματα στο πάγο.


8. Προσθέτω 1 μl transcriptase και 0.5 μl RNAse out.

9. Επανατοποθετώ τα δείγματα στο μηχάνημα της PCR για την ολοκλήρωση της αντίδρασης.


10. Τα δείγματα τα φυλάω στους -200C.


11. Για να διερευνήσω την επιτυχία στην παρασκευή του cDNA χρησιμοποιώ 2 μl σε αντίδραση PCR με γονίδιο ελέγχου το GAPDH.

-Προγράμματα PCR και εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν σε RT-PCR πειράματα στη παρούσα εργασία:

     Οι συνθήκες PCR για τη παρασκευή cDNA είναι:

650C      5 min                                                  


250C     12 min                                                  

320C     50 min     


700C     15 min                                 

     Για το GAPDH οι εκκινητές και  οι συνθήκες PCR είναι:

Forward primer: 5’-gtggtctgtgtcaccgtatc-3’

Reverse primer: 5’-gtagttgaatccgagctgcc-3’

9​​40C      4 min                                                  


9​​40C     30 sec                                                  

570C     30 sec     20 κύκλοι                             


720C     45 sec                                                  

720C      4 min                                                  


     Για το PAI οι εκκινητές και  οι συνθήκες PCR είναι:

Forward primer: 5’-accacagtccatgccatca-3’

Reverse primer: 5’-tccaccaccctgttgctgta-3’

9​​50C      7 min                                                  


9​​40C     30 sec                                                  

590C     30 sec     29 κύκλοι                             


720C     30 sec                                                  


720C      5 min                                                  


Για τα SCP1, SCP2, SCP3 και PPM1A οι συνθήκες της PCR και οι εκκινητές φαίνονται στην ενότητα Α1 με διαφορά ότι στις αντιδράσεις για τα SCP1 και SCP2 ανεβάσαμε τη θερμοκρασία υβριδοποίησης στους 640C.

Β) ΧΕΙΡΙΣΜΟΙ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ


Β1. ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΚΑΙ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΠΗΚΤΩΜΑΤΟΣ ΠΟΛΥΑΚΡΥΛΑΜΙΔΗΣ (SDS-PAGE)

Υλικά

Εκμαγείο για παρασκευή του πηκτώματος πολυακρυλαμίδης


Συσκευή ηλεκτροφόρησης 

30% Acrylamide (29 gr acrylamide, 1g bis-acrylamide, volume 100 ml)

Running buffer (Tris 1.5 M, SDS 0.4%, pH 8.8)


Stacking buffer (Tris 0.5 M, SDS 0.4%, pH 6.8)

10% APS (1 gr APS σε 10 ml νερό)


TEMED

1x TGS (1 L 10x TGS: 30.3 gr Tris, 144.2 gr Glycine, 10 gr SDS, pH 8.3)

4x loading buffer (2.5 ml Tris-HCl, 1.6 ml β-mercaptoethanol, 8 ml 20% SDS, 4 ml glycerol, 8 mg bromophenol blue)

Πρωτεϊνικός δείκτης μοριακών μεγεθών

     Το πήκτωμα πολυακρυλαμίδης χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό πρωτεϊνών διαφορετικού μέγεθος και αποτελείται από δύο μέρη, το stacking gel (πήκτωμα κατακάθισης) και το running gel (πήκτωμα διαχωρισμού). Η σύστασή τους φαίνεται στην εικόνα 14. Για την ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνικών διαλυμάτων προσθέτουμε 4x loading buffer  και το βράζουμε για 5 min στους 1000C για να αποδιαταχθούν οι πρωτεΐνες. Το πήκτωμα ηλεκτροφορείται μέσα σε ρυθμιστικό διάλυμα 1x TGS  για 1 ώρα στα 150 V/90 A.

		GEL ΠΟΛΥΑΚΡΥΛΑΜΙΔΗΣ 



		Running gel

		stacking gel



		

		7%

		8.5%

		10.5%

		12.5%

		



		ddH2O

		5 ml

		4.6 ml

		3.9 ml

		3.2 ml

		ddH2O

		3.6 ml



		30% acrylamide

		2.4 ml

		2.8 ml

		3.5 ml

		4.2 ml

		30% acrylamide

		0.9 ml



		Running buffer

		2.5 ml

		2.5 ml

		2.5 ml

		2.5 ml

		Stacking buffer

		1.5 ml



		10% APS

		160 μl

		160 μl

		160 μl

		160 μl

		10% APS

		60 μl



		TEMED

		8 μl

		8 μl

		8 μl

		8 μl

		TEMED

		6 μl





Εικόνα 14. Τα συστατικά του running και του stacking gel του πηκτώματος πολυακρυλαμίδης. Το πήκτωμα είναι αποδιατακτικό αφού περιέχει SDS (στα buffer).


Β2. ΜΕΤΑΦΟΡΑ (TRANSFER) ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΑΠΟ ΠΗΚΤΩΜΑ ΠΟΛΥΑΚΡΥΛΑΜΙΔΗΣ ΣΕ ΜΕΜΒΡΑΝΗ ΝΙΤΡΟΚΥΤΤΑΡΙΝΗΣ

Υλικά

Transfer buffer (700 ml H2O, 100 ml 10x TGS, 200 ml methanol)

Σφουγγαράκια


Χαρτί wattmann

Μεμβράνη νιτροκυτταρίνης (Protran/Whatman)

Συσκευή transfer (μαζί με ειδικό δοχείο που περιέχει νερό σε μορφή πάγου)

Διαδικασία 


1. Ηλεκτροφόρηση της πρωτεΐνης που μας ενδιαφέρει σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης.


2. Τοποθέτηση στη συσκευή transfer κατά σειρά: ένα σφουγγαράκι εμποτισμένο με transfer buffer, δύο χαρτιά wattmann εμποτισμένα με transfer buffer, το πήκτωμα πολυακρυλαμίδης, τη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, ξανά δύο χαρτιά wattmann εμποτισμένα με transfer buffer και ξανά ένα σφουγγαράκι εμποτισμένο με transfer buffer. Το χαρτί wattmann κόβεται σε διαστάσεις 7x9 cm και η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης κόβεται σε διαστάσεις ίδιες με αυτές του running gel του πηκτώματος πολυακρυλαμίδης. Όταν τοποθετήσουμε το πήκτωμα (έχουμε κόψει το stacking gel) φροντίζουμε να το κρατάμε υγρό με transfer buffer και προσέχουμε να μην δημιουργηθούν φυσαλίδες κατά τη τοποθέτηση της μεμβράνης νιτροκυτταρίνης.


3. Κλείνουμε τη συσκευή transfer και την εφαρμόζουμε σε ειδικό δοχείο. Η πλευρά στην οποία το πήκτωμα εφάπτεται με τη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης φροντίζουμε να κοιτά το θετικό πόλο για σωστή μεταφορά της πρωτεΐνης. Το δοχείο αυτό γεμίζεται με transfer buffer. Για να μην αναπτυχθούν πολύ υψηλές θερμοκρασίες κατά την ηλεκτροφόρηση τοποθετούμε ένα επιπρόσθετο μικρό δοχείο με νερό σε μορφή πάγου. 

4. Γίνεται ηλεκτροφόρηση στα 400 Α/150 V για μιάμιση ώρα. 


Β3. WESTERN BLOT

Υλικά

TBS-T 0.05% (1x TBS, 0.05% Tween-20 και 1 L 10x TBS: 90 gr NaCl, 250 ml Tris-HCl 2 M pH 7.3)

Blocking solution (5% dry milk σε TBS-T 0.05%)

1o αντίσωμα (ειδικό για τη πρωτεΐνη που μας ενδιαφέρει)

2ο αντίσωμα (anti-HRP)

ECL (Oxidizing και enhanced luminal reagent) (Thermo Scientific)

Μεμβράνη saran

Κασέτα εμφάνισης


Φιλμ εμφάνισης (Fujifilm)

Διαδικασία

1. Έπειτα από transfer λαμβάνεται η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης και τοποθετείται σε δοχείο με τη πλευρά που βρίσκονται οι πρωτεΐνες προς τα πάνω (είναι η πλευρά που εφαπτόταν του πηκτώματος πολυακρυλαμίδης).

2. Έκπλυση με TBS-T 0.05% για 10 min.

3. Επώαση με blocking solution για 1 ώρες σε RT για το μπλοκάρισμα των μη ειδικών θέσεων πρόσδεσης του αντισώματος.

4. Γρήγορο ξέπλυμα με TBS-T 0.05%.

5. Επώαση με 1ο αντίσωμα στην επιθυμητή αραίωση στους 4°C ολονύκτια (δες εικόνα 15 για τα αντισώματα της παρούσας εργασίας).


6. Τρεις δεκάλεπτες εκπλύσεις με TBS-T 0.05%.


7. Επώαση με 2ο αντίσωμα anti-HRP στην επιθυμητή αραίωση σε blocking solution σε RT για 1 ώρα.


8. Τρεις δεκάλεπτες εκπλύσεις με TBS-T 0.05%.

9. Έκπλυση με 1x TBS για 5 min.

10. Τοποθέτηση ECL πάνω στη μεμβράνη (400 μl oxidizing reagent και 400 μl enhanced luminal reagent) για την ενίσχυση του σήματος του αντισώματος. Το αφήνουμε για 5min πάνω στη μεμβράνη υπό σκοτάδι.

11. Κάλυψη της μεμβράνης με saran, τοποθέτησή της σε ειδική κασέτα και έκθεση του φιλμ σε διάφορες χρονικές περιόδους (εξαρτάται πόσο δυνατό είναι το σήμα του αντισώματος).  


		1ο Αντίσωμα

		Αραίωση

		Εταιρία



		a-P-Smad 2 L (Ser 245/250/255) (rabbit)

		1:1000 5% BSA/TBST 0.1% (WB)

		Cell Signaling



		a-P-Smad 2 C (Ser 465/467) (rabbit)

		1:1000 5% milk/TBST 0.05% (WB)

		Cell Signaling



		a-Smad 2 (goat)

		1:200 3% milk/TBST 0.05% (WB)

		Santa Cruz



		a-P-Smad 3 C (Ser 433/435) ( rabbit)

		1:1000 5% BSA/TBST 0.1% (WB)

		Cell Signaling



		a-Smad 3 (rabbit)

		1:400 5% milk/TBST 0.05% (WB)

		Zymed Labor.



		a-myc (mouse)

		1:500 5% milk/TBST 0.05% (WB)

		Sigma



		

		1:200 PBS+/+/1.5% FBS (IF)

		



		a-flag (mouse)

		1:1000 5% milk/TBST 0.05% (WB)

		Sigma



		a-actin (mouse)

		1:5000 5% milk/TBST 0.05% (WB)

		Chemicon



		a-HNF4 (rabbit)

		1:250 5% milk/TBST 0.05% (WB)

		Santa Cruz



		

		1:200 PBS+/+/1.5% FBS (IF)

		



		2ο Αντίσωμα

		Αραίωση

		Εταιρία



		a-rabbit HRP

		1:5000 5% milk/TBST 0.05% (WB)

		Chemicon



		a-rabbit FITC

		1:50 PBS+/+/1.5% FBS (IF)

		Chemicon



		a-mouse HRP

		1:10000 5% milk/TBST 0.05% (WB)

		Sigma



		a-mouse FITC

		1:50 PBS+/+/1.5% FBS (IF)

		Chemicon



		a-goat HRP

		1:10000 5% milk/TBST 0.05% (WB)

		Sigma



		Streptavidin HRP

		1:20000 TBST 0.1% (WB)

		Sigma





Εικόνα 15. Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία. Στη πρώτη στήλη φαίνεται σε παρένθεση το είδος του αντισώματος και στη δεύτερη είναι σε παρένθεση η εφαρμογή που χρησιμοποιήθηκε (WB-Western Blot και IF-Immunofluoresence).

Β4. STRIPPING ΚΑΙ BLOCKING ΤΩΝ HRP ΜΕ NaN3

     Οι μεμβράνες του western blot μπορούν να επαναχρησιμοποιηθούν για ανίχνευση διαφορετικού επιτόπου αφού «σβήσουμε» το σήμα της προηγούμενης ανίχνευσης. Στην περίπτωση που το 20 αντίσωμα (το anti-HRP) της καινούργιας ανίχνευσης είναι διαφορετικό από αυτό της πρώτης, τότε αρκεί να κάνουμε μπλοκάρισμα των HRP με NaN3 ώστε να σβήσουμε πιθανό σήμα από τη πρώτη ανίχνευση. Σε περίπτωση που το 20 αντίσωμα (το anti-HRP) της καινούργιας ανίχνευσης είναι ίδιο με αυτό της πρώτης, τότε αυτό θα προσδεθεί εκ νέου στο 10 αντίσωμα της πρώτης ανίχνευσης και θα μας δώσει σήμα το οποίο θα θέλαμε να αποφύγουμε. Για να λύσουμε αυτό το πρόβλημα υποβάλουμε τη μεμβράνη σε διαδικασία stripping, με χρήση κατάλληλου διαλύματος. Αυτή η διαδικασία έχει σαν αποτέλεσμα την αποδέσμευση και απομάκρυνση του 1ου αντισώματος της πρώτης ανίχνευσης από την πρωτεΐνη-στόχο οπότε και το «σβήσιμο» του σήματος.

Υλικά

Stripping buffer (100 mM β-mercaptoethanol, 2% SDS, 62.5 mM Tris-HCl pH 6.8)

TBS-T 0.05%


NaN3 1% σε TBS-T 0.05% (1ml NaN3 1% και 49ml TBS-T 0.05%)

Διαδικασία

-Stripping:


1. Επώαση της μεμβράνης στο stripping buffer για 30 min σε 50οC και 5 min σε rotating platform σε RT.


2. Έκπλυση με TBS-T 0.05% για 10 min.

3. Συνέχεια τη διαδικασίας του western blot από το σημείο επώασης της μεμβράνης με blocking solution.


-Blocking με HRP:


1. Επώαση της μεμβράνης με NaN3 1% σε TBS-T 0.05% για 1 ώρα σε RT.


2. Τρεις δεκάλεπτες εκπλύσεις με TBS-T 0.05%.


3. Συνέχεια τη διαδικασίας του western blot από το σημείο επώασης της μεμβράνης με 1ο αντίσωμα ολονύκτια.


Β5. ΛΥΣΗ ΕΥΚΑΡΥΩΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΜΕ CO-IP LYSIS BUFFER

Υλικά

Co-IP lysis buffer (20 mM Tris–HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 10% γλυκερόλη, 1% Triton X-100)

PMSF 0.1M και benzamydine 0.5M (αναστολείς σερινοπρωτεασών που προσθέτουμε στο Cο-IP lysis buffer σε αραίωση 100:1 και 1000:1 αντίστοιχα)


1x PBS (137 mM NaCl, 10 mM Phosphate, 2.7 mM KCl, pH 7.4)


Scraper

Διαδικασία

1. Απομακρύνουμε το θρεπτικό υλικό από τα κύτταρα και προσθέτουμε 1 ml 1x PBS.


2. Για την αποκόλληση των κυττάρων από τα πιάτα τα ξύνουμε με ειδικό scraper και το τοποθετούμε σε eppedorf του 1.5 ml μέσα σε πάγο.


3. Φυγοκέντριση για 5 min στις 5000 rpm στους 40C και απομάκρυνση υπερκειμένου.

4. Επαναδιάλυση της πελέτας σε 100 μl Co-IP lysis buffer με τους αναστολείς πρωτεασών PMSF και benzamydine.


5. Αφήνουμε το δείγματα στον rotator για 30 min στους 40C.


6. Φυγοκέντριση για 5 min στις 13000 rpm στους 40C.

7. Αποθήκευση του υπερκειμένου με το πρωτεϊνικό εκχύλισμα στους -800C μέχρι τη χρήση του.

Β6. ΚΑΝΟΝΟΚΟΠΟΙΗΣΗ LOWRY-BRADFORT

     Με αυτή τη μέθοδο μπορούμε να μετρήσουμε σε μg την ολική ποσότητα των πρωτεϊνών σε ένα πρωτεϊνικό εκχύλισμα και να διερευνήσουμε σε ποσοτικό επίπεδο διαφορές των πρωτεϊνών που βρίσκονται στα διάφορα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα.

Υλικά 

10μl από το πρωτεϊνικό εκχύλισμα


Νερό


Διαλύματα Α, Β και S (Bio-rad)

Διάλυμα Α’ (1000 μl A και 20 μl S)


Διαδικασία

1. Αναμιγνύω 10 μl πρωτεϊνικού εκχυλίσματος με 190 μl νερό, 100 μl Α’ και 800 μl Β.


2. Αφήνω για 15 min σε RT.


3. Φωτομετρώ στα 750 nm.

4. Για τον υπολογισμό της ποσότητας της πρωτεΐνης που περιέχεται στα 10 μl χρησιμοποιούμε τον τύπο:


     x=(y-a)/b      όπου x: η ποσότητα της πρωτεΐνης σε μg

                                    y: η οπτική πυκνότητα (OD) 

                                                a: 0.02348  

                                                b: 0.00745


5. Ανάγουμε το αποτέλεσμα στον όγκο του συνολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσματος για να βρούμε την ολική ποσότητα της πρωτεΐνης που περιέχει.

Β7. Η ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΛΟΥΣΙΦΕΡΑΣΗΣ ΚΑΙ ΚΑΝΟΝΙΚΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ ΤΙΜΩΝ ΤΗΣ (LUCIFERASE & β-GAL ASSAY)

     Η αντίδραση λουσιφεράσης είναι μία μέθοδος μέτρησης της μεταγραφικής ενεργοποίησης που προκαλείται από ρυθμιστικά στοιχεία κάποιου γονιδίου. Δηλαδή, όταν τα ρυθμιστικά στοιχεία αναγνώρισης κάποιου μεταγραφικού παράγοντα που μας ενδιαφέρει να μελετήσουμε βρίσκονται upstream του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ένα πλασμίδιο, τότε μετρώντας την ενεργότητα της λουσιφεράσης μπορούμε να εξάγουμε συμπεράσματα για την ικανότητα μεταγραφής του μεταγραφικού παράγοντα κάτω από συγκριμένες συνθήκες (π.χ. παρουσία κάποιας μετάλλαξης ή κάποιου αναστολέα του μεταγραφικού παράγοντα). Για παράδειγμα στην παρούσα εργασία μελετήθηκε η μεταγραφική ενεργοποίηση των Smad2/3 πρωτεϊνών παρουσία των SCPs. Τα πλασμίδια-reporter που χρησιμοποιήθηκαν είναι το p(CAGA)12-E1B-luc το οποίο περιέχει 12 φορές την αλληλουχία πρόσδεσης των Smad CAGA και έτσι ενεργοποιείται η μεταγραφή του γονιδίου της λουσιφεράσης και το pG5-E1B-luc το οποίο περιέχει θέσεις πρόσδεσης για το DBD του GAL4.


     Η κανονικοποίηση με β-gal γίνεται για να εξισορροπηθούν οι τιμές του luc assay από διαφορές που μπορεί να οφείλονται στην απόδοση της διαμόλυνσης ή στον αριθμό τον κυττάρων που υπάρχει στα πιάτα καλλιέργειας αλλά όχι στις υπό μελέτη συνθήκες. Γι’ αυτό το λόγο χρησιμοποιείται το πλασμίδιο CMV-LacZ το οποίο περιέχει β-γαλακτοσιδάση κάτω από τον ισχυρό υποκινητή του κυτταρομεγαλοϊού. Η β-γαλακτοσιδάση καταλύει την υδρόλυση των β-γαλακτοσιδίων όπως ONPG και τα ανιόντα του ONP μας δίδουν το χαρακτηριστικό κίτρινο χρώμα που μπορεί να ποσοτικοποιηθεί στα 410 nm.      

Υλικά

1x PBS (137 mM NaCl, 10 mM Phosphate, 2.7 mM KCl, pH 7.4)

1x Cell lysis reagent (Promega)


Υπόστρωμα λουσιφερίνης

Sodium phosphate buffer 0.1 Μ (7.098 gr Na2HPO4 και ρύθμιση του pH στο 7.3 με NaH2PO4 0.1 Μ, αποθήκευση σε RT)

ONPG (Για 8 mg/ml γίνεται προσθήκη 0.4 gr O-nitrophenol-galactoside σε 50 ml sodium phosphate buffer 0.1 M, αποθήκευση στους -200C)


Mg2+ buffer (Για 1 ml χρησιμοποιούμε 333 μl KCl 3 M, 100 μl MgCl2 1 M, 352 μl β-mercaptoethanol και 215 μl Η2Ο, αποθήκευση στους -200C.

Διαδικασία

-luc assay:


1. Απομάκρυνση θρεπτικού υλικού από κυτταρική καλλιέργεια.


2. Έκπλυση με 1x PBS.

3. Προσθήκη 1x cell lysis reagent (500 μl για HEK293T και 200 μl για HepG2).


4. Αφήνουμε τα δείγματα για 5 min σε ανακινούμενη πλατφόρμα ώστε να ξεκολλήσουν τα κύτταρα από τα πιάτα (τα HepG2 τα ξύνουμε και με scraper).


5. Μεταφορά των κυττάρων σε eppedorf και vortex.

6. Τοποθέτηση για 10 min στους -800C.

7. Τοποθέτηση για 2 min στους  370C και γρήγορο vortex.

8. Φυγοκέντριση για 1 min στις 13000 rpm σε RT και λήψη υπερκειμένου.


9. Τοποθέτηση 60 μl από το υπερκείμενο σε νέο eppedorf και προσθήκη 60 μl υποστρώματος  λουσιφερίνης. 

10. Τοποθέτηση του eppedorf χωρίς καθυστέρηση στο λουμινόμετρο (luminometer) που θα μας δώσει την τιμή της μεταγραφικής ενεργοποίησης.


-β-gal assay:


1. Σε μικρή ποσότητα εκχυλίσματος (2 μl για ΗΕΚ293Τ και 15 μl για HepG2) που έχει απομονωθεί από τη προηγούμενη διαδικασία προσθέτουμε 456 μl sodium phosphate buffer, 132 μl ONPG και 6 μl Mg2+ buffer (φτιάχνουμε ένα mix για όλα τα δείγματα).


2. Γρήγορη ανάδευση με vortex και τοποθέτηση χωρίς καθυστέρηση στους 370C μέχρι την ανάπτυξη κίτρινης απόχρωσης.


3. Διακοπή της αντίδρασης με προσθήκη 200 μl Na2CO3 1 M και ανάδευση με vortex.


4. Φωτομέτρηση των δειγμάτων στα 410 nm (για τυφλό χρησιμοποιούμε δείγμα που περιέχει 1x cell lysis reagent αντί για κυτταρικό εκχύλισμα).


5. Διαιρώντας τη μέγιστη τιμή της οπτικής πυκνότητα με τις μικρότερες προκύπτει ένας συντελεστής ο οποίος πολλαπλασιαζόμενος με τις τιμές του luc assay μας δίνει την κανονικοποιημένη τιμή της μεταγραφικής ενεργοποίησης για κάθε δείγμα.

Β8. ΔΙΑΧΩΡΙΣΜΟΣ ΠΥΡΗΝΙΚΟΥ ΚΑΙ ΚΥΤΤΑΡΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΟΥ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΟΣ


Υλικά

1x PBS (137 mM NaCl, 10 mM Phosphate, 2.7 mM KCl, pH 7.4)

Buffer A (10 mM Hepes pH 7.9, 10 mM KCl, 2 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, 0,5% NP-40, 1 mM DTT, 10 μM leupeptin, 10 mM PMSF, 10 ug/ml aprotinin, 1 mM Na4VO3)

Buffer C (20 mM Hepes pH 7.9, 1.5 mM MgCl2, 0.42M NaCl, 0.2 mM EDTA, 25% (v/v) glycerol, 1 mM DTT, 10 μM leupeptin, 10 mM PMSF, 10 ug/ml aprotinin, 1 mM Na4VO3)


Buffer D (20 mM Hepes pH 7.9, 0.05 M KCl, 0.2 mM EDTA, 20% (v/v) glycerol, 1 mM DTT, 10 μM leupeptin, 10 mM PMSF, 10 ug/ml aprotinin, 1 mM Na4VO3)

Διαδικασία

1. Έκπλυση των κυττάρων με 1x PBS.


2. Προσθήκη 1 ml 1x PBS, ξύσιμο των κυττάρων με scraper και μεταφορά τους σε eppedorf.


3. Φυγοκέντριση για 5 min στις 6000 rpm στους 40C και απομάκρυνση του PBS. 

4. Επαναδιάλυση σε 400 μl Buffer A και αφήνουμε το δείγματα στον rotator για 15 min στους 40C.

5. Φυγοκέντριση για 6 min στις 6000 rpm στους 40C.


6. Το υπερκείμενο αποτελεί το κυτταροπλασματικό εκχύλισμα και αφαιρείται προσεκτικά.


7. Επαναδιάλυση των πυρήνων της πελέτας σε 80 μl Buffer C και επώαση για 30 min στο πάγο


8. Προσθήκη 60 μl Buffer D και φυγοκέντριση για 6 min στις 13000 rpm στους 40C.

9. Το υπερκείμενο αποτελεί το πυρηνικό εκχύλισμα το οποίο αφαιρείται και φυλάσσεται στους -800C. 

Β9. ΕΛΕΓΧΟΣ ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗΣ DNA ΜΕ ΠΡΩΤΕΪΝΗ: ΠΡΟΣΔΕΣΗ ΠΕΠΤΙΔΙΟΥ ΣΕ ΒΙΟΤΙΝΥΛΙΩΜΕΝΟ ΟΛΙΓΟ-ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΟ (DNAP-DNA AFFINITY PRECIPITATION)

Υλικά


Βιοτινυλιωμένο ολιγονουκλεοτίδιο       


Dynabeads M-280 Streptavidin (Invitrogen)

Μαγνητικό rack

2x B&W (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 2 mM NaCl)

BBRC (10% glycerol, 10 mM Tris pH 7.5, 50 mM KCl, 4 mM MgCl2, 0.2 mM EDTA)

Protease inhibitors (1 mM DTT, 10 μM leupeptin, 10 mM PMSF, 10 ug/ml aprotinin)


Διαδικασία    


1. Για την προετοιμασία των Dynabeads γίνεται αρχικά προσθήκη 5 μl Dynabeads M-280 Streptavidin σε eppedorf και έκπλυση τους μία φορά με 500 μl 1x B&W στο μαγνητικό rack.

2. Στη συνέχεια προσθέτουμε 7 μl 2x B&W και 7 μl από το βιοτινυλιωμένο ολιγονουκλεοτίδιο και αφήνουμε για 15 min (για δείγμα ελέγχου χωρίς το ολιγονουκλεοτίδιο βάζουμε μόνο 14 μl 1x B&W).


3. Έκπλυση δύο φορές με 1x B&W στο μαγνητικό rack.


4. Έκπλυση μία φορά με BBRC στο μαγνητικό rack.


5. Προσθήκη στα beads 500 μl BBRC με inhibitors και περίπου 300 μg από το πρωτεϊνικό εκχύλισμα (το οποίο έχει απομονωθεί από ευκαρυωτικά κύτταρα με Co-IP lysis buffer-ενότητα Β5-).     

6. Επώαση στον rotator ολονύκτια στους 40C.

7. Έκπλυση τρεις φορές με 500 μl BBRC με inhibitors στο μαγνητικό rack.

8. Προσθήκη 4x loading buffer στα beads, βράσιμο για 10 min και ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης.

9. Western blot με κατάλληλο αντίσωμα.   

Β10. ΕΛΕΓΧΟΣ ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΜΕ ΒΙΟΤΙΝΥΛΙΩΣΗ

     Η βιοτινυλίωση του επιτόπου bio από τη βακτηριακή λιγάση BirA και η δυνατότητα απομόνωσής του μέσω σφαιριδίων streptavidin-agarose μας δίνει τη δυνατότητα να διερευνήσουμε πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις. Συγκεκριμένα η λογική είναι ότι συνεκφράζουμε μια πρωτεΐνη που φέρει τον επίτοπο bio με BirA και την απομονώνουμε με σφαιρίδια streptavidin-agarose. Με κατάλληλο αντίσωμα και western blot μπορούμε να διαπιστώσουμε αν υπάρχει πάνω της προσδεμένη κάποια άλλη πρωτεΐνη. 

Υλικά

Τα πλασμίδια που περιέχουν BirA και τη bio-tagged πρωτεΐνη που μας ενδιαφέρει.


Streptavidin-agarose beads εξισορροπημένα (Sigma) (για την εξισορρόπησή τους προσθέτουμε σε αυτά 10 όγκους 1x PBS, φυγοκεντρούμε για 5 min στις 2000 rpm στους 40C και αφαιρούμε το υπερκείμενο. Αυτό γίνεται τρεις φορές και στο τέλος προσθέτουμε ίσο όγκο 1x PBS ώστε τελικά να έχουμε 50% beads στο τελικό διάλυμα).

1x PBS (137 mM NaCl, 10 mM Phosphate, 2.7 mM KCl, pH 7.4)

Co-IP lysis buffer με 10 mM PMSF και 1 mM benzamydine

Διαδικασία

1. Αρχικά τα κύτταρα λύνονται με Co-IP lysis με αναστολείς σε τελικό όγκο 550 μl (δες ενότητα Β5).

2. Μεταφορά των 50 μl σε νέο eppedorf που θα χρησιμοποιηθούν ως input και προσθήκη 30 μl εξισορροπημένων σφαιριδίων στα υπόλοιπα 500 μl.


3. Επώαση των σφαιριδίων με το πρωτεϊνικό εκχύλισμα ολονύκτια στον rotator στους 40C.


4. Φυγοκέντριση για 5 min στις 2000 rpm στους 40C.


5. Προσθήκη 500 μl Co-IP lysis με αναστολείς.


6. Φυγοκέντριση για 5 min στις 2000 rpm στους 40C και αφαίρεση υπερκείμενου Co-IP buffer.


7. Επανάληψη των βημάτων 6 και 7 άλλες δύο φορές.


8. Προσθήκη στα beads 10 μl 4x loading buffer, βράσιμο για 10 min και ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης.

9. Western blot με κατάλληλο αντίσωμα. 

Β11. ΕΜΜΕΣΟΣ ΑΝΟΣΟΦΘΟΡΙΣΜΟΣ ΣΕ ΕΥΚΑΡΥΩΤΙΚΗ ΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΣΕΙΡΑ

     Ο έμμεσος ανοσοφθορισμός πραγματοποιείται για την παρατήρηση κάποιου αντιγόνου-πρωτεΐνης in situ με τη βοήθεια αντισωμάτων.

Υλικά

Αιθανόλη

0.5 ml ζελατίνης 0.1%

DMEM

Καλυπτρίδες και αντικειμενοφόροι


PBS +/+ (PBS με 0.9 mM CaCl2 και 0.5 mM MgCl2)

PBS +/+/1.5 % FBS

3% παραφορμαλδεΰδη (PFA)

Triton X-100


Βuffer 1 (Για 10x: 137 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.1 mM Na2HPO4x2H2O, 0.4 mM KH2PO4, 5.5 mM γλυκόζη, 4 mM NaHCO3, 2 mM MgCl2, 2 mM EDTA, 20 mM EGTA, 20 mM MES, pH 6-6.5)

1o αντίσωμα 


2o φθορίζων αντίσωμα

DAPI (4.6-diamino-2-phenylindole dihydrochloride)

Mounting solution

Βερνίκι νυχιών


Διαδικασία 

1. Για την τοποθέτηση των καλυπτρίδων στα 6-well αρχικά αποστειρώνονται σε 90% αιθανόλη και φλόγα.


2. Τοποθετούνται στα 6-well και επικαλύπτονται με 0.5 ml ζελατίνης 0.1% για 5 min.

3. Απομακρύνεται η ζελατίνη και γίνεται έκπλυση με  1 ml DMEM (χωρίς ορό και αντιβιοτικό).

4. Μετά από split απλώνονται τα κύτταρα πάνω στις καλυπτρίδες (~ 2x105 ανά καλυπτρίδα).

5. Μετά από ~20 ώρες πραγματοποιείται διαμόλυνση των κυττάρων (αν χρειάζεται αλλιώς περνάμε απευθείας στο βήμα 7).

6. Μετά από 7-17 ώρες γίνεται αλλαγή θρεπτικού μέσου.

7. Μετά από 16 ώρες γίνεται παρατήρηση των κυττάρων και πρέπει να δείχνουν ομοιόμορφα κατανεμημένα και όχι πολύ πυκνά ή πολύ αραιά.

8. Απομάκρυνση του θρεπτικού και 2 εκπλύσεις με 1.5 ml PBS +/+ για 3 min σε RT πάνω σε αργά περιστρεφόμενη πλατφόρμα.

9. Μονιμοποίηση κυττάρων με 1 ml 3% παραφορμαλδεΰδης (PFA) για 30 min σε αργά περιστρεφόμενη πλατφόρμα.

10. Δύο εκπλύσεις με 1.5 ml PBS +/+ για 3 min σε RT πάνω σε αργά περιστρεφόμενη πλατφόρμα.

11. Τα κύτταρα γίνονται διαπερατά με 1 ml 0.5% Triton X-100 σε buffer 1 για 5 min χωρίς ανακίνηση.

12. Δύο εκπλύσεις με 1.5 ml PBS +/+ για 3 min σε RT πάνω σε αργά περιστρεφόμενη πλατφόρμα.

13. Δύο εκπλύσεις με 1.5 ml PBS +/+/1.5 % FBS για 3 min σε RT πάνω σε αργά περιστρεφόμενη πλατφόρμα.

14. Επώαση με 50 μl από το 1o αντίσωμα σε κατάλληλη αραίωση PBS +/+/1.5 % FBS (π.χ. a-myc 1:200 σε PBS +/+ /1,5% FBS) για 30 min στους 40C χωρίς ανακίνηση.

15. Τρεις εκπλύσεις με 1.5 ml PBS +/+/1.5 % FBS για 3 min σε RT πάνω σε αργά περιστρεφόμενη πλατφόρμα.

16. Επώαση με 50 μl από το 2o αντίσωμα σε κατάλληλη αραίωση PBS +/+/1.5 % FBS (π.χ. a-mouse FITC 1:50 σε PBS +/+ /1,5% FBS) για 30 min στο σκοτάδι στους 40C χωρίς ανακίνηση.

17. Δύο εκπλύσεις με 1.5 ml PBS +/+/1.5 % FBS για 3 min σε RT πάνω σε αργά περιστρεφόμενη πλατφόρμα στο σκοτάδι.

18. Δύο εκπλύσεις με 1.5 ml PBS +/+ για 3 min σε RT πάνω σε αργά περιστρεφόμενη πλατφόρμα στο σκοτάδι.

19. Τοποθέτηση 50 μl DAPI (σε αραίωση 4 μl από το stock μέσα σε 1 ml PBS +/+) για 5 min σε RT σε στο σκοτάδι.

20. Δύο εκπλύσεις με 1.5 ml PBS +/+ για 3 min σε RT πάνω σε αργά περιστρεφόμενη πλατφόρμα στο σκοτάδι.

21. Τοποθέτηση στις αντικειμενοφόρους 15 μl mounting solution και εφαρμογή των καλυπτρίδων πάνω αυτό.

22. Σφράγιση της καλυπτρίδας περιμετρικά πάνω στην αντικειμενοφόρο με βερνίκι νυχιών.

23. Αποθήκευση των αντικειμενοφόρων με τα δείγματα στους 40C υπό σκοτάδι ή παρατήρησή τους στο μικροσκόπιο φθορισμού.  

Γ) ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ

Γ1. ΧΕΙΡΙΣΜΟΙ ΚΑΙ ΔΙΑΤΗΡΗΣΗ ΕΥΚΑΡΥΩΤΙΚΗΣ ΚΥΤΤΑΡΙΚΗΣ ΣΕΙΡΑΣ


     Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκαν οι κυτταρικές σειρές ΗΕΚ293Τ (human embryonic kidney cells), HepG2 (human hepatocellular liver carcinoma cells), HaCaT (human keratinocyte cells) και Cos7 (African Green monkey SV40 kidney fibroblast cells). Οι κυτταρικές αυτές σειρές μεγάλωναν σε θρεπτικό DMEM High (Dulbeccos Modified Eagles Medium με 4.5 g/L Glucose, L-Glutamine και Pyruvate) με 10% FBS (Fetal Bovine Serum) και 2% αντιβιοτικό (πενικιλίνη και στρεπτομυκίνη) εκτός από τα Cos7 που μεγάλωναν σε DMEM Low (1 g/L D-Glucose και Pyruvate) αντί για High (τα θρεπτικά είναι GIBCO της Invitrogen).  Οι συνθήκες επώασης ήταν  370C και 5% CO2. Η διατήρηση έγινε σε φλάσκες των 75 cm2 ενώ για τα πειράματα χρησιμοποιήθηκαν και πιάτα 6-well (διαμέτρου 6 mm), p60 (διαμέτρου 60 mm) και p100 (διαμέτρου 100 mm).

     Τα κύτταρα μεγαλώνουν σε μονοστιβάδα μέσα στη φλάσκα και ανά δύο μέρες (48 ώρες) χρειάζονται αλλαγή στο θρεπτικό μέσο (10 ml για φλάσκα, 5 ml για p100, 3 ml για p60 και 1 ml για 6-well). Όταν πυκνώσουν αρκετά πρέπει να αραιωθούν (split). Κατά τη διαδικασία αυτή:


1. Απομακρύνουμε το θρεπτικό από τη φλάσκα και ξεπλένουμε μία φορά με τρυψίνη-EDTA.


2. Προσθέτουμε 2 ml τρυψίνη-EDTA και αφήνουμε για 5 min σε incubator (370C/5% CO2) για να ξεκολλήσουν τα κύτταρα.


3. Απενεργοποιούμε την τρυψίνη με 2 ml θρεπτικό μέσο και μεταφέρουμε τα κύτταρα σε falcon των 15 ml.

4. Διασπάμε τα συσσωματώματα με πιπέτα των 10 ml και blue tip και προσθέτουμε 6 ml θρεπτικό.


5. Αν θέλουμε μετράμε τα κύτταρα σε αιμοκυτταρόμετρο (για κάποια πείραμα που χρειαζόμαστε συγκεκριμένο αριθμό κυττάρων)


6. Προσθέτουμε το 1/10 του όγκου των κυττάρων σε φλάσκα με νέο θρεπτικό.

     Τα κύτταρα μπορούν να διατηρηθούν για μεγάλο χρονικό διάστημα στους -800C σε DMSO (dimethyl sulfoxide). Συγκεκριμένα μετά τη διάσπαση των συσσωματωμάτων κατά τη διάρκεια του split μπορούν να φυγοκεντριθούν για 5 min στις 1800 rpm σε RT και η πελέτα να επαναδιαλυθεί σε 2 ml θρεπτικό μέσο. Από αυτά τοποθετούμε σε cryovials 900 μl κύτταρα και 100 μl DMSO και χωρίς καθυστέρηση τα φυλάσσουμε στους -800C.

Γ2. ΠΑΡΟΔΙΚΗ ΔΙΑΜΟΛΥΝΣΗ ΕΥΚΑΡΥΩΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 

     Η διαμόλυνση ευκαρυωτικών κυτταρικών σειρών επιτρέπει την εισαγωγή ξένου (πλασμιδιακού) DNA σε αυτά. Ο αριθμός των κυττάρων που είναι απαραίτητο να απλωθούν πριν τη διαμόλυνση εξαρτάται από τη κυτταρική σειρά και τα πιάτα της καλλιέργειας. Για 6-well απλώνονται 2.5x105 κύτταρα ανά well (με εξαίρεση τα HepG2 που απλώθηκαν 5x105 κύτταρα/well), για p60 5x105 κύτταρα/πιάτο και για p100 106 κύτταρα/πιάτο. Οι συγκεντρώσεις των DNA που χρησιμοποιήθηκαν ήταν στο 0.5 μg/μl και για κάθε συγκεκριμένο φορέα έκφρασης έμπαινε συγκεκριμένη ποσότητα DNA και γινόταν συμπλήρωση με Salmon Sperm DNA όπου χρειαζόταν. Συγκεκριμένα στα 6-well γινόταν διαμόλυνση συνολικά 6 μg DNA με 1 μg από κάθε φορέα έκφρασης και το υπόλοιπο salmon sperm. Επειδή όμως τα 6-well χρησιμοποιήθηκαν εκτεταμένα σε πειράματα luc assay που είχαμε duplicates για κάθε δείγμα, οι ποσότητες ήταν διπλάσιες (12 μg DNA σύνολο και 2 μg για κάθε φορέα) και το μείγμα χωρίζονταν ισομερώς σε δύο πηγάδια. Στα p60 η συνολική ποσότητα διαμόλυνσης ήταν 15 μg DNA με 5 μg από κάθε φορέα έκφρασης (εκτός αν αναφέρεται διαφορετικά) και το υπόλοιπο salmon sperm. Τέλος, στα p100 η συνολική ποσότητα διαμόλυνσης ήταν 30 μg DNA με 5-10 μg από κάθε φορέα έκφρασης και το υπόλοιπο salmon sperm. Στην παρούσα εργασία η διαμόλυνση έγινε με δύο μεθόδους, με CaCl2 και με λιποφεκταμίνη.

-Διαμόλυνση με CaCl2:


     Η αρχή της μεθόδου αυτής βασίζεται στη συνδυασμένη δυνατότητα του θετικά φορτισμένου Ca του CaCl2 και των φωσφορικών ανιόντων του HBS να συγκατακρημνίζουν το DNA προς διαμόλυνση και με τη σειρά αυτό να μπορεί να εισέλθει στα κύτταρα μέσω του συμπλόκου DNA-Ca3(PO4)2. 


Υλικά  

DNA προς διαμόλυνση


Πιάτα με καλλιέργειες


CaCl2 2 Μ


2x HBS (Hepes Buffered Saline: 274 mM NaCl, 10 mM KCl, 1.5 mM Na2HPO4.H2O, 12 mM dextrose, 42 mM Hepes pH 7.1)


WFI (water for injection)

Διαδικασία

1. Σε eppedorf του 1.5 ml φτιάχνουμε το mix με το DNA (250 μl τελικός όγκος) προσθέτοντας 31 μl CaCl2 2 Μ και WFI (δες παραδείγματα σε εικόνες 16, 17).


2. Σε eppedorf των 2 ml τοποθετούμε ίσο όγκο 2x HBS.


3. Ενώ κάνουμε vortex στο HBS προσθέτω σε αυτό σταγόνα-σταγόνα το mix με το DNA.


4. Το τελικό μείγμα το αφήνουμε για 15 min στη HOOD των κυτταροκαλλιεργειών και το ρίχνουμε σε όλη την έκταση της καλλιέργειας.


5. Μετά από 7-17 ώρες αλλάζουμε θρεπτικό και μετά από 24 ώρες από την αλλαγή θρεπτικού μαζεύουμε τα κύτταρα για πείραμα.   

-Διαμόλυνση με λιποφεκταμίνη:

     Η μέθοδος της λιποφεκταμίνης βασίζεται στην εισαγωγή του DNA στα κύτταρα μέσω λιπιδίων. Είναι πιο αποτελεσματική μέθοδος διαμόλυνσης σε σχέση με τη διαμόλυνση με CaCl2 και είναι σημαντικό να μην χρησιμοποιείται αντιβιοτικό στο θρεπτικό μέσο σε αυτή τη διαδικασία.

Υλικά  

DNA προς διαμόλυνση (2 μg για 6-well)


Πιάτα με καλλιέργειες

DMEM χωρίς αντιβιοτικό με 10% FBS ή 20% FBS

Opti-MEM (Invitrogen)

Λιποφεκταμίνη (Invitrogen)


Διαδικασία 


1. Για διαμόλυνση με λιποφεκταμίνη κάνουμε split στα κύτταρα σε θρεπτικό χωρίς αντιβιοτικό ή τα περνάμε σε θρεπτικό χωρίς αντιβιοτικό τουλάχιστον 8 ώρες πριν τη διαμόλυνση.


2. Σε ένα eppedorf βάζουμε 100 μl Opti-MEM με 2 μg DNA και σε ένα άλλο eppedorf βάζουμε 100 μl Opti-MEM με 7.5 μl λιποφεκταμίνη.

3. Ενώνουμε το περιεχόμενο των δύο eppedorf, πιπετάρουμε απαλά και αφήνουμε το μείγμα για 30 min σε RT.

4. Λίγο πριν τελειώσουν τα 30 min αφαιρούμε το θρεπτικό από τα κύτταρα και ξεπλένουμε μία φορά με 2 ml Opti-MEM. Ακόμα προσθέτουμε 800 μl Opti-MEM στο μείγμα και πιπετάρουμε απαλά.


5. Ρίχνουμε το μείγμα στα κύτταρα και τα αφήνουμε στον incubator (370C/5% CO2) για 6 ώρες.


6. Προσθέτουμε 1 ml DMEM με 20% FBS χωρίς αντιβιοτικό (χωρίς να αφαιρέσουμε το Opti-MEM) και αφήνουμε ολονύκτια στον incubator.


7. Την επόμενη μέρα απομακρύνουμε το θρεπτικό και ρίχνουμε 1-2 ml DMEM χωρίς αντιβιοτικό με 10% FBS. Αφήνουμε για 24 ώρες στον incubator και την επόμενη μέρα τα κύτταρα μαζεύονται για τη συνέχεια του πειράματος.  


		No

		Expr. Vector #1  

		Expr. Vector #2 

		Salmon Sperm

		CaCl2

		H2O



		A

		10 μl Flag-Smad2

		-

		20 μl

		31 μl

		190 μl



		B

		10 μl Flag-Smad2

		10 μl SCP1

		10 μl

		31 μl

		190 μl 



		C

		10 μl Flag-Smad2

		10 μl PPM1A

		10 μl

		31 μl

		190 μl





Εικόνα 16. Παράδειγμα διαμόλυνσης με CaCl2 σε p60. Οι συγκεντρώσεις των DNA stocks είναι 0.5 μg/μl. Ο συνολικός όγκος του DNA mix είναι 250 μl, η μέγιστη ποσότητα DNA είναι 15 μg και 5 μg για κάθε φορέα έκφρασης. Η συμπλήρωση του DNA έγινε με salmon sperm. Στο κάθε δείγμα θα προσθέσουμε ίσο όγκο 2x HBS και το μείγμα θα απλωθεί ομοιόμορφα στο πιάτο καλλιέργειας.

		No

		Reporter

		Expr. Vect. #1

		Expr. Vect. #2

		Salmon sperm

		β-gal

		CaCl2

		H2O



		A

		4 μl p(CAGA)12-luc

		-

		-

		16 μl

		4 μl

		31 μl

		195 μl



		B

		4 μl p(CAGA)12-luc

		4 μl Smad2ΔΕ3

		4 μl SCP1

		 8 μl

		4 μl

		31 μl

		195 μl



		C

		4 μl p(CAGA)12-luc

		4 μl Smad2ΔΕ3

		4 μl SCP2

		 8 μl

		4 μl

		31 μl

		195 μl



		D

		4 μl p(CAGA)12-luc

		4 μl Smad2ΔΕ3

		4 μl SCP3

		 8 μl

		4 μl

		31 μl

		195 μl





Εικόνα 17. Παράδειγμα διαμόλυνσης με CaCl2 σε 6-well για luc assay. Τα DNA stocks είναι 0.5 μg/μl. Ο συνολικός όγκος του DNA mix είναι 250 μl, η μέγιστη ποσότητα DNA είναι 12 μg και 2 μg για κάθε φορέα έκφρασης. Η συμπλήρωση του DNA έγινε με salmon sperm.  Στο κάθε δείγμα θα προσθέσουμε ίσο όγκο 2x HBS και το μείγμα χωρίζεται και απλώνεται ισομερώς σε δύο πηγάδια. 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Α. ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ ΦΩΣΦΑΤΑΣΩΝ SCP1, SCP2, SCP3 ΚΑΙ PPM1A ΣΤΟ ΦΟΡΕΑ pcDNA3-6myc

     Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκαν εκτεταμένα ως εργαλεία οι φωσφατάσες SCP1, SCP2, SCP3 και PPM1A (NCBI accession numbers: NM_182642, NM_005730, NM_001008392 και NM_021003). Αρχικά λοιπόν αφού απομονώθηκαν με PCR με τη χρήση κατάλληλων εκκινητών (δες Υλικά και Μέθοδοι, ενότητα Α1) από HaCaT cDNA, έγινε η εισαγωγή τους στο φορέα pcDNA3-6myc. Ο φορέας αυτός προέρχεται από τον φορέα pcDNA3 (Invitrogen), που περιέχει  τον υποκινητή CMV για υψηλά επίπεδα έκφρασης και γονίδια ανθεκτικότητας στην αμπικιλλίνη και τη νεομυκίνη. Επιπρόσθετα, όμως, περιέχει και τον επίτοπο 6x myc (στις θέσεις BamHI και EcoRI) ο οποίος βρίσκεται σε σύντηξη με τα πιθανά ενθέματα που θα εισαχθούν στο φορέα. Αυτό επιτρέπει την εύκολη ανίχνευση της συντηγμένης πρωτεΐνης που προκύπτει με a-myc αντίσωμα. Τα cDNA των SCP1, SCP2 και SCP3 εισήχθησαν στις θέσεις EcoRI και NotI ενώ το cDNA της PPM1A εισήχθη στις θέσεις XhoI και XbaI. Έτσι τελικά προκύπτουν οι φορείς pcDNA3-6myc/SCP1, pcDNA3-6myc/SCP2,  pcDNA3-6myc/SCP3 και pcDNA3-6myc/PPM1A (Εικόνες 18 και 19) που εκφράζουν τα πεπτίδια 6myc-SCP1, 6myc-SCP2, 6myc-SCP3 και 6myc-PPM1A. Τα μεγέθη των cDNA και των πεπτιδίων των SCP1, SCP2, SCP3 και PPM1A (χωρίς το 6myc) είναι αντίστοιχα 783bp/260aa, 816bp/269aa, 831bp/276aa και 1149bp/384aa.  

[image: image1.png]SCP1/SCP2/SCP3

Smal

pcDNA3

pvul X f~Tth111]

5.4 kb

* There is an ATG upstream A150228

of the Xba | site. Bsml






Εικόνα 18. Οι φορείς pcDNA3-6myc/SCP1, pcDNA3-6myc/SCP2 και pcDNA3-6myc/SCP3. Στις θέσεις EcoRI και NotI έχει εισαχθεί μία εκ των φωσφατασών SCP1, SCP2 και SCP3.
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Εικόνα 19. Ο φορέας pcDNA3-6myc/PPM1A.

Β. ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΩΝ ΦΩΣΦΑΤΑΣΩΝ SCP1, SCP2, SCP3 ΚΑΙ PPM1A ΣΕ HEK293T

     Για τον έλεγχο της έκφρασης των SCP1, SCP2, SCP3 και PPM1A έγινε διαμόλυνση των φορέων pcDNA3-6myc/SCP1, pcDNA3-6myc/SCP2,  pcDNA3-6myc/SCP3 και pcDNA3-6myc/PPM1A σε ευκαρυωτικά κύτταρα HEK293T με τη μέθοδο του CaCl2. Μετά από 48 ώρες απομονώθηκε το πρωτεϊνικό εκχύλισμα από τα κύτταρα, ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης και με western blot, χρησιμοποιώντας a-myc αντίσωμα έγινε η ανίχνευση των πρωτεϊνών (Εικόνα 20). Η PPM1A εκφράζεται ικανοποιητικά, ωστόσο δε φτάνει τα υψηλά επίπεδα έκφρασης των SCPs.
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		Εικόνα 20. Η Έκφραση των SCP1, SCP2, SCP3 και PPM1A σε HEK293T. Για την ανίχνευσή τους χρησιμοποιήθηκε αντίσωμα a-myc.





Γ. ΟΙ SCP1, SCP2, SCP3 ΚΑΙ PPM1A ΩΣ ΦΩΣΦΑΤΑΣΕΣ ΤΟΥ LINKER Ή ΤΟΥ C-TERMINUS ΤΩΝ R-SMADS

     Για τη διερεύνηση της λειτουργία των SCPs και της PPM1A ως φωσφατασών που αποφωσφορυλιώνουν τη περιοχή του linker των R-Smads έγινε διαμόλυνση της flag-Smad2 σε ΗΕΚ293Τ απουσία κάποιας φωσφατάσης ή παρουσία μίας εκ των φωσφατασών SCP1 και PPM1A. Αρχικά απομονώθηκαν τα κυτταρικά εκχυλίσματα, ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης και με western blot, με τη χρήση αντισώματος που ανιχνεύει τις φωσφορυλιωμένες σερίνες 245, 250 και 255 της περιοχής του linker της Smad2 (a-P-Smad2 L) επιβεβαιώθηκε ότι οι SCPs αποφωσφορυλιώνουν τον linker της Smad2. Από την άλλη η PPM1A δεν έχει καμία επίδραση στην αποφωσφορυλίωση των συγκεκριμένων σερινών. Συγκεκριμένα στην εικόνα 21 φαίνεται ότι απουσία κάποιας φωσφατάσης, ο linker της Smad2 είναι συστατικά φωσφορυλιωμένος στις σερίνες 245, 250 και 255. Παρουσία της SCP1 δεν ανιχνεύονται οι φωσφορυλιωμένες σερίνες. Αντίθετα η PPM1A δεν αποφωσφορυλιώνει τις συγκεκριμένες σερίνες. Ακριβώς το ίδιο πείραμα ελέγχου αποφωσφορυλίωσης της περιοχής του linker της Smad2 έγινε με τις SCP2 και SCP3 και το αποτέλεσμα έδειξε ότι, όπως η SCP1, μπορούν και αυτές να αποφωσφορυλιώνουν τον linker στις σερίνες 245, 250 και 255 (Εικόνα 22).
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Εικόνα 21. Η SCP1, αλλά όχι η PPM1A, αποφωσφορυλιώνει την περιοχή του linker της flag-Smad2. Η flag-Smad2 είναι συστατικά φωσφορυλιωμένη στις σερίνες 245/250/255 του linker απουσία κάποιας φωσφατάσης. Παρουσία της SCP1 οι σερίνες αποφωσφορυλιώνονται. Η PPM1A από την άλλη δεν παρουσιάζει τέτοια δράση. Η ανίχνευση της φωσφορυλιωμένης και της ολικής flag-Smad2 έγινε αντίστοιχα με τα αντισώματα a-P-Smad2 L και a-flag.
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Εικόνα 22. Οι SCP2 και SCP3 αποφωσφορυλιώνουν τη περιοχή του linker της flag-Smad2. Η ανίχνευση της φωσφορυλιωμένης και της ολικής flag-Smad2 έγινε αντίστοιχα με τα αντισώματα a-P-Smad2 L και a-flag.

     Στη συνέχεια μελετήθηκε η ικανότητα της SCP1 και της PPM1A να αποφωσφορυλιώνουν το μοτίβο SXS του καρβοξυτελικού άκρου των Smad2 και Smad3. Συγκεκριμένα σε ΗΕΚ293Τ διαμολύνθηκαν Bio-Smad2 ή Bio-Smad3 απουσία ή παρουσία CA-ALK5 και μία εκ των SCP1 ή PPM1A φωσφατασών. Ο CA-ALK5 (constitutively active ALK5) είναι ένας συστατικά ενεργός υποδοχέας TGF-β τύπου Ι και μπορεί να ενεργοποιεί τις Smad2/3 φωσφορυλιώνοντας το μοτίβο SXS χωρίς να απαιτείται η παρουσία TGF-β. Στη συνέχεια έγινε απομόνωση των κυτταρικών εκχυλισμάτων και ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης. Για το western blot χρησιμοποιήθηκαν τα ειδικά αντισώματα a-P-Smad2 C (Ser 465/467) και a-P-Smad3 C (Ser 433/435) που εντοπίζουν το φωσφορυλιωμένο SXS μοτίβο του καρβοξυτελικού άκρου και μας επιτρέπουν να παρακολουθούμε τη πορεία της φωσφορυλίωσης στις συγκεκριμένες σερίνες. Απουσία ενεργού υποδοχέα η φωσφορυλίωση του SXS μοτίβου είναι περιορισμένη στη περίπτωση της Smad2 και μηδαμινή στην περίπτωση της Smad3 (εικόνα 23-α,β). Η προσθήκη του CA-ALK5 έχει ως αποτέλεσμα την φωσφορυλίωση των σερινών σε πολύ μεγάλο βαθμό. Η παρουσία της PPM1A έχει ως αποτέλεσμα την αποφωσφορυλίωση του SXS και ιδιαίτερα αποτελεσματικά στην περίπτωση της Smad3. Το σημαντικό είναι ότι και η SCP1 έχει εξίσου την ίδια ικανότητα να αποφωσφορυλιώνει το SXS μοτίβο και μάλιστα στην περίπτωση της Smad2 πιο αποτελεσματικά από την PPM1A (εικόνα 23-β). Αυτό είναι κάτι το εντελώς καινούργιο καθώς μέχρι σήμερα δεν έχει αναφερθεί η ικανότητα της SCP1 να αποφωσφορυλιώνει το μοτίβο SXS των Smad2/3. Επομένως διαφαίνεται ένας διττός ρόλος της SCP1 στη σηματοδότηση των Smad πρωτεϊνών ρυθμίζοντας τη φωσφορυλίωση τόσο του linker όσο και του καρβοξυτελικού άκρου.  

		α)
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Εικόνα 23. Η αποφωσφορυλίωση του καρβοξυτελικού μοτίβου SXS της Smad2 (α) και της Smad3 (β) από την PPM1A και την SCP1. Το SXS μοτίβο των Smad2/3 φωσφορυλιώνεται από τον CA-ALK5 ενώ παρουσία μίας εκ των φωσφατασών SCP1 ή PPM1A η φωσφορυλίωση υποβαθμίζεται. Η ανίχνευση του φωσφορυλιωμένου SXS έγινε με αντισώματα a-P-Smad2 C (Ser 465/467)  και a-P-Smad3 C (Ser 433/435) και των ολικών επιπέδων των Smad2/3 με a-Smad2 και a-Smad3.

     Το επόμενο βήμα ήταν να δημιουργηθεί μία ποσοτική συσχέτιση της SCP1 που διαμολύνονταν σε HEK293T σε σχέση με την ικανότητα αποφωσφορυλίωσης του linker και του SXS. Έτσι θα μπορέσουμε να διαπιστώσουμε την ελάχιστη ποσότητα που είναι απαραίτητη για αποφωσφορυλίωση και ποιες ποσότητες είναι αυτές που προκαλούν ολοκληρωτική αποφωσφορυλίωση. Στα προηγούμενα πειράματα τα 5 μg SCP1 αποφωσφορυλίωσαν ολοκληρωτικά τον linker και σε σημαντικό βαθμό το μοτίβο SXS. Έτσι σε HEK293T έγινε διαμόλυνση της  flag-Smad2 απουσία SCP1 ή παρουσία διαβαθμισμένης ποσότητας SCP1 (0.05, 0.1, 0.5 και 1 μg). Τα κυτταρικά εκχυλίσματα ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης και στο western blot έγινε ανίχνευση του φωσφορυλιωμένου linker ή SXS της Smad2 (Εικόνα 24-α,β). Στις πολύ μικρές ποσότητες των 0.05 και 0.1 μg η SCP1 προκαλεί σημαντική αποφωσφορυλίωση στο linker και στη ποσότητα των 0.5 και 1 μg ο linker της Smad2 αποφωσφορυλιώνεται ολοκληρωτικά. Για τον έλεγχο της αποφωσφορυλίωσης στο SXS δεν χρησιμοποιήθηκε CA-ALK5 συγκριτικά με το προηγούμενο πείραμα καθώς το μοτίβο παρουσίαζε κάποια συστατική φωσφορυλίωση (πιθανώς εξαιτίας του ορού της κυτταρική καλλιέργειας που περιέχει μικρές ποσότητες TGF-β). Εδώ στις ποσότητες των 0.05 και 0.1 μg της SCP1 η φωσφορυλίωση του SXS δεν επηρεάζεται. Στη ποσότητα του 0.5 μg φαίνεται ότι το SXS αρχίζει και αποφωσφορυλιώνεται ενώ στο 1 μg της SCP1 μειώνεται σημαντικά η φωσφορυλίωση στο SXS. Αυτό είναι ένδειξη ότι η SCP1 έχει μεγαλύτερη ικανότητα να ρυθμίζει το linker σε σχέση με το SXS. Επομένως πρωταρχικός της ρόλος είναι η ρύθμιση των φωσφορικών του linker στη σηματοδότηση των Smad2/3 και ίσως να ενεργεί συμπληρωματικά με την PPM1A στην ρύθμιση του SXS.   

		α)




		

                     [image: image8.png]









		β)




		

                          [image: image9.png]









Εικόνες 24. Η αποφωσφορυλίωση του linker (α) και του καρβοξυτελικού μοτίβου SXS (β) της flag-Smad2 σε αυξανόμενη ποσότητα της SCP1. Η ανίχνευση του φωσφορυλιωμένου SXS και linker της flag-Smad2 έγινε με τα αντισώματα a-P-Smad2 C (Ser 465/467)  και a-P-Smad2 L (Ser 245/250/255) αντίστοιχα, των ολικών επιπέδων της flag-Smad2 με a-flag και της SCP1 με a-myc.

     Το πείραμα με τη διαβάθμιση στην ποσότητα των φωσφατασών επαναλήφθηκε με όλες τις SCPs (SCP1, SCP2 και SCP3 σε ποσότητες 0.1, 0.3, 1, 2 και 5 μg) και Bio-Smad2 και έγινε έλεγχος στην αποφωσφορυλίωση του linker (Εικόνα 25-α,β,γ). Το αποτέλεσμα ήταν η σημαντική αποφωσφορυλίωση του linker στις μικρές ποσότητες (0.1 και 0.3 μg) και ολική αποφωσφορυλίωση στις μεγάλες (2 και 5 μg) για όλες τις SCPs. Το αξιοσημείωτο είναι ότι στις υψηλές συγκεντρώσεις των SCPs παρατηρείται μια πτώση της ολικής Smad2. Ο έλεγχος με αντίσωμα έναντι της ακτίνης δε δείχνει διαφορές στις ποσότητες του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος που φορτώθηκαν (εικόνα 25-α). Επομένως αυτή η πτώση σχετίζεται με την δράση των SCPs σε υψηλές συγκεντρώσεις στο κύτταρο και με την αποφωσφορυλίωση στο linker της Smad2, η οποία πολύ πιθανόν να οδηγεί στην αποικοδόμηση της Smad2.
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Εικόνες 25. Η αποφωσφορυλίωση του linker της Smad2 σε αυξανόμενη ποσότητα των SCP1 (α), SCP2 (β) και SCP3 (γ). Η ανίχνευση του φωσφορυλιωμένου linker της Smad2 έγινε με τo αντίσωμα a-P-Smad2 L (Ser 245/250/255), των ολικών επιπέδων της Smad2 με a-Smad2, της SCP1 με a-myc και της ακτίνης με a-actin. 

Δ. Η ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗ ΤΟΥ LINKER ΤΗΣ SMAD2 ΑΠΟ ΤΙΣ CDK2/4, ERK ΚΑΙ JNK ΚΙΝΑΣΕΣ

     Στη βιβλιογραφία έχουν ήδη αναφερθεί κινάσες που φωσφορυλιώνουν τον linker των Smad πρωτεϊνών. Η JNK (c-Jun N-terminal Kinase) τον φωσφορυλιώνει στις Ser250/255 (Mori et al., 2004), η ERK (Extracellular signal regulated kinase) στις Ser245/250/255 και Thr220 (Kretzschmar et al., 1999) και οι CDK2/4 (Cyclin-dependant kinase 2/4) μόνο in vitro σε κατάλοιπα που δεν έχουν επιβεβαιωθεί ακόμη (Matsuura et al., 2004). Για να επιβεβαιώσουμε αυτές τις αλληλεπιδράσεις χρησιμοποιήσαμε αναστολείς αυτών των κινασών για να εμποδίσουμε τη φωσφορυλίωση του linker της Smad2. Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν ο JNK inhibitor II SP600125 (Calbiochem), o MEK inhibitor U0126 (Calbiochem) και ο p21 που είναι φυσικός αναστολέας των CDK2/4 (Sherr & Roberts, 1999). Σε HEK293T έγινε διαμόλυνση με bio-Smad2 και προστέθηκαν οι αναστολείς SP600125 και U0126 μαζί ή χωριστά για 24 ώρες σε συγκέντρωση 10 μM. Τα κυτταρικά εκχυλίσματα ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης και έγινε western blot για την ανίχνευση της φωσφορυλίωσης του linker της Smad2. Όπως φαίνεται στην εικόνα 26, η βασική φωσφορυλίωση στο linker της Smad2 παρουσία του U0126 υποχωρεί σε σημαντικό βαθμό και σχεδόν εξαφανίζεται παρουσία του SP600125. Όταν γίνει προσθήκη και των δύο αναστολέων η φωσφορυλίωση επίσης ελαχιστοποιείται. Επομένως αυτό επιβεβαιώνει ότι οι ERK και JNK κινάσες είναι υπεύθυνες για τη φωσφορυλίωση του linker. Από την άλλη μεριά η συνέκφραση της bio-Smad2 με την p21 σε HEK293T δεν επηρέασε καθόλου τη φωσφορυλίωση στο linker (Εικόνα 27). Αυτό σημαίνει ότι οι CDK2/4 δεν παίζουν το κύριο ρόλο στη βασική φωσφορυλίωση του linker της Smad2 ή τουλάχιστον στις Ser245/250/255. Ενδεχομένως να έχουν βασικό ρόλο στη φωσφορυλίωση μόνο της Thr220 του linker ή να δουλεύουν μόνο συμπληρωματικά με τις JNK και ERK συμβάλλοντας σε πολύ μικρότερο ποσοστό στη φωσφορυλίωση. 
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Εικόνα 26. Η αποφωσφορυλίωση του linker της Smad2 παρουσία των αναστολέων U0126 και SP600125 οι οποίοι εμποδίζουν τη δράση των ERK και JNK αντίστοιχα. Οι αναστολείς χρησιμοποιήθηκαν στην συγκέντρωση των 10 μM και οι πρωτεΐνες ανιχνεύτηκαν με western blot χρησιμοποιώντας τα αντισώματα a-P-Smad2 L (Ser 245/250/255) για τη φωσφορυλίωση του linker της Smad2, a-Smad2 για τα ολικά επίπεδα της Smad2 και a-actin για την ακτίνη.
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Εικόνα 27. Ο ρόλος της p21 στην αποφωσφορυλίωση του linker της Smad2. O αναστολέας p21 των κινασών CDK2/4 δεν επηρεάζει τη φωσφορυλίωση των Ser245/250/255, ενδεικτικό ότι οι CDK2/4 δεν φωσφορυλιώνουν το linker σε αυτά τα κατάλοιπα ή έχουν δευτερεύοντα ρόλο στη φωσφορυλίωσή τους. Η ανίχνευση του φωσφορυλιωμένου linker έγινε με a-P-Smad2 L (Ser 245/250/255), της ολικής Smad2 με a-Smad2, της p21 με a-myc και της ακτίνης με a-actin.    

E. Η ΑΠΟΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗ ΤΟΥ LINKER ΤΗΣ SMAD2 ΚΑΙ Η ΑΠΟΙΚΟΔΟΜΗΣΗ ΤΗΣ


     Ένα πολύ ενδιαφέρον φαινόμενο που παρατηρήθηκε στα προηγούμενα πειράματα είναι ότι η ολική αποφωσφορυλίωση του linker της Smad2 οδηγεί σε μερική πτώση της ολικής Smad2 (Εικόνες 25 & 26). Γεννάται, λοιπόν, το ερώτημα αν η απώλεια της φωσφορυλίωσης του linker της Smad2 οδηγεί στην αποικοδόμησή της μέσω του 26S πρωτεασώματος. Για να ελέγξουμε αυτή τη περίπτωση χρησιμοποιήθηκε ο αναστολέας του 26S πρωτεασώματος MG-132 (Calbiochem). Η λογική του πειράματος είναι ότι η SCP1 σε μεγάλη ποσότητα θα αποφωσφορυλιώνει ολοκληρωτικά το linker, αλλά παρουσία του αναστολέα MG-132 τα επίπεδα της συνολικής Smad2 θα παραμένουν αναλλοίωτα. Έτσι σε HEK293T έγινε διαμόλυνση της bio-Smad2 παρουσία ή απουσία του myc-SCP1 (5 μg) και προστέθηκε ο MG-132 (20 μM). Τα δείγματα λύθηκαν για την απομόνωση του κυτταρικού εκχυλίσματος και ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης. Στο western blot έγινε ανίχνευση της φωσφορυλιωμένης Smad2 στο linker και της ολικής Smad2. Αντίθετα όμως από το αναμενόμενο η παρουσία του MG-132  μαζί με την SCP1 φαίνεται ότι μείωσε ακόμη περισσότερο τα επίπεδα της Smad2 (Εικόνα 28). Αυτό υποδηλώνει ένα μηχανισμό αποικοδόμησης της αποφωσφορυλιωμένης στο linker Smad2 διαφορετικό από αυτόν του 26S πρωτεασώματος.              
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Εικόνα 28. Η αποφωσφορυλίωση του linker της Smad2 σε σχέση με τα ολικά επίπεδα της Smad2 παρουσία της SCP1 και του αναστολέα του 26S πρωτεασώματος MG-132. Η υψηλή ποσότητα της SCP1 (5 μg) αποφωσφορυλιώνει τον linker της Smad2 αλλά ρίχνει και τα επίπεδα της ολικής Smad2. Η παρουσία του αναστολέα του 26S πρωτεασώματος MG-132 (20 μM) δε σώζει τη Smad2 από τη μερική αποικοδόμηση που ίσως καταστρέφεται μέσω κάποιου άλλου μηχανισμού. Η ανίχνευση του φωσφορυλιωμένου linker έγινε με a-P-Smad2 L (Ser 245/250/255), της ολικής Smad2 με a-Smad2, της SCP1  με a-myc και της ακτίνης με a-actin..


ΣΤ. Η ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ SCP1 ΣΤΟ ΔΙΜΕΡΙΣΜΟ ΤΗΣ SMAD3 ΜΕ ΤΗ SMAD4


     Για να μελετήσουμε την επίδραση που έχει η SCP1 στην σηματοδότηση του TGF-β και συγκεκριμένα στον ολιγομερισμό μεταξύ των Smad3/Smad4 χρησιμοποιήσαμε το σύστημα της βιοτινυλίωσης με BirA. Σε HEK293T διαμολύνθηκαν bio-Smad3 και myc-Smad4 παρουσία ή απουσία των BirA, CA-ALK5 και myc-SCP1. Τα κυτταρικά εκχυλίσματα απομονώθηκαν σε 550 μl Co-IP lysis buffer από τα οποία τα 50 μl κρατήθηκαν ως input και τα υπόλοιπα 500 μl επωάστηκαν με εξισορροπημένα Streptavidin-agarose beads. H BirA είναι αυτή που θα βιοτινυλιώσει τη Smad3 για την αλληλεπίδραση με τα beads και η CA-ALK5 φωσφορυλιώνει το SXS της Smad3 και επομένως ενισχύεται ο διμερισμός με τη Smad4. Στη συνέχεια τα beads απομονώθηκαν και ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης μαζί με τα inputs. Στο western blot έγινε ανίχνευση της Smad4 για τον έλεγχο της αλληλεπίδρασής της με τη Smad3. Τα αποτελέσματα στην εικόνα 29 δείχνουν ότι η SCP1 μπορεί να επηρεάσει το διμερισμό της Smad3 με τη Smad4. Η συνέκφραση των Smad3/4 παρουσία της BirA δείχνει ότι υπάρχει μια μικρή αλληλεπίδραση που οφείλεται στον μικρό βαθμό φωσφορυλίωσης της Smad3 στο SXS. Η προσθήκη CA-ALK5 αυξάνει τη φωσφορυλίωση του SXS της Smad3 και επομένως και το διμερισμό με τη Smad4. Όταν προστεθεί και η SCP1 η αλληλεπίδραση μειώνεται στα βασικά επίπεδα όπως αυτά απουσίας της CA-ALK5. Η ανίχνευση τη SCP1 στα σφαιρίδια σημαίνει ότι την απομονώνουμε σε φάση που αλληλεπιδρά με την Smad3.
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Εικόνα 29. Η επίδραση της SCP1 στο διμερισμό της Smad3 με τη Smad4. Πάνω είναι το πείραμα με streptavidin beads και κάτω τα inputs (κυτταρικό εκχύλισμα χωρίς beads). Η SCP1 μειώνει την αλληλεπίδραση της Smad3 με τη Smad4. Η μικρή ζώνη της Smad4 απουσία της BirA οφείλεται στη μη ειδική πρόσδεσή της στα beads. Η ανίχνευση των Smad4 και SCP1 έγινε με a-myc, της Smad3 με Streptavidin HRP και των φωσφορικών του SXS έγινε με a-P-Smad3 C (Ser 433/435).

Z. Η ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ SCP1 ΣΤΗ ΠΡΟΣΔΕΣΗ ΤΗΣ SMAD3 ΣΤΟ DNA

     Ένα ερώτημα που εγείρεται είναι εάν η αποφωσφορυλίωση του linker της Smad3 από την SCP1 επηρεάζει τη πρόσδεσή της στο DNA. Για να το απαντήσουμε χρησιμοποιήσαμε ένα συνθετικό βιοτινυλιωμένο ολιγονουκλεοτίδιο με τέσσερεις θέσεις πρόσδεσης των Smads (CAGA)4. Με τη μέθοδο του DNAP (DNA Affinity Precipitation) ελέγξαμε εάν η SCP1 επηρεάζει τη πρόσδεση της Smad3 στο συγκεκριμένο ολιγονουκλεοτίδιο. Για το λόγο αυτό διαμολύνθηκαν HEK293T με Smad3 ή Smad3/Smad4 ή Smad3/SCP1 και τα κυτταρικά εκχυλίσματα επωάστηκαν με Dynabeads M-280 Streptavidin παρουσία ή απουσία του bio-(CAGA)4 ολιγονουκλεοτιδίου (20 μl κρατήθηκαν για input και 300 μg πρωτεΐνης επωάστηκε με τα σφαιρίδια). Τα σφαιρίδια απομονώθηκαν και ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης και με western blot έγινε η ανίχνευση της Smad3. Καταρχήν είδαμε ότι η Smad3 προσδένεται στο ολιγονουκλεοτίδιο εξίσου αποτελεσματικά παρουσία ή απουσία της Smad4 (εικόνα 30) ενώ δεν υπάρχει μη ειδική πρόσδεση στα beads (απουσία του ολιγονουκλεοτιδίου). Η προσθήκη της SCP1 δεν φαίνεται να επηρεάζει την πρόσδεση της Smad3 στο bio-(CAGA)4. Αυτό αποτελεί ένδειξη ότι η αποφωσφορυλίωση του linker της Smad3 δεν επηρεάζει την πρόσδεσή της στο DNA οπότε δεν συμβάλει σε αλλαγές στη σηματοδότηση του TGF-β με αυτό τον τρόπο. 
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Εικόνα 30. Η επίδραση της SCP1 στη πρόσδεση της Smad3 στο DNA. Η Smad3 δεν προσδένεται μη-ειδικά στα beads (δεύτερη ζώνη) ενώ η πρόσδεσή της στο bio-(CAGA)4 είναι παρόμοια είτε είναι μόνη της, είτε με Smad4 είτε με SCP1. Η ανίχνευση της Smad3 έγινε με a-flag. 

Η. ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΗ ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ 

     Σε αυτή την ενότητα πραγματοποιήθηκε μία σειρά πειραμάτων μεταγραφικής ενεργοποίησης γονιδίων αναφοράς από τις Smads παρουσία των SCPs (όλα τα αποτελέσματα είναι μέσος όρος δύο πειραμάτων). Με αυτά επιχειρείται να δοθεί απάντηση στο πως επιδρά η αποφωσφορυλίωση του linker στην επαγωγή της μεταγραφής από τις Smads. Όλα τα πειράματα της μεταγραφικής ενεργοποίησης έγιναν σε HepG2 με τη μέθοδο διαμόλυνσης του CaCl2 (εκτός όπου αναφέρεται διαφορετικά) και όλα τα πλασμίδια διαμολύνθηκαν στη ποσότητα των 2 μg το κάθε ένα εκτός από τις φωσφατάσες όπου πραγματοποιήθηκε μια διαβάθμιση στις ποσότητες που εισήχθηκαν (αναγράφεται στα γραφήματα). Τα γονίδια αναφοράς που χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα pG5-E1B-luc και p(CAGA)12-E1B-luc. Το p(CAGA)12-E1B-luc περιέχει τις θέσεις CAGA για άμεση πρόσδεση των Smads και το pG5-E1B-luc θέσεις πρόσδεσης για το GAL4 για τις συντηγμένες πρωτεΐνες GAL4-Smads. Έτσι, για την ενεργοποίηση του p(CAGA)12-E1B-luc υπερεκφράστηκε η Smad2ΔΕ3 ή η flag-Smad3 ή χρησιμοποιήθηκε TGF-β για ενεργοποίηση από τα ενδογενή Smads και για την ενεργοποίηση του pG5-E1B-luc υπερεκφράστηκε η GAL4-Smad2 ή GAL4-Smad3. Στη περίπτωση του p(CAGA)12-E1B-luc οι καλλιέργειες στερούνταν το ορό κατά την αλλαγή του θρεπτικού 12 ώρες μετά τη διαμόλυνση ώστε να αποφύγουμε την ενεργοποίηση του γονιδίου αναφοράς από τον TGF-β που υπάρχει στον ορό μέσω των ενδογενών Smads. Επίσης έγινε κανονικοποίηση με β-gal για την εξισορρόπηση των τιμών της λουσιφεράσης χρησιμοποιώντας το πλασμίδιο CMV-LacZ. 

     Το πρώτο πείραμα αφορά την μεταγραφική ενεργοποίηση του p(CAGA)12-E1B-luc από τα ενδογενή Smads παρουσία των SCPs ή της PPM1A.  Σε πρώτη φάση έγινε διαμόλυνση με 2 μg SCP1 ή 2 μg PPM1A και 24 ώρες πριν τη λύση των κυττάρων έγινε αλλαγή του θρεπτικού χωρίς ορό και προσθήκη TGF-β (5 ng/ml). Όπως φαίνεται στην εικόνα 31 τα R-Smads δεν φωσφορυλιώνονται χωρίς TGF-β οπότε η μεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου αναφοράς παραμένει σε χαμηλά βασικά επίπεδα. Όταν γίνεται προσθήκη του TGF-β, τα R-Smads φωσφορυλιώνονται και επάγεται η ενεργοποίηση της λουσιφεράσης περίπου 75 φόρες. Η υπερεκφρασμένη PPM1A αποφωσφορυλιώνει το SXS των ενδογενών Smad2/3 οπότε και τις απενεργοποιεί με αποτέλεσμα η ενεργοποίηση του γονιδίου αναφοράς να πέφτει σε επίπεδα μόλις 4 φορές πάνω από τα βασικά επίπεδα χωρίς TGF-β. Ουσιαστικά λοιπόν αναιρεί την δράση του TGF-β. Η SCP1 ομοίως ρίχνει την ενεργοποίηση σημαντικά αν και όχι στο βαθμό της PPM1A.  
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Εικόνα 31. Η επίδραση της SCP1 και της PPM1A στη μεταγραφική ενεργοποίηση του p(CAGA)12-E1B-luc από τον TGF-β. Τόσο η δράση της PPM1A όσο και της SCP1 μειώνουν την μεταγραφική ικανότητα των ενδογενών Smads.

     Το παραπάνω πείραμα επαναλήφθηκε με τη διαφορά ότι αυτή τη φορά χρησιμοποιήθηκαν όλες οι SCPs (SCP1, SCP2 και SCP3) σε διαβάθμιση ποσοτήτων των 0.05 μg, 0.1 μg και 0.5 μg. Καταρχήν η διαβάθμιση στην ποσότητα έγινε για να δούμε αν υπάρχει μία ποσοτική συσχέτιση των SCPs με την επίδραση που έχουν στη μεταγραφική ενεργοποίηση. Δεύτερον, οι ποσότητες που χρησιμοποιήθηκαν είναι πολύ μικρότερες από αυτές της εικόνας 31 και αυτό έγινε για να αποφύγουμε την περίπτωση της αποφωσφορυλίωσης του SXS από τα SCPs στις μεγάλες τους συγκεντρώσεις (όπως είδαμε στην ενότητα Γ). Από τη άλλη η ικανότητα των SCPs να αποφωσφορυλιώνουν τον linker είναι αρκετά ισχυρή και σε πολύ μικρές ποσότητες (ενότητα Γ). Επομένως για να μπορούμε να δούμε διαφορές στη μεταγραφική ενεργοποίηση που να οφείλονται σε διαφορές στην αποφωσφορυλίωση του linker χωρίς να φτάνουμε στο πλατό όπου ο linker είναι ολικά αποφωσφορυλιωμένος χρησιμοποιήθηκαν ποσότητες βάσει του western blot της εικόνας 25. Στην εικόνα 32 φαίνεται ότι όσο περισσότερη είναι η ποσότητα της SCP1 τόσο μικρότερη είναι η μεταγραφική ενεργοποίηση του p(CAGA)12-E1B-luc από τα ενδογενή Smads. Τα SCP2 και SCP3 από την άλλη μείωσαν την ενεργοποίηση του p(CAGA)12-E1B-luc σε πολύ μικρό βαθμό (Εικόνες 33, 34) που είναι ενδεικτικό ότι η δράση τους στη μεταγραφική ενεργοποίηση από τα ενδογενή Smads δεν φτάνει στα επίπεδα της SCP1. 
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Εικόνα 32. Η επίδραση της SCP1 στη μεταγραφική ενεργοποίηση του p(CAGA)12-E1B-luc από τον TGF-β. Η αυξανόμενη ποσότητα της SCP1 έχει και μεγαλύτερη επίδραση στη μείωση της μεταγραφικής ενεργοποίησης από τα ενδογενή Smads.
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Εικόνα 33. Η επίδραση της SCP2 στη μεταγραφική ενεργοποίηση του p(CAGA)12-E1B-luc από τον TGF-β. Η μείωση στη μεταγραφική ενεργοποίηση είναι ελάχιστη συγκριτικά με αυτή που προκαλεί η SCP1.

[image: image21.png]P(CAGA)12-luc\ B-gal (%)

35000
30000
25000
20000
15000
10000

5000

HepG2

26609 23824
T 20561
T
20456.
100
- TGF-B TGF-B TGF-B TGF-B
- - SCP3 0.05 g SCP3 0.1pg SCP3 0.5 pg







Εικόνα 34. Η επίδραση της SCP3 στη μεταγραφική ενεργοποίηση του p(CAGA)12-E1B-luc από τον TGF-β. Η μείωση στη μεταγραφική ενεργοποίηση είναι επίσης πολύ μικρή και παραπλήσια της SCP2 παρά της SCP1.


     Ο επόμενος στόχος για την επιβεβαίωση των παραπάνω είναι να δούμε αν ισχύουν στην περίπτωση των υπερεκφρασμένων myc-Smad2ΔΕ3 και flag-Smad3. Η Smad2ΔΕ3 είναι μια ισομορφή της Smad2 από την οποία απουσιάζει το εξόνιο 3 με συνέπεια να μπορεί να προσδεθεί άμεσα στο DNA. Αντί λοιπόν για TGF-β υπερεκφράστηκαν τα myc-Smad2ΔΕ3 και flag-Smad3 και μετρήθηκε η μεταγραφική ενεργοποίηση που προκαλούν στον p(CAGA)12-E1B-luc παρουσία των SCPs σε διαβαθμισμένες ποσότητες. Σε αυτά τα πειράματα τα κύτταρα επίσης στερήθηκαν τον ορό 24 ώρες πριν τη λύση τους. Στην εικόνα 35 φαίνεται ότι η SCP1 μειώνει τη μεταγραφική ενεργοποίηση αποφωσφορυλιώνοντας το linker της Smad2ΔΕ3 πάλι με μία αντίστροφη ποσοτική συσχέτιση. Η προσθήκη της Smad2ΔΕ3 αυξάνει περίπου 29 φορές τα βασικά επίπεδα της ενεργότητας του γονιδίου αναφοράς, τα οποία σταδιακά πέφτουν με τη προσθήκη SCP1 και είναι μόνο 5 φορές αυξημένα παρουσία 0.5 μg SCP1. Επομένως όσο περισσότερη είναι η αποφωσφορυλίωση τόσο μικρότερη είναι η μεταγραφική ενεργοποίηση. Για τα SCP2 και SCP3 ισχύει ακριβώς το ίδιο με την SCP1, δηλαδή όσο αυξάνεται η ποσότητά τους τόσο μειώνουν την μεταγραφική ενεργοποίηση που προκαλεί η Smad2ΔΕ3 (Εικόνες 36, 37). Αυτή η αντίθεση σε σχέση με το προηγούμενο πείραμα του TGF-β ενδεχομένως να οφείλεται στην μειωμένη ικανότητα των SCP2 και SCP3 να δράσουν στα ενδογενή Smads. Εδώ όμως που έχουμε περίπτωση υπερέκφρασης έχουν πολύ περισσότερο υπόστρωμα για να δράσουν, με αποτέλεσμα να αποφωσφορυλιώνουν πιο αποτελεσματικά το linker και να μειώνεται η μεταγραφική ενεργοποίηση. Είναι δύσκολο να συγκριθεί εδώ ποια από τις SCPs είναι πιο αποτελεσματική όμως είναι βέβαιο ότι δρουν παρόμοια και στην υψήλη τους ποσότητα η ενεργοποιηση του γονιδίου αναφοράς πέφτει κατακόρυφα. 
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Εικόνα 35. Η επίδραση της SCP1 στη μεταγραφική ενεργοποίηση του p(CAGA)12-E1B-luc από την Smad2ΔΕ3. Η αποφωσφορυλίωση του linker της Smad2ΔΕ3 μειώνει σημαντικά την ικανότητά της να προκαλεί μεταγραφή.
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Εικόνα 36. Η επίδραση της SCP2 στη μεταγραφική ενεργοποίηση του p(CAGA)12-E1B-luc από την Smad2ΔΕ3. Σε αυτή την περίπτωση η δράση της SCP2 είναι πανομοιότυπη με της SCP1 προκαλώντας πτώση της ενεργοποίησης σε αντίστοιχα επίπεδα.
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Εικόνα 37. Η επίδραση της SCP3 στη μεταγραφική ενεργοποίηση του p(CAGA)12-E1B-luc από την Smad2ΔΕ3. Η SCP3 ακολουθεί το ίδιο πρότυπο δράσης με τις SCP1 και SCP2.


      Τα αντίστοιχα πειράματα στην περίπτωση της flag-Smad3 είχαν παρόμοια αποτελέσματα όπως με τη Smad2ΔΕ3. Τα SCPs μειώνουν την ενεργοποίηση της μεταγραφής από τη Smad3 με το σταδιακό πρότυπο που προαναφέρθηκε. Το αξιοσημείωτο εδώ είναι ότι η SCP2 αν και μειώνει την ενεργοποίηση, δεν το καταφέρνει τόσο αποτελεσματικά όσο η SCP1 και η SCP3. Η μείωση στην ενεργότητα του γονιδίου αναφοράς που παρατηρείται στις δύο πρώτες διαβαθμίσεις της ποσότητας της SCP2 κυμαίνεται στα ίδια επίπεδα ενώ στη μεγάλη ποσότητα των 0.5 μg είναι λίγο μεγαλύτερη. Συνολικά όμως δεν επιδρά στην ενεργοποίηση στο βαθμό που το κάνουν οι SCP1 και SCP3. Επίσης η SCP3 ρίχνει την ενεργότητα του γονιδίου αναφοράς σε μεγάλο βαθμό ακόμη και όταν βρίσκεται σε χαμηλή ποσότητα (Εικόνες 38, 39, 40). Υπάρχει λοιπόν το ενδεχόμενο η SCP3 να έχει μεγαλύτερη συγγένεια ως προς τη δράση της απέναντι στη Smad3 σε αντίθεση με τη SCP2 που ίσως δρα καλύτερα πάνω στη Smad2.     
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Εικόνα 38. Η επίδραση της SCP1 στη μεταγραφική ενεργοποίηση του p(CAGA)12-E1B-luc από την Smad3. Ομοίως με την Smad2 η αποφωσφορυλίωση του linker της Smad3 προκαλεί μείωση στη μεταγραφική ενεργοποίηση που προκαλεί.


[image: image26.png]P(CAGA)12-luc\ B-gal (%)

90000
80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000

HepG2

65813

51440 49197

i

39513

100

- flag-Smad3 flag-Smad3 flag-Smad3

- - SCP2 0.05 g SCP2 0.1pg

flag-Smad3

SCP2 0.5 pg







Εικόνα 39. Η επίδραση της SCP2 στη μεταγραφική ενεργοποίηση του p(CAGA)12-E1B-luc από την Smad3. Η SCP2 ρίχνει και εδώ τη μεταγραφική ενεργοποίηση από τη Smad3 όχι όμως στα επίπεδα των SCP1 και SCP3.
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Εικόνα 40. Η επίδραση της SCP3 στη μεταγραφική ενεργοποίηση του p(CAGA)12-E1B-luc από την Smad3. Η SCP3 είναι η αποτελεσματικότερη όλων στην μείωση της μεταγραφικής ενεργοποίησης από τη Smad3. Αυτό μπορεί να είναι ενδεικτικό ότι η SCP3 παρουσιάζει ιδιαίτερη προτίμηση να δρα πάνω στη Smad3. 


     Ένα πολύ σημαντικό ζήτημα για τη πτώση στη μεταγραφική ενεργότητα που παρατηρήσαμε είναι να διαπιστώσουμε ποιό στάδιο δράσης των R-Smads επηρεάζουν τα SCPs και κατ’ επέκταση η αποφωσφορυλίωση του linker. Για παράδειγμα η αποφωσφορυλίωση του linker μπορεί να ευνοεί τη διατήρηση των R-Smads στο κυτταρόπλασμα και να εμποδίζει την εισαγωγή τους στον πυρήνα. Επίσης δεν αποκλείεται να εμποδίζεται και ο ολιγομερισμός των Smad2/3 με τη Smad4 (ενδείξεις στην ενότητα ΣΤ). Ακόμα η δράση των SCPs ίσως επηρεάζει την πρόσδεση των R-Smads στο DNA ή ρυθμίζει τη συστράτευση μεταγραφικών παραγόντων με τρόπο που να εμποδίζεται η μεταγραφή. Για να απαντήσουμε αυτό το ερώτημα χρησιμοποιήσαμε το γονίδιο αναφοράς pG5-E1B-luc και τις συντηγμένες πρωτεΐνες GAL4-Smad2 και GAL4-Smad3. Η GAL4 μπορεί να προσδένεται στο DNA σε στοιχεία του pG5-E1B-luc και περιέχει NLS για τη μεταφορά της στον πυρήνα. Επομένως εξαναγκάζουμε τις R-Smads τόσο να βρεθούν στον πυρήνα όσο και να προσδεθούν στο DNA. Αν η αποφωσφορυλίωση του linker εμποδίζει την εισαγωγή των Smads στον πυρήνα τότε εδώ δεν υπάρχει περίπτωση να δούμε πτώση στη μεταγραφική ενεργότητα διότι υπάρχει το ισχυρό σινιάλο που ούτως ή άλλως τις οδηγεί στον πυρήνα. Εάν τώρα η πτώση στη μεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου αναφοράς ακολουθήσει τα προηγούμενα πρότυπα τότε αυτή οφείλεται σε γεγονότα που συμβαίνουν στον πυρήνα όπως στην συστράτευση μεταγραφικών παραγόντων στο μεταγραφικό σύμπλοκο των R-Smads/Smad4. Τα SCPs χρησιμοποιήθηκαν και πάλι στις γνωστές συγκεντρώσεις των 0.05 μg, 0.1 μg και 0.5 μg. Στις εικόνες 41, 42, 43 φαίνεται ότι τα SCPs μειώνουν τη μεταγραφική ενεργοποίηση του GAL4-Smad2 στα πρότυπα των προηγούμενων πειραμάτων (με εξαίρεση τη διαφοροποίηση στις δύο πρώτες συγκεντρώσεις της SCP2 που όμως και πάλι υπάρχει μειωμένη ενεργοποίηση). Επομένως το συμπέρασμα είναι ότι η αποφωσφορυλίωση του linker μπορεί να εμποδίσει τη δράση της Smad2 μέσα στον πυρήνα. Στην περίπτωση του GAL4-Smad3 (Εικόνες 44, 45, 46) ισχύουν τα ίδια αν και η πτώση της ενεργοποίησης είναι σαφώς μικρότερη από αυτή που προκαλείται στο GAL4-Smad2. Επίσης στην περίπτωση των SCP2 και SCP3 η μικρή ποσότητα τους (0.05 μg) φαίνεται ότι μπορεί να αυξήσει ελάχιστα τη μεταγραφική ενεργότητα του GAL4-Smad3. Εδώ τίθεται το ερώτημα εάν πάρα πολύ μικρές ποσότητες των SCPs (<0.05μ) θα μπορούσαν να αποφωσφορυλιώνουν τον linker σε πρότυπα που να βοηθούν τη μεταγραφή. Το πιθανότερο όμως είναι ότι η Smad3 επιδεικνύει μεγαλύτερη μεταγραφική ικανότητα από τη Smad2 στο συγκεκριμένο πείραμα και είναι δυσκολότερο για τις SCPs να δράσουν τόσο αποτελεσματικά. Γενικά τα αποτελέσματα στην περίπτωση της GAL4-Smad3 υποδηλώνουν είτε ότι δεν αποφωσφορυλιώνεται σε μεγάλο βαθμό ο linker είτε ότι η GAL4-Smad3 μπορεί και διατηρεί την ικανότητα της μεταγραφικής ενεργοποίησης σε υψηλά επίπεδα. 
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Εικόνα 41. Η επίδραση της SCP1 στη μεταγραφική ενεργοποίηση του pG5-E1B-luc από την GAL4-Smad2. Η SCP1 μειώνει τη μεταγραφική ενεργοποίηση με το ίδιο πρότυπο που ακολουθεί και στη Smad2ΔΕ3. Επομένως το αποτέλεσμα της αποφωσφορυλίωσης του linker της Smad2 στην μεταγραφική ενεργοποίηση οφείλεται σε γεγονότα που συμβαίνουν στον πυρήνα. 
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Εικόνα 42. Η επίδραση της SCP2 στη μεταγραφική ενεργοποίηση του pG5-E1B-luc από την GAL4-Smad2. Η αποφωσφορυλίωση από την SCP2 επίσης ρίχνει την μεταγραφική ενεργοποίηση από τη GAL4-Smad2. Παρόλη τη διαφοροποίηση στις δύο μικρές ποσότητες της SCP2 το αποτέλεσμα είναι πάλι η πτώση στην ενεργοποίηση. Είναι επίσης ενδιαφέρον ότι η μεγάλη ποσότητα της SCP2 ρίχνει την ενεργοποίηση κάτω από τα βασικά επίπεδα που δεν υπάρχει η GAL4-Smad2.  
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Εικόνα 43. Η επίδραση της SCP3 στη μεταγραφική ενεργοποίηση του pG5-E1B-luc από την GAL4-Smad2. Η SCP3 ακολουθεί το ίδιο πρότυπο μείωσης της μεταγραφικής ενεργοποίησης με την SCP1. 
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Εικόνα 44. Η επίδραση της SCP1 στη μεταγραφική ενεργοποίηση του pG5-E1B-luc από την GAL4-Smad3. Η SCP1 μειώνει τη μεταγραφική ενεργοποίηση σε μικρότερα όμως επίπεδα από ότι συνήθως. Αυτό μπορεί να σημαίνει είτε ότι δεν αποφωσφορυλιώνει σε ικανοποιητικά επίπεδα τον linker της GAL4-Smad3 είτε ότι η μεταγραφική ενεργοποίηση από το GAL4-Smad3 είναι ισχυρή ακόμη και μετά την αποφωσφορυλίωση του linker.
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Εικόνα 45. Η επίδραση της SCP2 στη μεταγραφική ενεργοποίηση του pG5-E1B-luc από την GAL4-Smad3. Η SCP2 μειώνει τη μεταγραφική ενεργοποίηση σε μικρά επίπεδα όπως η SCP1 στην αντίστοιχη περίπτωση. Η μικρή αύξηση της ενεργοποίησης στη μικρή ποσότητα της SCP2 σημαίνει ότι η SCP2 δεν είναι ικανή να ελαττώσει την μεταγραφική ενεργοποίηση ή ότι σε πολύ μικρές ποσότητες θα μπορούσε να παίζει και ενισχυτικό ρόλο.
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Εικόνα 46. Η επίδραση της SCP3 στη μεταγραφική ενεργοποίηση του pG5-E1B-luc από την GAL4-Smad3. Η SCP3 ακολουθεί ακριβώς το ίδιο πρότυπο με την SCP2 στη μείωση της μεταγραφική ενεργοποίησης της GAL4-Smad3.


     Όπως έχει αναφερθεί στη εισαγωγή της παρούσας εργασίας, υπάρχουν μελέτες που δείχνουν ότι η υπερέκφραση της SCP1 οδηγεί στην μείωση της μεταγραφικής ενεργοποίησης μίας ποικιλίας γονιδίων με πιθανή εξήγηση την αποφωσφορυλίωση του CTD (Carboxy terminal domain της RNAPII (RNA polymerase II) (Yeo et al., 2003, 2005; Thompson et al., 2006). Για να δούμε αν ισχύει αυτό στη δική μας περίπτωση χρησιμοποιήθηκαν τα γονίδια αναφοράς p(CAGA)12-E1B-luc, RhoA-luc και ABCA1-N1500-luc παρουσία της SCP1 σε συγκεντρώσεις των 50 ng και 0.5 μg (Εικόνα 47). Στην περίπτωση των RhoA και ABCA1 είχαμε πράγματι σημαντική πτώση της βασικής ενεργοποίησης. Από την άλλη μεριά στην περίπτωση του p(CAGA)12-E1B-luc είχαμε ελαφριά άνοδο. Γεγονός είναι ότι η SCP1 μπορεί και επηρεάζει γενικότερα τη βασική μεταγραφική μηχανή. Στην περίπτωση όμως του p(CAGA)12-E1B-luc δεν μειώνει τα βασικά μεταγραφικά επίπεδα οπότε και το αποτέλεσμα των προηγούμενων πειραμάτων μεταγραφής είναι ειδικό για την επίδραση των SCPs πάνω στις Smads και όχι στη μεταγραφική μηχανή. 
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Εικόνα 47. Η επίδραση της SCP1 στη βασική μεταγραφική ενεργοποίηση των p(CAGA)12-E1B-luc (στήλες 1-3), RhoA-luc (στήλες 4-6) και ABCA1-N1500-luc (στήλες 7-9). Στην πρώτη περίπτωση η SCP1 έχει θετικό ρόλο στην ενεργοποίηση του p(CAGA)12-E1B-luc. Αντίθετα μειώνει την βασική ενεργοποίηση του RhoA στο μισό ενώ στην περίπτωση του ABCA1-1500 τα αποτελέσματα είναι ακόμη πιο δραματικά αφού στην υψηλή ποσότητα του 0.5 μg σχεδόν την εκμηδενίζει.

     Στη συνέχεια θελήσαμε να δούμε εάν οι αναστολείς U0126 και SP600125 που εμποδίζουν την φωσορυλίωση του linker από τις ERK και JNK αντίστοιχα έχουν παρόμοιο αποτέλεσμα με τις SCPs στη μεταγραφική ενεργοποίηση από τις Smads. Έγινε λοιπόν ένα πείραμα μεταγραφικής ενεργοποίησης του p(CAGA)12-E1B-luc με myc-Smad2ΔΕ3 παρουσία της SCP1. Στην αλλαγή του θρεπτικού 24 ώρες πριν τη λύση των κυττάρων αφαιρέθηκε ο ορός και προστέθηκαν οι αναστολείς U0126 και SP600125 (10 μM). Στην εικόνα 48 φαίνεται ότι οι αναστολείς ρίχνουν την μεταγραφική ενεργοποίηση σε επίπεδα χαμηλότερα της βασικής ενεργοποίησης και όταν μάλιστα συνυπάρχουν με την SCP1 το αποτέλεσμα είναι ακόμη πιο δραματικό. Φαίνεται λοιπόν ότι οι αναστολείς δρουν πολύ πιο αποτελεσματικά από την SCP1 στη μείωση της μεταγραφικής ικανότητας των Smads. Με βάση αυτή τη παρατήρηση έγινε western blot σε HepG2  σε παρόμοιες συνθήκες με αυτές του παραπάνω πειράματος μεταγραφικής ενεργοποίησης. Η ποσότητα διαμόλυνση της bio-Smad2 ήταν 10 μg και της myc-SCP1 0.05 ή 0.5 μg. Οι αναστολείς προστέθηκαν για 24h σε συγκέντρωση 10 μM. Τα κυτταρικά εκχυλίσματα απομονώθηκαν και ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης και στο western blot έγινε η ανίχνευση της φωσφορυλίωσης του linker της Smad2. Το αποτέλεσμα (Εικόνα 49) έδειξε ότι όντως στα HepG2 οι αναστολείς εκμηδενίζουν τη φωσφορυλίωση στο linker και δουλεύουν πολύ καλύτερα από την SCP1 σε αυτό. Επομένως έτσι εξηγείται γιατί ρίχνουν τόσο πολύ την ενεργότητα του γονιδίου αναφοράς. Από την άλλη έγινε το ίδιο πείραμα μεταγραφικής ενεργοποίησης σε HEK293T (Εικόνα 50) και εδώ φάνηκε ότι οι αναστολείς από μόνοι τους δεν επηρεάζουν ιδιαίτερα τη μεταγραφική ενεργοποίηση από τη Smad2ΔΕ3. Σε συνεργασία όμως με την SCP1 προκαλούν δραματική πτώση στη μεταγραφική ενεργοποίηση σε επίπεδα κάτω από τα βασικά. Βλέπουμε λοιπόν ότι η δράση των αναστολέων είναι πολύ ισχυρότερη στα HepG2 από ότι στα HEK293 ή ίσως το αποτέλεσμα να υποδηλώνει εναλλακτικούς τρόπους φωσφορυλίωσης του linker των R-Smads στα HEK293.  
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Εικόνα 48. Η επίδραση των αναστολέων U0126 και SP600125 συγκριτικά με την SCP1 στη μεταγραφική ενεργοποίηση του p(CAGA)12-E1B-luc από τη myc-Smad2ΔΕ3 σε HepG2. Οι αναστολείς είναι πιο αποτελεσματική στο να ρίχνουν την μεταγραφική ενεργοποίηση από τα Smads  σε σχέση με την SCP1 στα HepG2 ενώ όταν συνυπάρχουν το αποτέλεσμα είναι ακόμη πιο ισχυρό. 
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Εικόνα 49. Η αποφωσφορυλίωση του linker της Smad2 παρουσία των αναστολέων U0126 και SP600125 στα HepG2. Η ανίχνευση της φωσφορυλίωσης του linker έγινε με a-P-Smad2 L (Ser 245/250/255), της ολικής Smad2 με a-Smad2, της SCP1 με a-myc (η ποσότητα του 0.1 μg δεν ήταν δυνατό να ανιχνευθεί) και της ακτίνης με a-actin.  
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Εικόνα 50. Η επίδραση των αναστολέων U0126 και SP600125 συγκριτικά με την SCP1 στη μεταγραφική ενεργοποίηση του p(CAGA)12-E1B-luc από τη myc-Smad2ΔΕ3 σε ΗΕΚ293Τ. Η SCP1 δρα καλύτερα από τους αναστολείς στην πτώση της μεταγραφικής ενεργοποίηση από τα Smads. Η συνύπαρξή τους βέβαια πάλι εκμηδενίζει τη μεταγραφική ενεργοποίηση. 

Θ. ΤΟΠΟΛΟΓΙΑ ΤΗΣ ΥΠΕΡΚΕΦΡΑΣΜΕΝΗΣ SCP1 

     Γνωρίζουμε ότι η ενδογενής SCP1 εντοπίζεται στον πυρήνα των κυττάρων (Yeo et al., 2003). Σε όλα όμως τα προηγούμενα πειράματα η SCP1 υπερεκφράστηκε γι’ αυτό και είναι σημαντικό να την εντοπίσουμε μέσα στο κύτταρο ώστε να δούμε τις περιοχές που μπορεί να δράσει. Για τον εντοπισμό της χρησιμοποιήθηκε το πρωτόκολλο του έμμεσου ανοσοφθορισμού σε ΗΕΚ293Τ και σε COS-7. Για δείγματα ελέγχου χρησιμοποιήθηκαν μη διαμολυσμένα κύτταρα ώστε να δούμε αν το myc αντίσωμα πιάνει κάτι μη ειδικά, επίσης κύτταρα διαμολυσμένα με myc-HNF4 (4 μg) για έλεγχο της λειτουργίας του myc αντισώματος στον ανοσοφθορισμό και τέλος διαμολυσμένα κύτταρα με bio-HNF4 (4 μg)  όπου η ανίχνευση έγινε με διαφορετικό αντίσωμα από το myc ώστε να επιβεβαιωθεί ότι το πρωτόκολλο του ανοσοφθορισμού 

δουλεύει καλά. Η ανίχνευση των myc πρωτεϊνών έγινε με a-myc 1:200 σε PBS+/+/1.5% FBS και δεύτερο αντίσωμα a-mouse FITC 1:50 σε PBS+/+/1.5% FBS. Η ανίχνευση της bio-HNF4 έγινε με a-HNF4 1:200 σε PBS+/+/1.5% FBS και δεύτερο αντίσωμα a-rabbit FITC 1:50 σε PBS+/+/1.5% FBS. Το αποτέλεσμα του ανοσοφθορισμού (Εικόνα 51-Α) έδειξε ότι η υπερεκφρασμένη myc-SCP1 εντοπίζεται σε όλη την έκταση του κυττάρου και όχι μόνο στον πυρήνα. Τα δείγματα ελέγχου έδειξαν τόσο ότι το myc αντίσωμα δε πιάνει μη-ειδικά κάποιο  
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Εικόνα 51. Η τοπολογία της υπερεκφρασμένης SCP1 στο κύτταρο είναι πυρηνική και κυτταροπλασματική. (Α) Ο ανοσοφθορισμός σε HEK293 μη διαμολυσμένων κυττάρων και ανίχνευση με a-myc (i), διαμολυσμένων κυττάρων με myc-SCP1 και ανίχνευση με a-myc (ii), διαμολυσμένων κυττάρων με myc-HNF4 και ανίχνευση με a-myc (iii) και διαμολυσμένων κυττάρων με bio-HNF4 και ανίχνευση με a-HNF4. (Β) Ο ανοσοφθορισμός σε COS-7 κύτταρα, διαμολυσμένων με myc-SCP1 και ανίχνευση με a-myc (i, ii από διαφορετικά σημεία του ίδιου πιάτου). Ο χρωματισμός των πυρήνων έγινε με DAPI.   

επίτοπο στα ΗΕΚ293Τ όσο και ότι η διαδικασία του ανοσοφθορισμού ήταν εντάξει αφού η πυρηνική πρωτεΐνη HNF4 εντοπίστηκε και στις δύο περιπτώσεις με a-myc και a-HNF4. Επίσης έγινε και ανοσοφθορισμός σε COS-7 σε 6-well στα οποία διαμολύνθηκε η myc-SCP1 (6 μg) με τη μέθοδο του CaCl2. Ομοίως και εδώ η υπερεκφρασμένη SCP1 εντοπίστηκε σε όλη τη  έκταση του κυττάρου (Εικόνα 51-Β).

     Ένα δεύτερο πείραμα που επιβεβαιώνει ότι η υπερεκφρασμένη SCP1 βρίσκεται σε όλη την έκταση του κυττάρου είναι ο διαχωρισμός του πυρηνικού από το κυτταροπλασματικό διαμέρισμα του κυττάρου και ο έλεγχος με western blot για την ύπαρξη της myc-SCP1. Για το πείραμα αυτό διαμολύνθηκαν ΗΕΚ293Τ σε p100 με 15 μg myc-SCP1 ή bio-HNF4. Μετά το διαχωρισμό του πυρηνικού από το κυτταροπλασματικό εκχύλισμα ακολούθησε η ηλεκτροφόρηση τους σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης και έγινε ανίχνευση της SCP1 ή της HNF4 στο western blot.  Γνωρίζουμε ότι η HNF4 ακόμη και υπερεκφρασμένη παραμένει πυρηνική οπότε θα βοηθήσει ως δείγμα ελέγχου για την πιστοποίηση της καλής διαχωριστικής ικανότητας μεταξύ πυρηνικού και κυτταροπλασματικού εκχυλίσματος. Στην εικόνα 52 φαίνεται λοιπόν ότι ο διαχωρισμός γίνεται σε αρκετά ικανοποιητικό επίπεδο αφού η HNF4 εντοπίζεται στο πυρηνικό διαμέρισμα και μόνο ίχνη της στο κυτταροπλασματικό. Συγκεκριμένα με τη βοήθεια του προγράμματος Tinascan 2.0 μετρήθηκαν οι ζώνες που εμφανίζονται στη περίπτωση του HNF4 και εξισορροπήθηκαν βάσει των ποσοτήτων που φορτώθηκαν (72 μg για το πυρηνικό εκχύλισμα και 43 μg για το κυτταροπλασματικό εκχύλισμα της HNF4). Φάνηκε λοιπόν ότι υπήρχε μια διαρροή περίπου 20% από τον πυρήνα προς το κυτταρόπλασμα. Βάσει αυτής της εξισορρόπησης και των ποσοτήτων από τα εκχυλίσματα που φορτώθηκαν για την SCP1 (56 μg για το πυρηνικό εκχύλισμα και 42 μg για το κυτταροπλασματικό εκχύλισμα της SCP1) βρέθηκε ότι το 52% της SCP1 εντοπίζεται στον πυρήνα και το 48% στο κυτταρόπλασμα. Έτσι λοιπόν η myc-SCP1 εντοπίζεται εξίσου στον πυρήνα και στο κυτταρόπλασμα συμφωνώντας με τα αποτελέσματα του ανοσοφθορισμού.
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Εικόνα 52. Ο πυρηνικός/κυτταροπλασματικός διαχωρισμός των κυττάρων και ο εντοπισμός της υπερεκφρασμένης SCP1 και στα δύο διαμερίσματα. Αριστερά η myc-SCP1 εντοπίζεται τόσο στον πυρήνα (Ν) όσο και στο κυτταρόπλασμα (C). Δεξιά η HNF4 εντοπίζεται μόνο στον πυρήνα (N) όπως αναμενόταν και μόνο ίχνη της στο κυτταρόπλασμα (C).

     Τα παραπάνω δείχνουν ότι η SCP1 όταν υπερεκφράζεται επιδρά πάνω στις Smads τόσο στον πυρήνα όσο και στο κυτταρόπλασμα. Παρόλο που η αποφωσφορυλίωση του linker των Smads μπορεί να συμβαίνει στο κυτταρόπλασμα επηρεάζοντας τη σηματοδότηση από τα Smads, εμείς είδαμε ότι η πτώση που προκαλεί στην μεταγραφική ενεργοποίηση πολύ πιθανόν να οφείλεται σε γεγονότα που συμβαίνουν στον πυρήνα. Από την άλλη ο φυσιολογικός τόπος της δράσης της SCP1 είναι ο πυρήνας αφού εκεί έχει εντοπιστεί ενδογενώς. Επομένως είναι πιθανότερο ότι εκεί αποφωσφορυλιώνει το linker των Smads και καταστέλλει τη μεταγραφική τους ικανότητα.

Ι. Η ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΟΥ TGF-β ΣΤΗΝ ΜΕΤΑΓΡΑΦΗ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΤΩΝ SCP1, SCP2, SCP3 ΚΑΙ PPM1A

     Το τελευταίο ερώτημα που επιχειρήθηκε να απαντηθεί στην παρούσα εργασία είναι εάν ο TGF-β επηρεάζει τη μεταγραφή των γονιδίων της SCP1, SCP2, SCP3 και PPM1A. Για το πείραμα αυτό αναπτύχτηκαν καλλιέργειες με HaCaT σε 8 πιάτα p60. Σε κάθε πιάτο έγινε μία φορά προσθήκη TGF-β (5 ng/ml) σε διαφορετικό χρονικό διάστημα (1, 2, 3, 4, 8, 16, 24 ώρες πριν τη λύση των κυττάρων) ενώ υπήρχε και πιάτο στο οποίο δεν έγινε προσθήκη TGF-β (0 ώρες). Στη συνέχεια τα κύτταρα λύθηκαν, απομονώθηκε το RNA και από αυτό παρασκευάστηκε cDNA όπως αναφέρεται στην ενότητα Α11 στα Υλικά και Μέθοδοι. Με τη χρήση εκκινητών για τα SCP1, SCP2 ,SCP3 και PPM1A και με μητρικό DNA το cDNA που προήλθε από τα παραπάνω κύτταρα μπορέσαμε να συγκρίνουμε με PCR τα επίπεδα του mRNA για κάθε γονίδιο σε σχέση με το χρόνο επώασης με TGF-β (τα αποτελέσματα είναι μέσος όρος τουλάχιστον δύο επαναλήψεων της PCR). Οι διαφορές στα επίπεδα του cDNA ανάμεσα στα δείγματα που δεν οφείλονται στον TGF-β κανονικοποιήθηκαν βάσει της PCR του GAPDH. Με το πρόγραμμα Tinascan 2.0 μετρήθηκαν οι διαφορές στις ζώνες της PCR για τα διάφορα δείγματα ώστε να φτιαχτούν τα διαγράμματα. Έτσι μπορούμε να συγκρίνουμε κατά πόσο αλλάζει η μεταγραφή των γονιδίων αυτών παρουσία ή απουσία του TGF-β αλλά και να συσχετίσουμε την διάρκεια αυτής της αλλαγής με τη διάρκεια του σήματος από τον TGF-β. Τα επίπεδα της μεταγραφής του PPM1A γονιδίου παρουσιάζουν μία πολύ μικρή αύξηση όταν το σήμα του TGF-β διαρκεί 1-3 ώρες, παρουσιάζουν τη μεγαλύτερη αύξηση στις 4 και 8 ώρες (~1.8 φορές) και στις 16 και 24 ώρες είναι αυξημένα κατά ~1.55 φορές (Εικόνα 53). Γενικότερα η αύξηση στη μεταγραφή του PPM1A μπορεί να υποδηλώνει ένα αναδραστικό μηχανισμό αναστολής από τη σηματοδότηση του TGF-β. Το γονίδιο της SCP1 παρουσιάζει μία ελάχιστη αύξηση στα χρονικά διαστήματα 1-8 ώρες του TGF-β ενώ μειώνεται κάτω από τα βασικά επίπεδα στα χρονικά διαστήματα των 18 και 24 ωρών (Εικόνα 54). Αυτό μπορεί να σημαίνει ότι η SCP1 δρα σε πολύ μικρές ποσότητες στη ρύθμιση της σηματοδότησης από τον TGF-β. Για το γονίδιο της SCP2 ισχύει ότι γενικότερα παρουσιάζει αύξηση στη μεταγραφή του παρουσία του TGF-β όμως και αυτή είναι πολύ μικρή (Εικόνα 55) με τη μέγιστη να είναι 1.42 φορές πάνω από το δείγμα ελέγχου. Τέλος και το γονίδιο της SCP3 παρουσιάζει αύξηση (Εικόνα 56) με τις μεγαλύτερες διαφορές να παρατηρούνται στις 2 και 4 ώρες επώασης με TGF-β. 

     Το συμπέρασμα είναι ότι η σηματοδότηση του TGF-β αλλάζει τη μεταγραφή των γονιδίων της SCP1, SCP2, SCP2 και PPM1A, με τάσεις για μικρή αύξηση. Επειδή η αύξηση είναι πολύ μικρή είναι αμφίβολο ότι τα γονίδια ρυθμίζονται από τον TGF-β. Από την άλλη ίσως αρκεί πολύ μικρή ποσότητα για να δράσουν αποτελεσματικά στη σηματοδότηση του TGF-β.
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Εικόνα 53. Τα επίπεδα του cDNA της PPM1A σε διαφορετικά χρονικά διαστήματα επώασης με TGF-β.
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Εικόνα 54. Τα επίπεδα του cDNA της SCP1 σε διαφορετικά χρονικά διαστήματα επώασης με TGF-β. 


[image: image43.png]EmimeSa éxppacts SCP2

1.80
1.60
1.40
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

Hacat

144

142 o
131 136 133
1.09 I
1 2 3 4 8 16 24

TGF-B (Hrs)







Εικόνα 55. Τα επίπεδα του cDNA της SCP2 σε διαφορετικά χρονικά διαστήματα επώασης με TGF-β. 
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Εικόνα 56. Τα επίπεδα του cDNA της SCP3 σε διαφορετικά χρονικά διαστήματα επώασης με TGF-β.

     Στη συνέχεια μας ενδιαφέρει να δούμε τη χρονική στιγμή που δρα η PPM1A όταν τα κύτταρα υποβάλλονται σε ερέθισμα με TGF-β και παράλληλα να τη συσχετίσουμε με τα επίπεδα έκφρασης της. Γι’ αυτό το πείραμα απομονώθηκε RNA από HaCaT σε χρονικά διαστήματα επώασης με TGF-β των 20΄, 40΄, 60΄, 80΄, 100΄ και 120΄ (0 για το δείγμα χωρίς TGF-β), παρασκευάστηκε cDNA και με τους εκκινητές της PPM1A μετρήσαμε τα μεταγραφικά της επίπεδα. Στην εικόνα 57 φαίνεται μία ελαφριά αύξηση στη μεταγραφή της PPM1A στα μεγαλύτερα χρονικά διαστήματα επώασης με TGF-β. Παράλληλα στα ίδια δείγματα μετρήθηκαν τα μεταγραφικά επίπεδα του PAI που είναι γνωστό ότι αυξάνονται από τον TGF-β (Εικόνα 58). Αυτό αποτελεί και δείγμα ελέγχου για την ομαλή λειτουργία του σηματοδοτικού μονοπατιού. Τέλος, απομονώθηκε το κυτταρικό εκχύλισμα από HaCaT στις ίδιες συνθήκες επώασης με TGF-β για τα χρονικά διαστήματα 0-120΄. Από αυτά πραγματοποιήθηκε western blot για την ανίχνευση της φωσφορυλιωμένης Smad3 στο SXS ώστε να συγκριθεί με τα επίπεδα της PPM1A. Όπως φαίνεται στην εικόνα 59 όταν απουσιάζει ο TGF-β δεν υπάρχει φωσφορυλιωμένη Smad3 στο SXS. Από τα 20΄ έως και τα 80΄ επώασης με TGF-β η Smad3 είναι φωσφορυλιωμένη. Στα 100΄ και 120΄ η φωσφορυλίωση πέφτει. Συγκριτικά με τα μεταγραφικά επίπεδα της PPM1A της εικόνας 57 αυτά είναι αυξημένα μετά τα 80΄. Αυτό σημαίνει ότι από εκεί και πέρα αρχίζει και δρα η PPM1A σε ικανοποιητικό βαθμό για την αποφωσφορυλίωση του SXS και την καταστολή της σηματοδότησης από τα Smads. 
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Εικόνα 57. Τα επίπεδα του cDNA της PPM1A σε χρονικά διαστήματα επώασης με TGF-β από 20΄ έως 120΄.
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Εικόνα 58. Τα επίπεδα του cDNA της PAI σε χρονικά διαστήματα επώασης με TGF-β από 20΄ έως 120΄.
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Εικόνα 59. Τα ενδογενή επίπεδα της φωσφορυλιωμένης Smad3 στο SXS σε διαφορετικά χρονικά διαστήματα επώασης με TGF-β. Απουσία του TGF-β δεν υφίσταται φωσφορυλίωση στο SXS. Η Smad3 ενεργοποιείται με τη προσθήκη TGF-β και η φωσφορυλίωσή της πέφτει μετά τα 80΄ πιθανόν λόγω της δράσης της PPM1A. Η ανίχνευση του φωσφορυλιωμένου SXS έγινε με αντισώματα a-P-Smad3 C (Ser 433/435), της ολικής Smad3 με a-Smad3 (πιάνει και τη Smad2) και της  ακτίνης με a-actin.
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ

     Το σηματοδοτικό μονοπάτι του TGF-β ρυθμίζει βασικές λειτουργίες στα κύτταρα των μεταζώων όπως το διπλασιασμό, τη διαφοροποίηση, την απόπτωση και τη μετανάστευση τους. Γι’ αυτό το λόγο συμμετέχει σε σημαντικές βιολογικές διαδικασίες όπως η οργανογένεση των εμβρύων και η ομοιόσταση των ενήλικων οργανισμών. Η απορύθμιση της φυσιολογικής λειτουργίας του σηματοδοτικού μονοπατιού του TGF-β μπορεί να προκαλέσει σοβαρά αναπτυξιακά προβλήματα στα έμβρυα, ακόμη και θάνατο. Επίσης στους ενήλικους ιστούς έχει συσχετιστεί με πάρα πολλά είδη καρκίνου όπως του παγκρέατος, του παχέως εντέρου και του πνεύμονα. Επομένως η μελέτη και η κατανόηση της λειτουργίας του TGF-β στον άνθρωπο είναι υψίστης σημασίας. Πρώτον διότι θα βοηθήσει στην κατανόηση πολλών μηχανισμών και διαδικασιών που διέπουν την εμβρυϊκή ανάπτυξη. Δεύτερον διότι θα κατανοήσουμε την ευρύτερη λειτουργία του ανθρώπινου οργανισμού και την ικανότητά του να αυτορυθμίζεται ως ενιαίο σύνολο πολλών δομών και διαδικασιών. Τρίτον διότι το σηματοδοτικό μονοπάτι του TGF-β αποτελεί ένα σημαντικό φαρμακευτικό στόχο για την καταπολέμηση μίας από τις δυσκολότερες ασθένειες της εποχής μας, τον καρκίνο. Συμπερασματικά, η κατανόηση του ρόλου του TGF-β βοηθά να γνωρίσουμε καλύτερα τον εαυτό μας και να αντιμετωπίσουμε τις ασθένειες στις οποίες εμπλέκεται.

     Αν και ο TGF-β δίνει το παρόν σε πολλές βιολογικές διαδικασίες, το σηματοδοτικό μονοπάτι του είναι σχετικά απλό. Συγκεκριμένα περιλαμβάνει την ενεργοποίηση υποδοχέων της κυτταρικής μεμβράνης από τον TGF-β οι οποίοι φωσφορυλιώνουν τους ενδοκυττάριους διαμεσολαβητές R-Smads στο μοτίβο SXS. Οι R-Smads με τη Smad4 σχηματίζουν ολιγομερή και μεταβαίνουν στον πυρήνα για να ρυθμίσουν την μεταγραφή γονιδίων. Η ποικιλία των κυτταρικών αποκρίσεων του μονοπατιού κρύβεται στην πολυπλοκότητα της ρύθμισης και της λειτουργίας των Smads καθώς και στην ευελιξία που παρουσιάζουν στην ρύθμιση των γονιδίων. Όλα αυτά εξαρτώνται από την κατάσταση του κυττάρου, τη συγκέντρωση του TGF-β και το χρονικό διάστημα που διαρκεί το ερέθισμά του.


     Πέρα από τη φωσφορυλίωση στο μοτίβο SXS από τους υποδοχείς, υπάρχουν και άλλες μετά-μεταφραστικές τροποποιήσεις φωσφορυλίωσης των R-Smads που περιλαμβάνουν μία σειρά καταλοίπων στη περιοχή του linker και του MH1. Αν και η φωσφορυλίωση του SXS αναμφίβολα έχει το βασικότερο ρόλο στην λειτουργία των R-Smads, τα τελευταία χρόνια ο linker αναδεικνύεται σε σημαντικό ρυθμιστή της σηματοδότησης του TGF-β. Η φωσφορυλίωση του linker από MAPKs και CDKs αποτελεί σημείο αναφοράς για την σύγκλιση της σηματοδότησης του TGF-β με άλλα σηματοδοτικά μονοπάτια όπως των EGF/FGF/Ras. Το αποτέλεσμα αυτής της σύγκλισης καθώς και η γενικότερη επίδραση που έχει η φωσφορυλίωση του linker στο σηματοδοτικό μονοπάτι του TGF-β παραμένει αμφιλεγόμενο. Υπάρχουν έρευνες που συνδέουν την φωσφορυλίωση του linker με τον αποκλεισμό των R-Smads από τον πυρήνα του κυττάρου και την ακόλουθη διακοπή της σηματοδότησης του TGF-β (Calonge and Massague, 1999; Kretzschmar et al., 1997,1999; Wicks et al., 2000; Grimm and Gurdon, 2002; Matsuura et al., 2004; Ho et al., 2005; Fuentealba et al., 2007). Το μοντέλο των Sapkota et al (2007) εξηγεί σε μεγάλο βαθμό αυτά τα αποτελέσματα. Αντίθετα, σε άλλες έρευνες η φωσφορυλίωση του linker προάγει τον ολιγομερισμό των R-Smads/Smad4, την πυρηνική τους μετατόπιση και την αλληλεπίδρασή τους με συνενεργοποιητές όπως ο CBP, έχοντας συνολικά ενισχυτικό ρόλο στη σηματοδότηση του TGF-β (Brown et al., 1999; de Caestecker et al., 1998; Funaba et al., 2002; Hayashida et al., 2003; Mori et al., 2004; Kamaraju and Roberts, 2005). Οι διαφορές αυτές δεν έχουν εξηγηθεί ακόμη και μπορεί να οφείλονται σε πολλούς παράγοντες. Τέτοιοι παράγοντες μπορεί να είναι οι διαφορετικές πειραματικές προσεγγίσεις που όμως κρύβουν βαθύτερο βιολογικό νόημα. Αυτό είναι ότι το αποτέλεσμα της φωσφορυλίωσης του linker εξαρτάται από τον κυτταρικό τύπο, την κατάσταση του κυττάρου ή το γονίδιο-στόχο. Έτσι για παράδειγμα υπάρχουν περιπτώσεις που ο TGF-β δρα ανταγωνιστικά με τους EGF/FGF αλλά και περιπτώσεις που δρα συνεργατικά.

     Στη παρούσα εργασία μελετήθηκε η επίδραση της αποφωσφορυλίωσης του linker των Smad2/3 στη σηματοδότηση του TGF-β. Γι’ αυτό το σκοπό χρησιμοποιήθηκαν οι φωσφατάσες SCP1, SCP2 και SCP3 που έχει δειχθεί ότι έχουν την ικανότητα να αποφωσφορυλιώνουν την περιοχή του linker των R-Smads (Sapkota et al., 2006; Wrighton et al., 2006). Επίσης, ελέγχτηκε αν η PPM1A φωσφατάση του μοτίβου SXS των R-Smads παρουσιάζει τέτοια δράση. Αρχικά λοιπόν οι παραπάνω φωσφατάσες εισήχθηκαν σε φορείς έκφρασης και ακολούθησε μια σειρά πειραμάτων για να διαπιστωθεί η ικανότητά τους να αποφωσφορυλιώνουν τον linker στα κατάλοιπα Ser245/250/255 και το μοτίβο SXS των Smad2/3. Στη συνέχεια είδαμε την επίδρασή της SCP1 σε διαδικασίες του σηματοδοτικού μονοπατιού του TGF-β όπως το διμερισμό της Smad3 με τη Smad4 και την πρόσδεση της Smad3 στο DNA. Η πιο εκτεταμένη έρευνα έγινε στην επίδραση της αποφωσφορυλίωσης του linker από τις SCPs στην μεταγραφική ενεργοποίηση των Smad2/3. Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν οι συνδυασμοί p(CAGA)12-E1B-luc με TGF-β ή Smad2ΔΕ3 ή Smad3 και pG5-E1B-luc με GAL4-Smad2 ή GAL4Smad3. Επιπρόσθετα διερευνήθηκε η φωσφορυλίωση του linker από τις JNK και Erk με western blot και πειράματα συνενεργοποίησης. Τέλος μελετήθηκε η επίδραση του TGF-β στην μεταγραφή των SCPs και της PPM1A.

     Η μελέτη των SCPs ως φωσφατάσες των Smad2/3 είχε κάποια πολύ ενδιαφέροντα αποτελέσματα. Πρώτα από όλα επιβεβαιώθηκε ότι οι SCPs είναι φωσφατάσες του linker των Smad2/3 στα κατάλοιπα Ser245/250/255. Αντίθετα η PPM1A δεν παρουσίασε τέτοια δράση. Στη συνέχεια διερευνήθηκε η ικανότητα της SCP1 να αποφωσφορυλιώνει το μοτίβο SXS της Smad2 των Smad2/3. Το αποτέλεσμα παρουσιάζει εξαιρετικό ενδιαφέρον καθώς η SCP1 αποφωσφορυλιώνει το SXS σε επίπεδα ισάξια αν όχι καλύτερα της PPM1A. Από άλλη μελέτη έχει δειχθεί ότι η SCP1 αποφωσφορυλιώνει το SXS της Smad1 (Knockaert et al., 2006) όμως είναι η πρώτη φορά που παρατηρείται το ίδιο για τις Smad2/3. Μάλιστα στις μελέτες των Sapkota et al (2006) και Wrighton et al (2006) δεν παρατηρήθηκε αυτό το φαινόμενο. Αυτό λοιπόν αποτελεί ένδειξη ότι οι SCPs έχουν πιο διευρυμένο ρόλο στην λειτουργία των R-Smads ρυθμίζοντας την αποφωσφορυλίωση τόσο του linker όσο και του μοτίβου SXS. Επίσης δείξαμε μια ποσοτική συσχέτιση των SCPs στην ικανότητά τους να αποφωσφορυλιώνουν τον linker της Smad2. Αυτό πρακτικά σημαίνει ότι σε όσο μεγαλύτερη ποσότητα υπάρχουν στο κύτταρο, τόσο πιο αποτελεσματικά αποφωσφορυλιώνουν τον linker της Smad2. Τα συμπεράσματα από αυτό το πείραμα είναι πρώτον ότι οι SCPs δρουν σε πολύ μικρές ποσότητες για την αποφωσφορυλίωση του linker και δεύτερον ότι το κύτταρο ίσως έχει τη δυνατότητα να ρυθμίζει την αποφωσφορυλίωση του linker περιορίζοντας ή αυξάνοντας την ποσότητα των SCPs. Θα είχε ιδιαίτερη σημασία για το κύτταρο αν οι SCPs παρουσίαζαν διαφορές στην προτίμησή τους να αποφωσφορυλιώνουν συγκεκριμένα κατάλοιπα στον linker. Για παράδειγμα θα μπορούσε η SCP1 να προτιμά τις Ser245/250 και η SCP2 τις Ser250/255, αν και σε μεγάλες ποσότητες δεν θα έκαναν αυτή τη διάκριση και θα αποφωσφορυλίωναν όλα τα κατάλοιπα. Αυτό θα δημιουργούσε προϋποθέσεις για την δημιουργία ενός ευέλικτου φωσφορυλιωμένου προτύπου του linker που θα πρόσφερε ποικιλία στις αλληλεπιδράσεις των R-Smads με άλλες πρωτεΐνες και γενικότερα στην δράση τους μέσα στο κύτταρο. Παράλληλα, ο βαθμός της αποφωσφορυλίωσης του SXS από την SCP1 επίσης εξαρτάται από την ποσότητά της μέσα στο κύτταρο και μάλιστα όσο περισσότερη είναι τόσο πιο πολύ αποφωσφορυλιώνεται το SXS. Η διαφορά όμως είναι ότι χρειάζονται πολύ μεγαλύτερες ποσότητες της SCP1 για να αποφωσφορυλιώσει το SXS σε σχέση με τον linker. Αυτό δείχνει ότι το πρωταρχικό της υπόστρωμα είναι ο linker της Smad2 και σε δεύτερη φάση το μοτίβο SXS. Ίσως μάλιστα ο αποφωσφορυλιωμένος linker να αποτελεί προϋπόθεση για την αποφωσφορυλίωση του SXS από την SCP1. Παραμένει το ερώτημα εάν η αποφωσφορυλίωση του SXS των Smad2/3 γίνεται άμεσα από την SCP1 ή έμμεσα. Η SCP1 μπορεί να προσδένεται άμεσα στην Smad1 και να αποφωσφορυλιώνει το SXS (Knockaert et al., 2006) και επίσης αλληλεπιδρά με τις Smad2/3 ερχόμενη σε φυσική επαφή μαζί τους (Wrighton et al., 2006). Αυτό δείχνει ότι το SXS θα μπορούσε να αποτελεί άμεσο υπόστρωμα για την SCP1. Δεν αποκλείεται όμως η αποφωσφορυλίωση του linker να δημιουργεί τις κατάλληλες προϋποθέσεις για την δράση της PPM1A. Επίσης ίσως η αποφωσφορυλίωση του linker να εμποδίζει την αλληλεπίδραση των R-Smads με τους υποδοχείς του TGF-β. Τέλος ένας άλλος τρόπος έμμεσης αποφωσφορυλίωσης του SXS θα μπορούσε να περιλαμβάνει την αποφωσφορυλίωση του TβRI από την SCP1 και κατ’ επέκταση την αδυναμία του να φωσφορυλιώσει το μοτίβο SXS. Πάντως ένα σύστημα ταυτόχρονης δράσης των SCPs και της PPM1A στις R-Smads θα αποτελούσε ένα πολύ καλό τρόπο ελέγχου της έντασης και της δράσης του σήματος του TGF-β. 

      Για να επιβεβαιώσουμε ότι ο linker των R-Smads φωσφορυλιώνεται από MAPKs και CDKs χρησιμοποιήθηκαν οι συνθετικοί αναστολείς της MEK και της JNK, U0126 και SP600125 αντίστοιχα. Επίσης χρησιμοποιήθηκε και ο p21 που είναι φυσικός αναστολέας των CDK2/4. Στόχος του πειράματος είναι να αποτρέψουμε τη φωσφορυλίωση του linker της Smad2 παρουσία των αναστολέων. Πράγματι ο U0126 μείωσε σημαντικά τη φωσφορυλίωση του linker και ο SP600125 ακόμη περισσότερο. Ο συνδυασμός τους επίσης σχεδόν εξαφάνισε τη φωσφορυλίωση στο linker. Αυτό σημαίνει ότι όντως το μονοπάτι των MAPKs ευθύνεται για την φωσφορυλίωση του linker των R-Smads. Από την άλλη ο p21 δεν επηρέασε καθόλου τη φωσφορυλίωση του linker της Smad2. Ενώ έχει αποδειχθεί ότι οι CDK2/4 φωσφορυλιώνουν τον linker της Smad3, δεν υπάρχουν in vivo δεδομένα που να δείχνουν το ίδιο για τον linker της Smad2 (Matsuura et al., 2004). Στην δική μας διάταξη δεν καταφέραμε να αποδείξουμε ότι η φωσφορυλίωση του linker μπορεί να προέρχεται από CDKs, δεν αποκλείεται όμως η συνεισφορά τους να είναι πολύ μικρή ή να συμβαίνει σε ειδικές καταστάσεις μέσα στο κύτταρο ή να φωσφορυλιώνουν άλλα κατάλοιπα του linker όπως τη Thr220. 

     Ένα φαινόμενο που παρατηρήθηκε στα παραπάνω πειράματα ήταν η μερική πτώση των επιπέδων της συνολικής Smad2 στις περιπτώσεις που ο linker ήταν ολοκληρωτικά αποφωσφορυλιωμένος. Αυτό υποδηλώνει ότι η αποφωσφορυλίωση του linker θα μπορούσε να οδηγεί τις R-Smads προς αποικοδόμηση. Χρησιμοποιώντας ένα συνθετικό αναστολέα του 26S πρωτεασώματος (MG-132) δεν καταφέραμε να αποτρέψουμε την αποικοδόμηση της Smad2. Αυτό σημαίνει είτε ότι η πειραματική μας προσέγγιση δεν ήταν ικανή να διακόψει τη δράση του πρωτεασώματος, είτε ότι υπάρχει εναλλακτικός τρόπος καταστροφής της SCP1 είτε ότι επηρεάζονται τα μεταγραφικά επίπεδα της Smad2. Πάντως σε περίπτωση που η αποφωσφορυλίωση του linker συνοδεύεται από την αποφωσφορυλίωση του SXS τότε θα ήταν λογικό η Smad2 πέρα από την ανακύκλωσή της, να αποικοδομείται σε κάποιο βαθμό.

     Για τη περαιτέρω μελέτη της επίδρασης που έχει η SCP1 στη σηματοδότηση του TGF-β πραγματοποιήθηκε ένα πείραμα αλληλεπίδρασης πρωτεϊνών με το σύστημα της βιοτινυλίωσης με BirA. Συγκεκριμένα διερευνήθηκε κατά πόσο αλληλεπιδρά η Smad3 με τη Smad4 παρουσία της SCP1. Αρχικά παρατηρήθηκε μία βασική ικανότητα αλληλεπίδρασής τους η οποία αυξήθηκε κατακόρυφα από την φωσφορυλίωση του SXS από τον CA-ALK5. Η SCP1 υποβάθμισε το διμερισμό των Smad3/4 και τον επανέφερε στα επίπεδα που υπήρχαν χωρίς την παρουσία του CA-ALK5. Επομένως η SCP1 εμποδίζει την αλληλεπίδραση των Smad3/4. Παρόλο που θα μπορούσε να ευθύνεται αποκλειστικά η αποφωσφορυλίωση του linker της Smad3 από την SCP1, ίσως να υπάρχει και αποφωσφορυλίωση στο SXS. Δεν φαίνεται όμως να τίθεται τέτοιο θέμα αφού τα δείγματα στα inputs δείχνουν ότι η SCP1 δεν είναι σε ικανή ποσότητα για να αποφωσφορυλιώσει το SXS της Smad3. Επομένως είναι πολύ πιθανό να ευθύνεται μόνο ο αποφωσφορυλιωμένος linker για αυτή την υποβάθμιση του διμερισμού των Smad3/4.

     Μία άλλη διαδικασία στη οποία θα μπορούσε να εμπλέκεται η SCP1 είναι στην πρόσδεση των R-Smads στο DNA. Γι’ αυτό διερευνήθηκε με DNAP η ικανότητα της Smad3 να προσδένεται στο τεχνητό ολιγονουκλεοτίδιο (CAGA)4. Καταρχήν, η Smad3 έδειξε την ίδια ικανότητα πρόσδεσης είτε ήταν μόνη της είτε με τη Smad4. Η SCP1 δεν είχε καμία επίδραση στην ικανότητα της πρόσδεσης της Smad3 στο DNA. Επομένως η αποφωσφορυλίωση του linker δεν φαίνεται ούτε να εμποδίζει αλλά ούτε και να βοηθά την πρόσδεση των R-Smads στο DNA.

     Η μεγαλύτερη ενότητα των πειραμάτων της παρούσας εργασία αφορά την μεταγραφική ενεργοποίηση γονιδίων αναφοράς από τις Smad2/3 παρουσία των SCPs. Για τα πειράματα αυτά χρησιμοποιήθηκε μια διαβάθμιση στην ποσότητα των SCPs που όμως δεν ξεπερνούσε τα επίπεδα στα οποία αποφωσφορυλιώνεται το μοτίβο SXS. Αυτό έγινε ώστε τα αποτελέσματα των πειραμάτων να οφείλονται όσο το δυνατόν περισσότερο στην αποφωσφορυλίωση του linker των R-Smads. Η μεταγραφική ενεργοποίηση του p(CAGA)12-E1B-luc από τον TGF-β όσο και από τις υπερεκφρασμένες Smad2ΔΕ3 και Smad3 υποβαθμίστηκε σε μεγάλο βαθμό από την παρουσία των SCPs και όπως ήταν αναμενόμενο και από την PPM1A. Όσο μεγαλύτερη ήταν η ποσότητα των SCPs τόσο πιο μειωμένη εμφανίζονταν η μεταγραφική ενεργότητα του γονιδίου αναφοράς. Επομένως η αποφωσφορυλίωση του linker έχει αρνητική επίδραση στην ικανότητα των R-Smads να επάγουν τη μεταγραφή. 

     Στην περίπτωση της ενεργοποίηση από τον TGF-β η SCP1 είναι πιο δραστική από τις SCP2 και SCP3, ρίχνοντας τη μεταγραφική ενεργοποίηση σε πολύ χαμηλότερα επίπεδα από τις άλλες δύο. Αυτό υποδηλώνει ότι η SCP1 θα μπορούσε γενικά ή υπό συνθήκες να παίζει το βασικό ρόλο στη παρεμπόδιση των Smads να μεταγράφουν γονίδια ενώ οι SCP2/3 να παρουσιάζουν συμπληρωματικό ή εφεδρικό ρόλο. Από την άλλη όμως στην περίπτωση της υπερεκφρασμένης Smad2ΔΕ3 όλες οι SCP μειώνουν το ίδιο αποτελεσματικά την μεταγραφική ενεργοποίηση. Αυτό ίσως να οφείλεται στην παρουσία περίσσειας υποστρώματος στο οποίο μπορούν να δράσουν. Στην περίπτωση της υπερεκφρασμένης Smad3 η SCP3 μειώνει την μεταγραφική ενεργοποίηση στα ίδια επίπεδα με την SCP1 ενώ η SCP2 το καταφέρνει σε πολύ μικρότερο βαθμό. Εδώ διαφαίνεται ότι η SCP2 σε αντίθεση με τις SCP1/3 αποφωσφορυλιώνει τον linker της Smad3 σε πρότυπο που επηρεάζει λιγότερο την μεταγραφική ενεργοποίηση. 

     Η μείωση της μεταγραφικής ενεργοποίησης των Smads από τις SCPs μπορεί να οφείλεται σε πολλούς παράγοντες. Καταρχήν, αυτή η μείωση θα ταίριαζε σε μια φωσφατάση του SXS. Τέτοιου είδους δράση παρατηρήσαμε για την SCP1 στις υψηλές συγκεντρώσεις της στο κύτταρο. Στην περίπτωση αυτή η άμεση ή έμμεση αποφωσφορυλίωση του SXS από τις SCPs αποτρέπει την εισαγωγή των R-Smads στο πυρήνα, εμποδίζει τον ολιγομερισμό με την Smad4 και αποκλείει τη δημιουργία μεταγραφικών συμπλόκων. Από την άλλη μεριά όμως οι ποσότητες των SCPs που διαμολύνθηκαν ήταν πολύ μικρές για να υφίσταται αποφωσφορυλίωση στο SXS. Μόνο ίσως στη μεγαλύτερη ποσότητα διαμόλυνσης των SCPs (0.5 μg) δεν θα έπρεπε να αποκλείσουμε την περίπτωση της μερικής αποφωσφορυλίωσης του SXS (σύμφωνα με τα western των πειραμάτων αποφωσφορυλίωσης). Ακόμη και στην περίπτωση λοιπόν που η μείωση στη μεταγραφική ενεργοποίηση οφείλεται αποκλειστικά στην αποφωσφορυλίωση του linker, πάλι οι R-Smads μπορεί να αδυνατούν να μπουν στον πυρήνα ή να ολιγομερίζονται με τη Smad4. Επίσης η αποφωσφορυλίωση του linker ίσως εμποδίζει τη συστράτευση μεταγραφικών παραγόντων στο μεταγραφικό σύμπλοκο των R-Smads ή ευνοεί τη δημιουργία συμπλόκων καταστολής της μεταγραφής. Τα παραπάνω αποτελέσματα διαφωνούν με τις έρευνες που δείχνουν ότι η φωσφορυλίωση του linker έχει ανασταλτικό ρόλο στην σηματοδότηση του TGF-β (Calonge and Massague, 1999; Kretzschmar et al., 1997,1999; Wicks et al., 2000; Grimm and Gurdon, 2002; Matsuura et al., 2004; Ho et al., 2005; Fuentealba et al., 2007; Sapkota et al., 2007) αλλά συμφωνούν με τις έρευνες που δείχνουν ότι η φωσφορυλίωση του linker είναι απαραίτητη για την επαγωγή της μεταγραφής από τις Smads (Brown et al., 1999; de Caestecker et al., 1998; Funaba et al., 2002; Hayashida et al., 2003; Mori et al., 2004; Kamaraju and Roberts, 2005). 

     Η χρήση του συστήματος pG5-E1B-luc και GAL4-Smads μας επιτρέπει να περιορίσουμε τους μηχανισμούς στους οποίους οφείλεται η μείωση της μεταγραφικής ενεργοποίησης από τις SCPs. Αυτό διότι η GAL4 περιέχει ισχυρό NLS για τη μεταφορά της στον πυρήνα των κυττάρων και στοιχεία πρόσδεσης στο pG5-E1B-luc χωρίς να εξαρτάται από τις Smads. Επομένως το μόνο πράγμα που μπορεί να επηρεάσει η αποφωσφορυλίωση του linker των Smad2/3 είναι η δημιουργία ενεργών μεταγραφικών συμπλόκων. Πράγματι  και εδώ οι SCPs μείωσαν τη μεταγραφική ενεργοποίηση από τις GAL4-Smad2/3 με το ίδιο πρότυπο των προηγούμενων πειραμάτων μεταγραφικής συνενεργοποίησης. Οπότε αυτό οφείλεται καθαρά ε αδυναμία σχηματισμού ενός ενεργού μεταγραφικού συμπλόκου των Smads με άλλους μεταγραφικούς παράγοντες και συνενεργοποιητές όπως οι p300/CBP ή P/CAF. Αυτό βέβαια δε σημαίνει ότι αποκλείεται το ενδεχόμενο οι αποφωσφορυλιωμένες στον linker Smad2/3 να μην εισάγονται στον πυρήνα ή να μην σχηματίζουν ολιγομερή με τη Smad4, αλλά είναι φανερό ότι ο φωσφορυλιωμένος linker μπορεί να παίξει καθοριστικό ρόλο στην δημιουργία των μεταγραφικών συμπλόκων των R-Smads. 

     Η προσθήκη των αναστολέων U0126 και SP600125 που εμποδίζουν την φωσφορυλίωση του linker είχαν ακριβώς το ίδιο αποτέλεσμα με τις SCPs στην ενεργοποίησης της μεταγραφής από τις Smads. Το γεγονός μάλιστα ότι μειώνουν τη μεταγραφική ενεργοποίηση στα HepG2 πολύ περισσότερο από ότι στα HEK293T συνδυάζεται με το ότι η αποφωσφορυλίωση του linker είναι πολύ μεγαλύτερη στα HepG2. 

     Στα παραπάνω πειράματα συνενεργοποίησης πρέπει να λάβουμε υπόψη τις έρευνες που δείχνουν ότι οι SCP1 και SCP2 αποφωσφορυλιώνουν το CTD της RNAPII και καταστέλλουν τη μεταγραφή (Yeo et al., 2003, 2005; Thompson et al., 2006). Ήταν λοιπόν σημαντικό να διευκρινιστεί αν η μείωση τη μεταγραφικής ενεργοποίησης που βλέπουμε είναι ειδική για τα Smads ή οφείλεται στην γενική επίδραση των SCPs στη μεταγραφική μηχανή. Για τη διερεύνηση αυτού του θέματος χρησιμοποιήθηκαν οι reporter p(CAGA)12-luc, RhoA-luc και ABCA1-N1500-luc παρουσία μόνο της υπερεκφρασμένης SCP1. Ενώ στην περίπτωση των RhoA-luc και ABCA1-N1500-luc η SCP1 έριξε τη μεταγραφική ενεργοποίηση κάτω από τα βασικά επίπεδα, στην περίπτωση του p(CAGA)12-luc είχαμε ελαφριά άνοδο. Αυτό σημαίνει ότι η μείωση στη μεταγραφική ενεργοποίηση που παρατηρήσαμε στις περιπτώσεις των Smads από τις SCPs είναι ειδικές για το σηματοδοτικό μονοπάτι του TGF-β. Επιπρόσθετα οι διαφορές ήταν αρκετά μεγάλες ώστε να οφείλονται μόνο στης δράση των SCPs πάνω στην RNAPII.

     Τα πειράματα που πραγματοποιήσαμε έγιναν σε συνθήκες υπερέκφρασης της SCP1. Είναι λοιπόν σημαντικό να προσδιορίσουμε που εντοπίζεται η υπερεκφρασμένη SCP1 ώστε να διαπιστώσουμε που μπορεί να δράσει για την αποφωσφορυλίωση του linker των R-Smads. Ο ανοσοφθορισμός που πραγματοποιήθηκε σε HEK293T και COS-7 έδειξε ότι η υπερεκφρασμένη SCP1 εντοπίζεται σε όλη την έκταση του κυττάρου. Επίσης ο διαχωρισμός του πυρηνικού και του κυτταροπλασματικού διαμερίσματος σε HEK293T που υπερέκφρασαν την SCP1 έδειξε ότι αυτή εντοπίζεται τόσο στο πυρήνα όσο και το κυτταρόπλασμα. Αυτό σημαίνει ότι στα προηγούμενα πειράματα o linker των R-Smads είναι αποφωσφορυλιωμένος όπου κι αν βρίσκεται μέσα στο κύτταρο. Αυτό είναι σημαντικό διότι εμποδίζει την διερεύνηση διαφορών στην λειτουργία του linker των R-Smads ανάλογα αν αυτές βρίσκονται στον πυρήνα ή το κυτταρόπλασμα.

     Σύμφωνα με τα παραπάνω οι SCPs λειτουργούν όπως η PPM1A υπέρ της καταστολής της σηματοδότησης του TGF-β. Γι’ αυτό το λόγο πραγματοποιήθηκαν RT-PCR για να διερευνήσουμε αν η μεταγραφή των γονιδίων των SCPs και της PPM1A ρυθμίζεται από τον TGF-β. Αυτό θα μπορούσε να δώσει απάντηση αν ο TGF-β επάγει την μεταγραφή τους για την διακοπή της σηματοδότησής του. Τα αποτελέσματά μας έδειξαν ότι σε γενικές γραμμές ο TGF-β αλλάζει τη μεταγραφή των γονιδίων της SCP1, SCP2, SCP2 και PPM1A και μάλιστα με τάσεις για μικρή αύξηση. Επειδή η αύξηση είναι μικρή μπορεί να γίνει ο ισχυρισμός ότι είναι αμελητέα και ότι στην ουσία δεν υπάρχει απόδειξη ότι ο TGF-β ρυθμίζει την έκφρασή τους. Είναι ενδεικτικό ότι ενώ μετά τα 80’ επώασης με TGF-β χάνεται η φωσφορυλίωση της Smad3 στο SXS, τα αντίστοιχα επίπεδα του mRNA της PPM1A είναι μόνο ελάχιστα αυξημένα. Από την άλλη μεριά οι φωσφατάσες αυτές είναι απαραίτητες στη ρύθμιση του σηματοδοτικού μονοπατιού του TGF-β και στην περίπτωση που δρουν σε πολύ μικρές ποσότητες είναι λογικό να παρατηρείται μικρή αλλαγή στα μεταγραφικά τους επίπεδα. Επιπρόσθετα, από τη στιγμή που φαίνεται ότι έχουν αρνητική επίδραση στη μεταγραφική ενεργοποίηση από τον TGF-β η αύξησή τους ίσως αποτελεί ένα αναδραστικό μηχανισμό διακοπής της σηματοδότησης.   

     Το συμπέρασμα από τα παραπάνω αποτελέσματα είναι ότι η αποφωσφορυλίωση του linker των R-Smads έχει ως αποτέλεσμα την καταστολή της σηματοδότησης του TGF-β. Οι SCPs είναι οι φωσφατάσες του linker που επιστρατεύονται από τα κύτταρα για να συνεισφέρουν σε αυτό. Οι έρευνες που έχουν γίνει για τις SCPs μέχρι σήμερα δείχνουν ότι δρουν ανασταλτικά στο μονοπάτι των BMPs με το να αποφωσφορυλιώνουν εκτός από τον linker και το SXS της Smad1 (Knockaert et al., 2006). Αντίθετα, στις Smad2/3 αποφωσφορυλιώνουν μόνο τον linker με αποτέλεσμα να ευνοούν τον πυρηνικό εντοπισμό τους και να ενισχύουν της σηματοδότηση του TGF-β (Sapkota et al., 2006; Wrighton et al., 2006). Οι παραπάνω έρευνες παίρνουν ως δεδομένο ότι η φωσφορυλίωση του linker από τις MAPKs έχει αρνητική επίδραση στην λειτουργία των R-Smads αποκλείοντας τις από τον πυρήνα. Τα δικά μας αποτελέσματα συνηγορούν περισσότερο στη θεωρία που υποστηρίζει ότι η φωσφορυλίωση του linker δρα ενισχυτικά  στην λειτουργία των R-Smads και ότι οι SCPs επιστρατεύονται για να υποβαθμίσουν αυτή τη λειτουργία. Το βασικό λοιπόν ερώτημα είναι πως δρουν οι SCPs στην αποφωσφορυλίωση του linker και γιατί αυτό εμποδίζει τις Smads να επάγουν την μεταγραφή. Δύο μοντέλα δράσης των SCPs παρουσιάζονται σε αυτή την εργασία, το κυτταροπλασματικό και το πυρηνικό. Αυτά τα μοντέλα έχουν καθοριστεί από το εάν οι SCPs έχουν τη δυνατότητα να αποφωσφορυλιώνουν τον linker των R-Smads στον πυρήνα ή στο κυτταρόπλασμα και επίσης σε τι βαθμό μπορούν να προκαλέσουν την αποφωσφορυλίωση του μοτίβου SXS. Το τελευταίο αποτελεί ποσοτικό θέμα για τις SCPs αφού φαίνεται ότι μόνο σε μεγάλες συγκεντρώσεις επιτυγχάνουν την αποφωσφορυλίωση του SXS. 

     Στο κυτταροπλασματικό μοντέλο η αποφωσφορυλίωση του linker από τις SCPs θα μπορούσε να εμποδίζει τις R-Smads σε πολλά επίπεδα. Πρώτον, σε μικρές ποσότητες των SCPs, η αποφωσφορυλίωση του linker μπορεί να αποτρέπει τον ολιγομερισμό με τις Smad4 ή την αλληλεπίδραση με τις νουκλεοπορίνες για την εισαγωγή στο πυρήνα. Σε μεγαλύτερες ποσότητες οι SCPs μπορούν να επιδρούν άμεσα στη φωσφορυλίωση του SXS. Αυτό σημαίνει είτε ότι το αποφωσφορυλιώνουν άμεσα είτε έμμεσα εμποδίζοντας την φωσφορυλίωση του από τους υποδοχείς. Αυτό το μοντέλο θα  μπορούσε κάλλιστα να ισχύει στην δική μας πειραματική διάταξη που οι SCPs υπερεκφράστηκαν και εντοπίζονταν σε όλη την έκταση του κυττάρου. 

     Όμως, οι SCP1 και SCP2 σε φυσιολογικές συνθήκες εντοπίζονται στον πυρήνα των κυττάρων (Yeo et al., 2003; Knockaert et al., 2006) επομένως δεν είναι λογικό να δρουν στο κυτταρόπλασμα. Αυτόν τον ρόλο μπορεί να τον παίξει η SCP3 που έχει εντοπιστεί ενδογενώς σε όλη την έκταση του κυττάρου (Kashuba et al., 2004). Επίσης θα ήταν αξιόλογη μία μελέτη για την διερεύνηση της τοπολογίας των SCP1/2 σε κύτταρα που δέχονται ερέθισμα με TGF-β καθώς αυτό θα μπορούσε να τις μετατοπίζει σε κάποιο βαθμό και στο κυτταρόπλασμα. Το πιθανότερο βέβαια είναι ότι οι SCPs δρουν πάνω στις Smads στον πυρήνα του κυττάρου όπως και η PPM1A φωσφατάση του SXS. Το πυρηνικό μοντέλο δράσης των SCPs θα μπορούσε επίσης να συμβαίνει σε πολλά επίπεδα και περιλαμβάνει εκτός από την υποβάθμιση του ολιγομερισμού των R-Smads/Smad4 και την περίπτωση να μην σχηματίζονται μεταγραφικά σύμπλοκα. Έχει δειχτεί ότι η περιοχή 200-230 του linker της Smad3, η οποία περιλαμβάνει τις σερίνες που φωσφορυλιώνονται από MAPKs και CDKs, είναι σημαντική για την επαγωγή της μεταγραφής επειδή είναι υπεύθυνη για την αλληλεπίδραση με τον συμπαράγοντα P/CAF (Prokova et al., 2005). Η αποφωσφορυλίωση του linker θα μπορούσε να εμποδίζει την αλληλεπίδραση των R-Smads με συνενεργοποιητές όπως οι P/CAF, p300 και CBP. 

     Δεν αποκλείεται βέβαια η δράση των SCPs, η αποφωσφορυλίωση του linker των R-Smads και η στρατολόγηση μεταγραφικών συμπαραγόντων να είναι ακόμη πιο πολύπλοκή. Για παράδειγμα η ταυτόχρονη δράση όλων των SCPs ή η αποκλειστική δράση μόνο μίας σε ποικίλες ποσότητες και σε συνδυασμό με τις ενεργοποιημένες MAPKs θα μπορούσαν να δημιουργούν πολλαπλά πρότυπα φωσφορυλίωσης στον linker τον R-Smads με εντελώς διαφορετικά αποτελέσματα. Αυτά τα αποτελέσματα περιλαμβάνουν είτε την επιλεκτική μεταγραφή γονιδίων είτε τον περιορισμό της έντασης που έχει η σηματοδότηση του TGF-β στην μεταγραφή γονιδίων. Επίσης πάνω σε αυτό δεν πρέπει να ξεχνάμε και την κατάσταση των καταλοίπων του linker που δεν φωσφορυλιώνονται από MAPKs ή που δεν επιδρούν σε αυτά οι SCPs. Η φωσφορυλίωση αυτών των καταλοίπων μαζί με ορισμένα του MH1 (Thr8) ίσως έχουν επιπρόσθετο ρυθμιστικό ρόλο. Γενικότερα η φωσφορυλίωση του linker μπορεί να προσφέρει μία απίστευτη ευελιξία στην μεταγραφή από τα Smads και οι SCPs να αποτελούν τον κύριο ρυθμιστή της. Βέβαια όπως φαίνεται από τα αποτελέσματά μας, όταν η αποφωσφορυλίωση στον linker είναι σημαντική τότε το πιθανότερο είναι πως δυσχεραίνεται σε μεγάλο βαθμό η πρόσδεση μεταγραφικών παραγόντων στις Smads. Εκτός από αυτό, η μεγάλη ποσότητα των SCPs φαίνεται ότι οδηγεί στην αποφωσφορυλίωση του SXS των R-Smads μέσα στο πυρήνα των κυττάρων. Αυτό είτε γίνεται άμεσα από τις SCPs είτε έμμεσα αποφωσφορυλιώνοντας τον linker και δημιουργώντας τις κατάλληλες προϋποθέσεις για να δράσει η PPM1A. Το αποτέλεσμα είναι η ολοκληρωτική καταστολή της σηματοδότησης του TGF-β. 


     Συνοψίζοντας το πυρηνικό μοντέλο της δράσης των SCPs στην σηματοδότηση του TGF-β περιλαμβάνει τρία ουσιαστικά σημεία. Το πρώτο είναι η ρυθμιστική δράση που μπορεί να έχουν στη μεταγραφή σε σχέση με τη ποσότητά τους και τον βαθμό ενεργοποίησης των MAPKs, το δεύτερο είναι ότι σε μεγαλύτερες ποσότητες τους η αποφωσφορυλίωση του linker λειτουργεί για να μετριάσει το σήμα του TGF-β και το τρίτο είναι ότι σε πολύ μεγάλες ποσότητες οδηγεί στη αποφωσφορυλίωση του SXS και την ισχυρή καταστολή της σηματοδότησης του TGF-β. Σε όλα αυτά βέβαια θα πρέπει να λάβουμε υπόψη ότι δε γνωρίζουμε πόσο σημαντική είναι η φωσφορυλίωση του καταλοίπου Ser276 του linker της Smad4 και εάν οι SCPs δρουν πάνω της. Αυτό κάνει ακόμη πιο πολύπλοκο το ρόλο που μπορεί να διαδραματίσει ο linker των Smads.

      Όλα τα παραπάνω υποστηρίζουν τη θεωρία ότι η φωσφορυλίωση του linker έχει ενισχυτικό ρόλο στη σηματοδότηση του TGF-β ενώ η αποφωσφορυλίωση του έχει αρνητική επίδραση. Αυτά έρχονται σε αντίθεση με τη θεωρία του πυρηνικού αποκλεισμού των Smads όταν o linker είναι φωσφορυλιωμένος. Θα μπορούσε βέβαια η αποφωσφορυλίωση του linker να εξαναγκάζει την πυρηνική διατήρηση των R-Smads με συνέπεια τον αποκλεισμό της ενεργοποίησης τους από τους υποδοχείς και την καταστολή της σηματοδότησης του TGF-β. Παρόλα αυτά δεν είναι απαραίτητο ότι ο linker των R-Smads έχει τον ίδιο ρόλο σε όλους τους κυτταρικούς τύπους ενώ θα μπορούσε να διαδραματίσει και διαφορετικό ρόλο στο ίδιο κύτταρο ανάλογα με την κατάστασή του. Το σίγουρο είναι ότι για να διαλευκανθεί οριστικά ο ρόλος του linker θα πρέπει να βρεθούν και να μελετηθούν οι παράγοντες που τον επηρεάζουν άμεσα ή έμμεσα καθώς και το αποτέλεσμα αυτής της αλληλεπίδρασης.

     Τέλος, η μελέτη της φωσφορυλίωσης του linker και της αποφωσφορυλίωσής του από τις SCPs είναι σημαντικές για το ρόλο του σηματοδοτικού μονοπατιού του TGF-β στον καρκίνο. Σε πολλά είδη καρκίνων υπερλειτουργούν οι CDKs, Ras και EGF και παρατηρείται αυξημένη φωσφορυλίωση του linker των R-Smads αλλά δεν έχει γίνει ξεκάθαρη η σημασία που έχει στην βιολογία του καρκίνου. Επίσης θα ήταν αξιόλογο να μελετηθεί η έκφραση και η λειτουργία των SCPs και PPM1A σε καρκινικούς ιστούς. Αυτά θα μπορούσαν να οδηγήσουν στην εύρεση τρόπων να ενεργοποιηθεί το κυτταροστατικό πρόγραμμα του TGF-β σε καρκινικά κύτταρα ή να παρεμποδιστεί η δράση του σε προχωρημένα στάδια του καρκίνου όπου ευνοεί τη μετάσταση. Δεν θα ήταν υπερβολή να λέγαμε ότι ο linker των  R-Smads και οι φωσφατάσες τους ίσως αποτελέσουν φαρμακευτικό στόχο στο μέλλον για την θεραπεία πολλών μορφών καρκίνου. 
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