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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Ο TGF-β (transforming growth factor-β) αποτελεί έναν σηµαντικό αναστολέα της 

ανάπτυξης των επιθηλιακών κυττάρων και ανήκει στη µεγάλη υπερ-οικογένεια των 

πλειοτροπικών κυτοκινών που ρυθµίζουν ποικίλες βιολογικές διαδικασίες κατά τη 

διάρκεια της ανάπτυξης και της οµοιόστασης των ενήλικων ιστών.  Ο TGF-β 

σηµατοδοτεί µέσω  µεµβράνικών υποδοχέων µε δραστικότητα κινάσης Ser/Thr, οι οποίοι 

µεταδίδουν το σήµα µέσω ενδοκυττάριων µορίων Smad2, Smad3 και Smad4. Οι 

πρωτεΐνες Smad περιέχουν συντηρηµένες  MH1 και ΜΗ2 επικράτειες (domains), που 

χωρίζονται µεταξύ τους από µια ευέλικτη linker επικράτεια. Τα σύµπλοκα των Smads 

ρυθµίζουν τη γονιδιακή έκφραση και καθορίζουν τη βιολογική απόκριση στον TGF-β.  

Τελευταία δεδοµένα δείχνουν ότι η επικράτεια linker της Smad3 περιέχει µια 

περιοχή µεταγραφικής ενεργοποίησης. Η περιοχή αυτή είναι ικανή να στρατολογήσει τον 

µεταγραφικό συνενεργοποιητή p300 και είναι απαραίτητη για τη µεταγραφική 

ενεργοποίηση µέσω Smad3. Η κατασκευή και ταυτοποίηση µεταλλαγών, από το 

εργαστήριο µας σε προηγούµενη µελέτη, στην περιοχή του linker της Smad3, στα 

συντηρηµένα κατάλοιπα Ρ229 και Q222 οδήγησαν στο συµπέρασµα ότι οι µεταλλαγές 

αυτές έχουν κατασταλτικό ρόλο στο µόριο της Smad3. Ένας από τους στόχους µας ήταν 

η µελέτη των µεταλλαγών αυτών in vivo και εποµένως η µεταφορά των µεταλλαγµένων 

µορφών της Smad3 σε ευκαρυωτικά κύτταρα µε τη χρήση ανασυνδυασµένων αδενοϊών.  

Για τον καθορισµό του ρόλου των µεταλλαγών στη Smad3 in vivo, έγινε µελέτη 

της µεταγραφής δύο γονιδίων-στόχων του µονοπατιού του TGF-β, των ΡΑΙ-1 

(Plasminogen Activator Inhibitor-1) και p21 (CDKN1A), παρουσία αδενοϊών που 

φέρουν τις µεταλλαγµένες µορφές Smad3(P229A) και Smad3(Q222A). ∆είξαµε ότι ο ιός 

AdSmad3(P229A)-6myc καταστέλλει  την ενεργοποίηση της µεταγραφής των γονιδίων 

στόχων του µονοπατιού του ΤGF-β, σε συνθήκη προσθήκης ΤGF-β για 1h και σε 

συνθήκη προσθήκης του ιού AdALK5ca.  

∆εύτερος στόχος της εργασίας ήταν η ανάπτυξη ενός συστήµατος βιοτινυλίωσης 

πρωτεινών in vivo κάνοντας χρήση ανασυνδυασµέων αδενοϊών µε σκοπό τη µελέτη 

πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων σε ζωντανούς οργανισµούς. Για το σκοπό αυτό 

κατασκευάσαµε ανασυνδυασµένους αδενοϊούς που εκφράζουν την πρωτείνη Smad3bio 
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(που φέρει την αγρίου τύπου Smad3 σε σύντηξη µε τον επίτοπο Bio) και τη λιγάση 

βιοτίνης BirA και δείξαµε ότι µε το σύστηµα αυτό µπορεί να επιτευχθεί βιοτινυλίωση της 

Smad3 σε κύτταρα HaCaT.   

Ο τρίτος ερευνητικός σκοπός της εργασίας αυτής ήταν η µελέτη της ρύθµισης και 

της λειτουργίας ενός καινούριου άµεσου στόχου του µονοπατιού του ΤGF-β, του  

γονιδίου BCAR3 (Breast Cancer Anti-estrogen Resistance 3). Πραγµατοποιήθηκαν 

πειράµατα µελέτης της µεταγραφής του γονιδίου BCAR3 και µελέτη µεταγραφικής 

ενεργοποίησης του υποκινητή του γονιδίου BCAR3, παρουσία συστατικών του 

µονοπατιού του ΤGF-β. ∆είξαµε ότι η µεταγραφή του γονιδίου BCAR3 αυξάνεται 

σηµαντικά µετά από προσθήκη του ΤGF-β σε κύτταρα HaCaT. Η ενεργοποίηση αυτή 

φαίνεται να είναι υψηλότερη όταν ο ΤGF-β προστίθεται για 3h. Η αύξηση αυτή ήταν 

πολύ χαµηλότερη όταν το πείραµα διεξήχθησε σε κύτταρα HepG2. Επίσης, η µεταγραφή 

του γονιδίου BCAR3 αυξάνεται σηµατικά  µετά από προσθήκη του αναδυνδυασµένου 

αδενοϊού AdALK5 σε κύτταρα HaCaT. Τέλος, βρέθηκε ότι ο υποκινητής του γονιδίου 

BCAR3 ενεργοποιείται σηµαντικά παρουσία του συστατικά ενεργού υποδοχέα caALK5 

και των µεταγραφικών παραγόντων Smad3 και Smad4 σε κύτταρα ΗΕΚ293Τ και 

HepG2. 

Ο ΤGF-β παίζει πολύ σηµαντικό ρόλο κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης και στον 

ενήλικο οργανισµό ρυθµίζοντας την οµοιόσταση σε διάφορους ιστούς. Στην ανάπτυξη 

του καρκίνου, ο ΤGF-β παίζει διπλό ρόλο: είναι καταστολέας της ογκογένεσης σε 

φυσιολογική κατάσταση και επαγωγέας της ογκογένεσης σε προχωρηµένη καρκινική 

κατάσταση. Τα δεδοµένα µας για καταστολή του µορίου της Smad3 in vivo από τη 

µεταλλαγή Ρ229Α στην περιοχή του linker αποτελούν χρήσιµη γνώση για την ανάπτυξη 

νέων θεραπευτικών εργαλείων για τη θεραπεία του καρκίνου σε περιπτώσεις 

υπερλειτουργίας του µονοπατιού του ΤGF-β. Επιπρόσθετα, η επιβεβαίωση ότι το γονίδιο 

BCAR3 ρυθµίζεται και ενεργοποιείται από το µονοπάτι του ΤGF-β αποτελεί σηµαντική 

γνώση για τη µελέτη της λειτουργίας του γονιδίου καθώς και για περαιτέρω σχεδιασµό 

νέων στρατηγικών στη θεραπεία του καρκίνου.  
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ABSTRACT 
 

Transforming growth factor-β (TGF-β) is an important growth-inhibitor of 

epithelial cells and belongs to the large family of pleiotropic cytokines that regulate 

diverse biological functions during development and adult tissue homeostasis. TGF-β 

signals via membrane bound Ser/Thr kinase receptors which transmit their signals via the 

intracellular signalling molecules Smad2, Smad3 and Smad4. These Smad proteins 

contain conserved MH1 and MH2 domains separated by a flexible linker domain. Smad 

complexes regulate gene expression and determine the biological response to TGF-β.  

Recent work has demonstrated that the linker domain of Smad3 contains a Smad 

transcriptional activation domain. This domain is capable of recruiting the p300 

transcriptional co-activator and is required for Smad3-dependent transcriptional 

activation. The identification of mutations, generated in our lab in previous studies, in the 

conserved residues P229 and Q222 of the linker domain has led to the conclusion that 

these mutations play suppressive roles on the Smad3 molecule. The first aim of this 

Thesis was the study of these mutations in vivo and the introduction of the mutated forms 

to eukaryotic cells using recombinant adenoviruses.  

To determine the role of these mutations on Smad3 protein, we examined their 

effect on the transcriptional activation of two known gene-targets of the TGF-β signalling 

pathway, ΡΑΙ-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1) and p21 (CDKN1A), in the presence 

of adenoviruses that express the mutated forms, Smad3(P229A) and Smad3(Q222A). We 

showed that the AdSmad3(P229A)-6myc adenovirus suppresses the transcriptional 

activation of gene-targets when the cells were treated with ΤGF-β for 1h and when they 

were infected with  the AdALK5ca adenovirus.  

The second aim of this Thesis was the development of a protein biotinylation 

system  in vivo using recombinant adenoviruses in order to study protein-protein 

interactions in living organisms. To address this purpose, we generated recombinant 

adenoviruses that express the Smad3bio protein (that expresses the wt Smad3 protein in 

frame with the Bio epitope) and the biotine ligase BirA and we showed that using this 

system the Smad3 protein can be biotinylated in HaCaT cells.   
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The third aim of this Thesis was the study of the regulation and function of a 

novel direct target of the ΤGF-β signalling pathway, called BCAR3 (Breast Cancer Anti-

estrogen Resistance 3) gene. We studied the transcription of this novel gene and the 

transcriptional activation of the promoter of BCAR3, in the presence of components of 

the ΤGF-β signalling pathway. We demonstrated that transcription of BCAR3 gene is 

significantly increased when HaCaT cells were treated with ΤGF-β. This activation seems 

higher when HaCaT cells were treated with ΤGF-β for 3h. The above increase was much 

lower when we performed the same experiment in HepG2 cells. In addition to this, the 

transcription of BCAR3 gene increases when HaCaT cells are infected with the 

AdALK5ca adenovirus. Finally, we showed that BCAR3 promoter is activated in the 

presence of  caALK5 receptor and  Smad3 and Smad4 transcription factors in ΗΕΚ293Τ 

and HepG2 cells. 

 ΤGF-β plays important roles both during development and in the adult organism 

by regulating homeostasis in several tissues. In cancer development, ΤGF-β plays a dual 

role: it is tumour suppressor during the healthy state and tumour promoter during the 

advanced cancer state. Our finding that the P229A mutation in the linker region of Smad3 

is an inactivating mutation can lead to the development of new therapeutics for the 

treatment of cancer that is caused by deregulation of the ΤGF-β signalling pathway. The 

additional confirmation that the BCAR3 gene is regulated and activated by the ΤGF-β 

signalling pathway is important knowledge for the study of the function of BCAR3 gene 

and the design of new strategies for the treatment of cancer.  
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
 

Πώς τα κύτταρα διαβάζουν τα σήµατά  τους;  

 

∆ύο σηµαντικές αντιλήψεις αρχίζουν να ρίχνουν φως στο ερώτηµα του πως τα 

κύτταρα διαβάζουν τα σήµατα από τις κυτοκίνες. Πρώτον, είναι όλο και πιο ξεκάθαρο 

ότι τα σηµατοδοτικά µονοπάτια των κυτοκινών δεν είναι αποµονωµένοι µηχανισµοί, 

αλλά κοµµάτια ενός πυκνού δικτύου. Μέσω διάφορων κοινών συνδέσεων και 

επανατροφοδοτικών µηχανισµών, το δίκτυο επιτηρεί και ρυθµίζει τη δραστηριότητα 

κάθε µονοπατιού και εποµένως, καθορίζει τη φύση και το συγχρονισµό των 

µεταφερόµενων σηµάτων. ∆εύτερον, το µονοπάτι παρέχει στο κύτταρο πληροφορία για 

την άφιξη ενός συγκεκριµένου σήµατος αλλά δεν παρέχει ακριβείς οδηγίες. Το κύτταρο, 

πιο πολύ από ότι το µονοπάτι, καθορίζει το αποτελέσµα του σήµατος (Massague, 2000).  

 

Το σήµα του TGF-β  

 

Τα µέλη της οικογένειας του TGF-β είναι εκκρινόµενα πολυπεπτίδια που 

ενεργοποιούν κυτταρικές αποκρίσεις κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης και της 

διαφοροποίησης. Περισσότερα από 60 µέλη της οικογένειας του TGF-β έχουν 

ταυτοποιηθεί σε πολυκύτταρους οργανισµούς, εκ των οποίων τουλάχιστον 29 και 

πιθανόν πάνω από 42 πρωτείνες κωδικοποιούνται από το ανθρώπινο γονιδίωµα. Μεταξύ 

αυτών των 60 µελών, υπάρχουν τρεις TGF-βs, πέντε ακτιβίνες και τουλάχιστον οχτώ 

ΒΜΡs (Bone Morphogenetic Proteins) που κωδικοποιούνται από διαφορετικά γονίδια 

(Feng and Derynck, 2005).  

Οι παράγοντες που σχετίζονται µε τον TGF-β φτιάχνονται σαν µεγάλα πρόδροµα 

µόρια στα οποία ένα καρβοξυτελικό ώριµο πολυπεπτίδιο κόβεται πρωτεολυτικά (Annes 

et al., 2003) (Εικόνα 1). Το ώριµο µόριο του TGF-β είναι ένα διµερές από δύο 

πολυπεπτίδια 12.5kDa ενωµένα µε ένα δισουλφιδικό δεσµό. ∆ύο αντίγραφα του προ-

πεπτιδίου παραµένουν ενωµένα µε τον TGF-β και τον διατηρούν σε ένα ανενεργό 

σύµπλοκο γνωστό ως LTBP (Latent TGF-β Binding Proteins). Το LTBP παίζει ρόλο στη 

στόχευση του συµπλόκου στην εξωκυττάρια ύλη, όπου ο TGF-β ενεργοποιείται και 
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απελευθερώνεται από το προ-σύµπλοκο µέσω πρωτεολυτικής πέψης (Annes et al., 2003).  

Άλλα µέλη της οικογένειας του TGF-β επίσης εκφράζονται ως οµοδιµερή ή ετεροδιµερή 

που ενώνονται µεταξύ τους µε δισουλφιδικό δεσµό, εκκρίνονται ως σύµπλοκα και 

υποβάλλονται σε πρωτεολυτική ενεργοποίηση. Οι δραστηριότητες των µελών της 

οικογένειας του TGF-β συχνά ρυθµίζονται από εκκρινόµενες πρωτείνες και πρωτείνες 

σχετιζόµενες µε την εξωκυττάρια ύλη που ενώνονται µε προσδέτες σε διάλυµα και έτσι, 

αποµονώνουν τους προσδέτες από πρόσβαση µε τους υποδοχείς τους ή βοηθούν να 

εξασφαλιστεί άµεση διαθεσιµότητα (Annes et al., 2003). Επιπρόσθετα, διάφορες 

πρωτείνες από την κυτταρική επιφάνεια λειτουργούν σαν συνυποδοχείς και βοηθούν 

στην παρουσίαση του προσδέτη στον υποδοχέα.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1: Ο προσδέτης TGF-β . Τα µέλη της οικογένειας του TGF-β είναι διµερείς προσδέτες 

που παραµένουν στη λανθάνουσα (latent) µορφή όντας προσδεδεµένοι µε το προ-πεπτίδιο ή στην 

παγιδευµένη (trapped) µορφή όντας προσδεδεµένοι σε παράγοντες που κρατούν παγιδευµένο τον 

προσδέτη. Όταν απελευθερωθεί από αυτές τις ανενεργές καταστάσεις, ο προσδέτης ενώνεται 

στους µεµβρανικούς υποδοχείς τύπου Ι και τύπου ΙΙ και ξεκινά το µονοπάτι της σηµατοδότησης 

(Massague et al., 2005). 
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«Μη ρωτάς τι µπορεί να κάνει ένα σήµα µε ένα κύτταρο, αλλά τι µπορεί να κάνει 

ένα κύτταρο µε ένα σήµα» 

 

Ο µετασχηµατίζων αυξητικός παράγοντας TGF-β είναι µια απαραίτητη κυτοκίνη-

αναστολέας της κυτταρικής ανάπτυξης. Ο TGF-β εµπλέκεται σε πολλές κυτταρικές 

λειτουργίες και φυσικά η αναστολή της ανάπτυξης είναι µονάχα µία από αυτές. Ο TGF-β 

και άλλα µέλη της οικογένειας ελέγχουν πολλές θεµελιώδεις πλευρές της κυτταρικής 

συµπεριφοράς, όπως µετανάστευση, προσκόλληση, διαφοροποίηση και αλλαγή του 

µικροπεριβάλλοντος. Η σηµατοδότηση µέσω TGF-β (Εικόνα 2) είναι ένας σηµαντικός 

κινητήριος µοχλός της κυτταρικής ανάπτυξης και µορφογένεσης, µε καθαρούς ρόλους σε 

διαδικασίες όπως η αγγειογένεση, που συµβαίνει κατά τη διάρκεια της εµβρυικής 

ανάπτυξης. Γενετικές µελέτες έχουν δείξει ότι ο TGF-β δεν παίζει το ρόλο του 

αναστολέα της ανάπτυξης νωρίς κατά την εµβρυογένεση. Αργότερα, καθώς ο ιστός 

ωριµάζει, πολλοί κυτταρικοί τύποι αποκτούν την ικανότητα να αποκρίνονται στον TGF-β 

µε αναστολή της ανάπτυξης ή κυτταρικό θάνατο. Εποµένως, η φύση και οι αλλαγές του 

κυττάρου καθoρίζουν την καθοριστική απόκριση στην κυτοκίνη αυτή, και όχι από µόνος 

του ο TGF-β (Siegel and Massague, 2003).    

Σε αντίθεση µε τις κλασικές ορµόνες, των οποίων οι δράσεις είναι λίγες και 

καθορισµένες, τα µέλη της οικογένειας του TGF-β έχουν πολλά και διαφορετικά 

αποτελέσµατα ανάλογα µε τον τύπο και την κατάσταση του κυττάρου. Για παράδειγµα, 

στην ίδια επουλώσιµη πληγή, ο TGF-β µπορεί να προωθεί ή να αναστέλλει τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασµό ανάλογα µε το εάν ο στόχος είναι ένας ινοβλάστης ή ένα 

κερατινοκύτταρο (Ashcroft et al., 1999). Σε µαστικά επιθηλιακά κύτταρα, ο TGF-β 

προκαλεί αναστολή της ανάπτυξης ή µεταστατική συµπεριφορά ανάλογα µε το επίπεδο 

της ογκογόνου δραστηριότητας της Ras πρωτείνης στο κύτταρο (Oft et al., 1996). 

Επίσης, η ανθρώπινη ΒΜΡ4 και το ορθόλογο στη Drosophila, DPP,  µπορούν να 

σηµατοδοτήσουν ραχιαιοποίηση στη µύγα (Padgett et al., 1993), αλλά σχηµατισµό οστών 

στα σπονδυλωτά (Sampath et al., 1993). Τα µέλη της οικογένειας του TGF-β είναι πολυ-

λειτουργικές ορµόνες, των οποίων η φύση των αποτελεσµάτων τους εξαρτάται από αυτό 

που λέµε «το κυτταρικό περιεχόµενο».   
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Εικόνα 2: Σχηµατική αναπαράσταση του µονοπατιού του TGF-β. Ο µετασχηµατίζων 

αυξητικός παράγοντας TGF-β ενώνεται στον υποδοχέα τύπου ΙΙ και στρατολογεί τον υποδοχέα 

τύπου Ι στο σύµπλοκό του. Ο υποδοχέας τύπου ΙΙ φωσφορυλιώνει τον υποδοχέα τύπου Ι στην 

περιοχή GS (GS domain). Ο ενεργοποιηµένος τύπου Ι υποδοχέας φωσφορυλιώνει τις Smads που 

είναι σε σύµπλοκο µε τον υποδοχέα (Smad2/3), επιτρέποντας έτσι, την απελεθεύρωσή τους από 

τις κυτταροπλασµατικές πρωτείνες-«άγκυρες» όπως η πρωτείνη SARA (Smad Anchor for 

Receptor Activation). Οι φωσφορυλιωµένες µορφές Smad2/3 που συναντώνται ως διµερή ή 

τριµερή µε τη Smad4, µεταφέρονται στον πυρήνα και αλληλεπιδρούν µε άλλους προσδεδεµένους 

στο DNA παράγοντες καθώς και µε συνενεργοποιητές ή συγκαταστολείς, µε σκοπό τη ρύθµιση 

της µεταγραφής των γονιδιών-στόχων του TGF-β (Massague 1998). Να σηµειωθεί ότι τα 

σύµπλοκα του υποδοχέα του TGF-β που υπάρχουν σε µεµβρανικές περιοχές οι οποίες 

σχηµατίζουν καλυµένα κυστίδια (coated pits) πιθανόν ενδοκυτώνονται µέσω της δράσης των 

πρωτεινών κινητήρων-δυνεϊνες- κατά µήκος των µικροσωληνίσκων, και τοποθετούνται στα 

ενδοσώµατα. Οι υποδοχείς που βρίσκονται στα ενδοσώµατα µπορούν να πάνε πίσω στην 

πλασµατική µεµβράνη (ανακύκλωση) ή να µεταφερθούν στα λυσοσώµατα όπου το σύµπλοκο 

υποδοχέα-προσδέτη αποικοδοµείται (κόκκινο Χ). Τα σύµπλοκα υποδοχέα-προσδέτη που 

βρίσκονται σε µεβρανικές περιοχές, τα λεγόµενα lipid rafts, σχετίζονται µε τις Smad7 και Smurf 

λιγάσες ουβικουϊτίνης και εσωτερικεύονται στα καβεόλια (caveolae). Αυτά τα σύµπλοκα 

προχωρούν στα λυσοσώµατα για αποικοδόµηση και παραµένει άγνωστο εάν εµπλέκονται στη 

σηµατοδότηση. Η πιθανότητα για ενδοεπικοινωνία µεταξύ της δεξαµενής ενδοσωµικού υποδοχέα 

και της δεξαµενής υποδοχέα από τα καβεόλια (caveolae) δεν έχει αποδειχθεί (Moustakas and 

Heldin, 2008).     
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Είναι προφανές ότι τα σηµατοδοτικά µονοπάτια του TGF-β  µπορεί να χρειάζεται 

να είναι πολυάριθµα και πολύπλοκα ώστε να δικαιολογούν αυτήν την ποικιλία των 

κυτταρικών αποκρίσεων. Όµως, ένα ανέλπιστα απλό σύστηµα φαίνεται να ελέγχει τις 

πολλές και διαφορετικές αποκρίσεις του TGF-β. Το σύστηµα αυτό περιλαµβάνει µια 

οικογένεια από πρωτεΐνες-κινάσες που παίζουν το ρόλο των µεµβρανικών υποδοχέων και 

µια οικογένεια από υποστρώµατα υποδοχέων, τις πρωτείνες Smad, οι οποίες 

µεταφέρονται στον πυρήνα και δρουν ως µεταγραφικοί παράγοντες. Ο προσδέτης TGF-β 

συγκεντρώνει ένα σύµπλοκο υποδοχέα που ενεργοποιεί τις πρωτείνες Smad και στη 

συνέχεια, οι Smad σχηµατίζουν µεταξύ τους σύµπλοκα πολλών υποµονάδων που 

ρυθµίζουν τη µεταγραφή (Massague 1998). Έτσι, δύο βασικά βήµατα είναι αρκετά για να 

µεταφέρουν το ορµονικό σήµα στα γονίδια-στόχους του µονοπατιού (Εικόνα 3).   

 

 

 

 

Εικόνα 3: Τα δύο βασικά βήµατα µεταφοράς του σήµατος του TGF-β στα γονίδια-στόχους 

του µονοπατιού. Το σύστηµα περιλαµβάνει µια οικογένεια από µεµβρανικούς υποδοχείς, οι 

οποίοι είναι κινάσες, και µια οικογένεια από υποστρώµατα υποδοχέων (τις πρωτείνες Smad), οι 

οποίες πηγαίνουν στον πυρήνα όπου δρουν ως µεταγραφικοί παράγοντες. Ο προσδέτης TGF-β 

συγκεντρώνει ένα σύµπλοκο υποδοχέων που ενεργοποιεί τις πρωτείνες Smad και οι πρωτείνες 

Smad σχηµατίζουν ένα πολυπρωτεϊνικό-σύµπλοκο που ρυθµίζει τη µεταγραφή (Massague and 

Wotton, 2000).       
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Το ερώτηµα που γεννάται αναπόφευκτα είναι πως µπορεί ένα τόσο απλό σύστηµα 

να ρυθµίζει µια πληθώρα από αποκρίσεις ειδικές για κάθε κύτταρο; Το σύµπλοκο των 

Smad που έρχεται στον πυρήνα συναντάται από µια οµάδα πρωτεινών-συνεργατών που 

είναι ειδική για τον κάθε κυτταρικό τύπο για κάθε συγκεκριµένη συνθήκη. Οι 

συνεργάτες αυτοί καθορίζουν τις αλληλουχίες DNA που θα ενωθεί το σύµπλοκο των 

Smad, τους µεταγραφικούς συνενεργοποιητές και συγκαταστολείς που θα 

στρατολογηθούν, τους υπόλοιπους µεταγραφικούς παράγοντες που θα συνεργαστούν και 

πόση ώρα θα διαρκέσει όλη αυτή η διαδικασία. Εποµένως, το µείγµα των συνεργατών 

των Smad και των ρυθµιστών που είναι παρόν σε ένα δεδοµένο κύτταρο καθόλη τη 

διάρκεια της σηµατοδότησης από τον TGF-β είναι αυτό που αποφασίζει το αποτέλεσµα 

της απόκρισης και έτσι, είναι αυτό που καθορίζει, σε µοριακό επίπεδο, το κυτταρικό 

περιεχόµενο.    

 

Η ενεργοποίηση των Smad  

 

Οι πρωτείνες Smad είναι µια οικογένεια µεταγραφικών παραγόντων των 

σπονδυλωτών, των εντόµων και των νηµατωδών (Εικόνα 4) (Heldin et al., 1997). 

Σήµερα, οι πρωτείνες Smad είναι τα µόνα υποστρώµατα των υποδοχέων του TGF-β µε 

αποδεδειγµένη ικανότητα να αναπαράγουν σήµατα. Ο µηχανισµός της ενεργοποίησης 

των υποδοχέων του TGF-β, εν συντοµία, είναι ο ακόλουθος: ∆ύο διαφορετικές 

διαµεµβρανικές κινάσες Ser/Thr, γνωστές ως υποδοχείς τύπου Ι και τύπου ΙΙ, ενώνονται 

από τον προσδέτη, οποίος λειτουργεί ως παράγοντας ένωσης των υποδοχέων (Εικόνα 2). 

Πριν συµβεί αυτό, ο υποδοχέας τύπου Ι είναι καταλυτικά ανενεργός επειδή η περιοχή GS 

(GS domain) έχει εντεθεί στην περιοχή κινάσης (kinase domain), βγάζοντας από τη θέση 

του το καταλυτικό κέντρο (Huse et al., 1999). Στο ενεργοποιηµένο (από τον προσδέτη) 

σύµπλοκο, ο υποδοχέας τύπου ΙΙ φωσφορυλιώνει την περιοχή GS και ενεργοποιεί µε τον 

τρόπο αυτό, τον υποδοχέα τύπου Ι.  

Οι υποδοχείς τύπου Ι αναγνωρίζουν ειδικά µια υποοµάδα των πρωτεινών Smad, 

τις λεγόµενες Receptor-activated Smads (R-Smads) (Massague, 1998). Η υποοµάδα αυτή 

περιλαµβάνει τις πρωτείνες Smad2 και  Smad3, που αναγνωρίζονται από τους υποδοχείς 

του TGF-β και της ακτιβίνης και τις πρωτείνες Smad1, Smad5 και Smad8 που 
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αναγνωρίζονται από τους υποδοχείς BMP (Εικόνα 4). Οι  R-Smads αποτελούνται από 

δύο συντηρηµένες περιοχές που σχηµατίζουν σφαιρικές δοµές που χωρίζονται από την 

περιοχή του linker (Εικόνα 4 και Εικόνα 6) (Shi et al., 1997, 1998). Η αµινοτελική 

περιοχή ΜΗ1 έχει ενεργότητα πρόσδεσης στο DNA, ενώ η καρβοξυτελική περιοχή ΜΗ2 

οδηγεί το µόριο στον πυρήνα και έχει ενεργότητα ρύθµισης της µεταγραφής. Η 

φωσφορυλίωση µέσω υποδοχέα της αλληλουχίας SSxS που βρίσκεται στο 

καρβοξυτελικό άκρο φαίνεται να απελευθερώνει αυτές τις δύο περιοχές από µια 

αµοιβαία ανασταλτική αλληλεπίδραση και να οδηγεί στην ενεργοποίηση των R-Smads 

και την είσοδό τους στον πυρήνα (Εικόνα 3).   

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4: Η οικογένεια των πρωτεινών Smad. ∆ενδρόγραµµα που δείχνει την οµοιότητα της 

ακολουθίας µεταξύ των τριών υποοικογενειών των Smad. Οι Receptor-activated Smads (R-

Smads) και οι Cooperative Smads (Co-Smads) περιέχουν συντηρηµένες Ν-τελικές (ΜΗ1) και C-

τελικές (ΜΗ2) περιοχές που χωρίζονται από έναν ευέλικτο linker. Μόνο η ΜΗ2 περιοχή είναι 

συντηρηµένη στις κατασταλτικές Smads (anti-Smads ή Ι-Smads). Η πράσινη λωρίδα 

αντιπροσωπεύει τα σηµεία φωσφορυλίωσης από τον υποδοχέα στο καρβοξυτελικό άκρο των R-

Smads. Το τρίγωνο αντιπροσωπεύει το εναλλακτικά µατισµένο (alternative spliced) ένθεµα στη 

Smad2. Οι αστερίσκοι υποδεικνύουν αντιπροσωπευτικά µέλη της οικογένειας στη Drosophila.      

 

Σχηµατίζοντας το σύµπλοκο των Smad 

 

Στο δρόµο για τον πυρήνα, οι R-Smads αλληλεπιδρούν µε µέλη της δεύτερης 

υποοµάδας, που ονοµάζονται Co-Smads (Εικόνα 4). Τα δύο µέλη των Co-Smads στα 
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σπονδυλωτά  που σχετίζονται πολύ µεταξύ τους είναι η Smad4 και η Smad4β (η Smad4β 

είναι γνωστή και ως Smad10 και έχει ταυτοποιηθεί µόνο στο Xenopus) (Εικόνα 4) 

(Howell et al., 1999; Masuyama et al., 1999). Οι Co-Smads έχουν τη δοµή ΜΗ1- linker-

MH2, αλλά δεν έχουν το µοτίβο SSXS, καθώς δεν φωσφορυλιώνονται από τον υποδοχέα 

(Εικόνα 6). Οι αλληλεπιδράσεις τους µε τις R-Smads ρυθµίζονται βασικά από τις επαφές 

των ΜΗ2 περιοχών (Εικόνα 5) (Hata et al., 1997; Wu et al., 1997). Οι Co-Smads 

µοιράζονται από όλες τις R-Smads (Lagna et al., 1996; Masuyama et al., 1999) και είναι 

απαραίτητες όχι για την είσοδο στον πυρήνα αλλά για το σχηµατισµό λειτουργικών 

µεταγραφικών συµπλόκων (Liu et al., 1997). Οι Co-Smads, καθώς και οι R-Smads 

µπορούν να πάρουν µέρος στην προσδέση µε το DNA και τη στρατολόγηση 

µεταγραφικών συµπαραγόντων.    

Η Smad4 σχηµατίζει οµοτριµερή σε διάλυµα. Μια τριµερής στερεοδιαµόρφωση 

έχει προταθεί να είναι η βέλτιστη για την πρόσδεση των Smad στο DNA (Johnson et al., 

1999). Είναι σηµαντικό όµως να τονιστεί ότι οι πρωτείνες Smad υπάρχουν και ως 

µονοµερή (Kawabata et al., 1998).    

Οι Smad3 και Smad4 µπορούν να προσδένονται άµεσα στο SBE (Smad Binding 

DNA Element), το οποίο περιέχει µόνο τέσσερα ζεύγη βάσεων (5’-GTCT-3’ ή η 

ανάστροφη ακολουθία 5’-AGAC-3’), µέσω των Ν-τελικών ΜΗ1 περιοχών. Οι 

αλληλεπιδράσεις αυτές είναι αδύναµες και ανεπαρκείς να µεταδώσουν την 

επιλεκτικότητα του υποκινητή (Shi et al., 2003), και έτσι τα σύµπλοκα Smad3-Smad4 

συνεργάζονται, (όπως θα περιγραφεί λεπτοµερέστερα στην παράγραφο «Οι 

συνεργαζόµενοι παράγοντες καθορίζουν την επιλογή των γονιδίων στόχων»)  µε άλλους 

µεταγραφικούς παράγοντες, όπως τα µέλη της οικογένειας ΑΡ-1, ΤFE3 και FoxG1 

(Massague et al., 2000;  Seoane et al., 2004) για τη ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης.  

Παρά το γεγονός ότι είναι εξαιρετικά οµόλογη µε τη Smad3, η Smad2 δεν είναι 

ικανή να προσδένεται άµεσα στο DNA εξαιτίας της ένθεσης 30 επιπλέον αµινοξέων 

αµέσως πριν την φουρκέτα πρόσδεσης στο DNA. Τα σύµπλοκα Smad2-Smad4 δεν 

προσδένονται από µόνα τους στο DNA, αλλά απαιτούν επιπλέον µεταγραφικούς 

παράγοντες να τα στοχεύουν σε ειδικές αλληλουχίες (ten Dijke et al., 2004).   
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Οι περιοχές ΜΗ1 και ΜΗ2 προσδένονται σε πρωτεΐνες όπως προσαρµοστές 

ουβικουϊτινιλίωσης και υποστρώµατα, µεταγραφικούς συνενεργοποιητές και 

µεταγραφικούς παράγοντες (Εικόνα 8) (Moustakas et al., 2001). Επιπρόσθετα, η Smad3 

φέρει περιοχή µεταγραφικής ενεργοποίησης (transactivation domain) στην περιοχή του 

linker (Prokova et al., 2005). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5: Οι πρωτείνες Smad και τα δοµικά στοιχεία τους. (Α) Οι πρωτείνες Smad 

αποτελούνται από δύο συντηρηµένες σφαιρικές παριοχές, τις ΜΗ1 και ΜΗ2 και ένα µη 

συντηρηµένο linker. Στις R-Smads και τη Smad4, η ΜΗ1 περιοχή περιέχει µια β-hairpin δοµή 

για πρόσδεση στο DNA. Οι Ι-Smads δεν έχουν ΜΗ1 περιοχή. Η περιοχή του linker περιέχει 

πολλές θέσεις φωσφορυλίωσης για τις ΜΑΡΚs, CDKs και άλλες κινάσες. Στις R-Smads και Ι-

Smads, η περιοχή του linker περιέχει ένα ΡΥ µοτίβο για αναγνώριση από τις WW περιοχές στις 

λιγάσες ουβικουϊτίνης, Smurf. Η περιοχή του linker στη Smad4 περιέχει ένα NES. Στην 

επιφάνεια των ΜΗ2 των R-Smads υπάρχει ο λεγόµενος υδροφοβικός διάδροµος (hydrophobic 

corridor) που χρησιµεύει ως σηµείο για ποικίλες αλληλεπιδράσεις. (Β) Παραδείγµατα µελών της 

οικογένειας του TGF-β και οι σχέσεις µε τους υποδοχείς και τις Smads. Το σχήµα δείχνει ένα 

ετεροτριµερές σύµπλοκο από Smads που αποτελείται από δύο µόρια R-Smad και ένα µόριο 

Smad4 (στο σχήµα φαίνονται µόνο οι ΜΗ2 περιοχές των µορίων). Να σηµειωθεί ότι έχουν 

περιγραφεί και ετεροδιµερή σύµπλοκα από R-Smad-Smad4. (Massague at al., 2005)     
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 Εικόνα 6: Τα σηµεία αλληλεπιδράσεων στις πρωτείνες Smad. Μια περίληψη από τις πιο 

αντιπροσωπευτικές αλληλεπιδράσεις των R-Smads και Smad4 µε άλλες πρωτείνες στο 

κυτταρόπλασµα, τον πυρηνικό πόρο και τον πυρήνα. (Massague at al., 2005)      

 

Οι συνεργαζόµενοι παράγοντες που προσδένονται στο DNA καθορίζουν την επιλογή 

των γονιδίων στόχων    

 

 Οι πρωτείνες Smad µπορούν να επιτύχουν υψηλή συγγένεια και επιλεκτικές 

αλληλεπιδράσεις µε το DNA µέσω αλληλεπίδρασής τους µε πρωτείνες-συνεργάτες 

(Εικόνα 7). Οι πρωτείνες Smad φτιάχνουν µε αυτές τις πρωτείνες σύµπλοκα 

συγκεκριµένης σύστασης και γεωµετρίας. Οι περιοχές των πρωτεινών Smad που 

προσδένονται στο DNA και οι συνεργάτες τους θα µπορούν να δράσουν συνεργατικά 

εάν οι αντίστοιχες αλληλουχίες DNA είναι παρούσες στη σωστή απόσταση και στο 

σωστό προσανατολισµό στον υποκινητή ενός γονιδίου-στόχου, ώστε η αλληλεπίδραση 

να είναι πολύ εξειδικευµένη. Από τα µερικές εκατοντάδες γονίδια-στόχους του 
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µονοπατιού του TGF-β σε ένα δεδοµένο κύτταρο, µόνο ορισµένα θα στοχευτούν από ένα 

συγκεκριµένο συνδυασµό RSmad-Smad4-πρωτείνη συνεργάτης, ενώ η στόχευση δε θα 

γίνει σε κύτταρα που δεν εκφράζουν τη συγκεκριµένη πρωτείνη συνεργάτη. Αυτό θα 

µπορούσε να καταστήσει µια γονιδιακή απόκριση στον TGF-β κυτταρο-εξαρτώµενη. 

Κάποιες πρωτείνες- συνεργάτες µπορούν  να αλληλεπιδράσουν µόνο µε τις Smad2/3, 

ενώ άλλες µόνο µε τις Smad1/5/8 και έτσι, εξασφαλίζεται η εξειδίκευση µονοπατιού για 

τις γονιδιακές αποκρίσεις στον TGF-β και τον ΒΜΡ. Επιπρόσθετα, σε µερικές 

περιπτώσεις οι συνεργάτες των Smad καθορίζουν και το είδος του αποτελέσµατος –

ενεργοποίηση ή καταστολή- που θα συµβεί σε ένα γονίδιο-στόχο. Έτσι, οι πρωτείνες-

συνεργάτες των Smad παρέχουν τέσσερα επίπεδα εξειδίκευσης: (1) εξειδίκευση στο 

γονίδιο-στόχο, (2) εξειδίκευση στο µονοπάτι, (3) εξειδίκευση στον κυτταρικό τύπο και 

(4) συγκεκριµένο µεταγραφικό αποτέλεσµα.                  

 

 

Εικόνα 7: Οι πρωτείνες-

συνεργάτες των Smad. Γενικά 

µοντέλα για την αναγνώριση και 

ρύθµιση συγκεκριµένων γονιδίων-

στόχων από τις πρωτείνες Smad 

σε συνεργασία µε πρωτείνες, 

όπως η FAST και η OAZ 

(µοντέλο Α), συστατικούς (TFE, 

CBF) ή σηµατο-εξαρτώµενους 

(AP-1) µεταγραφικούς 

παράγοντες που αλληλεπιδρούν 

µε την περιοχή ΜΗ1 παρουσία 

ενός αγωνιστή (µοντέλο Β) ή µε 

τη ΜΗ2 περιοχή σε βασική 

κατάσταση (basal state) (µοντέλο 

C). Παρόλο που φαίνονται σε κάθε µοντέλο δύο ρυθµιστικά στοιχεία αναγνώρισης από τις 

πρωτείνες Smad, µπορεί να χρησιµοποιηθεί µόνο το ένα σε ορισµένα γονίδια. (Massague and 

Wotton, 2000).  
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Μεταγραφική ενεργοποίηση-συνενεργοποιητές των Smad  

 

Οι R-Smads και η Smad4 είναι ικανές να ενεργοποιήσουν τη µεταγραφή (Εικόνα 

8), και αυτή η λειτουργία εξαρτάται βασικά από την ΜΗ2 περιοχή (Massague, 1998). 

Μεταγραφική ενεργοποίηση από τις R-Smads φαίνεται να συµβαίνει, τουλάχιστον εν 

µέρει, από την ικανότητά τους να στρατολογούν τους γενικούς συνενεργοποιητές p300 

και CBP (Feng et al., 1998; Janknecht et al., 1998; Pouponnot et al., 1998; Shen et al., 

1998). Οι πρωτείνες p300 και CBP έχουν ενεργότητα ακετυλο-τρανσφεράσης ιστονών 

(histone acetyl transferase-HAT), και εποµένως, η στρατολόγησή τους από το σύµπλοκο 

Smad µπορεί να αυξήσει τη µεταγραφή γονιδίων-στόχων αλλάζοντας τη δοµή των 

νουκλεοσωµάτων και αναµορφώνοντας τη χρωµατίνη. Αυτή η αλληλεπίδραση 

ρυθµίζεται άµεσα από την ΜΗ2 περιοχή των R-Smads. Η αλληλεπίδραση µεταξύ της 

πρωτείνης p300 και της Smad4 έχει χαρτογραφηθεί στο αµινοτελικό άκρο της ΜΗ2 

περιοχής (de Caestecker et al., 2000).   

Μερικά από τα παρατηρούµενα συνεργασιακά αποτελέσµατα των πρωτεινών  

Smad και των πρωτεινών-συνεργατών µπορεί να είναι στο επίπεδο της στρατολόγησης 

συνενεργοποιητών. Οι συνενεργοποιητές p300 και CBP είναι µεγάλες πρωτείνες µε 

διακριτές περιοχές για αλληλεπίδραση µε διαφορετικούς µεταγραφικούς παράγοντες.  

Οι  πρωτείνες Smad αλληλεπιδρούν και µε άλλους γενικούς ρυθµιστές της 

µεταγραφής. Ο αναδιοργανωτής της χρωµατίνης P/CAF, που αλληλεπιδρά µε το 

σύµπλοκο p300/CBP, έχει δειχθεί να αλληλεπιδρά µε την ΜΗ2 περιοχή των R-Smads ( 

Kato et al., 2002). Στους πιο ειδικούς ρυθµιστές της µεταγραφής που αλληλεπιδρούν µε 

τις πρωτείνες Smad συγκαταλέγονται πρωτείνες όπως η SMIF και η Swift (Massague et 

al., 2005). Η SMIF είναι ένας συµπαράγοντας που αλληλεπιδρά µε τη Smad4 και είναι 

παρών στο κυτταρόπλασµα όταν δεν υπάρχει TGF-β ή ΒΜΡ. Η  SMIF δεν είναι από 

µόνη της µεταγραφικός ενεργοποιητής αλλά αλληλεπιδρά µε τη Smad4 (µέσω της 

περιοχής SAD) και την πρωτείνη  p300 και µε τον τρόπο αυτό, ενισχύει τη γονιδιακή 

έκφραση.  Το ίδιο συµβαίνει και µε µία άλλη πρωτείνη, τη MSG1. Η πρωτείνη Swift 

είναι µια πρωτείνη του Xenopus  που περιέχει την περιοχή BRCT (BRCA1 C-terminal). 

Αλληλεπιδρά µε τη Smad2 και ενισχύει τη σηµατοδότηση µέσω ακτιβίνης νωρίς κατά 

της διάρκεια της ανάπτυξης (Massague et al., 2005).    
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Μεταγραφική καταστολή-συγκαταστολείς των Smad 

 

Παρόλο που οι πρωτείνες Smad έχουν φυσική ενεργότητα ενίσχυσης της 

µεταγραφής, υπάρχουν και παραδείγµατα γονιδίων που καταστέλλονται µεταγραφικά 

από τις πρωτείνες Smad. Η καταστολή του γονιδίου c-Myc (Εικόνα 8) στο πλαίσιο της 

κυτοστατικής απόκρισης του TGF-β ήταν ένα από τα πρώτα σηµαντικά παραδείγµατα 

του αποτελέσµατος αυτού (Siegel and Massague, 2003). Με βάση µελέτες που έγιναν 

κάνοντας χρήση της τεχνολογίας των microarrays, βρέθηκε ότι τουλάχιστον το ένα 

τέταρτο όλων των αποκρισέων του TGF-β σε κύτταρα θηλαστικών είναι αποκρίσεις 

γονιδιακής καταστολής (Chen et al., 2001; Zavadil et al., 2001; Kang et al., 2003).  

Η homeodomain πρωτείνη TGIF καταστέλλει την Smad-εξαρτώµενη µεταγραφή 

στρατολογώντας απακετυλάσες ιστονών (HDACs) (Wotton et al., 1999). Η TGIF 

αλληλεπιδρά µε τις Smad2/3 µε TGF-β-επαγόµενο τρόπο, µε αποτέλεσµα τη 

στρατολόγηση της TGIF σε DNA στοιχεία-ειδικά για τις πρωτείνες Smad. Η 

στρατολόγηση της TGIF και των, σχετιζόµενων µε αυτή, HDACs οδηγεί στην 

καταστολή της µεταγραφής. Με τον τρόπο αυτό µπορεί να επηρεαστούν γονίδια, τα 

οποία φυσιολογικά ενεργοποιούνται από τη σηµατοδότηση του TGF-β.  

Η πρωτείνη Ski αρχικά ανακαλύφθηκε ως προϊόν του ρετροϊικού ογκογονιδίου v-

ski. Η Ski, και η σχετιζόµενη µε αυτή, SnoN έχουν πλέον ταυτοποιηθεί ως 

αλληλεπιδρώσες πρωτείνες µε τις Smad3 και Smad4 και έχουν δειχθεί ως 

συγκαταστολείς των Smad2/3  (Akiyoshi et al., 1999; Luo et al., 1999; Sun et al., 1999). 

Σε αντίθεση µε την αλληλεπίδραση των Smad µε την TGIF, η αλληλεπίδραση των Smad 

µε τις Ski και SnoN παρατηρείται κάτω από βασικές συνθήκες και εξαφανίζεται κατά τις 

πρώτες ώρες του TGF-β ερεθίσµατος (Stroschein et al., 1999; Sun et al., 1999). Το 

αποτέλεσµα αυτό φαίνεται να εξαρτάται από τον κυτταρικό τύπο και µπορεί να 

ρυθµίζεται από αποικοδόµηση των πρωτεινών αυτών που επάγεται από τον TGF-β και 

ρυθµίζεται από το πρωτεάσωµα.  

 

 

 

 



 18

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 8: Μοντέλα µεταγραφικής ρύθµισης από τις πρωτείνες Smad. (Α) Σύµπλοκα 

RSmads-Smad4 σε συνδυασµό µε παράγοντες που προσδένονται στο DNA, σχηµατίζουν 

σύµπλοκα που στοχεύουν συγκεκριµένα γονίδια. Οι FoxH, FoxO και Mixer είναι παραδείγµατα 

παραγόντων συνεργατών για τις Smad2/3-Smad4 και ο ΟΑΖ για τις Smad1/5-Smad4. Αυτά τα 

σύµπλοκα µπορούν να στρατολογούν συνενεργοποιητές (όπως οι p300, CBP, P/CAF) µε τη 

βοήθεια πρωτεινών-συνεργατών (όπως οι πρωτείνες MSG1 και SMIF). (Β) Οι  RSmads-Smad4 

µπορούν επίσης να στρατολογούν συγκαταστολείς. Οι  Smad1-Smad4 µε την Nkx3.2 µπορούν να 

στρατολογήσουν τη mSin3/HDAC1. Οι  Smad3-Smad4 µε την E2F4/5 µπορούν να 

στρατολογήσουν την p107 και µαζί µε την Runx2 µπορούν να στρατολογήσουν τη  HDAC4. Τα 

χρώµατα υποδεικνύουν λειτουργικά συνδεδεµένα µέρη. (C) Σε πολλές περιπτώσεις, η ρύθµιση 

της µεταγραφής µέσω των πρωτεινών Smad φαίνεται να εµπλέκει ένα µηχανισµό αυτο-ενίσχυσης 

όπου οι πρωτείνες Smad επάγουν µια γονιδιακή απόκριση η οποία επιτρέπει µια άλλη γονιδιακή 

απόκριση που ρυθµίζεται από τις Smad. (Massague et al., 2005) 
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Η δοµή, η ρύθµιση και η λειτουργία της Smad3:  ο ρόλος-κλειδί του linker  

 

Όπως έχει αναφερθεί και σε προηγούµενες παραγράφους, η βιολογική σηµασία 

ενός TGF-β σήµατος εξαρτάται από τη δόση και τη διάρκεια του σήµατος, καθώς και 

από τον τύπο, την κατάσταση και το περιβάλλον του κυττάρου-στόχου. Οι µεταγραφικοί 

παράγοντες που αλληλεπιδρούν µε τις Smad πρωτεΐνες έχουν διαφορετικές συγγένειες 

για τα σύµπλοκα των Smad πρωτεϊνών και τα στοχεύουν σε διαφορετικά γονίδια. Η 

διαθεσιµότητα των ενεργών Smad συµπλόκων δείχνει ποια γονίδια είναι ενεργοποιηµένα 

και εποµένως, καθορίζει τη βιολογική απόκριση στον TGFβ (Jayaraman et al., 2000; 

Chacko et al., 2004). Το προηγούµενο δόγµα όριζε ότι η µεταγραφική ενεργότητα των 

συµπλόκων αυτών εξαρτάται από τη Smad4 και την SAD (Smad Activation Domain) 

περιοχή της. Έχει δειχθεί ότι, όπως η Smad4, η linker επικράτεια της Smad3 περιέχει µια 

Smad περιοχή µεταγραφικής ενεργοποίησης. Η περιοχή αυτή είναι ικανή να 

στρατολογήσει τον p300 µεταγραφικό συνενεργοποιητή και απαραίτητη για τη 

µεταγραφική ενεργοποίηση µέσω Smad3 (Wang et al., 2005). Μια λεπτοµερεστέρη 

µελέτη µεταλλιξέγενεσης της Smad3 µέσω του GAL4 συστήµατος (Prokova et al., 2005) 

τώρα δείχνει ότι όλα αυτά τα Smad σύµπλοκα δεν είναι ισόποσα φτιαγµένα  και µπορεί 

να περιέχουν διαφορετικό αριθµό µορίων από µεταγραφικούς συνενεγοποιητές δίνοντας 

έτσι ποικίλα µεταγραφικά ποσοστά σε διάφορα γονίδια-στόχους. Στο µέλλον αυτό θα 

είναι σηµαντικό για τον καθορισµό των στοιχειοµετριών όλων των συστατικών των 

Smad µεταγραφικών συµπλόκων, που θα απαιτούν σηµαντικές κρυσταλλογραφικές 

αναλύσεις. Αυτό είχε, για κάποιο καιρό, παρεµποδιστεί από την «ευλύγιστη» φύση των 

Smad linker όταν εξετάζονταν στο πλαίσιο των αποµονωµένων Smad και είχε χρειαστεί 

να αποκοπούν ώστε να κρυσταλλωθούν επιτυχών τα ετερο-ολιγοµερή των Smad (Chacko 

et al., 2004).   

Συνοψίζοντας τα ευρήµατα από τη δηµοσίευση των Prokova et al, 2005, θα 

µπορούσε να τονιστεί (καθώς η δηµοσίευση αποτέλεσε µία από τις αφορµές της 

παρούσας µελέτης) ότι η Smad3 φέρει δύο περιοχές µεταγραφικής ενεργοποίησης: η µια 

βρίσκεται στην ΜΗ2 περιοχή και η άλλη στην περιοχή του linker (Εικόνα 9). Η 

αφαίρεση της περιοχής του linker αποκάλυψε ότι η περιοχή 200-230aa (Εικόνα 10) είναι 

η ελάχιστη περιοχή που χρειάζεται για µεταγραφική ενεργότητα. Η αφαίρεση του 
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κοµµατιού 200-230aa δεν είχε καµία επίδραση στη σταθερότητα, τη συσσώρευση στον 

πυρήνα, τη φωσφορυλίωση µέσω του τύπου I υποδοχέα και τον ολιγοµερισµό της Smad3 

µε τον εαυτό της και τις άλλες Smad.  Η αφαίρεση αυτή κατήργησε τη µεταγραφική 

ενεργοποίηση εν µέρει λόγω της έλλειψης των φυσικών αλληλεπιδράσεων των 

συνενεργοποιητών όπως ο p/CAF και CBP, µε την περιοχή αυτή. Οι αντίστοιχες περιοχές 

σε άλλες Smad, όπως η Smad1, Smad2 και Smad4, είναι επίσης µεταγραφικά ενεργές.  

 

 

 

Εικόνα 9: Οι δοµικές περιοχές της πρωτείνης Smad3 και οι λειτουργίες τους. Αναπαράσταση 

των τριτοταγών δοµών της ΜΗ1 περιοχής και της ΜΗ2 περοχής της Smad3 που ενώνεται στην 

αλληλουχία AGAC. Οι βασικές αλληλεπιδράσεις των δύο περιοχών αναφέρονται. Οι δοµές που 

παίζουν ρόλο σε αυτές τις αλληλεπιδράσεις δείχνονται µε διαφορετικά χρώµατα: η β-hairpin 

(βhp) που ρυθµίζει την πρόσδεση στο DNA, ο L3 βρόγχος (loop) και η α-έλικα 1 (αΗ-1) που 

παίζει ρόλο στην ειδίκευση των αλληλεπιδράσεων των πρωτεινών Smad µε τους υποδοχείς τύπου 

Ι, και η α-έλικα 2 (αΗ-2) που παίζει ρόλο στην ειδίκευση της αλληλεπίδρασης της πρωτείνης 

Smad2 µε το FAST. Το µοτίβο SSXS είναι το σηµείο φωσφορυλίωσης από τον υποδοχέα. (Shi et 

al., 1997, 1998; Wu et al., 2000). Η περιοχή του linker φέρει τη δεύτερη περιοχή ενεργοποίησης 

της µεταγραφής. 
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Εικόνα 10: Οµολογία µεταξύ της Smad3 και άλλων µελών της οικογένειας των πρωτεινών 

Smad στη µεταγραφικά ενεργή περιοχή 200-253aa. Τα αµινοξέα που είναι ταυτόσηµα στην 

οικογένεια των Smad φαίνονται µε γκρι χρώµα.Το µάυρο τόξο υποδεικνύει την εσωτερική 

διαγραφή σε ολόκληρη τη Smad3. Τα λευκά παχιά τόξα υποδεικνύον τα β-πτυχωτά φύλλα. Μια 

missense µεταλλαγή σε ένα συντηρηµένο αµινοξύ στη Smad4 (Ε330), που σχετίζεται µε όγκους, 

υποδεικνύεται µε αστερίσκο. Τα µοτίβα Ser/Pro στη Smad3 που είναι πιθανοί στόχοι 

φωσφορυλίωσης από τις κινάσες ΜΑΡ φαίνονται µε ανοιχτά τετράγωνα. (Prokova et al., 2005).    

 

Οι µεταλλαγές σε συντηρηµένα αµινοξέα της περιοχής του linker     

 

Κάνοντας µεταλλαξιγένεση στην περιοχή του linker της Smad3, ταυτοποιήθηκαν 

και χαρακτηρίστηκαν συγκεκριµένα συντηρηµένα κατάλοιπα, τα οποία είναι σηµαντικά 

για µεταγραφική ενεργοποίηση και προσδίδουν επιλεκτικότητα στον ολιγοµερισµό 

(Εικόνα 11) (Μάνος Σιδεράκης, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). 

Τα αποτελέσµατα των µεταλλάξεων αυτών ήταν άκρως ενδιαφέροντα. 

Μελετώντας  τη µεταγραφική ενεργοποίηση της Smad3, διαπιστώθηκε ότι το 

µετάλλαγµα Q222Α µειώνει στο 50% τη βασική ενεργότητα και αναστέλλει τη 

µεταγραφική λειτουργία της Smad3 και Smad4, εύρηµα ιδιαίτερα ενδιαφέρον αφού δεν 

αλληλεπιδρά µαζί τους. Το µετάλλαγµα Ρ229Α δρα ως dominant negative της Smad3 και 

καταστέλλει τη δράση της Smad4. Εν αντιθέσει, το Ν218Α δρα ως wt και ενισχύει τη 

µεταγραφική ενεργότητα της Smad3 και Smad4, όταν συνεκφράζεται µαζί τους. 
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Μελετώντας τον ολιγοµερισµό (οµο-και ετερο-) των Smad, το µετάλλαγµα Q222Α 

εµποδίζει τον ολιγοµερισµό, ενώ το µετάλλαγµα Ρ229Α εµποδίζει τον οµο-

ολιγοµερισµό, αλλά όχι τον ετερο-ολιγοµερισµό. Η Smad3(Ρ229Α) προσδένεται µόνο 

στην Smad4. Μελετώντας την τοποθέτηση στον πυρήνα, το µετάλλαγµα Q222Α 

εµποδίζει την τοποθέτηση στον πυρήνα και συναντάται στο κυτταρόπλασµα, ενώ το 

µετάλλαγµα Ρ229Α µεταφέρεται στον πυρήνα. Το µετάλλαγµα Ν218Α φαίνεται να έχει 

παρόµοια τοπολογία µε τη wt Smad3. (Μάνος Σιδεράκης, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα) 

Το προτεινόµενο µοντέλο συµπεριφοράς για το µετάλλαγµα Smad3(Q222Α) είναι 

ότι πιθανόν είτε δεν φωσφορυλιώνεται από τον υποδοχέα TβRI και έτσι, οι R-Smads δεν 

ενεργοποιούνται από τον υποδοχέα, είτε δεσµεύει στο κυτταρόπλασµα τους 

συνενεργοποιητές p/CAF και CBP/p300. Όσον αφορά στο µετάλλαγµα Smad3 Ρ229Α, 

το οποίο είναι και το πιο ενδιαφέρον, προτείνεται ότι αλληλεπιδρά µε τις Smad4 και 

Smad2 στο κυτταρόπλασµα και τις εµποδίζει να λειτουργήσουν. Εποµένως, η έκφραση 

της Smad3 P229A µειώνει τη διαθεσιµότητα των Smad4 και Smad2 και συνεπώς µειώνει 

τον αριθµό των ενεργών µεταγραφικών συµπλόκων. Η Smad3wt επηρεάζεται εξαιτίας 

της µειωµένης ελεύθερης Smad4 (Μάνος Σιδεράκης, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα).  

Σύµφωνα µε τα µέχρι τώρα δεδοµένα, φαίνεται ότι η περιοχή του linker δεν είναι απλά 

µια ευέλικτη άρθρωση που επιτρέπει στις πιο σηµαντικές ΜΗ1 και ΜΗ2 να κάνουν τη 

δουλειά τους. Είναι µάλλον καιρός να θεωρήσουµε το linker σαν µια τρίτη σηµαντική  

δοµική περιοχή στη βιολογία των Smad.   

 

 

 

 

 

 
 

Εικόνα 11: Μεταλλαγές σε συντηρηµένα αµινοξέα της περιοχής του linker της πρωτείνης 

Smad3. Οι µεταλλαγές στα συντηρηµένα αµινοξικά κατάλοιπα Gln στη θέση 222 και Pro στη 

θέση 229 της περιοχής του linker, 200-230 που ευθύνεται για µεταγραφική ενεργοποίηση. Και τα 

δύο αµινοξέα αντικαταστάθηκαν από Ala. Επίσης, έγινε και µια αντικατάσταση ενός µη 

συντηρηµένου αµινοξέος, της Asn, στη θέση 218 από Ala.    
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H δράση του TGF-β στον καρκίνο: Απώλεια της επαγόµενης από TGF-β 

καταστολής 

 

∆εδοµένης της κυτταροστατικής και αποπτωτικής λειτουργίας του TGF-β, δεν 

είναι παράξενο το γεγονός ότι το µονoπάτι αυτό  διαταράσσεται από σωµατικές 

µεταλλαγές σε περιπτώσεις καρκίνου (Derynck et al., 2001; Massague et al., 2000; 

Wakefield et al., 2002). Εκτός όµως από τις σωµατικές µεταλλάξεις, έχουν περιγραφεί 

και µεταλλάξεις σε γαµετικά κύτταρα συστατικών του µονοπατιού του TGF-β (Massague 

et al., 2000). 

Μεταλλαγές στο γονίδιο του TRβII έχουν ταυτοποιηθεί σε περιπτώσεις 

σποραδικών και κληρονοµικών περιπτώσεων καρκίνου του παχέος εντέρου. Οι 

µεταλλαγές αυτές συµβαίνουν από την ενσωµάτωση ή αφαίρεση µίας ή δύο βάσεων 

αδενίνης σε µια περιοχή από δέκα αδενίνες που κωδικοποιεί την εξωκυττάρια περιοχή 

του υποδοχέα. Το αποτέλεσµα των µεταλλαγών αυτών είναι είτε σχηµατισµός 

ελλειµατικών και ανενεργών µορφών του υποδοχέα (Lu et al., 1996), είτε, σε ποσοστό 

15%, απενεργοποίηση της περιοχής µε δραστικότητα κινάσης του υποδοχέα (Grady et 

al., 1999). Μεταλλαγές στο γονίδιο του TRβI έχουν ταυτοποιηθεί σε καρκίνους του 

µαστού (Chen at al., 1998), των ωοθηκών (Wang et al., 2000), του παγκρέατος (Goggins 

et al., 1998), καθώς και σε λεµφώµατα Τ-κυττάρων (Schiemann et al., 1999).  

Το γονίδιο SMAD4 ήταν το πρώτο που ταυτοποιήθηκε ως ογκοκατασταλτικό και 

ευθύνεται για το 10% των περιπτώσεων καρκίνου του παχέος εντέρου (Miyaki et al., 

1999), εκ των οποίων το 30% είναι µεταστατικοί (Schutte et al., 1996), και για το 50% 

των περιπτώσεων του καρκίνου του παγκρέατος (Hahn et al., 1996).   

Οι µεταλλάξεις στο γονίδιο SMAD2 σε περιπτώσεις καρκίνου είναι σπάνιες και 

αφορούν κυρίως περιπτώσεις καρκίνου του παχέος εντέρου και των πνευµόνων (Uchida 

et al., 1996; Eppert et al., 1996).      

 

 

 

 



 24

H δράση του TGF-β στον καρκίνο: Προ-διεισδυτικές και µεταστατικές λειτουργίες 

του TGF-β  

 

Η απώλεια των λειτουργίας του υποδοχέα ή των πρωτεινών Smad είναι 

υπεύθυνες για ένα σχετικά µικρό ποσοστό των περιπτώσεων όπου τα καρκινικά κύτταρα 

γίνονται ανθεκτικά στη κυτταροστατική και αποπτωτική δράση του TGF-β. Τις 

περισσότερες φορές, απώλεια της απόκρισης που έχει να κάνει µε την αναστολή της 

ανάπτυξης στα καρκινικά κύτταρα συµβαίνει σε ένα επίπεδο κάτω από το βασικό 

σηµατοδοτικό µονοπάτι του TGF-β. Αυξανόµενη παραγωγή του TGF-β συµβαίνει σε 

πολλούς καρκινικούς τύπους και σχετίζεται µε τη σοβαρότητα του όγκου (Derynck et al., 

2001). Ο TGF-β που προέρχεται από όγκο, µπορεί να επηρεάσει πολλούς κυτταρικούς 

τύπους που είναι σε γειτονία µε τον αναπτυσσόµενο όγκο (όπως ινοβλάστες, επιθηλιακά 

κύτταρα και κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήµατος) ώστε να παράγει ένα περιβάλλον 

που ευνοεί την ανπατυξη του όγκου, τη διείσδυση και τη µετάσταση. Παρόλα αυτά, ο 

TGF-β µπορεί να επιδείξει ογκογόνο δράση δρώντας στα ίδια τα καρκινικά κύτταρα. 

Αυτό έχει δειχθεί µε υπερέκφραση είτε ενεργών είτε αρνητικά επικρατούντων µορφών 

του TGF-β υποδοχέα σε πολλούς τύπους καρκίνου, όπως σε µεταστατικά κύτταρα του 

παχέος εντέρου(Ott et al., 1998) ή σε µεταστατικά κύτταρα του µαστού που κάνουν 

µετάσταση στα οστά (Yin et al., 1999). Τα τελευταία χρόνια, έχει γίνει σηµαντική 

πρόοδος όσον αφορά στο καθορισµό των µοριακών και κυτταρικών βάσεων των 

ογκογονικών επιδράσεων του TGF-β τόσο στο µικροπεριβάλλον όσο και στους ίδιους 

τους όγκους (Εικόνα 12).  

Ανοσοκαταστολή:  Η ικανότητα του TGF-β να αναστέλλει την ανάπτυξη πολλών 

αιµοποιητικών κυττάρων έχει εµφανείς συνέπειες για τους όγκους που εκφράζουν 

αυξηµένα επίπεδα αυτής της κυτοκίνης. Οι εµφανιζόµενοι όγκοι καταστέλλουν τη 

λειτουργία των Τ κυτταροτοξικών (CTLs) και Τ βοηθητικών κυττάρων (TH). Επίσης, ο 

TGF-β φαίνεται να επιδρά στην ενεργοποίηση των Τ κυττάρων µέσω αρνητικών 

επιδράσεων στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (APC), όπως τα δενδριτικά κύτταρα 

(Geissmann et al., 1999). Επιπρόσθετα, ο TGF-β µπορεί να αναστείλει την έκφραση των 

µορίων του µέγιστου συµπλόκου ιστοσυµβατότητας τάξης ΙΙ (MHC II) σε διάφορα 

κύτταρα, µέσω ενός Smad3-εξαρτώµενου µηχανισµού (Dong et al., 2001). Τέλος, στόχοι 
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της ανοσοκαταστολής µέσω TGF-β µπορεί να είναι τα φυσικά κύτταρα φονιάδες (natural 

killer cells) (Arteaga et al., 1993) και τα ουδετερόφιλα κύτταρα (Chen et al., 1998).  

Αγγειογένεση:  Η ικανότητα των όγκων να επάγουν σχηµατισµό νέων αγγείων 

από ήδη υπάρχον αγγείο είναι ιδιαίτερα σηµαντική για την προοδευτική ανάπτυξη και 

µετάνασταση του νεοπλάσµατος. Ο TGF-β µπορεί να επάγει την έκφραση 

αγγειογενετικών παραγόντων, όπως ο VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), ο 

CTGF (Connective-Tissue Growth Factor) σε επιθηλιακά κύτταρα και ινοβλάστες 

(Petrovaara et al., 1994; Shimo et al., 2001). Η έκφραση της αγγειοποιητίνης-1 (ANG-1), 

πρωτείνης που διατηρεί την ακεραιότητα των αγγείων, καταστέλλεται από τον TGF-β σε 

κύτταρα ινοβλαστών (Enholm et al., 1997). Επίσης, ο TGF-β επάγει την έκφραση, 

έκκριση ή ενεργότητα των µεταλλοπρωτεϊνασών σε επιθηλιακά κύτταρα και κύτταρα 

όγκων, επιτρέποντας την απελευθέρωση των επιθηλιακών κυττάρων στην κυκλοφορία 

του αίµατος (Derynck et al., 2001).  

Επιθηλιακή σε µεσεγχυµατική διαφοροποίηση (ΕΜΤ): Η µεταναστευτική 

ικανότητα των επιθηλιακών κυττάρων εξαρτάται από την απώλεια των κυτταρικών 

επαφών και την απόκτηση ινοβλαστικών χαρακτηριστικών, διαδικασία η οποία 

ονοµάζεται «επιθηλιακή σε µεσεγχυµατική διαφοροποίηση» (ΕΜΤ) (Εικόνα 13). Το 

σηµατοδοτικό µονοπάτι µέσω TGF-β συνεργάζεται µε άλλα σηµατοδοτικά µονοπάτια 

για τη ρύθµιση της ΕΜΤ, διαδικασία η οποία θεωρείται ότι ευνοεί τις διεισδυτικές και 

µεταστατικές ιδιότητες των καρκινικών κυττάρων. Ένας από τους βασικούς παράγοντες 

απενεργοποίησης ή µεταγραφικής καταστολής κατά την ΕΜΤ είναι ο ασβεστο-

εξαρτώµενος υποδοχέας E-cadherin (Oft et al., 1996; Miettinen et al., 1994; Thiery et al., 

2002). Ο TGF-β επάγει επίσης την έκφραση των µεταγραφικών παραγόντων SNAIL και 

SIP1 που καταστέλλουν το γονίδιο της E-cadherin (Comjin et al., 2001; Peinado et al., 

2003).  

Επαγωγή ιστοειδικής µετάστασης: Η ικανότητα του TGF-β µονοπατιού να επάγει 

µετάσταση καρκινικών κυττάρων του µαστού στα οστά επιτυγχάνεται µε την επαγωγή 

της έκφρασης των γονιδίων CTGF και  IL-11 (Kang et al., 2003b) καθώς και άλλων 

παραγόντων. Τα οστά είναι πολύ επιρρεπή στις ογκογόνες συνέπειες του TGF-β.   
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Εικόνα 12: Τα σηµεία δράσης του TGF-β κατά την πρόοδο του καρκίνου. a). Ο TGF-β 

περιορίζει την ανάπτυξη του φυσιολογικού επιθηλίου και των όγκων που βρίσκονται σε πρώϊµο 

στάδιο. b) Απώλεια της απόκρισης «αναστολή της ανάπτυξης» εξατίας της απώλειας των 

υποδοχέων του TGF-β ή των πρωτεινών Smad, έχει ως αποτέλεσµα την ανάπτηξη πιο επιθετικά 

αναπτυσσόµενων όγκων ευνοώντας τη συσσώρευση περισσότερων ογκογόνων µεταλλαγών. c) 

Τα καρκινικά κύτταρα που έχουν χάσει την κυτταροστατική απόκριση αλλά έχουν διατηρήσει τα 

συστατικά του µονοπατιού του TGF-β υποβάλλονται σε ΕΜΤ σε απόκριση στον TGF-β, και 

γίνονται πιο διεισδυτικά. d) Ο TGF-β που πρόερχεται από όγκους δηµιουργεί ένα 

ανοσοκατασταλτικό περιβάλλον, καταστέλοντας τη λειτουργία των Τ κυττάρων, επιτρέποντας 

στα καρκινικά κύτταρα να αποδράσουν από τα κυτταροτοξικά Τ κύτταρα. e) Ο TGF-β µπορεί να 

επάγει µια αγγειογόνο απόκριση ενισχύοντας τη στρατολόγηση νέων αιµοφόρων αγγείων τα 

οποία συντηρούν την καρκινική ανάπτυξη και εξάπλωση. f) Η προσκόλληση των καρκινικών 

κυττάρων στο ενδοθήλιο και η µετάσταση των καρκινικών κυττάρων σε όργανα όπως οι 

πνεύµονες ευνοούνται από την TGF-β σηµατοδότηση. g) Ο TGF-β διεγείρει την έκφραση 

γονιδίων όπως ο παράγοντας διαφοροποίησης στα οστά, IL-1 (interleukin-1) και ο αγγειογόνος 

παράγοντας CTGF (Connectine Tissue Growth Factor), παράγοντες οι οποίοι ευνοούν τη 

µετάσταση καρκινικών κυττάρων του µαστού στα οστά. (Siegel and Massague, 2003).   
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Εικόνα 13: Οι οδηγοί και ρυθµιστές της ΕΜΤ. Τα µόρια που παίζουν ρόλο στη διαδικασία 

αυτή, καθώς και ο ρόλος τους φαίνονται στο σχήµα. (Kang and Massague, 2004).  

 

BCAR3: ΄Ενα καινούριο γονίδιο-στόχος της σηµατοδότησης µέσω TGF-β 

 
Ταυτοποίηση του ανθρώπινου γονιδίου BCAR3 

 

Τα αντι-οιστρογόνα όπως η ταµοξιφένη µπορούν να είναι αποτελεσµατική 

θεραπεία για τους τοπικούς και µεταστατικούς καρκίνους του µαστού που είναι θετικοί 

στον υποδοχέα άλφα των οιστρογόνων (ERα). Παρόλα αυτά, έχουν παρατηρηθεί 

περιπτώσεις ανθεκτικότητας σε θεραπείες µε αντι-οιστρογόνα (Clarke et al., 2003). Ενώ 

οι µοριακοί µηχανισµοί που προσδίδουν αυτή την ανθεκτικότητα εξακολουθούν να είναι 

αντικείµενο έρευνας, µελέτες σε ζώα και κυτταρικές σειρές έχουν δείξει, κατά 

επανάληψη, καινούρια σηµατοδοτικά µονοπάτια σε καρκινικά κύτταρα του µαστού τα 
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οποία αποκτούν ανθεκτικότητα σε αντι-οιστρογόνα (McClelland et al., 2001; Lu et al., 

2003; Meijer et al., 2006). 

Σε µια προσπάθεια ταυτοποίησης αλλαγών στη γονιδιακή έκφραση που θα 

επέτρεπαν αρχικά οιστρογονο-εξαρτώµενα καρκινικά κύτταρα να µεγαλώσουν παρουσία 

της ταµοξιφένης, ο Dorssers και οι συνεργάτες του πραγµατοποίησαν ενσωµάτωση 

ρετροιών σε καρκινικά κύτταρα ZR-75-1 και στη συνέχεια επέλεξαν για ανθεκτικότητα 

στη ταµοξιφένη (Dorssers et al., 1993). Μέσα στους 80 ανθεκτικούς στην ταµοξιφένη 

κλώνους που αποµονώθηκαν, οι έξι ήταν αποτέλεσµα µιας ανεξάρτητης ενσωµάτωσης 

του ρετροϊού στον υποκινητή του γονιδίου BCAR3 (Breast Cancer Anti-estrogen 

Resistance 3) και της επακόλουθης υπερέκφρασής του (van Agthoven et al., 1998). 

Επακόλουθο screening και άλλων καρκινικών σειρών του µαστού επιβεβαίωσε τα 

υψηλότερα επίπεδα του BCAR3 µεταγράφου σε ERα-θετικές από ότι ERα-αρνητικές 

καρκινικές σειρές του µαστού.    

Ως αποτέλεσµα µελετών από διάφορα εργαστήρια, έχει πλέον αποδειχθεί ότι η 

πρωτείνη BCAR3 είναι µέλος µιας οικογένειας που απαρτίζεται από τρείς ανθρώπινες 

πρωτείνες: τις NSP1, NSP2/BCAR3, NSP3. Η οικογένεια αυτή ονοµάζεται NSP (Novel 

SH2-containing Protein)  (Lu et al., 1999b). Στα ποντίκια, εκφράζονται µόνο τα δύο µέλη 

της οικογένειας NSP: η πρωτείνη AND-34, η οµόλογη της BCAR3, και η CHAT/SHEP, 

οµόλογη της NSP3 (Cai et al., 1999; Dodelet et al., 1999; Sakakibara and Hattori, 2000).  

Κάθε µία από τις πρωτείνες της NSP οικογένειας περιέχει µία αµινοξική SH2 

περιοχή και µία καρβοξυτελική περιοχή µε µέτρια οµολογία στη Cdc25 Ras 

υποοικογένεια των παραγόντων  GDP ανταλλαγής (GDP exchange factor). Τα µέλη της 

οικογένειας µοιράζονται 25-39% οµοιότητα (Εικόνα 14) (Lu et al., 1999b).   

 

Η αλληλεπίδραση των πρωτεινών BCAR3-BCAR1: ο ρόλος τους στην κυτταρική 

µετανάστευση  

 

Ο Dorssers και οι συνεργάτες του, σε µια µετέπειτα µελέτη, βρήκαν τέσσερις 

ακόµα κλώνους από κύτταρα ZR-75-1, οι οποίοι ήταν αποτέλεσµα ενσωµάτωσης 

ρετροϊού στο γονίδιο BCAR1, το ανθρώπινο οµόλογο του p130Cas, και επακόλουθη 

υπερέκφραση της πρωτείνης αυτής (Brinkman et al., 2000). Οι πρωτείνες BCAR1 και  
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BCAR3 έχουν κοινή δοµή. Η καρβοξυτελική περιοχή της BCAR3 ενώνεται µε την 

καρβοξυτελική περιοχή της BCAR1, παρέχοντας έτσι επιπλέον υποστήριξη στη 

λειτουργική συσχέτιση των δύο πρωτεινών (Gotoh et al., 2000). 

Η BCAR1 παίζει ρόλο στη µετανάστευση διαφόρων κυτταρικών τύπων µέσω της 

λειτουργίας της ως πρωτείνη σκαλωσιά (scaffolding protein) (Bouton et al., 2001, 

Defilippi et al., 2006). Ο ρόλος της όµως στη µετανάστευση καρκινικών κυττάρων του 

µαστού δεν είχε διευκρινιστεί για καιρό παρόλο που η BCAR1 εκφράζεται και σε 

καρκινικές σειρές  µαστού και σε όγκους (van de Flier et al., 2000, van de Flier et al., 

2001). Η φωσφορυλίωση της BCAR1 σε κατάλοιπα Tyr από τις Src κινάσες (Brabek et 

al., 2005), παίζει σηµαντικό ρόλο στη λειτουργία της ως ρυθµιστής της κυτταρικής 

µετανάστευσης. Οι φωσφορυλιωµένες µορφές της BCAR1 τοποθετούνται στην 

κυτταρική µεµβράνη (Sakai et al., 1994, Stupack et al., 2000). Από τα παραπάνω 

φαίνεται ότι η τοποθέτηση της BCAR1 στην κυτταρική µεµβράνη είναι ιδιαίτερα 

σηµαντική,  ενώ ο µηχανισµός της τοποθέτησης παραµένει αδιευκρίνιστος.   

Η υπερέκφραση των πρωτεινών BCAR1 και  BCAR3 στους ινοβλάστες ευνοεί 

την κυτταρική µετανάστευση (Riggins et al., 2003). Έχει δειχθεί ότι και άλλα µέλη της 

NSP οικογένειας έχουν παρόµοιες λειτουργίες. Για παράδειγµα, η µετανάστευση 

κυττάρων COS-7 σε απόκριση στον παράγοντα EGF  (Epidermal Growth Factor) 

αυξάνεται όταν στα κύτταρα υπερεκφράζεται η πρωτείνη NSP3 και αυξάνεται σε ακόµη 

υψηλότερα επίπεδα όταν υπεκφράζεται και η πρωτείνη BCAR1. Η διέγερση µε τον 

παράγοντα EGF στα κύτταρα αυτά είχε ως αποτέλεσµα την συντοποθέτηση των 

πρωτεινών NSP3 και BCAR1 στις µεµβρανικές πτυχώσεις (Sakakibara et al., 2000).  

Παρόλο που η λειτουργία της πρωτείνης BCAR3 έχει κυρίως εµπλακεί στον  

αντιοιστρογονο-ανθεκτικό πολλαπλασιασµό καρκινικών κυττάρων του µαστού (van 

Agthoven et al., 1998, Yu et al., 2002), ο ρόλος του στην κινητικότητα των κακρινικών 

κυττάρων του µαστού δεν είχε διευκρινιστεί µέχρι το 2007. Το 2007, ο Schrecengost και 

οι συνεργάτες του εξέτασαν καρκινικές κυτταρικές σειρές του µαστού που διέφεραν 

µεταξύ τους ως προς το στάδιο και την επιθετικότητα του όγκου ώστε να µελετήσουν τον 

πιθανό ρόλο της πρωτείνης BCAR3 στη µετανάστευση και διείσδυση.  Βρέθηκε ότι η 

BCAR3 εκφράζεται σε σύµπλοκο µε την BCAR1 στην πλειονότητα αυτών των 

καρκινικών κυττάρων. Σε κύτταρα µε χαµηλή µεταναστευτική δυνατότητα, η 



 30

υπερέκφραση της BCAR3 είχε ως αποτέλεσµα την ενισχυµένη µετανάστευση και 

συντοποθέτηση µε την BCAR1 στην κυτταρική µεµβράνη. Αντίθετα, η µείωση της 

έκφρασης της BCAR3 από τις πιο επιθετικές κυτταρικές σειρές ανέστειλε τη 

µετανάστευση και διείσδυση, και προκάλεσε επανατοποθέτηση της BCAR1 µακριά από 

την κυτταρική µεµβράνη και ισχνή απόκριση στο ερέθισµα του EGF (Schrecengost et al., 

2007). Τα δεδοµένα αυτά οδήγουν στο συµπέρασµα ότι η πρωτείνη BCAR3 µπορεί να 

ρυθµίζει τη µετανάστευση καρκινικών κυττάρων του µαστού, τοποθετώντας την 

πρωτείνη BCAR1 στην κυτταρική µεµβράνη.  

 

 

Εικόνα 14: ∆οµικά 

χαρακτηριστικά και 

στοίχιση των 

πρωτεινών NSP1, 

NSP2/BCAR3, NSP3. 

∆είχνονται τα 

αµινοξικά κατάλοιπα 

όπως προκύπτουν από 

τα κλωνοποιηµένα 

cDNA των πρωτεινών. 

Τα όρια της περιοχής 

SH2 και της περιοχής 

πλούσιας σε Pro/Ser 

(P/S rich region) 
υποδεικνύονται µε γκρι 

χρώµα. (Lu et al., 

1999b)   
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Η πρωτείνη BCAR3 και οι µικρές GTPases: η εµπλοκή της BCAR1    

 

Οι µικρές GTPases (small GTPases) είναι βασικοί ρυθµιστές της δυναµικής της 

ακτίνης. Η BCAR3 έχει βρεθεί να αυξάνει την κατάσταση ενεργοποίησης διάφορων 

µικρών GTPασών, όπως οι Rac1, Cdc42, R-Ras, RalA, και η Rap1 (Gotoh et al., 2000, 

Cai et al., 2003, Felekkis et al., 2005). Παρόλο που η καρβοξυτελική περιοχή της 

BCAR3 έχει χαµηλή οµολογία µε την περιοχή GEF της Cdc25, παραµένει αδιευκρίνιστο 

εάν το µόριο έχει φυσική GEF ενεργότητα. Είναι πιθανό όµως, η BCAR3 να ενεργοποιεί 

τις παραπάνω GTPases, έµµεσα µέσω άλλων πρωτεινών GEF (Bos et al., 2001).  

Σύµφωνα µε την πρόσφατη µελέτη του Schrecengost και των συνεργατών του 

υποστηρίζεται ότι η ενεργοποίηση αυτή µπορεί να γίνεται µέσω της BCAR1 και της 

αλληλεπιδρώσας µε τη BCAR1, Crk, η οποία ενώνεται µε τις πρωτείνες DOCK180 και 

C3G για να ενεργοποίησουν τις  Rac1 και Rap1 αντίστοιχα (Feller et al., 2001). Στους 

ινοβλάστες, η Rap1 έχει δειχθεί να παίζει σηµαντικό ρόλο στην προώθηση της 

µετανάστευσης µέσω της BCAR3 (Riggins et al., 2003, Sakakiraba et al., 2002). Η 

πρωτείνη BCAR3 µπορεί να ενεργοποίησει αυτές τις µικρές GTPases ανεξάρτητα από 

την BCAR1. Παρόλο που τα δεδοµένα του Schrecengost  και των συνεργατών του 

υποστηρίζουν τη τοποθέτηση της BCAR1 από το κυτταρόπλασµα στην κυτταρική 

µεµβράνη, ως µία από τις λειτουργίες της BCAR3, δεν υπάρχουν στοιχεία ούτε για το 

µηχανισµό µε τον οποίο η BCAR3 στοχεύεται στη µεβράνη, αλλά ούτε και για τη 

ρύθµιση αυτού του µηχανισµού. Στους ινοβλάστες, η µεµβρανική τοποθέτηση της 

BCAR3 θα µπορούσε να µη συνδέεται µε την προώθηση της µετανάστευσης, καθώς µια 

µεταλλαγµένη µορφή της πρωτείνης που δεν έχει το καρβοξυτελικό άκρο συνεχίζει να το 

τοποθετείται στη µεµβράνη, αλλά δεν επάγει κυτταρική µετανάστευση (Riggins et al., 

2003). Είναι ενδιαφέρον το εύρηµα ότι µεταλλάγµατα της BCAR3 που περιέχουν 

υποκατάσταση του συντηρηµένου αµινοξέος Arg171(R171V) που βρίσκεται στην SH2 

περιοχή, δεν τοποθετούνται στη µεµβράνη σε ινοβλάστες REF-52. Εποµένως, 

οδηγούµαστε στο συµπέρασµα ότι η SH2 περιοχή µπορεί να παίζει ρόλο στην κυτταρική 

τοποθέτηση της BCAR3. Οι ενεργοποιηµένοι Eph υποδοχείς (κινάσες τυροσίνης) 

µπορούν να αλληλεπιδρούν µε την SH2 περιοχή της πρωτείνης NSP1 και οι EGFR 

(υποδοχείς του EGF-κινάσες τυροσίνης) µπορούν να αλληλεπιδρούν µε την SH2 περιοχή 
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της πρωτείνης  NSP3 (Lu et al., 1999, Dail et al., 2004). Με βάση τα δεδοµένα αυτά, θα 

µπορούσαµε να υποθέσουµε ότι η τοποθέτηση της BCAR3 στη µεµβράνη γίνεται µέσω 

αλληλεπίδρασης µε φωσφορυλιωµένους υποδοχείς τυροσίνης.    

Η αρχική ανακάλυψη του BCAR3 ως γονίδιο ικανό για την επαγωγή της 

ανθεκτικότητας σε ταµοξιφένη ταιριάζει µε τη µετέπειτα ανακάλυψη του ρόλου του ως 

ρυθµιστής της µετανάστευσης καρκινικών κυττάρων του µαστού. Καρκινικά κύτταρα 

του µαστού που είναι ανθεκτικά στη ταµοξιφένη φαίνεται να διαθέτουν αυξηµένη 

κινητικότητα και διεισδυτικότητα (Hiscox et al., 2004). Οι Yu και Feig έδειξαν ότι η 

υπερέκφραση της συστατικά ενεργής R-Ras, αλλά όχι των  Ral ή Rap1, οδηγούν σε 

ανεξαρτησία από οιστρογόνα σε κύτταρα MCF-7 µέσω της σηµατοδότησης PI3K 

(Phosphoinositide 3-kinases) και AKT (οικογένεια κινασών Ser/Thr) (Yu and Feig, 

2002). Άλλες µελέτες έχουν δείξει ότι η υπερέκφραση της BCAR3 σε πλήρες µέγεθος 

(όχι οι ελλειµατικές µορφές που δεν εκφράζουν την SH2 περιοχή ή την καρβοξυτελική 

περιοχή) επιτρέπουν την ανάπτυξη καρκινικών κυττάρων του µαστού ZR-75-1, παρουσία 

του φαρµάκου ICI 182,780 (ανταγωνιστής υποδοχέων οιστρογόνων), µέσω διαδικασίας 

που εξαρτάται από την ενεργοποίηση της Rac1 µέσω του µονοπατιού PI3K (Cai et al., 

2003, Felekis et al., 2005). Η ενεργοποίηση της πρωτείνης Rac1, διαδικασία σηµαντική 

για το σχηµατισµό λαµελλιποδίων και µεµβρανικών πτυχώσεων, είναι συχνά συζευγµένη 

µε αλληλεπιδράσεις µε τη πρωτείνη BCAR1 (Klemke et al., 1998). Πολλές µελέτες 

έχουν δείξει ότι η PI3K έχει διπλό ρόλο ως ρυθµιστής του κυτταρικού πολλαπλασιασµού 

και κινητικότητας, εγείροντας την πιθανότητα ότι οι αλληλπιδράσεις PI3K/ BCAR1 

µπορεί να συντελούν στη BCAR3-εξαρτώµενη ρύθµιση της κυτταρικής µετανάστευσης 

(Keely et al., 1997, Roymans and Slegers 2001, Samuels and Ericson 2006).              

           Εποµένως, οι πρωτείνες BCAR3 και BCAR1, όπως η ΡΙ3Κ, µπορεί να έχουν 

διττές λειτουργίες στην προώθηση του αντιοιστρογονο-ανθεκτικού κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού και µετανάστευσης. Μελλοντικές µελέτες είναι, λοιπόν, απαραίτητες 

για την ανακάλυψη αυτών των λειτουργιών σε κυτταρικές καλλιέργειες, µοντέλα ζώων 

που θα µελετούν την ανάπτυξη του όγκου και τη µετάσταση καθώς και σε ανθρώπινους 

όγκους.               
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Η πρωτείνη BCAR3 και το µονοπάτι του TGF-β     

 

Μέχρι πρότινος, δεν είχε αναφερθεί εµπλοκή της πρωτείνης BCAR3 στο 

µονοπάτι του TGF-β. Το 2008 όµως βρέθηκε ότι το γονίδιο BCAR3 είναι ένας 

καινούριος άµεσος στόχος του σηµατοδοτικού µονοπατιού του ΤGF-β (∆ρ. Βάσω 

Επισκόπου, Medical Research Council, Λονδίνο, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). 

Όπως είναι φανερό, τα ερωτήµατα που γεννώνται είναι πολλά. Ο ρόλος της 

πρωτείνης BCAR3 στον καρκίνο δεν είναι πλήρως διευκρινισµένος και η εµπλοκή της 

στο µονοπάτι που παίζει πολύ σηµαντικό ρόλο στην καρκινογένεση θα µπορούσε να 

οδηγήσει στην ανάπτυξη νέων θεραπευτικών εργαλείων στην καταπολέµηση του 

καρκίνου.  

Η εξάρτηση των καρκινικών κυττάρων του µαστού από οιστρογόνα συνδέεται µε 

τη σηµατόδοτηση της προσκόλλησης: ERα-θετικές και αντιοιστρογονο-ευαίσθητες 

καρκινικές κυτταρικές σειρές του µαστού αναπτύσσονται ως σφιχτά δεµένα φύλλα του 

επιθηλίου µε υψηλή προσκόλληση µέσω της E-cadherin. Αντίθετα, οι περισσότερες ERα-

αρνητικές και αντιοιστρογονο-ανθεκτικές καρκινικές κυτταρικές σειρές του µαστού 

έχουν µεσεγχυµατικό πρότυπο κυτταρικής ανάπτυξης µε απώλεια της έκφρασης της E-

cadherin (Lacroix and Leclerq 2004). Με βάση το δεδοµένο αυτό, µπορούµε να πούµε 

ότι σηµατοδοτικά µονοπάτια που ρυθµίζουν την επιιθηλιακή σε µεσεγχυµατική 

διαφοροποίηση (ΕΜΤ) (Εικόνα 13), όπως αυτό του TGF-β σε επιθηλιακές κυτταρικές 

σειρές θα µπορούσε να είναι αντικείµενο σηµαντικής µελέτης. Έτσι, το εύρηµα ότι το 

γονίδιο BCAR3 είναι στόχος του µονοπατιού του TGF-β  είναι ιδιαίτερα ενδιαφέρον και 

χρήζει περεταίρω διερεύνησης.      
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ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΟΙ ΣΤΟΧΟΙ 
 
Ερευνητικός στόχος 1 

 

Η κατασκευή και η ταυτοποίηση µεταλλαγών από τον Μάνο Σιδεράκη, στην 

περιοχή του linker της Smad3, στα συντηρηµένα κατάλοιπα Ρ229 και Q222 οδήγησαν 

στο συµπεράσµα ότι η µεταλλαγή Q222A έχει κατασταλτική δράση στο µόριο της 

Smad3 και η µεταλλαγή Ρ229Α µετατρέπει τη Smad3 σε αρνητικά επικρατούσα 

πρωτείνη.  Ο πρώτος στόχος της παρούσας εργασίας ήταν η µελέτη των µεταλλαγών 

αυτών in vivo µε τη χρήση ανασυνδυασµένων αδενοϊών.  

 

Ερευνητικός στόχος 2 

 

Η εισαγωγή του συστήµατος της βιοτινυλίωσης σε ζώα είναι µια σηµαντική 

πρόκληση. Η βασική αρχή του συστήµατος είναι ότι πρωτείνες που εκφράζονται σε 

σύντηξη µε τον επίτοπο bio βιοτινυλιώνονται in vivo, όταν συνεκφράζεται η βακτηριακή 

λιγάση BirA και µπορούν να αποµονωθούν µέσω σφαιριδίων στρεπταβιδίνης-αγαρόζης, 

τα οποία αναγνωρίζουν το βιοτινυλιωµένο επίτοπο. Ο δέυτερος ερευνητικός στόχος ήταν 

να κατασκευαστούν αδενοϊοί που να εκφράζουν τη λιγάση βιοτίνης  BirA και την αγρίου 

τύπου Smad3 που φέρει τον επίτοπο Bio και να ελεγχθεί η λειτουργικότητα του 

συστήµατος σε κυτταροκαλλιέργειες. 

 

Ερευνητικός στόχος 3 

 

Η ανακάλυψη ότι το γονίδιο BCAR3 (Breast Cancer Anti-estrogen Resistance) 

είναι καινούριος άµεσος στόχος του σηµατοδοτικού µονοπατιού του ΤGF-β (∆ρ. Βάσω 

Επισκόπου, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα) γεννά ερωτήµατα για τη λειτουργία και τη 

ρύθµιση του γονιδίου. Ο τρίτος ερευνητκός σκοπός της εργασίας αυτής ήταν η µελέτη 

της ρύθµισης και λειτουργίας του γονιδίου BCAR3.  
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
Υλικά: 

Τα πλασµίδια που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα εξής:  

• Πλασµίδια αναφοράς (Reporter plasmids): pGL3 basic BCAR3 promoter-luc   

• Πλασµίδια συµπλήρωσης (Fill-up plasmids): ssDNA (salmon sperm DNA) της 

Gibco  

• Πλασµίδια έκφρασης, σε ευκαρυωτικά κύτταρα, των πρωτεϊνών: pcDNAIII-

Smad3-6myc, pAdTrack-CMV-Smad3-6myc, pAdTrack-CMV-bioSmad3, 

pAdTrack-CMV-P229ASmad3-6myc, pAdTrack-CMV-Q222ASmad3-6myc, 

pAdTrack-CMV-GFP, pAdTrack-CMV-BirA,  

Τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν για τη πραγµατοποίηση των πειραµατικών 

µεθόδων προέρχονται από τις εξής πηγές: Τα χηµικά είναι από τη MERCK ή τη Sigma. 

Η αγαρόζη αγοράστηκε από την εταιρεία EMS. Το θρεπτικό υλικό LB που 

χρησιµοποιήθηκε στις καλλιέργειες βακτηρίων περιείχε bacto-agar, bacto-tryptone yeast 

extract της εταιρείας Difco. Τα ένζυµα περιορισµού, η Taq πολυµεράση, η η Τ4 DNA 

λιγάση και τα ρυθµιστικά τους διαλύµατα προέρχονται από τις εταιρίες Minotech, New 

England Biolabs, ή Promega. Τα δεόξυνουκλεοτίδια (dNTPs) που χρησιµοποιήθηκαν 

στις αλυσιδωτές αντιδράσεις πολυµεράσης (PCRs) αγοράστηκαν από την Pharmacia. Το 

αντιδραστήριο Trizol, που χρησιµοποιήθηκε για την αποµόνωση του mRNA από 

ευκαρυωτικά κύτταρα, αγοράστηκε από την εταιρία Invitrogen. H αντίστροφη 

µεταγραφάση (Superscript reverse transcriptase) και οι τυχαίοι εξαµερείς εκκινητές 

(random hexamer primers) που χρησιµοποιήθηκαν για τα πειράµατα RT-PCR (Reverse 

Transcription-PCR) αγοράστηκαν από την Invitrogen. Η RnaseΑ και η λυσοζύµη 

αγοράστηκαν από τη Sigma. Για την αποµόνωση τµηµάτων DNA από πηκτή αγαρόζης 

και την αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από µεγάλης κλίµακας βακτηριακή καλλιέργεια 

χρησιµοποιήθηκαν τα QIAquick Gel Extraction Kit της QiaGen, CONCERT
TM Rapid Gel 

extraction System και CONCERT
TM High Purity Plasmid Midiprep System της Gibco-BRL. 

Ο δείκτης µοριακού βάρους λBstEII κατασκευάστηκε ύστερα από πέψη του DNA του λ 

βακτηριοφάγου που αγοράστηκε από το Ι.Τ.Ε. (Ίδρυµα Τεχνολογίας και Έρευνας, 

Ηράκλειο Κρήτης). Ο δείκτης µοριακού βάρους για τη πηκτή πολυακρυλαµήδης είναι 

από την New England Biolabs. Στα πειράµατα βιοτινυλίωσης χρησιµοποιήθηκαν 
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σφαιρίδια αγαρόζης που είναι επικαλυµµένα µε στρεπταβιδίνη (Streptavidin beads) και 

στρεπταβιδίνη οµοιοπολικά συζευγµένη µε HRP (horseradish peroxidase) που 

αγοράστηκαν από την Sigma. Οι µεµβράνες νιτροκυτταρίνης Protran αγοράστηκαν από 

την εταιρεία Schleicher & Schuell. Τα αντισώµατα α-myc monoclonal (mouse), α-ΗΑ 

(mouse), και α-Smad3 (rabbit) είναι των εταιριών Sigma, Roche και Zymed Laboratories  

αντίστοιχα. To αντίσωµα α-Adhexon5 (mouse) είναι από την εταιρία Chemicon. Τα 

δεύτερα αντισώµατα α-mouse-FITC, α-mouse-HRP και α-rabbit-HRP είναι της εταιρίας 

Chemicon. Για την αυτοραδιογραφία χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα ενισχυµένης 

χηµειοφωταύγειας (Super Signal®West Pico Chemiluminesecent Substrate), ειδικό για 

την ανίχνευση του HRP, είναι της εταιρίας PIERCE και το υπερευαίσθητο σύστηµα 

ανοσοαποτύπωσης (Kodak-Scientific Imaging Film) της εταιρείας Kodak. Τα 

αντιδραστήρια για τις κυτταροκαλλιέργειες (DMEM {Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium}, FBS {Fetal Bovine Serum}, Τρυψίνη-EDTA, PBS, Πενικιλίνη – 

Στρεπτοµυκίνη) είναι της Gibco-BRL. Το ONPG (ο-νιτροφαινυλο-γαλακτοπυρανοζίτης) 

που χρησιµοποιήθηκε στη δοκιµασία β-γαλακτοσιδάσης, αγοράστηκε από τη Sigma. Το 

υπόστρωµα για την µέτρηση της ενζυµικής δραστικότητας της λουσιφεράσης 

αγοράστηκε από την εταιρεία Promega. Ο ανθρώπινος γενετικά ανασυνδυασµένος 

µετασχηµατίζων αυξητικός παράγοντας β1 (TGF-β1), που αποτελεί τον συνδέτη (ligand) 

των αντίστοιχων υποδοχέων TGF-βRI και TGF-βRII αγοράστηκε από την εταιρία R & D 

Systems. Όλα τα ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν, συντέθηκαν στο εργαστήριο 

Μικροχηµείας του Ι.Τ.Ε. Τέλος, τα υπόλοιπα χηµικά που χρησιµοποιήθηκαν, 

προέρχονται από κοινές εµπορικές πηγές στην µεγαλύτερη δυνατή καθαρότητα. 

 

Μέθοδοι: 
 

Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωµα αγαρόζης (agarose gel). 

 Για τις ηλεκτροφορήσεις χρησιµοποιήθηκαν πηκτώµατα αγαρόζης 1% και 2% 

(παρασκευαστικό gel). Η διαδικασία που ακολουθήθηκε είναι η εξής :  

Σε κωνική φιάλη των 200 ml φέρονται 150ml TAE 1x (50xTAE : 2M Tris HCl pH 7.5, 

2mM EDTA, οξικό οξύ για ρύθµιση του pH) και 1,5 gr αγαρόζης. Το µείγµα βράζεται 

µέχρι να διαλυθεί η αγαρόζη, αφήνεται να κρυώσει, οπότε και προστίθενται 7,5 µl 
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βρωµιούχου αιθιδίου (χρωστική για το DNA), και εκχύνεται σε ειδικό εκµαγείο. Αφού το 

πήκτωµα στερεοποιηθεί, φέρεται σε συσκευή ηλεκτροφόρησης που περιέχει 1x TAE ως 

ρυθµιστικό διάλυµα - φορέα της ηλεκτροφόρησης. Η ηλεκτροφόρηση γίνεται στα 100 

Volt, ενώ για την αποµόνωση τµήµατος DNA από παρασκευαστικό gel γίνεται στα 50 

Volt. O δείκτης που χρησιµοποιούµε για να υπολογίσουµε τα µεγέθη των DNAs που 

ηλεκτροφορούµε, είναι το DNA του φάγου λ κοµµένο µε το περιοριστικό ένζυµο BstII. 

Τα µοριακά µεγέθη που παίρνουµε είναι (KD):8458, 7242, 6369, 5686, 4822/4327, 3675, 

2322/1929, 1371/1264, 702/224/114. Τα DNAs φορτώνονται στη πηκτή µαζί µε 1x 

loading buffer (6x= 0.25% bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol FF, 30% glycerol in 

H2O, 15% ficoll (type 400) in H2O. 

 

Πέψεις DNA µε τη χρήση περιοριστικών ενδονουκλεασών 

 Σε πρώτο στάδιο, πραγµατοποιούνται δοκιµαστικές πέψεις ως εξής: η ποσότητα 

DNA που κόβουµε είναι 1µg. Τα περιοριστικά ένζυµα που χρησιµοποιούµε είναι 10-12 

u/µl και η συγκέντρωση ενζύµου που απαιτείται για αποτελεσµατικό κόψιµο είναι 2x σε 

σχέση µε τη ποσότητα του DNA. Τα ρυθµιστικά διαλύµατα των ενζύµων είναι 10 φορές 

συγκεντρωµένα και η ποσότητα που χρησιµοποιούµε είναι ίση ή µεγαλύτερη µε τα µl του 

ενζύµου. Ο τελικός όγκος της αντίδρασης είναι 10 φορές τα µl του ρυθµιστικού 

διαλύµατος και συµπληρώνεται µε ddH2O. Οι αντιδράσεις, για τα περισσότερα ένζυµα 

πραγµατοποιούνται στους 370C για 2h. 

Για τις πέψεις µεγάλης κλίµακας, οι ποσότητες των DNAs που κόβουµε είναι 17µg του 

φορέα στον οποίο θέλουµε να ενθέσουµε ένα κοµµάτι DNA, και 30µg από τα ενθέµατα. 

Οι αντιδράσεις πραγµατοποιούνται, στην απαιτούµενη θερµοκρασία, για 16 ώρες (over 

night). Οι ποσότητες του ενζύµου και του ρυθµιστικού διαλύµατος, υπολογίζονται µε τον 

τρόπο που έχει είδη περιγραφεί. 

(Τα ένζυµα πρέπει να διατηρούνται κατά τη διάρκεια της διαδικασίας στο πάγο) 

 

Αποµόνωση τµηµάτων DNA. 

 Οι πλασµιδιακοί φορείς (vectors) και τα ενθέµατα (inserts), τα οποία προκύπτουν 

ύστερα από πέψεις µε τα κατάλληλα ένζυµα περιορισµού, ηλεκτροφορούνται σε 

παρασκευαστικό πήκτωµα αγαρόζης, όπως περιγράφεται παραπάνω, και οι ζώνες 
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αφαιρούνται από το πήκτωµα µε τη βοήθεια χειρουργικής λεπίδας. Ακολούθως, οι ζώνες 

τοποθετούνται σε κολώνες του QIAquick Gel Extraction Kit της Qiagen, οπότε 

ακολουθείται η προτεινόµενη από την κατασκευάστρια εταιρεία, πειραµατική 

διαδικασία. 

 

Αντίδραση σύνδεσης (ligation reaction). 

 Οι αντιδράσεις σύνδεσης έγιναν σε τελικό όγκο 10µl ή 20µl. Το συνολικό DNA 

κυµαινόταν στα 200 ng. Για την αντίδραση απαιτείται το ένθεµα του DNA να είναι 3 µε 

4 φορές περισσότερο από το φορέα. Το µείγµα της αντίδρασης περιείχε το DNA του 

πλασµιδιακού φορέα και του ενθέµατος, 1µl από ένζυµο Τ4 DNA ligase και 1x του 

αντίστοιχου ρυθµιστικού διαλύµατος. 

 

Παρασκευή θρεπτικού µέσου LB για την ανάπτυξη στελεχών του βακτηρίου E.coli 

 LB για υγρή καλλιέργεια: 1% bactotryptone, 0.5% bacto yeast extract, 1%NaCl. 

Αναδεύουµε το διάλυµα και αποστειρώνουµε το LB µέσα σε κωνική φιάλη.  

 LB για στερεή καλλιέργεια: µετά την ανάδευση προσθέτουµε 1.5% άγαρ και µετά 

αποστειρώνουµε. Πριν στερεοποιηθεί το LB, το προσθέτουµε σε πιάτα Petri.  

Για την επιλογή βακτηριακών αποικιών που φέρουν πλασµίδια που προσδίδουν 

ανθεκτικότητα σε αµπικιλίνη, προσθέτουµε στο LB Amp 100µg/ml (τελική 

συγκέντρωση). 

 

Βακτηριακός µετασχηµατισµός (transformation) 

Για το βακτηριακό µετασχηµατισµό χρησιµοποιούµε τα στελέχη DH5α, DH10β 

και BL21 της E.coli, το (κύτταρα ικανά να µετασχηµατιστούν, competent cells). Η 

διαδικασία έχει ως εξής: Τα competent στελέχη διατηρούνται στους -800C. Ξεπαγώνουµε 

τα κύτταρα στον πάγο και σε 100µl κυττάρων προσθέτουµε ~1µg από το DNA που 

θέλουµε να µεγαλώσουµε ή 10-15µl της αντίδρασης σύνδεσης. Αφήνουµε στον πάγο για 

30min. Πραγµατοποιούµε heat sock  στους 420C για 45sec και τοποθετούµε ξανά στο 

πάγο για 2-3min. Προσθέτουµε, κοντά σε φλόγα, 900µl LB. Επωάζουµε στους 370C για 

1h. To τρυβλίο Perti µε θρεπτικό LB-άγαρ και αντιβιοτικό αµπικιλίνη, όπου θα 

αναπτυχθεί η καλλιέργεια, έχει ήδη τοποθετηθεί σε επωαστήρα 370 C για να αποκτήσει 
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την κατάλληλη θερµοκρασία. Σε στείρες συνθήκες, απλώνουµε στα τρυβλία, µε τη 

βοήθεια αποστειρωµένης γυάλινης ράβδου, 100µl από τα µετασχηµατισµένα κύτταρα. Η 

επώαση γίνεται στους 370C για 16 - 18 ώρες (over night). 

 

Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από βακτηριακές καλλιέργειες µικρής κλίµακας 

(miniprep procedure - micro screening). 

Κάθε αποικία λαµβάνεται από το τρυβλίο µε αποστειρωµένη οδοντογλυφίδα και 

καλλιεργείται σε 2 ml LB-ampicillin, για 16 -18 ώρες, στους 370 C υπό συνεχή 

ανάδευση. Από κάθε καλλιέργεια λαµβάνεται 1,5 ml, φυγοκεντρείται σε 14000 rpm για 2 

min, σε θερµοκρασία δωµατίου και αφού αναρροφηθεί το υπερκείµενο µε πιπέττα 

Pasteur υπό κενό, το κυτταρικό ίζηµα επαναδιαλύεται σε 600µl διαλύµατος λύσης (lysis 

buffer : 8% sucrose, 5% Triton-100x, 500mMEDTA pH8.0, 50mM Tris-HCl pH 7.5). 

Κατόπιν στα κύτταρα προστίθενται 20 µl λυσοζύµης (10 mg/ml) και αφήνονται σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 10 λεπτά. Ακολουθεί βρασµός για 90 δευτερόλεπτα και 

µεταφορά των δειγµάτων σε πάγο. Το αποτέλεσµα της προαναφερθήσας διαδικασίας 

είναι η παραµονή του πλασµιδιακού DNA εν διαλύσει, ενώ οι µεµβράνες, οι πρωτεΐνες 

και το χρωµοσωµικό DNA του βακτηριακού κυττάρου είναι δυνατό να 

κατακρηµνιστούν. Για το σκοπό αυτό, τα δείγµατα φυγοκεντρούνται στις 14000 rpm για 

15 λεπτά, σε θερµοκρασία δωµατίου. Το ίζηµα (debris) αποµακρύνεται µε 

οδοντογλυφίδα, και το πλασµιδιακό DNA κατακρηµνίζεται µε 600 µl παγωµένης 

ισοπροπανόλης. Τα δείγµατα αφήνονται στους -2000 C, για 30 λεπτά και ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 14000 rpm επί 15 λεπτά, σε θερµοκρασία δωµατίου. Το DNA 

κατακρηµνίζεται ως ίζηµα, εκπλένεται µε 700 µl 75% αιθανόλης και φυγοκεντρείται στις 

14000 rpm επί 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά την αναρρόφηση της αλκοόλης, 

τα δείγµατα ξηραίνονται υπό κενό και το DNA επαναδιαλύεται σε 30 µl αποστειρωµένου 

nanopure νερού που περιέχει RNAse (10 mg/ml).  

 

Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από βακτηριακές καλλιέργειες µεγάλης κλίµακας 

(large scale preparation). 

Για την αποµόνωση πλασµιδιακού DNA χρησιµοποιήθηκαν κολώνες Qiagen 

(Qiagen- tip 500), βάσει των οδηγιών της κατασκευάστριας εταιρείας. Το πλασµιδιακό 
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DNA επαναδιαλύεται σε κατάλληλο όγκο διαλύµατος ΤΕ (10 mM Tris-HCl, 1mM 

EDTA pH 8). Η συγκέντρωσή του µετράται µε φωτοµέτρηση στα 260 nm, ενώ η 

ποιότητά του εκτιµάται µετά από ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης. 

 
Κυτταροκαλλιέργειες. 

Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκαν οι κυτταρικές σειρές HEK911, HaCaT, 

ΗΕΚ293Τ και HepG2 που προέρχονται από νεφρικά κύτταρα εµβρύου ανθρώπου, 

ανθρώπινα κερατινοκύτταρα, νεφρικά κύτταρα εµβρύου ανθρώπου και κύτταρα 

ανθρώπινου ηπατώµατος αντίστοιχα. Οι καλλιέργειες πραγµατοποιήθηκαν σε φλάσκες 

75 cm2  και 175 cm2 και σε τρυβλία 6-well, p-60 και p-100 (διαµέτρου 6, 60 και 100 mm 

αντίστοιχα), σε επωαστήρα 370C  και σε συνθήκες 5% CO2 . Αποθέµατα καλλιεργειών 

(stocks) φυλάσσονται σε θερµοκρασία -800C σε θρεπτικό DMEM µε 10% FBS και 10% 

DMSO. Τα κυτταρικά δείγµατα εµβαπτίζονται σε υδατόλουτρο ώστε να ξεπαγώσουν και 

µεταφέρονται σε φλάσκες µε πλήρες θρεπτικό υλικό, το οποίο ανανεώνεται την επόµενη 

µέρα προκειµένου να αποφευχθούν τυχούσες βλαβερές επιπτώσεις του DMSO. Το 

θρεπτικό υλικό στις φλάσκες ανανεώνεται κάθε 48 - 72 ώρες. Τα κύτταρα αραιώνονται 

(split) όταν σχηµατίσουν µονοστιβάδα, µε χρήση διαλύµατος τρυψίνης (trypsin-EDTA), 

και στην κατάλληλη συγκέντρωση µε προσθήκη πλήρους θρεπτικού υλικού (τελική 

αραίωση στις φλάσκες 1:10). Τα θρεπτικό µέσο που χρησιµοποιήθηκε για  τις παραπάνω 

κυτταρικές σειρές είναι το High Glucose 10% FBS [50ml=44ml DMEM (4500 Glucose), 

1ml Penicillin /Streptomycin, 5ml FBS],  

 

Παροδικές επιµολύνσεις κυτταρικών σειρών (transient transfections). 

 Οι παροδικές επιµολύνσεις έγιναν µε τη µέθοδο της συγκατακρήµνισης 

Ca3(PO4)2 µε τα εκάστοτε κατάλληλα και επιθυµητά πλασµίδια. Τα HaCaT και τα 

ΗΕΚ293T αραιώνονται σε 2.5x105 κύτταρα ανά well και σε 5x105 κύτταρα ανά τρυβλίο 

p60 και p100, ενώ τα HepG2 σε διπλάσιες ποσότητες αντίστοιχα, την προηγούµενη µέρα 

της επιµόλυνσης. Τα κύτταρα µετρώνται µε αιµοκυττόµετρο Neubauer, της εταιρείας 

Hauser Scientific. Για την επιµόλυνση κυττάρων που καλλιεργούνται σε 6-well 

(χρησιµοποιούνται στο luciferase assay) παρασκευάζεται µείγµα που περιέχει συνήθως 2 

µg πλασµιδίου αναφοράς, 6 µg πλασµιδίου έκφρασης ή/και πλασµιδίου συµπλήρωσης, 2 
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µg πλασµιδίου που φέρει το γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης, 31µl CaCl2 2M και 195 µl 

ddH2O (H2O for injections). Η ποσότητα του συνολικού DNA δεν υπερβαίνει τα 12 µg.  

Για την επιµόλυνση κυττάρων που καλλιεργούνται σε τρυβλίο p-100 (χρησιµοποιούνται 

για έλεγχο της πρωτεϊνικής έκφρασης, Western blotting) το µείγµα περιέχει µέχρι 30 µg 

πλασµιδίου έκφρασης, 31µl CaCl2 2M και ποσότητα ddH2O ώστε ο τελικός όγκος να 

είναι 250 µl.  

 Σε κάθε περίπτωση, το µείγµα προστίθεται στάγδην και υπό συνεχή ανάδευση σε 

ίσο όγκο Hepes Buffered Saline (HBS) (2x HBS: 42 mMHepes pH 7.1, 274 mM NaCl, 

10 mM KCl, 1.5 mM Na2HPO47H2O, 12 mM dextrose). Το διάλυµα αφήνεται σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 10 λεπτά, για να προστεθεί ακολούθως στάγδην στο τρυβλίο 

µε τα κύτταρα. Στην περίπτωση συγκατακρήµνισης σε 6-well, κάθε δείγµα µοιράζεται 

ισόποσα σε δύο wells. Ακολουθεί επώαση στους 370 C για 16 ώρες, αλλαγή θρεπτικού 

και επώαση για άλλες 24 ώρες. Στη συνέχεια τα κύτταρα εκπλένονται µε PBS και 

συλλέγονται σε 300 µl διαλύµατος λύσης (lysis buffer)-στην περίπτωση των πειραµάτων 

σε 6-wells- είτε σε 1 ml PBS -στην περίπτωση των πειραµάτων σε τρυβλία p-100 ή p-60. 

Στην πρώτη περίπτωση, οι κυτταρικές µεµβράνες κατακρηµνίζονται µε φυγοκέντρηση 

στις 13000 rpm για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη δεύτερη περίπτωση, 

πραγµατοποιείται φυγοκέντρηση στις 5000 rpm για 5 min στους 40C, και επαναδιάλυση 

σε µικρότερο όγκο PBS (100-200 µl). Σε κάθε περίπτωση, τα δείγµατα µπορούν να 

διατηρηθούν σε θερµοκρασία - 800C.  

 

Μέθοδος κανονικοποίησης β-gal. 

 Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται για την κανονικοποίηση της απόδοσης της 

επιµόλυνσης, καθώς και για την εξάλειψη του σφάλµατος λόγω του διαφορετικού 

αριθµού κυττάρων κάθε τρυβλίου, σε πειράµατα µέτρησης της αντίδρασης της 

λουσιφεράσης. Για τον σκοπό αυτό το µείγµα περιέχει πλασµίδιο-φορέα του γονιδίου της 

β-γαλακτοσιδάσης υπό τον υποκινητή του Cytomegalovirus (πλασµίδιο pCMVβ-gal). Σε 

20 µl κυτταρικού εκχυλίσµατος προστίθενται 456 µl Sodium Phosphate buffer (0.1M pH 

7.3), 132 µl ONPG (8 mg/ml σε 0.1 Μ Sodium Phosphate buffer), και 6 µl 100x salt (3M 

KCl, 1M MgCl2, β-µερκαπτοαιθανόλη, dd H2O, τελικός όγκος 1ml). Τα δείγµατα 

επωάζονται σε υδατόλουτρο 370 C µέχρι να κιτρινίσουν. Η αντίδραση διακόπτεται µε 
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προσθήκη 200 µl διαλύµατος Na2CO3 1 Μ που προκαλεί µεταβολή του pH. Η µέτρηση 

της οπτικής πυκνότητας (OD) των δειγµάτων γίνεται σε φωτόµετρο στα 410 nm. Η 

µεγαλύτερη τιµή που λαµβάνεται ανά πείραµα διαιρείται µε τις υπόλοιπες, οπότε 

προκύπτει για κάθε τρυβλίο ο παράγοντας κανονικοποίησης ο οποίος αντιστοιχεί στην 

ποσότητα δείγµατος που θα χρησιµοποιηθεί στη µέτρηση της αντίδρασης της 

λουσιφεράσης.  

 

Mέτρηση της αντίδρασης της λουσιφεράσης (Luciferase assay). 

Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται για την εκτίµηση της µεταγραφικής 

ενεργοποίησης από τον υποκινητή του πλασµιδίου αναφοράς, ως αποτέλεσµα της 

επιµόλυνσης µε πλασµίδια έκφρασης. Η εκτίµηση αυτή γίνεται µε χρήση ενζυµικής 

αντίδρασης, όπου µετράται η δραστικότητα του ενζύµου της λουσιφεράσης που 

προέρχεται από την πυγολαµπίδα (fire fly) και που, επίσης, εκφράζεται στα κύτταρα που 

επιµολύνθηκαν. Για κάθε αντίδραση χρησιµοποιούνται 60µl από τα 100µl 

επαναδιαλυµένου σε Tris-HCl pH 7,9 250mM κυτταρικού εκχυλίσµατος και 60µl 

υποστρώµατος λουσιφεράσης. Η τιµή της µεταγραφικής ενεργοποίησης κάθε δείγµατος 

δίνεται από το λουµινόµετρο (Illuminometer) σε RLU/s. 

 

Πηκτή πολυακρυλαµίδης για την ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών 

Η πηκτή πολυακρυλαµίδης αποτελείται από δύο φάσεις:  

 το stacking gel (6ml)=> 3,6ml ddH2O, 0,9ml 30% ακρυλαµίδη, 1.5ml stacking buffer, 

60µl 10% APS, 6µl ΤΕΜΕD. 

 το running gel (10ml)=> 10,5%= 3,9ml ddH2O, 3,5ml 30% ακρυλαµίδη, 2,5ml 

running buffer, 160µl 10% APS, 8µl ΤΕΜΕD 

 Η ηλεκτροφόρηση γίνεται σε συσκευή Bio-Rad Protean electroblot στα 200V. 

Το ρυθµιστικό διάλυµα–φορέας µέσα στο οποίο τοποθετείται η Πηκτή για την 

ηλεκτροφόρηση είναι το 1xTGS [10x TGS (1L)= 30.3gr Tris, 144.2gr Glycine, 10gr 

SDS, pH 8.3] 

   Ο δείκτης που χρησιµοποιούµε για να υπολογίσουµε τα µεγέθη των πρωτεϊνών 

είναι ο  Prestained Protein Marker (PPM). Τα µοριακά µεγέθη (KD) που παίρνουµε από 
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τον δείκτη είναι: ΡΡΜ=175, 83, 62, 47.5, 32.5, 25, 16.5, 6.5. Οι πρωτεΐνες φορτώνονται 

στη πηκτή µαζί µε 2x SDS Loading Buffer (τελική συγκέντρωση 1x) 

∆ιαλύµατα 

• 30% ακρυλαµίδη= σε 100ml ddH2O προσθέτουµε 29gr acrylamide, 1gr bis-

acrylamide και φιλτράρουµε (0,45 ή 0,22 µm). 

• stacking buffer= 0,5Μ Tris, 0,4% w/v SDS, pH 6.8 φιλτράρουµε µε φίλτρο 0,45 ή 0,22 

µm. 

• running buffer= 1,5Μ Tris, 0,4% w/v SDS, pH 8.8 φιλτράρουµε µε φίλτρο 0,45 ή 0,22 

µm. 

• ΑPS 10% (10ml)=1gr APS σε 1ml ddH2O. 

• Sample buffer 2x (10ml)= 0,625ml Tris 2M, 4ml SDS 10%, 0,4ml β-mercaptoethanol, 

1ml Glycerol, 2mg Bromophenol Blue, 100mM DTT, pH 6.8  

 

Ανάλυση πρωτεϊνικής έκφρασης (Western Blot).  

 Ίσες ποσότητες πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων από κύτταρα που έχουν επιµολυνθεί, 

υπόκεινται σε SDS/PAGE ηλεκτροφόρηση µε την µέθοδο που έχει ήδη περιγραφεί. Σε 

κάθε δείγµα προστίθεται κατάλληλη ποσότητα από το 4Χ SDS Loading Buffer [2.5 ml 

Tris-HCl, 1.6 ml β-mercaptoethanol, 8 ml 20% SDS, 4 ml glycerol, 8 mg bromophenol 

blue]. Χρησιµοποιήθηκαν πηκτώµατα πολυακρυλαµίδης 8.5%, 10.5% ή 12.5%. Η 

ηλεκτροφόρηση γίνεται σε 500 ml διαλύµατος 1x TGS (1L 10x TGS : 30.3 grTris, 144.2 

gr Glycine, 10 gr SDS, pH 8.3), στα 200 Volt και µε χρήση της συσκευής Bio-Rad 

Protean electroblot. Η ίδια συσκευή χρησιµοποιήθηκε και για τη µεταφορά των 

πρωτεϊνών σε µεµβάνες νιτροκυτταρίνης µε 1000 ml Transfer Buffer [700 ml H2O, 100 

ml 10x TGS, 200 ml methanol].  

 Ακολουθεί χρώση των πρωτεϊνών µε χρωστική Poinceau, έκπλυση µε διάλυµα 

TBS-T [1x TBS, 0.05% Tween-20] [1 L 10x TBS: 90 gr NaCl, 250 ml Tris-HCl 2M pH 

7.3] για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Οι µη ειδικές θέσεις πρόσδεσης των 

πρωτεϊνών µπλοκάρονται µε έκπλυση µε διάλυµα TBB [1x TBS, 5% 

ηµιαποβουτηρωµένο γάλα, 0.05% Tween-20] για 1 ώρα. Στη συνέχεια, οι µεµβράνες 

νιτροκυτταρίνης επωάζονται για 16 ώρες (over night) στου 40C µε το αντίσωµα, που 

ανιχνεύει τον επιθυµητό επίτοπο ή την πρωτεΐνη, σε κατάλληλη αραίωση σε διάλυµα 
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TBB. Ακολούθως, οι µεµβράνες εκπλένονται 3 φορές µε διάλυµα TBS-T, 10 λεπτά τη 

φορά, σε θερµοκρασία δωµατίου. Η επώαση των µεµβρανών σε κατάλληλο, αραιωµένο 

1: 10000 σε TBS-T, δευτερεύον αντίσωµα HRP, γίνεται και πάλι για 1 ώρα σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Κατόπιν γίνονται 3 εκπλύσεις των 10 λεπτών η κάθε µία µε 

TBS-T, και 1 έκπλυση των 5 λεπτών σε TBS, όλες σε θερµοκρασία δωµατίου. Η 

ανίχνευση των πρωτεϊνών γίνεται χρησιµοποιώντας το σύστηµα ενισχυµένου 

χηµειοφωσφορισµού (ECL Western blotting kit) και εκθέτοντας τις µεµβράνες 

νιτροκυτταρίνης σε Fuji medical X-Ray film (Super RX) για διάφορα χρονικά 

διαστήµατα.  

 Οι µεµβράνες µπορούν να επαναχρησιµοποιηθούν για εκ νέου ανίχνευση 

διαφορετικού επίτοπου, αφού υποβληθούν σε διαδικασία stripping, µε χρήση 

κατάλληλου διαλύµατος (Stripping buffer: 100 mM2-mercaptoethanol, 2% SDS, 62.5 

mM Tris-HCl pH 6.7) και επώαση στους 500C για 30 λεπτά, µε παροδική ανάδευση. 

Ακολουθούν εκπλύσεις και επωάσεις των µεµβρανών, όπως περιγράφεται παραπάνω. 

 

Μέθοδος αποµόνωσης mRNA 

 Κύτταρα HepG2 ή ΗΕΚ293Τ απλώνονται σε πιάτα p-60s. Μετά το πέρας της 

πειραµατικής διαδικασίας (επιµόλυνση ή επώαση µε κάποιο παράγοντα), ακολουθεί 

έκπλυση µε παγωµένο PBS διάλυµα, αναρρόφηση και προσθήκη 1ml Trizol. Μετά την 

οµογενοποίηση των κυττάρων, το εκχύλισµα συγκεντρώνεται σε epp των 2ml. Στη 

συνέχεια προθέτουµε 200µl χλωροφόρµιο (CHCl3) και αναδεύουµε ισχυρά (vortex) για 

10sec. Το µείγµα αφήνεται για 3 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου (RT). Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 12.000rpm, για 15min, στους 40C. Μετά τη φυγοκέντρηση 

σχηµατίζονται δύο φάσεις, η ανόργανη (πάνω φάση) και η οργανική (κάτω φάση). 

Μεταφέρουµε την ανόργανη φάση (~500µl) σε ένα 1,5ml epp και προσθέτουµε 500µl 

ισοπροπανόλης. Αναδεύουµε ελαφρά και αφήνουµε για 10 λεπτά σε RT. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 12.000rpm, για 15min, στους 40C. Αφαιρούµε το υπερκείµενο και 

ξεπλένουµε µε 1ml 75% αιθανόλη  (ΕtOH). Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12.000rpm, 

για 15min, στους 40C. Αφαιρούµε την ΕtOH και στεγνώνουµε το ίζηµα του RNA. 

Επαναδιαλύουµε  το RNA σε 50µl ddH2O. Ακολουθεί ποσοτικοποίηση του RNA µε τη 
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φωτοµέτρησή του στα 260nm. Κατα τη διαδικασία που περιγράφηκε θα πρέπει να 

τηρούνται στείρες συνθήκες. 

 

 

RT-PCR (reverse transcriptase-PCR) και δηµιουργία cDNA  

 Μετά την αποµόνωση και τον καθαρισµό του mRNA, ακολουθεί το η αντίδραση 

για το RT-PCR. 

RNA (200µg/µl)                    -> 5µl 

Random Primers (100ng/µl) -> 3µl 

dNTPs (2µΜ)                        -> 5µl 

ddH2O                                   -> 21µl 

5 λεπτά στους 650C. Άµεση τοποθέτηση στο πάγο. Στη συνέχεια προσθέτουµε: 

5x First Strand Buffer            ->10µl 

0,1M DTT                              -> 5µl 

2 λεπτά στους 250C. Στη συνέχεια προσθέτουµε το ένζυµο: 

Super Script II RT                  -> 1µl 

 

Το πρόγραµµα που ακολουθείτε στη συνέχεια είναι 

10min στους 250C 

50min στους 420C 

15min στους 700C 

 

Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την ανίχνευση του mRNA τον διαφόρων 

γονιδίων που εξετάσαµε παρουσιάζονται στον πίνακα 1: 

 

 Primers Size of product 

BCAR3 5’primer: 

ggatccacatcttctggacccaactg 

 

450bp 

 3’ primer: 
ggttgattttgaagtgctgacgaggtt 
 

 

 

 

50µl 
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Πίνακας 1: Τα ζευγάρια των εκκινητών που κατασκευάστηκαν για την αντιδράσεις RT-PCR και  

την ανίχνευση της έκφρασης του γονιδίου BCAR3. 

 

 

Αποµόνωση πρωτεϊνών µε τη χρήση του Trizol 

 Κατά την αποµόνωση mRNA και µετά την αποµάκρυνση της ανόργανης φάσης, 

µπορούµε να κρατήσουµε την οργανική φάση για να αποµονώσουµε πρωτεΐνες. Η 

διαδικασία πραγµατοποιείται βάση του πρωτοκόλλου που προτείνει το εγχειρίδιο του 

αντιδραστηρίου του Trizol. 

 

Παραγωγή ανασυνδυασµένων αδενοικών πλασµιδίων σε κύτταρα E.coli 

Για την παραγωγή των αδενοικών πλασµιδίων η διαδικασία που ακολουθήθηκε ήταν η 

ακόλουθη: 1) Ένθεση του κάθε γονιδίου στο φορέα pAdTrack-CMV, 2) Έλεγχος της 

έκφρασης του κάθε γονιδίου µε κυτταρική επιµόλυνση και Western blotting, 3) 

Ευθυγράµµιση του pAdTrack-CMV-γονίδιο µε PmeI, 4) Μετασχηµατισµός βακτηριακών 

κυττάρων BJ που φέρουν το φορέα pAdEasy µε το pAdTrack-CMV-γονίδιο, ώστε να 

επιτευχθεί οµόλογος ανασυνδυασµός των δύο πλασµιδίων, 5) Οι θετικοί κλώνοι (pAd-

γονίδιο) έχουν αντίσταση στην καναµυκίνη και ανιχνεύονται µε πέψη µε PacI. Μετά την 

πέψη προκύπτει χαρακτηριστική ζώνη 3kb ή 4.5kb, 6) Ευθυγράµµιση του pAd-γονίδιο 

µε PacI, 7) Επιµόλυνση κυττάρων ΗΕΚ293Τ ή 911, 8) Συλλογή του ιικού διαλύµατος. 

(Εικόνα 15).  
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Εικόνα 15 : Σχηµατική αναπαράσταση του AdEasy συστήµατος. (Ηe at al., 1997).  
 
 
Παραγωγή και καλλιέργεια αδενοιών σε κύτταρα θηλαστικών 

Περίπου 1.5x106 κύτταρα (ΗΕΚ293 ή 911) τοποθετούνται 24 ώρες πριν την επιµόλυνση 

σε τρυβλίο p-100 ή φλάσκα των 25cm2. Για κάθε επιµόλυνση χρειάζονται 4µg από τον 

ανασυνδυασµένο αδενοιικό φορέα (κοµµένο µε PacI και καθαρισµένο). Το µείγµα της 

επιµόλυνσης περιέχει 4µg από τον ανασυνδυασµένο αδενοιικό φορέα και 20µl 

λιποφεκταµίνης (Life technologies), σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της εταιρείας. Μετά 

την επώαση του µείγµατος  για 15-20min σε θερµοκρασία δωµατίου, το µείγµα 

επιµόλυνσης προστίθεται στα κύτταρα. Τα κύτταρα επωάζονται στους 370C και την 

επόµενη µέρα ελέγχονται σε ανάστροφο µικροσκόπιο για έκφραση GFP πρωτείνης. Τα 

κύτταρα µαζεύονται µετά από 7-10 µέρες όποτε και θα έχοπθν λυθεί πλήρως. Τα λυµένα 
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κύτταρα φυγοκεντρούνται στις 30.000rpm, για 10min, στους 40C. Το υπερκείµενο 

συλλέγεται και υφίσταται τρείς κύκλους παγώµατος-ξεπαγώµατος (freeze-and-thaw). 

Κατά τη διαδικασία αυτή, παγώνουµε το υπεκείµενο στους -800C και στη συνέχεια το 

ξεπαγώνουµε γρήγορα τοποθετώντας το σε υδατόλουτρο των 370C. Στη συνέχεια, µε 1ml 

από το ιικό υπερκείµενο µολύνουµε φλάσκα των 175cm2. Η αποτελεσµατικότητα αυτών 

των µολύνσεων µπορεί κάθε φορά εύκολα να ελεγχθεί µε τη χρήση του ανάστροφου 

µικροσκοπίου και έλεγχο για έκφραση GFP πρωτείνης. ∆ύο ηµέρες µετά και αφού τα 

κύτταρα στη φλάσκα θα έχουν λυθεί πλήρως, µαζεύονται µε το τρόπο που περιγράφηκε 

παραπάνω. Στη συνέχεια, µολύνουµε 4 φλάσκες των175cm2 µε το ιικό υπερκείµενο. Στο 

σηµείο αυτό µαζεύουµε τα κύτταρα όταν δεν έχουν λυθεί πλήρως, αλλά έχει αλλάξει η 

µορφολογία τους λόγω της µόλυνσης. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 16.000-18.000rpm, 

για 10min, στους 40C. Κρατούµε το ίζηµα από την κάθε φλάσκα (που περιέχει τα 

κύτταρα µε το ιό) και επαναδιαλύουµε σε τελικό όγκο 1ml DMEM 2%HS  (DMEM High 

Glucose, 2% Horse Serum, 1% Penicillin /Streptomycin). Ακολουθούν τρεις κύκλοι 

παγώµατος-ξεπαγώµατος και φυγοκέντρηση στις 30.000rpm, για 10min, στους 40C. 

Κρατούµε το ιικό υπερκείµενο και το µοιράζουµε σε aliquots, τα οποία φυλάσσουµε 

στους -800C.  

 

      

Μέτρηση σχηµατισµού ιικών πλακών (plaque assay) 

Η τεχνική αυτή χρησιµοποιείται για τη µέτρηση του ιικού τίτλου και βασίζεται στη 

µέτρηση της ικανότητας ενός µολυσµατικού ιού να σχηµατίζει µια πλάκα σε κορεσµένη 

µονοστιβάδα καλλιέργεια κυττάρων. Η πλάκα είναι το αποτέλεσµα της µόλυνσης ενός 

κυττάρου από ένα ιικό µόριο και στη συνέχεια πολλαπλασιασµού του ιού αυτού µε 

τελική θανάτου του κυττάρου. Η µέτρηση της ικανότητας του ιού να µολύνει µετριέται 

σε pfu (plaque- forming unit, ο αριθµός των πλακών που σχηµατίζονται από 1 µονάδα 

ιού).  

Για κάθε ιό που θέλουµε να τιτλοδοτήσουµε, βάζουµε ένα 6-well µε κύτταρα ΗΕΚ293Τ 

ή ΗΕΚ911, µία µέρα πριν την εφαρµογή της τεχνικής. Τοποθετούµε συνήθως 7x105 

κύτταρα ανά well. Την επόµενη µέρα, ετοιµάζουµε διάλυµα αγαρόζης και το 

τοποθετούµε σε υδατόλουτρο των 550C. Ετοιµάζουµε 10ml µείγµατος θρεπτικού 
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(medium mix) για κάθε ιό που θέλουµε να τιτλοδοτήσουµε και το τοποθετούµε σε 

υδατόλουτρο των 550C. Στη συνέχεια, ετοιµάζουµε τις ιικές αραιώσεις σε θρεπτικό µέσο 

DMEM 2% HS. Κάνουµε πέντε αραιώσεις: 1η αραίωση: τοποθετούµε 50µl ιού σε 950µl 

θρεπτικού µέσου και αναµιγνύουµε, 2η αραίωση: τοποθετούµε 10µl από την1η αραίωση  

σε 990µl θρεπτικού µέσου και αναµιγνύουµε, 3η αραίωση: τοποθετούµε 10µl από την2η 

αραίωση  σε 990µl θρεπτικού µέσου και αναµιγνύουµε, 4η αραίωση: τοποθετούµε 300µl 

από την3η αραίωση  σε 2700µl θρεπτικού µέσου και αναµιγνύουµε, 5η αραίωση: 

τοποθετούµε 300µl από την 4η αραίωση  σε 2700µl θρεπτικού µέσου και αναµιγνύουµε. 

Για το πείραµα θα χρησιµοποίησουµε µόνο τις δύο τελευταίες αραιώσεις. Για κάθε 

αραίωση θα χρησιµοποιήσουµε 2 wells (2 wells για την 4η και 2 wells για την 5η 

αραίωση).    Αφαιρούµε το θρεπτικό από το 6-well και τοποθετούµε 1ml ανά well από 

την 4η και 5η αραίωση. Χρησιµοποιούµε 2 wells ως τυφλό (blank) τοποθετώντας από1ml 

θρεπτικού DMEM 2% HS.  Επωάζουµε τα κύτταρα για 15min στους 370C. Στο µεταξύ, 

αναµιγνύουµε 10ml από το µείγµα θρεπτικού και 10ml από το διάλυµα αγαρόζης και 

τοποθετούµε πάλι (µείγµα αγαρόζης-θρεπτικού) στους 550C. Μετά το πέρας των 15min, 

αφαιρούµε τις αραιώσεις και το θρεπτικό (blank) και τοποθετούµε 3ml ανά well  από το 

µείγµα αγαρόζης-θρεπτικού. Τα κύτταρα επωάζονται στους 370C, σε συνθήκες 5% CO2. 

Μετά από 8-10 µέρες, είναι δυνατή η παρατήρηση και µέτρηση των πλακών στο 

ανάστροφο µικροσκόπιο. 

O τίτλος του ιού σε pfu/ml= πλάκες που µετρήθηκαν x 106/50 (50µl ήταν η αρχική 

ποσότητα ιού που χρησιµοποιήσαµε για τις αραιώσεις. 

∆ιαλύµατα 

• 10ml µείγµα θρεπτικού (medium mix): 250µl MgCl2, 400µl HS, 9.35ml 

2xMEM. 

• 1.5% διάλυµα αγαρόζης: για 100ml,προσθέτουµε σε 96ml H2O, 1.5g αγαρόζης, 

4ml Hepes 1M pH 7.4. Αποστειρώνουµε το διάλυµα και το διατηρούµε στους 

40C. 
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Μέθοδος µέτρησης σχηµατισµού φθορίζοντων ιικών στιγµάτων (fluorescence 

forming assay)  

Η τεχνική αυτή χρησιµοποιείται για την τιτλοδότηση ενός ιού. Έχει την ίδια χρήση µε 

την παραπάνω τεχνική (plaque assay), είναι όµως πιο σύντοµη και µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί και για ιούς που δεν εκφράζουν την GFP πρωτείνη.  Στη τεχνική αυτή δε 

µετρούµε πλάκες αλλά στίγµατα (spots) που έχει σχηµατίσει ο ιός. Η µέτρηση της 

ικανότητας του ιού να µολύνει µετριέται σε ffu (fluorescent- forming unit, ο αριθµός των 

φθορίζοντων στιγµάτων που σχηµατίζονται από 1 µονάδα ιού).  

Η τεχνική έχει διάρκεια 4 µέρες και µπορούµε να µετρήσουµε τα φθορίζοντα 

στίγµατα και κατά συνέπεια, τον τίτλο του ιού, την 4η µέρα. Πρώτη µέρα: Για κάθε ιό 

που θέλουµε να τιτλοδοτήσουµε, χρησιµοποιούµε τρία ειδικά  τρυβλία p-60. 

Καλύπτουµε το κάθε τρυβλίο µε 1ml (25µg/ml) κολλαγόνου και αφήνουµε τα τρυβλία 

στην απαγωγό για 30min. Στη συνέχεια, αποµακρύνουµε το κολλαγόνο και το 

φυλλάσουµε στους 40C. Αφήνουµε τα τρυβλία ανοιχτά στη απαγωγό για 1h. Λίγο πρίν το 

πέρας της µιας ώρας, φτιάχνουµε διάλυµα από ΗΕΚ911 κύτταρα σε θρεπτικό µέσο 

DMEM 10% FBS [50ml=44ml DMEM (4500 Glucose), 1ml Penicillin /Streptomycin, 

5ml FBS]. Μια κορεσµένη φλάσκα των 75cm2 είναι αρκετή για 10 τρυβλία. Με το πέρας 

της µιας ώρας, µεταφέρουµε 1ml από το διάλυµα κυττάρων και 1ml  θρεπτικού µέσου 

DMEM 10% FBS ανά τρυβλίο. Τα κύτταρα επωάζονται στους 370C και συνθήκες 5% 

CO2.  ∆εύτερη µέρα: Ετοιµάζουµε ιικές αραιώσεις σε θρεπτικό µέσο DMEM 10% FBS. 

Φτιάχνουµε αραιώσεις 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6 και θα χρησιµοποιήσουµε τις τρεις 

τελευταίες. Αραίωση 10-2 : τοποθετούµε 10µl ιού σε 990µl θρεπτικού µέσου και 

αναµιγνύουµε, αραίωση10-3 : τοποθετούµε 120µl από την αραίωση10-2 σε 1080µl 

θρεπτικού µέσου και αναµιγνύουµε, αραίωση10-4 : τοποθετούµε 120µl από την 

αραίωση10-3 σε 1080µl θρεπτικού µέσου και αναµιγνύουµε, αραίωση10-5 : τοποθετούµε 

120µl από την αραίωση10-4 σε 1080µl θρεπτικού µέσου και αναµιγνύουµε, αραίωση10-6 : 

τοποθετούµε 120µl από την αραίωση10-5 σε 1080µl θρεπτικού µέσου και αναµιγνύουµε. 

Στη συνέχεια, αφαιρούµε το θρεπτικό µέσο από τα τρυβλία p-60 και προσθέτουµε 1ml σε 

κάθε τρυβλίο από την κάθε αραίωση 10-4, 10-5, 10-6. Επωάζουµε τα κύτταρα στους 370C 

και συνθήκες 5% CO2 για 2h. Μετά το πέρας των δύο ωρών, αφαιρούµε το ιικό διάλυµα 

από κάθε τρυβλίο και ξεπλένουµε µε 1ml θρεπτικού µέσου. Τέλος, προσθέτουµε 2ml 
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θρεπτικού µέσου ανά τρυβλίο. Τα κύτταρα επωάζωνται για 48h στους 370C, σε συνθήκες 

5% CO2.  Τέταρτη µέρα:  Αποµακρύνουµε το θρεπτικό από τα τρυβλία. Ξεπλένουµε µε 

1ml 1x PBS και αφήνουµε τα τρυβλία ανοιχτά στην απαγωγό για 15-25mins. Στη 

συνέχεια, προσθέτουµε 1ml 4% Paraformaldehyde (PFA) ανά τρυβλίο και αφήνουµε 

στην απαγωγό για 2mins. Ξεπλένουµε µε 1ml 1x PBS. Στο σηµείο αυτό, εάν ο ιός που 

θέλουµε να τιτλοδοτήσουµε εκφράζει τη GFP πρωτείνη, µπορούµε να µετρήσουµε τις 

φθορίζοντες κηλίδες στον ανάστροφο µικρόσκοπιο και να υπολογίσουµε το  ffu του ιού. 

Σε αντίθετη περίπτωση συνεχίζουµε τη διαδικασία. Ξεπλένουµε µε 1ml 1x PBS Tween 

0.05%. Προσθέτουµε σε κάθε τρυβλίο 650µl από το αντίσωµα Adhexon5 antibody 

(mouse) και επωάζουµε για 1h σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια, ξεπλένουµε δύο 

φορές µε 1ml 1x PBS και µία φορά µε 1ml 1x PBS Tween 0.05%. Προσθέτουµε σε κάθε 

τρυβλίο 50µl από το anti-mouse FITC (1:50 αραίωση). Καλύπτουµε τα τρυβλία µε 

αλουµινόχαρτο και επωάζουµε για 1h σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά το πέρας της 

µιας ώρας, ξελπένουµε δύο φορές µε 1ml 1x PBS και αφήνουµε το PBS στα τρυβλία. 

Μετρούµε τις φθορίζουσες κηλίδες στο ανάστροφο µικροσκόπιο.    

O τίτλος του ιού σε ffu/ml= φθορίζοντες κηλίδες που µετρήθηκαν x 200 (εµβαδόν του 

κάθε τετραγώνου είναι 0.04cm2 και το εµβαδόν του τρυβλίου είναι 8cm2) x 106 

 

∆ιαλύµατα 

• Κολλαγόνο: αραίωση, από αρχικό stock 2mg/ml, 25µg/ml σε οξικό οξύ 

(αραιωµένο σε WFI)  

 

 

Πλασµιδιακές κατασκευές 
 

pAdTrackCMV-P229ΑSmad3-6myc 

Για τη κατασκευή του ανασυνδυασµένου αδενοιικού φορέα χρειάστηκε να πάρουµε το 

ένθεµα P229ΑSmad3-6myc από το φορέα pCDNAIII (Μάνος Σιδεράκης). Το ένθεµα 

αποµονώθηκε µετά τη πέψη του φορέα pCDNAIII µε τα περιοριστικά ένζυµα KpnI και 

NotI. Με τα ίδια ένζυµα πραγµατοποιήσαµε και τις διαδοχικές πέψεις για τον φορέα 

pAdTrackCMV. Ακολούθησε αντίδραση ligation µεταξύ ενθέµατος-φορέα, επιλογή των 
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θετικών αποικιών βάσει του πρωτοκόλλου που έχουµε περιγράψει παράπανω και 

συνέχεια της διαδικασίας «Παραγωγή ανασυνδυασµένων αδενοικών πλασµιδίων σε 

κύτταρα E.coli» (ευθυγράµµιση του θετικού κλώνου µε το ένζυµο PmeI, 

µετασχηµατισµός σε κύτταρα BJ, επιλογή των θετικών κλώνων µετά από πέψη µε το 

ένζυµο PacI, ευθυγράµµιση µε το ένζυµο PacI). 

 

 

pAdTrackCMV-Q222ΑSmad3-6myc 

Για τη κατασκευή του ανασυνδυασµένου αδενοιικού φορέα χρειάστηκε να πάρουµε το 

ένθεµα Q229ΑSmad3-6myc από το φορέα pCDNAIII (Μάνος Σιδεράκης). Το ένθεµα 

αποµονώθηκε µετά τη πέψη του φορέα pCDNAIII µε τα περιοριστικά ένζυµα KpnI και 

NotI. Με τα ίδια ένζυµα πραγµατοποιήσαµε και τις διαδοχικές πέψεις για τον φορέα 

pAdTrackCMV. Ακολούθησε αντίδραση ligation µεταξύ ενθέµατος-φορέα, επιλογή των 

θετικών αποικιών σύµφωνα µε την παραπάνω διαδικασία. 

 

 

pAdTrackCMV-Smad3-6myc 

Για τη κατασκευή του ανασυνδυασµένου αδενοιικού φορέα χρειάστηκε να πάρουµε το 

ένθεµα Smad3-6myc από το φορέα pDEF3. Το ένθεµα αποµονώθηκε µετά τη πέψη του 

φορέα pDEF3 µε τα περιοριστικά ένζυµα KpnI και SlaI. Με τα ίδια ένζυµα 

πραγµατοποιήσαµε και τις διαδοχικές πέψεις για τον φορέα pAdTrackCMV. 

Ακολούθησε αντίδραση ligation µεταξύ ενθέµατος-φορέα, επιλογή των θετικών 

αποικιών σύµφωνα µε την παραπάνω διαδικασία. 

 

 

pAdTrackCMV-bioSmad3 

Για τη κατασκευή του ανασυνδυασµένου αδενοιικού φορέα χρειάστηκε να πάρουµε το 

ένθεµα bioSmad3 από το φορέα pCDNAIII. Το ένθεµα αποµονώθηκε µετά τη πέψη του 

φορέα pCDNAIII µε τα περιοριστικά ένζυµα KpnI και NotI. Με τα ίδια ένζυµα 

πραγµατοποιήσαµε και τις διαδοχικές πέψεις για τον φορέα pAdTrackCMV. 
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Ακολούθησε αντίδραση ligation µεταξύ ενθέµατος-φορέα, επιλογή των θετικών 

αποικιών σύµφωνα µε την παραπάνω διαδικασία. 

 

 

pAdTrackCMV-BirA 

Tο ένθεµα της κατασκευής αυτής είχε ήδη αποµονωθεί από γενωµικό DNA και έτσι, 

εµείς πραγµατοποιήσαµε διαδοχικές πέψεις µε τα ένζυµα KpnI και NotI. Με τα ίδια 

ένζυµα πραγµατοποιήσαµε και τις διαδοχικές πέψεις για τον φορέα pAdTrackCMV. 

Ακολούθησε αντίδραση ligation µεταξύ ενθέµατος-φορέα, επιλογή των θετικών 

αποικιών σύµφωνα µε την παραπάνω διαδικασία. 

 

 

pAdTrackCMV-GFP 

O φορέας αυτός δεν κατασκευάστηκε από εµάς από την αρχή. Μας δόθηκε στο στάδιο 

(2) της διαδικασίας «Παραγωγή ανασυνδυασµένων αδενοικών πλασµιδίων σε κύτταρα 

E.coli», και εποµένως χρειάστηκε να κάνουµε ευθυγράµµιση του αδενοϊκού φορέα µε το 

ένζυµο PmeI, να τον µετασχηµατίσουµε σε κύτταρα BJ, να επιλέξουµε τους θετικούς 

κλώνους µετά από πέψη µε το ένζυµο PacI, και τέλος να ευθυγραµµίσουµε το φορέα µε 

το ένζυµο PacI.  

 

 

 

pGL3basic-BCAR3 (-1100/-29)-luc 

Για τη κατασκευή του πλασµιδίου αναφοράς που φέρει µέρος της περιοχή του υποκινητή 

του ανθρώπινου γονιδίου του BCAR3 χρησιµοποιηθήκαν οι εκκινητές που φαίνονται 

παρακάτω 

  

                     5' primer: CGGGGTACCcctgaccaaaatggtgaacccgtct 
 

                  HindIII   -29 
  
                3' primer:CCCAAGCTTggagctggggacgctcatggt 
 

KpnI      -1100 
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Με τη χρήση γενοµικού DNA από κύτταρα HepG2, που χρησιµοποιήθηκε ως µήτρα, 

πραγµατοποιήθηκε αντίδραση PCR και το προϊόν αποµονώθηκε βάσει των πρωτοκόλλων 

που περιγράφηκαν προηγουµένως. Ακολούθησαν οι πέψεις του προϊόντος, αλλά και του 

φορέα pGL3-basic µε τα κατάλληλα περιοριστικά ένζυµα. (KpnI και HindIII). 

Πραγµατοποιήθηκε αντίδραση ligation µεταξύ ενθέµατος και φορέα. Οι θετικές 

κατασκευές επιλέχτηκαν βάση µίας διαγνωστικής πέψης µε KpnI και HindIII. 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

Ερευνητικός στόχος 1: Μελέτη της σηµασίας των µεταλλαγµένων µορφών (P229A, 

Q222A) στην περιοχή του linker της Smad3 πρωτείνης in vivo µέσω χρήσης 

ανασυνδυασµένων αδενοϊών.  

 

Μέρος 1ο: Παραγωγή, τιτλοδότηση και έλεγχος έκφρασης των ανασυνδυασµένων 

ιών AdSmad3(P229A)-6myc, AdSmad3(Q222A)-6myc, AdSmad3-6myc, 

AdbioSmad3, AdGFP, AdALK5 και AdlacZ 

 
Οι ανασυνδυασµένοι αδενοϊοί AdSmad3(P229A)-6myc και AdSmad3(Q222A)-

6myc παρήχθησαν όπως περιγράφεται στην ενότητα: «Παραγωγή και καλλιέργεια 

αδενοιών σε κύτταρα θηλαστικών». Και οι δύο ιοί εκφράζουν την πρωτείνη GFP και 

έτσι, η τιτλοδότησή τους έγινε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο «Μέτρηση σχηµατισµού 

ιικών πλακών (plaque assay)».  Ο τίτλος του ιού AdSmad3(Ρ229Α)-6myc σε pfu (plaque 

forming units)/ml ήταν 105. Ο τίτλος του ιού AdSmad3(Q222A)-6myc σε pfu/ml ήταν 

1.2*105. Τα πειράµατα που διεξάγαµε έγιναν κατά κύριο λόγο σε κερατινοκύτταρα 

HaCaT. Είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία ότι τα κύτταρα HaCaT µολύνονται από 

αδενοιούς µε MOI (Multiplicity Of Infection, ο λόγος του ιού προς το στόχο της 

µόλυνσης, το κύτταρο) 50-200. Γνωρίζοντας τον τίτλο του κάθε ιού και το ΜΟΙ, 

ήµασταν σε θέση να υπολογίσουµε πόση ποσότητα από κάθε ιό θα χρησιµοποίησουµε σε 

κάθε πείραµα, κάνοντας χρήση του τύπου: 

 

Για ΜΟΙ=100 -> 100(ΜΟΙ)*300000 (αριθµός κυττάρων που θα µολύνουµε)/ 

pfu/ml=ποσότητα που θα χρησιµοποίησουµε από κάθε ιό σε ml.  

 

Για να επιβεβαιώσουµε την έκφραση της κάθε πρωτείνης από τους αντίστοιχους 

ανασυνδυασµένους αδενοϊούς, πραγµατοποιήσαµε πειράµατα ανοσοαποτύπωσης κατά 

Western (Western blot), κάνοντας χρήση µονοκλωνικού αντισώµατος που αναγνωρίζει 

τον επίτοπο 6myc µε τον οποίο είναι σηµασµένες όλες οι Smad πρωτεϊνες στο Ν-
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τερµατικό τους άκρο . Όπως φαίνεται στην Εικόνα 16, η πρωτείνη Smad3(P229Α)-6myc 

εκφράζεται σε ικανοποιητικά επίπεδα όταν κύτταρα HaCaT µολύνθηκαν µε τον 

αντίστοιχο αδενοϊό µε ΜΟΙ=50 και ΜΟΙ=100. Εποµένως, για τα πειράµατά µας, 

επιλέξαµε να µολύνουµε κύτταρα HaCaT µε τον ιό AdSmad3(P229A)-6myc  µε 

ΜΟΙ=50.       

 

 

 

                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 16: Ανάλυση της έκφρασης της πρωτείνης Smad3(P229A)-6myc µε ανοσοαποτύπωση 

κατά Western χρησιµοποιώντας µονοκλωνικό αντίσωµα α-myc. Κύτταρα HaCaT µολύνθηκαν µε 

τον ιό AdSmad3(P229A)-6myc µε ΜΟΙ=50 (1) και ΜΟΙ=100 (2). Η θέση της πρωτείνης 

Smad3(P229A)-6myc δείχνεται µε το βέλος. 

 

Οπως έχει περιγραφή στην ενότητα «Υλικά και Μέθοδοι», όλοι οι 

ανασυνδυασµένοι αδενοϊοί που δηµιουργούνται µε το σύστηµα AdEasy φέρουν στο 

γονιδίωµά τους και το γονίδιο GFP (Εικόνα 15). Η έκφραση της πρωτεϊνης GFP από τον 

ιό βοηθά στην επιβεβαίωση της µόλυνσης των κυττάρων χρησιµοποιώντας µικροσκοπία 

φθορισµού.  Ελέγξαµε την έκφραση της πρωτείνης GFP που παράγεται από τον αδενοϊό 

AdSmad3(P229A)-6myc, χρησιµοποιώντας αντίσωµα α-GFP. Όπως φαίνεται στην 
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Εικόνα 17, η πρωτείνη GFP εκφράζεται εξίσου καλά σε κύτταρα HaCaT τα οποία είχαν 

µολυνθεί τόσο µε  ΜΟΙ=50 όσο και µε ΜΟΙ=100 από τον αδενοϊό AdSmad3(P229A)- 

6myc. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 17: Ανάλυση της έκφρασης της GFP σε κύτταρα HaCaT που µολύνθηκαν µε τον 

αδενοϊό  AdSmad3(P229A)- 6myc µε το πρωτόκολλο Western και χρησιµοποιώντας α-GFP. Η  

πρωτείνη GFP εκφράζεται στα κύτταρα και όπως φαίνεται, δεν υπάρχει διαφορά στην έκφραση 

ανάµεσα στις δύο διαφορετικές ποσότητες του ιού, µε ΜΟΙ=50 (2) και ΜΟΙ=100 (1). Με βέλος 

δείχνεται η θέση της πρωτείνης GFP. 

 

Η ίδια διαδικασία έγινε και για τον ιό AdSmad3(Q222A)-6myc όπου µελετήθηκε 

η έκφραση τόσο της πρωτείνης Smad3(Q222A) (Εικόνα 18) όσο και της GFP (Εικόνα 

19).     

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 18: Ανάλυση της έκφρασης της πρωτείνης Smad3(Q222A)-6myc  µε το πρωτόκολλο 

Western και χρησιµοποιώντας µονοκλωνικό αντίσωµα α-myc. Κύτταρα HaCaT µολύνθηκαν µε 

τον ιό AdSmad3(Q229A)-6myc µε ΜΟΙ=50 (1) και ΜΟΙ=100 (2). Ο ιός εκφράζεται στα κύτταρα 

σε διαφορετικά επίπεδα στις δύο συγκεντρώσεις. Το βέλος δείχνει την θέση της πρωτεϊνης 

Smad3(Q222A)-6myc. 
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Εικόνα 19: Ανάλυση της έκφρασης της GFP σε κύτταρα HaCaT που µολύνθηκαν µε τον ιό 

AdSmad3(Q222A)-6myc µε το πρωτόκολλο Western και χρησιµοποιώντας αντίσωµα α-GFP.  

Η µόλυνση έγινε µε ΜΟΙ=50 (1) και ΜΟΙ=100 (2). Το βέλος δείχνει την θέση της πρωτεϊνης 

GFP. 

 

Στα πειράµατα που θα περιγραφούν παρακάτω, ως αγρίου τύπο Smad3 

χρησιµοποιήσαµε µια Smad3 πρωτεϊνη η οποία ήταν σηµασµένη µε τον επίτοπο Bio. O 

αδενοϊός AdbioSmad3(wt) δηµιουργήθηκε σύµφωνα µε τη διαδικασία «Παραγωγή και 

καλλιέργεια αδενοιών σε κύτταρα θηλαστικών». Ο τίτλος του ιού AdbioSmad3 σε pfu/ml 

ήταν 1.1*105 και υπολογίστηκε σύµφωνα µε τη διαδικασία «Μέτρηση σχηµατισµού 

ιικών πλακών (plaque assay)». Πειράµατα που θα περιγραφούν παρακάτω έδειξαν ότι η 

πρωτείνη AdbioSmad3 εκφράστηκε σε επαρκή ποσότητα. Αξίζει να σηµειωθεί ότι η 

µόλυνση κυττάρων HaCaT µε τον ιό AdbioSmad3(wt) έγινε µε ΜΟΙ=100.  

Το ίδιο επαρκώς εκφράζεται και η πρωτείνη GFP που εκφράζει ο ιός 

AdbioSmad3 (Εικόνα 20). Η πρωτείνη GFP εκφράζεται κανονικά όταν κύτταρα HaCaT 

µολυνθούν µε ΜΟΙ=100. Για τα πειράµατά µας, θα µολύνουµε κύτταρα HaCaT µε τον ιό 

AdbioSmad3 µε ΜΟΙ=100.   

 

 

Εικόνα 20: Ανάλυση της έκφρασης της GFP σε κύτταρα HaCaT που 

µολύνθηκαν µε τον αδενοϊό AdbioSmad3 µε το πρωτόκολλο Western 

και χρησιµοποιώντας αντίσωµα α-GFP. Η µόλυνση έγινε µε ΜΟΙ=100. 

Το βέλος δείχνει την θέση της πρωτεϊνης GFP. 
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Ως αδενοιό αρνητικού ελέγχου (negative control) στα πειράµατά µας 

χρησιµοποιήθηκε ο αδενοϊός AdGFP ο οποίος εκφράζει µόνο την πράσινη φθορίζουσα 

πρωτεϊνη. Όπως αναφέρθηκε και στην ενότητα «Υλικά και Μέθοδοι-Πλασµιδιακές 

κατασκευές», µεγαλώσαµε τον ιό AdGFP σε κύτταρα 911 και υπολογίσαµε τον τίτλο 

του. Η τιτλοδότησή του έγινε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο «Μέτρηση σχηµατισµού ιικών 

πλακών (plaque assay)» και µετρήθηκε ως 4.5*105 pfu/ml. Στη συνέχεια, για να δούµε 

την έκφραση της πρωτείνης GFP  σε διαφορετικά ΜΟΙ: 0, 7.5, 15, 32.5, 65 κάναµε 

ανοσοαποτύπωση κατά Western χρησιµοποιώντας το αντίσωµα α-GFP (Εικόνα 21 ). Για 

τα πειράµατα µας, επιλέξαµε να µολύνουµε κύτταρα µε τον ιό AdGFP µε ΜΟΙ=15. 

Επιλέξαµε µικρό ΜΟΙ για τον ιό αυτό, καθώς είναι αρκετά ισχυρότερος έναντι των 

υπόλοιπων ιών AdSmad3(Ρ222A)-6myc, AdSmad3(Q222A)-6myc, AdbioSmad3 και 

προκειµένου να έχουµε εξισορροπηµένες ποσότητες ιων για τα πειράµατά µας. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 21: Ανάλυση της έκφρασης της πρωτεϊνης GFP σε κύτταρα HaCaT που 

µολύνθηκαν µε τον ιό AdGFP µε το πρωτόκολλο Western και χρησιµοποιώντας αντίσωµα α-

GFP. Μολύναµε κύτταρα HaCaT µε τον αδενοϊό σε ΜΟΙ, 0 (1), 7.5 (2), 15 (3), 32.5 (4), 65 

(5). Το βέλος δείχνει την θέση της πρωτεϊνης GFP. 

 

Τα πειράµατα µελέτης της µεταγραφής των γονιδίων στόχων του µονοπατιού του 

ΤGF-β, που θα περιγραφούν και θα σχολιαστούν στη συνέχεια, περιέχουν δύο τρόπους 

ενεργοποίησης του µονοπατιού: είτε χορήγηση του αυξητικού παράγοντα ΤGF-β για 

διάφορες χρονικές περιόδους, είτε µόλυνση κυττάρων µε τον ιό AdALK5ca, ο οποίος 

εκφράζει την συστατικά ενεργή µορφή του υποδοχέα τύπου Ι του ΤGF-β. Εποµένως, για 
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τα πειράµατά µας κρίθηκε απαραίτητη η παραγωγή του αδενοϊού AdALK5ca. Ο ιός ήταν 

µια ευγενική δωρεά του ∆ρα Αριστείδη Μουστάκα (Ινστιτούτο Ludwig, Ουψάλα 

Σουηδίας) και παρήχθη σε κύτταρα 911 σύµφωνα µε τη διαδικασία «Παραγωγή και 

καλλιέργεια αδενοιών σε κύτταρα θηλαστικών». Η τιτλοδότησή του έγινε σύµφωνα µε 

τη διαδικασία «Μέθοδος µέτρησης σχηµατισµού φθορίζοντων ιικών στιγµάτων 

(fluorescence forming assay)», αφού δεν εκφράζει την πρωτείνη GFP,  και υπολογίστηκε 

σε 1.2*105 σε ffu/ml.   

Στη συνέχεια, έγινε έλεγχος της έκφρασης της πρωτείνης ΗΑ-ALK5ca (Εικόνα 

22), χρησιµοποιώντας αντίσωµα α-ΗΑ. Για τα πειράµατά µας, χρησιµοποιήσαµε τον ιό 

AdALK5ca µε MOI=60.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 22: Ανάλυση της έκφρασης της αδενοϊκής πρωτείνης HA-ALK5ca του ιού 

AdALK5ca  µε το πρωτόκολλο Western και χρησιµοποιώντας αντίσωµα α-ΗΑ. Μολύναµε 

κύτταρα HaCaT µε διαφορετικές ΜΟΙ: 0 (1), 60 (2). Το βέλος δείχνει την θέση της πρωτεϊνης 

HA-ALK5ca. 

 

Ο ιός AdlacZ παρήχθη για να χρησιµοποιηθεί ως ιός αρνητικού ελέγχου εκτός 

του ιού AdGFP. Ο ιός αυτός ήταν µια ευγενική δωρεά του ∆ρα Αριστείδη Μουστάκα. Ο 

ιός παρήχθη σε κύτταρα 911 σύµφωνα µε τη διαδικασία «Παραγωγή και καλλιέργεια 

αδενοιών σε κύτταρα θηλαστικών». Η τιτλοδότησή του έγινε σύµφωνα µε τη διαδικασία 

«Μέθοδος µέτρησης σχηµατισµού φθορίζοντων ιικών στιγµάτων (fluorescence forming 

assay)», αφού δεν εκφράζει την πρωτείνη GFP,  και υπολογίστηκε σε 106 σε pfu/ml.  Για 

τον έλεγχο της έκφρασης της πρωτείνης του, χρησιµοποιήσαµε αντίσωµα που 
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αναγνωρίζει την β γαλακτοσιδάση (a-lacZ). Η πρωτείνη εκφράζεται κανονικά σε 

κύτταρα HaCaT που µολύνθηκαν µε τον ιό AdlacZ  µε ΜΟΙ: 0, 80 και 160 (Εικόνα 23). 

Ο ιός AdlacZ δε χρησιµοποιήθηκε τελικά στα πειράµατά µας.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 23: Ανάλυση της έκφρασης της αδενοϊκής πρωτείνης lacZ  του ιού  AdlacZ µε το 

πρωτόκολλο Western και χρησιµοποιώντας αντίσωµα α-lacZ. Μολύναµε κύτταρα HaCaT µε 

διαφορετικά ΜΟΙ: 0 (1), 80 (2),  160 (3).  Το βέλος δείχνει την θέση της πρωτεϊνης lacZ. 
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Μέρος 2ο: Μελέτη της µεταγραφής γονιδίων-στόχων του µονοπατιού του ΤGF-β, 

PAI-1 και p21, υπό την επίδραση  των µεταλλαγµένων µορφών της Smad3 

πρωτείνης, AdSmad3(P229Α)-6myc και AdSmad3(Q222Α)-6myc. 

 

Στο δεύτερο µέρος αυτής της ενότητας, θα παρουσιάσουµε τα αποτελέσµατα των 

µολύνσεων κυττάρων HaCaT τους ιούς AdSmad3(P229A)-6myc (ΜΟΙ=50), 

AdSmad3(Q222A)-6myc (ΜΟΙ=100) και AdGFP (ΜΟΙ=15) (Εικόνες 24 και 25) που 

έγιναν µε σκοπό να µελετήσουµε  την µεταγραφή γονιδίων-στόχων του µονοπατιού του 

ΤGF-β, PAI-1 και p21, υπό την επίδραση  των µεταλλαγµένων µορφών της Smad3. O ιός 

AdGFP χρησιµοποιήθηκε ως ιός αρνητικού ελέγχου στα πειράµατα αυτά.  Η πειραµατική 

διαδικασία ήταν ως ακολούθως: Κύτταρα HaCaT µολύνθηκαν µε τους αδενοïούς και την 

επόµενη µέρα της µόλυνσης, αλλάξαµε το θρεπτικό των κυττάρων σε 0.2% FBS  και τα 

επωάσαµε για άλλες 24h σε 37οC υποβάλοντας µε τον τρόπο αυτό τα κύτταρα σε 

συνθήκη πείνας (starvation). Την επόµενη, µετά το πέρας των 24h, έγινε χορήγηση του 

αυξητικού παράγοντα του ΤGF-β για 1h και αποµονώθηκε mRNA κάνοντας χρηση του 

πρωτοκόλου Trizol. Στη συνέχεια, έγιναν αναλύσεις RT-PCRs και µετρήθηκαν οι 

διαφορές στη µεταγραφή των γονιδίων στόχων του µονοπατιού, απουσία και παρουσία 

ΤGF-β, όταν έχουµε τις µεταλλαγµένες µορφές της Smad3 πρωτείνης σε σύγκριση µε το 

αρνητικό control (Εικόνα 24, Εικόνα 25). Η κανονικοποίηση των αποτελεσµάτων έγινε 

µε βάση την ποσότητα cDNA του γονιδίου GAPDH (Glycerarldehyde-Phosphate 

Dehydrogonase), οποίο εκφράζεται συστατικά σε όλες τις συνθήκες που χρησιµοποιούµε 

(housekeeping gene).   

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 24, παρατηρήθηκε  ελαφρά µείωση της µεταγραφής 

του γονιδίου p21 όταν κύτταρα HaCaT µολύνθηκαν µε τους αδενοϊούς που εκφράζουν 

τις µεταλλαγµένες µορφές Smad3(P229A) και Smad3(Q222A). Η µειώση αυτή ήταν πιο 

εµφανής όταν είχαµε συνθήκη επαγωγής (προσθήκη ΤGF-β για 1h).  
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Εικόνα 24: Μέτρηση των σχετικών επιπέδων mRNA των  γονιδίου p21 σε κύτταρα HaCaT 

παρουσία των ιών AdGFP, AdSmad3(P229A)-6myc, AdSmad3(Q222A)-6myc απουσία και 

παρουσία του TGF-β. Η κανονικοποίηση των αποτελεσµάτων έγινε µε βάση την ποσότητα 

cDNA του γονιδίου GAPDH (αφυδρογονάση της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης), το οποίο 

εκφράζεται συστατικά. Τα δείγµατα στην RT-PCR (A) και στο γράφηµα (Β) παρουσιάζονται ως 

εξής: (1) AdGFP, (2) AdGFP +TGF-β 1h, (3) AdSmad3(P229A)-6myc, (4) AdSmad3(P229A)-

6myc +TGF-β 1h, (5) AdSmad3(Q222A)-myc, (6) AdSmad3(Q222A)-6myc +TGF-β 1h.  
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Στη συνέχεια µελετήσαµε την επίδραση των µεταλλαγµένων πρωτεινών 

Smad3(P229A) και Smad3(Q222A) στην έκφραση του γονιδίου ΡΑΙ-1. Όπως φαίνεται 

στην Εικόνα 25, παρατηρήθηκε ελαφρά µείωση της µεταγραφής του γονιδίου ΡΑΙ-1 όταν 

είχαµε τη µεταλλαγµένη µορφή της πρωτείνης Smad3, Smad3(Ρ229A) και καµία 

επίδραση όταν είχαµε τη µεταλλαγµένη µορφή Smad3(Q222A). Η αλλαγή ήταν πιο 

εµφανής όταν είχαµε συνθήκη επαγωγής (προσθήκη TGF-β για 1h). 
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Εικόνα 25: Μέτρηση των σχετικών επιπέδων mRNA των  γονιδίου PAI-1 σε κύτταρα HaCaT 

παρουσία των ιών  ΑdGFP, AdSmad3(P229A)-6myc, AdSmad3(Q222A)-6myc απουσία και 

παρουσία TGF-β.  Η κανονικοποίηση των αποτελεσµάτων έγινε µε βάση την ποσότητα cDNA 

του γονιδίου GAPDH (αφυδρογονάση της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης), το οποίο εκφράζεται 

συστατικά.  Τα δείγµατα στην RT-PCR (A) και στο γράφηµα (Β) παρουσιάζονται ως εξής: (1) 

AdGFP, (2) AdGFP +TGF-β 1h, (3) AdSmad3(P229A)-6myc, (4) AdSmad3(P229A)-6myc 

+TGF-β 1h, (5) AdSmad3(Q222A)-myc, (6) AdSmad3(Q222A)-6myc +TGF-β 1h.  
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Η επόµενη σειρά πειραµάτων (Εικόνες 26 και 27) έγινε παρουσία του ιού 

AdALK5ca ως ενεργοποιητή του σηµατοδοτικού µονοπατιού του ΤGF-β. Παρουσία του 

υποδοχέα ALK5ca το σύστηµα ενεργοποιείται σε υψηλά επίπεδα και έτσι, θέλαµε να 

δούµε εάν οι µεταλλαγµένες µορφές της πρωτείνης Smad3, και κυρίως η Smad3(P229A), 

είναι σε θέση να µειώσουν την ενεργοποίηση αυτή. Πρώτα, όµως κρίθηκε απαραίτητο να 

ελέγξουµε τον ιό AdALK5ca που έχουµε παραγάγει, βλέποντας εάν από µόνος του 

ενεργοποιεί µεταγραφικά το γονίδιο ΡΑΙ-1 (Εικόνα 26).  Η κανονικοποίηση των 

αποτελεσµάτων έγινε µε βάση την ποσότητα cDNA του γονιδίου GAPDH.  

Η µόλυνση κυττάρων HaCaT µε τον ιό AdALK5ca έγινε µε διαφορετικά ΜΟΙ: 

30, 45, 60.  Όπως φαίνεται στην Εικόνα 26, παρατηρήθηκε πολύ σηµαντική 

ενεργοποίηση της µεταγραφής του γονιδίου ΡΑΙ-1  µε προσθήκη του ιού AdALK5ca σε 

σχέση µε την κατάσταση αρνητικού ελέγχου (παρουσία του ιού AdALK5ca).  Η 

ενεργοποίηση αυτή είναι υψηλότερη όταν η µόλυνση έγινε µε ΜΟΙ=60. 
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Εικόνα 26: Μέτρηση των σχετικών επιπέδων mRNA του γονιδίου ΡΑΙ-1 σε κύτταρα HaCaT 

παρουσία του ιού AdALK5ca σε διάφορες συγκεντρώσεις. Η κανονικοποίηση των 

αποτελεσµάτων έγινε µε βάση την ποσότητα cDNA του γονιδίου GAPDH (αφυδρογονάση της 3-

φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης), το οποίο εκφράζεται συστατικά.  Τα δείγµατα  στην RT-PCR (Α) 

και στο γράφηµα (Β) παρουσιάζονται ως εξής: (1) απουσία AdALK5 (2) προσθήκη AdALK5 µε 

ΜΟΙ=30, (3) προσθήκη AdALK5 µε ΜΟΙ=45, (4) προσθήκη AdALK5 µε ΜΟΙ=60.  

 

Στη συνέχεια, πραγµατοποίηθηκε πείραµα µόλυνσης κυττάρων HaCaT µε τους 

ιούς AdGFP και AdSmad3(P229A)-6myc απουσία και παρουσία του ιού AdALK5ca για 

να διαπιστωθεί εάν η µεταλλαγµένη µορφή της πρωτείνης Smad3, Smad3(P229A) 

επηρεάζει τη µεταγραφή του γονιδίου ΡΑΙ-1. Τα κύτταρα µολύνθηκαν µε τον ιό AdGFP 

µε ΜΟΙ=15, µε τον ιό AdSmad3(P229A)-6myc µε ΜΟΙ=50 και µε τον ιό AdALK5ca µε 

ΜΟΙ=60. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 27, παρατηρήθηκε µείωση της µεταγραφής του 

γονιδίου ΡΑΙ-1 όταν είχαµε τη µεταλλαγµένη µορφή της πρωτείνης Smad3, 
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Smad3(Ρ229A) παρουσία αλλά και απουσία του ιού AdALK5ca. Η αλλαγή ήταν πολύ 

πιο εµφανής παρουσία του ιού AdALK5ca. 
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Εικόνα 27: Μέτρηση των σχετικών επιπέδων mRNA του  γονιδίου ΡΑΙ-1 σε κύτταρα HaCaT 

παρουσία των ιών  ΑdGFP, AdSmad3(P229A)-6myc απουσία και παρουσία του ιού AdALK5.  Η 

κανονικοποίηση των αποτελεσµάτων έγινε µε βάση την ποσότητα cDNA του γονιδίου GAPDH 

(αφυδρογονάση της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης), το οποίο εκφράζεται συστατικά.  Τα 

δείγµατα  στην RT-PCR (Α) και στο γράφηµα (Β) παρουσιάζονται ως εξής: : (1) AdGFP, (2) 

AdGFP + AdALK5 , (3) AdSmad3(P229A)-6myc, (4) AdSmad3(P229A)-6myc + AdALK5. 
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Ερευνητικός στόχος 2: Πείραµα in vivo βιοτινυλίωσης σε κύτταρα HaCaT µέσω 

χρήσης των ανασυνδυασµένων αδενοϊών AdbioSmad3 και AdBirA.  

 
Πρωτεΐνες που εκφράζονται σε σύντηξη µε τον επίτοπο bio βιοτινυλιώνονται in 

vivo από τη βακτηριακή λιγάση βιοτίνης BirA και µπορούν να αποµονωθούν µέσω 

σφαιριδίων στρεπταβιδίνης-αγαρόζης, τα οποία αναγνωρίζουν το βιοτινυλιωµένο επίτοπο 

(de Boer et al., 2003). Το σύστηµα αυτό είναι πολύ πιο ειδικό και ευαίσθητο από το 

ευρέως χρησιµοποιούµενο σύστηµα συνανοσοκατακρήµνισης (co-Immunoprecipitation), 

λόγω της εξαιρετικά υψηλής συνάφειας και ειδικότητας της αλληλεπίδρασης της 

βιοτίνης µε τη στρεπταβιδίνη. Η βασική αρχή αυτής της τεχνικής παρουσιάζεται 

σχηµατικά στην Εικόνα 28. Το πεπτίδιο bio αποτελείται από 23 αµινοξέα, βρίσκεται στο 

αµινοτελικό άκρο των Smads και µπορεί να βιοτινυλιωθεί στην κεντρική του λυσίνη, 

όταν στα κύτταρα εκφράζεται παράλληλα µε τη bio-Smad3, η βακτηριακή λιγάση BirA.  

 
Εικόνα 28: Το σύστηµα της in 

vivo βιοτινυλίωσης. Βασική αρχή 

του συστήµατος in vivo 

βιοτινυλίωσης, Στην συγκεκριµένη 

περίπτωση, η πρωτείνη bio-Smad3 

βιοτινυλιώνεται από την 

βακτηριακή λιγάση BirA και 

µπορεί κατόπιν να προσδεθεί σε 

αγαρόζη επικαλυµµένη µε 

στρεπταβιδίνη. Οποιαδήποτε 

πρωτεΐνη αλληλεπιδρά µε την 

Smad3 συν-κατακρηµνίζεται µε την 

αγαρόζη στρεπταβιδίνη στην οποία 

έχει προσδεθεί η bio-Smad3.  
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Σκοπός µας ήταν να δηµιουργήσουµε το σύστηµα αυτό κάνοντας χρήση 

ανασυνδυασµένων αδενοϊών. Οι εφαρµογές της κατασκευής αυτής θα είναι ιδιαίτερα 

σηµαντικές καθώς θα µπορούµε να εισάγουµε το σύστηµα αυτό σε πειραµατόζωα και 

εποµένως να βιοτινυλιώνουµε πρωτείνες in vivo. Για το σκοπό αυτό, ήταν απαραίτητο να 

κατασκευάσουµε, να καλλιεργήσουµε και να τιτλοδοτήσουµε τους ιούς AdbioSmad3 και 

AdBirA και στη συνέχεια να εφαρµόσουµε πείραµα βιοτινυλίωσης σε κύτταρα HaCaT.    

 

Παραγωγή και τιτλοδότηση των ανασυνδυασµένων ιών AdbioSmad3 και AdBirA  

 

Οι ανασυνδυασµένοι αδενοϊοί AdbioSmad3 και AdBirA παρήχθησαν σύµφωνα 

µε τη διαδικασία «Παραγωγή και καλλιέργεια αδενοιών σε κύτταρα θηλαστικών». Και οι 

δύο ιοί εκφράζουν την πρωτείνη GFP και έτσι, η τιτλοδότησή τους έγινε σύµφωνα µε το 

πρωτόκολλο «Μέτρηση σχηµατισµού ιικών πλακών (plaque assay)».  Ο τίτλος του ιού 

AdbioSmad3 σε pfu/ml ήταν 1.1*105. Ο τίτλος του ιού AdBirA σε pfu/ml ήταν 1.1*105. 

Το πείραµα διεξήχθη σε κύτταρα HaCaT µολύνοντάς τα µε ΜΟΙ=100 από τον κάθε ιό.  

 

Πείραµα βιοτινυλίωσης της πρωτείνης AdbioSmad3 σε κύτταρα HaCaT κάνοντας 

χρήση ανασυνδυασµένων αδενοϊών 

 

Η βιοτινυλίωση της AdbioSmad3 in vivo µπορεί εύκολα να διαπιστωθεί 

χρησιµοποιώντας στρεπταβιδίνη συζευγµένη µε HRP και ακολουθώντας το πρωτόκολλο 

Western. Στο ανοσοαποτύπωµα της Εικόνας 29, η πρωτεΐνη bioSmad3 γίνεται ορατή 

µόνο κατά την συνέκφραση της BirA, η οποία και την βιοτινυλιώνει (στήλη 2), ενώ δεν 

είναι ορατή κατά την απουσία του αδενοϊού που εκφράζει τη λιγάση. Η βιοτινυλιώµενη 

Smad3 (bio-Smad3) έχει µέγεθος περίπου 52.5kDa. 
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Εικόνα 29: Πείραµα βιοτινυλίωσης της αδενοϊκής πρωτείνης bioSmad3 κάνοντας χρήση 

ανασυνδυασµένων αδενοϊών σε κύτταρα HaCaT. Η µόλυνση των κυττάρων µε τους ιούς έγινε 

µε ΜΟΙ=100 και για τους δύο ιούς.  Η µόλυνση κυττάρων HaCaT µε τον ιό AdbioSmad3 

πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του ιού της λιγάσης AdBirA. Τα πρωτεϊνικά 

εκχυλίσµατα ελέγχθηκαν µε SDS/PAGE ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 10.5% 

και ακολούθησε µεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. Χρησιµοποιήθηκε 

HRP-συζευγµένη στρεπταβιδίνη (Strep-HRP) που προσδένεται στην bioSmad3. Τέλος, 

χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα ECL. Το βέλος δείχνει τη θέση της βιοτινυλιωµένης πρωτείνης 

bioSmad3.  

 

Συµπέρασµα: Επιτεύχθηκε πείραµα βιοτινυλίωσης σε κύτταρα HaCaT κάνοντας χρήση 

των ανασυνδυασµέων αδενοϊών AdbioSmad3 και AdBirA. Η παραγωγή των εργαλείων 

αυτών µπορεί να έχει πολύ σηµαντικές εφαρµογές καθώς ανοίγει το δρόµο για 

βιοτινυλίωση πρωτεινών σε ζώα.   
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Ερευνητικός στόχος 3: Μελέτη της ρύθµισης και λειτουργίας του ανθρώπινου 

γονιδίου BCAR3, ενός καινούριου γονιδίου-στόχου του µονοπατιού του ΤGF-β, 

καθώς και του ρόλου του στην ανάπτυξη και τον καρκίνο. 

 

Μέρος 1ο: Μελέτη της µεταγραφής του γονιδίου BCAR3 σε συνθήκη προσθήκης 

ΤGF-β, και σύγκριση µε τη συµπεριφορά του ΡΑΙ-1, ενός γνωστού γονιδίου-στόχου 

του µονοπατιού 

 
Οπως αναφέρθηκε στην Εισαγωγή, το γονίδιο BCAR3 βρέθηκε ότι είναι ένας 

καινούριος άµεσος στόχος του σηµατοδοτικού µονοπατιού του ΤGF-β (∆ρ. Βάσω 

Επισκόπου, Medical Research Council, Λονδίνο, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). Για να 

µελετήσουµε τη µεταγραφή του γονιδίου BCAR3 από τον ΤGF-β πραγµατοποιήσαµε 

αναλύσεις RT-PCR στις οποίες µετρήσαµε τα επίπεδα mRNA  του γονιδίου BCAR3 σε 

κύτταρα HaCaT, στα οποία έγινε χορήγηση ΤGF-β για διάφορα χρονικά διαστήµατα (3-

24h). Σε κάθε πείραµα, µετρήσαµε τη µεταγραφή του γονιδίου BCAR3 απουσία και 

παρουσία του ΤGF-β, καθώς και τη µεταγραφή του γνωστού γονιδίου ΡΑΙ-1. Με τον 

τρόπο αυτό, έχοντας ως µέτρο σύγκρισης ένα γνωστό και καλά µελετηµένο γονίδιο, 

ήµασταν σε θέση να ερµηνεύσουµε τις αλλαγές στη µεταγραφή που βλέπουµε για το 

BCAR3. Η κανονικοποίηση των αποτελεσµάτων έγινε µε βάση την ποσότητα cDNA του 

γονιδίου GAPDH, οποίο εκφράζεται συστατικά σε όλες τις συνθήκες που 

χρησιµοποιούµε (housekeeping gene).   

Η Εικόνα 30 περιλαµβάνει συγκεντρωτικά αποτελέσµατα µέτρησης σχετικών 

επιπέδων mRNA των γονίδιων BCAR3 και PAI-1από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 30, η µεταγραφή του γονιδίου BCAR3 ενεργοποιήθηκε σηµαντικά 

υπό την επίδραση του ΤGF-β για 3, 6 και 24 ώρες. Η αύξηση αυτή ήταν εντονότερη όταν 

ο ΤGF-β προστέθηκε για 3 ώρες (3,72 fold). Αύξηση παρατηρήθηκε, όπως ήταν 

ανεµενόµενο, και στη µεταγραφή του γονιδίου ΡΑΙ-1 µετά από προσθήκη ΤGF-β.    
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Εικόνα 30: Συγκεντρωτικά αποτελέσµατα µέτρησεων των σχετικών επιπέδων mRNA των  

γονιδίων BCAR3 (A) και ΡΑΙ-1 (B) σε κύτταρα HaCaT απουσία και παρουσία TGF-β (3h, 6h, 

24h) από τρία διαφορετικά πειράµατα. Οι τιµές Η κανονικοποίηση των αποτελεσµάτων έγινε µε 

βάση την ποσότητα cDNA του γονιδίου GAPDH (αφυδρογονάση της 3-φωσφορικής 

γλυκεραλδεϋδης), το οποίο εκφράζεται συστατικά.  Τα δείγµατα παρουσιάζονται ως εξής: (1) 

απουσία ΤGF-β (2) πρσοθήκη ΤGF-β για 3h , (3) πρσθήκη ΤGF-β για 6h (4) προσθήκη ΤGF-β 

για 24h..  
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Στη συνέχεια, θελήσαµε να διαπιστώσουµε εάν το φαινόµενο που παρατηρήσαµε-

ενεργοποίηση της µεταγραφής του γονιδίου BCAR3 σε απόκριση προσθήκης του ΤGF-

β- είναι ιστοειδικό (για το συγκεκριµένο τύπο κυττάρων δηλαδή) ή όχι. Η απάντηση 

αυτή θα µπορούσε να µας βοηθήσει στην κατανόηση της λειτουργίας του γονιδίου 

BCAR3, να µας απαντήσει δηλαδή το ερώτηµα για ποιο λόγο ενεργοποιείται από τον 

ΤGF-β. Για το σκοπό αυτό, αποφασίσαµε να εκτελέσουµε το ίδιο ακριβώς πείραµα, αλλά 

σε κύτταρα ανθρώπινου ηπατώµατος, HepG2 (Εικόνα 31).   

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 31, παρατηρήθηκε ελαφρά αύξηση (1,9 fold) της 

µεταγραφής του γονιδίου BCAR3 υπό την επίδραση του ΤGF-β για 3, 6 και 24 ώρες. 

Όπως ήταν αναµενόµενο, παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση (5 folds) της µεταγραφής 

του γονιδίου ΡΑΙ-1 µετά από προσθήκη ΤGF-β.      
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Εικόνα 31: Μέτρηση των σχετικών επιπέδων mRNA των  γονιδίων BCAR3 (Α) και ΡΑΙ-1 

(Β) σε κύτταρα HepG2 απουσία και παρουσία TGF-β (3h, 6h, 24h) . Η κανονικοποίηση των 

αποτελεσµάτων έγινε µε βάση την ποσότητα cDNA του γονιδίου GAPDH (αφυδρογονάση της 3-

φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης), το οποίο εκφράζεται συστατικά.  Τα δείγµατα παρουσιάζονται ως 

εξής: (1) απουσία ΤGF-β (2) προσθήκη ΤGF-β για 3h , (3) προσθήκη ΤGF-β για 6h, (4) 

προσθήκη ΤGF-β για 24h.  
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Μέρος 2ο: Μελέτη της µεταγραφής του γονιδίου BCAR3 µετά από  προσθήκη του 

ανασυνδυασµένου αδενοϊού AdALK5, και σύγκριση µε τη συµπεριφορά του 

γονιδίου ΡΑΙ-1 

 
Όπως έχει αναφερθεί και παραπάνω, το µονοπάτι του ΤGF-β ενεργοποιείται 

σηµαντικά εάν στο σύστηµα προστεθεί ο συστατικά ενεργός υποδοχέας τύπου Ι του 

ΤGF-β  (ALK5ca). Έχοντας κατασκευάσει τον ιό AdALK5ca αποφασίσαµε να 

ελέγξουµε τις αλλαγές στη µεταγραφή του γονιδίου BCAR3 µετά από προσθήκη του 

AdALK5ca (Εικόνα 32). Το πείραµα έγινε σε κύτταρα HaCaT και η µόλυνση έγινε 

παρουσία του ιού µε ΜΟΙ: 30, 45, 60. 

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 31, τα επίπεδα mRNA του γονιδίου BCAR3 

αυξήθηκαν 3 φορές παρουσία του συστατικά ενεργού υποδοχέα τύπου Ι του ΤGF-β  

(ALK5ca) σε ΜΟΙ=60, ενώ δεν παρατηρήθηκε παραιτέρω αύξηση παρουσία 

αυξανόµενων συγκεντρώσεων του ιού. Στα ίδια κύτταρα, η έκφραση του γονιδίου ΡΑΙ-1 

αυξήθηκε 6,5 φορές παρουσία του ιού AdALK5ca (Εικόνα 32Β) επιβεβαιώνοντας την 

ενεργότητα της πρωτείνης ALK5ca.     
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Εικόνα 32: Μέτρηση των σχετικών επιπέδων mRNA των  γονιδίων BCAR3 (Α) και ΡΑΙ-1 

(Β) σε κύτταρα HaCaT παρουσία του ιού AdALK5ca σε διάφορες συγκεντρώσεις. Η 

κανονικοποίηση των αποτελεσµάτων έγινε µε βάση την ποσότητα cDNA του γονιδίου GAPDH 

(αφυδρογονάση της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης), το οποίο εκφράζεται συστατικά.  Τα 

δείγµατα παρουσιάζονται ως εξής: (1) απουσία AdALK5ca (2) προσθήκη AdALK5ca µε 

ΜΟΙ=30, (3) προσθήκη AdALK5ca µε ΜΟΙ=45, (4) προσθήκη AdALK5 µε ΜΟΙ=60.  
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Μέρος 3ο: Μελέτη της επίδρασης του υποδοχέα ALK5 και των πρωτεϊνών Smad3 

και Smad4 στη µεταγραφική ενεργοποίηση του υποκινητή του γονιδίου BCAR3.  

 
Στη συνέχεια θελήσαµε να δούµε κατά πόσο ενεργοποιείται ο υποκινητής του 

γονιδίου BCAR3 παρουσία του υποδοχέα ALK5 όταν αυτός είναι συστατικά ενεργός 

(ca-ALK5) και παρουσία των πρωτεινών Smad3 και Smad4. Για τον σκοπό αυτό 

κύτταρα ΗΕΚ-293Τ επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pGL3basic-

BCAR3 -1100-luc, το οποίο περιλαµβάνει τον υποκινητή του γονιδίου BCAR3 του 

ανθρώπου µεταξύ των θέσεων -1100 και -29 σε σύντηξη µε το γονίδιο της λουσιφεράσης 

απουσία και παρουσία των πρωτεινών ALK5, Smad3 και Smad4 (Εικόνα 33). 

Παράλληλα, σε κάθε πείραµα χρησιµοποιήσαµε ως δείγµα ελέγχου τον συνθετικό 

υποκινητή (CAGA)12 , ο οποίος περιλαµβάνει 12 θέσεις πρόσδεσης των πρωτεινών Smad 

(CAGA) µπροστά από το γονίδιο της λουσιφεράσης και είναι γνωστό ότι ενεργοποιείται 

ισχυρά παρουσία του συστατικού ενεργού υποδοχέα ALK5 και των πρωτεινών Smad3 

και Smad4. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 33, παρατηρήθηκε αύξηση της µεταγραφικής 

ενεργοποίησης του υποκινητή του γονιδίου BCAR3 παρουσία του συστατικά ενεργού 

υποδοχέα ALK5 και των πρωτεινών Smad3  και Smad4. Η αύξηση αυτή ήταν περίπου η 

ίδια (2,7 fold) είτε παρουσία του υποδοχέα είτε παρουσία των Smad3  και Smad4. 

Στη συνέχεια, θελήσαµε να επαναλάβουµε τα πειράµατα αυτά αλλά σε κύτταρα 

HepG2. Με δεδοµένο ότι είδαµε ελαφρά αύξηση της µεταγραφής σε κύτταρα HepG2 του 

γονιδίου BCAR3 µετά από χορήγηση του αυξητικού παράγοντα ΤGF-β (Εικόνα 31), 

θελήσαµε να διαπιστώσουµε εάν ο υποκινητής του BCAR3 επηρεάζεται µεταγραφικά 

παρουσία του υποδοχέα ALK5 και των πρωτεινών Smad3  και Smad4 στα κύτταρα αυτά. 

Έτσι, επαναλάβαµε τα παραπάνω πειράµατα επιµολύνοντας παροδικά κύτταρα HepG2. 

Χρησιµοποιήσαµε και πάλι τον συνθετικό υποκινητή (CAGA)12 E1B ως υποκινητή 

ελέγχου. 

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 34, παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση της 

µεταγραφικής ενεργοποίησης του υποκινητή του γονιδίου BCAR3 παρουσία του 

συστατικά ενεργού υποδοχέα ALK5 (3 φορές) και των πρωτεινών Smad3  και Smad4 

(3.4 φορές).  
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Εικόνα 33: Συγκεντρωτικά αποτελέσµατα µέτρησης της επίδρασης του συστατικά ενεργού 

υποδοχέα ALK5 και των πρωτεινών Smad3  και Smad4 στη µεταγραφική ενεργότητα 

υποκινητή του γονιδίου BCAR3 (A) Κύτταρα ΗΕΚ-293Τ επιµολύνθηκαν παροδικά µε το 

πλασµίδιο αναφοράς pGL3basic-BCAR3-1100 -luc (2µg) παρουσία ή απουσία του συστατικά 

ενεργού υποδοχέα ALK5ca (2µg) και των πρωτεινών Smad3 και Smad4 (pIREsSmad3/Smad4) 

(4µg).  Τα δείγµατα παρουσιάζονται ως εξής: (1) pGL3basic-BCAR3-1100 –luc, (2) pGL3basic-

BCAR3-1100 –luc + φορέας έκφρασης caALK5, (3) pGL3basic-BCAR3-1100 –luc + φορέας 

έκφρασης pIREsSmad3/Smad4. Η % δραστικότητα του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό 

µορφή ραβδογράµµατος. Η κανονικοποίηση έγινε µε την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης που 

εκφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (2µg), µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε 

δείγµα που αναλύθηκε. (B) Επίδραση του υποδοχέα ALK5ca στη µεταγραφική ενεργότητα του 

συνθετικού υποκινητή (CAGA)12 (πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12 –E1B-luc) ο οποίος 

χρησιµοποιήθηκε ως υποκινητής ελέγχου (control). Τα δείγµατα παρουσιάζονται ως εξής: 

(1) πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12 –E1B-luc, (2) p(CAGA)12 –E1B-luc + φορέας έκφρασης 

caALK5, (3) p(CAGA)12 –E1B-luc + φορέας έκφρασης pIREsSmad3/Smad4.   

HEK293T 
Reporter vector: pGL3basic-BCAR3-1100-luc

100

267
293

0

50

100

150

200

250

300

350

400

1 2 3Σχ
ετ
ικ
ή 
δρ

ασ
τι
κό
τη
τα

 λ
ου

σ
ιφ
ερ
άσ

ης
 (%

)

ΗΕΚ293Τ 
Reporter vector: p(CAGA)12-E1B-luc

100

8621

6058

0
1000

2000
3000

4000
5000
6000

7000
8000

9000
10000

1 2 3Σχ
ετ
ικ
ή 
δρ

ασ
τι
κό
τη
τα

 λ
ου

σι
φε
ρά

σ
ης

 (%
)



 79

Α 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Β 
 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 34: Συγκεντρωτικά αποτελέσµατα µέτρησης της επίδρασης του συστατικά ενεργού 

υποδοχέα ALK5 και των πρωτεινών Smad3  και Smad4 στη µεταγραφική ικανότητα 

υποκινητή του γονιδίου BCAR3 σε κύτταρα HepG2 (Α) Κύτταρα ΗepG2 επιµολύνθηκαν 

παροδικά µε τα πλασµίδια αναφοράς pGL3basic-BCAR3-1100 -luc (2µg), Η επιµόλυνση 

πραγµατοποιήθηκε παρουσία ή απουσία του συστατικά ενεργού υποδοχέα ALK5 (2µg) και των 

πρωτεινών Smad3 και Smad4 (pIREsSmad3/Smad4) (4µg).  Τα δείγµατα παρουσιάζονται ως 

εξής: (1) pGL3basic-BCAR3-1100 –luc, (2) pGL3basic-BCAR3-1100 –luc + φορέας έκφρασης 

caALK5, (3) pGL3basic-BCAR3-1100 –luc + φορέας έκφρασης pIREsSmad3/Smad4. (B) 

Επίδραση του υποδοχέα ALK5ca στη µεταγραφική ενεργότητα του συνθετικού υποκινητή 

(CAGA)12 (πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12 –E1B-luc) ο οποίος χρησιµοποιήθηκε ως 

υποκινητής ελέγχου (control). Τα δείγµατα παρουσιάζονται ως εξής: (1) πλασµίδιο αναφοράς 

p(CAGA)12 –E1B-luc, (2) p(CAGA)12 –E1B-luc + φορέας έκφρασης caALK5, (3) p(CAGA)12 

–E1B-luc + φορέας έκφρασης pIREsSmad3/Smad4.   
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Από τα δεδοµένα των Εικόνων 33 και 34 συµπεραίνουµε ότι ο υποκινητής του 

γονιδίου BCAR3 ενεργοποιείται σηµαντικά παρουσία του συστατικά ενεργού υποδοχέα 

ALK5ca και των µεταγραφικών παραγόντων Smad3 και Smad4 σε κύτταρα ΗΕΚ293Τ 

και HepG2. Η ενεργοποίηση αυτή φαίνεται να µην παρουσιάζει ιδιαίτερες διαφορές 

ανάµεσα στις δύο κυτταρικές σειρές.  
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

Ο ιός που φέρει τη µεταλλαγµένη µορφή της Smad3 πρωτείνης, στην περιοχή του 

linker, AdSmad3(P229A)-6myc καταστέλλει την ενεργοποίηση της µεταγραφής των 

γονιδίων στόχων του µονοπατιού του ΤGF-β. 

 

Ο ρόλος της πρωτείνης Smad3 στο σηµατοδοτικό µονοπάτι του ΤGF-β είναι καλά 

µελετηµένος. Η κατασκευή και ταυτοποίηση µεταλλαγών, στην περιοχή του linker της 

Smad3, σε συγκεκριµένα συντηρηµένα κατάλοιπα γεννά το ερώτηµα της λειτουργίας 

αυτών των µεταλλαγµένων µορφών της Smad3  στο µονοπάτι του ΤGF-β και κατά 

συνέπεια,  στην ανάπτυξη και την οµοιόσταση των ενήλικων ιστών.  

Η προλίνη Ρ229 είναι ένα συντηρηµένο αµινοξύ που βρίσκεται στην εύκαµπτη 

περιοχή του linker. Σύµφωνα µε τα πειράµατα αλληλεπίδρασης και µεταγραφικής 

ενεργοποίησης του συνθετικού υποκινητή (CAGA)12 αλλά και του υποκινητή του 

γονιδίου ΡΑΙ-1 (Μάνος Σιδεράκης Μ∆Ε, Πανεπιστήµιο Κρήτης), η µορφή της πρωτείνης 

Smad3 που εµπεριέχει τη µεταλλαγή P229A (η προλίνη 229 αντικαθίσταται από 

αλανίνη) παρουσιάζει ένα ιδιαίτερα ενδιαφέρον προφίλ.  

Πιο συγκεκριµένα, η πρωτείνη Smad3(P229A) δε µπορούσε να αλληλεπιδράσει 

µε την αγρίου τύπου Smad3, αλλά αλληλεπιδρούσε µε τις πρωτείνες Smad2 και Smad4, 

καθώς και µε τον εαυτό της.  Σε πειράµατα µεταγραφικής ενεργοποίησης, η GAL4-

Smad3P229A εµφάνισε µειωµένη µεταγραφική λειτουργία (1/8 της wt GAL4-Smad3). 

Στο πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12–E1B-luc, η ενεργοποίηση ήταν 30 φορές 

χαµηλότερη, όταν συνεκφράστηκαν οι P229ASmad3, Smad4 και ο υποδοχέας caALK5 

σε σχέση µε την περίπτωση της wt Smad3. Η αρνητική επίδραση της µεταλλαγής Ρ229Α 

επιβεβαιώθηκε και µε το φυσικό υποκινητή του γονιδίου ΡΑΙ-1.  

Ένα πιθανό µοντέλο επεξήγησης  της συµπεριφοράς της µεταλλαγµένης µορφής 

της πρωτείνης Smad3 υποστηρίζει ότι η πρωτείνη Smad3(P229A) δρα ως αρνητικά 

επικρατής πρωτείνη, η οποία αλληλεπιδρά µε τις Smad4 και Smad2 διατηρώντας τες στο 

κυτταρόπλασµα και εµποδίζοντάς τες να λειτουργήσουν. Η προλίνη 229 είναι πιθανόν να 

σχετίζεται µε τον ετεροδιµερισµό και όχι µε τον οµοδιµερισµό του µορίου, από τη στιγµή 

που η συγκεκριµένη µεταλλαγή (Ρ229Α) φαίνεται να επηρεάζει τη στερεοδιαµόρφωση 



 82

του µορίου που του επιτρέπει την αλληλεπίδραση µε τον εαυτό του, αλλά όχι µε την wt 

Smad3 (Μάνος Σιδεράκης, Μ∆Ε, Πανεπιστήµιο Κρήτης).     

Η δεύτερη µεταλλαγή στην περιοχή του linker της Smad3 αφορά την αλλαγή της 

(Gln)Q222 σε Αla. Οι παρατηρήσεις ήταν και σε αυτή την περίπτωση ενδιαφέρουσες:   

Μελετώντας  τη µεταγραφική ενεργοποίηση της Smad3, διαπιστώθηκε ότι το 

µετάλλαγµα Q222Α µειώνει δραστικά τη βασική ενεργότητα και αναστέλλει τη 

µεταγραφική λειτουργία της Smad3. Μελετώντας τον ολιγοµερισµό (οµο-και ετερο-) των 

Smad, το µετάλλαγµα Q222Α εµποδίζει τόσο τον οµο- όσο και τον ετερο-πολυµερισµό. 

Τέλος, µελετώντας την τοποθέτηση στον πυρήνα, το µετάλλαγµα Q222Α εµποδίζει την 

τοποθέτηση στον πυρήνα και συναντάται στο κυτταρόπλασµα. 

Το προτεινόµενο µοντέλο συµπεριφοράς για το µετάλλαγµα Smad3 Q222Α είναι 

ότι πιθανόν είτε δεν φωσφορυλιώνεται από τον υποδοχέα TβRI και έτσι, οι R-Smads δεν 

ενεργοποιούνται από τον υποδοχέα, είτε δεσµεύει στο κυτταρόπλασµα τους 

συνενεργοποιητές p/CAF και CBP/p300. 

Τα παραπάνω πειράµατα είχαν γίνει σε νεφρικά κύτταρα εµβρύου ανθρώπου 

(ΗΕΚ293Τ), κύτταρα ανθρώπινου ηπατώµατος (HepG2) και κύτταρα ανθρώπινου 

καρκινώµατος του µαστού (MDA-MB468-τα κύτταρα αυτά δεν εκφράζουν ενδογενώς 

την πρωτείνη Smad4). Στην παρούσα µελέτη, θέλοντας να επιβεβαιώσουµε τα πειράµατα 

αυτά in vivo, αποφασίσουµε να χρησιµοποίησουµε ανθρώπινα κερατινοκύτταρα 

(HaCaT). Στα κύτταρα αυτά, τα επίπεδα mRNA γονιδίων στόχων του µονοπατιού ΤGF-

β, όπως τα γονίδια ΡΑΙ-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1) και p21, αλλά και η 

ενεργοποίηση των υποκινητών τους (luciferase constructs), είναι σχεδόν µη ανιχνεύσιµα 

εάν δεν έχει γίνει χορήγηση ΤGF-β, σε αντίθεση µε τα κύτταρα HepG2 (Moustakas et 

al.,1998; Shen et al.,1998). Τα κύτταρα HepG2 περιλαµβάνουν σηµατοδοτικά µονοπάτια 

τα οποία είναι συνεχώς ενεργά, τα κύτταρα HaCaT, από την άλλη, είναι κύτταρα που 

χρειάζονται ερεθίσµατα από τον ΤGF-β (Shen et al., 1998). Από τα παραπάνω, γίνεται 

σαφές ότι παρόλο που η λειτουργία των πρωτεϊνών Smads ως ενδιάµεσα µόρια στη ΤGF-

β σηµατοδότηση  είναι απαραίτητη για ποικίλα µονοπάτια, ο τρόπος της εµπλοκής τους 

στη µεταγραφική ενεργοποίηση συγκεκριµένων γονιδίων -στόχων µπορεί µηχανιστικά να 

διαφέρει ανάµεσα σε διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους.  

 



 83

Τα κύτταρα HaCaT, λοιπόν, είναι κύτταρα που επάγονται από τον ΤGF-β και για 

αυτό θελήσαµε να εκπονήσουµε πειράµατα µελέτης της µεταγραφής γονιδίων-στόχων 

(κάνοντας χρήση της RT-PCR) στα κύτταρα αυτά. Ένα πρόβληµα που είχαµε να 

αντιµετωπίσουµε είναι ότι στα κύτταρα HaCaΤ, η επιµόλυνση γίνεται δύσκολα. Για το 

λόγο αυτό, καταφύγαµε στη χρήση ανασυνδυασµένων αδενοϊών που έφεραν τις 

µεταλλαγµένες µορφές της Smad3, Smad3(P229A) και Smad3(Q222A), αλλά και την wt 

Smad3.  

Τα πειράµατα RT-PCR έγιναν για να µελετήσουµε τη µεταγραφή των γονιδίων-

στόχων του µονοπατιού του ΤGF-β,  ΡΑΙ-1 και p21 παρουσία του αδενοϊού που φέρει 

την µεταλλαγµένη µορφή  Smad3(P229A), ή παρουσία  του αδενοϊού που φέρει την 

µεταλλαγµένη µορφή  Smad3(Q222A), σε συνθήκες απουσίας και παρουσίας του 

αυξητικού παράγοντα ΤGF-β. Το αποτέλεσµα ήταν ότι ο αδενοϊός που φέρει τη 

µεταλλαγµένη µορφή της Smad3 πρωτείνης, Smad3(P229A), κατέστειλε την 

ενεργοποίηση της µεταγραφής των ΡΑΙ-1 και p21, σε συνθήκη προσθήκης ΤGF-β για 1h 

(Εικόνες 24 και 25) και παρουσία του ιού AdALK5ca (Εικόνα 27). Φαίνεται µάλιστα ότι 

η καταστολή αυτή ήταν ισχυρότερη σε συνθήκη παρουσίας του ιού AdALK5ca.  Στα 

πειράµατα αυτά, βλέπουµε ότι η µεταγραφή του γονιδίου ΡΑΙ-1 ενεργοποιείται 

περισσότερο µε τη χορήγηση ΤGF-β από ότι η µεταγραφή του γονιδίου p21. Τα 

δεδοµένα αυτά συµφωνούν µε τις παρατηρήσεις ότι σε κύτταρα HaCaT, η υπερέκφραση 

και µόνο των Smad πρωτεινών είναι ικανή να ενεργοποιήσει τη µεταγραφή του γονιδίου 

ΡΑΙ-1, αλλά όχι τη µεταγραφή του γονιδίου p21 (Shen et al.,1998).   Το εύρηµα ότι µια 

µεταλλαγή στο συντηρηµένο αµινοξύ Ρ229 στην περιοχή του linker,  µπορεί να 

καταστείλει τη µεταγραφή γονιδίων-στόχων του σηµατοδοτικού µονοπατιού έχει πολύ 

ενδιαφέρουσες προεκτάσεις.  

Οι επιδράσεις του ΤGF-β είναι ποικίλες και αφορούν σχεδόν κάθε κυτταρικό 

τύπο. Ο διπλός ρόλος του ΤGF-β, όσον αφορά στην βιολογία του καρκίνου, είναι 

πολύπλοκος. Αρχικά, ο ΤGF-β δρα ως σηµαντικός αναστολέας της ανάπτυξης. Παρόλα 

αυτά, καθώς ο όγκος προχωρά, ο ΤGF-β αλλάζει και γίνεται προ-ογκογονικός 

παράγοντας που ενισχύει τη µετάσταση, αγγειογένεση και την τοπική ανοσο-καταστολή 

(Pardali et al., 2007; Bierie et al., 2006; Reiss, 1999). Η χρήση αντι-ΤGF-β στρατηγικών 

για τη θεραπεία του καρκίνου προσεγγίστηκε αρχικά µε ιδιαίτερη προσοχή λόγω της 
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διττής δράσης του ΤGF-β (Oft et al., 2002; Arteaga 2006; Yang et al., 2002). Σήµερα, 

υπάρχουν τρεις βασικές στρατηγικές που ακολουθώνται για να παρεµποδιστούν οι 

δράσεις του ΤGF-β: µόρια που εµπλέκονται στην αλληλεπίδραση του προσδέτη µε τον 

υποδοχέα, φάρµακα που µπλοκάρουν την ενδοκυττάρια σηµατοδότηση και χρήση 

antisense ολιγονουκλεοτιδίων (Arteaga 2006; Yang et al., 2002; Yingling et al., 2004). Ο 

ΤGF-β έχει την ικανότητα να σηµατοδοτεί µέσω Smad-εξαρτώµενων και Smad-µη 

εξαρτώµενων µονοπατιών. Το ερώτηµα ποιο από τα δύο αυτά µονοπάτια ρυθµίζει την 

προ-ογκογονική δράση του ΤGF-β εξακολουθεί να µένει αναπάντητο, παρόλο που ίσως 

θα ήταν σηµαντικό για το σχεδιασµό συγκεκριµένων µορίων που καταστέλλουν τα 

αποτελέσµατα της σηµατοδότησης µέσω ΤGF-β. Μια µελέτη των Kang et al. 

υποστηρίζει ότι οι πρωτείνες Smads παίζουν πολύ σπουδαίο ρόλο στο σχηµατισµό της 

οστεολυτικής µετάστασης, και εποµένως δίνοντας ιδιαίτερη έµφαση στην ιδέα της 

καταστολής της Smad-σηµατοδότησης µε σκοπό την αποφυγή των προ-µεταστατικών 

συνεπειών του ΤGF-β (Kang et al., 2005) 

Τα ευρήµατά µας, τα οποία ταυτοποιούν ένα καινούριο ανταγωνιστικό µόριο της 

Smad3 που καταστέλλει την σηµατοδότηση από τον ΤGF-β, µπορεί να οδηγήσει στην 

ανάπτυξη αντι-καρκινικών θεραπειών που θα στοχεύουν αποκλειστικά και µόνο στα 

Smad-εξαρτώµενα σηµατοδοτικά µονοπάτια.    

 

Η βιοτινυλίωση πρωτεινών σε κύτταρα HaCaT κάνοντας χρήση των 

ανασυνδυασµέων αδενοϊών AdbioSmad3 και AdBirA ανοίγει το δρόµο για 

πειράµατα βιοτινυλίωσης σε πειραµατόζωα.  

 

Στα πλαίσια αυτής της εργασίας, δείξαµε ότι µπορεί να επιτευχθεί στοχευµένη 

βιοτινυλίωση πρωτεινών σε κυτταροκαλλιέργειες χρησιµοποιώντας το σύστηµα της 

γονιδιακής µεταφοράς µέσω ανασυνδυασµένων αδενοϊών. Οι εφαρµογές των αδενοϊών 

αυτών είναι ιδιαίτερα σηµαντικές καθώς θα µπορούµε να εισάγουµε το σύστηµα αυτό σε 

πειραµατόζωα και εποµένως να βιοτινυλιώνουµε πρωτείνες in vivo και να µελετούµε τις 

αλληλεπιδράσεις µε άλλες πρωτείνες ή µε την χρωµατίνη. Ένα τέτοιο εγχείρηµα θα είναι 

πολύ ελπιδοφόρο, από τη στιγµή που υπάρχει το πρόβληµα της κακής λειτουργίας 

ορισµένων αντισωµάτων.  
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Τα προβλήµατα που δηµιουργούνται από τη χρήση διαφόρων αντισωµάτων είναι 

ποικίλα: πρώτον, διαφορετικό σήµα από κάθε αντίσωµα και αυτό µπορεί να ιδιαίτερα 

προβληµατικό σε πειράµατα που η ποσοτική διαφορά των αποτελεσµάτων είναι 

σηµαντική, δεύτερον, διαφορετική ποιότητα των αντισωµάτων σε κάθε παρτίδα 

παραλαβής, τρίτον, όχι υψηλή συνάφεια µεταξύ πρωτείνης-αντισώµατος ή µεταξύ 

επιτόπου-αντισώµατος. Πειράµατα συνανοσοκατακρήµνισης (co-IP) απαιτούν χρήση 

αντισωµάτων ειδικών για την κάθε πρωτείνη ή ειδικών για κάθε αντιγονικό επίτοπο µε 

τον οποίο έχει συντηχθεί η πρωτείνη. Σε αντίθεση περίπτωση, κακή λειτουργία των 

αντισωµάτων µπορεί να οδηγήσει σε κακή επεξήγηση των αποτελεσµάτων και κατά 

συνέπεια σε λανθασµένο συµπέρασµα. Το σύστηµα της βιοτινυλίωσης είναι πολύ πιο 

ειδικό και ευαίσθητο από το ευρέως χρησιµοποιούµενο σύστηµα 

συνανοσοκατακρήµνισης λόγω της εξαιρετικά υψηλής συνάφειας και ειδικότητας της 

αλληλεπίδρασης της βιοτίνης µε τη στρεπταβιδίνη.   

Έτσι, κατασκευάζοντας τον ιό που φέρει τη βακτηριακή λιγάση BirA, και 

αποδεικνύοντας ότι δουλεύει αποτελεσµατικά βιοτινυλίωντας της αδενοϊκή πρωτείνη 

bioSmad3 (Εικόνα 29) σε κύτταρα HaCaT, ανοίγουµε το δρόµο για χρήση του ιού αυτού 

σε ποντίκια και βιοτινυλιώνοντας µε τον τρόπο αυτό άλλες πρωτείνες.  

 

Μελέτη της ρύθµισης και λειτουργίας του ανθρώπινου γονιδίου BCAR3, ενός 

καινούριου γονιδίου-στόχου του µονοπατιού του ΤGF-β, καθώς και του ρόλου του 

στην ανάπτυξη και τον καρκίνο. 

 

Η ενότητα αυτή εστιάζει στη µελέτη της ρύθµισης και της λειτουργίας του 

γονιδίου BCAR3 που βρέθηκε ότι είναι καινούριος άµεσος στόχος του σηµατοδοτικού 

µονοπατιού του ΤGF-β (∆ρ. Βάσω Επισκόπου, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα) και στο 

ρόλο του στην ανάπτυξη και τον καρκίνο. Ο απώτερος σκοπός της δουλειάς αυτής είναι 

η ανάπτυξη νέων θεραπευτικών εργαλείων για τη θεραπεία του καρκίνου.  

Ο ΤGF-β παίζει πολύ σηµαντικό ρόλο κατά τη διάρκεια της καρκινογένεσης. 

Όπως έχει αναφερθεί στην Εισαγωγή, ο ρόλος του είναι διττός, καθώς δρα κατασταλτικά 

στην ογκογένεση σε φυσιολογικούς ιστούς και ενισχυτικά κατά την ογκογένεση 

(ενισχύει την αγγειογένεση, την ανοσο-καταστολή, και την ΕΜΤ- µετάβαση επιθηλιακών 
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κυττάρων σε µεσεγχυµατικά, epithylial to mesenchymal transition) (Siegel and 

Massague, 2003; Wakefield and Roberts, 2002). Ο ΤGF-β παίζει έναν εξίσου σηµαντικό 

ρόλο κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης. Μέλη της οικογένειας του ΤGF-β εµπλέκονται 

στη δέσµευση της «τύχης» των βλαστικών κυττάρων (stem cell fate commitment) 

(Kitisin et al., 2007).  

Με σκοπό να ταυτοποιηθούν καινούρια γονίδια που ρυθµίζονται από τις Smad 

πρωτείνες, χρησιµοποιήθηκε ένα καινούριο σύστηµα γονιδιακής έκφρασης που επιτρέπει 

τον αυστηρό χειρισµό της ισχύος και της διάρκειας του σηµατοδοτικού µονοπατιού ΤGF-

β/activin σε βλαστικά κύτταρα ποντικού (∆ρ. Βάσω Επισκόπου, αδηµοσίευτα 

αποτελέσµατα). Το σύστηµα βασίζεται στην tet-επαγώµενη έκφραση του συστατικά 

ενεργού υποδοχέα τύπου Ι της ακτιβίνης (ALK4) σε ES κύτταρα. Η ενεργότητα του 

υποδοχέα αυτού µπορεί να µπλοκάρεται χρησιµοποιώντας τον SB-431542 (SB) 

αναστολέα, ο οποίος αναστέλλει ειδικά τη Smad2/3 φωσφορυλίωση, µπλοκάροντας τους  

ενδογενείς Alk4/5/7 και  (ALK4ca) υποδοχείς. Χρησιµοποιώντας το σύστηµα αυτό, 

ταυτοποιήθηκαν 56 καινούρια γονίδια που επηρέαζονται από τη δράση των Smad 

πρωτεινών, τα οποία ενεργοποιούνταν όταν ο ALK4 επάγονταν και απενεργοποιούνταν 

όταν γινόταν χορήγηση SB στα κύτταρα. Για να ταυτοποιηθούν τα γονίδια που 

ενεργοποιούνται άµεσα από τις Smad πρωτείνες χωρίς τη σύνθεση ενδιάµεσων 

παραγόντων και συµπαραγόντων, χορηγήθηκε κυκλοεξαµίδιο (CHX) στα κύτταρα ώστε 

να ανασταλεί η πρωτεϊνοσύνθεση και να εξεταστεί ποια γονίδια επάγονται µε επαγωγή 

του ALK4. Τελικά, 28 από τα 56 γονίδια ήταν άµεσοι στόχοι των Smad πρωτεινών (∆ρ. 

Βάσω Επισκόπου, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα).  

Το γονίδιο BCAR3 ήταν το γονίδιο που επιλέξαµε για περαιτέρω µελέτη. Το 

BCAR3 είναι µικρή GTPase και έχει δράση παράγοντα ανταλλαγής γουανυλ-

νουκλεοτιδίου. Κάνοντας, αρχικά, πειράµατα RT-PCR για να µελετήσουµε τη 

µεταγραφή του γονιδίου αυτού παρουσία του ΤGF-β για συγκεκριµένα χρονικά 

διαστήµατα (3h, 6h, 24h) σε κύτταρα HaCaT, διαπιστώσαµε ότι η µεταγραφή του 

γονιδίου BCAR3 αυξάνεται σηµαντικά (2-4 φορές) µετά από προσθήκη του ΤGF-β. Η 

ενεργοποίηση αυτή ήταν υψηλότερη όταν ο ΤGF-β προστέθηκε για 3h (Εικόνα 30).  Το 

πείραµα αυτό έγινε και σε κύτταρα ανθρώπινου ηπατώµατος HepG2, προκειµένου να 

διαπιστώσουµε εάν το φαινόµενο που παρατηρούµε-ενεργοποίηση της µεταγραφής του 
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γονιδίου BCAR3 σε απόκριση προσθήκης του ΤGF-β- είναι ιστοειδικό. Ο σκοπός µας 

ήταν να διερευνήσουµε και να κατανοήσουµε για ποιο λόγο ενεργοποιείται το γονίδιο 

BCAR3 σε απόκριση προσθήκης του ΤGF-β. Το αποτελέσµα ήταν ότι η µεταγραφή του 

γονιδίου BCAR3 αυξάνεται ελαφρώς (1.8 φορές) µετά από προσθήκη του ΤGF-β σε 

κύτταρα HepG2 (Εικόνα 31), αλλά η αύξηση αυτή ήταν πολύ υψηλότερη όταν το 

πείραµα διεξήχθη σε κύτταρα HaCaT.  Μια εξήγηση που θα µπορούσε να δοθεί είναι ότι 

η πρωτείνη BCAR3 παίζει ρόλο στη µετάβαση επιθηλιακών κυττάρων σε µεσεγχυµατικά 

(epithylial to mesenchymal transition-ΕΜΤ) και για αυτό, το φαινόµενο της 

ενεργοποίησης του γονιδίου είναι πολύ πιο ισχυρό σε κύτταρα HaCaT που υπόκεινται σε 

αυτή τη διαδικασία ως απόκριση στον ΤGF-β .   

Πείραµα RT-PCR  για τη µελέτη της ενεργοποίησης της µεταγραφής του BCAR3 

έγινε και παρουσία του αδενοϊού AdALK5ca. Το γονίδιο ενεργοποιήθηκε σηµαντικά (3.2 

φορές) παρουσία του ιού που φέρει τον υποδοχέα (Εικόνα 32Α).  

Προκειµένου να διαπιστώσουµε εάν ο υποκινητής του γονιδίου BCAR3 

ενεργοποιείται παρουσία του ALK5 υποδοχέα  και των πρωτεινών Smad3/4, πρώτα 

κλωνοποιήσαµε τον υποκινητή του γονιδίου BCAR3 από ανθρώπινο γενωµικό DNA και 

στη συνέχεια  εκτελέσαµε πειράµατα ενεργοποίησης του υποκινητή αυτού 

(transactivation experiments). ∆ιαπιστώσαµε ότι ο υποκινητής του γονιδίου BCAR3 

ενεργοποιείται σηµαντικά παρουσία του συστατικά ενεργού υποδοχέα caALK5 και των 

µεταγραφικών παραγόντων Smad3 και Smad4 σε κύτταρα ΗΕΚ293Τ και HepG2. 

Μελλοντικά, θα ήταν πολύ σηµαντικό, να γίνουν 5’ αφαιρέσεις από τον υποκινητή έτσι 

ώστε να ταυτοποιηθούν τα στοιχεία που αποκρίνονται στον ΤGF-β (ΤGF-β-responsive 

elements). Έπειτα, κάνοντας πειράµατα ενεργοποίησης του υποκινητή χρησιµοποιώντας 

ως πλασµίδια αναφοράς τις κατασκευές αυτές και ως φορείς έκφρασης τον ALK5 

υποδοχέα  και τις πρωτείνες Smad3/4, θα είναι δυνατή η χαρτογράφηση των στοιχείων 

αυτών που αποκρίνονται στις Smad (Smad Binding Elements-SBE). Η σπουδαιότητα 

των ταυτοποιηµένων SBE για τη ρύθµιση του γονιδίου BCAR3  από τις Smad πρωτείνες 

µπορεί να επιβεβαιωθεί κάνοντας µεταλλαξιγένεση των στοιχείων αυτών. Τα πειράµατα 

αυτά θα ήταν καλό να διεξαχθούν και σε καρκινικές σειρές αλλά και βλαστοκύτταρα, µε 

σκοπό να γίνει σύγκριση των αποτελεσµάτων.  
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Επιπρόσθετα µελλοντικά πειράµατα που θα µπορούσαν να γίνουν για να 

µελετηθεί και να ταυτοποιηθεί ο ρόλος και η λειτουργία του BCAR3, είναι τα ακόλουθα: 

Κάνοντας χρήση ενός αντισώµατος ειδικού για την BCAR3 πρωτείνη, θα µπορούσαµε να 

µετρήσουµε εάν παρουσία του ΤGF-β, έχουµε και αύξηση της πρωτείνης εκτός από 

αύξηση του mRNA. Πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης της χρωµατίνης (ChIP) θα ήταν 

σηµαντικό να γίνουν για να επιβεβαιώσουν την πρόσδεση των Smad πρωτεινών στον 

υποκινητή του BCAR3 in  vivo.  Επίσης πειράµατα ChIP θα µπορούσαν να γίνουν σε 

ποντικίσια βλαστοκύτταρα χρησιµοποιώντας το σύστηµα της τετρακυκλίνης που 

περιγράφηκε παραπάνω µε σκοπό να επιτευχθεί αυστηρός έλεγχος της ισχύος και της 

διάρκειας της ενεργοποίησης µέσω των Smad πρωτεινών. Ακόµη, θα µπορούσε να γίνει 

πείραµα DNAP (DNA Affinity Precipitation) χρησιµοποιώντας εκχυλίσµατα από 

κύτταρα στα οποία χορηγείται ΤGF-β και από κύτταρα χωρίς ΤGF-β, έτσι ώστε να 

επιβεβαιωθεί η άµεση πρόσδεση των Smad πρωτεινών στο DNA. Για να ταυτοποιηθεί ο 

ρόλος του BCAR3 στη ΤGF-β σηµατοδότηση  σε φυσιολογικές και παθολογικές 

συνθήκες, θα µπορούσαν να γίνουν πειράµατα αναστολής της ενδογενούς γονιδιακής 

έκφρασης και πειράµατα υπερέκφρασης. Πειράµατα αναστολής θα µπορούσαν να γίνουν 

κάνοντας χρήση της τεχνολογίας του siRNA που θα σιωπούσε ειδικά την έκφραση του 

BCAR3. Πειράµατα υπερέκφρασης θα µπορούσαν να γίνουν κάνοντας χρήση 

ανασυνδυασµένων αδενοϊών που θα υπερέκφραζαν το γονίδιο BCAR3. Τα δύο 

παραπάνω είδη πειραµάτων θα µπορούσαν να συνδυαστούν µε γνωστά πειράµατα που 

χρησιµοποιούνται για το µονοπάτι του ΤGF-β, όπως πειράµατα µέτρησης απόπτωσης, 

κυτταρικού πολλαπλασιασµού, κυτταρικής µετανάστευσης και ΕΜΤ. Με τον τρόπο 

αυτό, θα είµαστε σε θέση να εντοπίσουµε το ρόλο του γονιδίου BCAR3 στις κυτταρικές 

αποκρίσεις που επάγονται από τον ΤGF-β.      
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