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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Ο µετασχηµατίζων αυξητικός παράγοντας β (TGFβ) είναι µια πλειοτροπική 

κυτταροκίνη η οποία ρυθµίζει πληθώρα βιολογικών διεργασιών όπως ο κυτταρικός 

πολλαπλασιασµός, η απόπτωση, η διαφοροποίηση, κ.α. O TGFβ σηµατοδοτεί µέσω 

των υποδοχέων του που έχουν δράση κινάσης σερίνης/θρεονίνης και µέσω µιας 

µικρής οµάδας κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών που ονοµάζονται Smads οι οποίες 

φωσφορυλιώνονται από τους υποδοχείς και δρούν ως µεταγραφικοί ενεργοποιητές.  

Η απόκριση των κυττάρων στον TGFβ εξαρτάται από την αλληλεπίδραση των 

διαµεσολαβητών του µε παράγοντες άλλων µονοπατιών (signaling cross talk) και η 

αλληλεπίδραση αυτή µπορεί να έχει θετική ή αρνητική επίδραση στο TGFβ µονοπάτι 

και την µεταγραφική δραστικότητα των Smad πρωτεϊνών.  

Ο σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν: α) η µελέτη µηχανισµών θετικής και 

αρνητικής αλληλεπίδρασης του σηµατοδοτικού µονοπατιού του TGFβ µε άλλα 

σηµατοδοτικά µονοπάτια και β) ο χαρακτηρισµός λειτουργικών περιοχών στην 

Smad3 που απαιτούνται για την µεταγραφική ενεργοποίηση γονιδίων. Στην 1η 

ενότητα µελετήσαµε τον µηχανισµό καταστολής της TGFβ σηµατοδότησης από την 

λανθάνουσα µεµβρανική πρωτεΐνη 1 (Latent Membrane Protein 1, LMP1) του ιού 

Epstein-Barr που είναι υπεύθυνη για την ογκογόνο δράση του ιού σε διάφορους 

τύπους κυττάρων. Οι µελέτες µας έδειξαν ότι η LMP1 πρωτεΐνη καταστέλλει την 

TGFβ σηµατοδότηση χρησιµοποιώντας το µονοπάτι που οδηγεί στην ενεργοποίηση 

του µεταγραφικού παράγοντα NF-kB. Προτείνουµε δυο εναλλακτικούς µηχανισµούς 

για την καταστολή από τον NF-kB: Συναγωνισµός για συνενεργοποιητές όπως ο p300 

και άµεση πρόσδεση του NF-kB στην Smad3 µε αποτέλεσµα την καταστολή της 

δράσης της τελευταίας στον πυρήνα. Φυσικές αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στην Smad3 

και τον NF-kB γίνονται µέσω της περιοχής 122-290 της Smad3 πρωτεΐνης και της 

RHD (Rel Homology Domain) περιοχής των υποµονάδων p65 και p50 του NF-κB. 

Στην 2η Ενότητα µελετήσαµε τις λειτουργικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ της Smad3 

και του ορφανού πυρηνικού υποδοχέα HNF4, οι οποίες οδηγούν σε TGFβ-επαγώµενη 

µεταγραφική ενεργοποίηση γονιδίων που εκφράζονται κατά κύριο λόγο στο ήπαρ 

όπως τα γονίδια των απολιποπρωτεϊνών. Η ενίσχυση της µεταγραφικής 

δραστικότητας του HNF4 από τις Smads επιτελείται µέσω της περιοχής AF1 του 

πρώτου (αµονοξέα 1-25) ενώ µεταλλάξεις σε υδρόφοβα αµινοξέα αυτής της περιοχής 

κατέστειλαν την ενεργοποιητική δράση των Smads. Βρέθηκε ότι οι πυρηνικοί 
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υποδοχείς χρησιµοποιούν και πιθανά µοιράζονται κοινούς συνενεργοποητές µε τον 

HNF4 όπως τα µέλη της οικογένειας των p160 συνενεργοποιητών (TIF2, SRC-1, 

Rac3) και o PGC1. Τέλος, στην 3η Ενότητα εκπονήσαµε µια ενδελεχή λειτουργική 

χαρτογράφηση των µεταγραφικά ενεργών περιοχών της πρωτεϊνης Smad3 και 

βρήκαµε ότι, εκτός της ΜΗ2 περιοχής, µια δεύτερη περιοχή που εντοπίζεται µεταξύ 

των αµινοξέων 200-248 και περικλείει τµήµα του linker και τα 18 πρώτα αµινοξέα 

της ΜΗ2 περιοχής, είναι απαραίτητη για την µεταγραφική δράση των Smads και την 

αλληλεπίδραση µε άλλες πρωτεΐνες. Χρησιµοποιώντας µια νέα µέθοδο πρωτεϊνικών 

αλληλεπιδράσεων που βασίζεται στην βιοτινυλίωση in vivo, δείξαµε ότι η εσωτερική 

απαλοιφή της περιοχής 230-248 καθώς µια σηµειακή µετάλλαξη στην θέση 238 

(Ε238Α) η οποία στην περίπτωση της Smad4 σχετίζεται µε καρκίνο, κατέστειλαν 

πλήρως την µεταγραφική ενεργότητα της πρωτεΐνης και την ικανότητα της να 

σχηµατίζει οµοπολυµερή και ετεροπολυµερή µε την Smad4. Αντίθετα, η εσωτερική 

απαλοιφή της περιοχής 200-230 του linker δεν επηρέασε την ικανότητα 

πολυµερισµού της πρωτεΐνης αλλά κατέστειλε την αλληλεπίδρασή της µε τον 

συνενεργοποιητή p/CAF.  

Τα αποτελέσµατα της παρούσας διατριβής καταδεικνύουν την σηµασία της 

αντιπολλαπλασιαστικής δράσης (growth arrest) του TGFβ (µέσω ενεργοποίησης 

αναστολέων του κυτταρικού κύκλου) καθώς αποτελεί στόχο της ιικής πρωτεΐνης 

LMP1 σε επιθηλιακά κύτταρα. Επίσης, υποδηλώνεται ο ρόλος της TGFβ 

σηµατοδότησης στην έκφραση ηπατοειδικών γονιδίων και συνεπώς σε διεργασίες 

όπως ο ενεργειακός µεταβολισµός, η οµοιόσταση λιπιδίων, η µείωση της 

χοληστερόλης, µέσω συνεργασιακής αλληλεπίδρασης των Smads µε τον HNF-4. Η 

συνοµιλία του TGFβ µονοπατιού µε πυρηνικούς υποδοχείς ορµονών (µέσω 

λειτουργικής αλληλεπίδρασης µε τους συνενεργοποιητές τους), εµπλέκει τον TGFβ 

σε διεργασίες όπως η λειτουργία του αναπαραγωγικού συστήµατος, ή η οµοιόσταση 

γλυκογόνου. Ο λεπτοµερής χαρακτηρισµός των περιοχών που ευθύνονται για την 

συνεργασιακή αλληλεπίδραση µεταξύ Smads και HNF-4, αποτελεί χρήσιµο εργαλείο 

σε περιπτώσεις απορύθµισης είτε της TGFβ σηµατοδότησης (ίνωση και καρκίνος του 

ήπατος, λόγω υπερλειτουργίας του TGFβ), είτε της HNF-4 λειτουργίας (σύνδροµο 

MODY I, λόγω σηµειακής µετάλλαξης του HNF-4). Η χαρτογράφηση των περιοχών 

της Smad3 πρωτεΐνης που ευθύνονται για την µεταγραφική της δραστικότητα και την 

αλληλεπίδρασή της µε άλλες πρωτεΐνες θα αποτελέσει χρήσιµη γνώση για την 

κατασκευή µορίων που θα επάγουν την TGFβ σηµατοδότηση, (σε περιπτώσεις 
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µεταλλάξεων των Smad πρωτεϊνών όπως ο καρκίνος του γαστρεντερολογικού 

συστήµατος και του πνεύµονα), ή θα την καταστέλλουν (σε περιπτώσεις 

υπερλειτουργίας του, όπως η ίνωση και οι µεταστάσεις). H κατανόηση των 

µηχανισµών µε τους οποίους ρυθµίζεται ή απορυθµίζεται το σηµατοδοτικό µονοπάτι 

του TGFβ έχει µεγάλη βιοϊατρική σηµασία και εφαρµογές στην γονιδιακή θεραπεία 

νοσηµάτων όπως ο καρκίνος, η ίνωση, η αθηροσκλήρωση κ.α.  
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SUMMARY 

 
Transforming growth factor β (TGFβ) is a pleiotropic cytokine which regulates 

several biological processes such as cell proliferation, cell cycle regulation, apoptosis, 

differentiation and other developmental processes. TGFβ is a member of a 

superfamily of cytokines encoded by 29 different genes in humans and signals via 

receptor serine/threonine kinases, termed type I and type II transmembrane receptors, 

that form complexes with the ligand on the cell surface resulting in activation of the 

dormant kinase activity of the type I receptor. This receptor then phosphorylates and 

activates members of the Smad family of tumour suppressors which act as 

transcriptional activators. The cellular response to TGFβ depends on its negative or 

positive cross talk with other signaling pathways which infuences the transcriptional 

activity of Smad proteins.  

The purpose of this Thesis, was to a) study the mechanisms of positive and negative 

cross talk of TGFβ with other signaling pathways and b) characterise regions of the 

Smad3 protein which are required for the transcriptional activation of gene 

expression. The first part of the Thesis was focused on the mechanisms of the TGFβ 

signaling suppression by the Latent Membrane Protein 1 (LMP1) of the Epstein-Barr 

virus. LMP1 is responsible for the tumourigenic action of Epstein-Barr on various cell 

types. Our studies revealed that LMP1 suppresses TGFβ signaling through activation 

of the transcriptional factor NF-kB, which either antagonizes Smad3 for the 

interaction with common co-activators such as p300, or/and interacts directly with 

Smad3 preventing its transcriptional activity in the nucleus. We exhibited physical, in 

vitro interactions between the 122-90 region of Smad3 and the RHD (Rel Homology 

Domain)of the p65 and p50 subunits of NF-kB. In the second part of the Thesis, we 

examined functional interactions detween Smad3 and the orphan nuclear receptor 

HNF-4 (Hepatocyte Nuclear Factor-4), that result in TGFβ-mediated transcriptional 

activation of specific hepatic genes, such as those of apolipoproteins. Smad3/4 

proteins enhance HNF-4 trancriptional activity through ditect physical interactions 

with the AF-1 region (1-25 aa) of HNF-4. Mutagenesis of the hydrophobic 

aminoacids of the AF-1 region inhibited the Smad cooperative activity. Interestingly, 

not only HNF-4 but also Smad3/4 proteins are co-activated by members of the p160 

family of coactivators (TIF2, SRC-1, RAC3) and by PGC1. In the third part of the 
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Thesis, we performed a detailed functional analysis of the transcriptional active 

regions of Smad3 protein, which revealed that besides MH2 domain, a second region 

located in aa 200-248, that includes part of the linker and the first 18 aa of the MH2 

domain, is essential for the transcriptional activity of Smads and for their interactions 

with other proteins. By using a recently discovered method of protein interactions 

based on biotinylation in vivo, we showed that the internal deletion of the 230-248 

region and point mutation of the 238 aminoacid to alanine (E238A) which in Smad4 

is related with tumourigenesis, inhibited the transcriptional capacity of Smad3 and its 

ability to homo- and hetero-polymerise with Smad4. Oppositively, internal deletion of 

the 200-230 region of the linker did not affect the polymerizing ability of Smad3 but 

prenented its interaction with the coactivator p/CAF.  

The above mentioned results indicate the importance of the anti-proliferative action of 

the TGFβ cytocine (through activation of the inhibitors of cell cecle) which is the 

target of the viral protein LMP1 in epithelial cells. Also, the results underline that 

TGFβ signaling is implicated in the expression of specific hepatic genes and 

conscequently in biolofical processes such as metabolism, lipid homoeostasis, 

reduction of cholesterol, through synergistic interactions of Smads with HNF-4. Cross 

talk of TGFβ signaling with hormone nuclear receptors (through functional 

interactions with their coactivators) indicates that TGFβ is involved in processes such 

as the function of the human reproductive system, or/and glycogen homoeostasis. The 

detailed mapping of regions that are responsible for the synergistic cooperativity 

between Smads and HNF-4 will be a useful tool in cases that TGFβ signaling is 

upregulated (fibrosis, hepatocyte tumourigenesis), or in cases where HNF-4 is 

malfunctioning (MODY I). Elucidation of the transcriptionaly active regions of 

Smad3 protein which are crucial for its interactions with other proteins could be 

important for construction of molecules that either enhance TGFβ signaling (when 

Smad proteins are mutated in cancers of the lung or gastrointentinal cancers), or 

suppress TGFβ signaling (when its function is upregulated in fibrosis and metastasis). 

These results are expected to provide new insights into the mechanisms of TGFβ 

signaling regulation which will further facilitate to devise new strategies for gene 

therapy of severe disorders such as fibrosis, atherosclerosis and cancer. 
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ΤΟ ΣΗΜΑΤΟ∆ΟΤΙΚΟ ΜΟΝΟΠΑΤΙ ΤΟΥ TGFβ 

 

Τα µέλη της οικογένειας του µετασχηµατίζοντα αυξητικού παράγοντα β 

(Transforming Growth Factor β, TGFβ) ελέγχουν την ανάπτυξη, την διαφοροποίηση 

και την απόπτωση των κυττάρων και παίζουν σηµαντικό ρόλο κατά την εµβρυική 

ανάπτυξη. Ο ανασταλτικός ρόλος της TGFβ σηµατοδότησης στην ανάπτυξη των 

επιθηλιακών κυττάρων εξηγεί την ογκοκατασταλτική δράση αυτής της 

σηµατοδότησης σε καρκινώµατα, αν και είναι γνωστό ότι η έκφραση του TGFβ από 

καρκινικά κύτταρα επάγει την καρκινική ανάπτυξη (Moustakas et al., 2001). 

Το ανθρώπινο γονιδίωµα εµπεριέχει 29 γονίδια που κωδικοποιούν µέλη αυτής 

της οικογένειας, συµπεριλαµβανοµένων ισοµορφών του TGFβ, ακτιβινών και 

πρωτεϊνών µορφογένεσης οστών (Bone Morphogenetic Proteins BMPs). Αυτές οι 

πρωτεΐνες σηµατοδοτούν ενεργοποιώντας τον σχηµατισµό συγκεκριµένων 

συµπλόκων ετεροµερών τύπου Ι και τύπου ΙΙ διαµεµβρανικών υποδοχέων. Οι 

υποδοχείς αυτοί χαρακτηρίζονται από ενεργότητα κινάσης σερίνης/θρεονίνης. Οι 

υποδοχείς τύπου ΙΙ κωδικοποιούνται από πέντε γνωστά γονίδια θηλαστικών, ενώ οι 

υποδοχείς τύπου Ι από επτά γονίδια. Οι πληροφορίες που είναι γνωστές µέχρι 

σήµερα, υποστηρίζουν την άποψη ότι οι υποδοχείς τύπου Ι είναι υπεύθυνοι για την 

ειδικότητα της σηµατοδότησης. Οι συνδέτες, οι υποδοχείς και οι ενδοκυτταρικοί τους 

επαγωγείς σηµατοδότησης, οι Smad πρωτεΐνες είναι συντηρηµένες σε όλους τους 

ευκαρυωτικούς οργανισµούς, από τον Caenorhabditis elegans και την Drosophila 

µέχρι τα θηλαστικά (Moustakas et al., 2001).  

Παρά το γεγονός ότι υπάρχει µικρότερος αριθµός υποδοχέων και Smad 

πρωτεϊνών από ότι συνδετών, παρατηρείται πολύ µεγάλη ποικιλότητα στο 

αποτέλεσµα της σηµατοδότησης. Αυτή η ποικιλότητα, που οδηγεί σε εξαρτηµένη από 

την κυτταρική σύσταση µεταγραφική ρύθµιση, αποδίδεται σε δύο παράγοντες. Ο 

πρώτος παράγοντας είναι οι συνδυαστικές αλληλεπιδράσεις των υποδοχέων τύπου Ι 

και τύπου ΙΙ στα ολιγοµερή σύµπλοκα που σχηµατίζουν, ενώ ο δεύτερος παράγοντας, 

αφορά στην ποικιλία των µεταγραφικών παραγόντων µε τους οποίους αλληλεπιδρούν 

οι Smads. Επίσης είναι πλέον γνωστό ότι το TGFβ µονοπάτι αλληλεπιδρά µε άλλα 

σηµατοδοτικά µονοπάτια και η αλληλεπίδραση αυτή οδηγεί σε Smad-επαγώµενες και 

Smad-ανεξάρτητες αποκρίσεις (Derynck and Zhang, 2003). 

Σύµφωνα µε το κυρίαρχο µοντέλο, που περιγράφεται στην Εικόνα 1, µετά την 

πρόσδεση του TGFβ στους υποδοχείς του (τύπου Ι και ΙΙ) παρατηρείται 
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φωσφορυλίωσή των υποδοχέων οι οποίοι µε τη σειρά τους φωσφορυλιώνουν τις R-

Smads (Receptor-associated Smads). Οι τελευταίες σχηµατίζουν σύµπλοκα µε την 

κοινή Smad4, τα οποία µεταβαίνουν στον πυρήνα, όπου σε συνεργασία µε άλλους 

παράγοντες επάγουν την µεταγραφή γονιδίων στόχων. 

 

 

Ποικιλότητα στις αλληλεπιδράσεις των υποδοχέων και στην πρόσδεση του 

συνδέτη TGFβ 

 

Απουσία συνδέτη, οι υποδοχείς τύπου Ι και ΙΙ σχηµατίζουν οµοδιµερή πάνω 

στην κυτταρική επιφάνεια. Οι TGFβ1, TGFβ3 και ακτιβίνες προσδένονται στους 

υποδοχείς τύπου ΙΙ χωρίς να απαιτείται η παρουσία των υποδοχέων τύπου Ι, ενώ οι 

ΒΜΡ2, ΒΜΡ4 και ΒΜΡ7 προσδένονται αρχικά στους υποδοχείς, τύπου Ι παρόλο που 

η παρουσία ετεροµερών ΒΜΡ συµπλόκων υποδοχέων προσφέρουν µεγαλύτερη 

συγγένεια στην πρόσδεση κάθε συνδέτη. Άλλοι TGFβ συνδέτες όπως ο TGFβ2 

αλληλεπιδρά µόνο µε συνδυασµό υποδοχέων τύπου Ι και τύπου ΙΙ. Ωστόσο, ενώ η 

πρόσδεση του συνδέτη στα οµοδιµερή των υποδοχέων επάγει κυτταροπλασµατική 

αυτοφωσφορυλίωση στους υποδοχείς τύπου ΙΙ, δεν επαρκεί για να ενεργοποιήσει την 

σηµατοδότηση απουσία των υποδοχέων τύπου Ι. Η ενεργοποίηση της σηµατοδότησης 

απαιτεί την ενεργοποίηση των υποδοχέων τύπου Ι, η οποία πραγµατοποιείται από την 

φωσφορυλίωσή τους στην περιοχή GS από τους υποδοχείς τύπου ΙΙ στα πλαίσια του 

ετεροµερούς συµπλόκου (Derynck et al., 1997). 

Οι συνδυαστικές αλληλεπιδράσεις στο τετραµερές σύµπλοκο υποδοχέων 

επιτρέπει την σύνδεση διαφορετικών συνδετών ή την διαφορετική σηµατοδότηση ως 

απόκριση στον ίδιο συνδέτη. Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί ο υποδοχέας 

τύπου ΙΙ του ΒΜΡ ο οποίος αλληλεπιδρά µε τρεις διαφορετικούς υποδοχείς τύπου Ι, 

τον BMP-RIA, BMP-RIB ή τον ActRI/ALK2 και προσδένει διαφορετικές BMPs 

ώστε να επάγει την BMP σηµατοδότηση. Επίσης, ο υποδοχέας τύπου ΙΙ του TGFβ, 

TRβII, αλληλεπιδρά τόσο µε τον κλασικό υποδοχέα τύπου Ι του TGFβ, τον 

TRI/ALK5 µε αποτέλεσµα την ενεργοποίηση των Smad2 Smad3, όσο και µε τον 

υποδοχέα τύπου Ι ALK1 για να ενεργοποιήσει τις Smad1 και Smad5. Η ενεργοποίηση 

διαφορετικών συµπλόκων υποδοχέων επάγει διαφορετικές αποκρίσεις στον TGFβ, 

υποδεικνύοντας ότι η ισορροπία στις διαφορετικές ενεργοποιήσεις ελέγχει την 

κατάσταση του ενδοθηλίου (Goumans et al., 2002). Επιπλέον, η ενεργοποίηση του 
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ActRI/ALK2 από τον TGFβ εµπλέκεται στην TGFβ-επαγώµενη επιθηλιακή σε 

µεσεγχυµατική διαφοροποίηση (Miettinen et al., 1994, Lai et al., 2000).  

Βοηθητικές πρωτεΐνες υποβοηθούν ή αλλάζουν την ειδικότητα πρόσδεσης του 

συνδέτη στους υποδοχείς του. Παράδειγµα αποτελούν οι β-γλυκάνη και ενδογλίνη 

που αυξάνουν την ειδικότητα παρουσίασης του TGFβ στο σηµατοδοτικό σύµπλοκο 

των υποδοχέων. Εποµένως, η έκφραση της β-γλυκάνης στην κυτταρική επιφάνεια 

ενδεχοµένως ρυθµίζει την απόκριση των κυττάρων στον TGFβ (Blobe et al.,2001) και 

οι αγγειακές ανωµαλίες που προκαλούνται από δυσλειτουργία της ενδογλίνης 

πιθανότατα εξηγούνται από την ελλειπή σηµατοδότηση του TGFβ στα ενδοθηλιακά 

κύτταρα (Barbara N, et al., 1999).  

 

 

Οι Smad πρωτεΐνες αποτελούν µια συντηρηµένη οικογένεια µεταγωγέων 

σηµατοδότησης 

 

Οι Smad πρωτεΐνες αποτελούν τα µοναδικά γνωστά υποστρώµατα των 

υποδοχέων τύπου Ι µε λειτουργία σηµατοδότησης. Αρχικά αναγνωρίστηκαν ως τα 

προϊόντα των γονιδίων Mad της Drosophila και Sma του C.Εlegans. Οι πρωτεΐνες 

αυτές σηµατοδοτούν από συστήµατα συνδέτη – υποδοχέα ανάλογα του ΒΜΡ σε 

αυτούς τους οργανισµούς. Το ανθρώπινο γονιδίωµα κωδικοποιεί οκτώ µέλη της 

οικογένειας των Smad (Mad-homologues (MADH)). Σχετικές πρωτεΐνες είναι 

γνωστές στον αρουραίο, τον ποντικό, στον Xenopous, στο zebrafish, στον 

πλατυέλµινθα Schistosoma mansoni, στην Drosophila, και τον C. Elegans. Οι 

MADH2, MADH4 και MADH7 χαρτογραφούνται στο χρωµόσωµα 18q21-22, που 

αποτελεί γνωστή ογκοκατασταλτική περιοχή. Οι MADH3 και MADH6 

χαρτογραφούνται στο χρωµόσωµα 15q21-22, και οι MADH5, MADH1 και MADH8 

στα χρωµοσώµατα 15q31, 4 και 13 αντίστοιχα. Οι Smad πρωτεΐνες εκφράζονται 

ευρέως καθόλη την διάρκεια της ανάπτυξης και σε όλους τους ενήλικους ιστούς και 

πολλές από αυτές (Smad2, Smad4, Smad5, Smad6 και Smad8) παράγονται από 

εναλλακτικό οµµατισµό (splicing) των mRNAs (Moustakas et al., 2001).  

Λειτουργικά, οι Smads εµπίπτουν σε τρείς υπο-οικογένειες: α) τις Smads που 

ενεργοποιούνται από τους υποδοχείς (Receptor-activated Smads, R-Smads: Smad1, 

Smad2, Smad3, Smad5 Smad8) και συγκεκριµένα φωσφορυλιώνονται από τους 

υποδοχείς τύπου Ι, β) τις κοινές µεταγωγείς Smads (common mediator Smads Co-

 19



Smads: Smad4) που σχηµατίζουν ολιγοµερή µε τις ενεργοποιηµένες R-Smads, και γ) 

τις ανασταλτικές Smads (Inhibitory Smads I-Smads: Smad6 και Smad7) που 

επάγονται από µέλη της οικογένειας του TGFβ. Οι τελευταίες συµµετέχουν σε έναν 

αυτοανασταλτικό µηχανισµό, αφ’ ενός ανταγωνιζόµενες τις R-Smads στην 

αλληλεπίδραση µε τους υποδοχείς και αφ’ετέρου προκαλώντας την αποικοδόµηση 

των υποδοχέων, µέσω ουµπικιτινίωσης (Derynck et al., 1997). Στην Εικόνα 2 

παριστάνονται οι τρεις κατηγορίες των Smad πρωτεΐνών στους διάφορους 

οργανισµούς. 

∆οµικά οι Smads χαρακτηρίζονται από δύο διακριτές συντηρηµένες περιοχές, 

την αµινοτερµατική (N-terminal) που παρουσιάζει Mad οµολογία 1 (Mad Homology 

1, MH1) και την καρβόξυτερµατική (C-terminal) που παρουσιάζει Mad οµολογία 2 

(Mad Homology 2, MH2). Σχηµατική απεικόνιση των περιοχών αυτών φαίνεται στην 

Εικόνα 3. Η ΜΗ1 περιοχή είναι εξαιρετικά συντηρηµένη ανάµεσα στις R-Smads και 

τις Co-Smads. Ωστόσο, οι αµινοτερµατικές περιοχές των I-Smads παρουσιάζουν 

πολύ µικρή οµοιότητα µε τις ΜΗ1 περιοχές. ∆οµικές και αλληλουχικές αναλύσεις 

υποδεικνύουν ότι η ΜΗ1 περιοχή είναι οµόλογη της His-Me (histidine-metalion 

finger) οικογένειας ενδονουκλεασών. Η περιοχή αυτή είναι πιθανόν να έχει εξελιχθεί 

από µια αρχαία ενζυµατική περιοχή που έχασε την ενζυµική της δραστικότητα, αλλά 

διατήρησε την ικανότητα πρόσδεσης στο DNA (Grishin, 2001). Η ΜΗ1 περιοχή 

ρυθµίζει την είσοδο στον πυρήνα και την µεταγραφή µέσω πρόσδεσης στο DNA και 

την αλληλεπίδραση µε πυρηνικές πρωτεΐνες (όπως µέλη των οικογενειών Sp1 και 

ΑΡ-1, ο πυρηνικός παράγοντας YY1, ο υποδοχέας της Βιταµίνης D, VitDR, οι 

HDACs, η φιλαµίνηµ η ιµπορτίνη β1). Η ΜΗ2 περιοχή είναι εξαιρετικά συντηρηµένη 

µεταξύ ολών των Smads. Η δοµή της περιέχει πέντε α –έλικες και τρεις θηλιές (loops) 

που περικλείουν έναν β-sandwich πυρήνα που αποτελείται από επτά αντιπαράλληλες 

β πτυχωτές επιφάνειες. Η ΜΗ2 περιοχή θυµίζει µια FHA (ForkHead Associated) 

περιοχή, µια περιοχή πρόσδεσης σε φωσφοπεπτίδιο, κοινή σε µεταγραφικούς και 

σηµατοδοτικούς παράγοντες (Li et al., 2000). Η ΜΗ2 περιοχή είναι υπεύθυνη για τον 

σχηµατισµό ολιγοµερών Smad συµπλόκων, την αναγνώριση από τους υποδοχείς 

τύπου Ι και την αλληλεπίδραση µε κυτταροπλασµατικούς και µεταγραφικούς 

παράγοντες (Εικόνα 2) (Derynck R. and Zhang Y, 2003, Moustakas A. et al., 2001). 
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Εικόνα 1. Το µονοπάτι σηµατοδότησης του µετασχηµατίζοντα αυξητικού παράγοντα β 
(Transforming Growth Factor β, TGFβ). Μετά την πρόσδεση του συνδέτη TGFβ στους 
διαµεµβρανικούς υποδοχείς τύπου Ι και τύπου ΙΙ παρατηρείται αυτοφωσφορυλίωση του 
υποδοχέα ΙΙ ο οποίος στην συνέχεια φωσφορυλιώνει τον υποδοχέα τύπου Ι. Ο 
ενεργοποιηµένος υποδοχέας τύπου Ι φωσφορυλιώνει τις R-Smads στην C-τελική περιοχή 
τους. Οι ενεργοποιµένες R-Smads σχηµατίζουν σύµπλοκο µε την Co-Smad4 το οποίο 
µεταβαίνει στον πυρηνά και ρυθµίζει την µεταγραφή γονιδίων στόχων µέσω φυσικών και 
λειτουργικών αλληλεπιδράσεων µε DNA-προσδενόµενους µεταγραφικούς παράγοντες και 
τους συνενεργοποιητές CBP/p300. Η ενεργοποίηση των R-Smads από τους υποδοχείς τύπου Ι 
αναστέλλεται από την Smad6 ή την Smad7. Οι R-Smads και η Smad4 εισέρχονται και 
εξέρχονται συνεχώς από τον πυρήνα. Οι Ε3 λιγάσες ουµπικιουτίνης Smurf1 και Smurf2 
αποικοδοµούν τις R-Smads, καθώς και τους υποδοχείς τύπου Ι µέσω αλληλεπίδρασης µε τις 
Smad6/7.  
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Εικόνα 2. Οι τρεις υπο-οικογένειες των Smad πρωτεϊνών. Οι R-Smads (Receptor-regulated Smads) 
υποδιαιρούνται σε δύο διαφορετικές οµάδες κάθε µία εκ των οποίων ενεργοποιείται από διαφορετικό 
συνδέτη (BMP ή TGFβ/activin). Η SSXS αλληλουχία φωσφορυλίωσης από τους υποδοχείς (Ρ) 
εντοπίζεται στο C-τελικό άκρο τους. Οι co-Smads περιλαµβάνουν την Medea της Drosophila, την 
Sma-4 του Caenorhabditis elegans και την Smad4 του ανθρώπου. Η Sma-4, όπως και η Smad2, 
περιέχει διάφορες µικρές ενθέσεις στην ΜΗ1 περιοχή και χαρακτηρίζεται από προέκταση του Ν-
τελικού της άκρου. Οι ανασταλτικές (ή ανταγωνιστικές) Ι-Smads στερούνται του µεγαλύτερου µέρους 
της ΜΗ1 περιοχής και διαφέρουν ως προς την ΜΗ2 περιοχή από τα άλλα µέλη της Smad οικογένειας. 
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Εικόνα 3. ∆οµή και λειτουργίες των Smad πρωτεϊνών. Η ΜΗ1 περιοχή είναι υπεύθυνη για 
την πρόσδεση στο DNA των Smad πρωτεϊνών, για τον πυρηνικό εντοπισµό τους και για την 
αλληλεπίδραση µε παράγοντες όπως ο HNF4, o Sp1 και οι HDACs, ενώ η ΜΗ2 για την 
αλληλεπίδραση µε άλλες πρωτεΐνες, όπως οι υποδοχείς, άλλες Smads και DNA 
προσδενόµενοι συν-παράγοντες. Στο κάτω µέρος απεικονίζονται οι κρυσταλλογραφικές 
δοµές των ΜΗ1 και ΜΗ2 περιοχών. 
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Ρύθµιση της λειτουργίας των Smads µέσω φωσφορυλίωσης 

 

Οι R-Smads φωσφορυλιώνονται στην καρβοξυτερµατική τους περιοχή και 

συγκεκριµένα στις δύο πρώτες σερίνες του µοτίβου SSXS από τους υποδοχείς τύπου Ι 

του TGFβ (Abdollah et al., 1997). Η ειδικότητα της αλληλεπίδρασης του υποδοχέα µε 

την R-Smad καθορίζεται από την θηλιά L45 εννέα αµινοξέων του υποδοχέα τύπου Ι 

και κυρίως από την θηλιά L3 της περιοχής ΜΗ2 της R-Smad (Massague et al., 2000, 

Huse et al., 2001). Έτσι, οι υποδοχείς του TGFβ και της ακτιβίνης φωσφορυλιώνουν 

τις Smad2 και Smad3, ενώ οι υποδοχείς του ΒΜΡ φωσφορυλιώνουν τις Smad1, 

Smad5 και Smad8 (Chen et al., 1998). Η ενεργοποίηση των διαφόρων R-Smads από 

τους υποδοχείς των προαναφερθέντων συνδετών καταδεικνύεται στην Εικόνα 4. Το 

αποτέλεσµα της φωσφορυλίωσης των R-Smads είναι ο σχηµατισµός ολιγοµερών 

συµπλόκων µε την Co-Smad, Smad4.  

Εκτός από τους υποδοχείς των ΒΜΡ και TGFβ/acivin, υπάρχουν και άλλες 

κινάσες που είναι γνωστό ότι εµπλέκονται στην φωσφορυλίωση των Smads. Οι Erk 

MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) φωσφορυλιώνουν σερίνες που 

εντοπίζονται στην περιοχή του συνδέτη των Smad1, Smad2 και Smad3 και στην ΜΗ1 

περιοχή της Smad2. Η δράση αυτών των κινασών και της ογκογονικής Ras πρωετΐνης 

αναστέλλει την µετατόπιση των Smads στον πυρήνα και συνεπώς τη σηµατοδότηση 

(Kretzschmar et al., 1999, Funaba et al., 2002). 

Η ενεργοποίηση της MAPK/Erk kinase kinase 1 (MEKK1) µπορεί επίσης να 

οδηγήσει στην φωσφορυλίωση της Smad2, στον ετεροπολυµερισµό της µε την 

Smad4, την είσοδό της στον πυρήνα και τη µεταγραφική της ενεργοποίηση (Brown et 

al., 1999). Η ενεργοποίηση από στρες ή από την MEKK1 του SAPK/JNK (c-Jun N-

terminal kinase) µονοπατιού µπορεί να οδηγήσει στην φωσφορυλίωση της Smad3 και 

συνεπώς σε πυρηνικό εντοπισµό και µεταγραφή (Engel et al., 1999). Ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι η σηµατοδότηση των Erk MAPK και JNK 

µονοπατιών επάγεται και από τον ίδιο τον TGFβ.  

Οµοίως, η Ca2+/calmodulin-εξαρτηµένη πρωτεϊνική κινάση ΙΙ (CamKII) 

φωσφορυλιώνει τις Smad2, Smad3 και Smad4. Συγκεκριµένα, η CamKII 

φωσφορυλιώνει in vitro την Smad2 στις Ser240 Ser260 του συνδέτη καθώς και στη 

Ser110 της ΜΗ1 περιοχής, γεγονός που επίσης αναστέλλει την µετακίνηση στον 

πυρήνα και τη σηµατοδότηση (Wicks et al., 2000). Η φωσφορυλίωση στην Ser240 
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έχει παρατηρηθεί επίσης in vivo, µετά από επίδραση των παραγόντων epidermal 

growth factor (EGF) και platelet-derived growth factor (PDGF). 

Η πρωτεϊνική κινάση C (PKC) φωσφορυλιώνει την Smad2 in vivo και in vitro 

στις Ser47 και Ser110 καθώς και την Smad3 στις ανάλογες θέσεις Ser37 και Ser70. Η 

φωσφορυλίωση της Smad3 από την PKC εµποδίζει την πρόσδεσή της πρώτης στο 

DNA και συνεπώς τη µεταγραφική της δραστικότητα. Το γεγονός αυτό, σε κυτταρικό 

επίπεδο, αναστέλλει την TGFβ επαγώµενη απόπτωση και καθιστά τα κύτταρα 

επιρρεπή σε απώλεια της αναστολής επαφής (loss of contact inhibition) 

(Yakymovych et al., 2001).  

∆εν έχει αναφερθεί φωσφορυλίωση της Co-Smad, Smad4, στα θηλαστικά. Στον 

Xenopus φωσφορυλιώνεται µία ισοµορφή της Smad4, η Smad4β, ενώ στην Smad4α 

δεν έχει παρατηρηθεί φωσφορυλίωση (Howell et al., 1999, Masuyama et al.,1999). Οι 

θέσεις στις οποίες φωσφορυλιώνεται η Smad4β καθώς και η σηµασία τους στη 

σηµατοδότηση, δεν είναι γνωστές. 

Οι ανασταλτικές I-Smads, Smad6 και Smad7, φωσφορυλιώνονται από άγνωστες 

µεχρι σήµερα κινάσες (Imamura et al., 1997, Pulaski et al., 2001). H φωσφορυλίωση 

της Smad6 είναι πιθανόν να µην προκαλείται από τους υποδοχείς του TGFβ και του 

BMP. Η Smad7 φωσφορυλιώνεται στη Ser249, γεγονός που δεν εξαρτάται από τον 

TGFβ αλλά από την φάση πολλαπλασιασµού των κυττάρων. Εποµένως, η 

φωσφορυλίωση όχι µόνο ενεργοποιεί τις Smads αλλά ρυθµίζει και την δραστικότητά 

τους, γεγονός που υποδεικνύει έναν µηχανισµό αλληλεπίδρασης του TGFβ 

µονοπατιού µε άλλα σηµατοδοτικά µονοπάτια. 
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Εικόνα 4. Οι διάφορες R-Smads ενεργοποιούνται από διαφορετικούς υποδοχείς των 
κυτοκινών της οικογένειας του TGFβ. Οι συνδυαστικές αλληλεπιδράσεις των υποδοχέων 
τύπου Ι και τύπου ΙΙ καθορίζουν τις αποκρίσεις στην σηµατοδότηση των κυτταροκινών.  
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Ολιγοµερισµός και ενεργοποίηση των Smads 

 

Από βιοχηµικές και δοµικές αναλύσεις προκύπτει ότι η φωσφορυλιωµένη 

καρβοξυτερµατική περιοχή των R-Smads αλληλεπιδρά ειδικά µε την θηλιά L3 µιας 

άλλης Smad πρωτεϊνης (R-Smad ή Smad4), γεγονός που αρκεί για να προκαλέσει τον 

ολιγοµερισµό τους (Correia et al., 2001). Οι µη φωσφορυλιωµένες Smad πρωτεΐνες 

υπάρχουν στα κύτταρα κυρίως ως µονοµερή, τα οποία µετά την φωσφορυλίωσή τους 

σχηµατίζουν οµο-ολιγοµερή που µε την σειρά τους, µετατρέπονται πολύ γρήγορα σε 

ετερο-ολιγοµερή συµπεριλαµβάνοντας την Cο-Smad, Smad4 (Correia et al., 2001, 

Kawabata et al., 1998), όπως υποδεικνύεται στην Εικόνα 5. Ο ολιγοµερισµός 

υποβοηθάται από εκτεταµµένες επαφές µεταξύ της θηλιάς-έλικας (loop-helix) 

περιοχής της µιας υποµονάδας και την οµάδα τριών ελίκων (three-helix bundle) της 

άλλης υποµονάδας – περιοχές των Smads εξελικτικά συντηρηµένες (Shi, 2001). 

Οι κυτταροπλασµατικές, µη ενεργές Smads, αυτο-καταστέλλονται ενδογενώς 

µέσω µιας ενδοµοριακής αλληλεπίδρασης ανάµεσα στις περιοχές ΜΗ1 και ΜΗ2 

(Hata et al., 1997). Επίσης, η Smad4 περιέχει µια µοναδική θηλιά στην ΜΗ2 περιοχή 

της, η οποία αναστέλλει τον αυθόρµητο ολιγοµερισµό απουσία σηµατοδότησης (Tada 

et al., 1999). Η φωσφορυλίωση µέσω του υποδοχέα φαίνεται ότι επάγει αλλαγές στην 

διαµόρφωση των µορίων που αναστέλλουν την αυτο-καταστολή και πιθανότατα 

εκθέτουν στην επιφάνεια περιοχές των ενεργοποιηµένων Smad οι οποίες ήταν 

θαµµένες και εµπλέκονται σε αλληλεπιδράσεις-µε άλλες πρωτεΐνες- σηµαντικές για 

την πυρηνική είσοδο, την µεταγραφική ρύθµιση ή την αποικοδόµηση.  

Οι αρχικές µελέτες υπέδειξαν ότι τα ολιγοµερή των Smad είναι ουσιαστικά 

ετεροτριµερή που αποτελούνται από δύο R-Smads και µία Smad4 (Kawabata et al., 

1998, Shi, 2001). Το γεγονός αυτό έχει επιβεβαιωθεί για την περίπτωση της Smad3 

και µε κρυσταλλογραφικές αναλύσεις (Correia et al., 2001). Ωστόσο, πρόσφατες 

αναλύσεις αναφέρουν διµερή διαµόρφωση για το σύµπλοκο των Smad2/Smad4 (Wu 

et al., 2001), και για το σύµπλοκο Smad3/Smad4 στον υποκινητή του c-Jun (Inman et 

al., 2002). Επίσης, µερικές αποκρίσεις στον TGFβ, όπως η επαγωγή της έκφρασης 

του p15 Ink4B απαιτεί ταυτόχρονη ενεργοποίηση των Smad2 και Smad3 και 

ταυτόχρονη αλληλεπίδρασή τους µε την Smad4 (Feng et al., 2000). Το ετεροτριµερές 

µοντέλο (Εικόνα 5) επιτρέπει την αλληλεπίδραση δύο διαφορετικών µορίων R-Smad 

µε την Smad4. Συνεπώς, είναι πιθανά διαφορετικά R-Smad-Co-Smad ολιγοµερή µε 

ποικίλες στοιχειοµετρίες. (Jayaraman και Massague, 2000).  
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Εικόνα 5. Ολιγοµερισµός των Smad πρωτεϊνών. Οι διαµεµβρανικοί υποδοχείς 
φωσφορυλιώνουν τις R-Smads, οι οποίες συµβολίζονται µε ανοικτό µπλε χρώµα, στο C-
τελικό τους άκρο µε αποτέλεσµα τον οµο-ολιγοµερισµό τους. Ο ετερο-ολιγοµερισµός τους µε 
την Co-Smad, που συµβολίζεται µε σκούρο µπλε χρώµα, οδηγεί στον σχηµατισµό διµερών 
και τριµερών συµπλόκων. Οι µικροί µαύροι κύκλοι συµβολίζουν την φωσφορυλίωση της 
SSXS αλληλουχίας και τα διπλής κατεύθυνσης βέλη συµβολίζουν την αλληλεπίδραση µεταξύ 
του C-τελικού φωσφορυλιωµένου άκρου και της ΜΗ2 περιοχής. 
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Οργάνωση των σηµατοδοτικών κέντρων TGFβ 

 

Πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι υπάρχουν βοηθητικές /scaffolding πρωτεΐνες που 

αλληλεπιδρούν µε τους υποδοχείς τύπου Ι και τύπου ΙΙ και/ή µε της Smads, όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 6. Ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα είναι η SARA (Smad 

Anchor for Receptor Activation), µια κυτταροπλασµατική πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά 

ειδικά µε την µη-ενεργοποιηµένη Smad2 και το σύµπλοκο των υποδοχέων, 

σχηµατίζοντας έτσι µια γέφυρα ανάµεσα στους υποδοχείς και την Smad2, 

υποβοηθώντας µε αυτόν τον τρόπο την φωσφορυλίωση της Smad2 από τον υποδοχέα 

τύπου Ι (Tsukazaki et al., 1998). Επίσης, η σταθερή αλληλεπίδραση της SARA µε την 

Smad2 αναστέλλει την πυρηνική είσοδο της τελευταίας (Xu et al., 2000). Η SARA 

περιέχει την αµινοξική περιοχή FYVE, ένα µοτίβο που είναι γνωστό ότι προσδένει 

την 3-φωσφορική φωσφατίδιλο-ινοσιτόλη, γεγονός που υποδεικνύει πιθανή 

αγκυροβόληση της Smad2 στο εσωτερικό της κυτταροπλασµατικής µεµβράνης ή στα 

ενδοσώµατα. Εποµένως, η SARA αποτελεί το πρώτο παράδειγµα οργάνωσης 

κέντρων σηµατοδότησης του TGFβ στην πλασµατική µεµβράνη, παρόλο που δεν 

έχουν ακόµα αναφερθεί πρωτεΐνες υποδοχείς ανάλογες µε την SARA σε BMP 

σηµατοδοτικά µονοπάτια.  

Καθώς η ίδια η SARA εντοπίζεται στα πρώιµα ενδοσώµατα, µια πρόσφατη 

µελέτη υποδεικνύει ότι και µόνο το FYVE µοτίβο της αρκεί για την επαγωγή της 

σηµατοδότησης της ακτιβίνης Α. Επιπλέον, η χρήση µιας αρνητικώς επικρατούσας 

µορφής της µικρής GTPase Rab5, µιας σηµαντικής για την δυναµική των 

ενδοσωµάτων πρωτεΐνης, οδήγησε στην συστατική µεταγραφική ενεργοποίηση ενός 

Smad εξαρτηµένου υποκινητή σε ενδοθηλιακά κύτταρα (Panopoulou E., et al., 2002). 

Επίσης, σύµφωνα µε µια άλλη µελέτη, ενώ η φωσφορυλίωση του TβRI υποδοχέα και 

ο σχηµατισµός του Smad2/SARA/TGFR συµπλόκου δεν επηρεάζεται από τον 

σχηµατισµό κυστιδίων κλαθρίνης, η Smad2/3 σηµατοδότηση πραγµατοποιείται µόνο 

µετά από ενδοκυττάρωση των υποδοχέων (Penheiter S.G., et al., 2002). 

Μια άλλη πρωτεΐνη, η Hrs, που περιέχει επίσης το FYVE µοτίβο, επίσης 

υποβοηθά την Smad2 σηµατοδότηση και συνεργάζεται µε την SARA (Miura et al., 

2000). Ακόµα, οι Dab2, 14-3-3ε και axin αποτελούν παραδείγµατα πρωτεϊνών που 

συνδέουν το σύµπλοκο των υποδοχέων µε τις Smad2 και Smad3, συµβάλλοντας έτσι 

στην επαγωγή της σηµατοδότησης (Furuhashi et al., 2001, Hocevar et al., 2001, 

McGonigle et al., 2001). Ο µηχανισµός µε τον οποίο οργανώνονται αυτά τα κέντρα 
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σηµατοδότησης των Smad και η συσχέτισή του µε την ενδοκύτταρωση (Dore et al., 

2001) την αποικοδόµηση (Kavsak et al., 2000) ή την σηµατοδότηση των υποδοχέων 

αποτελούν θέµατα που χρήζουν περαιτέρω διερεύνησης.  

Ένα άλλο παράδειγµα πρωτεΐνης που αλληλεπιδρά µε τις Smads και τους 

υποδοχείς είναι η καβεολίνη 1, η οποία αλληλεπιδρά µε τον υποδοχέα τύπου Ι και 

επάγει τον εντοπισµό των συµπλόκων των υποδοχέων στα caveolae, αναστέλλοντας 

µε τον τρόπο αυτό την σηµατοδότηση της Smad2 (Razani et al., 2001). Το κυτταρικό 

διαµέρισµα των caveolae απαιτείται για την αποικοδόµηση των υποδοχέων και 

συνεπώς ρυθµίζει την διαθεσιµότητα των υποδοχέων και την ενεργοποίηση των R-

Smads (Di Guglielmo et al., 2003). 

Πρόσφατα αναφέρθηκαν και άλλες πρωτεΐνες µε πιθανούς ρόλους στην 

αγκυροβόληση των Smads. Οι µικροσωληνίσκοι µπορούν να αγκυροβολήσουν µη 

ενεργές Smads στο κυτταρόπλασµα (Dong et al., 2000). Η ενεργοποίηση των 

τελευταίων από τον συνδέτη οδηγεί σε αποδέσµευσή τους από το δίκτυο των 

µικροσωληνίσκων. Επιπλέον, η χρήση φαρµάκων, όπως η νοκοδαζόλη, που 

αποδιοργανώνουν τους µικροσωληνίσκους, προκαλεί την συνεχή ενεργοποίηση του 

Smad µονοπατιού. Είναι πιθανόν οι µικροσωληνίσκοι να λειτουργούν ως ράγες για 

την ενδοκυττάρια µετακίνηση των Smads. Η φιλαµίνη, ένας παράγοντας πρόσδεσης 

της ακτίνης, αλληλεπιδρά επίσης µε τις Smads και επάγει τη σηµατοδότησής τους 

(Sasaki et al., 2001). Ο TGFβ επάγει τη φωσφορυλίωση του παράγοντα ELF, µιας β-

σπεκτρίνης, και την αλληλεπίδρασή του µε τις Smad3 και Smad4. Έλλειψη του ELF 

οδηγεί σε απώλεια της TGFβ εξαρτηµένης µεταγραφής (Tang et al., 2003). 

Επίσης, πρωτεΐνες της οικογένειας sorting nexin (SNX) of vesicle-and 

trafficking adaptors αλληλεπιδρούν µε τα σύµπλοκα υποδοχέων του TGFβ (Parks et 

al., 2001). Οµοίως, οι ARIPs (activin receptor interacting proteins) αλληλεπιδρούν µε 

την Smad2 και επάγουν την σηµατοδότηση από την ακτιβίνη (Tsuchida et al., 2001). 

Η GIPC (GAIP-interacting protein, C-terminus) είναι µια πρωτεΐνη-σκαλωσιά για τις 

υποµονάδες Gα, η οποία σχετίζεται µε τα οχήµατα κλαθρίνης και αλληλεπιδρά µε τον 

υποδοχέα τύπου ΙΙΙ του TGFβ (Blobe et al., 2001). Οι ARIPs και GIPC είναι 

πρωτεΐνες που περιέχουν το PDZ-domain και λειτουργούν ως κέντρα οργάνωσης 

πολυπρωτεϊνικών συµπλόκων (Harris and Lim, 2001). Τέλος, η TRAP1 (TGF 

receptor type I associated protein 1) αλληλεπιδρά µε την Smad4 και πιθανότατα 

αγκυροβολεί την Smad4 κοντά στο σύµπλοκο των υποδοχέων υποβοηθώντας τον 

σχηµατισµό των R-Smad-Co-Smad ολιγοµερών (Wurthner et al., 2001).  
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Τα στοιχεία που έχουν προκύψει από τις µέχρι σήµερα αναλύσεις, υποδεικνύουν 

ότι οι αλληλεπιδράσεις της υπεροικογένειας των TGFβ υποδοχέων και των Smads µε 

adaptor/scaffolding πρωτεΐνες αποτελούν σηµαντικό ρυθµιστικό µηχανισµό. Ο 

κατάλληλος εντοπισµός των υποδοχέων στην πλασµατική µεµβράνη ή σε 

ενδοκυτταρικά οχήµατα, η κοντινή παρουσία κυτταροπλασµατικών παραγόντων όπου 

αγκυροβολούν οι Smads και η ικανότητα αυτών των συµπλόκων να µεταφέρονται σε 

διάφορα κυτταρικά διαµερίσµατα, αποτελούν ενδιαφέροντες νέους τρόπους ρύθµισης 

της διάρκειας και της ενεργοποίησης της σηµατοδότησης από τις Smads. Τέτοιοι 

µηχανισµοί µπορεί να προσφέρουν κυτταροειδική σηµατοδότηση, επιτρέποντας 

διαφορετική ρύθµιση του βασικού Smad µονοπατιού.  
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Εικόνα 6. Σηµατοδοτικά κέντρα του TGFβ. Στο µοντέλο αυτό, οι R-Smads που 
απεικονίζονται ως κύκλοι και συµβολίζονται µε S, αγκυροβολούν στους µικροσωληνίσκους 
και τα ινίδια φιλαµίνης. Παρουσία του TGFβ µετακινούνται προς την SARA και τους 
υποδοχείς όπου σχηµατίζονται πολυπρωτεϊνικά κέντρα µε την βοήθεια πρωτεϊνών 
αγκυροβόλησης όπως είναι οι ARIPs που συµβολίζονται PDZ, οι ενεργοποιητές της 
αγκυροβόλησης των R-Smads και της Smad4 (S4) αξίνη και TRAP-1, και άγνωστες 
πρωτεΐνες αντάπτορες (ΑD). Το αποτέλεσµα είναι η φωσφορυλίωση των οι R-Smads (µαύρος 
κύκλος) και ο ολιγοµερισµός των οι R-Smads-Smad4. Αντίστοιχο µοντέλο θα µπορούσε να 
ισχύει και στα πρώιµα ενδοσώµατα, αµέσως µετά την ενδοκύττωση των υποδοχέων.  
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Πυρηνοκυτταροπλασµατική µετακίνηση των Smads 

 

Οι υποδοχείς του TGFβ παραµένουν ενεργοί για 3-4 ώρες τουλάχιστον µετά την 

πρόσδεση του συνδέτη και αυτή η συνεχής ενεργοποίηση των υποδοχέων διατηρεί τα 

σύµπλοκα των Smad πρωτεϊνών στον πυρήνα όπου ρυθµίζουν την έκφραση γονιδίων 

στόχων (Inman et al., 2002). Απουσία ενεργοποίησης, όλες οι R-Smads εντοπίζονται 

στο κυτταρόπλασµα, ενώ η Smad4 και οι I-Smads εντοπίζονται στον πυρήνα του 

κυττάρου (Inman et al., 2002,Watanabe et al., 2000, Xiao et al., 2001, Itoh et al., 

2001, Hanyu et al., 2001). Πειράµατα συν-κατακρήµνισης υποδεικνύουν ότι οι R-

Smads µετά την φωσφορυλίωσή τους σχηµατίζουν σύµπλοκα µε την Co-Smad, 

πιθανότατα πριν τη µετάβαση των συµπλόκων στον πυρήνα (Lagna et al., 1996). Η 

πιθανότητα αυτή ενισχύεται από µελέτες µε µεταλλαγµένες µορφές της Smad4 που 

στερούνται της ικανότητας µετάβασης στον πυρήνα αλλά παρόλα αυτά µπορούν να 

σχηµατίζουν ολιγοµερή µε τις R-Smads (Moren et al., 2000). Προηγούµενες µελέτες 

υποδεικνύουν ότι η µετακίνηση των R-Smads στον πυρήνα είναι ανεξάρτητη της 

Smad4, ενώ η µετακίνηση της Smad4 µετά την TGFβ σηµατοδότηση φαίνεται να 

απαιτεί την παρουσία µιας ενεργοποιηµένης R-Smad (Hoodless et al., 1999, Liu et al., 

1997).  

Οι µηχανισµοί µε τους οποίους πραγµατοποιείται η πυρηνική είσοδος των 

Smad1, Smad2 και Smad3 έχουν µελετηθεί λεπτοµερώς. Η ΜΗ1 περιοχή όλων των 

Smads περιέχει ένα µοτίβο πλούσιο σε λυσίνες, το οποίο στην περίπτωση των Smad1, 

Smad3 έχει δειχθεί ότι λειτουργεί ως σήµα πυρηνικού εντοπισµού (nuclear 

localization signal NLS) (Xiao et al., 2000, Xiao et al., 2001). Στην περίπτωση της 

Smad3, η C-τερµατική φωσφορυλίωση οδηγεί σε αλλαγές στην διαµόρφωση του 

µορίου µε αποτέλεσµα την έκθεση του NLS µε τέτοιο τρόπο που επιτρέπει την 

πρόσδεση της ιµπορτίνης β1 και την επαγωγή της Ran-εξαρτηµένης πυρηνικής 

εισόδου (Kurisaki et al., 2001, Xiao et al., 2000). Αντιθέτως, η Smad2, η οποία 

περιέχει επίσης την πλούσια σε λυσίνες αλληλουχία στην ΜΗ1 περιοχή της, 

απελευθερώνεται από την SARA µετά την C-τερµατική της φωσφορυλίωση και 

µεταβαίνει στον πυρήνα µε την αρωγή ενός κυτταροπλασµατικού παράγοντα, 

ανεξάρτητου της ιµπορτίνης, ο οποίος απαιτεί την ακεραιότητα της ΜΗ2 περιοχής 

(Xu et al., 2000). Ο παράγοντας αυτός είναι ο CAN/Nup214 µέλος της οικογένειας 

των πρωτεϊνών του πυρηνικού πόρου (νουκλεοπορίνες) (Xu et al., 2002). Η διαφορά 

ανάµεσα στις δύο R-Smads, Smad3 και Smad2 που υπάγονται στο TGFβ µονοπάτι 
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και στο µονοπάτι της ακτιβίνης, έγκειται στην παρουσία του µοναδικού εξονίου 3 

στην ΜΗ1 περιοχή της Smad2 (Kurisaki et al., 2001). Έτσι, ανεξάρτητα από την 

παρουσία της κοινής, πλούσιας σε λυσίνες, αλληλουχίας στην ΜΗ1 περιοχή, 

υπάρχουν µοναδικοί δοµικοί καθοριστές της πυρηνικής εισόδου οι οποίοι είναι 

διαφορετικοί για τις διαφορετικές Smads.  

Η αναγνώριση εναλλακτικών µορφών οµµατισµού της Smad4 του Xenopus 

οδήγησε στην ανακάλυψη της συνεχούς εισόδου της Smad4 στον πυρήνα. Ο 

κυτταροπλασµατικός εντοπισµός της Smad4 σε µη ενεργοποιηµένα κύτταρα 

οφείλεται αφ’ενός στην παρουσία ενός συστατικά ενεργοποιηµένου NLS στην 

περιοχή ΜΗ1 (Inman et al., 2002, Xiao et al,. 2003, Oncogene) και αφ’ετέρου σε 

ενεργή έξοδο από τον πυρήνα (Pierreux et al., 2000, Watanabe et al., 2000). Αυτή η 

έξοδος επάγεται από ένα πλούσιο σε λυσίνες σήµα πυρηνικής εξόδου (nuclear export 

signal NES) το οποίο εντοπίζεται στην περιοχή του linker της Smad4 όσο και στην 

ΜΗ1 περιοχή και καταλύεται από την εξπορτίνη Crm1. Συνεπώς, η Smad4 

µεταφέρεται συνεχώς από και προς τον πυρήνα. Τα σύµπλοκα της Co-Smad µε τις R-

Smads µπορεί να σχηµατίζονται στον πυρήνα ή στην πορεία προς τον πυρήνα, και ο 

σχηµατισµός αυτός ενδεχοµένως να καλύπτει το NES µε αποτέλεσµα τη συσσώρευση 

των συµπλόκων στον πυρήνα. Είναι χαρακτηριστικό ότι η Smad4β του Xenopus που 

στερείται του NES εντοπίζεται αποκλειστικά στον πυρήνα, ενώ η Smad4α κυρίως στο 

κυτταρόπλασµα µη ενεργοποιηµένων κυττάρων (Masuyama et al., 1999, Watanabe et 

al., 2000).  

Έχει πρόσφατα δειχθεί ότι η Smad1 παρουσιάζει πυρηνική είσοδο εξαρτηµένη 

από τον συνδέτη και συνεχή πυρηνική έξοδο (Xiao et al., 2001). Η τελευταία 

εξαρτάται από την παρουσία ενός NES, του NES1, στην ΜΗ2 περιοχή το οποίο 

εντοπίζεται Ν-τερµατικά της L3 θηλιάς (Xiao et al., 2001). Μια ακόµα πιο πρόσφατη 

µελέτη υποδεικνύει την παρουσία και δεύτερου NES, του NES2, στην περιοχή του 

linker της πρωτεϊνης Smad1. Το NES2 αποτελεί τον κύριο στόχο της Crm1, και είναι 

σηµαντικό για την πυρηνική έξοδο και συνεπώς για την ενεργοποίηση της Smad1 από 

τους υποδοχείς. Το NES2, αν και συντηρηµένο, δεν είναι λειτουργικό σε άλλες R-

Smads, όπως η Smad3, καθώς η υπερέκφραση της Crm1 δεν στοχεύει την Smad3 στο 

κυτταρόπλασµα (Xiao et al., 2003). Το NES είναι συντηρηµένο µεταξύ των Smads 

αλλά είναι ενεργό µόνο σε συγκεκριµένες Smads. Αρχικά θεωρήθηκε ότι οι Smad2 

και Smad3 εξέρχονται από τον πυρήνα µετά από παρατεταµµένη παρουσία του 

συνδέτη TGFβ (Pierreux et al., 2000). Στην συνέχεια αποκαλύφθηκε ότι αυτές οι 
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Smads αποφωσφορυλιώνονται συνεχώς, µε αποτέλεσµα τον αποσχηµατισµό των 

συµπλόκων και την έξοδο των ανενεργών πρωτεϊνών στο κυτταρόπλασµα (Inman et 

al., 2002). ∆εν έχει αναγνωριστεί συγκεκριµένο ενεργό NES σήµα στις Smad2 και 

Smad3, ωστόσο είναι γνωστό ότι η Smad2 εξέρχεται από τον πυρήνα µε την αρωγή 

της νουκλεοπορίνης Nup153 (Xu et al., 2002).  

Πέρα όµως από την διαφορετικότητα των µηχανισµών που ελέγχουν τον 

πυρηνοκυταροπλασµατικό εντοπισµό των Smads, φαίνεται ότι υπάρχουν και 

οµοιότητες. Μια πρόσφατη µελέτη επισηµαίνει την δυνατότητα πυρηνικής εισόδου 

των Smad3 και Smad4 µέσω αλληλεπίδρασης αυτών µε το σύµπλοκο 

νουκλεοπορινών CAN/Nup214, το οποίο ρυθµίζει την πυρηνική είσοδο της Smad2. 

Eνώ για την Smad3 αρκεί η ΜΗ2 περιοχή για την αλληλεπίδρασή της µε το 

σύµπλοκο CAN/Nup214, στην περίπτωση της Smad4 απαιτείται ολόκληρη η 

πρωτεΐνη για την αλληλεπίδραση αυτή (Xu et al., 2003). 

Τέλος, οι I-Smads παρουσιάζουν συνεχή είσοδο στον πυρήνα και εξέρχονται 

στο κυτταρόπλασµα µετά από σηµατοδότηση του TGFβ ή του ΒΜΡ (Itoh et al., 1998, 

Itoh et al., 2001, Hanyu et al., 2001). Η TGFβ επαγώµενη έξοδος της Smad7 από τον 

πυρήνα είναι πιθανόν να απαιτεί την αλληλεπίδραση µε τις πρωτεΐνες Smurf1 ή 

Smurf2 του µονοπατιού ουµπικιτινίωσης (Hanyu et al., 2001), ενώ ο ΒΜΡ 

επαγώµενος κυτταροπλασµατικός εντοπισµός της Smad6 είναι πιθανόν να οφείλεται 

σε αλληλεπίδραση µε κάποια κυτταροπλασµατική πρωτεϊνη (Itoh et al., 2001). ∆εν 

έχουν ακόµα αποσαφηνιστεί οι µηχανισµοί πυρηνοκυτταροπλασµατικής µετακίνησης 

των I-Smads, ούτε συγκεκριµένα ενεργά NLSs και NESs σε αυτές τις πρωτεΐνες.  

Η συνεχής µετακίνηση των Smads από και προς τον πυρήνα, ακόµα και σε 

κύτταρα στα οποία οι υποδοχείς είναι ενεργοί, υποδεικνύει ότι το σηµατοδοτικό 

µονοπάτι του TGFβ έχει αναπτύξει πολλούς µηχανισµούς παρακολούθησης της 

ενεργότητας των υποδοχέων. Έτσι, παρουσία µεγάλης ποσότητας συνδέτη, οι ίδιες 

Smads µπορούν να επαναφωσφορυλιωθούν προκειµένου να διατηρήσουν την 

παρατεταµµένη σηµατοδότηση, δεδοµένου του περιορισµένου αριθµού Smad µορίων 

ανά κύτταρο. Με το πέρας της σηµατοδότησης οι Smads µπορούν ταχύτατα να 

επιστρέψουν στο κυτταρόπλασµα, σταµατώντας άµεσα την µεταγραφή γονιδίων 

στόχων από την στιγµή που οι υποδοχείς σταµατήσουν να ενεργοποιούνται (Reguly 

and Wrana, 2003).  
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Πυρηνική σηµατοδότηση 

 

Όλες οι Smads παρουσιάζουν µεταγραφική δραστικότητα (Itoh et al., 2000, 

Massague and Wotton, 2000). Tα ετεροµερή R-Smad-Co-Smad αποτελούν ενδογενείς 

µεταγραφικούς παράγοντες. Οι I-Smads έχει δειχθεί ότι εµφανίζουν µεταγραφική 

δραστικότητα, η σηµασία της οποίας δεν έχει ακόµη διελευκανθεί (Bai et al., 2000, 

Hill-Kapturczak et al., 2000, Pulaski et al., 2001).  

Οι Smad3 και Smad4 πρωτεΐνες προσδένονται απευθείας αλλά µε χαµηλή 

συνάφεια σε Smad-προσδενόµενα στοιχεία DNA (Smad-binding elements, SBEs),µε 

το ελάχιστο µοτίβο αλληλουχίας 5΄CAGAC3΄. Η πρόσδεση αυτή επιτυγχάνεται µέσω 

µιας συντηρηµένης θηλιάς µε δοµή β-φουρκέτας (β-hairpin) της ΜΗ1 περιοχής. 

Ειδικά για την Smad3 υπάρχουν πρόσθετες αλληλουχίες της ΜΗ1 περιοχής που 

συνεισφέρουν στην πρόσδεση της πρωτεΐνης στο DNA, όπως η α έλικα 2 (α-helix 2) 

(Kusanagi et al., 2001). Αντιθέτως, η Smad2 δεν προσδένεται σε SBE λόγω της 

ύπαρξης µιας επιπρόσθετης αλληλουχίας 20 αµινοξέων στην ΜΗ1 περιοχή της, η 

οποία κωδικοποιείται από το εξόνιο 3 και η οποία παρεµποδίζει τον σχηµατισµό της 

δοµής β-φουρκέτας (Yagi et al., 1999). Επίσης, οι Smad3 και Smad4 πρωτεΐνες 

προσδένονται σε GC-πλούσια µοτίβα υποκινητών συγκεκριµένων γονιδίων, γεγονός 

που υποδεικνύει µια χαµηλή ειδικότητα πρόσδεσης της ΜΗ1 περιοχής στο DNA 

(Labbe et al., 1998).  

Εκτός από τα προαναφερθέντα παραδείγµατα Smad-επαγώµενης ενεργοποίησης 

της γονιδιακής έκφρασης, υπάρχουν πρόσφατα παραδείγµατα Smad-επαγώµενης 

γονιδιακής καταστολής. Οι αλληλουχίες DNA που εµπλέκονται σε τέτοιες 

περιπτώσεις καταστολής της γονιδιακής έκφρασης είναι διαφορετικές από τα SBEs 

και τα GC-πλούσια µοτίβα (Alliston et al., 2001, Chen et al., 2001). Θα πρέπει 

ωστόσο να διερευνηθεί περαιτέρω αν οι Smads προσδένονται άµεσα ή έµµεσα σε 

αυτές τις διαφορετικές αλληλουχίες. 

Το γεγονός ότι οι χιµαιρικές GAL4-Smad πρωτεΐνες εµφανίζουν µεταγραφική 

δραστικότητα τόσο σε κύτταρα θηλαστικών όσο και σε κύτταρα σακχαροµύκητα 

υποδεικνύουν ότι οι Smads σχετίζονται και αλληλεπιδρούν µε τη βασική 

µεταγραφική µηχανή (Liu et al., 1996). Η µεταγραφική ενεργότητα των Smads 

χαρτογραφείται στην ΜΗ2 περιοχή της πρωτεΐνης και είναι γνωστό ότι επάγεται 

µέσω άµεσης αλληλεπίδρασης της ΜΗ2 περιοχής µε συνενεργοποιητές όπως ο p300 

και ο pCAF (p300-and CBP-associating factor) (Εικόνα 7Α) (Itoh et al., 2000a, Itoh 
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et al., 2000b). Ειδικά η Smad4 εµφανίζεται να παίζει σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση 

της µεταγραφικής δραστικότητας των Smad συµπλόκων στον πυρήνα, 

σταθεροποιώντας την αλληλεπίδραση των R-Smads µε το DNA και τους 

συνενεργοποιητές CBP/p300. Ο σηµαντικός αυτός ρόλος της Smad4 οφείλεται στην 

παρουσία µιας µεταγραφικά ενεργής περιοχής που ονοµάζεται SAD (Smad-activation 

domain). Η περιοχή SAD επιτρέπει ισχυρότερη πρόσδεση της Smad4 µε τους CBP/ 

p300 µέσω µιας µοναδικής διαµόρφωσης της ΜΗ2 περιοχής της Smad4 (Chacko et 

al., 2001, de Caestecker et al., 2000b). 

Ο TGFβ αναστέλλει την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου ρυθµίζοντας την 

µεταγραφή των ρυθµιστών του κυτταρικού κύκλου, όπως η c-Myc και µέλη της 

οικογένειας Id που καταστέλλονται µεταγραφικά από τον TGFβ (Chen et al., 2002, 

Kang et al., 2003). Συγκεκριµένα, η Smad3 καταστέλλει την µεταγραφή του γονιδίου 

c-Myc σε συνεργασία µε τους µεταγραφικούς παράγοντες Ε2F4 και E2F5 και τον 

συν-καταστολέα p107. Το σύµπλοκο αυτό προσχηµατίζεται στο κυτταρόπλασµα και 

παρουσία της TGFβ ενεργοποίησης µεταβαίνει στον πυρήνα, όπου σε συνεργασία µε 

την Smad4 προσδένεται στον υποκινητή του γονιδίου c-Myc και καταστέλλει την 

έκφρασή της (Chen et al., 2002). Επίσης, η TGFβ ενεργοποιηµένη Smad3 επάγει 

άµεσα την έκφραση της ATF3, µε την οποία σχηµατίζει σύµπλοκο που καταστέλλει 

τον Id1 υποκινητή (Kang et al., 2003). Οµοίως, η TGFβ επαγώµενη SIP1 καταστέλλει 

την έκφραση της E-cadherin (Comijn et al., 2001).  

Είναι επίσης γνωστό ότι ο TGFβ αναστέλλει την διαφοροποίηση µυοβλαστών, 

οστεοβλαστών και αδιποκυττάρων µέσω λειτουργικής καταστολής µεταγραφικών 

παραγόντων που επάγουν αυτά τα µονοπάτια διαφοροποίησης. Έτσι, η Smad3 

καταστέλλει την µεταγραφική δράση του Runx2/CBFA1 (core-binding factor, runt 

domain, α-υποµονάδα) κατά την οστεοβλαστική διαφοροποίηση (Alliston et al., 

2001). Επίσης, η Smad3 καταστέλλει την δράση της MyoD και άλλων µυογεννετικών 

basic helix-loop-helix (bHLH) µεταγραφικών παραγόντων στους µυοβλάστες, 

αλληλεπιδρώντας µε την HLH περιοχή τους και εµποδίζοντας κατά αυτόν τον τρόπο 

τον διµερισµό αυτών των παραγόντων και την αποτελεσµατική πρόσδεσή τους στο 

DNA (Liu et al., 2001). Τέλος, η Smad3 καταστέλλει την δράση των 

CCAAT/enhancer-binding πρωτεϊνών (C/EBPs) κατά την διαφοροποίηση των 

αδιποκυττάρων (Choy et al., 2003).  

Όπως προαναφέρθηκε, η Smad σηµατοδότηση µπορεί να οδηγήσει σε 

καταστολή της γονιδιακής έκφρασης. Ειδικά για την Smad3, είναι γνωστό ότι η ΜΗ1 
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περιοχή της σχετίζεται µε ενεργότητα απακετυλάσης ιστονών (HDAC), αλλά δεν 

είναι γνωστό αν υπάρχει άµεση αλληλεπίδραση των Smads µε τις HDACs (Liberati et 

al., 2001). Εναλλακτικά, οι Smads αλληλεπιδρούν µε συν-καταστολείς οι οποίοι µε τη 

σειρά τους προσελκύουν HDACs (Εικόνα 7Β). Τέτοιοι συν-καταστολείς είναι η 

homeodomain DNA-προσδενόµενη πρωτεΐνη TGIF (Wotton et al., 1999) καθώς και 

τα προϊόντα των πρωτο-ογκογονιδίων Ski και SnoN (Liu, Sun et al., 2001). Αυτοί οι 

συν-καταστολείς αλλάζουν την πυρηνική ενεργότητα των Smads, και µάλιστα τα 

επίπεδα έκφρασης των συν-καταστολέων καθορίζουν το βαθµό της µεταγραφικής 

δραστικότητας των Smads.  

Συνεπώς, η απαιτούµενη µεταγραφική δραστικότητα του Smad µονοπατιού 

επιτυγχάνεται µέσω πολλαπλών SBE µοτίβων σε υποκινητές γονιδίων στόχων των 

Smad πρωτεϊνών, και µέσω πρόσθετων µεταγραφικών παραγόντων που 

αλληλεπιδρούν µε τις Smads. Η πληθώρα αυτών των µεταγραφικών παραγόντων και 

γενικότερα των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε τις Smads παρέχει επίσης µια 

µηχανιστική ερµηνεία της καταγεγραµµένης συνεργασίας του Smad µονοπατιού µε 

πολλά άλλα σηµατοδοτικά δίκτυα, τα οποία ποικίλουν από το Ras/MAPK µονοπάτι 

µέχρι το δίκτυο σηµατοδότησης των πυρηνικών υποδοχέων (Itoh et al., 2000b, 

Massague 2000). Στην Εικόνα 8 περιγράφονται κάποιες από τις πρωτεΐνες που 

αλληλεπιδρούν µε τα σύµπλοκα των R-Smads/Smad4. 
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Εικόνα 7. Ρύθµιση της µεταγραφής από τις Smad πρωτεΐνες. Α. Ενεργοποίση της 
γονιδιακής έκφρασης. Οι Smads που απεικονίζονται ως ετεροδιµερή, αλληλεπιδρούν µε 
µεταγραφικούς παράγοντες (TF) που προσδένονται στο DNA, και προσελκύουν 
συνενεργοποιητές όπως ο εικονιζόµενος p300 o οποίος ακετυλιώνει τον TF ή/και τις ιστόνες 
της χρωµατίνης. Το βέλος που ξεκινά από την χρωµατίνη, που εικονίζεται σε διαµόρφωση 
νουκλεοσωµάτων, συµβολίζει επαγωγή της γονιδιακής έκφρασης. Β. Γονιδιακή καταστολή. 
Τα ετεροµερή των Smad πρωτεϊνών προσελκύουν συνκαταστολείς, όπως ο c-Ski, οι οποίοι 
αλληλεπιδρούν µε απακετυλάσες ιστονών (HDACs). Οι τελευταίες απακετυλιώνουν τον TF 
ή/και τις ιστόνες. Η κάθετη γραµµή που ξεκινά από την χρωµατίνη υποδηλώνει καταστολή 
της µεταγραφικής ενεργότητας του υποκινητή και συνεπώς, της γονιδιακής έκφρασης. 
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Eικόνα 8. Αλληλεπίδραση των R-Smad/Smad4 συµπλόκων µε µεταγραφικούς 
παράγοντες, συνενεργοποιητές και συνκαταστολείς. Το R-Smad/Smad4 σύµπλοκο 
συνεργάζεται µε συγκεκριµένους µεταγραφικούς πράγοντες (Χ) που προσδένονται µε µεγάλη 
ειδικότητα σε αλληλουχίες DNA (X Binding Element, XBE), αλλά και το ίδιο προσδένεται 
µε µικρή συνάφεια σε αλληλουχίες DNA (Smad Binding Element, SBE), προκειµένου να 
ενεργοποιήσουν την µεταγραφή γονιδίων στόχων. Οι R-Smads αλληλεπιδρούν άµεσα µε τους 
συνενεργοποιητές CBP/p300, αλλά και η Smad4 λειτουργεί ως συνενεργοποιητής των R-
Smads, σταθεροποιώντας την αλληλεπίδραή τους µε τους CBP/p300. Οι συνενεργοποιητές 
SMIF, MSG1 και ARC105 ρυθµίζουν τον βαθµό της Smad επαγώµενης µεταγραφικής 
ενεργοποίησης. Η αλληλεπίδραση των Smad πρωτεϊνών µε τους συνκαταστολείς καταστέλλει 
την µεταγραφική τους ενεργότητα. Οι συνκαταστολείς c-Ski, SnoN, c-Myc και Evi1 
εκφράζονται από πρωτοογκογονίδια. Οι συνκαταστολείς TGIF (TGFβ indused factor) και 
SNIP1 (Smad nuclear interacting protein) καταστέλλουν και TGFβ-ανεξάρτητες 
µεταγραφικές αποκρίσεις. Η αλληλεπίδραση του συνκαταστολέα Tob µε την Smad2 
καταστέλλει την έκφραση της ιντερλευκίνης 2 σε Τ κύτταρα. 
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Αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών Smad µε πρωτεΐνες που προσδένονται στο DNA 

 

Υπάρχει µεγάλος αριθµός παραδειγµάτων στα οποία οι Smads συνεργάζονται 

µε DNA προσδενόµενες πρωτεΐνες για την ρύθµιση της µεταγραφής. Η FAST-1 

πρωτεΐνη προσδένεται στην αποκρινόµενη σε ακτιβίνη περιοχή του υποκινητή του 

Mix.2 γονιδίου, καθώς και σε αντίστοιχη περιοχή του υποκινητή του goosecoid 

γονιδίου. Απουσία σήµατος, η FAST-1 προσδένεται στα προαναφερθέντα ρυθµιστικά 

στοιχεία, αλλά δεν ενεργοποιεί τη γονιδιακή µεταγραφή. Παρουσία TGF-β ή 

ακτιβίνης, στη ρυθµιστική περιοχή σχηµατίζεται ένα σύµπλοκο που περιλαµβάνει την 

FAST-1 και τις Smad2 και Smad4, το οποίο και ενεργοποιεί την µεταγραφή. 

Μάλιστα, πρώτα προσδένεται στο DNA η FAST-1, µε την οποία αλληλεπιδρά άµεσα 

η Smad2, ώστε να προσελκύσουν στο σύµπλοκο την Smad4. Η ΜΗ1 περιοχή της 

Smad4 προσδένεται στο DNA και η επαφή αυτή είναι σηµαντική για την 

σταθεροποίηση της πρόσδεσης του συµπλόκου στο DNA (Liu et al., 1997). Έχει, 

εξάλλου δειχθεί ότι οι πρωτεΐνες Smad2, Smad3 και ασθενέστερα η Smad4 µέσω 

άµεσης αλληλεπίδρασης της ΜΗ1 περιοχής τους µε τον µεταγραφικό παράγοντα Sp1, 

µπορούν να ενεργοποιούν γονιδιακή µεταγραφή από τον υποκινητή του γονιδίου p21 

(Moustakas et al., 1998, Pardali et al., 2000). 

Oι Smad συνεργάζονται και µε DNA-προσδενόµενες πρωτεΐνες που 

εµπλέκονται στη µεταγωγή σήµατος άλλων µονοπατιών. Πολλές θέσεις απόκρισης 

στον TGF-β περιέχουν γειτονικές θέσεις πρόσδεσης του ΑΡ1, οι οποίες 

ενεργοποιούνται από το ετεροδιµερές c-Jun/c-fos. Η Smad3 αλληλεπιδρά άµεσα µε 

την φωσφορυλιωµένη µορφή της c-Jun µέσω της ΜΗ1 και της περιοχής σύνδεσης 

(linker), και έµµεσα µε την c-fos µέσω της c-Jun. Απουσία του ετεροδιµερούς c-

Jun/c-fos, ο TGF-β και η Smad3 επάγουν ασθενώς τη µεταγραφή από ρυθµιστικά 

στοιχεία στα οποία προσδένεται ο AP1, ενώ παρουσία ενεργού ετεροδιµερούς 

παρατηρείται έντονη µεταγραφική ενεργότητα. Η φωσφορυλίωση (ενεργοποίηση) της 

c-Jun προκύπτει από την ενεργοποίηση της κινάσης της c-Jun (c-Jun κινάση JNK) η 

οποία είναι µια ΜΑΡ κινάση. Εποµένως, παρατηρείται ένα σηµαντικό σηµείο 

συνάντησης των µονοπατιών σηµατοδότησης των Smad και ΑΡ-1 (Liberati et al., 

1999, Wong et al., 1999).  

Πριν ακόµα αναγνωριστούν οι Smads, είχε αναφερθεί συνεργασιακή 

αλληλεπίδραση µεταξύ των TGF-β και της βιταµίνης D. Η ρυθµιστική περιοχή που 

αποκρίνεται στην βιταµίνη D (Vitam D Response Element, VDRE), ανταποκρινόταν 
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επίσης στον TGF-β, αλλά µόνο παρουσία της βιταµίνης D. Η Smad3 δρα ως 

συνενεργοποιητής του υποδοχέα της βιταµίνης D (Vitamin D Receptor, VDR) µέσω 

της ικανότητάς της να σχηµατίζει σύµπλοκο µε τον συνενεργοποιητή του υποδοχέα 

στεροειδών, το οποίο εξαρτάται από την παρουσία του TGF-β και της βιταµίνης D. 

Φαίνεται ότι η Smad3 επάγει µια συνοµιλία µεταξύ των µονοπατιών σηµατοδότησης 

του TGF-β και της βιταµίνης D (Yanagisawa et al., 1999). Στη συνοµιλία αυτή 

εµπλέκεται και η Smad7, η οποία αναστέλλει το σχηµατισµό του VDR-Smad3 

συµπλόκου, ρυθµίζοντας αρνητικά τη σηµατοδότηση από τον VDR (Yanagi et al., 

1999).  

 

 

Oι µεταγραφικοί συνενεργοποιητές p/CAF και CBP/p300 

 

Ο µηχανισµός µε τον οποίο οι συνενεργοποιητές επάγουν την µεταγραφική 

δραστικότητα γονιδίων, αφορά στην ικανότητά τους να ακετυλιώνουν τις Ν-

τερµατικές ουρές των ιστονών µέσω της ενεργότητας ακετυλο-τρανσφεράσης 

(Histone acetyltransferases, HATs) (Turner and O’Neill, 1995). Το γεγονός ότι το 

κύτταρο χρησιµοποιεί διαφορετικά τέτοια ένζυµα µπορεί να αποδοθεί στο ότι κάθε 

ένα από αυτά ακετυλιώνει διαφορετικές ιστόνες. Έτσι, οι GCN5 και pCAF 

ακετυλιώνουν τις Η3 και Η4 ιστόνες (Kuo et al., 1996, Yang et al., 1996), ενώ ο CBP 

(CREB Binding Protein) και τις τέσσερις ιστόνες (Bannister and Kouzarides, 1996). 

Το γεγονός ότι ο CBP ακετυλιώνει την p53 πρωτεΐνη, µε αποτέλεσµα την αύξηση της 

ικανότητας πρόσδεσης της τελευταίας στο DNA, υποδεικνύει ότι αυτά τα ένζυµα 

µπορούν να ενεργοποιούν την µεταγραφή και µε µηχανισµούς ανεξάρτητους των 

ιστονών (Gu and Roeder, 1997). Συνεπώς, οι συνενεργοποιητές εµφανίζουν 

γενικότερη ενεργότητα ακετυλοτρανσφεράσης (ΑΤ). 

Η περιοχή που ευθύνεται για την ενζυµική δραστικότητα των 

ακετυλοτρανσφερασών, είναι αρκετά µεγάλη, της τάξεως αρκετών εκατοντάδων 

αµινοξέων. Ειδικά για τον CBP, η ΑΤ περιοχή (αµινοξέα 1099-1758) αποτελεί µέρος 

µιας ευρύτερης περιοχής µεταγραφικής ενεργοποίησης (αµινοξέα 1099-1877). Η 

µεταγραφική δραστικότητα αυτής της περιοχής εξαρτάται από την ΑΤ ενεργότητα, 

αλλά υποβοηθάται από αλληλουχίες που αποτελούν θέσεις πρόσδεσης άλλων 

παραγόντων. Έτσι, ο CBP ακετυλιώνει αφ’ενός τις ιστόνες αλλάζοντας την δοµή του 

νουκλεοσώµατος και κάνοντας την χρωµατίνη προσιτή σε µεταγραφικούς 
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παράγοντες, αφ’ετέρου άλλες πρωτεϊνες όπως η p53 και οι γενικοί µεταγραφικοί 

παράγοντες TFIIE και TFIIF και επιπλέον αλληλεπιδρά µε άλλες ΑΤ πρωτεΐνες όπως 

οι pCAF και SRC1 (Martinez-Balbas et al., 1998). Το αποτέλεσµα των ακετυλιώσεων 

και των αλληλεπιδράσεων αυτών είναι η επαγωγή της µεταγραφικής δραστικότητας.  

Τόσο οι R-Smads όσο και η Smad4 αλληλεπιδρούν µε συνενεργοποιητές 

προκειµένου να αναπτύξουν περαιτέρω την µεταγραφική τους δραστικότητα. Είναι 

γνωστό ότι οι R-Smads προσελκύουν τους γενικούς συνενεργοποιητές p300/CBP 

αλληλεπιδρώντας άµεσα µε αυτούς µέσω της ΜΗ2 περιοχής τους. Η περιοχή των 

p300/CBP που αλληλεπιδρά µε τις R-Smads χαρτογραφείται στην C-τερµατική τους 

περιοχή µε συνεισφορά και την Ν-τερµατικής περιοχής (Feng et al., 1998, Janknecht 

et al., 1998, Pouponnot et al., 1998, Shen et al., 1998). Επίσης, έχει καταγραφεί άµεση 

αλληλεπίδραση της Smad4 και συγκεκριµένα µιας περιοχής που εντοπίζεται στην 

θάση σύνδεσης (linker) µε την N-τερµατικής περιοχή του p300 (de Caestecker et al., 

2000b). Η MSG1 πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά µε την εν λόγω περιοχή της Smad4 

πιθανότατα συµµετέχει στον σχηµατισµό του συµπλόκου µε τον p300 (Shioda et al., 

1998). 

Ο συνενεργοποιητής p300 αλληλεπιδρά µέσω δυό παρακείµενων περιοχών του µε 

τις Smads, παρουσία TGFβ ενεργοποίησης. Οι περιοχές αυτές του p300 ονοµάζονται 

SID1 και SID2 (Smad Interaction Domain) και εντοπίζονται µεταξύ των αµινοξέων 

1737-1855 και 1855-2023 αντίστοιχα, σύµφωνα µε πειράµατα συν-κατακρήµνισης. Η 

SID1 συµπίπτει µε την C/H3 περιοχή του p300 και είναι συντηρηµένη και στον CBP 

συνενεργοποιητή (Nishihara et al., 1999). Η Ε1Α, µια αδενοϊική πρωτεΐνη που 

προσδένεται στην C/H3 περιοχή των p300 και CBP καταστέλλοντας την ΗΑΤ 

ενεργότητά τους (Chakravarti et al., 1999). H E1A, µέσω της πρόσδεσης στην C/H3 

περιοχή εµποδίζει την αλληλεπίδραση των Smad3 και p300. Ταυτόχρονα όµως, 

παρατηρήθηκε άµεση και ειδική αλληλεπίδραση της Ε1Α µε την ΜΗ2 περιοχή των 

R-Smads, τόσο απουσία όσο και παρουσία TGFβ ενεργοποίησης (Nishihara et al., 

1999).  

Ο συνενεργοποιητής p/CAF (p300/CBP activation factor), αναγνωρίστηκε αρχικά 

από την αλληλεπίδρασή του µε τις p300/CBP. Χαρακτηρίζεται από ΗΑΤ ενεργότητα 

και ακετυλιώνει όπως και ο CBP την p53 αλλά σε διαφορετικές λυσίνες. Είναι επίσης 

γνωστό ότι ο p/CAF αλληλεπιδρά µε µεταγραφικούς παράγοντες όπως οι υποδοχείς 

πυρηνικών ορµονών (Chen et al., 1997, Blanco et al., 1998, Korzus  et al., 1998), ο 

NF-Y (Currie et al., 1998) και η κυκλίνη D (McMahon et al., 1999). Παρουσία TGFβ 
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ο p/CAF αλληλεπιδρά µέσω της Ν-τερµατικής περιοχής του (αµινοξέα 1-348) µε την 

ΜΗ2 περιοχή της Smad3 και επάγει Smad3-εξαρτηµένες αποκρίσεις. Οι τελευταίες 

ενισχύονται περαιτέρω µε την συν-αλληλεπίδραση των p300 και Smad4 πρωτεϊνών 

(Itoh et al., 2000).  

Πολλές από τις καταγεγραµµένες συνεργασιακές δράσεις των Smads µε άλλους 

µεταγραφικούς παράγοντες µπορεί να οφείλονται στην προσέλκυση 

συνενεργοποιητών. Είναι γνωστή η φυσική και λειτουργική αλληλεπίδραση της 

Smad3 µε τον υποδοχέα της βιταµίνης D (Vitamin D Receptor, VDR) στην οποία 

παίζει σηµαντικό ρόλο ο συνενεργοποιητής SRC1 (steroid receptor coactivator 1), 

οποίος χαρακτηρίζεται από ενδογενή ΗΑΤ ενεργότητα (Yanagi et al., 1999). 

 

 

Οι µεταγραφικοί συν-καταστολείς c-Ski και SnoN 

 

Το DNA-προσδενόµενο σύµπλοκο των Smad πρωτεϊνών έχει την δυνατότητα 

να προσελκύει εκτός από συνενεργοποιητές και συνκαταστολείς. Τέτοιοι 

συνκαταστολείς είναι ο TGIF ο οποίος αλληλεπιδρά άµεσα µε τις Smad2/Smad3, 

παρουσία του TGFβ, και µε την σειρά του προσελκύει τις HDACs (Wotton et al., 

1999a), καθώς και οι c-Ski SnoN συνκαταστολείς. Το Ski αναγνωρίστηκε αρχικά ως 

το ογκογονίδιο του ρετροϊού Sloan-Kettering. Η υπερέκφραση της v-Ski στους 

ινοβλάστες επάγει τον µετασηµατισµό τους. Η v-Ski προκύπτει από την απαλοιφή 

περιοχής της c-Ski η οποία είναι πυρηνική πρωτεΐνη 728 αµινοξέων. Οµόλογες c-Ski 

πρωτεΐνες έχουν βρεθεί στο άνθρωπο, στον ποντικό, στην κότα στον Xenopus και στο 

zebra fish. Η SnoN χαρακτηρίστηκε ως ένα µόριο που σχετίζεται δοµικά µε την c-Ski 

µε την οποία παρουσιάζει οµολογία κυρίως στην Ν-τερµατική περιοχή. Έχουν βρεθεί 

δύο ισοµορφές της Sno στην κότα και δύο ισοµορφές στον ποντικό, αλλά 

τουλάχιστον τέσσερις ισοµορφές αυτής της πρωτεΐνης στον άνθρωπο. Οι c-Ski και 

SnoN, εκτός της αµινοτερµατικής οµολογίας, χαρακτηρίζονται και από µια 

εξαιρετικά συντηρηµένη καρβοξυ-τερµατική περιοχή όπου παρατηρούνται ατελείς 

τυχαίες επαναλήψεις (TR) και το µοτίβο LZ (α helical leucine zipper). Η περιοχή 

αυτή είναι υπεύθυνη για τον οµο- και ετερο-πολυµερισµό των διαφόρων µελών της 

οικογένειας των Ski πρωτο-ογκο-πρωτεϊνών (Liu, Sun et al., 2001). 

Οι c-Ski και SnoN ρυθµίζουν την TGFβ σηµατοδότηση αλληλεπιδρώντας 

άµεσα µε τις Smad2, Smad3 και Smad4 πρωτεΐνες. Επίσης, αλληλεπιδρούν αλλά 
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πολύ ασθενέστερα µε τις ΒΜΡ-ενεργοποιηµένες R-Smads. Ωστόσο, η αλληλεπίδραση 

της c-Ski µε την Smad4 είναι τόσο ισχυρή που πιθανότατα καταστέλλει και την ΒΜΡ 

σηµατοδότηση (Wang et al., 2000, Akiyoshi et al.,1999).  

Οι περιοχές που ευθύνονται για την αλληλεπίδραση της c-Ski µε την Smad3 ή 

την Smad4 έχουν χαρακτηριστεί λεπτοµερώς και απεικονίζονται σχηµατικά στην 

Εικόνα 9. Η Ν-τερµατική περιοχή της c-Ski (αµινοξέα 16-40) είναι η πιο σηµαντική 

για την αλληλεπίδραση µε την Smad3 (Qin et al., 2002), αλλά και µια άλλη περιοχή 

στο µέσο του c-Ski µορίου (αµινοξέα 338-490) συµµετέχει στην αλληλεπίδραση αυτή 

(Akiyoshi et al., 1999). Αντιθέτως, για την αλληλεπίδραση της c-Ski µε την Smad4 

σηµαντικό ρόλο παίζει η Ι-θηλιά (αµινοξέα 260-281) (Wu et al., 2002). Συνεπώς, οι 

περιοχές της c-Ski που αλληλεπιδρούν µε την Smad3 είναι διαφορετικές από εκείνες 

που αλληλεπιδρούν µε την Smad4.  

Είναι γνωστό ότι οι Smad2/3 και Smad4 αλληλεπιδρούν µε την c-Ski µέσω της 

ΜΗ2 περιοχής τους. Οι µελέτες ανάλυσης της τρισδιάστατης δοµής της Smad3, 

υποδεικνύουν ότι η c-Ski αλληλεπιδρά µε την επάνω επιφάνεια του πυρήνα της β-

sandwich δοµής και συγκεκριµένα µε την περιοχή µεταξύ των Β2 και Β3 πτυχωτών 

επιφανειών. Η αλληλεπίδραση αυτή δεν επηρεάζει τον σχηµατισµό ολιγοµερών της 

Smad3, ο οποίος, µάλιστα, υποβοηθά την αλληλεπίδραση. Αντιθέτως, η 

αλληλεπίδραση αυτή φαίνεται να παρεµποδίζει την πρόσδεση της Smad3 στον 

p300/CBP, καθώς οι συν-ενεργοποιητές αυτοί προσδένονται επίσης στον πυρήνα της 

β-sandwich δοµής της Smad3 (Qin et al., 2002, Mizuide et al., 2003, Akiyoshi et al., 

1999). 

Σε αντίθεση µε την Smad3, η περιοχή της Smad4 που αλληλεπιδρά µε την c-Ski 

είναι η L3 θηλιά, η οποία είναι υπεύθυνη για τον σχηµατισµό ετεροµερών της Smad4 

µε την Smad3. Εποµένως, η αλληλεπίδραση της c-Ski µε την Smad4 µπορεί να 

αναστέλλει τον σχηµατισµό ετερο-ολιγοµερών µεταξύ των Smad3 και Smad4 (Wu et 

al., 2002).  

Είναι γνωστό ότι η Ski πρωτεΐνη ρυθµίζει την µεταγραφή ενός αριθµού 

γονιδίων µέσω αλληλεπίδρασης µε άλλους µεταγραφικούς παράγοντες, αλλά η ίδια η 

Ski δεν έχει την ικανότητα άµεσης πρόσδεσης στο DNA (Nicol et al., 1998, Tarapore 

et al., 1997). Η Smad3 σχηµατίζει σύµπλοκο µε τις Ski/SnoN το οποίο, παρουσία του 

TGFβ προσδένεται στο DNA και καταστέλλει την µεταγραφή των Smad-

αποκρινώµενων γονιδίων και την TGFβ-επαγώµενη καταστολή της κυτταρικής 

αύξησης. Ο µηχανισµός µε τον οποίο η Ski προωθεί την κυτταρική αύξηση είναι 
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µέσω αναστολής της κατασταλτικής δράσης του TGFβ στην έκφραση της c-Myc. Το 

γεγονός αυτό µπορεί να αποδοθεί, εν µέρΕΙ, στην αναστολή σχηµατισµού 

ετεροπολυµερών µεταξύ των Smad2/3 και Smad4 (Sun et al., 1999). Ο άλλος 

µηχανισµός αφορά στην προσέλκυση απακετυλασών ιστονών. Οι c-Ski και SnoN 

αλληλεπιδρούν µε τις N-CoR/SMRT και mSin3A πρωτεΐνες και σχηµατίζουν 

σύµπλοκα µε τις απακετυλάσες ιστονών (HDACs), καταστέλλοντας έτσι την 

µεταγραφή γονιδίων στόχων, όπως φαίνεται στην Εικόνα 10 (Luo et al., 1999). 

Η έκφραση της SnoN ρυθµίζεται µε δύο τρόπους από τον TGFβ. Αµέσως µετά 

την επίδραση της κυτοκίνης, η έκφραση της SnoN καταστέλλεται, αλλά αργότερα 

επάγεται (Stroschein et al., 1999). Η αρχική καταστολή επιτελείται σε πρωτεϊνικό 

επίπεδο µέσω του σχηµατισµού συµπλόκου µεταξύ της SnoN και των Smad2 και 

Smurf2, µε αποτέλεσµα την ουµπικιτινίωση και αποικοδόµηση της SnoN. Κατόπιν η 

έκφραση της SnoN επάγεται από τον TGFβ σε επίπεδο mRNA (Bonni et al., 2001). 

Tο ίδιο συµβαίνει και µε την c-Ski πρωτεΐνη, αν και λιγότερο έντονα από ότι µε την 

SnoN πρωτεΐνη (Sun et al., 1999). Εποµένως, οι c-Ski και SnoN, όπως και οι Ι-

Smads, ρυθµίζουν την δράση του TGFβ µέσω µηχανισµού ανασταλτικής 

επανατροφοδότησης. Επιπλέον, από τα παραπάνω υποδεικνύεται ότι και οι ίδιες οι c-

Ski και SnoN ρυθµίζονται από τον TGFβ (Miyazono et al., 2003), µε µηχανισµούς 

που αναλύονται στην συνέχεια. 

Μετά την επίδραση χηµικού καρκινογόνου, τόσο τα c-Ski+/- ποντίκια όσο και τα 

SnoN+/- παρουσιάζουν υψηλότερο βαθµό σχηµατισµού όγκων από τα αγρίου τύπου 

ποντίκια (Shinawaga et al., 2000, Shinawaga et al., 2001). Έτσι, οι c-Ski και SnoN 

συνκαταστολείς µπορεί να δρουν ογκοκατασταλτικά σε συγκεκριµένους κυτταρικούς 

τύπους, γεγονός που οµοιάζει µε την διπλή δράση του TGFβ κατά την καρκινογένεση 

(βλ. παρακάτω).  
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να 9. Ο συνκαταστολέας c-Ski αλληλεπιδρά µε τις Smad πρωτεΐνες και καταστέλλει 
TGFβ σηµατοδότηση. Απεικονίζεται σχηµατικά η δοµή του συνκαταστολέα c-Ski και 
ΜΗ2 περιοχών του ετεροτριµερούς συµπλόκου δύο φωσφορυλιωµένων (Ρ) R-Smads 
ε χρώµα) µε µια Co-Smad (κόκκινο χρώµα). Οι αµινοξικές περιοχές 16-40 και 338-490 
c-Ski που αλληλεπιδρούν µε τις R-Smads απεικονίζονται µε µπλε χρώµα. Η αµινοξική 
χή 260-281 (I-loop) που ευθύνεται για την αλληλεπίδραση µε την Smad4 απεικονίζεται 
όκκινο χρώµα. Ο c-Ski αλληλεπιδρά µε την επάνω επιφάνεια του R-Smad ΜΗ2 
ρούς που συµβολίζεται µε κίτρινο κύκλο και µε την L3 θηλιά της Smad4 που 
ολίζεται µε λευκό κύκλο.  

να 10
συνκα
λοκο,
λεπιδρ
πακετυ
. Σχηµατικό µοντέλο καταστολής της TGFβ µεταγραφικής ενεργότητας από 
ταστολέα c-Ski. Ο συνκαταστολέας c-Ski προσδένεται στο R-Smads/Smad4 

 που έχει ενεργοποιηθεί από τον TGFβ, και προσελκύει την N-CoR που 
ά άµεσα µε την mSin3A πρωτεΐνη. Το N-CoR/mSin3A σύµπλοκο αλληλεπιδρά µε 
λάσες ιστονών (HDACs) µε αποτέλεσµα την καταστολή της µεταγραφής.  
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Ρύθµιση των επιπέδων έκφρασης των Smad πρωτεϊνών και συµµετοχή τους σε 

µονοπάτια ουµπικιτινίωσης 

 

Παρά τον διαφορετικό έλεγχο που υφίστανται κατά την ανάπτυξη, οι R-Smads 

και η Smad4 εκφράζονται στα περισσότερα, αν όχι σε όλα, τα κύτταρα. Αντιθέτως, η 

έκφραση των I-Smads υπόκειται σε αυστηρό έλεγχο εξωκυττάριων σηµάτων. Η 

επαγωγή της έκφρασης των Smad6 και Smad7 από τους συνδέτες ΒΜΡ και TGFβ 

αντίστοιχα, αποτελεί, όπως έχει ήδη αναφερθεί, έναν αυτοκατασταλτικό µηχανισµό 

της σηµατοδότησης (Moustakas et al., 2001). Η ενεργοποίηση του υποδοχέα του 

επιδερµικού αυξητικού παράγοντα (Epidermal Growth Factor, EGF) και άλλων 

υποδοχέων µε ενεργότητα κινάσης τυροσίνης, η ενεργοποίηση της σηµατοδότησης 

της ιντερφερόνης –γ µέσω των πρωτεϊνών STAT (Signal Transducer and Activator of 

Transcription) καθώς και η ενεργοποίηση του NF-kB από τον TNFα (Tumour 

Necrosis Factor α) επάγουν την έκφραση της Smad7 και συνεπώς καταστέλλουν την 

TGFβ σηµατοδότηση (Massague et al., 2000, Itoh et al., 2000, Moustakas et al., 

2001). Η ενεργοποίηση των ανασταλτικών Smad6/7 πρωτεϊνών από διάφορα 

σηµατοδοτικά µονοπάτια δείχνεται στην Εικόνα 11. Στην ίδια εικόνα φαίνονται τα 

σηµατοδοτικά πολυπρωτεϊνικά κέντρα του TGFβ που προαναφέρθηκαν.  

Η αποικοδόµηση µέσω ουµπικιουτίνης – πρωτεασωµάτων ελέγχει τα επίπεδα 

έκφρασης των Smad πρωτεϊνών µετα-µεταφραστικά. Πρόσφατα ανακαλύφθηκε η 

αλληλεπίδραση των Smad πρωτεϊνών µε µια καινούργια οµάδα λιγασών 

ουµπικιουτίνης τύπου Ε3 που περιέχουν το µοτίβο HECT (Homologous to the E6-AP 

Carboxy Terminus) και ονοµάζονται Smurfs (Smad ubiquitination-regulatory factors). 

Συγκεκριµένα η Smurf1 ουµπικιτιώνει και συνεπώς ρυθµίζει τα επίπεδα της Smad1 

και της Smad5 πρωτεΐνης στο κυτταρόπλασµα µη ενεργοποιηµένων κυττάρων (Zhu et 

al., 1999). Επίσης, η Smad2 µετά την C-τερµατική της φωσφορυλίωση και την 

µεταγραφική της δράση, ουµπικιτιώνεται από την Smurf2 Ε3 λιγάση (Lin et al., 2000, 

Zhang et al., 2001) και αποικοδοµείται στα πρωτεασώµατα (Lo and Massague, 1999). 

Η Smurf2 αλληλεπιδρά µε διάφορες Smads και συνεπώς εµπλέκεται και στην ΒΜΡ 

και στην TGFβ σηµατοδότηση (Arora et al., 2001, Zhang et al., 2001, Bonni et al., 

2001). Μελέτες που έγιναν σε έµβρυα Xenopus υποδεικνύουν ότι οι Smurf1 και 

Smurf2 στοχεύουν κυρίως το ΒΜΡ µονοπάτι (Zhu et al., 1999, Bonni et al., 2001). 
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Η αποικοδόµηση στα πρωτεασώµατα ρυθµίζει τα επίπεδα έκφρασης των R-

Smads µετά την µετακίνησή τους στον πυρήνα. Η πυρηνική C-τερµατικά 

φωσφορυλιωµένη Smad3 ουµπικιτιώνεται, µετά την περάτωση του µεταγραφικού της 

έργου, µέσω του συµπλόκου SCF/Roc1 E3 λιγασών. Το σύµπλοκο αυτό αποτελείται 

από την Ring finger πρωτεΐνη Roc1 και το SCF σύµπλοκο λιγασών ουµπικιουτίνης το 

οποίο περιέχει τις Skp1, Cullin1 βTRCP1/Fbw1α (β-transducin-repeat-containing 

protein 1). Στην περίπτωση της Smad3 η πρωτεϊνική αποικοδόµηση πραγµατοποιείται 

στο κυτταρόπλασµα. Η υπερέκφραση του συνενεργοποιητή p300 ενισχύει την 

ουµπικιτινίωση της φωσφορυλιωµένης Smad3, γεγονός που υποδεικνύει ότι η 

ουµπικιτινίωση ακολουθεί την µεταγραφική δράση της Smad3 (Fukuchi et al., 2001). 

Ωστόσο, µόνο µια µικρή ποσότητα των Smad2 και Smad3 ουµπικιτιώνεται, απουσία 

ή παρουσία του TGFβ, και µάλιστα αυτές οι φωσφορυλιωµένες Smads µπορούν να 

σχηµατίσουν σταθερά σύµπλοκα µε την Smurf2 (Bonni et al., 2001). Ο κύριος όγκος 

των Smad2 και Smad3 δεν αποτελεί στόχο αποικοδόµησης αλλά αποφωσφορυλίωσης 

και επανατοποθέτησης στο κυτταρόπλασµα, µέσω ουµπικιτινίωσης (Inman et al., 

2002, Xu et al., 2002). ∆εν έχει όµως ακόµα διαλευκανθεί ο ρόλος των λιγασών 

ουµπικιουτίνης στην πυρηνική έξοδο των Smads.  

Τέλος, η πρωτεασωµατική αποικοδόµηση της Smad4 έχει παρατηρηθεί σε 

καρκινικά κύτταρα, τα οποία είτε χαρακτηρίζονται από µεταλλάξεις στο γονίδιο 

MADH4 είτε εκφράζουν ενεργές ογκοπρωτεΐνες όπως η Ras (Xu and Attisano, 2000). 

Ο µηχανισµός ουµπικιτινίωσης δεν έχει ακόµα αποσαφηνιστεί. Η Jab1, µια πρωτεΐνη 

που αποτελεί την υποµονάδα CSN5 του συµπλόκου COP9 και αρχικά θεωρήθηκε ως 

συν-ενεργοποιητής του c-Jun, φαίνεται να εµπλέκεται στην ουµπικιτινίωση και 

αποικοδόµηση της Smad4 (Wan et al., 2002). Η τελική αποικοδόµηση των Smads, 

είτε αυτή επάγεται από τις Smurfs είτε από άλλες Ε3 λιγάσες, έχει καθιερωθεί ως 

ένας µηχανισµός καταστολής του σηµατοδοτικού µονοπατιού των Smads µετά από 

παρατεταµµένη ενεργοποίησή τους και περάτωση του έργου τους.  

Πρόσφατες µελέτες επισηµαίνουν πρόσθετους ρόλους της αποικοδόµησης µέσω 

πρωτεασωµάτων στον έλεγχο της Smad σηµατοδότησης. Οι Smurfs ρυθµίζουν εκτός 

των άλλων την ουµπικιτινίωση και την αποικοδόµηση άλλων πρωτεϊνών στόχων του 

Smad µονοπατιού, όπως το σύµπλοκο υποδοχέων του TGFβ και ο µεταγραφικός συν-

καταστολέας SnoN (Bonni et al., 2001, Ebisawa et al., 2001, Kavsak et al., 2000, 

Stroschein et al., 2001). Οι Smurf1 και Smurf2 αλληλεπιδρούν µε την πυρηνική I-

Smad Smad7 µετά από ενεργοποίηση από τον συνδέτη TGFβ (Ebisawa et al., 2001, 
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Kavsak et al., 2000). Το I-Smad-Smurf σύµπλοκο εξέρχεται στο κυτταρόπλασµα και 

ουµπικιτιώνει τους υποδοχείς στην κυτταρική επιφάνεια ή σε µεµβράνες 

ενδοσωµάτων. Οι υποδοχείς στη συνέχεια αποικοδοµούνται σε πρωτεασώµατα και 

λυσοσώµατα. ∆εν είναι γνωστό αν τα παραπάνω ισχύουν και για την I-Smad Smad6.  

Μια από τις πρωτεΐνες που είναι γνωστό ότι αλληλεπιδρά µε τις Smads είναι η 

HEF1 (human enhancer of filamentation 1), τα επίπεδα έκφρασης της οποίας 

ρυθµίζονται από πρωτεασωµατική αποικοδόµηση που επάγεται από το Smad 

µονοπάτι (Liu et al., 2000). Εναλλακτικά, οι ενεργοποιηµένες Smad2 και Smad3 

εισέρχονται στον πυρήνα όπου αλληλεπιδρούν µε την Smurf2 και την APC (anaphase 

promoting complex) και προκαλούν ουµπικιτινίωση της SnoN µε την οποία 

αλληλεπιδρούν οι Smads και Smurf2. Αποτέλεσµα αυτών των αλληλεπιδράσεων 

είναι η ραγδαία αποκοδόµηση της SnoN (Bonni et al., 2001, Stroschein et al., 2001) 

Εποµένως και οι ίδιες οι Smads λειτουργούν ως µεταγωγείς ουµπικιτινίωσης 

κυτταρικών πρωτεϊνών.  

Οι µηχανισµοί µε τους οποίους η TGFβ σηµατοδότηση χρησιµοποιεί 

διαφορετικές Smurfs για την αποκοδόµηση των Smads ή άλλων πρωτεϊνών όπως η 

SnoN και οι υποδοχείς του TGFβ δεν είναι γνωστοί. Η αποσαφήνησή τους 

αναµένεται να αποκαλύψει καινούργιους τρόπους ρύθµισης της Smad 

σηµατοδότησης.  
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Εικόνα 11. Η ενεργοποίηση των R-Smads ρυθµίζεται από πρωτεΐνες που αλληλεπιρούν 
µε τους υποδοχείς και από τις ανασταλτικές Smad6/7. Oι πρωτεΐνες µε το πράσινο χρώµα 
αναφέρθηκαν προηγουµένως και συµµετέχουν στην συγκρότηση κέντρων σηµατοδότησης 
του TGFβ. H έκφραση των Smad6/7 επάγεται από διάφορα σηµατοδοικά µονοπάτια 
συµπεριλαµβανοµένων αυτών των TGFβ/ΒΜΡ και καταστέλλουν την ενεργοποίηση των R-
Smads. Η STRAP πρωτεΐνη αλληλεπιδρά τόσο µε τους υποδοχείς τύπου Ι και τύπου ΙΙ, όσο 
και µε την Smad7, σταθεροποιώντας την αλληλεπίδραση της τελευταίας µε το σύµπλοκο των 
υποδοχέων.  
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Άλλες λειτουργίες των υποδοχέων του TGFβ 

 

Τα σύµπλοκα των υποδοχέων του TGFβ αποτελούν σηµεία πολυπρωτεϊνικών 

σχηµατισµών που ρυθµίζουν τη λειτουργία των ίδιων των υποδοχέων, την πορεία των 

τελευταίων σε διάφορα κυτταρικά διαµερίσµατα καθώς και το Smad σηµατοδοτικό 

µονοπάτι. Οι πολυπρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις πιθανότατα εξαρτώνται από την 

ενεργοποίηση ή µη των υποδοχέων και τον υποκυτταρικό εντοπισµό τους και 

ποικίλουν κατά τη διάρκεια του κύκλου ζωής των υποδοχέων.  

Εκτός από τις πρωτεΐνες αγκυροβόλησης που συνδέουν τις Smads µε τους 

υποδοχείς τους, υπάρχουν αρκετές πρωτεΐνες που περιέχουν WD-40 επαναλήψεις και 

αλληλεπιδρούν µε του TGFβ υποδοχείς. Μια τέτοια πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά µε 

τον υποδοχέα τύπου ΙΙ του TGFβ είναι η TRIP-1 (TGF –receptor-interacting protein 

1), η οποία φωσφορυλιώνεται από αυτόν. Αυξηµένα επίπεδα της TRIP-1 

καταστέλλουν την TGFβ επαγώµενη µεταγραφή (Choy et al., 1998). Παρόµοια 

λειτουργία, µέσω αλληλεπίδρασης µε τον υποδοχέα τύπου ΙΙ, παρουσιάζει ο 

µεταφραστικός παράγοντας elF2α (McGonigle et al., 2002). Η ρυθµιστική Βα 

υποµονάδα της πρωτεϊνικής φωσφατάσης 2Α (protein phosphatase 2A, PP2A) 

αλληλεπιδρά άµεσα µε τους υποδοχείς τύπου Ι του TGFβ και επάγει αντιµιτωτική 

σηµατοδότηση (Griswold-Prenner et al., 1998). H STRAP αποτελεί µια τρίτη 

πρωτεΐνη µε WD-40 επαναλήψεις, που αλληλεπιδρά και µε τους δύο τύπους 

υποδοχέων του TGFβ καθώς και µε τις Smad2, Smad3 και Smad7. Η STRAP 

σταθεροποιεί το σύµπλοκο της Smad7 µε τους TGFβ υποδοχείς, πιθανότατα 

παρεµποδίζοντας την πρόσδεση των Smad2 ή Smad3 στους υποδοχείς (Datta et al., 

2000).  

Οι TGFβ υποδοχείς αλληλεπιδρούν µε την ανοσοφιλίνη FKBP12 µέσω του 

συντηρηµένου Leu-Pro µοτίβου που βρίσκεται δίπλα στην GS περιοχή των µη 

ενεργοποιηµένων υποδοχέων τύπου Ι. Η FKBP12 µειώνει την TGFβ σηµατοδότηση 

αναστέλλοντας την φωσφορυλίωση των υποδοχέων τύπου Ι από τους υποδοχείς 

τύπου ΙΙ (Huse et al., 1999), γεγονός που σχετίζεται µε µειωµένη ενσωµάτωση των 

υποδοχέων σε κυστίδια και µειωµένη Smad φωσφορυλίωση (Yao etal., 2000). 

Ωστόσο, δεν υπάρχουν στοιχεία που να συνδέουν τον TGFβ µε FKBP12 επαγώµενη 

σηµατοδότηση (επαγωγή των calcineurin και NF-AT). Οι αλληλεπιδράσεις των 
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προαναφερθέντων πρωτεϊνών µε τους υποδοχείς του TGFβ καταδεικνύονται στην 

Εικόνα 12.  

 

 

Smad-ανεξάρτητη σηµατοδότηση του TGFβ µέσω MAPK µονοπατιών. 

 

Ο TGFβ, εκτός της Smad επαγώµενης µεταγραφής, ενεργοποιεί και άλλα 

σηµατοδοτικά µονοπάτια όπως τα µονοπάτια των MAP κινασών, όπως περιγράφεται 

στην Εικόνα 12. Κάποια από τα µονοπάτια αυτά ρυθµίζουν την ενεργοποίηση των 

Smad πρωτεϊνών, όπως προαναφέρθηκε, ενώ άλλα επάγουν αποκρίσεις που δεν 

σχετίζονται µε την µεταγραφή.  

Ο TGFβ ενεργοποιεί τα Erk, JNK και p38 MAPK µονοπάτια κινασών. Η 

ενεργοποίηση αυτή σε κάποιες περιπτώσεις αποτελεί Smad εξαρτηµένη µεταγραφική 

απόκριση, άλλα όταν συµβαίνει ταχύτατα υποδηλώνει µηχανισµούς ανεξάρτητους 

της µεταγραφής. Μελέτες µε χρήση ελλειµµατικών σε Smad4 κυττάρων ή αρνητικώς 

επικρατούντων µορφών των Smads υποστηρίζουν την Smad ανεξάρτητη 

ενεργοποίηση (Engel et al., 1999). Επιπλέον, µεταλλαγµένοι υποδοχείς τύπου Ι του 

TGFβ, που στερούνται της ικανότητας ενεργοποίησης των Smads, ενεργοποιούν την 

p38 MAPK σηµατοδότηση παρουσία του TGFβ (Yu et al., 2002).  

H άµεση ενεργοποίηση της Ras από τον TGFβ σε επιθηλιακά κύτταρα µπορεί 

να εµπλέκει την Ras σε TGFβ επαγώµενη Erk MAPK σηµατοδότηση (Yue et al., 

2000). O TGFβ ενεργοποιεί την TAK1 (TGFβ –activated kinase 1) καθώς και την 

MEKK1 οι οποίες είναι γνωστό ότι ενεργοποιούν τις MKK3/6 και MEKK4 

αντίστοιχα. Το αποτέλεσµα είναι η ενεργοποίηση των JNK και p38 MAPK 

σηµατοδοτικών µονοπατιών (Yamaguchi et al., 1999). Καθώς η ΤΑΚ1 ενεργοποιεί 

την ΙκΒ κινάση, ο TGFβ επάγει έµµεσα την σηµατοδότηση του NF-kB µονοπατιού.  

Η TGFβ επαγώµενη ενεργοποίηση των Erk και JNK µονοπατιών µπορεί να 

οδηγήσει σε φωσφορυλίωση και ενεργοποίηση των Smad πρωτεϊνών, όπως έχει ήδη 

αναφερθεί. Επίσης, η TGFβ επαγώµενη ενεργοποίηση της Ras/Erk MAPK 

σηµατοδότησης µπορεί να επάγει την έκφραση του TGFβ1, πολλαπλασιάζοντας έτσι 

τις TGFβ αποκρίσεις (Yue et al., 2000). Η ενεργοποίηση των c-Jun, που αποτελεί το 

υπόστρωµα της JNK, και ATF-2 (activating transcription factor 2), που αποτελεί 

υπόστρωµα της p38 MAPK, δηλαδή µεταγραφικών παραγόντων που αλληλεπιδρούν 

µε τις Smads, επιτρέπει την σύγκλιση των TGFβ επαγώµενων Smad και MAPK 
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µονοπατιών. Αυτή η διπλή δραστικότητα του TGFβ παίζει ρόλο στην διαφοροποίηση 

των επιθηλιακών κυττάρων σε µεσεγχυµατικά (Bakin et al., 2002, Zavadil et al., 

2001). H προαναφερθείσα σύγκλιση οδηγεί συνήθως σε συνεργασία των δύο 

µονοπατιών, αλλά υπάρχουν και περιπτώσεις όπου τα δύο µονοπάτια ανταγωνίζονται 

µεταξύ τους. Μια τέτοια χαρακτηριστική περίπτωση αποτελεί η καταστολή της 

Smad2 σηµατοδότησης µέσω αλληλεπίδρασης της πρώτης µε Smad συν-καταστολείς. 

Η αλληλεπίδραση αυτή ρυθµίζεται από την JNK σηµατοδότηση (Pessah et al., 2002). 

Συνεπώς, η ισορροπία στην άµεση ενεργοποίηση των Smads και των MAPK 

µονοπατιών συχνά καθορίζει την κυτταρική απόκριση στον TGFβ. 

 

 

Σηµατοδοτικά µονοπάτια που επάγονται από τον TGFβ. 

 

O TGFβ επάγει, σε κάποιες κυτταρικές σειρές, την ραγδαία ενεργοποίηση των 

µικρών Rho GTPασών, συµπεριλαµβανοµένων των RhoA, Rac και Cdc42, αν και 

έχουν αναφερθεί περιπτώσεις καθυστερηµένης ενεργοποίησης των RhoA και Cdc42 

(Bhowmick et al., 2001, Edlund et al., 2002). Ο TGFβ ενισχύει επίσης την έκφραση 

της RhoB, πιθανότατα αναστέλλοντας την αποικοδόµηση της τελευταίας στα 

πρωτεασώµατα, και στη συνέχεια η RhoB καταστέλλει την TGFβ επαγώµενη 

γονιδιακή έκφραση (Engel et al., 1998). Οι Rac και Cdc42 ρυθµίζουν την 

ενεργοποίηση των JNK και p38 MAPK µονοπατιών, πιθανότατα µέσω άµεσης 

αλληλεπίδρασης µε τις ΜΑΡΚΚΚs που αποτελούν µεταγωγείς των προαναφερθέντων 

µονοπατιών. Εκτός από τις Rac και Cdc42, η Rho-εξαρτηµένη ενεργοποίηση της JNK 

σηµατοδότησης συνεισφέρει επίσης στην ενεργοποίηση τωνSmads (Engel et al., 

1999).   

Οι παραπάνω GTPases εµπλέκονται επίσης σε TGFβ-επαγώµενες αλλαγές στην 

οργάνωση του κυτταροσκελετού και στην διαφοροποίηση των επιθηλιακών κυττάρων 

σε µεσεγχυµατικά. Η ενεργοποίηση των RhoA, Rac1 και p38 MAPK που αποτελεί 

µεταγωγέα της Cdc42, απαιτείται για την αναδιοργάνωση της κυτταρικής µεµβράνης 

και τον σχηµατισµό λαµελλιποδίων, παρουσία του TGFβ (Edlund et al., 2002). Η 

ενεργοποίηση της RhoA και του µεταγωγέα της p160ROCK  καθώς και των Cdc24, p38 

MAPK και των Smad πρωτεϊνών που δείχνεται στην Εικόνα 12, εµπλέκεται στον 

TGFβ-επαγώµενο σχηµατισµό ινιδίων του στρες και στην µεσεγχυµατική 

διαφοροποίηση των επιθηλιακών κυττάρων (Bhowmick et al., 2001, Edlund et al., 
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2002, Bakin et al., 2002, Shen et al., 2001). Μια πρόσφατη µελέτη έδειξε άµεση 

αλληλεπίδραση της κυτταροπλασµατικής περιοχής του υποδοχέα BMP-RII µε τον 

ρυθµιστή του κυτταροσκελετού LIM kinase 1. Η δραστικότητα κινάσης της LIM 1 

ρυθµίζεται από τον ΒΜΡ µε αποτέλεσµα την άµεση συσχέτιση της σηµατοδότησης 

του ΒΜΡ µε τον κυτταροσκελετό (Foletta et al., 2003).  

Ο TGFβ µπορεί επίσης να ενεργοποιήσει την φωσφατιδυλινοσιτόλη-3-κινάση 

(ΡΙ3Κ), όπως υποδεικνύεται από την φωσφορυλίωση του µεταγωγέα της Akt (Bakin 

et al., 2000, Vinals et al., 2001). Η ενεργοποίηση αυτή µπορεί να είναι είτε άµεση, µε 

πιθανή εµπλοκή της RhoA (Bakin et al., 2000), είτε έµµεση µέσω TGFβ-επαγώµενης 

έκφρασης του TGFα και επακόλουθη ενεργοποίηση του EGF υποδοχέα (Vinals et al., 

2001). Χηµική καταστολή της ΡΙ3Κ ενεργότητας µειώνει την TGFβ-επαγώµενη 

φωσφορυλίωση της Smad2 και την διαφοροποίηση των επιθηλιακών κυττάρων σε 

µεσεγχυµατικά (Bakin et al., 2000). Η επίδραση αυτής της καταστολής στην 

προαναφερθείσα διαφοροποίηση φαίνεται να είναι δοσο-εξαρτηµένη (Piek et al., 

1999). Ο ρόλος της ΡΙ3Κ στην διαφοροποίηση χρήζει περαιτέρω διερεύνησης. 

Έχει ήδη αναφερθεί και περιγραφεί στην Εικόνα 12, ότι ο TGFβ σηµατοδοτεί 

µέσω της ΡΡ2Α, η οποία αποτελείται από µια καταλυτική υποµονάδα και µια 

ρυθµιστική υποµονάδα Α µε την οποία αλληλεπιδρά η ρυθµιστική υποµονάδα Β. 

Μετά την πρόσδεση του TGFβ, η Βα υποµονάδα της ΡΡ2Α αλληλεπιδρά µε τον 

ενεργοποιηµένο υποδοχέα τύπου Ι (Griswold-Prenner et al., 1998). Όλες οι 

υποµονάδες της ΡΡ2Α, µετά την TGFβ ενεργοποίηση, αλληλεπιδρούν µε την p70S6K 

κινάση που παίζει βασικό ρόλο στην ρύθµιση της µετάφρασης και της προόδου του 

κυτταρικού κύκλου. Το αποτέλεσµα αυτής της αλληλεπίδρασης είναι η 

αποφωσφορυλίωση της p70S6K και η µείωση της δραστικότητάς της, γεγονός που 

συνεισφέρει στην παρατηρούµενη TGFβ–επαγώµενη καταστολή της κυτταρικής 

αύξησης (Petritsch et al., 2000). 
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Εικόνα 12. Ανεξάρτητα των Smad πρωτεϊνών σηµατοδοτικά µονοπάτια που επάγονται 
από τον TGFβ. Εκτός από τις πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε τις Smads και τους υποδοχείς 
του TGFβ που προαναφέρθηκαν, είναι γνωστή πλέον η ύπαρξη πρωτεϊνών που 
αλληλεπιδρούν µε τους υποδοχείς τύπου Ι ή τύπου ΙΙ ρυθµίζοντας την TGFβ σηµατοδότηση 
χωρίς να ενεργοποιούν τις Smads. Αντιθέτως ενεργοποιούνται Smad-ανεξάρτητα 
σηµατοδοτικά µονοπάτια όπως τα ΜΑΡΚ, ΡΡ2Α, RhoA και ΤΑΚ1/ΜΕΚΚ1.  
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ΚΑΤΑΣΤΟΛΗ ΤΟΥ TGFβ ΜΟΝΟΠΑΤΙΟΥ 

 

Ο TGFβ καταστέλλει την αύξηση διαφόρων τύπων κυττάρων. Η απώλεια αυτής 

της καταστολής έχει συνδεθεί µε την καρκινογένεση (βλ. παρακάτω). Πρόσφατες 

µελέτες επισηµαίνουν την δυνατότητα καταστολής της TGFβ-επαγώµενης 

αντιπολλαπλασιαστικής δράσης µέσω της πρωτεΐνης LMP1 (Latent Membrane 

Protein 1) του ιού Epstein-Barr (Προκόβα, Μ∆Ε, 2000). 

 

 

Ο Epstein-Barr (EBV) ιός και η λανθάνουσα µεµβρανική πρωτεΐνη 1 (Latent 

Membrane Protein 1, LMP1) 

 

Ο ιός Epstein-Barr (EBV) ανήκει στην οικογένεια των γ ερποϊών και είναι 

εξαιρετικά διαδεδοµένος στον άνθρωπο. Οι περισσότερες πρωταρχικές µολύνσεις 

συµβαίνουν τα πρώτα χρόνια της ζωής του ανθρώπου και είτε δεν εµφανίζουν 

συµπτώµατα, είτε σχετίζονται µε ήπιες πυρετώδεις ασθένειες. Όταν η µόλυνση 

συµβεί κατά την εφηβεία, ή σε ενηλίκους µπορεί να προκαλέσει µεταδοτική 

µονοπυρήνωση. Παρόλο που η πρωταρχική µόλυνση επιφέρει την ανοσοαπόκριση 

των Τ-λεµφοκυττάρων, ο EBV µπορεί να διατηρηθεί σε όλη τη διάρκεια της ζωής 

ενός ατόµου, προκαλώντας άδηλη µόλυνση των Β-λεµφοκυττάρων µνήµης. Το 

αποτέλεσµα αυτής της λανθάνουσας µόλυνσης είναι η παραγωγή µη 

διαφοροποιηµένων, συνεχώς πολλαπλασιαζόµενων λεµφοκυττάρων, ιδιαίτερα σε 

ανοκατεσταλµένα άτοµα. Ο EBV προκαλεί πολλές κακοήθεις ασθένειες στους 

ανθρώπους, οι οποίες έχουν οµαδοποιηθεί µε βάση εθνικά ή γεωγραφικά κριτήρια. 

Έτσι, ο EBV, στη Νότιο Κίνα σχετίζεται µε ρινοφαρυγγικό καρκίνωµα, στην Αφρική 

µε το λέµφωµα Burkitt, στην Ευρώπη και τη Βόρειο Αµερική µε την ασθένεια 

Hodgkin, και στις βιοµηχανικές περιοχές µε καρκινώµατα του εντέρου (MacFarland 

et al., 1999).  

Η µόλυνση και ο µετασχηµατισµός ανθρώπινων, ανενεργών πρωταρχικών Β-

λεµφοκυττάρων σε συνεχώς πολλαπλασιαζόµενες λεµφοβλαστοειδείς κυτταρικές 

σειρές (LCLs), αποτέλεσαν αντικείµενο γενετικών και βιοχηµικών αναλύσεων, ώστε 

να αποσαφηνιστούν τα γονίδια και οι πρωτεΐνες του EBV που είναι απαραίτητα ή 

εµπλέκονται στον µετασχηµατισµό των Β-λεµφοκυττάρων. Η έκφραση του EBV 

γενώµατος στις LCLs, περιορίζεται σε δύο µη πολυαδενυλιωµένα RNAs (EBERs), σε 
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µια οικογένεια δεξιόστροφων µεταγράφων (BARTs), σε έξι πυρηνικές αντιγονικές 

πρωτεΐνες, (τις EBNA1, -2, -3A, -3B, -3C και -LP), καθώς και σε τρεις µεµβρανικές 

πρωτεΐνες λανθάνουσας µόλυνσης τις LMP1, -2A και -2Β. Γενετικές αναλύσεις µε 

ανασυνδυασµένο EBV αποκάλυψαν ότι για τον µετασχηµατισµό και τη διατήρηση 

των LCLs χρειάζονται µόνο τα EBNA1, -2, -3A, -3C -LP και η LMP1 (MacFarland et 

al., 1999).  

Η LMP1 (Latent Membrane Protein 1, λανθάνουσα µεµβρανική πρωτεΐνη 1) 

αποτέλεσε αντικείµενο µελέτης της παρούσας διατριβής. Συγκεκριµένα, η πρωτεΐνη 

LMP1 είναι αναγκαία όχι µόνο για τον µετασχηµατισµό των λεµφοκυττάρων σε 

LCLs, αλλά και για τον συνεχιζόµενο πολλαπλασισµό τους (MacFarland et al., 1999). 

Επίσης, είναι η µόνη πρωτεΐνη του EBV που επιφέρει µετασχηµατισµό σε µη λεµφικά 

κύτταρα (Mosialos et al., 1995). Σε κυτταρικές σειρές ινοβλαστών αρουραίων, η 

LMP1 προκαλεί αύξηση ανεξάρτητη της ακινητοποίησης των κυττάρων και της 

παρουσίας των αυξητικών παραγόντων, καθώς και απώλεια της αναστολής επαφής 

µεταξύ των κυττάρων. Σε καλλιεργούµενα επιθηλιακά κύτταρα, η έκφραση της 

LMP1 αναστέλλει την διαφοροποίηση. Επίσης, επάγει την έκφραση δεικτών 

ενεργοποίησης (CD23, CD30, CD39, CD40), µορίων κυτταρικής επαφής (ICAM1, 

LFA1, LFA3) καθώς και αντι-αποπτωτικών παραγόντων (Α20, Bcl-2), ενώ σε 

διαγονιδιακά ποντίκια προκαλεί καρκινογένεση. Πολλές από τις κυτταρικές 

φαινοτυπικές αλλαγές που επιφέρει η LMP1, οφείλονται σε αλλαγές της 

µεταγραφικής ρύθµισης (Mosialos et al., 1997).  

 

 

H πρωτεΐνη LMP1 χρησιµοποιεί το µονοπάτι σηµατοδότησης του NF-κB 

 

Η LMP1 είναι ένα συστατικά ενεργοποιηµένο πρωτεΐνικό µόριο που µεταδίδει 

σήµατα µετασχηµατισµού από την πλασµατική µεµβράνη, µε αποτέλεσµα την 

ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα NF-κB και την αλλαγή στον ρυθµό 

αύξησης των µολυσµένων µε τον ιό κυττάρων (MacFarland et al., 1999). Η 

σχηµατική αναπαράσταση της δοµής και λειτουργίας της LMP1 παρουσιάζεται στην 

Εικόνα 13. 

Ο NF-κB (ή Rel) είναι ένας εξαιρετικά διαδεδοµένος µεταγραφικός παράγοντας 

που αποτελείται από τις πολυπεπτιδικές υποµονάδες p65 (RelA), c-Rel, RelB, p50, 

και p52, οι οποίες συνθέτουν οµο- ή ετερο-διµερή. Οι πρωτεΐνες αυτές έχουν µια 
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κοινή περιοχή 300 αµινοξέων, που χαρακτηρίζεται ως Rel περιοχή οµολογίας και 

επάγει διµερισµό και πρόσδεση στο DNA. Το καλύτερα µελετηµένο και συχνότερα 

απαντώµενο ετεροδιµερές, είναι το p50-p65. Ο NF-κB υπόκειται σε διάφορους 

ρυθµιστικούς µηχανισµούς που περιλαµβάνουν πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις, 

φωσφορυλίωση, ουµπικιτινίωση, πρωτεολυτική αποικοδόµηση και 

πυρηνοκυτταροπλασµατική µεταφορά. Καθώς εµπλέκεται σε ποικίλες κυτταρικές 

αποκρίσεις σε εξωκυττάρια ερεθίσµατα, όπως ο πολλαπλασιασµός, η ανάπτυξη, η 

ανοσοαπόκριση, η κυτταρική επιβίωση και απόπτωση, θεωρείται ένας οµοιοστατικός 

διακόπτης. Το γεγονός αυτό τον καθιστά στόχο διαφόρων ιικών παθογόνων µορίων, 

που τον χρησιµοποιούν ώστε να διευκολύνουν τον διπλασιασµό τους, την επιβίωσή 

τους, και πιθανότατα, τη διαφυγή από την κυτταρική ανοσοαπόκριση (McKay et al., 

1999, Sheppard et al., 1999, Vermeulen et al., 2002).  

Η LMP1 για την ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα NF-κB 

χρησιµοποιεί ένα µονοπάτι σηµατοδότησης, παρόµοιο µε εκείνο που επάγεται από 

τον παράγοντα νέκρωσης όγκων α, (Τumour Necrosis Factor a, TNFα) το οποίο 

παριστάνεται σχηµατικά στην Εικόνα 14. Μετά την πρόσδεση του TNFα στον 

υποδοχέα TNF-R1 (σε επιθηλιακά κύτταρα), ο τελευταίος τριµερίζεται και 

προσελκύει την TRADD και µέσω αυτής τις RIP και TRAFs. Ο TNF-R2, που 

εκφράζεται κυρίως σε κύτταρα που προέρχονται από µυελό των οστών, επίσης 

τριµερίζεται και προσελκύει άµεσα τις TRAFs. Οι τελευταίες, ενεργοποιούν ένα 

µονοπάτι κινασών που αποτελείται από την κινάση που επάγει τον NF-κB (NF-κB 

Inducing Kinase, NIK, οµόλογη της κινάσης ΜΕΚΚ), και το σύµπλοκο κινασών της 

ΙκΒ που περιέχει τις ΙΚΚα και ΙΚΚβ. Στα περισσότερα κύτταρα ο NF-κB βρίσκεται 

σε ανενεργό µορφή στο κυτταρόπλασµα, καθώς συνδέεται µε µια ανασταλτική, για 

την ενεργοποίησή του, πρωτεΐνη, την ΙκΒ. Η φωσφορυλίωση της ΙκΒ στις σερίνες 32 

και 36, από το ενεργοποιηµένο σύµπλοκο των ΙΚΚα και ΙΚΚβ έχει ως αποτέλεσµα 

την ουµπικιτινίωση και την αποικοδόµησή της στο 26S πρωτεόσωµα (Maniatis et al., 

1997). Με τον τρόπο αυτό ο NF-κB απελευθερώνεται από το σύµπλοκο µε την ΙκΒα, 

και µεταφέρεται στον πυρήνα όπου προσδένεται σε αλληλουχίες ρυθµιστικών 

περιοχών / υποκινητών πολλών γονιδίων.  

Έχει αποδειχθεί ότι η LMP1 ενεργοποιεί τον NF-κB, µέσω του ίδιου 

µονοπατιού σηµατοδότησης, καθώς αρνητικώς επικρατούσες µορφές των NIK, IKKα 

και ΙΚΚβ κινασών µπλοκάρουν την ενεργοποίηση του NF-κB χωρίς να επηρεάζουν 

την έκφραση του LMP1 (Mosialos et al., 1997, Shepard et al., 1999). 
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Η υπερέκφραση των αγρίου τύπου κινασών ΙΚΚα ή ΙΚΚβ έχει ως αποτέλεσµα 

την αύξηση της TNFα-επαγώµενης ενεργοποίησης του NF-κB. ∆εδοµένης της 

οµοιότητας του τρόπου δράσης της LMP1 µε τις TNF-R1 και TNF-R2, η ανακάλυψη 

ότι η υπερέκφραση των αντίστοιχων κινασών αναστέλλει την LMP1 - επαγώµενη 

ενεργοποίηση του NF-κB, αποτέλεσε έκπληξη. Πιθανολογείται ότι η υπερέκφραση 

των κινασών αυτών αλλάζει την φυσιολογική στοιχειοµετρία του µονοπατιού 

σηµατοδότησης, αποµονώνοντας ρυθµιστικούς παράγοντες, αναγκαίους για την 

ενεργοποίηση του NF-κB. Εναλλακτικά, είναι πιθανόν οι κινάσες ΙΚΚα και ΙΚΚβ να 

βρίσκονται ήδη σε πλεόνασµα, και η υπερέκφρασή τους να αυξάνει την 

αλληλεπίδρασή τους µε άλλους στόχους ή ρυθµιστές τους, χωρίς να επιτρέπει την 

αποτελεσµατική φωσφορυλίωση της ΙκΒα (Sylla et al., 1998).  

 

 

∆οµική και λειτουργική ανάλυση του µορίου της πρωτεΐνης LMP1. 

 

Η LMP1 είναι µια πρωτεΐνη 386 αµινοξέων, που αποτελείται από µια µικρή 

κυτταροπλασµατική Ν-τερµατική περιοχή, έξι διαµεµβρανικές περιοχές και µια 

µεγάλη κυτταροπλασµατική περιοχή (C-terminal domain CTD), όπως περιγράφεται 

στην Εικόνα 13 (Fennewald et al., 1984). Η κυτταροπλασµατική Ν-τερµατική 

περιοχή προσδένει την πρώτη διαµεµβρανική περιοχή στο κυτταρόπλασµα, αλλά οι 

αλληλουχίες της δεν είναι σηµαντικές για τον µετασχηµατισµό απο τον EBV (Izumi 

et al., 1994, Izumi et al., 1997). Οι έξι διαµεµβρανικές περιοχές προκαλούν την 

αυθόρµητη συνάθροιση µορίων LMP1 στην πλασµατική µεµβράνη. 

Ανασυνδυασµένοι EBV που εκφράζουν µη συναθροιζόµενες µεταλλαγµένες µορφές 

της LMP1 που διαχέονται στην κυτταρική µεµβράνη δεν µετασχηµατίζουν τα Β 

λεµφοκύτταρα σε LCLs, ούτε επάγουν τον NF-κB (Sylla et al., 1998).  

Η συνάθροιση µορίων LMP1 καθιστά δυνατή την αλληλεπίδραση δύο θέσεων 

της CTD περιοχής της µε κυτταρικές πρωτεΐνες και, συνεπώς, τη µετάδοση σήµατος. 

Γενετικές και βιοχηµικές αναλύσεις έδειξαν ότι αυτές οι δύο θέσεις της CTD 

περιοχής είναι κρίσιµες για τον µετασχηµατισµό των κυττάρων και την ενεργοποίηση 

του NF-κB (Izumi et al., 1997b). 

Η πρώτη θέση εντοπίζεται στα αµινοξέα 187-231. Αυτά είναι τα πρώτα 45 

αµινοξέα της CTD περιοχής και αποτελούν θέση πρόσδεσης παραγόντων που 

αλληλεπιδρούν, εκτός από την LMP1, και µε τον υποδοχέα του TNFα τον TNFR, και 
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καλούνται TRAFs. Συγκεκριµένα, προσδένονται οι TRAF1, TRAF2, TRAF3 και 

TRAF5. Τα αµινοξέα αυτά ευθύνονται, κατά ένα ποσοστό 25% σε σχέση µε την wt 

LMP1 (εφόσον υπάρχουν και το Ν-τερµατικό άκρο και οι έξι διαµεµβρανικές 

περιοχές), για την LMP1- επαγώµενη ενεργοποίηση του NF-κB, και για το λόγο αυτό 

αναφέρονται ως η C-τερµατική περιοχή ενεργοποίησης 1 (C-terminal activation 

region 1, CTAR1) (Mosialos et al., 1995). Έχει δειχθεί ότι έλλειµµα 27 κωδικονίων 

στην περιοχή CTAR1 καθιστά αδύνατο τον µετασχηµατισµό των λεµφοκυττάρων 

από τον EBV (Izumi et al., 1997). Για τον λόγο αυτό η περιοχή CTAR1 ονοµάζεται 

και θέση µετασχηµατισµού 1 (Transforming effector site 1, TES 1) (Sylla et al., 

1998).  

Η δεύτερη θέση εντοπίζεται στα αµινοξέα 352-386 της περιοχής CTD, τα οποία 

αλληλεπιδρούν αφ' ενός µε την TRADD και αφ' ετέρου µε την RIP πρωτείνη (TNF 

Receptor-Interacting Protein) (Izumi et al., 1997b). Και οι δύο αυτές πρωτεΐνες 

αλληλεπιδρούν και µε τον TNFR. Τα αµινοξέα αυτά ευθύνονται, κατά ένα ποσοστό 

75% σε σχέση µε την wt LMP1 (εφόσον υπάρχουν και το Ν-τερµατικό άκρο και οι 

έξι διαµεµβρανικές περιοχές), για την LMP1- επαγώµενη ενεργοποίηση του NF-κB, 

και για το λόγο αυτό αναφέρονται ως η C-τερµατική περιοχή ενεργοποίησης 2 (C-

terminal activation region 2, CTAR2) (Mosialos et al., 1995). Έλλειµµα στην περιοχή 

CTAR2, έχει ως αποτέλεσµα, ο ανασυνδυασµένος EBV να µη µετασχηµατίζει τα Β-

λεφοκύτταρα. Έτσι, η CTAR2 περιοχή καλείται και θέση µετασχηµατισµού 2 (TES 2) 

(Izumi et al., 1997b). 

Προφανώς, η περιοχή TES1 ταυτίζεται µε την περιοχή CTAR1, ενώ η TES2 µε 

την CTAR2. Συνοπτικά, η πρόσδεση των TRAFs στην TES1 επάγει ενεργοποίηση 

του NF-κB από την CTAR1, ενώ η πρόσδεση της TRADD και RIP στην TES2 επάγει 

ενεργοποίηση του NF-κB από την CTAR2 (MacFarland et al., 1999). 

Στην περιοχή CTAR1, τα αµινοξέα 204-208 συνθέτουν το µοτίβο PXQXT/S, το 

οποίο συναντάται και στην περιοχή µε την οποία αλληλεπιδρούν µελη της 

οικογένειας TNFR µε τις TRAFs. Μεταλλάξεις της P204 ή της Q206 σε αλανίνη, 

αποτρέπουν την πρόσδεση των TRAFs και µειώνουν την ενεργοποίηση του NF-κB, 

γεγονός που υποδηλώνει ότι οι TRAFs αποτελούν τους επαγωγείς σηµατοδότησης για 

αυτή την ενεργοποίηση (MacFarland et al., 1999). Η ενεργοποίηση του NF-κB 

αποτελεί σηµαντικό ρυθµιστή της έκφρασης των TRAF1, EBI3, EGFR, CD40, LFA-

3 και ICAM-1 (Kaye et al., 1999, Devergne et al., 1998). Η ρύθµιση της έκφρασης 

του γονιδίου της TRAF1 από τον NF-κB υποδηλώνει µηχανισµό 
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επανατροφοδότησης, µε τον οποίο η LMP1 (µέσω του NF-κB) ενεργοποιεί την 

έκφραση πρωτεϊνών που επάγουν τη µετάδοση του σήµατος από την ίδια.  

Στην περιοχή CTAR2 τα αµινοξέα 379-384 είναι κρίσιµα για την ενεργοποίηση 

του NF-κB, ενώ, σε κύτταρα 293 (Human Embryonic Kidney cells, HEK), τα 

αµινοξέα 376-386 επαρκούν για τη εν λόγω ενεργοποίηση, όπως αποκάλυψαν 

µελέτες µε χρήση µεταλλάξεων. Μάλιστα, η περιοχή αυτή ευθύνεται σχεδόν εξ 

ολοκλήρου για την LMP1-επαγώµενη ενεργοποίηση της c-jun N-τερµατικής κινάσης 

(JNK) σε 293HEK κύτταρα (Devergne et al., 1996). Η TRADD, µετά την πρόσδεσή 

της στην CTAR2, ενεργοποιεί τον NF-κB µέσω συνάθροισης µορίων TRAF2. Αυτό 

αποδεικνύεται από το γεγονός ότι µεταλλάξεις της TRADD στην περιοχή 

αλληλεπίδρασης µε την TRAF2 ή χρήση αρνητικών επικρατούντων µορφών της 

TRAF2, αναστέλλουν µερικώς την µέσω LMP1 TES2/CTAR2 ενεργοποίηση του NF-

κB (Izumi et al., 1997b). Η περιοχή της LMP1 TES2/CTAR2 που αλληλεπιδρά µε την 

RIP είναι η ίδια µε την περιοχή που αλληλεπιδρά µε την TRADD, ωστόσο ο βαθµός 

της αλληλεπίδρασης είναι ασθενέστερος στην περίπτωση της RIP. Σε αντίθεση µε τον 

TNF-R1, η LMP1 δεν απαιτεί την RIP για την ενεργοποίηση του NF-κB σε κύτταρα 

Jurkat (MacFarland et al., 1999, Ting et al., 1996). Εποµένως η RIP δεν φαίνεται να 

αποτελεί κρίσιµο επαγωγέα της ενεργοποίησης του NF-κB (Izumi et al., 1999).  

Έλλειµµα των αµινοξέων 185-211 της TES1/CTAR1, αποτρέπει την πρόσδεση 

των TRAFs και µειώνει την ενεργοποίηση του NF-κB, αλλά δεν επηρεάζει την 

ενεργοποίησή του από την TES2/CTAR2, µέσω της TRADD. Επιπλέον, υπάρχουν 

στοιχεία που υποδεικνύουν ότι ανασυνδυασµένοι EBV, που εκφράζουν το Ν-

τερµατικό άκρο, τις έξι διαµεµβρανικές περιοχές και την περιοχή TES1/CTAR1, είναι 

ικανοί για αρχικό µετασχηµατισµό των µολυσµένων κυττάρων, αλλά αλληλουχίες 

εκτός της TES1/CTAR1, και συγκεκριµένα οι αλληλουχίες της TES2/CTAR2 είναι 

εκείνες που εµπλέκονται σε αποτελεσµατικό και µακροπρόθεσµο µετασχηµατισµό 

για τη δηµιουργία LCLs (Izumi et al., 1997b). Από τα προαναφερθέντα προκύπτει, 

επίσης, ότι µόνο η ενεργοποίηση του NF-κB δεν επαρκεί για τον κυτταρικό 

µετασχηµατισµό, καθώς και οι δύο θέσεις ενεργοποίησης του LMP1 είναι κρίσιµες 

για το µετασχηµατισµό των Β-λεµφοκυττάρων. Συνεπώς, κάθε µία από τις 

TES1/CTAR1 και TES2/CTAR2 έχει ξεχωριστές, απαραίτητες και 

αλληλοσυµπληρούµενες ιδιότητες (MacFarland et al., 1999). Τα παρόµοια 

αποτελέσµατα των αρνητικώς επικρατούντων µορφών των ΝΙΚ, ΙΚΚα και ΙΚΚβ 

στην ενεργοποίηση του NF-κB που επάγεται είτε από την TES1/CTAR1, είτε από την 
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TES2/CTAR2, έρχονται να ενισχύσουν την υπόθεση ότι οι βασικές διαφορές των 

επιπτώσεων των TES1/CTAR1 και TES2/CTAR2 στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό 

και την γονιδιακή ρύθµιση, οφείλονται σε διαφορές βιοχηµικών αλληλεπιδράσεων 

που συµβαίνουν σε στάδιο προηγούµενο της ενεργοποίησης των NIK, IKKα και 

ΙΚΚβ (Mosialos et al., 1997, Sylla et al., 1998, Izumi et al., 1997b).  

Η περιοχή TES2/CTAR2 είναι γνωστό ότι ενεργοποιεί τον AP1 µέσω των JNK 

και p38 ( Eliopoulos et al., 1999), ενώ η περιοχή TES1/CTAR1 ενεργοποιεί τον AP1 

µέσω της p38 (Kieser et al., 1999, Eliopoulos et al., 1999).  

Η περιοχή ανάµεσα στις TES1/CTAR1 και TES2/CTAR2 αποτελεί το 60% της 

συνολικής CTD περιοχής και περιλαµβάνει τα αµινοξέα 232-351. Στην περιοχή αυτή 

περιλαµβάνονται 4 ατελείς επαναλήψεις µιας συντηρηµένης αλληλουχίας (αµινοξέα 

253-301), µια αλληλουχία PPQLT (αµινοξέα 320-324), µια θέση δράσης πρωτεάσης 

που παίζει ρόλο στον καταβολισµό της LMP1, και 19 θέσεις πιθανής φωσφορυλίωσης 

σε σερίνες και θρεονίνες. In vitro µελέτες αποκάλυψαν ότι πλασµίδια που έκφράζουν 

την µορφή LMP1 ∆232-351, επάγουν το ίδιο αποτελεσµατικά την ενεργοποίηση του 

NF-κB και του JNK, όπως και η αγρίου τύπου LMP1. Εποµένως, είτε η περιοχή αυτή 

δεν είναι σηµαντική για τον πρωταρχικό µετασχηµατισµό των Β-λεµφοκυττάρων, είτε 

υπάρχουν θέσεις µε θετική και αρνητική δράση, η συνολική αποµάκρυνση των 

οποίων δεν επιφέρει δραµατικές αλλαγές. Η περιοχή αυτή ίσως παίζει ρόλο ρυθµιστή 

της δράσης των TES1/CTAR1 και TES2/CTAR2, καθιστώντας τις προσιτές σε 

πρωτεΐνες. Ίσως, όµως, έχει άλλη δράση, ανεξάρτητη από εκείνη των TES1/CTAR1 

και TES2/CTAR2 (Izumi et al., 1999b). Μια πρόσφατη µελέτη υποδεικνύει ότι η 

περιοχή ανάµεσα στις TES1/CTAR1 και TES2/CTAR2 περιέχει δύο πανοµοιότυπες 

αλληλουχίες, πλούσιες σε προλίνη που συνθέτουν το µοτίβο PHDPLP (αµινοξέα 275-

280 και 302-307 αµινοξέα αντίστοιχα). Αυτές οι δύο αλληλουχίες αποτελούν θέσεις 

πρόσδεσης της κινάσης Janus 3 (Janus Kinase 3, JAK3). Αποτέλεσµα της 

αλληλεπίδρασης αυτής είναι η αυτοφωσφορυλίωση της JAK3 και η ενεργοποίηση 

των STAT µεταγραφικών παραγόντων του JAK/STAT σηµατοδοτικού µονοπατιού 

(Gires et al., 1999). 
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Eικόνα 13. Σχηµ  αναπαράσταση της δοµής και λειτουργίας της LMP1 πρωτεΐνης.   
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Εικόνα 14. Ενεργοποίηση του NF-kB µεταγραφικού παράγοντα από τα σηµατοδοτικά 
µονοπάτια της ιντερλευκίνης 1 (IL-1) και του παράγοντα νέκρωσης α (Tumour Necrosis 
Factor a, TNFα).  
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Η έκφραση της LMP1 αναστέλλει την κυτταρική απόπτωση.  

 

Η έκφραση της LMP1 σε LCLs επιµηκύνει τη διάρκεια ζωής των κυττάρων 

αυτών, αυξάνοντας την έκφραση των αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bcl-2, Mcl-1, 

A20 και TRAF1. Τα γονίδια των δύο τελευταίων αποτελούν στόχους του NF-κB. 

Συνεπώς, η ενεργοποίηση του NF-κB από την LMP1 επάγει την έκφραση πρωτεϊνών 

που αναστέλλουν τον θάνατο των µολυσµένων µε τον ιό EBV, λεµφοκυττάρων 

(MacFarland et al., 1999) (βλ. παρακάτω).  

 

 

∆ιαφορές µεταξύ της LMP1 - και TNFR - επαγώµενης σηµατοδότησης. 

 

Η ανακάλυψη δύο νέων πρωτεϊνών έδωσε νέα στοιχεία συσχέτισης των 

µονοπατιών δράσης του LMP1 και του TNFR. Οι LAP1 και ΕΒΙ6 είναι ανθρώπινες 

πρωτεΐνες οµόλογες των TRAF2 και TRAF1, αντίστοιχα. Πρόκειται για πρωτεΐνες 

που προσδένονται στον p80 TNFR, αλλά που βρέθηκε ότι αλληλεπιδρούν και 

συνεντοπίζονται και µε την LMP1 στην κυτταρική µεµβράνη. Τα παραπάνω 

συνδέουν τον LMP1-επαγώµενο µετασχηµατισµό µε τη µετάδοση σήµατος από την 

οικογένεια των TNFR. Η διαφορά ανάµεσα σε TNFR και LMP1 είναι ότι ο δεύτερος 

επάγει σήµατα αύξησης και ενεργοποίησης του NF-κB, συνεχώς, ακόµα και απουσία 

εξωκυττάριου ερεθίσµατος. 

Προτείνεται επίσης ένα µοντέλο, σύµφωνα µε το οποίο, η συνάθροιση LMP1-

TRAFs βοηθά στο σχηµατισµό µεγαλύτερων και σταθερότερων συµπλόκων TNFR-

TRAFs, µέσω αλληλεπιδράσεων των coiled-coils των TRAFs. H CTD περιοχή του 

LMP1 και µέλη της οικογένειας TNFR µπορεί να αλληλεπιδρούν ακόµα και µε 

διαφορετικές περιοχές του ίδιου LAP1 µορίου. Η αλληλεπίδραση των µονοπατιών 

σηµατοδότησης του LMP1 και του TNFR, είναι σηµαντική για τον EBV. Η NF-κB 

ενεργοποίηση από τους LMP1 και TNFR ενισχύει τη µεταγραφή, ενώ η πρόσδεση της 

LAP1 στην LMP1, είναι πιθανό να ανταγωνίζεται την πρόσδεσή της στον TNFR, 

µπλοκάροντας είτε τον κυτταρικό θάνατο που επάγεται από τον υποδοχέα αυτόν, είτε 

άλλες λειτουργίες σηµαντικές για την άµυνα του κυττάρου ξενιστή (Mosialos et al., 

1995). 

Πειράµατα που έγιναν σε HEK293 κύτταρα, έδειξαν ότι η µετάδοση σήµατος 

από την περιοχή TES2/CTAR2, µέσω της TRADD, δεν είναι ικανή να επάγει 
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απόπτωση, σε αντίθεση µε την αντίστοιχη σηµατοδότηση από τον TNF-R1 η οποία 

µετά την προσέλκυση της FADD οδηγεί στον κυτταρικό θάνατο. Εποµένως, είτε η 

περιοχή TES2/CTAR2 δεν είναι ικανή να µεταδώσει προαποπτωτικό σήµα, είτε 

ενεργοποιεί ένα αντιαποπτωτικό µονοπάτι ανεξάρτητο του NF-κB (Izumi et al., 

1999). Ανεξάρτητα όµως από το τί από τα δύο ισχύει, το αποτέλεσµα είναι η 

επιβίωση του µολυσµένου µε EBV κυττάρου.  

 

 

Ανταγωνιστική δράση των µονοπατιών σηµατοδότησης του ΤGFβ και της 

LMP1. 

 

H πλειοτροπική κυτοκίνη TGFβ είναι µέλος µιας µεγάλης οικογένειας 

παραγόντων που εµπλέκονται στον έλεγχο του κυτταρικού πολλαπλασιασµού, της 

διαφοροποίησης, και της απόπτωσης. Από διάφορες µελέτες προκύπτουν στοιχεία 

που συσχετίζουν την πρωτεΐνη LMP1 µε το µονοπάτι σηµατοδότησης του TGFβ.  

Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα σε κυτταρικές σειρές µε λέµφωµα του Burkitt, 

οι οποίες περιλαµβάνουν EBV-αρνητικά κύτταρα, κύτταρα στα οποία εκφράζονται 

κάποια γονίδια λανθάνουσας µόλυνσης του EBV (οµάδα Ι), κύτταρα που εκφράζουν 

όλα τα γονίδια λανθάνουσας µόλυνσης του EBV (οµάδα ΙΙΙ), καθώς και EBV-

µετασχηµατισµένες LCLs. Τα περισσότερα EBV-αρνητικά κύτταρα, καθώς και τα 

κύτταρα της οµάδας Ι, οδηγούνταν σε απόπτωση ή G1 arrest παρουσία του TGFβ1. 

Οι κυτταρικές σειρές της οµάδας ΙΙΙ και τα LCLs ανέστειλλαν πλήρως αυτή τη δράση 

του TGF-β1. Όλες οι κυτταρικές σειρές εξέφραζαν τις πρωτεΐνες Smads και τον 

υποδοχέα TβRI, αλλά εκείνες που δεν ανταποκρίνονταν στην αποπτωτική δράση του 

TGFβ χαρακτηρίζονται από µειωµένη έκφραση του TβRIΙ. Ωστόσο, στη µελέτη αυτή, 

η πρωτεΐνη LMP1 δεν αποδείχθηκε αναγκαία ή επαρκής για το µπλοκάρισµα της 

απόκρισης στον TGFβ, καθώς αυτό το µπλοκάρισµα παρατηρήθηκε και σε κύτταρα 

που δεν εξέφραζαν την LMP1. Ίσως άλλες πρωτεΐνες λανθάνουσας µόλυνσης του 

EBV, να προκαλούν τη µειωµένη έκφραση των TβRIΙ (Inman et al., 2000).  

Ωστόσο, η µείωση του αριθµού των TGF-β υποδοχέων, δεν φαίνεται να 

αποτελεί τον πιο κοινό µηχανισµό µε τον οποίο τα EBV µολυσµένα κύτταρα 

ξεφεύγουν του ελέγχου του πολλαπλασιασµού που επιφέρει ο παράγοντας αυτός. 

Πειράµατα σε EBV-θετικά Β-λεµφοκύτταρα έδειξαν ότι ο ιός προκαλεί και διατηρεί 

τον ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασµό τους, εκφράζοντας την LMP1 που αποτρέπει την 
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TGFβ επαγώµενη αναστολή της κυτταρικής αύξησης (G1 arrest), χωρίς να επηρεάζει 

το µονοπάτι ρύθµισης της γονιδιακής έκφρασης. Επίσης, η LMP1 αναστέλλει την 

TGFβ επαγώµενη κυτταρική απόπτωση, επάγωντας την έκφραση της D2 κυκλίνης η 

οποία, σε συνδυασµό µε την συνεχή έκφραση της cdk4, διατηρεί την pRb στην 

υπερφωσφορυλιωµένη (µη λειτουργική) της µορφή. Έτσι, το EBV µολυσµένο 

κύτταρο συνεχίζει να διαιρείται και επιβιώνει, ανεξάρτητα από την παρουσία και 

σηµατοδότηση του ΤGFβ. Ο µηχανισµός µε τον οποίο η LMP1 επάγει την έκφραση 

της D2 κυκλίνης δεν είναι γνωστός, αλλά ερευνάται ο ρόλος µεταγραφικών 

παραγόντων τύπου NF-κB (Arvanitakis et al., 1995). Μια πρόσφατη µελέτη 

επισηµαίνει την ικανότητα της LMP1 να καταστέλλει την TGFβ-επαγώµενη έκφραση 

της p15 και για την καταστολή αυτή απαιτείται η C-τερµατική περιοχή της LMP1 που 

ευθύνεται για την ενεργοποίηση του NF-kB (Mori et al., 2003). 

Με τα προαναφερθέντα συµφωνούν και τα αποτελέσµατα πειραµάτων που 

πραγµατοποιήθηκαν σε κύτταρα ινοβλαστών ποντικού BALB/c 3T3 µολυσµένων µε 

τον EBV. Τα πειράµατα αυτά έδειξαν ότι η µέτρια έκφραση της LMP1 οδηγεί, αφ' 

ενός σε µη ανταπόκριση στην ΤGFβ επαγώµενη αναστολή της κυτταρικής αύξησης 

και αφ' ετέρου στο σχηµατισµό όγκων σε SCID ποντίκια. Αντιθέτως, µεταλλαγµένες 

µορφές της LMP1 ή έκφρασή της σε χαµηλότερα επίπεδα, επιτρέπουν την 

ανταπόκριση των κυττάρων στα αποπτωτικά σήµατα του ΤGFβ (Takanashi et al., 

1999).  

 

 

Ανταγωνιστική δράση των µονοπατιών σηµατοδότησης του ΤGFβ και του TNFα  

 

Ο παράγοντας αύξησης συνδετικού ιστού (CTGF) είναι µια πρωτείνη που 

επάγεται από τον TGFβ αποκλειστικά και µόνο σε κύτταρα συνδετικού ιστού. Ο 

TNFα βρέθηκε ότι καταστέλλει την ΤGFβ επαγώµενη έκφραση της CTGF, σε 

καλλιέργειες φυσιολογικών ινοβλαστών. Πιθανολογείται ότι η ενεργοποίηση του NF-

κB από τον TNFα, οδηγεί στην πρόσδεση του πρώτου στον υποκινητή του γονιδίου 

της CTGF ή στην επαγωγή γονιδίων που εµπλέκονται στην καταστολή της έκφρασης 

της CTGF. Αντιθέτως, σε ινοβλάστες σκληροδέρµατος, ο TNFα δεν καταστέλλει την 

έκφραση της CTGF, µε αποτέλεσµα τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό και την 

παραγωγή κολλαγόνου (Abraham et al., 2000). Επίσης, είναι γνωστό ότι ο TNFα 
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µέσω του NF-κΒ επάγει την έκφραση της ανασταλτικής Smad7 και στνεπώς 

καταστέλλει την TGFβ σηµατοδότηση (Bitzer et al., 1999). 

 

 

Σύγκλιση και συνεργασία των TGFβ και NF-κB µονοπατιών 

 

Στον υποκινητή του πρώιµα εκφραζόµενου γονιδίου JunB κυττάρων Mv1Lu, 

βρέθηκε µια θέση πρόσδεσης για Smads (Smad binding element SBE) και µια θέση 

πρόσδεσης του NF-κB. Παραδόξως, µεταλλάξεις στην SBE δεν εµπόδισαν την 

σηµατοδότηση του ΤGFβ για την ενεργοποίηση του γονιδίου JunB. Αντιθέτως 

µεταλλάξεις στην NF-κΒ θέση ανέστειλλαν πλήρως τη µεταγωγή σήµατος, 

υποδηλώνοντας ότι αυτή είναι αναγκαία για την TGFβ επαγώµενη ενεργοποίηση του 

JunB. H ενεργοποίηση αυτή απαιτεί την ακεραιότητα του NF-κB µονοπατιού. 

Ωστόσο, η TGFβ επαγώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση µεσω NF-κB θέσεων δεν 

προκαλεί αύξηση της έκφρασης των υποµονάδων του NF-κB, ούτε άµεση 

φωσφορυλίωση και αποικοδόµηση της ΙκΒ, ούτε άµεση αύξηση της µετατόπισης των 

NF-κB υποµονάδων στον πυρήνα. Πιθανόν, οι ήδη ενεργοποιηµένες, πυρηνικές 

υποµονάδες του NF-κB είναι προσιτές στο σήµα που επάγει ο TGFβ για την αύξηση 

της µεταγραφικής του ενεργότητας. Σύµφωνα µε το µοντέλο αυτό, το µονοπάτι 

σηµατοδότησης του TGFβ συναντάται µε το µονοπάτι του NF-κB στο επίπεδο του 

πυρήνα (Προκόβα, Μ∆Ε, 2000).  

Μελέτες, τόσο in vivo όσο και in vitro υποδεικνύουν ότι διαφορετικά διµερή του 

NF-κB έχουν διαφορετικές ιδιότητες µεταγραφικής ενεργοποίησης. Επιπλέον, 

υπάρχουν ενδείξεις ότι οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ του NF-κB και άλλων 

µεταγραφικών παραγόντων ευθύνονται για την επιλεκτική ρύθµιση της γονιδιακής 

έκφρασης από τον NF-κB. Η συνέκφραση της υποµονάδας p52 ή p65 του NF-κB µε 

τoν µεταγραφικό παράγοντα Smad3, και µάλιστα παρουσία συνεχώς ενεργού TβRI, 

αυξάνει την ενεργοποίηση του γονιδίου JunB. Η φωσφορυλίωση της Smad3 φαίνεται 

να είναι σηµαντική για την αλληλεπίδρασή της µε την p52, είτε αυξάνοντας την 

συγγένεια πρόσδεσή τους, είτε επιτρέποντας την είσοδο της Smad3 στον πυρήνα 

όπου είναι εφικτή η αλληλεπίδραση. H ΜΗ2 περιοχή της Smad3 αλληλεπιδρά µε την 

C-τερµατική περιοχή των p300/CBP. H Ν-τερµατική περιοχή των p300/CBP 

προσδένεται στην ενεργό περιοχή της p65. Συνεπώς, οι p300/CBP θα µπορούσαν να 
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δρούν ως συνδετικά µόρια που φέρνουν σε επαφή τους δύο µεταγραφικούς 

παράγοντες (Προκόβα, Μ∆Ε, 2000).  

Η αλληλεπίδραση ανάµεσα στις Smads και τις υποµονάδες του NF-κB µπορεί 

να είναι σηµαντική για τον έλεγχο διαφόρων υποκινητών. Το αποτέλεσµα, ωστόσο 

της αλληλεπίδρασης αυτής στην µεταγραφική ενεργοποίηση ή καταστολή 

συγκεκριµένων γονιδίων στόχων, εξαρτάται από τον κυτταρικό τύπο. Τα στοιχεία 

αυτά ενισχύουν την άποψη για αλληλεπίδραση των Smad µε µεταγραφικούς 

παράγοντες, καθώς και για το ρόλο που διαδραµατίζουν οι Smad ως µεταγραφικοί 

συνενεργοποιητές (Lopez-Rovira et al., 2000).  

Εξάλλου, πειράµατα που έγιναν σε Mv1Lu κύτταρα, έδειξαν ότι µετά την 

ενεργοποίηση της JNK από τον TGF-β, η πρώτη φωσφορυλιώνει την Smad3 σε 

περιοχή εκτός του µοτίβου -SSXS. Η φωσφορυλίωση αυτή διευκολύνει την 

ενεργοποίηση (φωσφορυλίωση) της Smad3 από το σύµπλοκο των υποδοχέων του 

TGFβ και συνεπώς και τη µεταφορά της στον πυρήνα. Η παρουσία των 

ενεργοποιηµένων, από TGFβ, Smad3 και JNK έχει ως αποτέλεσµα την συνεργασιακή 

ενεργοποίηση του PAΙ-1 υποκινητή (Engel et al., 1999). 

 

 

ΣΥΝΕΡΓΑΣΙΑ ΤΟΥ TGFβ ΜΟΝΟΠΑΤΙΟΥ ΜΕ ΠΥΡΗΝΙΚΟΥΣ 

ΥΠΟ∆ΟΧΕΙΣ ΟΡΜΟΝΩΝ 

 

Έχει καταγραφεί θετική και αρνητική επικοινωνία των Smad πρωτεϊνών µε 

µέλη της υπεροικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων (Nuclear Receptors, NRs). Οι 

NRs αποτελούν µια υπεροικογένεια πυρηνικών πρωτεϊνών που ανταποκρίνονται σε 

πλήθος ορµονικών και µεταβολικών σηµάτων και εµπλέκονται σε διαδικασίες 

εµβρυογένεσης, οµοιόστασης, αναπαραγωγής, κυτταρικής αύξησης ή απόπτωσης 

(Moras et al., 1998, Glass et al., 2000). Ανωµαλίες στην έκφραση των NRs αποτελούν 

την αιτία για διάφορες ασθένειες που ποικίλουν από διαβήτη και παχυσαρκία µέχρι 

καρκίνο του µαστού και του προστάτη (McKenna N. Et al., 2002). 

 

 

 

 

 70



∆οµή και λειτουργίες των NRs  

 

Οι NRs έχουν κατηγοριοποιηθεί σε τρείς διαφορετικούς τύπους. Οι NRs τύπου 

Ι, που περιλαµβάνουν τους κλασσικούς υποδοχείς στεροειδών, υφίστανται πυρηνική 

µετακίνηση µετά την πρόσδεση του συνδέτη και προσδένονται ως οµοδιµερή σε 

ανεστραµµένες επαναλήψεις του DNA. Οι υποδοχείς τύπου ΙΙ, µεταξύ των οποίων 

συγκαταλέγονται οι υποδοχείς θυρεοειδικών ορµονών (TR) και του ρετινοϊκού οξέος 

(RAR), οι οποίο συχνά παραµένουν στον πυρήνα ανεξάρτητα από την παρουσία 

συνδέτη και προσδένονται ως ετεροδιµερή µε τον RXR σε άµεσες επαναλήψεις του 

DNA. Οι υποδοχείς τύπου ΙΙΙ ανακαλύφθηκαν τελευταίοι, από µη χαρακτηρισµένα 

cDNAs που κωδικοποιούν πρωτεΐνες µε περιοχές όµοιες µε αυτές των 

χαρακτηρισµένων NRs. Καθώς αρχικά δεν είχαν αναγνωριστεί συγκεκριµένοι 

συνδέτες, αυτοί οι NRs ονοµάστηκαν ορφανοί NRs (ΟNRs). Χαρακτηριστικό µέλος 

των ΟNRs αποτελεί ο ηπατικός πυρηνικός παράγοντας 4 (Hepatic Nuclear Gactor 4, 

HNF4) (McKenna et al., 2002). Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής του HNF4 

δείχνεται στην Εικόνα 15. 

∆οµικά οι NRs χαρακτηρίζονται από πέντε περιοχές. Η Ν-τερµατική Α/Β 

περιοχή λειτουργεί ως περιοχή αυτόνοµης µεταγραφικής ενεργοποίησης (Activation 

Function 1, AF-1). Η σύζευξη αυτής της περιοχής σε ετερόλογη αλληλουχία που 

προσδένεται στο DNA επάγει συνεχή µεταγραφική ενεργοποίηση. Η Α/Β περιοχή 

υφίσταται φωσφορυλίωση (Shao et al., 1999) και προσδένει παράγοντες της βασικής 

µεταγραφικής µηχανής, όπως ο TF-IIB, καθώς και τον συνενεργοποιητή CBP (Dell et 

al., 1999, Kistanova et al., 2001). Η περιοχή C είναι συντηρηµένη ανάµεσα στους 

NRs και είναι υπεύθυνη για την αναγνώριση και πρόσδεση των NRs σε 

συγκεκριµένες αλληλουχίες DNA (DNA Binding Domain, DBD). Η περιοχή C του 

HNF4 ακετυλιώνεται από τον συνενεργοποιητή CBP (Soutoglou et al., 2000). Η 

περιοχή D είναι λιγότερο συντηρηµένη και αποτελεί την γέφυρα που ενώνει τις 

συντηρηµένες περιοχές C και E. Το µήκος της D περιοχής ποικίλει, και ειδικά για τον 

HNF4 το µήκος της είναι µεγάλο, όπως φαίνεται στην Εικόνα 15, επιτρέποντας 

ευελιξία στην διαµόρφωση του µορίου και στις επαφές των περιοχών C και E. Στην 

περιοχή Ε εντοπίζεται η αλληλουχία πρόσδεσης του συνδέτη (Ligand Binding 

Domain, LBD), η επιφάνεια διµερισµού των NRs, αλλά και η δεύτερη περιοχή 

µεταγραφικής ενεργοποίησης AF-2 η δραστικότητα της οποίας εξαρτάται από τον 

συνδέτη (Tsai et al., 1994, Moras et al., 1998, Shao et al., 1999, Glass et al., 2000). Σε 
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κάποιους NRs, µεταξύ των οποίων και ο HNF4, υπάρχει και η C-τερµατική περιοχή F 

(Εικόνα 15), η οποία έχει δειχθεί ότι παραµποδίζει την πρόσδεση των 

συνενεργοποιητών GRIP-1 και SRC-1 (Sladek et al., 1999). 

 

 

Συνενεργοποιητές και συνκαταστολείς των NRs 

 

Οι ευρέως εκφραζόµενοι CBP και p300 συνενεργοποιητές παρουσιάζουν 

δραστικότητα ακετυλοτρανσφεράσης και για τους NRs. Άλλοι συνενεργοποιητές που 

επάγουν τη µεταγραφική δραστικότητα των NRs αποτελόυν µέλη του συµπλόκου 

TRAΡ/DRIP, η λιγάση ουµπικιουτίνης E6AP, το ATP-συζευγµένο SWI/SNF 

σύµπλοκο αναδιοργάνωσης της χρωµατίνης, οι CARM-1 και PRMT-1 µεθυλάσες, και 

µέλη της βασικής µεταγραφικής µηχανής όπως η TBP και οι TAFs (McKenna et al., 

2002). Ο PGC-1 αποτελεί µεταγωγέα ηπατικής γλυκονεογένεσης, καθώς αποτελεί 

συνενεργοποιητή του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (Yoon et al., 2001). Επίσης, 

σε συνδυασµό µε την CREB πρωτεϊνη, ο PGC-1 δρα ως συνενεργοποιητής του HNF4 

κατά την µεταγραφική ενεργοποίηση του L-CPT1 (Liver-Carnitine 

Palmitoyltransferase 1) υποκινητή, παίζοντας έτσι σηµαντικό ρόλο στην οµοιόσταση 

των λιπιδίων και την µείωση της χοληστερόλης (Lowet et al., 2002).  

Η οικογένεια των SRC/p160 συνενεργοποιητών αποτελείται, µεταξύ άλλων από 

τις SRC-1/NCoA-1, GRIP-1/TIF2/SRC-2 και p/CIP/RAC3/ACTR/AIB-1/TRAM-

1/SRC-3 πρωτεϊνες. Αυτά τα τρία µέλη της SRC/p160 οικογένειας χαρακτηρίζονται 

ως συνενεργοποιητές των NRs λόγω της ικανότητάς τους να αλληλεπιδρούν και να 

πολλαπλασιάζουν τις λειτουργίες των NRs, και λόγω του πυρηνικού τους εντοπισµού 

(Onate et al., 1995). Επίσης, χαρακτηρίζονται από ενεργότητα ακετυλτρανσφεράσης 

και από την ικανότητα αλληλεπίδρασης µε τους CBP/p300 και p/CAF 

συνενεργοποιητές (Chen et al., 1997).  

Ένα κοινό δοµικό χαρακτηριστικό των συνενεργοποιητών των NRs είναι το α-

ελικοειδές LXXLL µοτίβο, ή αλλιώς NR box, σε ένα ή πολλά αντίγραφα, το οποίο 

αλληλεπιδρά µε την AF-2 περιοχή του LBD των NRs (Heery et al., 1997). Αντίστοιχο 

µοτίβο, που καλείται CoRNR box, χαρακτηρίζει τους συνκαταστολείς των NRs N-

CoR (Horlein et al., 1995) και SMRT (Silencing Mediator of Retinoid and Thyroid 

Receptors) (McKenna et al., 2002). Ο N-CoR, αν και ο ίδιος στερείται περιοχών µε 

δραστικότητα απακετυλάσης, απακετυλιώνει τις ιστόνες και καταστέλλει την 
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µεταγραφική δραστικότητα των NRs, µέσω προσέλκυσης παραγόντων όπως η Sin3 

και οι HDACs (Heinzel et al., 1997, Nagy et al., 1997). Υπάρχουν περιπτώσεις, όπου 

ανάλογα µε τον υποκινητή, οι συνκαταστολείς λειτουργούν ως συνενεργοποιητές 

(Jepsen et al., 2000) και το αντίστροφο (Rogatsky et al., 2001). Επίσης, η δυνατότητα 

προσέλκυσης διαφορετικών συνενεργοποιητών και/ή αποµάκρυνσης διαφορετικών 

συνκαταστολέων, ανάλογα µε τον συνδέτη που προσδένεται στους NRs, προσδίδει 

ακόµα µεγαλύτερη ευελιξία στην µεταγραφική ενεργοποίηση NR-επαγώµενων 

υποκινητών (Katzenellenbogen et al., 2000). Τέλος, στοχευµένες µετα-µεταφραστικές 

τροποποιήσεις των συν-ρυθµιστών (συν-ενεργοποιητών και συν-καταστολέων), όπως 

ακετυλίωση, ουµπικιτινίωση, φωσφορυλίωση ή µεθυλίωση, µπορεί να 

χρησιµοποιούνται για την ευαισθητοποίηση συγκεκριµένων υποκινητών ή/και 

κυτταρικών τύπων σε συγκεκριµένες µεταγραφικές αποκρίσεις (McKenna et al., 

2002).  

 

 

O ηπατικός πυρηνικός παράγοντας 4 (Hepatic Nuclear Factor 4, HNF4).  

 

Η διαφοροποίηση των ηπατικών κυττάρων και η λειτουργία του ήπατος απαιτεί 

την συγχρονισµένη έκφραση µεγάλου αριθµού γονιδίων, η οποία ελέγχεται από 

µεταγραφικούς παράγοντες του ήπατος όπως οι HNF1, HNF3, HNF6, η CEBP 

οικογένεια (CCAAT/Enhancer Binding Protein) και ο HNF4. Η επιλεκτική 

µεταλλαξιγένεση κάποιων από τους παραπάνω παράγοντες αποκάλυψε ότι η δράση 

των παραγόντων αυτών είναι αλληλοεπικαλυπτόµενη, µε εξαίρεση εκείνης του 

HNF4. Η γονιδιακή κατστολή του HNF4 ανέστειλε την έκφραση διαφόρων γονιδίων 

σηµαντικών για την λειτουργία του ήπατος, υποδεικνύοντας ότι ο παράγοντας αυτός 

είναι απαραίτητος σε διεργασίες ενεργιακού µεταβολισµού, αποτοξίνωσης του 

οργανισµού, σύνθεσης χολικών οξέων και παραγωγής πρωτεϊνών του ορρού (Watt et 

al., 2003).  

O HNF4 προσδένεται στο DNA ως οµοδιµερές και ενώ αρχικά 

κατηγοριοποιήθηκε ως ορφανός πυρηνικός υποδοχέας (Sladek et al., 1990), στη 

συνέχεια βρέθηκε ότι η ενεργότητά του ρυθµίζεται από την πρόσδεση λιπαρών 

θειοεστέρων του ακετυλο-συνενζύµου Α (acety-Co-A) (Hertz et al., 1998). O HNF4, 

όπως και άλλοι NRs φωσφορυλιώνεται σε Ser/Thr (Jiang et al., 1997), και η 

φωσφορυλίωση από συγκεκριµένες κινάσες όπως η ΡΚΑ επηρεάζει την ικανότητα 
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πρόσδεσής του στο DNA (Viollet et al., 1997). Επίσης, ακτυλιώνεται από τον 

συνενεργοποιητή CBP και αυτή η τροποποίηση επάγει την πρόσδεση του HNF4 στο 

DNA, τον πυρηνικό εντοπισµό του, καθώς και την προσέλκυση άλλων 

συνενεργοποιητών (Soutoglou et al., 2000).  

Γενικά ο HNF4 λειτουργεί ως θετικός µεταγραφικός ρυθµιστής γονιδίων των 

ηπατικών κυττάρων. Κατά την εµβρυογένεση ο HNF4 εκφράζεται στην ηπατική και 

εντερική έκφυση (Duncan et al., 1994), κατά την εµβρυική ανάπτυξη εκφράζεται 

επιπλέον στο πάγκρεας και τους νεφρούς (Taraviras et al., 1994) και στον ενήλικα 

οργανισµό, στο ήπαρ, στον γαστρεντερικό σωλήνα, στο πάγκρεας και τους νεφρούς 

(Sladek et al., 1990). Η σηµαντική λειτουργία του HNF4 κατά την εµβρυική 

ανάπτυξη και την γονιδιακή έκφραση σε ηπατοκύτταρα υποδεικνύεται από µελέτες 

όπου απενεργοποιήθηκε ο HNF4 µε οµόλογο ανασυνδυασµό είτε σε έµβρυα ποντικού 

(Li et al., 2000) είτε σε ήπαρ ενήλικα ποντικού (Hayhurst et al., 2001). 

Ο HNF4 προσδένεται σε ορµονικά αποκρινώµενα στοιχεία (Hormone Response 

Elements, HREs) τα οποία υπάρχουν στους υποκινητές πολλών γονιδίων που 

εκφράζονται κυρίως ή αποκλειστικά στο ήπαρ. Τέτοιος είναι ο υποκινητής του 

γονιδίου της α1-αντιτρυψίνης, της τρανσθυρετίνης, του HNF1, των 

απολιποπρωτεϊνών και άλλων γονιδίων (Sladek et al., 1993).  

HREs υπάρχουν στον υποκινητή του γονιδίου της apoA-I, της apoC-III και της 

apoA-IV, υποδεικνύοντας έναν κοινό ρυθµιστικό µηχανισµό της έκφρασης των 

απολιποπρωτεϊνών. Σε αυτά τα HREs προσδένονται ορφανοί υποδοχείς, όπως ο 

HNF4 και υποδοχείς που εξαρτώνται από συνδέτες, µε διαφορετική εξειδίκευση 

(Tzameli et al., 1996, Papazafiri et al., 1991, Lavrediadou et al., 1998, Ktistaki et al., 

1994). Η αποµακρυσµένη περιοχή του apoC-III υποκινητή δρά ως κοινός ενισχυτής 

(enhancer) της µεταγραφής των γονιδίων των apoA-I, apoC-III και apoA-IV 

απολιποπρωτεϊνών. Στον ενισχυτή υπαρχούν 2 HREs όπου προσδένεται ο HNF4 και 

3 θέσεις πρόσδεσης του Sp1. Μεταλλάξεις των HREs ή/και µεταλλάξεις των θέσεων 

πρόσδεσης του Sp1 αναστέλλουν την µεταγραφική δραστικότητα των 

προαναφερθέντων υποκινητών σε κυτταρικές σειρές. Η ηπατική µεταγραφή του 

apoC-III γονιδίου ρυθµίζεται από την αλληλεπίδραση του συµπλόκου που 

σχηµατίζεται στην κοντινή περιοχή του υποκινητή από την πρόσδεση του HNF4 και 

πιθανώς και άλλων NRs και του συµπλόκου που σχηµατίζεται στην αποµακρυσµένη 

περιοχή του ενισχυτή από την πρόσδεση του HNF4 και του Sp1 (Lavrediadou et al., 

1998, Ktistaki et al., 1994, Talianidis et al., 1995, Kardassis et al., 1997).  
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Αναλύσεις µεταλλαξιγένεσης υποδεικνύουν ότι ο HNF4 µέσω των HREs και οι 

θέσεις πρόσδεσης του Sp1 ελέγχουν την εντερική έκφραση της apoC-III και της 

apoA-I και συνεισφέρουν στην ηπατική έκφραση των δύο γονιδίων in vivo (Kan et 

al., 2000, Georgopoulos et al., 2000, Zannis et al., 2001). Η συνεργασιακή 

µεταγραφική ενεργοποίηση του apoC-III υποκινητή επιτυγχάνεται µε την άµεση 

αλληλεπίδραση της Ν-τερµατικής περιοχής του HNF4 και της Ν- και C- τερµατικής 

περιοχής του Sp1 (Kardassis et al., 2002).  

Τέλος, οι µεταγωγείς της TGFβ σηµατοδότησης, Smad3 και Smad4 επάγουν τη 

µεταγραφική δραστικότητα του apoC-III, apoA-IV, apoB και HNF1 υποκινητή, µέσω 

συνεργασιακής αλληλεπίδρασης µε τον HNF4, όπως φαίνεται στην Εικόνα 16. 

Αντίθετα πατατηρείταιι κατασταλτική δράση των Smad πρωτεϊνών στην µεταγραφική 

ενεργοποίηση των apoA-I apoA-II υποκινητών που επάγεται από τον HNF4, όπως 

δείχνει η Εικόνα 16. Η MH1 περιοχή της Smad3 αλληλεπιδρά άµεσα µε τον HNF4 

(Kardassis et al., 2000). Οι ακριβείς περιοχές των πρωτεϊνών που εµπλέκονται σε 

αυτήν την αλληλεπίδραση καθώς και ο µηχανισµός συνεργασιακής ενεργοποίησης 

του apoC-III υποκινητή από τις Smads και τον HNF4, αποτέλεσαν αντικείµενο 

µελέτης αυτής της διατριβής.  

 

 

Αλληλεπίδραση των NRs µε τις Smads  

 

Έχει καταγραφεί η αλληλεπίδραση πέντε NRs µε τους επαγωγείς της TGFβ 

σηµατοδότησης: του υποδοχέα της Βιταµίνης D (Vitamin D Receptor) VitDR, του 

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (Glycocorticoid Receptor) GR, του υποδοχέα των 

ανδρογόνων (Androgen Receptor) AR, του υποδοχέα των οιστρογόνων (Estrogen 

Receptor) EG και του ηπατικού πυρηνικού παράγοντα 4 (Hepatic Nuclear Factor 4) 

HNF4. H MH1 περιοχή της Smad3 αλληλεπιδρά άµεσα µε την περιοχή LBD του 

VitDR, ενώ στο σύµπλοκο συµµετέχει και ο συνενεργοποιητής Src-1 (Yanagi et al., 

1999, Yanagisawa et al., 1999). Η MH2 περιοχή της Smad3 αλληλεπιδρά µε την LBD 

περιοχή του GR και αποτέλεσµα αυτής της αλληλεπίδρασης είναι η καταστολή της 

TGFβ επαγώµενης ενεργοποίησης του PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor- 1) 

υποκινητή (Song et al., 1999). Επίσης, η ΜΗ2 περιοχή της Smad3 αλληλεπιδρά µε 

την περιοχή µεταγραφικής ενεργότητας του AR υποδοχέα, γεγονός που οδηγεί στην 

καταστολή της AR λειτουργίας σε καρκινικά κύτταρα προστάτη (Hayes et al., 2001, 
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Chipuk et al., 2002). Πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν σε ανθρώπινα εµβρυικά 

νεφρικά (Human Embryonic Kidney, HEK) κύτταρα υποδεικνύουν την διττή δράση 

της αλληλεπίδρασης της Smad3 µε τον ER υποδοχέα. Παρουσία οιστρογόνων, η 

αλληλεπίδραση της ΜΗ2 περιοχής της Smad3 µε µια µη χαρακτηρισµένη, ακόµα, 

περιοχή του ER υποδοχέα, καταστέλλει τη µεταγραφική δραστικότητα της Smad3. 

Ωστόσο, αυτή η αλληλεπίδραση οδηγεί σε TGFβ-επαγώµενη µεταγραφική 

ενεργοποίηση του υποκινητή των οιστρογόνων, στα HEK κύτταρα (Matsuda et al., 

2001). Η αλληλεπίδραση της Smad3 µε τον HNF4 αναφέρεται, και διερευνάται 

λεπτοµερώς, στην συνέχεια.  
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Εικόνα 15. Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής και των λειτουργιών του ορφανού 
πυρηνικού υποδοχέα HNF4. Με πράσινο χρώµα συµµβολίζεται η περιοχή πρόσδεσης στο 
DNA (DNA Binding), ενώ µε πορτοκαλί η περιοχή πρόσδεσης του συνδέτη που ευθύνεται 
και για τον διµερισµό του µορίου (Ligand binding/Dimerization). Inhibitory domain: 
κατασταλτική, για την µεταγραφική δραστικότητα της πρωτεΐνης, περιοχή  
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Εικόνα 16. Λειτουργικές αλληλεπιδράσεις των Smad πρωτεϊνών µε τον ηπατικό 
πυρηνικό παράγοντα HNF4. Τα ετεροµερή των Smad πρωτεϊνών ενεργοποιούνται από τον 
TGFβ και ενισχύουν την µεταγραφική ενεργοποίηση (πράσινα βέλη) των apoC-III, apoA-IV, 
apoB και HNF1 υποκινητώνπου επάγεται από τον HNF4 (κίτρινες ελλείψεις), ενώ 
καταστέλλουν την HNF4-επαγώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση των apoA-I και apoA-II 
υποκινητών (κόκκινα βέλη). 
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ΚΥΤΤΑΡΟΣΤΑΤΙΚΗ ΚΑΙ ΑΠΟΠΤΩΤΙΚΗ ∆ΡΑΣΗ ΤΟΥ TGFβ ΣΤΗΝ 

ΟΜΟΙΟΣΤΑΣΗ ΚΑΙ ΤΟΝ ΚΑΡΚΙΝΟ. 

 
Έλεγχος της κυτταρικής αύξησης από τον TGFβ 

 

Οι κυτταροστατικές και αποπτωτικές λειτουργίες του TGFβ βοηθούν την 

καταστολή της αύξησης των ιστών των θηλαστικών. Απώλεια αυτών των 

λειτουργιών οδηγεί σε υπερπολλαπλασιαστικές ανωµαλίες και είναι κοινό φαινόµενο 

σε περιπτώσεις καρκίνου. Ωστόσο, καρκινικά κύτταρα τα οποία δεν υφίστανται την 

TGFβ επαγώµενη καταστολή της κυτταρικής αύξησης, υπερπαράγουν αυτήν την 

κυτοκίνη δηµουργώντας ένα τοπικό ανοσοκατασταλτικό περιβάλλον που προάγει την 

καρκινογένεση και την µεταστατική συµπεριφορά των ίδιων των καρκινικών 

κυττάρων. Εξάλλου και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, η καταστολή της 

κυτταρικής αύξησης αποτελεί µια µόνο από τις πολλές λειτουργίες του TGFβ. Η 

TGFβ σηµατοδότηση αποτελεί σηµαντικό επαγωγέα µορφογένεσης και 

αγγειογένεσης κατά την εµβρυική ανάπτυξη. Γενετικές αναλύσεις της TGFβ 

σηµατοδότησης δεν υποδεικνύουν κατασταλτικό ρόλο του TGFβ στην ανάπτυξη 

κατά την εµβρυογένεση. Αργότερα, κατά την ωρίµανση των ιστών, πολλοί τύποι 

κυττάρων αποκτούν την ικανότητα να ανταποκρίνονται στην TGFβ επαγώµενη 

καταστολή της αύξησης ή στον TGFβ επαγώµενο κυτταρικό θάνατο. Έτσι, η φύση 

και η φάση ενός κυττάρου φαίνεται να καθορίζει την απόκριση στον TGFβ, 

περισσότερο από τον ίδιο τον παράγοντα (Siegel and Massague, 2003). 

Υπάρχει πληθώρα παραδειγµάτων TGFβ επαγώµενου ελέγχου της κυτταρικής 

αύξησης σε επιθηλιακά συστήµατα. Ο έλεγχος αυτός ασκείται στα επιθηλιακά 

κύτταρα του θηλαστικού αδένα, του δέρµατος, του ορθού, του παγκρέατος, του 

ήπατος και του προστάτη (Siegel and Massague, 2003). Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

παρουσιάζει το σύστηµα του δέρµατος, καθώς διαγονιδιακές µελέτες αποκαλύπτουν 

αντικρουόµενα αποτελέσµατα της δράσης του TGFβ στον πολλαπλασιασµό ή την 

απόπτωση των κερατινοκυττάρων, γεγονός που ενδεχοµένως αντανακλά τον βαθµό 

της κυτταρικής διαφοροποίησης, τα επίπεδα έκφρασης του TGFβ και την διάρκεια 

της σηµατοδότησης. Έτσι, η έκφραση του TGFβ στα διαφοροποιηµένα υπερβασικά 

στρώµατα οδηγεί σε αύξηση του µιτωτικού ρυθµού (Cui et al., 1995), ενώ έκφραση 

της κυτταροκίνης στο πολλαπλασιαζόµενο βασικό στρώµα οδηγεί σε καταστολή της 
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αύξησης (Wang et al., 1999, Liu et al., 2001). Επίσης, ο TGFβ επιδρά αρνητικά στην 

επούλωση πληγών περιορίζοντας τον πολλαπλασιασµό των κερατινοκυττάρων στην 

περιοχή του τραύµατος, ενώ ταυτόχρονα επηρεάζει θετικά την διαδικασία επούλωσης 

ενισχύοντας την µετανάστευση των κερατινοκυττάρων και την εναπόθεση 

εξωκυττάριου υλικού (extracellular matrix, ECM) (Wang et al., 2001). 

Η TGFβ σηµατοδότηση ελέγχει την ανάπτυξη πολλών µη επιθηλιακών 

κυττάρων, συµπεριλαµβανοµένων εκείνων του ανοσοποιητικού και του νευρικού 

συστήµατος (Siegel and Massague, 2003). Παρά το γεγονός ότι ο TGFβ επάγει 

καταστολή της κυτταρικής αύξησης και απόπτωση των καλλιεργούµενων 

ενδοθηλιακών κυττάρων, η TGFβ σηµατοδότηση απαιτείται για την αγγειογένεση 

κατά την ανάπτυξη και ενέσιµη παροχή του TGFβ οδηγεί σε αγγειογενετική 

απόκριση in vivo (Dickson et al., 1995, Larsson et al., 2001, Roberts et al., 1986, Oh 

et al., 2000). Οι παραπάνω αντίθετες αποκρίσεις εξηγούνται από το γεγονός ότι τα 

ενδοθηλιακά κύτταρα εκφράζουν δύο υποδοχείς τύπου Ι του TGFβ, τον ALK1 και 

τον ALK5. Ο πρώτος ενεργοποιεί την Smad1 και αυξάνει τον πολλαπλασιασµό και 

την µετανάστευση των ενδοθηλιακών κυττάρων, ενώ ο δεύτερος µέσω των Smad2/3 

καταστέλλει αυτές τις λειτουργίες. Το είδος του υποδοχέα που σηµατοδοτεί και 

τελικά καθορίζει το αποτέλεσµα εξαρτάται από την συγκέντρωση του TGFβ 

(Goumans et al., 2002). 

Η παρατήρηση ότι τα Tgfβ1-/- νεογνά ποντίκια πεθαίνουν λίγο µετά την γέννησή 

τους από οξεία φλεγµονώδη αντίδραση που επηρεάζει πολλά συστήµατα οργάνων, 

υποδεικνύει τον σηµαντικό ρόλο του TGFβ στην οµοιόσταση του ανοσοποιητικού 

συστήµατος (Shull et al., 1992). ∆ιαγονιδιακές µελέτες παρέχουν ισχυρά στοιχεία για 

την TGFβ επαγώµενη καταστολή της αύξησης των Τ λεµφοκυττάρων. Η καταστολή 

αυτή επιτυγχάνεται µέσω αναστολής της παραγωγής της ιντερλευκίνης-2 και συνεπώς 

της ενεργοποίησης των Τ-κυττάρων (Brabletz et al., 1993), µέσω επαγωγής της 

απόπτωσης των περιφερειακών Τ-κυττάρων (Sillett et al., 2001) και µέσω 

καταστολής των κυτταροτοξικών Τ λεµφοκυττάρων (CTL) και της διαφοροποίησης 

των Τ-κυττάρων βοηθών (Corelik et al., 2002). Η TGFβ επαγώµενη ανοσοκαταστολή 

σχετίζεται µε την καρκινογένεση, καθώς ο TGFβ που προέρχεται από όγκους 

καταστέλλει την αναγνώριση του καρκίνου και την εξουδετέρωσή του από τα CTLs. 

 

 

 

 80



Το κυτταροστατικό πρόγραµµα του TGFβ 

 

Ο TGFβ επάγει την µεταγραφή κυτταροστατικών γονιδίων σε οποιαδήποτε από 

τις φάσεις G1, S ή G2 του κυτταρικού κύκλου, αλλά οι αποκρίσεις στον παράγοντα 

αυτό στοχεύουν κυρίως τα γεγονότα της φάσης G1 ((Laiho et al., 1990). Προσθήκη 

του TGFβ σε κύτταρα τα οποία έχουν ήδη δεσµευτεί να εισέλθουν στην φάση S του 

κυτταρικού κύκλου δεν αναστέλλει την ολοκλήρωση αυτού του κύκλου. Οι 

περισσότερες πληροφορίες σχετικά µε την κυτταροστατική δράση του TGFβ 

προέρχονται από µελέτες σε επιθηλιακά κύτταρα δέρµατος, πνεύµονα και θηλαστικού 

αδένα, και αφορούν στην ενεργοποίηση των αναστολέων κινασών που εξαρτώνται 

από κυκλίνες (cyclin-dependent kinase inhibitors) p15 και p21 ή WAF1, και στην 

καταστολή των µεταγραφικών παραγόντων c-MYC, ID1, ID2 και ID3 που επάγουν 

την αύξηση (Siegel and Massague, 2003).  

Οι CDK2, CDK4 και CDK6 προάγουν τον κυτταρικό κύκλο µέσω της φάσης 

G1 και η απορύθµισή τους παρατηρείται συχνά σε περιπτώσεις καρκίνου. Στην G1 

φάση για την ενεργοποίηση των CDK4/6 απαιτείται πρόσδεση των κυκλινών τύπου 

D, ενώ για την ενεργοποίηση της CDK2 απαιτείται η πρόσδεση της κυκλίνης E. Τα 

µέλη της οικογένειας CIP/KIP αποτελούν αναστολείς που προσδένονται και 

απενεργοποιούν τα σύµπλοκα κυκλινών – CDKs. Tα µέλη p21, p27 και p57 

προσδένονται στην υποµονάδα της κυκλίνης και εισάγουν µια εκτεταµένη περιοχή 

στην καταλυτική θέση της µε αποτέλεσµα την καταστολή της ενεργότητας κινάσης. 

Τα µέλη της οικογένειας p15 καταστέλλουν ειδικά τις CDK4 και CDK6 µέσω άµεσης 

πρόσδεσης σε αυτές και αναστολής της πρόσδεσης κυκλινών (Siegel and Massague, 

2003).  

Ο TGFβ επάγει την έκφραση των p15 (Reynisdottir et al., 1995, Hannon et al., 

1994) και p21 (Reynisdottir et al., 1995, Datto et al., 1995) σε επιθηλιακά κύτταρα. 

Oι ενεργοποιηµένες Smad2/3, σε συνεργασία µε άγνωστους συν-παράγοντες, 

προσδένονται στην αποµακρυσµένη περιοχή των υποκινητών p15 και p21 επάγοντας 

την µεταγραφική δραστικότητά τους (Seoane et al., 2001, Seoane et al., 2002). Οι 

Smad3/4 συνεργάζονται µε τους µεταγραφικούς παράγοντες Sp1 για την πρόσδεση 

και µεταγραφική ενεργοποίηση του p21 υποκινητή (Feng et al., 2000, Kardassis et al., 

2000). Εκτός όµως από την µεταγραφική ενεργοποίηση, ο µηχανισµός ενεργοποίησης 

των p15 και p21 περιλαµβάνει και αναστολή µεταγραφικής καταστολής. 

Συγκεκριµένα, είναι γνωστό ότι σε πολλαπλασιαζόµενα κύτταρα, ο παράγοντας c-
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Myc µέσω της MIZ1 πρωτεΐνης προσδένεται στην κοντινή περιοχή των p15 και p21 

υποκινητών καταστέλλοντας την µεταγραφική τους δραστικότητα (Staller et al., 

2001, Seoane et al., 2001). Η TGFβ επαγώµενη καταστολή της έκφρασης της c-Myc, 

µέσω σχηµατισµού του συµπλόκου Smad3/4 E2F4/5 και p107 αναστέλλει την 

προαναφερθείσα καταστολή (Chen et al., 2002). Η καταστολή της έκφρασης της c-

Myc εξυπηρετεί δύο σκοπούς: αφ’ενός να στερήσει το κύτταρο από παράγοντες που 

προάγουν την αύξηση και αφ΄ετέρου να επάγει την µεταγραφική δραστικότητα των 

p15 και p21 υποκινητών µε απώτερο στόχο την καταστολή της δράσης των 

συµπλόκων της G1 φάσης. Το τελικό αποτέλεσµα αυτής της καταστολής είναι η 

αναστολή της υπερφωσφορυλίωσης της RB και άλλων υποστρωµάτων, έτσι ώστε να 

µην ενεργοποιηθούν γονίδια που είναι σηµαντικά για την είσοδο στην S φάση.  

Ο TGFβ, όπως έχει προαναφερθεί, καταστέλλει την έκφραση των ID1, ID2 και 

ID3 (Inhibitors of Differentiation), οι οποίες λειτουργούν ως αρνητικοί ρυθµιστές των 

µεταγραφικών παραγόντων bHLH κατά την κυτταρική διαφοροποίηση (Norton et al., 

2000). Επίσης, οι πρωτεΐνες ID επάγουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό µέσω 

αλληλεπίδρασης µε την RB (Lasorella et al., 2000). Ο TGFβ επάγει την ραγδαία 

έκφραση του ATF3 (activating transcription factor-3), µέσω ενός µεταγραφικού 

συµπλόκου που περιέχει την Smad3. O ATF3 αλληλεπιδρά στην συνέχεια µε τις 

Smad3/4 και καταστέλλει την µεταγραφή του ID1. Ο τελευταίος ενεργοποιείται 

επίσης από τον TNFα, µέσω της p38 MAPK (Kang et al., 2003). Είναι επίσης γνωστό 

ότι η c-Myc σε συνεργασία µε την MAX επάγει την έκφραση της ID2. Συνεπώς, η 

καταστολή της c-Myc από τον TGFβ µπορεί δευτερευόντως να οδηγήσει σε 

καταστολή της ID2 σε συγκεκριµένους τύπους κυττάρων (Lasorella et al., 2000). 

Επιπλέον, ο TGFβ επάγει την έκφραση των MXI1/MAD2 και MAD4 που 

ανταγωνιζόµενες την MAX καταστέλουν την µεταγραφή (Siegel and Massague, 

2003). Τα παραπάνω συνοψίζονται στην Εικόνα 17. 
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Εικόνα 17. Το κυτταροστατικό πρόγραµµα του TGFβ σε επιθηλιακά κύτταρα του 
δέρµατος, του πνεύµονα και του µαστού. Ο TGFβ επάγει την έκφραση των αναστολέων 
των CDKs (Cyclin-dependent kinases), p15 και WAF1, ενώ καταστέλλει την έκφραση των 
µεταγραφικών παραγόντων c-Myc, ID-1 και ID-2 (Inhibitor of DNA binding) που επάγουν 
τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό. Ο c-Myc καταστέλλει την έκφραση των p15 και WAF1, 
µέσω συνεργασίας µε την MIZ1 (Myc interacting zinc finger protein 1), και επάγει την 
έκφραση της ID-2 σε συνεργασία µε την ΜΑΧ. Τα σύµπλοκα των Smad3/4 πρωτεϊνών 
προσδένονται στους υποκινητές γονιδίων στόχων και προκαλούν µεταγραφική ενεργοποίηση 
ή καταστολή ανάλογα µε τους συν-παράγοντες µε τους οποίους αλληλεπιδρούν. Οι Smad3/4 
επάγουν την έκφραση της ATF3 (Activating transcription factor 3) η οποία καταστέλλει την 
έκφραση της ID-1. Η καταστολή της έκφρασης της ID-2 προκαλείται είτε µέσω καταστολής 
της έκφρασης της c-Myc, είτε µέσω επαγωγής της έκφρασης της MAD4. Η καταστολή της 
έκφρασης των MYC και ID παραγόντων καταστέλλει τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, ενώ η 
επαγωγή της έκφρασης των p15 και WAF1 απενεργοποιεί τις CDKs της G1 φάσης του 
κυτταρικού κύκλου. 
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Αποπτωτικοί µηχανισµοί που επάγονται από τον TGFβ 

 

Οι µηχανισµοί µε τους οποίους ο TGFβ απάγει την κυτταρική απόπτωση δεν 

έχουν αποσαφηνιστεί. Η TIEG1 (TGFβ –inducible -early –response-gene 1) πρωτεΐνη 

αποτελεί έναν µεταγραφικό παράγοντα που καταστέλλει τον πολλαπλασιασµό και 

επάγει την απόπτωση σε διάφορους τύπους επιθηλιακών κυττάρων (Tachibana et al., 

1997).  

O TGFβ αυξάνει, µέσω των Smads, την έκφραση της DAPK πρωτεϊνης (death-

associated-protein-kinase), µε αποτέλεσµα την ευαισθητοποίηση των ηπατικών 

κυττάρων στην TGFβ-επαγώµενη απόπτωση (Jang et al., 2002).  

H TGFβ-επαγώµενη απόπτωση των αιµοποιητικών κυττάρων βασίζεται στην 

Smad εξαρτηµένη, αύξηση της έκφρασης της SHIP (SH2-domain-containing inositol-

5-phosphatase) πρωτεϊνης. H SHIP αναστέλει την σηµατοδότηση της πρωτεϊνης 

επιβίωσης AKT (Valderrama-Carvajal et al., 2002). H AKT πρωτεΐνη εµπλέκεται και 

σε µηχανισµούς TGFβ-επαγώµενης επιβίωσης επιθηλιακών κυττάρων (Shin et al., 

2001).  

Η χρήση καρκινικών κυττάρων από προστάτη αρουραίων, τα οποία είναι 

ανθεκτικά στην TGFβ επαγώµενη απόπτωση, οδήγησε στην ανακάλυψη της 

πρωτεΐνης Arts. Η Arts οδηγεί, µέσω της κασπάσης 3, σε απόπτωση κύτταρα τα 

οποία αντιστέκονται στον TGFβ επαγώµενο κυτταρικό θάνατο. Μείωση των 

επιπέδων έκφρασης της Arts αναστέλλει την απόπτωση (Larisch et al., 2000). 

Τέλος, η πρωτεΐνη Daxx εµπλέκεται στην µεταγωγή TGFβ αποπτωτικών 

σηµάτων κυρίως λόγω της αλληλεπίδρασής της µε τον TβRII. Η TGFβ-επαγώµενη 

απόπτωση µέσω της Daxx πραγµατοποιείται µε ενεργοποίηση της JNK (Perlman et 

al., 2001). 

Γενικά, ο TGFβ-επαγώµενος θάνατος διαφόρων κυτταρικών τύπων σχετίζεται 

µε αλλαγές στην έκφραση, τον εντοπισµό και την ενεργοποίηση είτε προ- είτε αντι-

αποπτωτικών µελών της οικογένειας των Bcl2 πρωτεϊνών, καθώς και µε την 

ενεργοποίηση των κασπασών (Schuster and Krieglstein, 2002). Τα παραπάνω 

συνοψίζονται στην Εικόνα 18. 
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Εικόνα 18. Σχηµατική αναπαράσταση της β επαγώµενης κυτταρικής απόπτωσης. Οι 
διακεκοµµένες γραµµές υποδεικνύουν πιθανές έµµεσες αλληλεπιδράσεις. ARTS: apoptosis-
related protein in the TGFβ signaling pathway, DAPK: death-associated protein kinase, 
DAXX: death-associated protein, JNK: c-Jun amino-terminal kinase, SHIP: SH2-containing 
inositol-5-phosphatase, TIEG1: TGFβ-inducible early response gene 1.  
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Απώλεια της TGFβ επαγώµενης κυτταροστατικής δράσης στον καρκίνο 

 

∆εδοµένων των αντιπολλαπλασιαστικών και αποπτωτικών λειτουργιών του 

TGFβ, δεν αποτελεί έκπληξη το γεγονός ότι αυτό το µονοπάτι καταστέλεται από 

σωµατικές µεταλλάξεις σε περιπτώσεις καρκίνου. Εκτός, από τις σωµατικές 

µεταλλάξεις, έχουν αναφερθεί µεταλλάξεις και σε γενετικά κύτταρα, καθώς και άλλες 

κληρονοµήσιµες ανωµαλίες συστατικών του TGFβ µονοπατιού που προδιαθέτουν για 

καρκινογένεση (Derynck et al., 2001, Massague et al., 2000, Wakefield et al., 2000).  

Μεταλλάξεις στους TGFβ υποδοχείς. Έχουν αναφερθεί τόσο σποραδικές όσο και 

κληρονοµίσηµες περιπτώσεις καρκίνων του ορθού. Οι περιπτώσεις αυτές σχετίζονται 

µε µεταλλάξεις – ενθέσεις ή απαλοιφές –της περιοχής που κωδικοποιεί για την 

εξωκυτταρική περιοχή του TβRII, µε αποτέλεσµα ελλειµµατικές ή ανενεργές µορφές 

του υποδοχέα. Αυτού του τύπου οι καρκίνοι εµφανίζουν φαινότυπο MSI 

(microsatellite instability) και περιγράφουν διπλοειδείς όγκους µε ελλατωµατικά 

γονίδια επιδιόρθωσης του DNA (Markowitz et al., 1995, Lu et al., 1996). Τέτοιες 

µεταλλάξεις απαντώνται και σε MSI γαστρικούς όγκους (Myeroff et al., 1995) και 

γλοιώµατα (Izumoto et al., 1997), αλλά είναι σχετικά σπάνιες σε περιπτώσεις MSI 

καρκίνων του ενδοµητρίου, του ήπατος και του µαστού (Myeroff et al., 1995, Tomita 

et al., 1999, Furuta et al., 1999). Μεταλλάξεις που στοχεύουν τους TβRI έχουν 

παρατηρηθεί σε καρκίνους των ωοθηκών (Wang et al., 2000), του µαστού (Chen et 

al., 1998) και του παγκρέατος (Goggins et al., 1998), καθώς και σε Τ-κυτταρικά 

λεµφώµατα (Schiemann et al., 1999). Τα παραπάνω στοιχεία υποδεικνύουν ότι 

απώλεια της ευαισθησίας σε TGFβ µπορεί να συνεισφέρει στον σχηµατισµό 

συγκεκριµένων τύπων όγκων. Συνεχής ενεργοποίηση της TGFβ σηµατοδότησης σε 

οργανισµούς µοντέλα υποδεικνύει την ογκοκατασταλτική φύση αυτού του 

µονοπατιού. Έτσι, εκτοπική έκφραση ενεργού TGFβ σε κερατινοκύτταρα έχει ως 

αποτέλεσµα την δηµιουργία διαγονιδικών ποντικών που είναι ανθεκτικοί σε χηµικά 

επαγώµενη επιδερµική υπερπλασία (Wang et al., 1999) και δερµατική ογκογένεση 

(Cui et al., 1996).  

Μεταλλάξεις των Smads. Το γονίδιο που κωδικοποιεί για την Smad4 αρχικά 

χαρακτηρίστηκε ως ογκοκατασταλτικό γονίδιο του χρωµοσώµατος 18q21, για αυτό 

και το αρχικό του όνοµα ήταν DPC4 (deleted in pancreatic carcinoma locus 4) (Hahn 

et al., 1996). Η Smad4 πρωτεΐνη είναι µεταλλαγµένη σε σηµαντικό ποσοστό των 

εντερικών όγκων (Takagi et al., 1996, MacGrogan et al., 1997), ενώ απαντάται πιο 
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σπάνια σε περιπτώσεις καρκίνων του µαστού, των ωοθηκών (Schutte et al., 1996), 

κεφαλής και λαιµού (Kim et al., 1996), του προστάτη (MacGrogan et al., 1997), του 

οισοφάγου και του στοµάχου (Lei et al., 1996). Γενετικές µεταλλάξεις της Smad4 

σχετίζονται µε το σύνδροµο πολυπόδων στους εφήβους (Juvenile polyposis 

syndrome, JPS). Το JPS εµφανίζεται τόσο κατά την εφηβεία όσο και κατά την 

δεκαετία των 50 και χαρακτηρίζεται από γαστρεντερολογικούς αιµορραγικούς 

πολύποδες. Οι ασθενείς που εµφανίζουν αυτό το σύνδροµο έχουν 10-50% 

πιθανότητες να εµφανίσουν καρκίνο κατά την διάρκεια της ζωής τους, µε κυριώτερο 

εκείνον του εντέρου (Waite and Eng, 2003). Οι περισσότερες µεταλλάξεις της Smad4 

που σχετίζονται µε το JPS χαρτογραφούνται στο C-τερµατικό µισό του γονιδίου και 

συνεπώς θεωρείται ότι επηρεάζουν την ικανότητα της πρωτεΐνης να σχηµατίζει οµο-

ολιγοµερή και να επάγει την TGFβ σηµατοδότηση (Shi et al., 1997).  

Το γονίδιο που κωδικοποιεί την Smad2 εντοπίζεται επίσης στο χρωµόσωµα 

18q21, και αποτελεί επίσης στόχο µεταλλάξεων σε περιπτώσεις καρκίνων του 

εντέρου (Eppert et al., 1996) και των πνευµόνων (Ushida et al., 1996).  

Εκτός από µεγάλες απαλοιφές σε ολόκληρη την περιοχή που κωδικοποιεί την 

Smad4, οι µεταλλάξεις που απενεργοποιούν τις Smad2 και Smad4 σε καρκίνους 

περιλαµβάνουν µικρές απαλοιφές, και µεταλλάξεις χωρις νόηµα, µε λάθος νόηµα ή 

µετατόπισης αναγνωστικού πλαισίου. Όλες οι παραπάνω µεταλλάξεις επηρεάζουν 

κυρίως την ΜΗ2 περιοχή, περιγράφονται στην Εικόνα 19 και εµπίπτουν σε τέσσερις 

διακριτές οµάδες ανάλογα µε το πώς επηρεάζουν την διαµόρφωση της ΜΗ2 περιοχής 

και την λειτουργία της πρωτεΐνης (Εικόνα 20). 

Η πρώτη οµάδα περιλαµβάνει µεταλλάξεις που προέρχονται από όγκους και 

επηρεάζουν περιοχές που εµπλέκονται στην διατήρηση της δοµής του πυρήνα του β-

sandwich (Εικόνα 20). Τέτοιες µεταλλάξεις είναι οι αντικαταστάσεις Leu440Arg και 

Pro445His στην Smad2 και η Arg441Pro στην Smad4 πρωτεΐνη. Οι µεταλλάξεις 

αυτές προβλέπεται, από κρυσταλλογραφικές αναλύσεις, να επηρεάζουν την 

διαµόρφωση της ΜΗ2 περιοχής, και όπως αναµενόταν, µειώνουν την σταθερότητα 

αυτών των πρωτεϊνών (Shi et al., 1997, Eppert et al., 1996).  

Η δεύτερη οµάδα αφορά µεταλλάξεις οι οποίες επηρεάζουν τις επιφάνειες 

αλληλεπίδρασης των µονοµερών που σχηµατίζουν το ΜΗ2 οµοτριµερές (Εικόνα 20). 

Σχεδόν οι µισές από τις ογκογονικές µεταλλάξεις του γονιδίου Smad4 εµπίπτουν σε 

αυτήν την κατηγορία. Οι µεταλλάξεις αυτές επηρεάζουν την loop/helix περιοχή 

(Val350Asp, Asp351His, Arg361Cys και Val370Asp στην Smad4) ή την three-helix 
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bundle περιοχή (Asp450Glu Asp450His της Smad2, και Asp493His της Smad4). Οι 

περισσότερες επηρεάζουν περιοχές που σύµφωνα µε την κρυσταλλογραφική δοµή 

συµµετέχουν σε σηµαντικούς δεσµούς υδρογόνου ή σε υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις 

επιφανειών του τριµερούς. Το αποτέλεσµα είναι η αποσταθεροποίηση του 

οµοτριµερούς και η αναστολή σχηµατισµού Smad2-Smad4 συµπλόκων (Shi et al., 

1997).  

Η τρίτη οµάδα µεταλλάξεων αντικατάστασης χαρτογραφούνται στην περιοχή 

που καλείται θηλιά L3 (Εικόνα 20). Η δοµή αυτή προεξέχει από κάθε µονοµερές 

στην C-τερµατική πλευρά του τριµερούς δίσκου (Shi et al., 1997). Η L3 θηλιά δεν 

συµµετέχει στις αλληλεπιδράσεις µεταξύ µονοµερών αλλά, καθώς είναι εκτεθειµένη 

στην επιφάνεια, µπορεί να συµµετέχει στις αλληλεπιδράσεις των Smads µε άλλες 

πρωτεϊνες. Πράγµατι, µεταλλάξεις στην L3 θηλιά της Smad2 (Gly421Ser) ή της 

Smad4 (Gly508Ser) δεν επηρεάζουν τον οµο-ολιγοµερισµό τους. Ωστόσο, 

µεταλλάξεις στην L3 θηλιά της Smad2 αποτρέπουν την αλληλεπίδραση της 

τελευταίας µε τον TGFβ υποδοχέα (Macias-Silva et al., 1996, Lo et al., 1998). Το 

γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι η L3 θηλιά όχι µόνο είναι σηµαντική για την 

αλληλεπίδραση των Smad πρωτεϊνών µε τους υποδοχείς αλλά και ότι δρα 

καθοριστικά για την ειδικότητα αυτής της αλληλεπίδρασης (Lo et al., 1998). Είναι 

αξιοσηµείωτο ότι στην Smad4, η οποία δεν αλληλεπιδρά µε τους υποδοχείς, η θηλιά 

L3 απαιτείται για την αλληλεπίδρασή της µε τις R-Smads (Shi et al., 1997). 

Μόνο λίγες ογκογονικές µεταλλάξεις αντικατάστασης έχουν εντοπιστεί στην 

ΜΗ1 περιοχή. ∆ύο από αυτές τις µεταλλάξεις επηρεάζουν την ίδια συντηρηµένη 

περιοχή της Smad2 (Arg133Cys) σε καρκινώµατα του εντέρου (Eppert et al., 1996) 

και της Smad4 (Arg100Thr) σε καρκινώµατα του παγκρέατος (Schutte et al., 1996). 

Αυτές οι µεταλλάξεις αυξάνουν την συγγένεια της ΜΗ1 περιοχής για την ΜΗ2 

περιοχή, κλειδώνοντας τις Smads σε ανενεργή διαµόρφωση. Οι Smad2 και Smad4 

που περιέχουν αυτές τις µεταλλάξεις σχηµατίζουν οµο-ολιγοµερή αλλά δεν 

σχηµατίζουν Smad2-Smad4 σύµπλοκα, παρουσία του TGFβ, και συνεπώς δεν 

ενεργοποιούν την µεταγραφή γονιδίων στόχων (Hata et al., 1997). Καθώς η ΜΗ1 

περιοχή της Smad4 συνεισφέρει στην πρόσδεση στο DNA του συµπλόκου Fast-1-

Smad2-Smad4, είναι πιθανόν η µεταλλαγµένη Smad4 (Arg100Thr) να καταστέλει την 

µεταγραφή αναστέλοντας την πρόσδεση του συµπλόκου στο DNA. Ετεροµερή 

σύµπλοκα µεταλλάγµενων και αγρίου τύπου µορφών των Smads στα κύτταρα µπορεί 
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να καταστέλλουν την δραστικότητα ολόκληρου του συµπλόκου δρώντας ως 

αρνητικώς επικρατούντα µόρια (Hata and Massague, 1998).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 19. Μεταλλάξεις των Smad γονιδίων που σχετίζονται µε καρκινογένεση. Η 
Smad4 πρωτεΐνη είναι σηµειακά µεταλλαγµένη ή ελλειµµατική σε µεγάλο αριθµό καρκίνων 
του παγκρέατος. Οι Smad2 και Smad4 πρωτεΐνες είναι µεταλλαγµένες σε µικρό αριθµό 
καρκινωµάτων άλλης προέλευσης. Οι περισσότερες σηµειακές µεταλλάξεις χαρτογραφούνται 
στις συντηρηµένες ΜΗ1 και ΜΗ2 περιοχές. 
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Εικόνα 20. Οι τέσσερις οµάδες µεταλλάξων των Smad πρωτεϊνών που σχετίζονται µε 
καρκινογένεση. Οι ογκογόνες µεταλλάξεις των Smad πρωτεϊνών κατηγοριοποιούνται σε 
τέσσερις διακριτές οµάδες (a-d), ανάλογα µε την θέση τους και τις επιπτώσεις τους στη 
λειτουργία των Smad. (a) Αυτή η οµάδα µεταλλάξεων επηρεάζει περιοχές της δοµής β–
sandwich και µειώνουν την σταθερότητα των πρωτεϊνών. (b) Η δεύτερη οµάδα µεταλλάξεων 
επηρεάζει τις επιφάνειες αλληλεπίδρασης µονοµερών και συνεπώς παρεµποδίζουν τον 
σχηµατισµό οµοπολυµερών και αναστέλλουν τον σχηµατισµό ετεροπολυµερών. (c) Η Τρίτη 
οµάδα µεταλλάξεων επηρεάζουν την περιοχή της θηλιάς L3 και αναστέλλουν τον 
σχηµατισµό ετεροπολυµερών µεταξύ των R-Smads και της Smad4. (d) Συγκεκριµένες 
µεταλλάξεις στην ΜΗ1 περιοχή αυξάνουν την συνάφεια µεταξύ των ΜΗ1 και ΜΗ2 
περιοχών, µε αποτέλεσµα την ανενεργή διαµόρφωση του Smad µορίου. 
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Προ-διεισδυτικές και µεταστατικές λειτουργίες του TGFβ. 

 

Είναι λίγες οι περιπτώσεις στις οποίες τα καρκινικά κύτταρα καθίστανται 

ανθεκτικά στην κυτταροστατική και αποπτωτική δράση του TGFβ, λόγω απώλειας 

του υποδοχέα ή των Smad λειτουργιών. Συνήθως, η έλλειψη ανταπόκρισης στην 

δράση της κυτοκίνης που εµφανίζουν τα καρκινικά κύτταρα οφείλεται στο ότι τα 

τελευταία χρησιµοποιούν τον TGFβ ως παράγοντα που προάγει την καρκινογένεση. 

Έτσι, διαγονιδιακά ποντίκια που υπερεκφράζουν τον TGFβ στο ήπαρ είναι 

περισσότερο επιρρεπή στην χηµικά επαγώµενη ηπατοκαρκινογένεση (Factor et al., 

1997). Επίσης, διαλυτές µορφές του TGFβ υποδοχέα που δεσµεύουν τον συνδέτη 

TGFβ µειώνουν τη µετάσταση όγκων του θηλαστικού αδένα στον πνεύµονα σε 

διαγονιδιακά και µη ποντίκια (Bandyopadhyay et al., 1999, Muraoka et al., 2002, 

Yang et al., 2002). 

Αυξηµένη παραγωγή του TGFβ παρατηρείται σε διάφορους τύπους καρκίνου 

και σχετίζεται µε τον βαθµό της καρκινογένεσης (Derynck et al., 2001). O TGFβ που 

προέρχεται από όγκους επηρεάζει διάφορους τύπους κυττάρων που βρίσκονται κοντά 

στην περιοχή όπου αναπτύσσεται ο όγκος, όπως ινοβλάστες, ενδοθηλιακά κύτταρα 

και κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήµατος. Ωστόσο, ο TGFβ επιδεικνύει 

ογκογενετική δράση και στα ίδια τα καρκινικά κύτταρα. Αυτό έχει δειχθεί µε 

υπερέκφραση είτε ενεργών είτε αρνητικώς επικρατούντων µορφών του TGFβ 

υποδοχέα σε διάφορους τύπους καρκίνων, όπως µεταστατικά καρκινικά κύτταρα του 

εντέρου (Ott et al., 1998), ή καρκινικά κύτταρα του µαστού που κάνουν µετάσταση 

στα οστά (Yin et al., 1999).  

Ανοσοκαταστολή. Η ικανότητα του TGFβ να καταστέλλει την αύξηση των 

αιµοποιητικών κυττάρων χρησιµοποιείται προς όφελος των όγκων που 

υπερεκφράζουν αυτήν την κυτοκίνη. Οι εµφανιζόµενοι όγκοι καταστέλουν την 

λειτουργία τόσο των CTLs όσο και των βοηθητικών Τ λεµφοκυττάρων. Eπιπλέον, ο 

TGFβ καταστέλλει την ενεργοποίηση των Τ-κυττάρων µέσω αρνητικής δράσης στους 

ενεργποποιητές τους, τα αντιγονοπαρουσιαστικά δενδριτικά κύτταρα (antigen-

presenting cells, APCs). Αυξηµένος αριθµός ανώριµων µη ενεργών δενδριτικών 

κυττάρων συνεισφέρει στην Τ-κυτταρική ανεργία και αύξηση του όγκου λόγω 

ανεπαρκούς παρουσίασης ογκοειδικών αντιγόνων (Geissmann et al., 1999). Τέλος, ο 

TGFβ καταστέλλει την έκφραση µορίων του µεγίστου συµπλόκου ιστοσυµβατότητας 

τάξεως ΙΙ µέσω ενός Smad3 εξαρτηµένου µηχανισµού (Dong et al., 2001). Τα 
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παραπάνω υποδεικνύουν ότι ο TGFβ επάγει την πρόοδο της καρκινογένεσης, µέσω 

ανοσοκαταστολής. 

Αγγειογένεση. Η ικανότητα των καρκινικών κυττάρων να επάγουν τον σχηµατισµό 

νέων αγγείων από προϋπάρχοντα αγγεία είναι σηµαντική για την πρόοδο της 

ογκογένεσης και την µετάσταση ενός νεοπλάσµατος. Μελέτες έχουν δείξει ότι 

καρκινικά κύτταρα του προστάτη που εκφράζουν TGFβ επάγουν έντονη 

αγγειογενετική απόκριση (Steams et al., 1999), ενώ η εξουδετέρωση του TGFβ 

µπορεί να καταστείλει αυτή την αγγειογένεση (Tuxhom et al., 2002). Επίσης, ο TGFβ 

επάγει την έκφραση αγγειογενετικών παραγόντων όπως ο VEGF (Vascular 

Endothelial Growth Factor) και ο CTGF (Connective-Tissue Growth Factor) σε 

επιθηλιακά κύτταρα και ινοβλάστες (Petrovaara et al., 1994, Shimo et al., 2001). 

Ταυτόχρονα, ο TGFβ καταστέλλει την έκφραση της αγγειοποιητίνης ANG1 η οποία 

διατηρεί την ακεραιότητα των αγγείων, σε κύτταρα ινοβλαστών (Enholm et al., 1997) 

και επάγει την έκφραση, έκκριση ή ενεργότητα των µεταλλοπρωτεϊνασών του 

υποστρώµατος σε ενδοθηλιακά κύτταρα επιτρέποντας την απελευθέρωση των 

τελευταίων στην κυκλοφορία του αίµατος (Derynck et al., 2001).  

Επιθηλιακή σε µεσεγχυµατική διαφοροποίηση (EΜΤ). Η µεταναστευτική ικανότητα 

των επιθηλιακών κυττάρων βασίζεται στην απώλεια των επαφών µεταξύ των 

κυττάρων και στην απόκτηση ινοβλαστικών χαρακτηριστικών, διαδικασία που συχνά 

αναφέρεται ως επιθηλιακή σε µεσεγχυµατική διαφοροποίηση (epithelial-

mesenchymal transition, EΜΤ). Η διαδικασία αυτή, η οποία συµβαίνει συχνά κατά 

την ανάπτυξη αλλά και κατά την πρόοδο της καρκινογένεσης, επηρεάζεται από µέλη 

της TGFβ οικογένειας (Moustakas et al., 2002). ∆ιάφορα σηµατοδοτικά µονοπάτια 

εµπλέκονται στην TGFβ-επαγώµενη ΕΜΤ, συµπεριλαµβανοµένων των RhoA, p38 

MAPK και PIP3K-AKT, µε αποτέλεσµα την προώθηση των διεισδυτικών και 

µεταστατικών ιδιοτήτων των καρκινικών κυττάρων (Derynck et al., 2001). Ένας από 

τους κύριους στόχους απενεργοποίησης κατά την ΕΤΜ είναι ο ασβεστο-εξαρτώµενος 

υποδοχέας κυτταρικών επαφών E-cadherin που συχνά καταστέλλεται σε περιπτώσεις 

καρκίνων από τον TGFβ (Oft et al., 1996, Miettinen et al., 1994, Thiery et al., 2002). 

Επαγωγή ιστοειδικής µετάστασης. Οι προ-µεταστατικές λειτουργίες του TGFβ 

επηρεάζουν βασικές διαδικασίες που καθιστούν εφικτή την εξάπλωση των 

καρκινικών κυττάρων. Επιπλέον, η δράση του TGFβ µπορεί να κατευθύνει την 

µετάσταση σε συγκεκριµένους ιστούς. Ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί η 

TGFβ-επαγώµενη µετάσταση ανθρώπινων καρκινικών κυττάρων από τον µαστό στα 
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οστά, µέσω καταστολής της c-Myc (Yin et al., 1999, Chen et al., 2001). Μελέτες σε 

καρκινικά κύτταρα µαστού ποντικού υποδεικνύουν την υπερέκφραση µιας οµάδας 

γονιδίων που υποβοηθούν τη διείσδυση, την αγγειογένεση και την οστεόλυση. Η 

έκφραση του γονιδίου του αγγειογενετικού παράγοντα CTGF και του παράγοντα 

διαφοροποίησης οστεοκλαστών ιντερλευκίνη 11 (IL11), αυξάνεται περαιτέρω από 

τον TGFβ, µέσω πρόσδεσης του Smad συµπλόκου στους υποκινητές αυτών των 

γονιδίων (Kang et al., 2002). Οι παρατηρήσεις αυτές υποδεικνύουν τα οστά ως 

επιρρεπή ιστό για µεταστάσεις, ως αποτέλεσµα της ογκογονικής δράσης του TGFβ.  

Είναι προφανές ότι η καταστολή της TGFβ σηµατοδότησης θα µπορούσε να 

οδηγήσει σε καταστολή της καρκινογένεσης και το ενδεχόµενο αυτό καθιστά το 

TGFβ µονοπάτι ελκυστικό στόχο θεραπευτικών παρεµβάσεων. Έτσι, έχουν πλέον 

κατασκευαστεί µικρά µόρια αναστολέων, όπως ο SB-431542 που καταλύει την 

ενεργότητα κινάσης του TβRI (Laping et al., 2002, Inman et al., 2002), καθώς και 

άλλα µέσα που µπλοκάρουν την TGFβ σηµατοδότηση, τα οποία βρίσκονται σε 

διάφορα προκλινικά και κλινικά στάδια (Dumont et al., 2003). Ωστόσο, το γεγονός 

ότι ο TGFβ δρά ογκοκατασταλτικά στην αρχή της καρκινογένεσης και η ενδεχόµενη 

δηλητηριώδης επίδραση της καταστολής του σε φυσιολογικά κύτταρα, δηµιουργεί 

ανησυχίες σχετικά µε την αποτελεσµατικότητα αυτών των χηµικών µέσων. Έχει 

κατασκευαστεί µια υβριδική διαλυτή πρωτεΐνη που αποτελείται από την περιοχή Fc 

της ανθρώπινης ανοσοσφαιρίνης και τον TβRII (Fc-TβRII). Η πρωτεΐνη αυτή 

ανταγωνίστηκε την TGFβ σηµατοδότηση και κατατέστειλε την µετάσταση των όγκων 

του θηλαστικού αδένα στον πνεύµονα, όταν χρησιµοποιήθηκε ως ενέσιµο φάρµακο ή 

σε διαγονιδιακά ποντίκια (Muraoke et al., 2002, Yang et al., 2002). Η χρόνια 

έκφραση της Fc-TβRII δεν προκάλεσε φλεγµονώδεις ή αυτοάνοσες αντιδράσεις σε 

διαγονιδιακά ποντίκια (Yang et al., 2002). Τα αποτελέσµατα αυτά είναι 

ενθαρρυντικά, αν και απαιτείται µεγαλύτερη κατανόηση των µηχανισµών που 

µετατρέπουν τον TGFβ σε παράγοντα καρκινογένεσης, ώστε να επιτευχθούν 

ασφαλείς και αποτελεσµατικές παρεµβάσεις (Siegel and Massague, 2003). 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
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ΥΛΙΚΑ 
 

Τα ένζυµα περιορισµού, τα ρυθµιστικά τους διαλύµατα και οι DNA πολυµεράσες που 

χρησιµοποιήθηκαν στην κατασκευή των πλασµιδίων, αγοράστηκαν από τις εταιρείες 

Gibco-BRL, New England Biolabs και Minotech. Τα δεόξυνουκλεοτίδια (dNTPs) που 

χρησιµοποιήθηκαν στις αλυσιδωτές αντιδράσεις πολυµεράσης (PCRs) αγοράστηκαν 

από την Pharmacia, ενώ τα ολιγονουκλεοτίδια (βλ. Πίνακα I, II και ΙΙΙ) από το 

εργαστήριο Μικροχηµείας του Ινστιτούτου Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας 

(IMBB) την Gibco-BRL ή την Invitrogen. Για την κλωνοποίηση των µεταλλαγµένων 

µορφών Smad χρησιµοποιήθηκε ο πλασµιδιακός φορέας pcDNAIamp της Invitrogen, 

ο pcDNAIΙΙamp της Invitrogen. Η Rnase Α και η λυσοζύµη αγοράστηκαν από τη 

Sigma. Ο δείκτης µοριακού βάρους λBstEII κατασκευάστηκε ύστερα από πέψη του 

DNA του λ βακτηριοφάγου που αγοράστηκε από τη New England Biolabs. Το 

θρεπτικά υλικό που χρησιµοποιήθηκε στις καλλιέργειες βακτηρίων LB περιείχε 

bacto-agar, bacto-tryptone yeast extract της εταιρείας Difco. Η αγαρόζη αγοράστηκε 

από την εταιρεία EMS, ενώ χρησιµοποιήθηκαν και διάφορα χηµικά των εταιρειών 

Merck και Sigma καθώς και άλλων εµπορικών πηγών. 

Για την αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από µεγάλης κλίµακας βακτηριακή 

καλλιέργεια, χρησιµοποιήθηκε το Plasmid Kit της εταιρείας Qiagen. Για την 

αποµόνωση τµηµάτων DNA χρησιµοποιήθηκε το QIAquick Gel Extraction kit της 

ίδιας εταιρείας. Ο ο-νιτροφαινυλογαλακτοπυρανοζίτης (ONPG), 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, ενώ ο µετασχηµατίζων αυξητικός 

παράγοντας β1 (TGF-β1), που αποτελεί τον συνδέτη (ligand) των αντίστοιχων 

υποδοχέων TGF-βRI και TGF-βRII, αγοράστηκε από την εταιρεία R & D Systems. 

Το συζευγµένο µε fluorescein isothiocyanate goat anti-mouse IgG αντίσωµα (FITC) 

καθώς και το συζευγµένο µε horseradish peroxidase goat anti-mouse αντίσωµα (HRP) 

από την Chemicon. Το µονοκλωνικό mouse anti-GAL4 (DBD) από την Santa Cruz, 

ενώ τα µονοκλωνικά mouse anti-Flag M5 και M2 καθώς και το mouse anti-myc 

(9E10) αντισώµατα αγοράστηκαν από την Sigma. Στα πειράµατα βιοτυνιλίωσης 

χρησιµοποιήθηκαν αγαρόζη στρεπταβιδίνης και στρεπταβιδίνη οµοιοπολικά 

συζευγµένη µε HRP που αγοράστηκαν από την Sigma. Οι µεµβράνες 
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νιτροκυτταρίνης Protran αγοράστηκαν από την εταιρεία Schleicher & Schuell. Για 

την ανίχνευση πρωτείνών χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα ενισχυµένου 

χηµειοφωσφορισµού (ECL) και υπερευαίσθητο σύστηµα ανοσοαποτύπωσης (ECL-

hyperfilm) της εταιρείας Amersham Pharmacia Biotech και της Pierce. Tο ΤΝΤ kit 

από την Promega, η L-[35S]- Methionine από την Pharmacia και την NEN. Τα 

σφαιρίδια γλουταθειόνης σεφαρόζης (Glutathione Sepharose, GST beads) 

αγοράστηκαν από την Amersham Biosciences Inc, ενώ οι αναστολείς πρωτεασών από 

την Sigma. Τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν στις καλλιέργειες κυτταρικών σειρών 

και συγκεκριµένα το θρεπτικό υλικό Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM), 

ο ορός Fetal Bovine Serum (FBS), το ρυθµιστικό διάλυµα Phosphate Buffered Saline 

(PBS), το ένζυµο Trypsin - EDTA καθώς και τα αντιβιοτικά Πενικιλλίνη - 

Στρεπτοµυκίνη αγοράστηκαν από την Gibco/BRL. Τα υπόλοιπα χηµικά που 

χρησιµοποιήθηκαν, προέρχονται από κοινές εµπορικές πηγές στην µεγαλύτερη 

δυνατή καθαρότητα. 

 

ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 

Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωµα αγαρόζης (agarose gel). 

Για τις ηλεκτροφορήσεις χρησιµοποιήθηκαν πηκτώµατα αγαρόζης 1% και 0,5% 

(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 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. 

 

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. Το µείγµα της αντίδρασης περιείχε το DNA του 

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

αντίστοιχου ρυθµιστικού διαλύµατος. 

 

Μετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων DH10B, DH5a, BL21 της E.coli 

(transformation). 

Σε βακτηριολογικό σωλήνα φέρονται 100µl -200µl βακτηριακών κυττάρων DH10B 

(κύτταρα ικανά να µετασχηµατιστούν, competent cells) και τα 10 µl ή 20 µl της 

αντίδρασης σύνδεσης ή του πλασµιδίου που θέλουµε να πολλαπλασιάσουµε. Το 

µείγµα αφήνεται στον πάγο για 30 min. Κατόπιν υφίσταται θερµικό σοκ στους 420 C 

για 45 δευτερόλεπτα. Στη συνέχεια, στο µείγµα προστίθονται 900 µl θρεπτικού LB 

(LB : 1% bactotryptone, 0.5% bacto yeast extract, 1%NaCl). To τρυβλίο Perti µε 

θρεπτικό LB -άγαρ και αντιβιοτικό αµπικιλλίνη (50 µg/ml), όπου θα αναπτυχθεί η 

καλλιέργεια, έχει ήδη τοποθετηθεί σε επωαστήρα 370 C για να αποκτήσει την 

κατάλληλη θερµοκρασία. Τα 100 µl καλλιέργειας απλώνονται στο τρυβλίο µε τη 

βοήθεια αποστειρωµένης γυάλινης ράβδου. Ακολουθεί επώαση στους 370 C για 16 - 

18 ώρες (overnight). 

 

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 
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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 

-200 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 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. 

 

Πλασµιδιακές κατασκευές (plasmid constructions). 

Χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα πλασµίδια :  

Πλασµίδια αναφοράς (Reporter plasmids). Ο συνθετικός υποκινητής p(CAGA)12 –

Ε1Β-luc προσφέρθηκε από τον ∆ρ. Μουστάκα Α. (LICR-Upsalla, Sweden). O 

οµοπολυµερικός υποκινητής p(3XkB-L) έχει περιγραφεί προηγουµένως (Mitchell et 

al., 1995). Ο συνθετικός υποκινητής pG5-E1B-luc, που πρειέχει 5 διαδοχικές θέσεις 

πρόσδεσης του GAL4 εκφράζεται από το πλασµίδιο pBXG1. Το πλασµίδιο αναφοράς 

(-2300/+8) p21-luc έχει περιγραφεί προηγουµένως (Moustakas & Kardassis, 1998). 

Το πλασµίδιο αναφοράς (-4200/+110)Smad7-luc προσφέρθηκε από τον Dr.R. 

Heuchel (LICR-Upsalla, Sweden). Το πλασµίδιο αναφοράς (-99/+24) apoCIII-CAT 

έχει περιγραφεί προηγουµένως (Ladias et al., 1992, Kardassis et al., 2000). 
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Πλασµίδια συµπλήρωσης (Fill-up plasmids, empty vectors). pBS (pBluescript SK+), 

Salmon sperm (New England Biolabs), 

Πλασµίδια έκφρασης (Εxpression vectors). Τα πλασµίδια ca-ALK5, 

pcDNAIampSmad3 pcDNAIampSmad3myc, pcDNAIampSmad4myc, 

pcDNAIampSmad3Flag, pcDNAIampSmad4Flag έχουν περιγραφεί προηγουµένως 

(Pardali et al., 2000). Τα πλασµίδια pSG5LMP1-FLAG, pcDNA3LMP1-FLAG, 

pcDNA3LMP1(1-231)-FLAG, pcDNA3LMP1(∆188-351)-FLAG, pSG5LMP1∆C, 

pSG5LMP1D1, pcDNA3TRAF2-FLAG, pcDNA3TRAF2∆RF, pCMVIkBDN, 

pcDNA3NIK-FLAG, pcDNA3NIKDN, pcDNA3IKKβ∆9-FLAG (που εκφράζει την 

αγρίου τύπου IKKβ) pcDNA3IKKβ∆34-FLAG (που εκφράζει την αρνητικώς 

επικρατούσα µορφή του IKKβ) έχουν περιγραφεί προηγουµένως (Devergne et al., 

1996, Sylla et al., 1998). Το παλσµίδιο pSG5LMP1-(1-187) έχει περιγραφεί 

προηγουµένως (Floettmann et al., 1998). Ο φορέας έκφρασης pRC/CMV-p65 

προσφέρθηκε από τον ∆ρ. Θάνο ∆. (Columbia University, New York, NY). Τα 

πλασµίδια pRC/CMVp65∆c και pRC/CMVp50 προσφέρθηκαν από το ∆ρ. 

Μαυροθαλασσίτη (Πανεπιστήµιο Κρήτης, Ηράκλειο). Ο φορέας έκφρασης του 

pRC/CMVp50/p65, του pGEx2tp65∆C και του pGEx2Tp50 έχουν περιγραφεί 

προηγουµένως (Mitchell et al., 1995). Οι µεταλλαγµένες ελλειµµατικές µορφές της 

Smad3, που φέορυν στο Ν-τελικό τους άκρο τον επίτοπο 6myc ή FLAG, και 

χρησιµοποιήθηκαν στις αναύσεις in vitro αλληλεπίδρασης µε τις GEx2tp65∆C και 

GEx2Tp50, κατασκευάστηκαν όπως περιφράφηκε σε προηγούµενη µελέτη (Προκόβα 

Μ∆Ε, 2000). Ο φορέας έκφρασης της pEGF-Smad3 προσφέρθηκε από τον ∆ρ. 

Μουστάκα Α. (LICR-Upsalla, Sweden). Το πλασµίδιο pBXG1-Smad3 που εκφράζει 

την ανθρώπινη Smad3  πρωτεΐνη σε σύζευξη στο Ν-τελικό άκρο της µε την περιοχή 

πρόσδεσης στο DNA (αµινοξέα 1-147) του ενεργοποιητή του σακχαροµύκητα GAL4, 

κατασκευάστηκε µε κλωνοποίηση του Smad3 cDNA που αποµονώθηκε από το 

πλασµίδιο pcDNAIamp Smad3 6myc µε χρήση των περιοριστικών ενζύµων 

EcoRI/NotI στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα pBX-G1 που φέρει την περιοχή 

πρόσδεσης στο DNA του GAL4 υπό τον έλεγχο του CMV υποκινητή. 

Το πλασµίδιο έκφρασης pMT2 HNF4 έχει αναφερθεί προηγουµένως (Ladias et al., 

1992, Kardassis et al., 2000). Το πλασµίδιο έκφρασης pcDNA3/Flag-Smad3 

(R74K/K81R) που εκφράζει µεταλλαγµένη Smad3 στην περιοχή πρόσδεσης στο 

DNA έχει περιγραφεί προηγουµένως (Moren et al., 2000). Οι ελλειµµατικές µορφές 

του HNF4 που εκφράζονται είτε από τον φορέα pcDNAIamp, είτε από τον φορέα 
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pBX-G1 (σε σύζευξη µε το GAL4) έχουν περιγραφεί προηγουµένως (Hadzopoulou-

Cladaras et al., 1997, Kistanova et al., 2001). Το πλασµίδιο pGEX-HNF4 (130-455) 

είναι ευγενική προσφορά του ∆ρ. Ταλιανίδη Ι. (Ινστιτούτο Μοριακής Βιολογίας και 

Βιοτεχνολογίας, Ηράκλειο Κρήτη). Οι φορείς έκφρασης των συνενεργοποιητών 

TIF2, Src-1a, RAC3 και PGC1 προσφέρθηκαν από τον Dr. Gronemeyer Hinrich 

(IGBMC).  

Για τη δοµική και λειτουργική ανάλυση του µεταγραφικού παράγοντα Smad3, 

ανεξάρτητα από την ικανότητα πρόσδεσής του στο DNA κατασκευάστηκαν αρχικά 

15 µεταλλαγµένες, ελλειµµατικές µορφές του. Συγκεκριµένα, κατασκευάστηκαν - µε 

κλωνοποίηση ή/και εφαρµογή της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης (PCR) - 

15 διαφορετικά πλασµίδια που χαρακτηρίζονται από ελλείµµατα στο αµινοτερµατικό, 

στο καρβοξυτελικό άκρο, ή και στα δύο άκρα της Smad3 πρωτεΐνης.  

Τα τµήµατα 1-424 (wt), 1-130 (ΜΗ1), 230-424 (ΜΗ2), 130-230 (Linker), 1-248, 

248-424 του µορίου Smad3, ελήφθησαν µετά από πέψη των αντίστοιχων πλασµιδίων 

pcDNAIamp6myc (Προκόβα, Μ∆Ε, 2000) µε τα ένζυµα περιορισµού EcoRI και 

XbaI. Σε αυτές τις θέσεις εντέθηκαν χωριστά στον φορέα pΒXG1, που εκφράζει την 

GAL4 DBD πρωτεΐνη, ύστερα από την πέψη του µε τα προαναφερθέντα ένζυµα 

περιορισµού. Τα πλασµίδια που προέκυψαν είναι τα εξής :  

pBXG1 Smad3 (1-424),  

pBXG1 Smad3 (1-130), 

pBXG1 Smad3 (230-424), 

pBXG1 Smad3 (130-230),  

pBXG1 Smad3 (1-248), 

pBXG1 Smad3 (248-424) 

Τα τµήµατα 1-230 (∆ΜΗ2) και 130-424 (∆ΜΗ1) της Smad3 ελήφθησαν µετά από 

πέψη των pGEX Smad3 ∆ΜΗ2 και pGEX Smad3 ∆ΜΗ1 πλασµιδίων µε τα ένζυµα 

περιορισµού EcoRI και NotI. Σε αυτές τις θέσεις εντέθηκαν χωριστά στον φορέα 

pcDNAIamp6myc ύστερα από την πέψη του µε τα προαναφερθέντα ένζυµα 

περιορισµού. Ακολούθησε πέψη των πλασµιδίων pcDNAIamp6myc ∆ΜΗ2 και 

pcDNAIamp6myc ∆ΜΗ1 που προέκυψαν µε τα ένζυµα περιορισµού EcoRI και XbaI 

και κλωνοποίηση των τµηµάτων 1-230 και 130-424 στον φορέα pΒXG1, που 

εκφράζει την GAL4 DBD πρωτεΐνη, ύστερα από την πέψη του µε τα προαναφερθέντα 

ένζυµα περιορισµού. Τα πλασµίδια που προέκυψαν είναι τα εξής :  

pBXG1 Smad3 (1-230), 
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pBXG1 Smad3 (130-424) 

Τα τµήµατα 143-248, 172-248 και 201-248 ελήφθησαν µε αλυσιδωτή αντίδραση της 

πολυµεράσης (PCR), χρησιµοποιώντας ως εκµαγείο το πλασµίδιο pcDNAIamp 6myc 

Smad3 και τους εκκινητές 143Ν-Smad3-myc sense, 172N-Smad3-myc sense, 201N-

Smad3-myc sense και 248C-Smad3 antisense που περιγράφονται στον Πινακα Ι. 

Όλες οι αντιδράσεις έγιναν σε τελικό όγκο 50 µl, όπου περιέχονταν 1 ng από το 

πλασµίδιο εκµαγείο, 50 pmol από κάθε εκκινητή, 2 mM δεοξυνουκλεοτίδια (dNTPs), 

1 U Vent πολυµεράσης και 1x του ρυθµιστικού διαλύµατος του ενζύµου. Το 

πρόγραµµα PCR που χρησιµοποιήθηκε ήταν το ακόλουθο:  

1. 940 C για 1 λεπτό και 30 δευτερόλεπτα 

2. 940 C  για 1 λεπτό και 30 δευτερόλεπτα 

3. 620 C για 1 λεπτό και 30 δευτερόλεπτα  

4. 72 C για 2 λεπτά 

5. 35 φορές επανάληψη των σταδίων 2-4 

6. 40 C 

7. Τέλος 

Ακολούθησε πέψη των PCR προιόντων µε τα ένζυµα περιορισµού EcoRI και Not I. 

Σε αυτές τις θέσεις εντέθηκαν χωριστά στον φορέα pcDNAIamp6xmyc, ύστερα από 

την πέψη του µε τα προαναφερθέντα ένζυµα περιορισµού. Τα πλασµίδια που 

προέκυψαν είναι τα εξής:  

pcDNAIampSmad3myc(143-248),  

pcDNAIampSmad3myc(172-248), 

pcDNAIampSmad3myc(201-248) 

Ακολούθησε πέψη των προαναφερθέντων πλασµιδίων µε τα ένζυµα περιορισµού 

EcoRI και XbaI και κλωνοποίηση των τµηµάτων 143-248, 172-248 και 201-248 στον 

φορέα pΒXG1, που εκφράζει την GAL4 DBD πρωτεΐνη, ύστερα από την πέψη του µε 

τα προαναφερθέντα ένζυµα περιορισµού. Τα πλασµίδια που προέκυψαν είναι τα εξής:  

pBXG1 Smad3 (143-248), 

pBXG1 Smad3 (172-248), 

pBXG1 Smad3 (201-248) 

Τα τµήµατα 230-248, 230-290 και 230-374 ελήφθησαν µε αλυσιδωτή αντίδραση της 

πολυµεράσης (PCR), χρησιµοποιώντας ως εκµαγείο το πλασµίδιο pBXG1 Smad3 

230-424 (ΜΗ2) αντίστοιχα. Επίσης, χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές GAL4 sense, 

248C-Smad3 antisense, 290C-Smad3 antisense και 374C-Smad3 antisense που 
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περιγράφονται στον Πινακα Ι. Το τµήµα 130-248 ελήφθηκε µε αντίστοιχο τρόπο, 

χρησιµοποιώντας ως εκµαγείο το πλασµίδιο pBXG1 Smad3 130-424 (∆ΜΗ1) και 

τουε εκκινητές GAL4 sense και 248C-Smad3 antisense που επίσης περιγράφονται 

στον Πίνακα Ι. Oι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν στον όγκο και το πρόγραµµα που 

περιγράφονται παραπάνω. Ακολούθησε πέψη των PCR προιόντων µε τα ένζυµα 

περιορισµού HindIII και NotI. Σε αυτές τις θέσεις εντέθηκαν χωριστά στον φορέα 

pBXG1 Smad3 (1-248), ύστερα από την πέψη του µε τα προαναφερθέντα ένζυµα 

περιορισµού, τα οποία αποµακρύνουν τόσο το GAL4 DBD όσο και την Smad3 (1-

248). Τα πλασµίδια που προέκυψαν είναι τα εξής: 

pBXG1 Smad3 (130-248),  

pBXG1 Smad3 (230-248), 

pBXG1 Smad3 (230-290), 

pBXG1 Smad3 (230-374) 

Σχηµατική αναπαράσταση όλων των υβριδικών GAL4 Smad3 µορφών που 

κατασκευάστηκαν απεικονίζεται στην Εικόνα  των αποτελεσµάτων. 

Η δοµική-λειτουργική ανάλυση της Smad3 πρωτεΐνης συνεχίστηκε µε την κατασκευή 

εσωτερικής απαλοιφής της περιοχής 200-230 και της περιοχής 228-249 του µορίου 

της. Για την απαλοιφή της περιοχής 200-230 πραγµατοποιήθηκαν δυο PCR 

αντιδράσεις, έστω Α και Β, στον όγκο και το πρόγραµµα που περιγράφονται 

παραπάνω. Ως εκµαγείο για κάθε µία αντίδραση χησιµοποιήθηκε το πλασµίδιο 

pcDNAIampSmad3myc. Στην αντίδραση Α χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές 1N-

Smad3myc sense και 238C-Smad3 ∆200-230 antisense που περιγράφονται στον 

Πίνακα Ι. Στην αντίδραση Β χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές 192N-Smad3 ∆200-230 

sense και 425C-Smad3 antisense που επίσης περιγράφονται στον Πίνακα Ι. Τα 

προϊόντα των αντιδράσεων Α και Β χρησιµοποιήθηκαν ως εκµαγείο για τρίτη PCR 

αντίδραση (overlap extention PCR), χρησιµοποίωντας ως εκκινητές τους 1N-

Smad3myc sense και 425C-Smad3 antisense.  

Με αντίστοιχο τρόπο κατασκευάστηκε µεταλλαγµένη µορφή της Smad3 που φέρει 

εσωτερική απαλοιφή της περιοχής 228-249. Ως εκµαγείο για κάθε µία αντίδραση 

χησιµοποιήθηκε το πλασµίδιο pcDNAIampSmad3myc. Στην αντίδραση Α 

χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές 1N-Smad3myc sense και 254C-Smad3 antisense που 

περιγράφονται στον Πίνακα Ι. Στην αντίδραση Β χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές 

224N-Smad3 sense και 425C-Smad3 antisense που επίσης περιγράφονται στον 

Πίνακα Ι. Τα προϊόντα των αντιδράσεων Α και Β χρησιµοποιήθηκαν ως εκµαγείο για 
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overlap extention PCR, χρησιµοποίωντας ως εκκινητές τους 1N-Smad3myc sense και 

425C-Smad3 antisense. Ακολούθησε πέψη των προϊόντων των overlap extention 

PCRs µε τα ένζυµα περιορισµού EcoRI και Not I. Σε αυτές τις θέσεις εντέθηκαν 

χωριστά στον φορέα pcDNAIamp6xmyc, ύστερα από την πέψη του µε τα 

προαναφερθέντα ένζυµα περιορισµού. Τα πλασµίδια που προέκυψαν είναι τα εξής:  

pcDNAIamp Smad3myc ∆200-230, 

pcDNAIamp Smad3myc ∆228-249 

Ακολούθησε πέψη των προαναφερθέντων πλασµιδίων µε τα ένζυµα περιορισµού 

EcoRI και XbaI και κλωνοποίηση των τµηµάτων της Smad3 που φέρουν τις 

εσωτερικές απαλοιφές στον φορέα pΒXG1, που εκφράζει την GAL4 DBD πρωτεΐνη, 

ύστερα από την πέψη του µε τα προαναφερθέντα ένζυµα περιορισµού. Τα πλασµίδια 

που προέκυψαν είναι τα εξής:  

pBXG1 Smad3 ∆200-230, 

pBXG1 Smad3 ∆228-249 

Για την κατασκευή των σηµειακά µεταλλαγµένων Smad3 Ε238Α και Smad3 143-248 

Ε238Α µορφών της Smad3, χρησιµοποιήθηκε η ποαναφερθήσα µέθοδος της overlap 

extention PCR. Ως εκµαγείο για κάθε µία αντίδραση για την κατασκευή της Smad3 

Ε238Α χρησιµοποιήθηκε το πλασµίδιο pcDNAIampSmad3myc. Στην αντίδραση Α 

χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές 1N-Smad3myc sense και 244C-Smad3 Ε239Α 

antisense που περιγράφονται στον Πίνακα Ι. Στην αντίδραση Β χρησιµοποιήθηκαν οι 

εκκινητές 234N-Smad3 Ε239Α sense και 425C-Smad3 antisense που επίσης 

περιγράφονται στον Πίνακα Ι. Τα προϊόντα των αντιδράσεων Α και Β 

χρησιµοποιήθηκαν ως εκµαγείο για overlap extention PCR, χρησιµοποίωντας ως 

εκκινητές τους 1N-Smad3myc sense και 425C-Smad3 antisense. Για την κατασκευή 

της Smad3 143-248 Ε238Α χρησιµοποιήθηκε το ίδιο εκµαγείο και τα ίδια ζεύγη 

εκκινητών. Όµως, στην overlap extention PCR χρησιµοποήθηκαν οι εκκινητές 143Ν-

Smad3-myc sense και 248C-Smad3 antisense που περιγράφονται στον Πινακα Ι. 

Ακολούθησε πέψη των προϊόντων των overlap extention PCRs µε τα ένζυµα 

περιορισµού EcoRI και Not I. Σε αυτές τις θέσεις εντέθηκαν χωριστά στον φορέα 

pcDNAIamp6xmyc, ύστερα από την πέψη του µε τα προαναφερθέντα ένζυµα 

περιορισµού. Τα πλασµίδια που προέκυψαν είναι τα εξής:  

pcDNAIamp Smad3myc Ε238Α, 

pcDNAIamp Smad3myc 143-248 Ε238Α 
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Ακολούθησε πέψη των προαναφερθέντων πλασµιδίων µε τα ένζυµα περιορισµού 

EcoRI και XbaI και κλωνοποίηση των τµηµάτων της Smad3 που φέρουν τις 

εσωτερικές απαλοιφές στον φορέα pΒXG1, που εκφράζει την GAL4 DBD πρωτεΐνη, 

ύστερα από την πέψη του µε τα προαναφερθέντα ένζυµα περιορισµού. Τα πλασµίδια 

που προέκυψαν είναι τα εξής:  

pBXG1 Smad3 Ε238Α, 

pBXG1 Smad3 143-248 Ε238Α 

Για την κατασκευή µεταλλαγµένων µορφών της Smad3 πρωτεΐνης που να µπορούν 

να βιοτινυλιωθούν in vivo χρησιµοποιήθηκε ο πλασµιδιακός φορέας pcDNA3amp 

(Εικόνα 21) στον οποίο είχε κλωνοποιηθεί το 22 αµινοξέων πεπτίδιο Bio, στις θέσεις 

EcoRI και BamHI. O pcDNA3 Bio υπέστη πέψη µε τα ένζυµα περιορισµού EcoRI 

και Not I. Σε αυτές τις θέσεις εντέθηκαν τα cDNAs της Smad3, 1-424, 1-424 (∆200-

230), 1-424 (∆228-249), 1-424 (Ε238Α) και 143-248, που προέκυψαν µετά από 

πέψεις των αντίστοιχων pcDNAIamp Smad3myc πλασµιδίων µε τα ένζυµα EcoRI και 

Not I, µε τέτοιο τρόπο ώστε να φέρουν στο Ν-τελικό τους άκρο το πεπτίδιο Bio. Τα 

πλασµίδια που προέκυψαν είναι τα εξής:  

pcDNA3 Bio Smad3, 

pcDNA3 Bio Smad3 ∆200-230, 

pcDNA3 Bio Smad3 ∆228-249, 

pcDNA3 Bio Smad3 Ε238Α, 

pcDNA3 Bio Smad3 143-248 

Οι συνενεργοποιητές p/CAF p300 ήταν ευγενική προσφορά του Dr. ten Dijke P., ενώ 

ο συνκαταστολέας c-Ski προσφέρθηκε από ∆ρ. Μουστάκα.  
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Εικόνα 21. Ο πλασµιδιακός φορέας pcDNA3. Σε αυτόν τον φορέα κλωνοποιήθηκε το 22 
αµινοξέων Bio πεπτίδιο, κατόπιν πέψης µε τα ένζυµα περιορισµού EcoRI και BamHI. Οι 
µεταλλαγµένες µορφές της Smad3 πρωτεΐνης κλωνοποιήθηκαν στον φορέα αυτό κατόπιν 
πέψης µε τα τα ένζυµα περιορισµού EcoRI και NotI, µε τέτοιο τρόπο ώστε να φέρουν το Bio 
πεπτίδιο στο Ν-τελικό τους άκρο. 
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Κυτταροκαλλιέργειες. 

Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκαν οι κυτταρικές σειρές COS-7 και HepG2 

που προέρχονται από νεφρικά κύτταρα πιθήκου και κύτταρα ανθρώπινου 

ηπατώµατος αντίστοιχα. Επίσης χρησιµοποιήθηκαν τα JEG (Smad3-/-) και MDA-

MB-468 (Smad4-/-) που είναι αντίστοιχα κύτταρα χοριοκαρκινώµατος και καρκινικά 

κύτταρα µαστού ανθρώπου. Τέλος, χρησιµοποιήθηκαν τα κύτταρα ΗΕΚ 293Τ που 

είναι νεφρικά κύτταρα εµβρύου ανθρώπου. Οι καλλιέργειες πραγµατοποιήθηκαν σε 

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

αντίστοιχα), σε επωαστήρα 37 C0  και σε συνθήκες 5% CO2 . Αποθέµατα 

καλλιεργειών (stocks) φυλάσσονται σε θερµοκρασία -800 C 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). 

 

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 COS-7, NIH 3T3, MDA-MB-

468, και 293T αραιώνονται σε 2.5x105 κύτταρα ανά well και σε 5x105 κύτταρα ανά 

τρυβλίο p60 και p100, ενώ τα HepG2 και JEG Smad3-/- 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 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.  
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Για την επιµόλυνση κυττάρων που καλλιεργούνται σε τρυβλίο p-60 

(χρησιµοποιούνται για έλεγχο της πρωτεϊνικής έκφρασης και σε πειράµατα 

ανοσοφθορισµού), το µείγµα περιέχει 2 µg κάθε πλασµιδίου έκφρασης και 

κατάλληλη ποσότητα πλασµιδίου συµπλήρωσης, ώστε η συνολική ποσότητα DNA να 

µην υπερβαίνει τα 17 µg, 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 40 C, και επαναδιάλυση σε µικρότερο όγκο PBS (100-

200 µl). Σε κάθε περίπτωση, τα δείγµατα µπορούν να διατηρηθούν σε θερµοκρασία - 

800 C.  

 

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 συγκατακρήµνισης (βλ. παραπάνω) 

περιέχει και πλασµίδιο-φορέα του γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης υπό τον υποκινητή 

του Cytomegalovirus (πλασµίδιο pCMVβ-gal) ή του γονιδίου PGK (Phospho-

Glycerate Kinase) (πλασµίδιο pGKβ-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 προσθήκη 200 
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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 συνεκφράζεται στα κύτταρα που επιµολύνθηκαν, καθώς 

είναι σε σύζευξη µε τον υποκινητή. Για κάθε αντίδραση χρησιµοποιείται ποσότητα 

κυτταρικού εκχυλίσµατος που αντιστοιχεί στον παράγοντα κανονικοποίησης, και 100 

µl υποστρώµατος λουσιφεράσης. Η τιµή της µεταγραφικής ενεργοποίησης κάθε 

δείγµατος δίνεται από το λουµινόµετρο (Illuminometer). 

 

Mέτρηση της αντίδρασης της ακετυλοτρανσφεράσης χλωραµφαινικόλης (CAT 

assay). 

Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται για την εκτίµηση της µεταγραφικής 

ενεργότηταςενός υποκινητή. Η εκτίµηση αυτή γίνεται έµµεσα µε χρήση ενζυµικής 

αντίδρασης, όπου µετράται η δραστικότητα του ενζύµου της ακετυλοτρανσφεράσης 

της χλωραµφαινικόλης (CAT). Το γονίδιο CAT βρίσκεται στο πλασµίδιο αναφοράς 

υπό τον µεταγραφικό έλεγχο του υποκινητή υπό µελέτη. Για κάθε αντίδραση 

χρησιµοποιείται ποσότητα κυτταρικού εκχυλίσµατος που αντιστοιχεί στον παράγοντα 

κανονικοποίησης και διάλυµα Tris 250 mM συνολικού όγκου 43 µl. Επίσης, στην 

αντίδραση προστίθενται 5 µl ακετυλοσυνενζύµου Α (Acetyl-CoA) και 2 µl 

ραδιενεργά σηµασµένης µε 14C χλωροαµφενικόλης (14C-Chloramphenicol). Ο τελικός 

όγκος της αντίδρασης είναι 50 µl. Ακολουθεί επώαση στους 37 C0  για 1 h και 

κατόπιν προσθήκη 100 µl ethyl-acetate. Στην συνέχεια, τα δείγµατα υφίστανται 

ισχυρή ανάδευση και ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13500 rpm για 1 min. Το 

υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο σωληνάκι τύπου eppendorf και αφήνεται να 

στεγνώσει υπό κενό για 15 min. Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 15 µl ethyl-acetate µε 

ισχυρή ανάδευση. Ακολουθεί στιγµιαία φυγοκέντρηση και κάθε δείγµα µεταφέρεται 
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στάγδην σε πλάκα πυριτίου και υποβάλλεται σε χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας 

(TLC) σε διάλυµα που περιέχει χλωροφόρµιο/µεθανόλη σε αναλογία 95:5 (v/v). Στην 

συνέχεια η πλάκα πυριτίου που περιέχει τα δείγµατα εκτίθεται σε X-ray φωτογραφικό 

φιλµ. Η σχετική µεταγραφική ενεργότητα του υποκινητή υπολογίζεται από τις 

κρούσεις των δειγµάτων στον µετρητή ραδιενέργειας (β-scintilation counter). 

 

Ανάλυση πρωτεϊνικής έκφρασης (Western Blot).  

Ίσες ποσότητες πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων από κύτταρα που έχουν επιµολυνθεί, 

υπόκεινται σε SDS/PAGE ηλεκτροφόρηση. 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% [Stacking 

gel: ddH2O 1.8 ml, 30% acrylamide 0.45 ml, stacking buffer (Tris 0.5 M, SDS 0.4%, 

pH 6.8) 0.75 ml, 10% APS 30 µl, TEMED 3 µl. Running gel: ddH2O 2.3/1.8/1.6 ml, 

30% acrylamide 1.4/1.8/2.1 ml, running buffer (Tris 1.5 M, SDS 0.4%, pH 8.8) 1.25 

ml, 10% APS 80 µl, TEMED 4 µl]. 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 εκπλύσεις µε διάλυµα TBB [1x TBS, 5% 

ηµιαποβουτηρωµένο γάλα, 0.05% Tween-20] 3 φορές, 10 λεπτά τη φορά, σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια, οι µεµβράνες νιτροκυτταρίνης επωάζονται για 

1 ώρα µε το αντίσωµα, που ανιχνεύει τον επιθυµητό επίτοπο ή την πρωτεΐνη, σε 

κατάλληλη αραίωση σε διάλυµα 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 
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blotting kit) και εκθέτοντας τις µεµβράνες νιτροκυτταρίνης σε ECL-hyperfilm ή 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 500 C για 30 λεπτά, µε παροδική ανάδευση. Ακολουθούν 

εκπλύσεις και επωάσεις των µεµβρανών, όπως περιγράφεται παραπάνω. 

 

Καθαρισµός πρωτεϊνών που φέρουν τον επίτοπο GST, από κύτταρα E.coli.  

Μετά τον µετασχηµατισµό κυτταρών DH10B της E.coli µε το πλασµίδιο έκφρασης 

GST-protein, επιµολύνονται, µε µία µόνο αποικία, 25 ml καλλιέργειας LB/ampicillin. 

Η καλλιέργεια επωάζεται στους 370 C overnight, και την επόµενη µέρα µεταφέρεται 

σε καλλιέργεια 200 ml LB/ampicillin. Ακολουθεί επώαση στους 370 C µέχρι η οπτική 

πυκνότητα (OD), που µετράται στα 600 nm, να φτάσει στο 0.6-0.8. Κατόπιν 

προστίθεται ο παράγοντας επαγωγής της πρωτεϊνικής έκφρασης IPTG σε τελική 

συγκέντρωση 0.1 mM, και η καλλιέργεια επωάζεται κατά προτίµηση στους 300 C - 

ώστε να αποφευχθεί η αποικοδόµηση της εκφραζόµενης πρωτεΐνης - για 4-5 ώρες 

ακόµα. Στη συνέχεια, η φλάσκα µε την καλλιέργεια παγώνεται για 5 λεπτά στους 40 

C. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 3500 rpm για 10 λεπτά στους 40 C, και 

επαναδιάλυση των κυττάρων σε 8 ml παγωµένου PBS. Το εναιώρηµα υφίσταται 

sonication 6 φορές επί 15 δευτερόλεπτα, µε ενδιάµεσα διαλλείµατα των 30 

δευτερολέπτων, µέχρι να καταστεί διαυγές, ενώ η όλη διεργασία γίνεται κρατώντας 

τα δείγµατα σε πάγο. Κατόπιν προστίθενται 400 µl 20% Triton-X-100 (τελική 

συγκεντρωση 1%), τα δείγµατα αφήνονται να περιστρέφονται στους 40 C για 30 

λεπτά και φυγοκεντρούνται στις 10000 rpm για 10 λεπτά στους 40 C. Εφ’ όσων η 

GST protein εκφράζεται στο πρώτο υπερκείµενο, προστίθενται σε αυτό 250 µl 50% 

σφαιρίδια γλουταθειόνης-σεφαρόζης, εξισορροπηµένων σε PBS. Τα δείγµατα 

αφήνονται σε περιστροφή, overnight στους 40 C. Στην περίπτωση που η GST-protein 

παγιδεύεται σε σωµατίδια και µεµβράνες, µετά την φυγοκέντρηση κάθε πελέτα 

επαναδιαλύεται σε 400 µl solubilization buffer (25 mM Triethenolamine 7.51M, 1.5% 

Sarcosyl, 1 mM EDTA). Τα δείγµατα αφήνονται να περιστρέφονται στους 40 C για 10 

λεπτά και κατόπιν προστίθενται 8µl Triton X-100 1% και 4 µl CaCl2 0.1M. 

Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 10000 rpm για 10 λεπτά στους 40 C και στο 

υπερκείµενο προστίθενται τα σφαιρίδια γλουταθειόνης-σεφαρόζης, όπως παραπάνω. 
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Το επόµενο πρωί τα δείγµατα φυγοκεντρούνται στις 2000 rpm για 5 λεπτά, στους 40 

C. Στη συνέχεια, τα σφαιρίδια υφίστανται για 3 φορές την ακόλουθη διαδικασία : 

έκπλυση µε 1 ml παγωµένου PBS/1% Triton, περιστροφή για 5 λεπτά στους 40 C, και 

φυγοκέντρηση στις 2000 rpm για 5 λεπτά, στους 40 C. Μετά την τελευταία έκπλυση, 

στα σφαιρίδια προστίθεται 1000 µl PBS, και ύστερα από στιγµιαία φυγοκέντρηση και 

απόρριψη του υπερκειµένου, στα σφαιρίδια προστίθενται 250µl PBS. Τα δείγµατα 

αποθηκεύονται στους 40 C. Σε 10-20 µl δείγµατος προστίθεται ίσος όγκος 4x SDS 

Loading Buffer, και µετά από βρασµό για 5 λεπτών, αναλύεται η έκφραση της GST-

protein σε 8.5% ή 10.5% πήκτωµα πολυακρυλαµίδης. Μετά την ηλεκτροφόρηση, το 

πήκτωµα βάφεται µε χρωστική Commasie, που καθιστά ορατές τις πρωτεΐνες.  

 

In vitro αλληλεπίδραση πρωτεϊνών (pull-down). 

Μετά την ολοκλήρωση της διεργασίας επιµόλυνσης COS-7 ή ΗΕΚ 293Τ κυττάρων 

µε πλασµίδιο έκφρασης έστω µιας πρωτεΐνης Α, την αλλαγή του θρεπτικού, τις 

εκπλύσεις µε PBS, την αποκόλληση µε ξύστρο και τη φυγοκέντρηση (βλ. παραπάνω), 

τα κύτταρα επαναδιαλύονται σε 200 µl WCE (20 mM Tris-HCl pH 7.4, 400 mM KCl, 

10% Glycerol, και 2 mM DTT και πρωτεϊνικοί αναστολείς που προστίθενται λίγο 

πριν τη χρήση). Ακολουθεί διαδικασία παγώµατος στους - 800 C και ξεπαγώµατος σε 

πάγο (freeze and thaw) για 3 φορές, έτσι ώστε να σπάσουν τα κύτταρα. Μετά την 

φυγοκέντρηση στις 5000 rpm για 5 λεπτά και την αποµάκρυνση του debris, το 

υπερκείµενο φυλάσσεται στους - 800 C. Σε 100 µl αυτού του υπερκειµένου, 

προστίθενται 200 µl από GST-protein B (βλ. τρόπο παρασκευής παραπάνω) 

εξισορροπηµένης σε 2x Interaction Buffer (40 mM Hepes pH 7.9, 10 mM MgCl2 , 

0.4% NP40, 0.4% BSA, 15% Glycerol, 4 mM PMSF και αναστολείς της 

πρωτεόλυσης). Εναλλακτικά, αντί για πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα επιµολυσµένων 

κυττάρων, χρησιµοποιήθηκαν τα προϊόντα της in vitro µεταγραφής και µετάφρασης, 

παρουσία ραδιενεργά σηµασµένης µε 35S µεθειονίνης, πλασµιδίων έκφρασης. Η 

διαδικασία αυτή πραγµατοποιείται σύµφωνα µε τις οδηγίες της εταιρείας Sigma. O 

τελικός όγκος κάθε αντίδρασης είναι 50 µλ, εκ των οποίων χρησιµοποιούνται 20 µλ 

για κάθε αλληλεπίδραση µε 200 µλ GST-protein B. Και στις δύο περιπτώσεις 

προστίθεται dd H2O, ώστε ο τελικός όγκος να ανέρχεται στα 400 µl. Ακολουθεί 

περιστροφή για 1.5 ώρες στους 40 C. Μετά από στιγµιαία φυγοκέντρηση και 

αποµάκρυνση του υπερκειµένου, γίνεται δύο εκπλύσεις µε διάλυµα 1 και µία µε το 

διάλυµα 2 (∆ιαλύµατα 1 και 2: 100 mM KCl και 250 mM KCl αντίστοιχα, 20 mM 
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Hepes pH 7.9, 5 mM MgCl2, 0.2% NP40, 4 mM PMSF, και αναστολείς της 

πρωτεόλυσης). Μετά από στιγµιαία φυγοκέντρηση και αποµάκρυνση του 

υπερκειµένου, στα σφαιρίδια προστίθενται 100 µl 2x SDS Loading Buffer. 

Ακολουθεί βρασµός για 5 λεπτά και ανίχνευση της πρωτεΐνης Α (ή του επίτόπου της, 

εάν φέρει) µε ηλεκτροφόρηση σε 8.5% πήκτωµα πολυακρυλαµίδης, και µεταφορά σε 

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης (βλ. παραπάνω). 

 

Το σύστηµα της in vivo βιοτινυλίωσης πρωτεϊνών και η συνκατακρήµνιση 

αλληλεπιδρώντων πρωτεϊνών (in vivo biotinilation). 

Κύτταρα ΗΕΚ 293Τ επιµολύνθηκαν παροδικά µε πλασµιδιακό φορέα έκφρασης έστω 

µιας πρωτεΐνης 1 σε σύζευξη µε το πεπτίδιο Bio, 22 αµινοξέων, το οποίο υφίσταται 

βιοτινυλίωση µε την συνέκφραση της λιγάσης BirA (βακτηριακής προέλευσης). Τα 

κύτταρα συνεπιµολύνθηκαν και µε τον φορέα έκφρασης έστω της πρωτεΐνης 2. 

Περίπου 32 ώρες µετα την επιµόλυνση των κυττάρων, ακολουθεί έκπλυση µε 

παγωµένο PBS διάλυµα, αναρρόφηση και προσθήκη 1 ml διαλύµατος λύσης (20 mM 

Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 10% glycerol, 1% Triton-X-100, 10 µl/ml 100 mM 

PMSF και 10 µl αναστολέων της πρωτεόλυσης). Τα τρυβλία αφήνονται σε 

ανακινούµενη πλατφόρµα για 20 λεπτά. Κατόπιν, τα κύτταρα αποκολλώνται µε 

ξύστρο, φυγοκεντρούνται στις 13000 rpm για 3 λεπτά, στους 40 C. Από το 

υπερκείµενο κρατείται ποσότητα 100 µl που θα χρησιµοποιηθεί στην πρωτεϊνική 

ανάλυση. Στη συνέχεια, σε κάθε δείγµα προστίθενται 40 µl 50% σφαιριδίων 

στρεπταβιδίνης που χαρακτηρίζονται από υφηλή συγγένεια και µεγάλη ειδικότητα 

πρόσδεσης σε βιοτινυλιωµένες πρωτεΐνες και που έχουν προηγουµένως 

εξισορροπηθεί µε διάλυµα ΤBS-Τ 0.1%. Στα σφαιρίδια αυτά προσκολλάται η 

βιοτινυλιωµένη πρωτεΐνη και η πρωτεΐνη 2 αν και εφ’όσων αυτή αλληλεπιδρά µε την 

πρώτη. Τα δείγµατα αφήνονται να περιστρέφονται overnight στους 40 C. Το επόµενο 

πρωί ακολουθεί στιγµιαία φυγοκέντρηση και έκπλυση µε 1 ml παγωµένου 

διαλύµατος λύσης για κάθε δείγµα, µε περιστροφή στους 40 C και µετά από στιγµιαία 

φυγοκέντρηση η διαδικασία επαναλαµβάνεται άλλες δύο φορές. Ακολουθεί 

προσθήκη 12.5 µl 4x SDS Loading Buffer. Μετά από βρασµό 5 λεπτών, αναλύεται η 

ηλεκτροφορητική ικανότητα των δειγµάτων σε 10.5% πήκτωµα πολυακρυλαµίδης. 

Ακολουθεί µεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, και ανίχνευση 

της παρουσίας της πρωτεΐνης 2, µε χρησιµοποίηση αντισώµατος έναντι αυτής ή του 

επιτόπου της. Η ανίχνευση της πρωτεΐνης 2 υποδηλώνει την αλληλεπίδραση των 
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πρωτεϊνών 1 και 2. Η έκφραση των βιοτινιλιωµένων πρωτεϊνών ανιχνεύεται µε χρήση 

ενός πολυµερούς που φέρει στρεπταβιδίνη συζευγµένη µε HRP. Η ανίχνευση αυτή 

επιτυγχάνεται µε επώαση των µεµβρανών (µετά από stripping) µε streptavidin-HRP 

σε αραίωση 1: 10000 TBS-T 0.1% για µία ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. Κατόπιν 

γίνονται 3 εκπλύσεις των 10 λεπτών η κάθε µία µε TBS-T 0.1%, και 1 έκπλυση των 5 

λεπτών σε TBS, όλες σε θερµοκρασία δωµατίου. Η ανίχνευση των πρωτεϊνών γίνεται 

χρησιµοποιώντας το σύστηµα ενισχυµένου χηµειοφωσφορισµού (ECL) όπως 

περιγράφεται παραπάνω. 

 

Έµµεσος ανοσοφθορισµός πρωτεϊνών σηµασµένων µε επίτοπο (Indirect 

Immunofluorescence) 

∆εκαέξι ώρες µετά την επιµόλυνση κυττάρων COS-7 σε p60 τρυβλίο, τα κύτταρα 

αποκολλώνται µε χρήση τρυψίνης και αραιώνονται σε 6-well τρυβλίο (αραίωση 1:3). 

Σε κάθε well έχει προηγουµένως τοποθετηθεί αποστειρωµένη καλυπτρίδα 22 x 22 

mm καλυµµένη µε 500 µl/well 0.1% gelatin. Τα κύτταρα επωάζονται για άλλες 24 

ώρες για να ακολουθήσει στη συνέχεια η διαδικασία ανοσοφθορισµού.  

Τα κύτταρα εκπλένονται 2 φορές, για 3 λεπτά τη φορά, σε θερµοκρασία δωµατίου και 

αργά περιστρεφόµενη πλατφόρµα, µε 1.5 ml/well PBS+/+ (PBS, 0.9 mM CaCl2, 0.5 

mM MgCl2). Ακολουθεί σταθεροποίηση των κυττάρων (fixing) µε 1 ml/well 

διαλύµατος 3% π-formaldehyde σε PBS+/+, για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου, 

χωρίς ανακίνηση. Επαναλαµβάνεται το στάδιο της έκπλυσης για 2 ακόµα φορές µε 

τον ίδιο τρόπο. Οι µεµβράνες των κυττάρων γίνονται διαπερατές, ώστε τα 

αντισώµατα να περνούν στο εσωτερικό τους, µε χρήση διαλύµατος 1 ml/well 0.5% 

Triton-X-100 σε Buffer 1 (10x Buffer 1 : 137 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.1 mM 

Na2HPO4x2H2O, 0.4 mM KH2PO4, 5.5 mM glucose, 4 mM NaHCO3, 2 mM EDTA, 2 

mM EGTA, 20 mM MES, pH 6.0-6.5). Το στάδιο αυτό πραγµατοποιείται σε 

θερµοκρασία δωµατίου και χωρίς ανακίνηση. Επαναλαµβάνονται 2 εκπλύσεις όπως 

περιγράφονται παραπάνω, καθώς και 2 ακόµα µε τον ίδιο τρόπο, αλλά σε διάλυµα 1.5 

ml/well PBS+/+/1.5% FBS (χρησιµοποιείται για µπλοκάρισµα µη ειδικών θέσεων 

πρόσδεσης αντισωµάτων). Στη συνέχεια τα κύτταρα επωάζονται µε 50 µl 

πρωταρχικού αντισώµατος, το οποίο αραιώνεται 1:200 σε διάλυµα PBS+/+/1.5% 

FBS. Η επώαση γίνεται στους 40 C, σε επίπεδη επιφάνεια για 30 λεπτά. Ακολουθούν 

3 εκπλύσεις µε τον τρόπο που έχει περιγραφεί και σε διάλυµα PBS+/+/1.5% FBS. 

Κατόπιν τα κύτταρα επωάζονται µε 50 µl δευτερεύοντος αντισώµατος IgG-FITC, το 

 113



οποίο αραιώνεται 1:50 σε διάλυµα PBS+/+/1.5% FBS. Η επώαση γίνεται στο σκοτάδι 

(καθώς το IgG-FITC είναι φωτοευαίσθητο), στους 40 C, σε επίπεδη επιφάνεια και για 

30 λεπτά. Η περαιτέρω διεργασία πραγµατοποιείται στο σκοτάδι. Γίνονται 2 

εκπλύσεις µε διάλυµα PBS+/+/1.5% FBS, και 2 ακόµα µε διάλυµα PBS+/+. Στη 

συνέχεια οι καλυπτρίδες µε τα κύτταρα αποκολλώνται και τοποθετούνται σε 

αντικειµενοφόρους, στις οποίες έχουν προστεθεί 7 µl διαλύµατος µονιµοποίησης 

(Glycerol/PBS 1:1). Τα όρια επαφής καλυπτρίδας-αντικειµενοφόρου 

στεγανοποιούνται µε Manot. Τα δείγµατα διατηρούνται στους 4 C0 και σε σκοτάδι, 

ενώ η παρατήρησή τους γίνεται είτε σε µικροσκόπιο φθορισµού (Olympus BH-2) είτε 

σε µικροσκόπιο συνεστίασης Leica SP confocal fluorescent microscopy και η 

φωτογράφισή τους µε 35 mm Olympus (C-35AD-4) camera.  

 

Άµεσος ανοσοφθορισµός πρωτεϊνών συζευγµένων µε την GFP πρωτεΐνη (Green 

Fluorescence Protein) (Direct Immunofluorescence). 

Επαναλαµάνεται η διαδικασία που περιγράφεται στον έµµεσο ανοσοφθορισµό, µε την 

διαφορα ότι τα κύτταρα επιµολύνονται µε υβριδική µε την GFP πρωτεΐνη. Μετά την 

σταθεροποίηση των κυττάρων (fixing) και τις 2 εκπλύσεις µε το διάλυµα PBS+/+ 

(PBS, 0.9 mM CaCl2, 0.5 mM MgCl2), η πρωτεΐνη που είναι συζευγµένη µε την GFP 

µπορεί να παρατηρηθεί άµεσα σε µικροσκόπιο φθορισµού, χάρη στον πράσινο 

φορισµό που εκπέµπει η GFP. 

 

Έκφραση της ανθρώπινης Smad3 πρωτεΐνης σε κύτταρα σακχαροµύκητα. 

Ο pAS2-1 πλασµιδιακός φορέας έκφρασης σε κύτταρα σακχαροµύκητα (Εικόνα 22) 

υπέστη πέψη µε τα ένζυµα περιορισµόυ EcoR I/Sal I και ακολούθησε αντίδραση 

σύνδεσης (ligation) µε τα αγρίου τύπου (wt) και 143-248 cDNAs της Smad3 που 

είχαν επίσης προέλθει µε πέψεις από τα αντίστοιχα pcDNA3amp 6myc πλασµίδια, 

χρησιµοποιώντας τα περιοριστικά ένζυµα EcoR I/ Sla I (Xho I).  

Το στέλεχος pJ694 του σακχαροµύκητα S. cerevisiae ήταν ευγενική προσφορά του 

∆ρ. ∆. Τζαµαρία (ΙΜΒΒ, Ηράκλειο, Κρήτη). Τα κύτταρα αναπτύχθηκαν σε πλούσιο 

θρεπτικό µέσο YPD που περιέχει 1% yeast extract, 2% Bacto-peptone και 2% 

glucose. Το στέλεχος pJ694 µετασχηµατίστηκε (transformation) µε τον πλασµιδιακό 

φορέα έκφρασης pAS2-1, ή pAS2-1-Smad3 wt, ή pas2-1-Smad3 (143-248), 

χρησιµοποιώντας οξικό λίθιο (lithium acetate) και heat shock. Τα µετασχηµατισµένα 

στελέχη που φέρουν το επιθυµητό πλασµιδίο επιλέχθηκαν µε βάση την ανάπτυξή 
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τους σε ελάχιστο θρεπτικό YNB που αποτελείται από 0.67% yeast nitrogen base 

(YNB) χωρίς αµινοξέα, καθώς και σε θρεπτικό 2% glucose (YNBD) που περιέχει 

0.6% casamino acids, αδενίνη και ουρακίλη. Η ικανότητα µεταγραφικής 

δραστικότητας αυτών των στελεχών ελέγχθηκε µε βάση την ικανότητα ανάπτυξής 

τους στις ακόλουθες αναλύσεις :  

• Ade (-) ανάλυση [ανάπτυξη σε θρεπτικό που δεν περιέχει αδενίνη],  

• AT/His (-) ανάλυση [ανάπτυξη σε θρεπτικό που δεν περιέχει ιστιδίνη αλλά 

έχει 5, 10 ή 20 mM aminotriazol (AT) που καταστέλλει την αυξοτροφία σε 

ιστιδίνη την οποία προσδίδει η µεταγραφική ενεργοποίηση του υποκινητή από 

τις Smad πρωτεΐνες],  

• X-gal ανάλυση [ανάπτυξη σε θρεπτικό που περιέχει 0.4% X-gal]. 

 

pAS2-1
8393bp

Amp r

TRP1

CYM2

ADH1

GAL4 BD

MCS

ADH1

Sal I 
BamH I
Sma I
Xma I
EcoR I
Sfi I
Nco I

Sac I
Nae I

Bgl II

Pst I

Nde I

 
Εικόνα 22. Ο πλασµιδιακός φορέας pAS2-1. Ο φορέας αυτός εκφράζεται σε κύτταρα 
σακχαροµύκητα S. Cerevisiae και σε αυτόν κλωνοποιήθηκε τόσο η αγρίου τύπου Smad3 
πρωτεΐνη, όσο και η ελλειµµατική 143-248 Smad3, κατόπιν πέψης µε τα ένζυµα περιορισµού 
EcoRI και SalI. 
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Πίνακας Ι: ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν ως εκκινητές (primers) σε αλυσιδωτές αντιδράσεις της πολυµεράσης (PCRs) 

 
Όνοµα 

ολιγονουκλε
οτιδίου 

Αλληλουχία  Σκοπός  

1N-
Smad3myc 
sense 

5' CTGGAATTCATGTCGTCCATCCTGCCTTTCACTC 3' Χρησιµοποιήθηκε ως 5' primer για τον 
πολλαπλασιασµό των 1-227 και 250-424 
περιοχών της Smad3myc, για την κατασκευή 
της Smad3 ∆228-249. (εκµαγείο: τα προϊόντα 
των 224S-425C και 1N -254AS 
αντιδράσεων.) 

425C-SMAD3 
antisense 

5' AATGCGGCCGCCTAAGACACACTGGAACAGCGGAT 3' Χρησιµοποιήθηκε ως 3' primer για τον 
πολλαπλασιασµό των 1-227 and 250-424 
περιοχών της Smad3myc, για την κατασκευή 
της Smad3 ∆228-249. (εκµαγείο: τα προϊόντα 
των 224S-425C και 1N -254AS 
αντιδράσεων.) 

Smad3 224 S 
sense 

5' GTTACCTACTGCGAGCCGCACGCCTCGCAGCCATCC 3' Χρησιµοποιήθηκε ως 5' primer για τον 
πολλαπλασιασµό της περιοχής 250-424 της 
Smad3myc ώστε να κατασκευαστεί η Smad3 
∆228-249. (εκµαγείο: Smad3myc). 

Smad3 254 
AS  
Antisense 

5' GGATGGCTGCGAGGCGTGCGGCTCGCAGTAGGTAAC 3' Χρησιµοποιήθηκε ως 3' primer για τον 
πολλαπλασιασµό της περιοχής 1-227 της 
Smad3myc ώστε να κατασκευαστεί η Smad3 
∆228-249. (εκµαγείο: Smad3myc). 
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Πίνακας ΙΙ: ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν ως εκκινητές (primers) σε αλυσιδωτές αντιδράσεις της πολυµεράσης (PCRs) 
 

192Ν Smad3 
∆200-230 
sense 

5’ AGTGACCACCAGATGAACCACAGCTTCTGGTGCTCCATCTCCTACTAC 3’ Χρησιµοποιήθηκε ως 3' primer για τον 
πολλαπλασιασµό της περιοχής 230-424 της 
Smad3myc ώστε να κατασκευαστεί η Smad3 
∆200-230 (εκµαγείο: Smad3myc). 

238C Smad3 
∆200-230 
antisense 

5’ GTAGTAGGAGATGGAGCACCAGAAGCTGTGGTTCATCTGGTGGTCACT 3’ Χρησιµοποιήθηκε ως 5' primer για τον 
πολλαπλασιασµό της περιοχής 1-200 της 
Smad3myc ώστε να κατασκευαστεί η Smad3 
∆200-230 (εκµαγείο: Smad3myc). 

234N Smad3 
E239A sense 

5’ TCCATCTCCTACTACGCGCTGAACCAGCGCGTC 3’ Χρησιµοποιήθηκε ως 3' primer για τον 
πολλαπλασιασµό της περιοχής 234-424 της 
Smad3myc ώστε να κατασκευαστεί η Smad3 
E239A (εκµαγείο: Smad3myc). 

244C Smad3 
E239A 
antisense 

5’ GACGCGCTGGTTCAGCGCGTAGTAGGAGATGGA 3’ Χρησιµοποιήθηκε ως 5' primer για τον 
πολλαπλασιασµό της περιοχής 1-244 της 
Smad3myc ώστε να κατασκευαστεί η Smad3 
E239A (εκµαγείο: Smad3myc). 

248C Smad3 
E239A 
antisense 

5’ AATGCGGCCGCCTAGAATGTCTCCCCGACGCGCTGGTTCAGCGCGTAGTAGGA 3’ Χρησιµοποιήθηκε ως 5' primer για τον 
πολλαπλασιασµό της περιοχής 143-248 της 
Smad3myc ώστε να κατασκευαστεί η 143-
248 E239A Smad3 (εκµαγείο: Smad3myc). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 117



Πίνακας ΙΙΙ: ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν ως εκκινητές (primers) σε αλυσιδωτές αντιδράσεις της πολυµεράσης (PCRs) 
 

GAL4 sense 5' GACTAAGCTTGCCATGAAGCTACTGTCTTCTATCGAAC 3' Χρησιµοποιήθηκε ως 5' primer για τον 
πολλαπλασιασµό των GAL4 130-248 
(εκµαγείο: GAL4 130-424) και των GAL4 
230-248, GAL4 230-290, GAL4 230-374 
(εκµαγείο: GAL4 230-424) περιοχών της 
GAL4 Smad3. 

248C-SMAD3  
antisense 
 

5' AATGCGGCCGCCTAGAATGTCTCCCCGACGCGCTG 3' Χρησιµοποιήθηκε ως 3' primer για τον 
πολλαπλασιασµό των GAL4 130-248 
(εκµαγείο: GAL4 130-424), GAL4 230-248 
(εκµαγείο: GAL4 230-424) και 143-248, 172-
248, 201-248 (εκµαγείο: Smad3 myc) 
περιοχών της Smad3. 

290C-SMAD3 
antisense 

5' AATGCGGCCGCCTAGATGTGTCTCCGTGTCAGCTC 3' Χρησιµοποιήθηκε ως 3' primer για τον 
πολλαπλασασµό της GAL4 230-290 
(εκµαγείο: GAL4 230-424) περιοχής της 
GAL4 Smad3. 

374C-SMAD3  
antisense 

5' AATGCGGCCGCCTACATGCGGATGGTGCACATTCG 3' Χρησιµοποιήθηκε ως 3' primer για τον 
πολλαπλασιασµό της GAL4 230-374 
(εκµαγείο: GAL4 230-424) της GAL4 Smad3.  

143N-
SMAD3-MYC 
sense 

5' CTGGAATTCCACACAGAGATCCCGGCCGAGTTCCC 3' Χρησιµοποιήθηκε ως 5' primer για τον 
πολλαπλασιασµό της 143-248 (εκµαγείο: 
Smad3 myc) περιοχής της Smad3. 

172N-
SMAD3-MYC 
sense 

5' CTGGAATTCCCCCAGAGCAATATTCCAGAGACCCCA 3' Χρησιµοποιήθηκε ως 5' primer για τον 
πολλαπλασιασµό της 172-248 (εκµαγείο: 
Smad3 myc) περιοχης της Smad3.  

201N-
SMAD3-MYC 
sense  

5' CTGGAATTCGACGCAGGTTCTCCAAACCTATCCCCG 3' Χρησιµοποιήθηκε ως 5' primer για τον 
πολλαπλασιασµό της 201-248 (εκµαγείο: 
Smad3 myc) περιοχής της Smad3.  
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 



ΕΝΟΤΗΤΑ Ι 
Καταστολή της TGFβ σηµατοδότησης από την Λανθάνουσα 

Μεµβρανική Πρωτεΐνη 1 (Latent Membrane Protein 1, LMP1) του ιού 

Epstein-Barr 
 

Ο ιός Epstein-Barr παρεµβαίνει στην ογκοκατασταλτική TGFβ σηµατοδότηση και 

ο κύριος επαγωγέας αυτού του ανταγωνισµού, στα Β-λεµφοκύτταρα, είναι η LMP1 

πρωτεΐνη (Arvanitakis et al., 1995). Ωστόσο, µια πιο πρόσφατη µελέτη αµφισβητεί τον 

κρίσιµο ρόλο της LMP1 πρωτεΐνης στην καταστολή της TGFβ επαγώµενης αύξησης των 

Β-λεµφοκυττάρων. Προκειµένου να καθοριστεί η αλληλεπίδραση των LMP1 και TGFβ 

σηµατοδοτικών µονοπατιών σε µοριακό επίπεδο και να αναγνωριστεί ο µηχανισµός της 

αλληλεπίδρασης σε επιθηλιακά κύτταρα και ινοβλάστες, πραγµατοποιήθηκαν αναλύσεις 

µεταγραφικής δραστικότητας. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 23A ανθρώπινα εµβρυικά 

νεφρικά κύτταρα ΗΕΚ 293Τ επιµολύνθηκαν παροδικά µε πλασµίδιο αναφοράς το οποίο 

αποτελείται από το γονίδιο της λουσιφεράσης της πυγολαµπίδας (firefly luciferase) υπό 

τον έλεγχο ενός συνθετικού υποκινητή που αποτελείται από 12 θέσεις πρόσδεσης του 

µεταγραφικού παράγοντα Smad3, σε σύντηξη µε την ελάχιστη περιοχή του Ε1Β 

αδενοιικού υποκινητή. Σχηµατική αναπαράσταση του συνθετικού υποκινητή 

p(CAGA)12-E1B-luc φαίνεται στην Εικόνα 23B. Η µεταγραφική δραστικότητα του 

υποκινητή αυξήθηκε σηµαντικά (κατά 17.4 φορές) στα κύτταρα ΗΕΚ 293Τ όταν η 

επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε παρουσία 200 pM TGFβ. Η TGFβ επαγώµενη 

ενεργοποίηση του υποκινητή µειώθηκε στις 3 φορές (µείωση κατά 83%) µε την 

συνέκφραση της LMP1 πρωτεΐνης. Η καταστολή της TGFβ σηµατοδότησης από την 

LMP1 σε κύτταρα ΗΕΚ 293Τ επιβεβαιώθηκε µε την χρήση του συστατικά 

ενεργοποιηµένου υποδοχέα του TGFβ, ca-ALK5, ή µε χρήση των επαγωγέων της TGFβ 

σηµατοδότησης, Smad3 και Smad4 πρωτεϊνών. Ο ca-ALK5 ενεργοποίησε µεταγραφικά 

τον συνθετικό υποκινητή κατά 13.7 φορές ενώ η συνέκφραση της LMP1 µείωσε την 

ενεργοποίηση αυτή σε 1.8 φορές (µείωση κατά 87%). Οµοίως, οι Smad3 και Smad4 

πρωτεΐνες ενεργοποίησαν τον υποκινητή κατά 17.9 φορές και η συνέκφραση της LMP1 

µείωσε την ενεργοποίηση αυτή σε 4.6 φορές (µείωση κατά 75%). 
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Στην συνέχεια ελέγχθηκε η επίδραση της LMP1 πρωτεΐνης στην TGFβ 

σηµατοδότηση σε κύτταρα ινοβλαστών COS-7. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 24Α, ο ca-

ALK5 και οι Smad3 και Smad4 πρωτεΐνες ενεργοποιούν µεταγραφικά τον υποκινητή 

κατά 18 φορές περίπου, και η ενεργοποίηση αυτή µειώνεται στις 2.4 φορές (µείωση κατά 

85%), µε την υπερέκφραση της LMP1. Επιπλέον, η καταστολή της Smad3/4 επαγώµενης 

ενεργοποίησης του υποκινητή από την LMP1 πρωτεΐνη σε κύτταρα COS-7 είναι δοσο-

εξαρτώµενη, όπως υποδεικνύει η Εικόνα 24Β. Αρκούν 25 ng του φορέα έκφρασης της 

LMP1 πρωτεΐνης για να καταστείλουν αποτελεσµατικά την µεταγραφική δραστικότητα 

των Smad3/4 πρωτεϊνών.  

Συνολικά τα αποτελέσµατα των Εικόνων 23 και 24 υποδηλώνουν ότι η έκφραση 

της LMP1 πρωτεΐνης σε επιθηλιακά κύτταρα ή σε ινοβλάστες καταστέλει την TGFβ 

σηµατοδότηση και την Smad3/4 επαγώµενη ενεργοποίηση της µεταγραφής και συνεπώς, 

ότι η αλληλεπίδραση των δύο σηµατοδοτικών µονοπατιών είναι ανταγωνιστική.  

 

 

H LMP1 πρωτεΐνη καταστέλει την TGFβ επαγώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση 

των υποκινητών p21/WAF1/Cip-1 και Smad7 

 

H επίδραση της LMP1 πρωτεΐνης στην TGFβ σηµατοδότηση ελέγχθηκε περαιτέρω 

µε την χρήση δύο φυσικών και TGFβ επαγώµενων υποκινητών: του υποκινητή του 

ανθρώπινου γονιδίου αναστολής του κυτταρικού κύκλου p21/WAF1/Cip-1 και του 

υποκινητή του γονιδίου του ποντικού Smad7. Όπως δείχνει η Εικόνα 25Α, οι Smad3/4 

πρωτεΐνες ενεργοποιούν µεταγραφικά τον ανθρώπινο -2300/+8 p21 υποκινητή κατά 2.2 

φορές σε κύτταρα COS-7. Η συνέκφραση της LMP1 κατέστειλε την δραστικότητα των 

Smad3/4 κατά 91% και την βασική µεταγραφική δραστικότητα του υποκινητή κατά 

60%. Η υπερέκφραση Smad3/4 σε κύτταρα COS-7 ενεργοποίησε ισχυρά (κατά 7.2 

φορές) τον υποκινητή -4200/+110 Smad7 του ποντικού, όπως φαίνεται στην Εικόνα 

25Β. Η συνέκφραση της LMP1 κατέστειλε την δραστικότητα των Smad3/4 κατά 94% 

και την βασική µεταγραφική δραστικότητα του Smad7 υποκινητή κατά 50%.  

Τα αποτελέσµατα της Εικόνας 25 υποδηλώνουν ότι η LMP1 πρωτεΐνη είναι ένας 

ισχυρός καταστολέας της ενεργότητας των p21/WAF1/Cip-1 και Smad7 υποκινητών και 
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ότι η µεταγραφική ενεργοποίηση αυτών των υποκινητών από τις Smad3/4 πρωτεΐνες 

καταστέλεται πλήρως από την LMP1.  
 

 

 
 
Εικόνα 23. Η Λανθάνουσα Μεµβρανική Πρωτεΐνη 1, (Latent Membrane Protein 1, LMP1) 
του ιού Epstein-Barr καταστέλει την TGFβ σηµατόδοτηση και την Smad–επαγώµενη 
µεταγραφική ενεργότητα, σε κύτταρα ΗΕΚ 293Τ. Α. Ανθρώπινα εµβρυικά νεφρικά κύτταρα 
ΗΕΚ 293Τ επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12-E1B-Luc (1 µg) 
απουσία ή παρουσία του συνδέτη TGFβ (200 pM), ή παρουσία του TGFβ (200 pM) και του 
πλασµιδιακού φορέα έκφρασης της LMP1 σε ποσότητα 1 µg. Η προσθήκη του TGFβ έγινε 16 
ώρες µετά την επιµόλυνση και ακολούθησε επώαση των κυττάρων για 24 ακόµα ώρες. 
Εναλλακτικά, χρησιµοποιήθηκε ο φορέας έκφρασης του συστατικά ενεργοποιηµένου υποδοχέα 
ca-ALK5 (1 µg), ή των πρωτεϊνών 6myc-Smad3 και 6myc-Smad4 (1 µg από τον κάθε ένα), 
απουσία ή παρουσία του φορέα έκφρασης της LMP1 (1 µg), όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. 
Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση ) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή 
ραβδογράµµατος. Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία 
της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (1 µg), µε τον 
οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. B. Σχηµατική αναπαράσταση του συνθετικού 
υποκινητή p(CAGA)12-E1B-Luc που χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα και σε επόµενες αναλύσεις 
µεταγραφικής δραστικότητας. 
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Εικόνα 24. Η Λανθάνουσα Μεµβρανική Πρωτεΐνη 1, (Latent Membrane Protein 1, LMP1) 
του ιού Epstein-Barr καταστέλει την TGFβ σηµατόδοτηση και την Smad–επαγώµενη 
µεταγραφική ενεργότητα, σε κύτταρα COS-7. Α. Κύτταρα ινοβλαστών πιθήκου COS-7, 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12-E1B-Luc (1 µg) και τον φορέα 
έκφρασης του συστατικά ενεργοποιηµένου υποδοχέα ALK5 (1 µg), απουσία ή παρουσία του 
φορέα έκφρασης της LMP1 πρωτεΐνης (1 µg). Εναλλακτικά, αντί του ALK5, χρησιµοποιήθηκαν, 
οι φορείς έκφρασης των 6myc-Smad3 και 6myc-Smad4 πρωτεϊνών (σε ποσότητα 1 µg από τον 
κάθε ένα), απουσία ή παρουσία του φορέα έκφρασης της LMP1 πρωτεΐνης (1 µg), όπως 
υποδεικύεται στο γράφηµα. Β. Κύτταρα COS-7 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο 
αναφοράς p(CAGA)12-E1B-Luc (1 µg) και τους φορείς έκφρασης των 6myc-Smad3 και 6myc-
Smad4 πρωτεϊνών (σε ποσότητα 1 µg από τον κάθε ένα), απουσία ή παρουσία αυξανόµενων 
συγκεντρώσεων της LMP1 πρωτεΐνης, όπως υποδεικύεται στο γράφηµα. Α-Β. Η % δραστικότητα 
(+/- µέση απόκλιση) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος. Η 
κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-
γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (1 µg), µε τον οποίο 
επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
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Εικόνα 25. Η LMP1 πρωτεΐνη καταστέλει την Smad3/Smad4 επαγώµενη µεταγραφική 
ενεργοποίηση του p21/WAF1/Cip1 υποκινητή του ανθρώπου και του Smad7 υποκινητή του 
ποντικού. Α. Κύτταρα COS-7 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς που εκφράζει 
τον συνθετικό υποκινητή (-2.300/+8) p21-luc (1 µg) και τους πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης 
των 6myc-Smad3, 6myc-Smad4 και LMP1 σε ποσότητα 1 µg από τον κάθε ένα και στους 
συνδυασµούς που υποδεικνύονται στο γράφηµα. Β. Κύτταρα COS-7 επιµολύνθηκαν παροδικά µε 
το πλασµίδιο αναφοράς που εκφράζει τον συνθετικό υποκινητή (-4.200/+110) Smad7-luc. Α-Β. 
Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή 
ραβδογράµµατος και αποτελεί τη µέση τιµή τουλάχιστον δύο ανεξάρτητων πειραµάτων που 
πραγµατοποιήθηκαν εις διπλούν. Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε 
την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal 
(1 µg), µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
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Μια µεταλλαγµένη, µη αποικοδοµήσιµη µορφή του ΙκΒ αναστέλλει την 

κατασταλτική δράση της LMP1 πρωτεΐνης στο σηµατοδοτικό µονοπάτι του TGFβ  

 

Προκειµένου να εκτιµηθεί η συνεισφορά του µεταγραφικού παράγοντα NF-kB 

στον µηχανισµό της LMP1 επαγώµενης καταστολής της TGFβ σηµατοδότησης, κύτταρα 

ΗΕΚ 293Τ και COS-7 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12-

E1B-luc και τον φορέα έκφρασης του συστατικά ενεργοποιηµένου υποδοχέα ca-ALK5, 

απουσία ή παρουσία της πρωετΐνης LMP1 και µιας µη αποικοδοµήσιµης µορφής του ΙκΒ 

(ΙκΒ-ND), η οποία είναι γνωστό ότι καταστέλλει το µονοπάτι του NF-kB, κρατώντας 

αυτόν τον µεταγραφικό παράγοντα στο κυτταρόπλασµα. Όπως φαίνεται στις Εικόνες 26 

Α και Β, η πρωτεΐνη ca-ALK5 ενεργοποίησε τον συνθετικό υποκινητή (CAGA)12  κατά 

13.7 και 11.4 φορές στα κύτταρα ΗΕΚ 293Τ και COS-7 αντίστοιχα, ενώ η συνέκφραση 

της LMP1 στις δύο κυτταρικές σειρές κατέστειλε δραστικά την µεταγραφική 

δραστικότητα του ca-ALK5 κατά 58.6% και 110.5% φορές, αντίστοιχα. Η υπερέκφραση 

της ΙκΒ-ND ανέστειλε την LMP1 επαγώµενη καταστολή της µεταγραφικής 

δραστικότητας του ca-ALK5 (ενεργοποίηση κατά 12.4 και 11.4 φορές στα ΗΕΚ 293Τ 

και COS-7 κύτταρα, αντίστοιχα).  

Η αποτελεσµατικότητα της ΙκΒ-ND µορφής στην καταστολή της NF-kB 

ενεργότητας εκτιµήθηκε στα κύτταρα COS-7 που επιµολύνθηκαν παροδικά µε το 

πλασµίδιο αναφοράς p(3XkB-L). Ο συνθετικός υποκινητής που εκφράζεται από αυτό το 

πλασµίδιο περιέχει τρεις θέσεις πρόσδεσης του NF-kB παράγοντα και ελέγχει την 

µεταγραφή του γονιδίου της λουσιφεράσης. Η έκφραση της LMP1 πρωτεΐνης επάγει την 

µεταγραφική ενεργοποίηση αυτού του συνθετικού υποκινητή κατά 8.6 φορές, όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 26Γ. Η µεταλλαγµένη ΙκΒ-ND κατέστειλε πλήρως την LMP1 

επαγώµενη δραστικότητα του υποκινητή. Αντιθέτως, η χρήση ενός ειδικού καταστολέα 

της p38 MAP κινάσης (SB 203580) ή της MEK κινάσης (PD 98059) δεν µπόρεσε να 

αναστείλει την κατασταλτική δράση της LMP1 στην TGFβ σηµατοδότηση που επάγεται 

από τον ca-ALK5, όπως καταδεικνύεται στην Εικόνα 26∆. 

Συνεπώς, τα αποτελέσµατα της Εικόνας 26 υποδηλώνουν ότι η καταστολή της 

TGFβ σηµατοδότησης από την LMP1 πρωτεΐνη, επάγεται από ένα σηµατοδοτικό 

µονοπάτι που οδηγεί στην ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα NF-kB.  
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Εικόνα 26. Η LMP1 πρωτεΐνη καταστέλει την TGFβ σηµατοδότηση µέσω ενεργοποίησης 
του NF-kB. Α-Β. Κύτταρα ΗEK 293Τ (Α) ή κύτταρα COS-7 (B), επιµολύνθηκαν παροδικά µε 
τον φορέα έκφρασης του συνθετικού υπικινητή (CAGA)12-E1B-Luc (0.5 µg) και τον φορέα 
έκφρασης του συστατικά ενεργοποιηµένου υποδοχέα ALK5 (0.5 µg), απουσία ή παρουσία του 
φορέα έκφρασης της LMP1 πρωτεΐνης (0.5 µg) και της µεταλλαγµένης µορφής IkB-ND (1 µg) 
στους συνδυασµούς που υποδεικνύονται στο γράφηµα. Γ. Κύτταρα COS-7 εποµολύνθηκαν 
παροδικά µε τον φορέα έκφρασης του συνθετικού υποκινητή p(3XkB)-luc (1 µg) και τους φορείς 
έκφρασης των LMP1 (0.5 µg) και IkB-ND (1 µg) στους συνδυασµούς που υποδεικνύονται στο 
γράφηµα. ∆. Κύτταρα COS-7 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12-
E1B-Luc (1 µg) και τον φορέα έκφρασης της LMP1 (0.5 µg) πρωτεΐνης, απουσία η παρουσία του 
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αναστολέα SB 203580 της p38 MAP κινάσης, ή του αναστολέα PD 98059 της MEK κινάσης, 
όπως φαίνεται στο γράφηµα. Α-∆. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του ενζύµου της 
λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος και αποτελεί τη µέση τιµή τουλάχιστον δύο 
ανεξάρτητων πειραµάτων που πραγµατοποιήθηκαν εις διπλούν. Η κανονικοποίηση της 
ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται 
από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (1 µg), µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που 
αναλύθηκε. 
 
 
Μία από τις CTAR1/TES1 και CTAR2/TES2 περιοχές αρκεί για την LMP1 

επαγώµενη καταστολή της TGFβ σηµατοδότησης  

 

Προκειµένου να καθοριστεί η συνεισφορά κάθε µιας από τις CTAR/TES περιοχές 

της LMP1 πρωτεΐνης στον µηχανισµό καταστολής της TGFβ σηµατοδότησης, 

χρησιµοποιήθηκαν οι τρεις ελλειµµατικές µορφές της LMP1 που παριστάνονται 

σχηµατικά στην Εικόνα 27Α. Η µεταλλαγµένη LMP1 (1-187) στερείται και των δύο 

CTAR/TES περιοχών, η LMP1 (1-231) στερείται της αµινοξικής περιοχής 232-386 που 

περιέχει την CTAR2/TES2 περιοχή, αλλά διατηρεί την CTAR1/TES1 περιοχή, ενώ η 

LMP1 (∆188-351) περιέχει µια εσωτερική απαλοιφή των αµινοξέων 188-351 που 

αποµακρύνει την CTAR1/TES1 περιοχή, αλλά διατηρεί την CTAR2/TES2 περιοχή. 

Αυτές οι ελλειµµατικές µορφές της LMP1 πρωτεΐνης εκφράστηκαν σε κύτταρα COS-7 

σε επίπεδα ίδια ή µεγαλύτερα µε την αγρίου τύπου LMP1 πρωτεΐνη, όπως φαίνεται στην 

Εικόνα 27Β. Το πείραµα ανοσοαποτύπωσης πραγµατοποιήθηκε µε χρήση αντισώµατος 

έναντι του επίτοπου Flag που φέρουν οι LMP1, LMP1 (1-231) και LMP1 (∆188-351) 

πρωτεΐνες, ή µε χρήση αντισώµατος έναντι του Ν-τελικού άκρου της LMP1 για τον 

εντοπισµό της LMP1 (1-187) πρωτεΐνης.  

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 27Γ, η LMP1 (1-187) είναι αναποτελεσµατική στην 

καταστολή της µεταγραφικής ενεργοποίησης του συνθετικού υποκινητή p(CAGA)12-

E!B-luc που προκαλεί ο ca-ALK5 (22% καταστολή σε σχέση µε την 100% καταστολή 

που προκαλεί η αγρίου τύπου LMP1), σε κύτταρα COS-7. Αντιθέτως, τόσο η LMP1 (1-

231), όσο και η LMP1 (∆188-351) πρωτεΐνη καταστέλλουν αποτελεσµατικά την ca-

ALK5 σηµατοδότηση, και η καταστολή αυτή όπως και εκείνη που προκαλεί η αγρίου 

τύπου LMP1, εξουδετερώνεται από την συνέκφραση της µεταλλαγµένης IkB-ND. 

Η µεταγραφική δραστικότητα των παραπάνω ελλειµµατικών µορφών της LMP1 

ελέγχθηκε µε ένα παράλληλο πείραµα µεταγραφικής ενεργοποίησης που 
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πραγµατοποιήθηκε σε κύτταρα COS-7, που επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο 

αναφοράς p(3XkB-L), το οποίο φέρει τρεις θέσεις πρόσδεσης του µεταγραφικού 

παράγοντα NF-kB. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 27∆, η αγρίου τύπου LMP1 ενεργοποιεί 

τον υποκινητή κατά 8.7 φορές, η απαλοιφή της CTAR2/TES2 περιοχής (LMP1 1-231) 

µειώνει την ενεργοποίηση στις 4.2 φορές (µείωση κατά 52%), και η απαλοιφή της 

CTAR1/TES1 περιοχής (LMP1 ∆188-351) µειώνει την ενεργοποίηση στις 6.5 φορές 

(µείωση κατά 25%). Τέλος, η απαλοιφή και των δύο CTAR1/TES1 και CTAR2/TES2 

περιοχών µειώνει την ενεργοποίηση του συνθετικού υποκινητή στις 1.9 φορές (µείωση 

κατά 78%). Σε όλες τις περιπτώσεις η συνέκφραση της IkB-ND µεταλλαγµένης µορφής, 

αναστέλει την ενεργοποίηση του 3XkB-L υποκινητή, τόσο από την αγρίου τύπου, όσο 

και από τις µεταλλαγµένες µορφές της LMP1 πρωτεΐνης.  

Τα αποτελέσµατα της Εικόνας 27 υποδηλώνουν ότι τουλάχιστον η µία από τις δύο 

C-τερµατικές κυτταροπλασµατικές περιοχές της LMP1 πρωτεΐνης που ενεργοποιούν τον 

NF-kB µεταγραφικό παράγοντα, αρκεί για την αποτελεσµατική καταστολή της TGFβ 

σηµατοδότησης. 
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Εικόνα 27. Απαλοιφή µιας εκ των δύο CTAR/TES περιοχών της LMP1 πρωτεΐνης δεν 
επηρεάζει την ικανότητά της να καταστέλλει την TGFβ σηµατοδότηση. A. Σχηµατική 
αναπαράσταση των µεταλλαγµένων µορφών της LMP1 πρωτεΐνης που χρησιµοποιήθηκαν στις 
αναλύσεις µεταγραφικής δραστικότητας που περιγράφονται στα Γ και ∆. Β. Ανάλυση των 
επιπέδων έκφρασης της αγρίου τύπου και µεταλλαγµένων µορφών της LMP1 πρωτεΐνης. 
Κύτταρα COS-7 επιµολύνθηκαν παροδικά µε ποσότητα 5 µg από τον φορέα έκφρασης της 
αγρίου τύπου Flag LMP1, της Flag LMP1 (1-231), της Flag LMP1 (∆188-351), ή της LMP1 (1-
187), όπως υποδεικνύεται στο πάνω µέρος της εικόνας. 40 ώρες µετά την επιµόλυνση, τα 
κύτταρα λύθηκαν και αναλύθηκε η έκφραση των µορφών της LMP1 µε SDS/PAGE 
ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 12.5%. Ακολούθησε µεταφορά των πρωτεϊνών 
σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και ανάλυση ανοσοαποτύπωσης µε χρήση αντισώµατος έναντι του 
επίτοπου Flag (mouse anti-Flag) ή έναντι του Ν-τελικού άκρου της LMP1 (EBV.OT22CN), όπως 
υποδεικνύεται στην εικόνα. Στην συνέχεια, χρησιµοποιήθηκε δευτερεύον anti-mouse-HRP 
αντίσωµα και το σύστηµα ενισχυµένου χηµειοφωσφορισµού (ECL). Η θέση της αγρίου τύπου 
LMP1 πρωτεΐνης και των µεταλλαγµένων µορφών της, υποδεικνύονται µε βέλη. Γ. Κύτταρα 
COS-7 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12-E1B-Luc (0.5 µg), τον 
φορέα έκφρασης του συστατικά ενεργοποιηµένου υποδοχέα ca-ALK5 (0.5 µg) και της αγρίου 
τύπου LMP1 πρωτεΐνης, ή των µεταλλαγµένων µορφών LMP1 (1-187), LMP1 (1-231) και LMP1 
(∆188-351), σε ποσότητα 0.5 µg. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία η παρουσία του 
φορέα έκφρασης της IkB-ND (1 µg), όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. ∆. Κύτταρα COS-7 
εποµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς p(3XkB)-luc (1 µg ) και τον φορέα 
έκφρασης της αγρίου τύπου LMP1 πρωτεΐνης, ή των µεταλλαγµένων µορφών LMP1 (1-187), 
LMP1 (1-231) και LMP1 (∆188-351), σε ποσότητα 0.5 µg. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε 
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απουσία η παρουσία του φορέα έκφρασης της IkB-ND (1 µg), όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. 
Γ-∆. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό 
µορφή ραβδογράµµατος και αποτελεί τη µέση τιµή τουλάχιστον δύο ανεξάρτητων πειραµάτων 
που πραγµατοποίηθηκαν εις διπλούν. Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε 
µε την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-
gal (1 µg), µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
 

 

Καταστολή της TGFβ σηµατοδότησης και της Smad-επαγώµενης ενεργοποίησης 

της µεταγραφής από τους µεταγωγείς της LMP1 σηµατοδότησης 

 

Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως και δείχνεται στην Εικόνα 28, η ενεργοποίηση του 

παράγοντα NF-kB από τις περιοχές CTAR1/TES1 και CTAR2/TES2 της LMP1 

πρωτεΐνης, είναι πιθανόν να επάγεται από την άµεση ή έµµεση πρόσδεση της TRAF2 

στις προαναφερθείσες περιοχές και την επακόλουθη ενεργοποίηση της κινάσης ΝΙΚ ή 

άλλης ΜΑΡΚΚΚ και του συµπλόκου των ΙκΒ κινασών (ΙκΚα, ΙκΚβ). Στην Εικόνα 29Α 

και Β δείχνεται η επίδραση των µεταγωγέων της LMP1 σηµατοδότησης, NIK, TRAF2 

και IκKb, στην Smad3/4 και TGFβ επαγώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση του 

συνθετικού υποκινητή (CAGA)12-E1B-luc σε κύτταρα COS-7 και HepG2. Η 

υπερέκφραση των TRAF2, ΝΙΚ και ΙΚΚβ σε κύτταρα COS-7 µαζί µε την έκφραση των 

Smad3/4 κατέστειλε πλήρως την µεταγραφική ενεργοποίηση του υποκινητή (CAGA)12-

E1B-luc από τις Smad πρωτεΐνες (92-97% µείωση). Αντίθετα, η υπερέκφραση των 

αρνητικώς επικρατούντων µορφών αυτών των µεταγωγέων σε κύτταρα HepG2 (TRAF2-

DN, NIK-DN και IkKB-DN), είχε ως αποτέλεσµα την σηµαντική ενίσχυση της TGFβ 

επαγώµενης µεταγραφικής ενεργοποίησης του (CAGA)12-E1B-luc υποκινητή, όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 29Β. Η ενεργοποίηση του συνθετικού υποκινητή από τον TGFβ, 

ενισχύθηκε κατά 3.5, 4 και 1.9 φορές από την συνέκφραση των TRAF2-DN, NIK-DN 

και IKKb-DN, αντίστοιχα. Τα αποτελέσµατα αυτά υποδηλώνουν ότι η ενεργότητα του 

ενδογενούς NF-kB µεταγραφικού παράγοντα, δρά αρνητικά στην TGFβ σηµατοδότηση.  

Ελέγχθηκε επίσης αν η έκφραση των Smad3 και Smad4 πρωτεϊνών επηρεάζεται 

από την συνέκφραση των IKKβ, NIK και TRAF2 πρωτεϊνών. Για τον σκοπό αυτό 

πραγµατοποιήθηκε πείραµα ανοσοαποτύπωσης πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων κυττάρων 

COS-7 που επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους φορείς έκφρασης των προαναφερθέντων 

πρωτεϊνών. Για την ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα έναντι του επίτοπου 
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myc που φέρουν οι Smad3 και Smad4 πρωτεΐνες. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 29Γ, η 

έκφραση των Smad3 και Smad4 πρωτεϊνών δεν επηρεάζεται από την συνέκφραση της 

IKKβ, NIK ή TRAF2 πρωτεΐνης, και συνεπώς η καταστολή της µεταγραφικής 

δραστικότητας που προκαλεί αυτή η συνέκφραση δεν οφείλεται σε αποικοδόµηση των 

Smad3 και Smad4 πρωτεϊνών.  

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της Εικόνας 29, η καταστολή της TGFβ 

σηµατοδότησης και της Smad µεταγραφικής ενεργότητας από την LMP1 πρωτεΐνη, 

προκαλείται µέσω ενεργοποίησης του NF-kB από την LMP1, η οποία διαµεσολαβείται 

από τις πρωτεΐνες TRAF2, NIK και IkKB. 

 
 

Η καταστολή της TGFβ σηµατοδότησης και της Smad µεταγραφικής ενεργότητας 

από τον NF-kB αναστέλλεται από την απαλοιφή της C-τερµατικής περιοχής της 

υποµονάδας p65 (αµινοξέα 496-551) 

 

Προκειµένου να µελετηθεί περαιτέρω ο µηχανισµός της καταστολής της TGFβ 

σηµατοδότησης από τον µεταγραφικό παράγοντα NF-kB, κύτταρα COS-7 

επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς του συνθετικού υποκινητή 

(CAGA)12-E1B-luc και τους φορείς έκφρασης του ca-ALK5 υποδοχέα και των 

υποµονάδων p50 και p65 του NF-kB. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 30Α, η υπερέκφραση 

της υποµονάδας p65 του NF-kB από µόνη της καταστέλλει την µεταγραφική ενεργότητα 

του ca-ALK5, σε κύτταρα COS-7. Αντίθετα, η υποµονάδα p50 και η ελλειµµατική 

µορφή της υποµονάδας p65 που στερείται της C-τερµατικής αµινοξικής περιοχής 496-

551 (p65 ∆C) δεν καταστέλλουν το σηµατοδοτικό µονοπάτι που ενεργοποιείται από τον 

ca-ALK5 υποδοχέα. 

Επιπρόσθετα, η υποµονάδα p65 καταστέλλει την Smad3/4 επαγώµενη 

ενεργοποίηση του (CAGA)12-E1B-luc υποκινητή, ενώ υποµονάδα p50 και η 

µεταλλαγµένη p65 ∆C δεν επιφέρουν αυτήν την καταστολή, σε κύτταρα COS-7, όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 30Β. Επίσης, η υβριδική πρωτεΐνη p50/p65 που αποτελείται από 

την Ν-τερµατική, Rel περιοχή της υποµονάδας p50 και την C-τερµατική περιοχή 
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µεταγραφικής δραστικότητας της υποµονάδας p65, καταστέλλει αποτελεσµατικά την 

Smad3/4 επαγώµενη ενεργοποίηση του (CAGA)12-E1B-luc υποκινητή (Εικόνα 30Β). 

Η µεταγραφική δραστικότητα των p50, p65, p65 ∆C και p50/p65 ελέγχθηκε σε 

κύτταρα COS-7, που επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς p(3XkB-L). 

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 30Γ η p65 και η υβριδική p50/p65 πρωτεΐνη ενεργοποίησαν 

ισχυρά την µεταγραφή από τον 3XkB-L υποκινητή, κατά 43 και 37 φορές αντίστοιχα, 

όπως αναµενόταν. Αντιθέτως, η υποµονάδα p50 και η µεταλλαγµένη p65 ∆C δεν ήταν 

ικανές να ενεργοποιήσουν µεταγραφικά τον 3XkB-L υποκινητή.  

Συµπερασµατικά, τα αποτελέσµατα της Εικόνας 30 υποδεικνύουν ότι η καταστολή 

της TGFβ σηµατοδότησης και της λειτουργίας των Smad πρωτεϊνών από την LMP1 

φαίνεται ότι διαµεσολαβείται από την p65/RelΑ υποµονάδα του NF-kB και ότι η C-

τερµατική περιοχή της p65/RelΑ (αµινοξέα 469-551), που αποτελεί τµήµα της περιοχής 

µεταγραφικής δραστικότητας της p65/RelΑ πρωτεΐνης, είναι σηµαντική για την 

παρατηρούµενη καταστολή.  

 

 

Καταστολή της µεταγραφικής δραστικότητας της πρωτεΐνης GAL4-Smad3 από τις 

LMP1 και p65  

 

Προκειµένου να ελεγχθεί εάν η πρόσδεση των Smad πρωτεϊνών στο DNA είναι 

απαραίτητη για τον µηχανισµό καταστολής της µεταγραφικής τους δραστικότητας από 

την LMP1, χρησιµοποιήθηκε το ετερόλογο σύστηµα GAL4. Για τον σκοπό αυτό, 

κατασκευάστηκε µια υβριδική Smad3 πρωτεΐνη που έφερε στο Ν-τελικό άκρο της την 

περιοχή πρόσδεσης στο DNA του µεταγραφικού παράγοντα GAL4 (αµινοξέα 1-147) του 

σακχαροµύκητα. Για τις ανάγκες του πειράµατος, χρησιµοποιήθηκε ο συνθετικός 

υποκινητής pG5-E1B-luc, ο οποίος φέρει 5 διαδοχικές θέσεις πρόσδεσης του GAL4 

(Εικόνα 31Α). Όπως φαίνεται στην Εικόνα 31Β, η παροδική επιµόλυνση των κυττάρων 

COS-7 µε τον φορέα έκφρασης της πρωτεΐνης GAL4 δεν ενεργοποίησε µεταγραφικά τον 

pG5-E1B-luc υποκινητή, ενώ η έκφραση της GAL4-Smad3 πρωτεΐνης προκάλεσε 

ενεργοποίηση κατά 7.7 φορές. Αυτή η µεταγραφική δραστικότητα κατεστάλη πλήρως 

από την συνέκφραση της LMP1 ή της p65 πρωτεΐνης. Επιπλέον, η καταστολή της 
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µεταγραφικής ενεργότητας της GAL4-Smad3, που προκλήθηκε από την LMP1 ανεστάλη 

από την συνέκφραση της IkB-ND πρωτεΐνης, η οποία, όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, 

καταστέλλει την LMP1 σηµατοδότηση µέσω του NF-kB µεταγραφικού παράγοντα.  

Συµπερασµατικά, τα αποτελέσµατα της Εικόνας 31 δείχνουν ότι η LMP1 

καταστέλλει την µεταγραφική δραστικότητα της Smad3 πρωτεΐνης ακόµη και όταν η 

τελευταία στρατολογείται στο DNA µέσω µιας ετερόλογης περιοχής πρόσδεσης στο 

DNA, όπως αυτή του µεταγραφικού παράγοντα GAL4. 

 

 

Η LMP1 πρωτεΐνη δεν επηρεάζει τον πυρηνικό εντοπισµό των Smad πρωτεϊνών 

 

Προκειµένου να διερευνηθεί αν η LMP1 πρωτεΐνη καταστέλει την µεταγραφική 

δραστικότητα της Smad3, αλλάζοντας την υποκυττάρια κατανοµή της τελευταίας, 

πραγµατοποιήθηκε πείραµα ανοσοφθορισµού. Κύτταρα COS-7 επιµολύνθηκαν παροδικά 

µε έναν φορέα έκφρασης της Smad3 συζευγµένης στο Ν-τελικό της άκρο µε την πράσινη 

φθορίζουσα πρωτεΐνη (Green Fluorescence Protein, GFP-Smad3), απουσία ή παρουσία 

του φορέα έκφρασης της αγρίου τύπου LMP1 ή της µεταλλαγµένης, LMP1 (1-231). 

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 32Α, η GFP-Smad3 εντοπίζεται, µε άµεσο ανοσοφθορισµό, 

αποκλειστικά στον πυρήνα. Αυτός ο πυρηνικός εντοπισµός, δεν άλλαξε από την 

συνέκφραση της Flag-LMP1, όπως δείχνει η Εικόνα 32Β. Η Flag-LMP1 εντοπίζεται, µε 

έµµεσο ανοσοφθορισµό (κόκκινο χρώµα), στην περιοχή γύρω από τον πυρήνα και 

γενικότερα στις ενδοκυττάριες µεµβράνες, σύµφωνα µε την Εικόνα 32Γ. Η συνέκφραση 

των δύο πρωτεϊνών στο ίδιο κύτταρο επιβεβαιώθηκε µε αλληλοεπικάλυψη των εικόνων 

Β και Γ στην Εικόνα 32∆, όπου φάνηκε επίσης η έλλειψη συνεντοπισµού των δύο 

πρωτεϊνών. Το ίδιο πρότυπο παρατηρήθηκε όταν µε την GFP-Smad3 συνεκφράστηκε η 

ελλειµµατική LMP1 (1-231) πρωτεΐνη, όπως φαίνεται στις Εικόνες 32 Ε-ΣΤ. Τα 

αποτελέσµατα αυτά υποδηλώνουν ότι η LMP1 δεν επηρεάζει την υποκυττάρια κατανοµή 

της Smad3 πρωτεΐνης σε κύτταρα COS-7 που συνεκφράζουν τις LMP1 και Smad3, αλλά 

καταστέλλει την µεταγραφική της δραστικότητα µε άλλον, άγνωστο µέχρι στιγµής 

µηχανισµό.  

 

 133



 

 

 
 

Eικόνα 28. Το σηµατοδοτικό µονοπάτι της πρωτεΐνης LMP1. Το µονοπάτι αυτό οδηγεί 
στην ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα NF-kB µέσω των περιοχών CTAR1 και 
CTAR2 της LMP1 και των κινασών NIK και IκKα,β. 
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Εικόνα 29. Οι µεταγωγείς TRAF2, NIK και IKKβ της LMP1 σηµατοδότησης καταστέλλουν 
την TGFβ σηµατοδότηση και την Smad3/Smad4 µεταγραφική δραστικότητα. Α. Κύτταρα 
COS-7 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12-E1B-Luc (1 µg) και τους φορείς 
έκφρασης των 6myc-Smad3 (1 µg) και 6myc-Smad4 (1 µg), απουσία ή παρουσία των φορέων έκφρασης 
της TRAF2, της NIK ή της IKKβ πρωτεΐνης, σε ποσότητα 1 µg από τον κάθε ένα, όπως υποδεικνύεται στο 
γράφηµα. Β. Ανθρώπινα ηπατικά κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς 
p(CAGA)12-E1B-Luc (1 µg) και τους φορείς έκφρασης των TRAF2, NIK ή IKKβ πρωτεϊνών (1 µg από τον 
κάθε ένα), όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του 
συνδέτη TGFβ (200 pM), 16 ώρες µετά την επιµόλυνση και ακολούθησε επώαση των κυττάρων για 24 
ακόµα ώρες. Α-Β. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό 
µορφή ραβδογράµµατος και αποτελεί τη µέση τιµή τουλάχιστον δύο ανεξάρτητων πειραµάτων που 
πραγµατοποίηθηκαν εις διπλούν. Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την 
δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης, όπως περιγράφεται προηγουµένως. Γ. Ανάλυση των επιπέδων 
έκφρασης των 6myc-Smad3 και 6myc-Smad4, απουσία ή παρουσία των φορέων έκφρασης της LMP1, 
TRAF2, NIK ή της IKKβ πρωτεΐνης. Kύτταρα COS-7 επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους πλασµιδιακούς 
φορείς pcDNA-6myc-Smad3 (2 µg) και pcDNA3-6myc-Smad4 (2 µg), απουσία ή παρουσία 2 µg από τον 
πλασµιδιακό φορέα pcDNA-LMP1, pcDNA-Flag-IKKβ, pcDNA-Flag-NIK pcDNA-Flag-TRAF2, όπως 
υποδεικνύεται στην εικόνα. Αναλύθηκε η έκφραση των 6myc-Smad3 και 6myc-Smad4 µε SDS/PAGE 
ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 12.5%. Ηανάλυση ανοσοαποτύπωσης έγινε µε χρήση 
αντισώµατος έναντι του επίτοπου myc που φέρουν (mouse anti-myc, 1:5000). Η θέση των 6myc-Smad3 
και 6myc-Smad4 πρωτεϊνών υποδεικνύεται µε βέλη.  
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Εικόνα 30. Η p65/RelA υποµονάδα, αλλά όχι η p50 υποµονάδα του NF-kB καταστέλει την 
TGFβ σηµατοδότηση και την Smad3/Smad4 µεταγραφική δραστικότητα. Α. Κύτταρα COS-7 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12-E1B-Luc (0.5 µg) και τον φορέα 
έκφρασης του συστατικά ενεργοποιηµένου υποδοχέα ca-ALK5 (0.5 µg). Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε 
απουσία ή παρουσία 1 µg από κάθε έναν από τους φορείς έκφρασης των p50, p65 ή p65 ∆C, όπως 
υποδεικνύεται στο γράφηµα. Β. Κύτταρα COS-7 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς 
p(CAGA)12-E1B-Luc (0.5 µg) και τους φορείς έκφρασης των 6myc-Smad3 και 6myc-Smad4 σε ποσότητα 
0.5 µg από τον κάθε ένα και στους συνδυασµούς που υποδεικνύονται στο γράφηµα. Η επιµόλυνση 
πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία 1 µg από κάθε έναν από τους φορείς έκφρασης των p50, p65, p65 
∆C ή p50/p65, όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. Γ. Κύτταρα COS-7 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το 
πλασµίδιο αναφοράς p(3XkB)-luc (1 µg ) και τους φορείς έκφρασης των p50, p65, p65 ∆C ή p50/p65 σε 
ποσότητα 1 µg από τον κάθε ένα, όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. Α-Γ. Η % δραστικότητα (+/- µέση 
απόκλιση) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος και αποτελεί τη µέση 
τιµή τουλάχιστον δύο ανεξάρτητων πειραµάτων που πραγµατοποιήθηκαν εις διπλούν. Η κανονικοποίηση 
της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης όπως περιγράφηκε 
προηγουµένως. 
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Εικόνα 31. Η LMP1 και η p65/RelA καταστέλουν την µεταγραφική δραστικότητα της 
GAL4-Smad3 σε κύτταρα COS-7. Α. Σχηµατική αναπαράσταση του πλασµιδίου αναφοράς 
pG5B-luc που χρησιµοποιήθηκε στις αναλύσεις µεταγραφικής δραστικότητας που περιγράφονται 
στο Β και σε επόµενα πειράµατα. Β. Κύτταρα COS-7 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο 
αναφοράς pG5B-luc (1 µg) και τους φορείς έκφρασης των πρωτεϊνών GAL4 ή GAL4-Smad3 σε 
ποσότητα 1 µg από τον κάθε ένα. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία των 
φορέων έκφρασης των LMP1 (0.5 µg), p65 (1 µg) ή/και IkB-ND (1 µg), όπως φαίνεται στο 
γράφηµα. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό 
µορφή ραβδογράµµατος και αποτελεί τη µέση τιµή τουλάχιστον δύο ανεξάρτητων πειραµάτων 
που πραγµατοποιήθηκαν εις διπλούν. Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε 
µε την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-
gal (1 µg), µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
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Εικόνα 32. Η LMP1 πρωτεΐνη δεν επηρεάζει την υποκυττάρια κατανοµή της Smad3 
πρωτεΐνης. Κύτταρα COS-7 επιµολύνθηκαν παροδικά µε τον πλασµιδιακό φορέα pGFP-Smad3 
(1 g) ο οποίος εκφράζει την Smad3 σε σύζευξη µε την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη. Η 
επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του φορέα της Flag-LMP1 (1 g) (Α-∆), ή 
της Flag-LMP1 1-231 (1g) (Ε-Ζ), όπως υποδεικνύεται στις εικόνες. Η ανίχνευση της GFP-Smad3 
και των Flag-LMP1, Flag-LMP1 1-231 έγινε άµεσα ή έµµεσα µε µικροσκοπία ανοσοφθορισµού, 
όπως περιγράφεται στα Υλικά και Μέθοδοι. 
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Ο συνενεργοποιητής p300 ενισχύει την µεταγραφική ενεργοποίηση που επάγεται 

από την TGFβ και την LMP1 σηµατοδότηση και εξουδετερώνει την κατασταλτική 

δράση της LMP1 στο µονοπάτι του TGFβ 

 

Τα σηµατοδοτικά µονοπάτια του TGFβ και της LMP1 είναι πιθανό να συναντώνται 

και να ανταγωνίζονται στην περιοχή του πυρήνα για κοινούς συνενεργοποιητές, 

αναγκαίους για την µεταγραφική δραστικότητα της Smad3 και p65 πρωτεΐνης 

(φαινόµενο squelching). Είναι γνωστό ότι η ΜΗ2 περιοχή της Smad3 αλληλεπιδρά µε 

την C-τερµατική περιοχή των συνενεργοποιητών p300/CBP. Είναι επίσης γνωστό ότι η 

C-τερµατική, και µεταγραφικά ενεργή, περιοχή της p65 αλληλεπιδρά µε την Ν-τερµατική 

περιοχή των συνενεργοποιητών p300/CBP. Τα χαµηλά επίπεδα των p300/CBP στα 

κύτταρα είναι πιθανόν να είναι ανεπαρκή για την µεταγραφική δραστικότητα και της 

Smad3 και της p65, οπότε η χρησιµοποίηση των συνενεργοποιητών από την µία 

πρωτεΐνη να αναστέλλει τη δυνατότητα χρησιµοποίησης από την άλλη.  

Προκειµένου να διερευνηθεί η προηγούµενη υπόθεση, πραγµατοποιήθηκαν 

πειράµατα µεταγραφικής ενεργοποίησης. Για τον σκοπό αυτό, ανθρώπινα ηπατικά 

κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12-E1B-

luc, όπως φαίνεται στην Εικόνα 33Α. Ο συνδέτης TGFβ ενεργοποίησε µεταγραφικά τον 

συνθετικό αυτό υποκινητή κατά 330 φορές, µέσω ενεργοποίησης των ενδογενών Smad 

πρωτεϊνών. Η υπερέκφραση αυξανώµενων συγκεντρώσεων του συνενεργοποιητή p300, 

προκάλεσε περαιτέρω αύξηση της µεταγραφικής ενεργότητας από τον TGFβ, (µέγιστη 

ενεργοποίηση κατά 1500 φορές περίπου). Η συνέκφραση της LMP1 πρωτεΐνης 

προκάλεσε περίπου 50% µείωση της µεταγραφικής δραστικότητας που επάγεται από τον 

TGFβ και τον p300 (ενεργοποίηση κατά 700 φορές). Αντίστοιχη µείωση, κατά 50% 

περίπου, προκάλεσε η έκφραση της LMP1 στην µεταγραφική ενεργοποίηση του 

υποκινητή από τον TGFβ.  

Στην συνέχεια ελέγχθηκε η πιθανή ενίσχυση της µεταγραφικής δραστικότητας της 

LMP1 από τον συνενεργοποιητή p300. Για τον σκοπό αυτό, κύτταρα HepG2 

επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς p(3XkB-L) και τον φορέα της 

LMP1, παρουσία ή απουσία του p300. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 33Β, η LMP1 

αύξησε την δραστικότητα του υποκινητή 3XkB-L κατά 3.1 φορές. Η συνέκφραση του 
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συνενεργοποιητή p300 προκάλεσε περαιτέρω αύξηση αυτής της δραστικότητας κατά 

42% (ενεργοποίηση κατά 5.4 φορές). Ο συνενεργοποιητής p300 από µόνος του δεν 

ενεργοποίησε µεταγραφικά τον συνθετικό υποκινητή,ενώ η συνέκφραση της LMP1 και 

της ογκοπρωτεΐνης Ε1Α κατέστειλε την µεταγραφική ενεργότητα της LMP1, πιθανότατα 

λόγω της ικανότητάς της να δεσµεύει τα ενδογενή µόρια του p300, όπως έχει περιγραφεί 

προηγουµένως. Εποµένως, από τα αποτελέσµατα της Εικόνας 33Β προκύπτει ότι ο 

συνενεργοποιητής p300 ενισχύει την µεταγραφική δραστικότητα της LMP1 πρωτεΐνης.  

Στην συνέχεια ελέγχθηκε εάν η καταστακτική δράση της LMP1 στο σηµατοδοτικό 

µονοπάτι του TGFβ  θα µπορούσε να εξουδετερωθεί από υψηλές συγκεντρώσεις του 

συνενεργοποιητή p300. Όπως αναµενόταν, ο συνδέτης TGFβ ενεργοποίησε µεταγραφικά 

τον υποκινητή (CAGA)12 και η συνέκφραση του p300 προκάλεσε περαιτέρω αύξηση της 

δραστικότητας αυτής. Η έκφραση µικρής ποσότητας της LMP1 (ώστε να αποφευχθεί 

κορεσµός στο σύστηµα) µείωσε την δραστικότητα του TGFβ κατά 50%, ενώ η 

συνέκφραση του συνενεγοποιητή p300, σε αυξανώµενες συγκεντρώσεις, σταδιακά 

εξουδετέρωσε την κατασταλτική δράση της LMP1 στην TGFβ σηµατοδότηση. 

Συµπερασµατικά, τα αποτελέσµατα της Εικόνας 33Γ υποδεικνύουν ότι η καταστολή που 

παρατηρείται στο µονοπάτι σηµατοδότησης του TGFβ από την LMP1 πρωτεΐνη, θα 

µπορούσε να αποδοθεί στον ανταγωνιµό των επαγωγέων των δύο µονοπατιών (Smad3 

και p65, αντίστοιχα) για τα ενδογενή µόρια του συνενεργοποιητή p300. Η εξωγενής 

υπερέκφραση του p300 αναστέλλει τον ανταγωνισµό και την καταστολή της 

µεταγραφικής δραστικότητας που προκαλεί η LMP1 πρωτεΐνη στις Smad πρωτεΐνες. 

 

 

Έλλειψη συνεργασιακής δράσης των Smad3 και p65 πρωτεϊνών στην ενεργοποίηση 

συνθετικού υποκινητή που φέρει θέσεις πρόσδεσης και των δύο πρωτεϊνών 

 

Προηγούµενες µελέτες έχουν δείξει ότι τα σηµατοδοτικά µονοπάτια των 

κυτταροκινών TGFβ και TNFα ενεργοποιούν τον υποκινητή του γονιδίου COL7A1 (Kon 

et al., 1999), ο οποίος περιέχει θέσεις πρόσδεσης των πρωτεϊνών NF-kB και Smad3/4. 

Συνεπώς, οι πρωτεΐνες αυτές είναι πιθανόν να συνεργάζονται σε υποκινητές που φέρουν 

θέσεις πρόσδεσης αυτών των µεταγραφικών παραγόντων. Προκειµένου να διερευνηθεί 
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αυτή η πιθανότητα, κατασκευάστηκε το πλασµίδιο αναφοράς που παριστάνεται 

σχηµατικά στην Εικόνα 34Α, και αποτελείται από το γονίδιο της λουσιφεράσης της 

πυγολαµπίδας υπό τον έλεγχο συνθετικού υποκινητή που αποτελείται από 12 θέσεις 

πρόσδεσης του µεταγραφικού παράγοντα Smad3 και από 2 θέσεις πρόσδεσης του 

µεταγραφικού παράγοντα NF-kB. Η έκφραση της υποµονάδας p65 του NF-kB 

ενεργοποιεί αυτόν τον συνθετικό υποκινητή κατά 3.1 φορές, σε κύτταρα COS-7, όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 34Β. Η έκφραση των Smad3/4 πρωτεϊνών επίσης ενεργοποιεί τον 

υποκινητή κατά 62 φορές. Η συνέκφραση των p65 και Smad3/4 πρωτεϊνών ενεργοποίησε 

τον υποκινητή µόνο κατά 5.1 φορές. Τα αποτελέσµατα της Εικόνας 34 υποδηλώνουν την 

έλλειψη αυξηµένης µεταγραφικής δραστικότητας και συνεπώς την έλλειψη 

συνεργασιακής δράσης των p65 και Smad3/4 πρωτεϊνών στον υποκινητή που φέρει 

πρόσδεσης και των δύο. Αντίθετα, παρατηρήθηκε µείωση της µεταγραφικής 

δραστικότητας των Smad πρωτεϊνών από τον NF-kB, παρά το γεγεονός ότι και οι δύο 

παράγοντες προσδένονται στο DNA. 

 

 

Έλεγχος φυσικών αλληλεπιδράσεων µεταξύ των NF-kB και Smad3 µεταγραφικών 

παραγόντων 

 

Η ανταγωνιστική δράση των NF-kB και Smad3 µεταγραφικών παραγόντων και η 

καταστολή της µεταγραφικής δραστικότητας που επιφέρει ο ένας πράγοντας στον άλλο, 

θα µπορούσαν να οφείλονται σε φυσικές αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στις δύο πρωτεΐνες. 

Προκειµένου να διερευνηθεί η πιθανότητα αυτή χρησιµοποιήθηκε µια σειρά 

ελλειµµατικών µορφών της Smad3, οι οποίες έφεραν στο Ν-τελικό τους άκρο είτε τον 

επίτοπο flag είτε τον επίτοπο 6myc, όπως φαίνεται στην Εικόνα 35Α. Αυτές οι 

ελλειµµατικές µορφές µεταγράφηκαν και µεταφράστηκαν in vitro (TNT in vitro 

transcription-translation), παρουσία ραδιενεργά σηµασµένης, µε 35S, µεθειονίνης, και 

επωάστηκαν µε σφαιρίδια γλουταθειόνης σεφαρόζης στα οποία είχαν προσδεθεί οι 

πρωτεΐνες GST, GST-p65 (RHD), ή GST-p50. Η πρωτεΐνη GST-p65 (RHD) περιέχει την 

περιοχή οµολογίας RelA (RelA Homology Domain) της υποµονάδας p65 σε σύντηξη µε 

τον επίτοπο GST, ενώ η GST-p50 περιέχει ολόκληρη την υποµονάδα p50. Ακολούθησε 
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ανάλυση της in vitro αλληλεπίδρασης των σφαιριδίων µε το µείγµα κάθε ΤΝΤ 

αντίδρασης (GST pull down assay). Τα αποτελέσµατα των αλληλεπιδράσεων 

συνοψίζονται στην Εικόνα 35Β και υποδηλώνουν ότι η περιοχή RHD, που απαντάται σε 

όλα τα µέλη της οικογένειας του NF-kB, αλληλεπιδρά in vitro µε την περιοχή 122-290 

της πρωτεΐνης Smad3, η οποία αποτελείται από την περιοχή του συνδέτη (linker) και 

επεκτείνεται στα 60 πρώτα αµινοξέα της ΜΗ2 περιοχής της Smad3. Η αλληλεπίδραση 

της περιοχής RHD του NF-kB µε την περιοχή 122-290 της Smad3, µπορεί να αποτρέπει 

είτε την φωσφορυλίωση του linker από τις ΜΑΡΚΚΚ (Kretzschmar et al., 1999, Funaba 

et al., 2002), είτε τον σχηµατισµό ετεροδιµερών των Smad3 και Smad4 πρωτεϊνών, και 

κατά επέκταση την µεταγραφική ενεργότητα της Smad3.  
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Εικόνα 33. Ο συνενεργοποιητής p300 ενισχύει την µεταγραφική ενεργοποίηση που επαγέται 
από την TGFβ και την LMP1 σηµατοδότηση. A. Ανθρώπινα ηπατικά κύτταρα HepG2 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12-E1B-Luc (1 µg) και τους φορείς 
έκφρασης της p300, σε αυξανώµενες συγκεντρώσεις (2, 4 και 5 µg) ή/και της LMP1 πρωτεΐνης (1 µg), 
όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. Στο δείγµα στο οποίο συνεκφράστηκαν οι LMP1 και p300 πρωτεΐνες, 
χρησιµοποιήθηκε η µέγιστη συγκέντρωση του συνενεργοποιητή (5 µg). Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε 
απουσία ή παρουσία του συνδέτη TGFβ (200 pM), 16 ώρες µετά την επιµόλυνση και ακολούθησε επώαση 
των κυττάρων για 24 ακόµα ώρες. Β. Κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο 
αναφοράς p(3XkB)-luc (1 µg) και τους φορείς έκφρασης των LMP1 (1 µg), p300 (1 µg) ή/και Ε1Α (1 µg), 
στους συνδυασµούς που υποδεικνύονται στο γράφηµα. Γ. Κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το 
πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12-E1B-Luc (1 µg) και τους φορείς έκφρασης της p300 (5 µg) ή της 
πρωτεΐνης LMP1 πρωτεΐνης (1 µg). Επίσης, χρησιµοποίηθηκαν αυξανώµενες συγκεντρώσεις της p300 (4 
και 5 µg) όταν συνεκφράστηκε η LMP1 πρωτεΐνη (1 µg), όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. Η επιµόλυνση 
πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του συνδέτη TGFβ (200 pM), 16 ώρες µετά την επιµόλυνση και 
ακολούθησε επώαση των κυττάρων για 24 ακόµα ώρες. Α-Γ. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του 
ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος και αποτελεί τη µέση τιµή τουλάχιστον 
δύο ανεξάρτητων πειραµάτων.  
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Εικόνα 34. Οι Smad3/4 και p65 πρωτεΐνες δεν ενεργοποιούν συνεργασιακά την 
µεταγραφική δραστικότητα συνθετικού υποκινητή που φέρει θέσεις πρόσδεσης και για τις 
Smad3/4 και για τον p65. Α. Σχηµατική αναπαράσταση του συνθετικού υποκινητή που φέρει 12 
θέσεις πρόσδεσης των Smad3/4 πρωτεϊνών (CAGA) και 2 θέσεις πρόσδεσης του παράγοντα NF-
kB και συνεπώς και της υποµονάδας του, p65. Β. Κύτταρα COS-7 επιµολύνθηκαν παροδικά µε 
το πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12-2X KB-E1B-Luc (1 µg) και τους φορείς έκφρασης των p65 
ή/και Smad3/4 πρωτεϊνών, σε ποσότητα 1 µg από τον κάθε ένα και στους συνδυασµούς που 
υποδεικνύονται στο γράφηµα. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του ενζύµου της 
λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος και αποτελεί τη µέση τιµή τουλάχιστον δύο 
ανεξάρτητων πειραµάτων που πραγµατοποίηθηκαν εις διπλούν. Η κανονικοποίηση της 
ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται 
από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (1 µg), µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που 
αναλύθηκε. 
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Εικόνα 35. Φυσική αλληλεπίδραση της RHD περιοχής του NF-kB µε την Smad3 πρωτεΐνη. 
Α. Σχηµατική αναπαράσταση των υποµονάδων p50 και p65 του NF-kB µεταγραφικού 
παράγοντα, καθώς και της ελλειµµατικής p65 RHD που περιλαµβάνει µόνο την Rel Homology 
Domain. Οι p50 και p65 RHD πρωτεΐνες χρησιµοποιήθηκαν στις αναλύσεις in vitro 
αλληλεπίδρασης µε µεταλλαγµένες µορφές της Smad3 πρωτεΐνης που περιγράφονται στο Β. 
DBD: DNA Binding Domain, Dimer.Dom.: Dimerization Domain, Rel HD: Rel Homology 
Domain, Activ Regions: Activation Regions, Transc.Activ.Dom.: Transcriptional Activation 
Domain. B. Σχηµατική αναπαράσταση των ελλειµµατικών µορφών της Smad3 που 
χρησιµοποιήθηκαν σε GST pull down αναλύσεις αλληλεπίδρασης µε τις p50 και p65 RHD. Οι 
ελλειµµατικές αυτές µορφές φέρουν τον επίτοπο FLAG ή 6myc στο Ν-τελικό τους άκρο. Τα 
αποτελέσµατα των αλληλεπιδράσεων δείχνονται δεξιά. Όπου -: δεν παρατηρήθηκε 
αλληλεπίδραση, +< : πολύ ασθενής αλληλεπίδραση, + : ασθενής αλληλεπίδραση, ++ : ισχυρή 
αλληλεπίδραση.  
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ΕΝΟΤΗΤΑ ΙΙ 
 

Oι Smad πρωτεΐνες λειτουργούν ως συνενεργοποιητές του HNF4 
 

Όπως αναφέρθηκε στην Εισαγωγή, είναι γνωστή η θετική και αρνητική 

αλληλεπίδραση των Smad πρωτεϊνών µε µέλη της υπεροικογένειας των πυρηνικών 

υποδοχέων. Ο πυρηνικός ηπατικός παράγοντας 4 (HNF4) αποτελεί έναν ορφανό 

πυρηνικό υποδοχέα. Είναι, επίσης, γνωστό ότι οι µεταγωγείς της TGFβ σηµατοδότησης, 

οι πρωτεΐνες Smad3 και Smad4, ενεργοποιούν µεταγραφικά τον υποκινητή του 

ηπατοειδικού ανθρώπινου γονιδίου της απολιποπρωτεΐνης apoC-III, µέσω 

συνεργασιακής αλληλεπίδρασης µε τον HNF4 (Kardassis et al., 2000).  

Στα πλαίσια της µελέτης αυτής, διερευνήθηκε ο µηχανισµός µεταγραφικής 

συνεργασίας µεταξύ των Smad και HNF4 και χαρτογραφήθηκαν οι περιοχές των 

πρωτεϊνών αυτών που απαιτούνται για αυτή τη συνεργασία. Προκειµένου να διερευνηθεί 

η ικανότητα διαφόρων µελών της οικογένειας των Smad πρωτεϊνών να αλληλεπιδρούν 

λειτουργικά µε τον παράγοντα HNF4 in vivo, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα 

µεταγραφικής ενεργοποίησης σε ανθρώπινα ηπατικά κύτταρα HepG2 χρησιµοποιώντας 

ως πλασµίδιο αναφοράς τον υποκινητή -99/+24 apoC-III και τους φορείς έκφρασης των 

Smad2, Smad3 και Smad4 πρωτεϊνών απουσία ή παρουσία εξωγενούς HNF4, στους 

συνδυασµούς που υποδεικνύονται στην Εικόνα 36Α. Τα κύτταρα HepG2 εκφράζουν 

ενδογενώς τον παράγοντα HNF4 σε σχετικά υψηλά επίπεδα (Kardassis et al., 2000). 

Απουσία εξωγενούς HNF4, η έκφραση της Smad3 προκάλεσε ισχυρή µεταγραφική 

ενεργοποίηση του apoC-III υποκινητή, κατά 18 φορές σε σύγκριση µε την ενεργοποίηση 

κατά 3.6 φορές που προκαλεί ο HNF4 και την ενεργοποίηση κατά 2 φορές που προκαλεί 

η έκφραση των Smad2 και Smad4 πρωτεϊνών. Η συνέκφραση της Smad4 διπλασίασε την 

µεταγραφική ενεργοποίηση που προκάλεσε η Smad3 (ενεργοποίηση κατά 35 φορές). 

Αντιθέτως, η µεταγραφική ενεργοποίηση του apoC-III υποκινητή που προκάλεσε η 

Smad2 παρέµεινε χαµηλή ακόµα και µετά την συνέκφραση της Smad4 (ενεργοποίηση 

κατά 6.2 φορές). Παρόµοιο πρότυπο ενεργοποίησης παρατηρήθηκε και µετά την 

υπερέκφραση του HNF4. Η εξωγενής συνέκφραση του HNF4 µε την Smad3 ή µε τις 

Smad3 και Smad4 προκάλεσε συνεργασιακή µεταγραφική ενεργοποίηση του apoC-III 
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υποκινητή κατά 80 και 120 φορές αντίστοιχα, γεγονός που θα µπορούσε να αποδοθεί 

στην φυσική αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών αυτών. Η µεταγραφική ενεργοποίηση που 

προκαλεί η συνέκφραση των Smad3 Smad4 και HNF4, υπερβαίνει το άθροισµα της 

ενεργοποίησης που προκαλεί η ανεξάρτητη επιµόλυνση µε τον HNF4 και η ανεξάρτητη 

επιµόλυνση µε τις Smad3 και Smad4 πρωτεΐνες. (3.6 και 35 =38.6 φορές 

ενεργοποίησης). Επίσης, η ικανότητα της Smad3 να ενεργοποιεί µεταγραφικά τον apoC-

III υποκινητή είναι 10-12 φορές ισχυρότερη από εκείνη των Smad2 και Smad4 

πρωτεϊνών, παρά το γεγονός ότι οι Smad2, Smad3 και Smad4 πρωτεΐνες εκφράζονται 

στον ίδιο βαθµό στα κύτταρα HepG2, όπως φαίνεται στην Εικόνα 36Γ. Το πείραµα 

ανοσοαποτύπωσης πραγµατοποιήθηκε µε τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα των κυττάρων που 

χρησιµοποιήθηκαν στην ανάλυση της Εικόνας 36Α, και µε χρήση αντισώµατος anti-myc 

έναντι του επίτοπου myc που φέρουν οι Smad πρωτεΐνες.  

Προκειµένου να διερευνηθεί περαιτέρω ο µηχανισµός της συνεργασιακής 

αλληλεπίδρασης των Smad3/4 και HNF4 πρωτεϊνών στην ρύθµιση του apoC-III 

υποκινητή, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα ανάλυσης της µεταγραφικής ενεργοποίησης 

σε καρκινικά κύτταρα µαστού ανθρώπου MDA-MB-468. Τα κύτταρα αυτά 

χαρακτηρίζονται από απαλοιφή και των δύο αλληλόµορφων του Smad4 γονιδίου και 

συνεπώς στερούνται των ενδογενών Smad4 πρωτεϊνών (de Winter et al., 1997). Επίσης, 

στερούνται τον ηπατοειδικό παράγοντα HNF4. Το σηµατοδοτικό µονοπάτι του TGFβ 

είναι ανενεργό στα κύτταρα αυτά, λόγω της έλλειψης της Smad4 πρωτεΐνης, αλλά η 

εκτοπική έκφραση της Smad4 αποκαθιστά την TGFβ σηµατοδότηση. Όπως φαίνεται 

στην Εικόνα 36Β, η εκτοπική έκφραση των Smad3 και Smad4 πρωτεϊνών στα κύτταρα 

αυτά, δεν ενεργοποιεί µεταγραφικά τον υποκινητή apoC-III, απουσία του HNF4. Η 

εκτοπική συνέκφραση του HNF4 ενεργοποίησε ισχυρά τον apoC-III υποκινητή, τόσο 

απουσία όσο και παρουσία του συνδέτη TGFβ, κατά 40 και 65 φορές αντίστοιχα. Η 

παρατηρούµενη µεταγραφική ενεργοποίηση του apoC-III υποκινητή απουσία του TGFβ 

πιθανότατα οφείλεται στην υπερέκφραση των Smad3 και Smad4 πρωτεϊνών η οποία 

προκαλεί συστατική ενεργοποίηση της µεταγραφικής λειτουργίας των Smad πρωτεϊνών, 

όπως έχει αναφερθεί και σε άλλες µελέτες (Zhang et al., 1997, Moustakas and Kardassis, 

1998). Tα αποτελέσµατα της Εικόνας 36Β υποδηλώνουν ότι οι Smad πρωτεΐνες δεν 

ενεργοποιούν µεταγραφικά τον apoC-III υποκινητή σε κύτταρα που δεν εκφράζουν 
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ενδογενώς HNF4, και συνεπώς καταδεικνύουν την σηµασία του HNF4 στην 

προαναφερθείσα µεταγραφική ενεργοποίηση.  

Συνολικά τα αποτελέσµατα της Εικόνας 36 υποδηλώνουν ότι τα Smad3/4 

ετεροδιµερή είναι οι κύριοι µεταγωγείς της ενεργοποίησης της γονιδιακής έκφρασης της 

apoC-III και ότι για την ενεργοποίηση αυτή απαιτείται ο παράγοντας HNF4. 

 

 

Μεταλλάξεις στην περιοχή πρόσδεσης στο DNA της πρωτεΐνης Smad3 δεν 

επηρεάζουν την ικανότητά της να αλληλεπιδρά φυσικά και λειτουργικά µε τον 

HNF4 

 

Η ΜΗ1 περιοχή των Smad πρωτεϊνών, που ευθύνεται για την αλληλεπίδραση µε 

τον HNF4 (Chou et al., 2003), απαιτείται επίσης για την άµεση πρόσδεση των Smad στο 

DNA (Heldin et al., 1997, Massague, 1998, Moustakas et al., 2001). Η ανάλυση της 

τρισδιάστατης δοµής της Smad3 προσδεδεµένης στο DNA, αποκάλυψε την παρουσία 

µιας δοµής β-φουρκέτας µεταξύ των αµινοξέων 70-82 η οποία αλληλεπιδρά µε το DNA 

(Shi et al., 2001). Προκειµένου να διερευνηθεί ο ρόλος της δοµής β-φουρκέτας της 

Smad3 στις λειτουργικές και φυσικές αλληλεπιδράσεις της πρωτεΐνης µε τον HNF4, 

πραγµατοποιήθηκαν αναλύσεις µεταγραφικής δραστικότητας και GST-pull down 

αλληλεπιδράσεις.  

Κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς (-99/+24) 

apoC-III CAT και τον φορέα έκφρασης είτε της αγρίου τύπου Smad3, είτε της 

µεταλλαγµένης Smad3 R74K/K81R και της Smad4 πρωτεΐνης, απουσία ή παρουσία του 

φορέα έκφρασης του HNF4, όπως υποδεικνύεται στην Εικόνα 37Α. Αυτή η 

µεταλλαγµένη Smad3 φέρει διπλή αµινοξική αντικατάσταση της αργινίνης της 

αµινοξικής θέσης 74 σε λυσίνη και της λυσίνης της θέσης 81 σε αργινίνη. Αυτές οι 

αµινοξικές αντικαταστάσεις, έχει δειχθεί ότι αναστέλουν την πρόσδεση της Smad3 στο 

DNA (Moren et al., 2000). Οι Smad3/Smad4 και Smad3 (R74K/K81R)/Smad4 

ενεργοποιούν εξίσου ισχυρά τον (-99/+24) apoC-III υποκινητή παρουσία του HNF4. Η 

ενεργοποίηση αυτή αυξάνεται περαιτέρω παρουσία του συνδέτη TGFβ (Εικόνα 37Α).  
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Επίσης, ελέγχθηκε η ικανότητα της διπλά µεταλλαγµένης Smad3 (R74K/K81R) να 

ενεργοποιεί µεταγραφικά τον συνθετικό υποκινητή (CAGA)12-E1B-luc. Για τον σκοπό 

αυτό, κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς αυτού του 

συνθετικού υποκινητή και τους φορείς έκφρασης των Smad3/Smad4 ή των Smad3 

(R74K/K81R)/Smad4, απουσία ή παρουσία του συνδέτη TGFβ. Όπως αναµενόταν, οι 

µεταλλάξεις στην περιοχή πρόσδεσης στο DNA της Smad3 εξάλειψαν την µεταγραφική 

ενεργότητα της πρωτεΐνης, ακόµα και παρουσία του TGFβ (Εικόνα 37Β).  

Μελετήθηκε η ικανότητα φυσικής αλληλεπίδρασης της µεταλλαγµένης Smad3 

(R74K/K81R) µε την περιοχή 130-455 του παράγοντα HNF4 που είναι γνωστό, από 

παράλληλες µελέτες, ότι αλληλεπιδρά µε τις Smad πρωτεΐνες (Chou et al., 2003). Για τον 

σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκαν σφαιρίδια γλουταθειόνης σεφαρόζης συζευγµένα είτε µε 

την GST πρωτεΐνη είτε µε την GST-HNF4 (130-455). Τα σφαιρίδια αυτά επωάστηκαν µε 

τις Smad2, Smad3 ή Smad3 (R74K/K81R) πρωτεΐνες, οι οποίες µεταγράφηκαν και 

µεταφράστηκαν in vitro παρουσία ραδιενεργά σηµασµένης µεθειονίνης µε 35S. Η 

συνκατακρήµνιση των Smad πρωτεϊνών ελέγχθηκε µε SDS/PAGE ηλεκτροφόρηση και 

αυτοραδιογραφία. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 37Γ, τόσο η αγρίου τύπου Smad3 όσο 

και η µεταλλαγµένη Smad3 (R74K/K81R) προσδένονται ισχυρά και ειδικά στην περιοχή 

130-455 του HNF4, σε αντίθεση µε την Smad2 πρωτεΐνη.  

Τα αποτελέσµατα της Εικόνας 37 υποδηλώνουν ότι µεταλλάξεις στην περιοχή 

πρόσδεσης στο DNA της Smad3 δεν επηρεάζουν την φυσική ή λειτουργική της 

αλληλεπίδραση µε τον HNF4, στις οποίες αποδίδεται η συνεργασιακή µεταγραφική 

ενεργοποίηση του apoC-III υποκινητή από αυτούς τους µεταγραφικούς παράγοντες. 
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Εικόνα 36. Οι Smad3/4 πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν λειτουργικά µε τον HNF4 και ενισχύουν 
την µεταγραφή του apoCIII γονιδίου. Α. Κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο 
αναφοράς (-99/+24) apoC-III CAT(1 µg) και τους φορείς έκφρασης των πρωτεϊνών HNF4, 6myc-Smad2, 
6myc-Smad3 ή/και 6myc-Smad4, σε ποσότητα 1 µg από τον κάθε ένα, στους συνδυασµούς που 
υποδεικνύονται στο γράφηµα. Β. Καρκινικά κύτταρα µαστού ανθρώπου MDA-MB-468 επιµολύνθηκαν 
παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς (-99/+24) apoC-III CAT(1 µg) και τους φορείς έκφρασης των 
πρωτεϊνών HNF4, 6myc-Smad3 και 6myc-Smad4, σε ποσότητα 1 µg από τον κάθε ένα, στους 
συνδυασµούς που υποδεικνύονται στο γράφηµα. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία 
του συνδέτη TGFβ (200 pM), 16 ώρες µετά την επιµόλυνση, και ακολούθησε επώαση των κυττάρων για 
24 ακόµα ώρες. A-B. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται 
υπό µορφή ραβδογράµµατος και αποτελεί τη µέση τιµή τουλάχιστον δύο ανεξάρτητων πειραµάτων που 
πραγµατοποιήθηκαν εις διπλούν. Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την 
δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης όπως περιγράφηκε προηγουµένως. Γ. Ανάλυση της έκφρασης των Smad 
πρωτεϊνών που χρησιµοποιήθηκαν στις αναλύσεις Α και Β. Στα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα των HepG2 
κυττάρων που χρησιµοποιήθηκαν στο Α, αναλύθηκε η έκφραση των 6myc-Smad2 6myc-Smad3 και 6myc-
Smad4 µε SDS/PAGE ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 12.5%. Η ανάλυση 
ανοσοαποτύπωσης έγινε µε χρήση αντισώµατος έναντι του επίτοπου myc που φέρουν (anti-myc 1:2500). Η 
θέση των 6myc-Smad2, 6myc-Smad3 και 6myc-Smad4 πρωτεϊνών υποδεικνύεται µε βέλη.  
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Εικόνα 37. Μεταλλάξεις στην περιοχή πρόσδεσης στο DNA της Smad3 πρωτεΐνης δεν 
επηρεάζει τις φυσικές και λειτουργικές αλληλεπιδράσεις µε τον HNF4. Α-Β. Κύτταρα HepG2 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς (-99/+24) apoC-III CAT(1 µg) (Α), ή µε το 
πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12-E1B-Luc (1 µg) (Β), και τους φορείς έκφρασης των HNF4, Smad3, 
Smad3 (R74K/K81R) ή Smad4 πρωτεϊνών, σε ποσότητα 1 µg από τον κάθε ένα, στους συνδυασµούς που 
υποδεικνύονται στο κάθε γράφηµα. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του συνδέτη 
TGFβ (200 pM). Η προσθήκη του TGFβ πραγµατοποιήθηκε 16 ώρες µετά την επιµόλυνση, και 
ακολούθησε επώαση των κυττάρων για 24 ακόµα ώρες. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του 
ενζύµου της ακετυλοτρανσφεράσης (CAT) (A) ή της λουσιφεράσης (Β) δείχνεται υπό µορφή 
ραβδογράµµατος και αποτελεί τη µέση τιµή τουλάχιστον δύο ανεξάρτητων πειραµάτων. Η 
κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης όπως 
περιγράφηκε προηγουµένως. Γ. Η GST πρωτεΐνη και η υβριδική GST-HNF4 (130-455) εκφράστηκαν και 
καθαρίστηκαν από πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα βακτηριακών κυττάρων E. coli, DH5α, συζεύχθηκαν σε 
σφαιρίδια γλουταθειόνης σεφαρόζης και αφέθηκαν να αλληλεπιδράσουν µε τις Smad2, Smad3, ή Smad3 
(R74K/K81R) πρωτεΐνες. Οι τελευταίες είχαν συντεθεί µε in vitro µεταγραφή/µετάφραση παρουσία 
ραδιενεργά σηµασµένης, µε 35S, µεθειονίνης, όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι. Από 
κάθε δείγµα κρατήθηκε ποσότητα ίση µε το ¼ του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος (input). Η συνκατακρήµνιση 
των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε τις προσδεµένες στα σφαιρίδια πρωτεΐνες, αναλύθηκε µε 
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SDS/PAGE ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 10.5% και ανιχνεύθηκε µε αυτοραδιογραφία. 
Τα βέλη υποδεικνύουν την θέση των Smad2, Smad3, και Smad3 (R74K/K81R) πρωτεϊνών. Μ: µάρτυρας 
πρωτεϊνικής µοριακής µάζας σε kilodaltons.  
 

 

Οι Smad3 και Smad4 πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν λειτουργικά µε την περιοχή 1-128 

του HNF4, που περιλαµβάνει την AF-1 (Activation Function- 1) και την περιοχή 

πρόσδεσης στο DNA. 

 

Προκειµένου να χαρτογραφηθούν οι περιοχές του HNF4 που αλληλεπιδρούν µε την 

Smad3 πρωτεΐνη, χρησιµοποιήθηκε µια σειρά µεταλλαγµένων ελλειµµατικών µορφών 

του παράγοντα HNF4 που φέρουν στο Ν-τελικό τους άκρο την περιοχή πρόσδεσης στο 

DNA του ενεργοποιητή του σακχαροµύκητα, GAL4. Αυτές οι υβριδικές πρωτεΐνες 

καθώς και η αγρίου τύπου υβριδική GAL4- HNF4, παριστάνονται σχηµατικά στην 

Εικόνα 38Α. Η µεταγραφική δραστικότητα κάθε υβριδικής πρωτεΐνης, παρουσία και 

απουσία των Smad3/Smad4 πρωτεϊνών, δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος στην 

Εικόνα 38Β. Στην ανάλυση αυτή χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα HepG2 που 

επιµολύνθηκαν παροδικά µε πλασµίδιο αναφοράς pG5B-CAT το οποίο αποτελείται από 5 

διαδοχικές θέσεις πρόσδεσης του GAL4 σε σύζευξη µε το γονίδιο CAT. Η επιµόλυνση 

πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία των φορέων έκφρασης των Smad3 και Smad4 

πρωτεϊνών. Με την ανάλυση αυτή εκτιµήθηκε η ικανότητα των Smad3 και Smad4 

πρωτεϊνών να λειτουργούν ως συνενεργοποιητές της αγρίου τύπου ή των µεταλλαγµένων 

υβριδικών GAL4- HNF4 µορφών, καταγράφοντας την αύξηση της µεταγραφικής 

ενεργότητας του συνθετικού υποκινητή pG5B-CAT.  

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 38Β, η συνέκφραση των Smad3 και Smad4 

διπλασίασε την δραστικότητα της αγρίου τύπου GAL4- HNF4 (1-455). Η C-τερµατική 

απαλοιφή της περιοχής 371-455 [GAL4- HNF4 (1-370)] ή της περιοχής 175-455 [GAL4- 

HNF4 (1-174)] ενίσχυσε σηµαντικά την µεταγραφική δραστικότητα του HNF4, γεγονός 

που συµφωνεί µε προηγούµενες µελέτες (Hadzopoulou-Cladaras et al., 1997). Η 

µεταγραφική ενεργότητα αυτών των ελλειµµατικών µορφών ενισχύθηκε κατά 2.8 και 2.1 

φορές αντίστοιχα από την συνέκφραση των Smad3 και Smad4 πρωτεϊνών. Αντιθέτως, η 

µεταγραφική δραστικότητα των υβριδικών GAL4- HNF4 (174-370) και GAL4- HNF4 

(388-455), που περιέχουν τις περιοχές E και F, αντίστοιχα, δεν ενισχύθηκε από τη 
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συνέκφραση των Smad3 και Smad4. Η υβριδική GAL4- HNF4 (∆175-369) που στερείται 

της περιοχής Ε, παρουσιάζει µεταγραφική ενεργότητα που αυξήθηκε κατά 2.4 φορές από 

την συνέκφραση των Smad3 και Smad4. Επιπρόσθετα, η GAL4-HNF4 (1-49) 

χαρακτηρίζεται από υψηλά επίπεδα βασικής µεταγραφικής ενεργοποίησης, λόγω της 

ισχυρής, συστατικά ενεργής AF-1 περιοχής στην αµινοξική περιοχή 1-24 (Hadzopoulou-

Cladaras et al., 1997). Αυτή η βασική µεταγραφική δραστικότητα αυξήθηκε κατά 9 

φορές από την συνέκφραση των Smad3 και Smad4. Η απαλοιφή της περιοχής 1-47 που 

χαρακτηρίζει την GAL4- HNF4 (48-455) δεν εµπόδισε τις Smad3 και Smad4 πρωτεΐνες 

να αυξήσουν την µεταγραφική δραστικότητα της ελλειµµατικής πρωτεΐνης κατά 17 

φορές. Αντιθέτως η υβριδική GAL4- HNF4 (128-455) που στερείται τόσο της περιοχής 

1-47 όσο και της γειτονικής της, 50-128, δεν συνενεργοποιήθηκε από τις Smad3 και 

Smad4 πρωτεΐνες. Στην Εικόνα 38Γ περιγράφεται το πείραµα ανοσοαποτύπωσης, σε 

κύτταρα COS-7, όπου ελέγχεται η έκφραση των υβριδικών GAL4-HNF4 µορφών που 

χρησιµοποιήθηκαν στις αναλύσεις µεταγραφικής δραστικότητας, µε χρήση αντισώµατος 

έναντι του επίτοπου GAL4 που φέρουν.  

Τα αποτελέσµατα της Εικόνας 38 υποδηλώνουν ότι οι Smad3/ Smad4 πρωτεΐνες 

λειτουργούν ως συνενεργοποιητές του HNF4, αλληλεπιδρώντας λειτουργικά µε την 

περιοχή 1-248 που περιλαµβάνει την AF-1 περιοχή και την περιοχή πρόσδεσης στο DNA 

του παράγοντα HNF4. Τα παραπάνω επιβεβαιώθηκαν από παράλληλες µελέτες του 

εργαστηρίου µας (Chou et al., 2003), σύµφωνα µε τις οποίες οι προαναφερθείσες 

λειτουργικές αλληλεπιδράσεις συνοδεύονται από άµεσες φυσικές αλληλεπιδράσεις των 

παραπάνω περιοχών του HNF4 µε την ΜΗ1 περιοχή της Smad3 πρωτεΐνης, όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 39. 
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Εικόνα 38. Αύξηση της µεταγραφικής δραστικότητας της αγρίου τύπου και µεταλλαγµένων 
µορφών της GAL4-HNF4 από τις Smad3/4 πρωτεΐνες. Α. Σχηµατική αναπαράσταση της 
αγρίου τύπου και µεταλλαγµένων µορφών της GAL4-HNF4 που χρησιµοποιήθηκαν στις 
αναλύσεις µεταγραφικής δραστικότητας. Οι πρωτεΐνες αυτές είναι συζευγµένες µε την περιοχή 
πρόσδεσης στο DNA της πρωτεΐνης GAL4 (GAL4 DBD) στο Ν-τελικό τους άκρο. Β. Κύτταρα 
HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5B-CAT (1 µg) και τους φορείς 
έκφρασης των ενδεδειγµένων GAL4 HNF4 πρωτεϊνών, σε ποσότητα 100 ng από τον κάθε ένα. Η 
επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία (λευκές ράβδοι) ή παρουσία (µαύρες ράβδοι) των 
φορέων έκφρασης των Smad3 και Smad4 πρωτεϊνών, σε ποσότητα 1 µg από τον κάθε ένα, όπως 
υποδεικνύεται στο γράφηµα. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του ενζύµου της 
ακετυλοτρανσφεράσης της χλωραµφενικόλης (CAT) δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος και 
αποτελεί τη µέση τιµή τουλάχιστον δύο ανεξάρτητων πειραµάτων. Η ενίσχυση της GAL4 HNF4 
µεταγραφικής δραστικότητας από τις Smad πρωτεΐνες, δείχνεται σε παρένθεση δίπλα σε κάθε 
ραβδόγραµµα. Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της 
β-γαλακτοσιδάσης όπως περιγράφηκε προηγουµένως. Γ. Κύτταρα COS-7 επιµολύνθηκαν 
παροδικά µε ποσότητα 17 µg από τους φορείς έκφρασης των ενδεδειγµένων πρωτεϊνών. Τα 
πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε SDS/PAGE ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 
πολυακρυλαµίδης 10.5%. Η ανοσοαποτύπωση έγινε µε χρήση µονοκλωνικού αντισώµατος έναντι 
του GAL4 (mouse anti-GAL4) (1:2500). Οι αστερίσκοι υποδηλώνουν τη θέση των 
εκφραζόµενων πρωτεϊνών.  
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Εικόνα 39. Περιοχές των HNF4 και Smad3 πρωτεϊνών που εµπλέκονται στις µεταξύ τους 

αλληλεπιδράσεις. 
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Οι υδρόφοβες θέσεις της AF-1 περιοχής του HNF4 είναι απαραίτητες για την 

λειτουργική αλληλεπίδραση του παράγοντα αυτού µε τις Smad πρωτεΐνες 

 

Oι παραπάνω αναλύσεις υποδεικνύουν την περιοχή 1-49 του HNF4 ως επαρκή για την 

ενεργοποίηση του παράγοντα αυτού από τις Smad πρωτεΐνες. Τα πρώτα 24 αµινοξέα του 

HNF4 περικλείουν µια περιοχή ισχυρής µεταγραφικής δραστικότητας που ονοµάζεται 

AF-1(Activation Function 1) και ποικίλει µεταξύ των µελών της υπεροικογένειας των 

πυρηνικών υποδοχέων. Η AF-1 περιοχή του HNF4 λειτουργεί ως αυτόνοµος συστατικός 

ενεργοποιητής της µεταγραφής (Hadzopoulou-Cladaras et al., 1997). H AF-1 περιοχή 

είναι πλούσια σε όξινα και υδρόφοβα αµινοξέα και προβλέπεται να υιοθετεί µια 

δευτερεύουσα α-ελικοειδή δοµή (Kistanova et al., 2001). Μεταλλάξεις στα όξινα ή 

υδρόφοβα αµινοξέα της AF-1 περιοχής εξαλείφουν την µεταγραφική της δραστικότητα 

(Kistanova et al., 2001). Θελήσαµε, συνεπώς, να διερευνήσουµε την πιθανή συνεισφορά 

των υδρόφοβων και όξινων αµινοξέων που βρίσκονται στην περιοχή 1-24 στις 

λειτουργικές αλληλεπιδράσεις του HNF4 µε τις Smad πρωτεΐνες. Για τον σκοπό αυτό 

χρησιµοποιήσαµε τις µεταλλαγµένες µορφές του παράγοντα GAL4-HNF4 που 

δείχνονται στην Εικόνα 40Α. Οι µορφές αυτές του HNF4 χρησιµοποιήθηκαν στην 

ανάλυση µεταγραφικής δραστικότητας που υποδεικνύεται στην Εικόνα 40Β. Η υβριδική 

GAL4-HNF4 (1-24) που περιέχει µόνο την AF-1 περιοχή χαρακτηρίζεται από υψηλά 

επίπεδα βασικής µεταγραφικής δραστικότητας (ενεργοποίηση κατά 19 φορές) σε 

κύτταρα HepG2 τα οποία επιµολύνθηκαν παροδικά µε τον συνθετικό υποκινητή pG5B-

CAT. H δραστικότητα αυτή ενισχύθηκε σηµαντικά από την συνέκφραση των Smad3 και 

Smad4 πρωτεϊνών (ενεργοποίηση κατά 28 φορές). Αντιθέτως, η µεταλλαγµένη GAL4-

HNF4 (25-49), που στερείται της AF-1 περιοχής, χαρακτηρίζεται από έλλειψη 

µεταγραφικής δραστικότητας και συνενεργοποίησης από τις Smad πρωτεΐνες. Επιπλέον, 

η σηµειακά µεταλλαγµένη GAL4-HNF4 (1-49) στην οποία η τυροσίνη της αµινοξικής 

θέσης 6 αντικαταστάθηκε από αλανίνη (Υ6Α), στερείται µεταγραφικής ενεργότητας και 

συνενεργοποίησης από τις Smad3 και Smad4 στα κύτταρα HepG2. Ελέγχθηκε, επίσης, η 

οµοιογενής έκφραση των προαναφερθέντων µεταλλαγµένων υβριδικών µορφών του 

HNF4, όπως υποδεικνύεται στην Εικόνα 40Γ. Το πείραµα ανοσοαποτύπωσης 

πραγµατοποιήθηκε µε πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα κυττάρων COS-7 που επιµολύνθηκαν 
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παροδικά µε τους φορείς έκφρασης των παραπάνω GAL4-HNF4 µορφών. 

Χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα anti-GAL4 έναντι του επίτοπου που φέρουν. Τα 

αποτελέσµατα της Εικόνας 40 υποδηλώνουν ότι η τυροσίνη της θέσεως 6 και πιθανόν 

και άλλες υδρόφοβες αµινοξικές θέσεις της AF-1 περιοχής του HNF4 είναι σηµαντικές 

για την λειτουργική συνεργασιακή δράση των Smad και HNF4 πρωτεϊνών.  
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Εικόνα 40. Μια σηµειακή µετάλλαξη στην AF-1 περιοχή του HNF4 καταστέλει την Smad 
επαγώµενη συνενεργοποίηση του HNF4. Α. Σχηµατική αναπαράσταση των υβριδικών 
µεταλλαγµένων GAL4-HNF4 µορφών, που χρησιµοποιήθηκαν στις αναλύσεις µεταγραφικής 
δραστικότητας που περιγράγονται στο Β. Η σηµειακή µετάλλαξη αντικατάστασης της τυροσίνης της 
αµινοξικής θέσης 6, σε αλανίνη (Υ6Α) υποδεικνύεται µε βέλος. Β. Κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν 
παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5B-CAT (1 µg) και τους φορείς έκφρασης των ενδεδειγµένων 
GAL4 HNF4 πρωτεϊνών, σε ποσότητα 100 ng από τον κάθε ένα. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε 
απουσία (λευκές ράβδοι) ή παρουσία (µαύρες ράβδοι) των φορέων έκφρασης των Smad3 και Smad4 
πρωτεϊνών, σε ποσότητα 1 µg από τον κάθε ένα, όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. Η % δραστικότητα (+/- 
µέση απόκλιση) του ενζύµου της ακετυλοτρανσφεράσης (CAT) δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος και 
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αποτελεί τη µέση τιµή τουλάχιστον δύο ανεξάρτητων πειραµάτων Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της 
επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης όπως περιγράφηκε προηγουµένως. Γ. 
Ανάλυση της έκφρασης των GAL4 HNF4 πρωτεϊνών που χρησιµοποηήθηκαν στην µελέτη µεταγραφικής 
δραστικότητας που παρουσιάζεται στο Α. Κύτταρα COS-7 επιµολύνθηκαν παροδικά µε ποσότητα 6 µg 
από τους φορείς έκφρασης των ενδεδειγµένων πρωτεϊνών. Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε 
SDS/PAGE ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 10.5%. Ακολούθησε µεταφορά των πρωτεϊνών 
σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και ανοσοαποτύπωση µε χρήση µονοκλωνικού αντισώµατος έναντι του 
GAL4 (mouse anti-GAL4) (1:2500), ενός δευτερεύοντος anti mouse-HRP αντισώµατος (1:10000) και του 
συστήµατος ECL. Τα βέλη, αριστερά του ανοσοαποτυπώµατος, υποδηλώνουν τη θέση των εκφραζόµενων 
πρωτεϊνών. Μ: µάρτυρας πρωτεϊνικής µοριακής µάζας σε kilodaltons.  
 
 

Επίδραση συνενεργοποιητών στην µεταγραφική δραστικότητα της υβριδικής 

GAL4-HNF4 πρωτεΐνης 

 

Οι προηγούµενες αναλύσεις δείχνουν ότι οι Smad3 και Smad4 πρωτεΐνες 

λειτουργούν ως συνενεργοποιητές που ενισχύουν την µεταγραφική δραστικότητα του 

παράγοντα HNF4. Θεωρήθηκε σκόπιµη η σύγκριση της δράσης των Smad πρωτεϊνών µε 

την αντίστοιχη δράση κλασικών συνενεργοποιητών των πυρηνικών υποδοχέων στην 

µεταγραφική ενεργότητα του HNF4. Για τον σκοπό αυτό, ηπατικά κύτταρα HepG2 

επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5B-luc παρουσία ή απουσία της 

πρωτεΐνης GAL4- HNF4 και των συνενεργοποιητών Src-1a, PGC1, CBP και RAC3. 

Όπως δείχνεται στην Εικόνα 41, ο συνθετικός υποκινητής pG5B ενεργοποιήθηκε 

µεταγραφικά κατά 8 φορές από την αγρίου τύπου υβριδική GAL4-HNF4 πρωτεΐνη. Η 

συνέκφραση του συνενεργοποιητή Src-1a προκάλεσε περαιτέρω αύξηση αυτής της 

µεταγραφικής ενεργοποίησης (ενεργοποίηση κατά 37 φορές). Αντίστοιχη αύξηση της 

µεταγραφικής δραστικότητας της GAL4-HNF4 προκάλεσε η συνέκφραση του 

συνενεργοποιητή RAC3 (ενεργοποίηση κατά 33 φορές). Η συνέκφραση του 

συνενεργοποιητή CBP προκάλεσε σχετικά µικρή ενίσχυση της µεταγραφικής 

δραστικότητας του GAL4-HNF4 (ενεργοποίηση κατά 11 φορές). Τέλος, η συνέκφραση 

του GAL4-HNF4 και του συνενεργοποιητή PGC1 ενεργοποίησε πολύ ισχυρά τον 

συνθετικό υποκινητή (ενεργοποίηση κατά 1564 φορές). Τα αποτελέσµατα αυτά 

καταδεικνύουν την ενίσχυση της µεταγραφικής δραστικότητας του παράγοντα HNF4 

από τους συνενεργοποιητές των πυρηνικών υποδοχέων Src-1a, RAC3, CBP και κυρίως 

από τον PGC1. 
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Προκειµένου να εντοπιστούν οι περιοχές του HNF4 που αλληλεπιδρούν 

λειτουργικά µε τους συνενεργοποιητές και να συγκριθούν µε την περιοχή που απαιτείται 

για την ενεργοποίηση από τις Smad πρωτεΐνες, χρησιµοποιήθηκαν οι µεταλλαγµένες 

υβριδικές GAL4-HNF4 (1-50) και GAL4-HNF4 (50-455) που παριστάνονται σχηµατικά 

στην Εικόνα 42Α. Η παροδική επιµόλυνση HepG2 κυττάρων µε το πλασµίδιο αναφοράς 

pG5B-luc και τον φορέα έκφρασης της GAL4-HNF4 (1-50) προκάλεσε µεταγραφική 

ενεργοποίηση του συνθετικού υποκινητή κατά 142 φορές, όπως φαίνεται στην Εικόνα 

42Β. Η συνέκφραση των συνενεργοποιητών Src-1a, RAC3, PGC1 καθώς και του TIF2, ο 

οποίος επίσης αποτελεί µέλος της οικογένειας των p160 συνενεργοποιητών των 

πυρηνικών υποδοχέων αύξησαν την δραστικότητα του GAL4-HNF4 (1-50) κατά 2.1, 1.5, 

1.7 και 1.4 φορές αντίστοιχα (συνολική ενεργοποίηση κατά 300, 217, 238 και 204 φορές 

αντίστοιχα). Η επιµόλυνση των HepG2 κυττάρων µε τον φορέα έκφρασης της GAL4-

HNF4 (50-455) ενεργοποίησε µεταγραφικά τον συνθετικό υποκινητή κατά 1.2 φορές. Η 

συνέκφραση των συνενεργοποιητών TIF2, Src-1a και RAC3 δεν κατόρθωσαν να 

αυξήσουν τη δραστικότητα της GAL4-HNF4 (50-455). Αντιθέτως, ο συνενεργοποιητής 

PGC1 προκάλεσε µια σηµαντική αύξηση της δραστικότητας αυτής κατά 937.5 φορές. Τα 

αποτελέσµατα της Εικόνας 42 υποδηλώνουν ότι οι κύριοι συνενεργοποιητές του 

παράγοντα HNF4 είναι ο Src-1a και ο PGC1. Ο πρώτος δρά κυρίως στην AF-1 περιοχή 

(1-49) και ο δεύτερος δρά κυρίως στο υπόλοιπο µόριο του HNF4 (49-455).  

Στην συνέχεια εξετάστηκε η επίδραση των συνενεργοποιητών Src-1a και PGC1 σε 

σύγκριση µε την επίδραση των Smad3 και Smad4 πρωτεϊνών στην µεταγραφική 

ενεργότητα των µεταλλαγµένων GAL4-HNF4 (1-50) και GAL4-HNF4 (50-455) µορφών. 

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 43, κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το 

πλασµίδιο αναφοράς pG5B-luc. Η συνέκφραση των Smad3/Smad4 µε την GAL4-HNF4 

(1-50) αύξησε την µεταγραφική ενεργότητα της µεταλλαγµένης HNF4 πρωτεΐνης κατά 

8.8 φορές (ενεργοποίηση κατά 1250 φορές έναντι 142), ενώ η συνέκφραση του 

συνενεργοποιητή Src-1a ή του PGC1 αύξησε την µεταγραφική δραστικότητα της GAL4-

HNF4 (1-50) κατά 1.7 και 2.1 φορές αντίστοιχα (ενεργοποίηση κατά 240 και 300 φορές 

έναντι 142). Η συνέκφραση των PGC1 και GAL4-HNF4 (50-455) αύξησε την 

µεταγραφική δραστικότητα αυτής της υβριδικής πρωτεΐνης κατά 370.6 φορές 

(ενεργοποίηση κατά 1112 φορές έναντι ενεργοποίησης κατά 3 φορές), ενώ η 
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συνέκφραση των Smad3/ Smad4 ή του συνενεργοποιητή Src-1a αύξησε την µεταγραφική 

ενεργότητα της GAL4-HNF4 (50-455) κατά 1.8 και 1.3 φορές αντίστοιχα (ενεργοποίηση 

κατά 5.5 και 4 φορές έναντι ενεργοποίησης κατά 3 φορές που προκαλεί µόνη της η 

περιοχή 50-455 του παράγοντα HNF4). Τα αποτελέσµατα της Εικόνας 43 αποδεικνύουν 

ότι οι Smad3/Smad4 πρωτεΐνες αυξάνουν τη µεταγραφική δραστικότητα του HNF4 

αποκλειστικά µέσω της AF-1 περιοχής, ενώ ο συνενεργοποιητής PGC1 ενισχύει 

σηµαντικά την µεταγραφική δραστικότητα του υπόλοιπου µορίου του παράγοντα HNF4. 

Στην συνέχεια ελέγχθηκε αν οι Smad3/Smad4 πρωτεΐνες µπορούν να ενισχύσουν 

την µεταγραφική ενεργότητα της GAL4-HNF4 (50-455) σε συνεργασία µε τον 

συνενεργοποιητή Src-1a. Για τον σκοπό αυτό κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά 

µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5B-luc. Όπως έχει προαναφερθεί και φαίνεται στην Εικόνα 

44, η έκφραση της υβριδικής GAL4-HNF4 (50-455) ενεργοποίησε µεταγραφικά τον 

συνθετικό υποκινητή κατά 3 φορές. Η συνέκφραση του συνενεργοποιητή Src-1a 

ενίσχυσε αυτή την ενεργότητα κατά 2 φορές (ενεργοποίηση κατά 6 φορές), ενώ η 

συνέκφραση των Smad3/Smad4 πρωτεϊνών αύξησε την ενεργότητα της GAL4-HNF4 

(50-455) κατά 1.3 φορές (ενεργοποίηση κατά 4 φορές). Η ενεργοποίηση της περιοχής 50-

455 του HNF4 από τις Smad πρωτεΐνες οφείλεται, τουλάχιστον εν µέρει, στην ικανότητα 

των Smad πρωτεϊνών να προσδένονται άµεσα στην περιοχή 370-455 (περιοχή F) όπως 

έχει δειχθεί σε παράλληλα πειράµατα (Chou et al., 2003). Η ταυτόχρονη υπερέκφραση 

των Smad3/Smad4 και Src-1a αύξησε την µεταγραφική ενεργότητα της GAL4-HNF4 

(50-455) κατά 4 φορές (ενεργοποίηση κατά 12 φορές). Η αύξηση αυτή είναι µεγαλύτερη 

από το άθροισµα των αυξήσεων που προκάλεσε η ανεξάρτητη έκφραση των 

Smad3/Smad4 και Src-1a (1.3 και 2= 3.3). Τα αποτελέσµατα της Εικόνας 44 

υποδηλώνουν την συνεργασιακή δράση των Smad3/Smad4 και Src-1a στην αύξηση της 

µεταγραφικής ενεργότητας της περιοχής 50-455 του µεταγραφικού παράγοντα HNF4.  

Συνολικά, οι προαναφερθείσες αναλύσεις καταδεικνύουν ότι οι Smad3/Smad4 

πρωτεΐνες δρουν ως συνενεργοποιητές της AF-1 περιοχής του HNF4 και ότι µπορούν να 

ενισχύσουν την δραστικότητα της περιοχής 50-455 του HNF4 µέσω συνεργασιακής 

αλληλεπίδρασης µε τον συνενεργοποιητή Src-1a. Επίσης, τα παραπάνω αποτελέσµατα 

υποδεικνύουν τον συνενεργοποιητή PGC1 ως τον κύριο ενισχυτή της µεταγραφικής 

δραστικότητας της HNF4 πρωτεΐνης που αποτελείται από την περιοχή 50-455.  
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Εικόνα 41. Επίδραση συνενεργοποιητών στη µεταγραφική δραστικότητα της υβριδικής 
GAL4-HNF4 πρωτεΐνης. Κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς 
pG5B-luc (1 µg) και τους φορείς έκφρασης των πρωτεϊνών GAL4-HNF4, Src-1a, PGC1, CBP και 
RAC3 σε ποσότητα 1 µg από τον κάθε ένα, στους συνδυασµούς που υποδεικνύονται στο 
γράφηµα. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό 
µορφή ραβδογράµµατος και αποτελεί τη µέση τιµή τουλάχιστον δύο ανεξάρτητων πειραµάτων 
που πραγµατοποιήθηκαν εις διπλούν. Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε 
µε την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-
gal (1 µg), µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
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Εικόνα 42. Επίδραση συνενεργοποιητών πυρηνικών υποδοχέων στην µεταγραφική 
δραστικότητα µεταλλαγµένων µορφών της GAL4-HNF4 πρωτεΐνης. Α. Σχηµατική 
αναπαράσταση των µεταλλαγµένων µορφών HNF4 (1-50) και HNF4 (50-455), που 
χρησιµοποιήθηκαν. Αυτές οι µεταλλαγµένες µορφές είναι συζευγµένες στο N-τελικό άκρο τους 
µε την περιοχή πρόσδεσης στο DNA της πρωτεΐνης GAL4 (GAL4 DBD). Β. Κύτταρα HepG2 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5B-luc (1 µg) και τους φορείς έκφρασης 
των πρωτεϊνών GAL4 HNF4 (1-50) ή GAL4-HNF4 (50-455), σε ποσότητα 1 µg από τον κάθε 
ένα. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία των φορέων έκφρασης των TIF2, 
Src-1a, RAC3 ή PGC1 σε ποσότητα 1 µg από τον κάθε ένα. όπως φαίνεται στο γράφηµα. Η % 
δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή 
ραβδογράµµατος και αποτελεί τη µέση τιµή τουλάχιστον δύο ανεξάρτητων πειραµάτων που 
πραγµατοποιήθηκαν εις διπλούν. Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε 
την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal 
(1 µg), µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
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Εικόνα 43. Οι Smad3/4 πρωτεΐνες αυξάνουν την µεταφραφική δραστικότητα του HNF4 
αποκλειστικά µέσω της AF-1 περιοχής του. Κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το 
πλασµίδιο αναφοράς pG5B-luc (1 µg) και τους φορείς έκφρασης των πρωτεϊνών GAL4 HNF4 (1-
50) ή GAL4-HNF4 (50-455), σε ποσότητα 1 µg από τον κάθε ένα. Η επιµόλυνση 
πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία των φορέων έκφρασης των Smad3/4, Src-1a, ή PGC1 σε 
ποσότητα 1 µg από τον κάθε ένα, όπως φαίνεται στο γράφηµα. Η % δραστικότητα (+/- µέση 
απόκλιση) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος και αποτελεί τη 
µέση τιµή τουλάχιστον δύο ανεξάρτητων πειραµάτων που πραγµατοποιήθηκαν εις διπλούν. Η 
κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-
γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (1 µg), µε τον οποίο 
επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
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Εικόνα 44. Συνεργασιακή δράση των Smad3/4 και Src-1a στην µεταγραφική δραστικότητα 
της GAL4-HNF4 (50-455). A. Σχηµατική αναπαράσταση της µεταλλαγµένης GAL4-HNF4 (50-
455). Β. Κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5B-luc (1 µg) 
και τον φορέα έκφρασης της πρωτεΐνης GAL4-HNF4 (50-455), σε ποσότητα 1 µg. Η επιµόλυνση 
πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία των φορέων έκφρασης των Src-1a ή/και Smad3/4 
ποσότητα 1 µg από τον κάθε ένα, όπως φαίνεται στο γράφηµα. Η % δραστικότητα (+/- µέση 
απόκλιση) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος και αποτελεί τη 
µέση τιµή τουλάχιστον δύο ανεξάρτητων πειραµάτων που πραγµατοποιήθηκαν εις διπλούν. Η 
κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-
γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (1 µg), µε τον οποίο 
επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
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Επίδραση των συνενεργοποιητών των πυρηνικών υποδοχέων στο µονοπάτι 

σηµατοδότησης του TGFβ 

 

Παράλληλα µε τον έλεγχο της δράσης των Smad3/Smad4 πρωτεϊνών ως 

συνενεργοποιητών του ορφανού πυρηνικού υποδοχέα HNF4, κρίθηκε σκόπιµος ο 

έλεγχος της ικανότητας των προαναφερθέντων συνενεργοποιητών των πυρηνικών 

υποδοχέων να ενισχύουν το σηµατοδοτικό µονοπάτι του TGFβ. Για τον σκοπό αυτό 

χρησιµοποιήθηκαν ηπατικά κύτταρα HepG2 τα οποία επιµολύνθηκαν παροδικά µε το 

πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12-E1B-luc, όπως φαίνεται στην Εικόνα 45. Η 

επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του συνδέτη TGFβ και 

χρησιµοποιήθηκε ο συνενεργοποιητής CBP του µονοπατιού TGFβ για την πιστοποίηση 

της εγκυρότητας των αποτελεσµάτων (control). Απουσία του συνδέτη, η έκφραση των 

συνενεργοποιητών CBP, Src-1a, RAC3, TIF2 ή PGC1 ενεργοποίησε µεταγραφικά τις 

ενδογενείς Smad3/Smad4 πρωτεΐνες κατά 0.8, 1.7, 1.8, 1.5 και 1.3 φορές αντίστοιχα. Η 

παρουσία του συνδέτη TGFβ ενεργοποίησε µεταγραφικά τις ενδογενείς Smad3/Smad4 

πρωτεΐνες και συνεπώς τον συνθετικό υποκινητή, κατά 62 φορές. Η έκφραση του 

συνενεργοποιητή CBP αύξησε την δραστικότητα του TGFβ κατά 1.4 φορές 

(ενεργοποίηση κατά 85.5 φορές). Η έκφραση των Src-1a, RAC3, TIF2 ή PGC1 αύξησε 

την µεταγραφική δραστικότητα του TGFβ κατά 2.2, 2.6, 2.7 και 2.4 φορές αντίστοιχα 

(ενεργοποίηση κατά 139, 162, 167 και 149 φορές αντίστοιχα). Συνεπώς, σύµφωνα µε τα 

αποτελέσµατα της Εικόνας 45, οι συνενεργοποιητές των πυρηνικών υποδοχέων Src-1a, 

RAC3, TIF2 και PGC1 ενισχύουν την µεταγραφική ενεργότητα που επάγεται από τον 

TGFβ, πιθανώς µέσω λειτουργικών αλληλεπιδράσεων µε τις Smad πρωτεΐνες, όπως 

συµβαίνει µε τον συνενεργοποιητή CBP.  
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Εικόνα 45. Επίδραση συνενεργοποιητών των πυρηνικών υποδοχέων στο µονοπάτι 
σηµατοδότησης του TGFβ. Ανθρώπινα ηπατικά κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε 
το πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12-E1B-Luc (1 µg) και τους φορείς έκφρασης των 
συνενεργοποιητών CBP, Src-1a, RAC3, TIF2 και PGC1, σε ποσότητα 1 µg από τον κάθε ένα. Η 
επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του συνδέτη TGFβ (200 pM). Η προσθήκη 
του TGFβ πραγµατοποιήθηκε 16 ώρες µετά την επιµόλυνση, και ακολούθησε επώαση των 
κυττάρων για 24 ακόµα ώρες. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του ενζύµου της 
λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος και αποτελεί τη µέση τιµή τουλάχιστον δύο 
ανεξάρτητων πειραµάτων που πραγµατοποιήθηκαν εις διπλούν. Η κανονικοποίηση της 
ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται 
από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (1 µg), µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που 
αναλύθηκε. 
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ΕΝΟΤΗΤΑ ΙΙΙ 
 

Περιοχές της TGFβ-ρυθµιζόµενης Smad3 πρωτεΐνης που ευθύνονται για 

την µεταγραφική της δραστικότητα 
 

Η Smad3 πρωτεΐνη αποτελεί έναν από τους κυριότερους µεταγωγείς της TGFβ 

σηµατοδότησης και δρα ως µεταγραφικός ενεργοποιητής γονιδίων-στόχων του συνδέτη 

TGFβ. Προκειµένου να αναγνωριστούν και να χαρακτηριστούν περιοχές της ανθρώπινης 

Smad3 πρωτεΐνης που ρυθµίζουν την µεταγραφική της δράση, ως απόκριση στον 

συνδέτη TGFβ, κατασκευάστηκαν διάφορες µεταλλαγµένες µορφές της Smad3, 

χρησιµοποιώντας την µέθοδο της PCR και κλωνοποιήθηκαν σε σύζευξη, στην Ν-

τερµατική περιοχή τους, µε την περιοχή πρόσδεσης στο DNA (DNA Binding Domain, 

DBD), του GAL4 ενεργοποιητή του σακχαροµύκητα (aa 1-147). Με την χρήση αυτού 

του ετερόλογου συστήµατος, οι διάφορες µεταλλαγµένες µορφές της Smad3 πρωτεΐνης 

µπορούν να ελεγχθούν ως προς την µεταγραφική τους δραστικότητα, ανεξάρτητα από 

την ικανότητά τους να προσδένονται στο DNA. Επίσης, η περιοχή GAL4 DBD περιέχει 

ένα σινιάλο πυρηνικής µετατόπισης, εποµένως όλες οι πρωτεΐνες που συζεύγνυνται µε 

αυτή την περιοχή εντοπίζονται στον πυρήνα σε πειράµατα παροδικών επιµολύνσεων 

κυττάρων. Οι µεταλλαγµένες µορφές της Smad3 πρωτεΐνης εκφράστηκαν σε κύτταρα 

θηλαστικών και ελέγχθηκε η ικανότητά τους να ενεργοποιούν µεταγραφικά τον 

συνθετικό υποκινητή pG5-E1B-luc, ο οποίος αποτελείται από πέντε διαδοχικές θέσεις 

πρόσδεσης του GAL4 σε σύζευξη µε τον ελάχιστο Ε1Β υποκινητή και το γονίδιο της 

λουσιφεράσης της πυγολαµπίδας (γονίδιο αναφοράς). Στις αναλύσεις αυτές η 

µεταγραφική δραστικότητα των απαλοιφών της Smad3 συσχετίστηκαν µε την 

µεταγραφική δραστικότητα της πρωτεΐνης GAL4 DBD η οποία για τον λόγο αυτό τέθηκε 

ίση µε την µονάδα.  

Κύτταρα ανθρώπινου ηπατώµατος HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το 

πλασµίδιο αναφοράς pG5-E1B-luc και τον φορέα έκφρασης της αγρίου τύπου GAL4-

Smad3 πρωτεϊνης, µε αποτέλεσµα την αύξηση της µεταγραφικής δραστικότητας του 

συνθετικού υποκινητή κατά 57 φορές, όπως υποδεικνύεται στην Εικόνα 46. Όταν η 
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επιµολύνση πραγµατοποιήθηκε παρουσία του συνδέτη TGFβ παρατηρήθηκε περίπου 9 

φορές µεγαλύτερη αύξηση της µεταγραφικής δραστικότητας του υποκινητή 

(ενεργοποίηση κατά 538 φορές) σε σχέση µε την µεταγραφική δραστικότητα της GAL4-

Smad3 απουσία του συνδέτη TGFβ, γεγονός που υποδεικνύει ότι η TGFβ σηµατοδότηση 

ενισχύει την µεταγραφική δράση της υβριδικής GAL4-Smad3, πιθανότητα µέσω 

αλληλεπιδράσεών της µε τις ενδογενείς Smad3 ή Smad4 πρωτεΐνες. Η µεταλλαγµένη 

GAL4-Smad3 που αποτελείται από την ΜΗ1 περιοχή (1-130), ή την ΜΗ1 περιοχή και 

την περιοχή linker (1-230) δεν ενεργοποίησε µεταγραφικά τον G5B υποκινητή. 

Αντιθέτως, η µεταλλαγµένη GAL4-Smad3 (1-248) που αποτελείται από την ΜΗ1 

περιοχή, τον linker και τα 18 πρώτα αµινοξέα της ΜΗ2 περιοχής, τα οποία περικλείουν 

τις δύο πρώτες β πτυχωτές επιφάνειες (β1 και β2), εµφάνισε µεγάλη µεταγραφική 

δραστικότητα σε κύτταρα HepG2, καθώς ενεργοποίησε τον υποκινητή κατά 28 φορές. 

Το αποτέλεσµα αυτό επισηµαίνει ότι µπορεί να επιτευχθεί µεταγραφική δραστικότητα 

από µια µεταλλαγµένη Smad3 πρωτεΐνη που στερείται του µεγαλύτερου µέρους της ΜΗ2 

περιοχής της. Το ενδιαφέρον αυτό εύρηµα έρχεται σε αντίθεση µε την ισχύουσα θεωρία 

ότι η µεταγραφική ενεργοποίηση από την Smad3 απαιτεί µόνο την ΜΗ2 περιοχή.  

Η υβριδική GAL4-Smad3 (130-424) που στερείται της ΜΗ1 περιοχής παρουσίασε 

µεγάλη µεταγραφική δραστικότητα, καθώς ενεργοποίησε τον υποκινητή G5B κατά 167 

φορές και η δραστικότητα αυτή αυξάνεται περαιτέρω από τον συνδέτη TGFβ κατά 3 

φορές (ενεργοποίηση κατά 518 φορές). Το αποτέλεσµα αυτό ήταν αναµενόµενο καθώς 

προηγούµενες µελέτες υποδεικνύουν τον κατασταλτικό ρόλο της ΜΗ1 περιοχής στην 

µεταγραφική δραστικότητα της Smad3 πρωτεΐνης (Liu et al., 1996). H GAL4-Smad3 

(230-424), που αποτελείται µόνο από την ΜΗ2 περιοχή παρουσίασε επίσης µεγάλη 

µεταγραφική δραστικότητα στα κύτταρα HepG2, τόσο απουσία (ενεργοποίηση κατά 68 

φορές) όσο και παρουσία του TGFβ (ενεργοποίηση κατά 168 φορές, αύξηση κατά 2.4 

φορές), όπως αναµενόταν. Ωστόσο, η απαλοιφή των 18 πρώτων αµινοξέων από την ΜΗ2 

περιοχή στην υβριδική GAL4-Smad3 (248-424) πρωτεΐνη, ανέστειλε πλήρως την 

µεταγραφική δραστικότητα της ΜΗ2 περιοχής, τόσο απουσία όσο και παρουσία του 

TGFβ, στα κύτταρα HepG2. Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι τα 18 πρώτα αµινοξέα της 

ΜΗ2 περιοχής της Smad3 είναι απαραίτητα για την µεταγραφική της ενεργότητα.  
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Όπως φαίνεται στην Εικόνα 46 η υβριδική GAL4-Smad3 (230-248), που 

αποτελείται µόνο από τα 18 πρώτα αµινοξέα της ΜΗ2 περιοχής της Smad3, ήταν 

µεταγραφικά ανενεργή, γεγονός που οδηγεί στην υπόθεση ότι απαιτούνται 

συµπληρωµατικές, Ν-τερµατικές ή C-τερµατικές αλληλουχίες της Smad3, προκειµένου η 

230-248 περιοχή να επιδείξει την µεταγραφική της δράση. Προκειµένου να ερευνηθεί 

αυτή η πιθανότητα, κατασκευάστηκε µια δεύτερη οµάδα µεταλλαγµένων, υβριδικών µε 

το GAL4 DBD, µορφών της Smad3 πρωτεΐνης. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 46, η 

GAL4-Smad3 (130-230) που αποτελείται µόνο από τον linker παρουσιάζει ελάχιστη 

µεταγραφική δραστικότητα, ενώ η προσθήκη των 18 αµινοξέων της ΜΗ2 περιοχής σε 

αυτή, δηλαδή η GAL4-Smad3 (130-248), αυξάνει δραµατικά την µεταγραφική 

δραστικότητα του συνθετικού υποκινητή κατά 148 φορές, σε κύτταρα HepG2. Αυτή η 

έντονη µεταγραφική δραστικότητα δεν επηρεάστηκε από την απαλοιφή των 12 πρώτων 

αµινοξέων του linker που οδήγησε στην υβριδική GAL4-Smad3 (143-248) 

(ενεργοποίηση κατά 147 φορές.), αλλά µειώθηκε σηµαντικά µε διαδοχικές απαλοιφές 

περιοχών του linker. Έτσι, η GAL4-Smad3 (172-248) ενεργοποίησε τον συνθετικό 

υποκινητή κατά 63 φορές και η GAL4-Smad3 (201-248) κατά 28 φορές, σε κύτταρα 

HepG2. Η µεταγραφική δραστικότητα της GAL4-Smad3 (230-248) δεν αυξήθηκε ούτε 

από την προέκταση αυτής µέχρι το αµινοξύ 290 ή µέχρι το αµινοξύ 374 της περιοχής 

ΜΗ2.  

Προκειµένου να επιβεβαιωθούν τα αποτελέσµατα των επιµολύνσων των HepG2 

κυττάρων, πραγµατοποιήθηκαν αντίστοιχα πειράµατα σε κύτταρα ινοβλαστών ποντικού 

NIH 3T3. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 47 η υβριδική GAL4-Smad3 ενεργοποίησε 

µεταγραφικά τον συνθετικό υποκινητή pG5-E1B-luc κατά 49 φορές απουσία του TGFβ 

και κατά 150 φορές παρουσία του συνδέτη (αύξηση κατά 3 φορές) στα κύτταρα NIH 

3T3. Η υβριδική GAL4-Smad3 (1-248) εµφάνισε και στα κύτταρα αυτά, όπως και στα 

HepG2, αυξηµένη µεταγραφική ενεργότητα και µάλιστα µεγαλύτερη από την αγρίου 

τύπου GAL4-Smad3 (ενεργοποίηση κατά 63 φορές). Η µεταγραφική ενεργότητα των 

GAL4-Smad3 (130-424) και GAL4-Smad3 (230-424) ήταν όπως αναµενόταν υψηλή, 

τόσο απουσία του TGFβ (ενεργοποίηση κατά 166 και 25 φορές αντίστοιχα) όσο και 

παρουσία του συνδέτη (ενεργοποίηση κατά 268 και 53 φορές αντίστοιχα) (αύξηση κατά 

1.6 και 2.1 φορές αντίστοιχα). Η απαλοιφή των 18 πρώτων αµινοξέων της ΜΗ2 περιοχής 
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κατέστησε την υβριδική GAL4-Smad3 (248-424) µεταγραφικώς ανενεργή και σε αυτή 

την κυτταρική σειρά. Η GAL4-Smad3 (130-230) που αποτελείται µόνο από την περιοχή 

linker εµφάνισε ελάχιστη µεταγραφική δραστικότητα που αυξήθηκε δραµατικά µε την 

προσθήκη σε αυτήν των 18 πρώτων αµινοξέων της ΜΗ2 περιοχής (ενεργοποίηση κατά 

315 φορές). Η µεγάλη µεταγραφική ενεργότητα της GAL4-Smad3 (130-248) 

διατηρήθηκε και στην υβριδική GAL4-Smad3 (143-248), καθώς η τελευταία 

ενεργοποίησε των συνθετικό υποκινητή κατά 370 φορές. Οι διαδοχικές απαλοιφές 

περιοχών του linker οδήγησαν σε αντίστοιχη διαδοχική µείωση της µεταγραφικής 

δραστικότητας. Έτσι, η GAL4-Smad3 (172-248) ενεργοποίησε τον υποκινητή κατά 61 

φορές. Η GAL4-Smad3 (201-248) περιέχει την ελάχιστη περιοχή της Smad3 που 

παρουσιάζει µεταγραφική δραστικότητα (ενεργοποίηση του υποκινητή κατά 30 φορές), 

καθώς η GAL4-Smad3 (230-248) ήταν και στα NIH 3T3 κύτταρα µεταγραφικά σιωπηρή 

και παρέµεινε σιωπηρή ακόµα και µετά τις C-τερµατικές προεκτάσεις της στην ΜΗ2 

περιοχή (µεταλλαγµένες µορφές GAL4-Smad3 (230-290) και GAL4-Smad3 (230-374).  

Για να επιβεβαιώσουµε ότι η έλλειψη µεταγραφικής δραστικότητας που 

παρουσιάζουν κάποιες από τις µεταλλαγµένες µορφές της υβριδικής GAL4-Smad3 

πρωτεΐνης, δεν οφείλεται σε µειωµένη έκφρασή τους, νεφρικά κύτταρα πιθήκου COS-7 

επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης όλων των υβριδικών 

GAL4-Smad3 πρωτεϊνών που χρησιµοποιήθηκαν στις προηγούµενες αναλύσεις. Όπως 

υποδεικνύεται στην Εικόνα 48, η ανάλυση ανοσοαποτύπωσης των πρωτεϊνικών 

εκχυλισµάτων των προαναφερθέντων κυττάρων έδειξε ότι όλες οι µεταλλαγµένες 

υβριδικές µορφές της Smad3 πρωτεΐνης εκφράζονται σε συγκρίσιµο µεταξύ τους βαθµό. 

Εξαίρεση αποτελεί η GAL4-Smad3 (248-424) που εκφράζεται σε χαµηλότερα αλλά 

ανιχνεύσιµα επίπεδα.  

Τα παραπάνω αποτελέσµατα οδηγούν στο συµπέρασµα ότι εκτός της ΜΗ2 

περιοχής, µια δεύτερη περιοχή της Smad3 πρωτεΐνης εµφανίζει εξαιρετικά µεγάλη 

µεταγραφική ενεργότητα σε κύτταρα θηλαστικών. Η δεύτερη αυτή περιοχή εντοπίζεται 

στην περιοχή του linker και επεκτείνεται στην ΜΗ2 περιοχή για να συµπεριλάβει τα 

αµινοξέα 230-248, τα οποία όπως προκύπτει από το πείραµα ανοσοαποτύπωσης, 

πιθανότατα απαιτούνται για την σταθερότητα της ΜΗ2 περιοχής.  
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Εικόνα 46. ∆οµική - λειτουργική ανάλυση της µεταγραφικής δραστικότητας της αγρίου 
τύπου και µεταλλαγµένων µορφών της ανθρώπινης Smad3 πρωτεΐνης, µε χρήση του 
ετερόλογου συστήµατος GAL4, σε κύτταρα HepG2. Σχηµατική αναπαράσταση της αγρίου 
τύπου και απαλοιφών της Smad3 πρωτεΐνης, συζευγµένων µε την περιοχή πρόσδεσης στο DNA 
του ενεργοποιητή του σακχαροµύκητα GAL4 (GAL4 DBD), που χρησιµοποιήθηκαν. Κύτταρα 
HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5 –E1B-Luc (1 µg) και µε τους 
πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης των µορφών της GAL4-Smad3 που υποδεικνύονται, σε 
ποσότητα 1 µg. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του TGFβ (200 pM), 
όπως υποδεικνύεται, η προσθήκη του οποίου έγινε 16 ώρες µετά την επιµόλυνση και ακολούθησε 
επώαση των κυττάρων για 24 ακόµα ώρες. Η µεταγραφική δραστικότητα κάθε GAL4-Smad3 
πρωτεϊνης αναλύθηκε σε σχέση µε τη µεταγραφική δραστικότητα της GAL4 DBD πρωτεΐνης που 
τέθηκε ίση µε την µονάδα. Κάθε µεταγραφική δραστικότητα που παρουσιάζεται στα δεξιά του 
σχήµατος, αποτελεί την µέση τιµή (+/- απόκλιση) τουλάχιστον τριών ανεξάρτητων πειραµάτων 
κάθε ένα από τα οποία πραγµατοποιήθηκε εις διπλούν. Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της 
επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης που εφράζεται από τον πλασµιδιακό 
φορέα pCMVβ-gal (1g), µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
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Εικόνα 47. ∆οµική - λειτουργική ανάλυση της µεταγραφικής δραστικότητας της αγρίου 
τύπου και µεταλλαγµένων µορφών της ανθρώπινης Smad3 πρωτεΐνης, µε χρήση του 
ετερόλογου συστήµατος GAL4, σε κύτταρα NIH3T3. Σχηµατική αναπαράσταση της αγρίου 
τύπου και απαλοιφών της Smad3 πρωτεΐνης, συζευγµένων µε την περιοχή πρόσδεσης στο DNA 
του ενεργοποιητή του σακχαροµύκητα GAL4 (GAL4 DBD), που χρησιµοποιήθηκαν. Κύτταρα 
NIH3T3 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5 –E1B-Luc (1 µg) και µε τους 
πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης των µορφών της GAL4-Smad3 που υποδεικνύονται, σε 
ποσότητα 1 µg. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του TGFβ (200 pM), 
όπως υποδεικνύεται, η προσθήκη του οποίου έγινε 16 ώρες µετά την επιµόλυνση και ακολούθησε 
επώαση των κυττάρων για 24 ακόµα ώρες. Η µεταγραφική δραστικότητα κάθε GAL4-Smad3 
πρωτεϊνης αναλύθηκε σε σχέση µε τη µεταγραφική δραστικότητα της GAL4 DBD πρωτεΐνης που 
τέθηκε ίση µε την µονάδα. Κάθε µεταγραφική δραστικότητα που παρουσιάζεται στα δεξιά του 
σχήµατος, αποτελεί την µέση τιµή (+/- απόκλιση) τουλάχιστον τριών ανεξάρτητων πειραµάτων 
κάθε ένα από τα οποία πραγµατοποιήθηκε εις διπλούν. Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της 
επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης που εφράζεται από τον πλασµιδιακό 
φορέα pCMVβ-gal (1g), µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
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Εικόνα 48. Έλεγχος της έκφρασης της αγρίου τύπου GAL4-Smad3 πρωτεΐνης και 
µεταλλαγµένων µορφών της. Η GAL4-Smad3 πρωτεΐνη, οι µεταλλαγµένες µορφές της των 
οποίων ελέγχθηκε η µεταγραφική δραστικότητα, και η GAL4 πρωτεϊνη, αναλύθηκαν ως προς την 
έκφρασή τους µε τη µέθοδο της ανοσοαποτύπωσης. Κύτταρα COS-7 επιµολύνθηκαν παροδικά 
µε 15 µg από τους πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης των προαναφερθέντων πρωτεϊνών. 48 ώρες 
µετά την επιµόλυνση, τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα των επιµολυσµένων κυττάρων αναλύθηκαν µε 
SDS/PAGE ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 10.5%. Οι πρωτεΐνες µεταφέρθηκαν 
σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και χρησιµοποιήθηκε µονοκλωνικό mouse anti-GAL4 αντίσωµα 
(1:2500) και δευτερεύον anti-mouse HRP αντίσωµα (1:10000). Η ανοσοαποτύπωση των 
πρωτεϊνών έγινε µε χρήση του συστήµατος ενισχυµένου χηµειοφωσφορισµού (ECL).  
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Η µεταγραφική δραστικότητα της GAL4-Smad3 1-248 είναι ανεξάρτητη της Smad4 

πρωτεΐνης 

 

Όπως υπέδειξαν οι αναλύσεις µεταγραφικής δραστικότητας στα κύτταρα HepG2 

και NIH 3T3, η περιοχή 1-248 της Smad3 πρωτεΐνης εµφανίζει µεταγραφική ενεργότητα 

αντίστοιχη µε αυτήν της αγρίου τύπου Smad3 πρωτεΐνης. Η µεταλλαγµένη GAL4-Smad3 

1-248 πρωτεΐνη αποτελείται από την ΜΗ1 περιοχή, τον linker και τα πρώτα 18 αµινοξέα 

της ΜΗ2 περιοχής της Smad3. Προκειµένου να ελεγχθεί αν η µεταγραφική 

δραστικότητά της οφείλεται στην λειτουργική της αλληλεπίδραση µε την Smad4 

πρωτεΐνη, καρκινικά κύτταρα µαστού ανθρώπου MDA-MB-468 που στερούνται 

ενδογενών Smad4 µορίων (de Winter et al., 1997) επιµολύνθηκαν παροδικά µε τον 

συνθετικό υποκινητή pG5-E1B-luc ο οποίος ενεργοποιήθηκε µεταγραφικά από την 

GAL4-Smad3 κατά 4.1 φορές, όπως φαίνεται στην Εικόνα 49. Η συνέκφραση της 6myc-

Smad4 οδήγησε σε ακόµα µεγαλύτερη αύξηση της µεταγραφικής δραστικότητας της 

GAL4-Smad3 (ενεργοποίηση κατά 290 φορές). Η µεταλλαγµένη GAL4-Smad3 1-248 

πρωτεϊνη ενεργοποίησε µεταγραφικά τον συνθετικό υποκινητή κατά 4.7 φορές, αλλά δεν 

παρατηρήθηκε περαιτέρω αύξηση µε την συνέκφραση της 6myc-Smad4 (ενεργοποίηση 

κατά 4.6 φορές). 

Είναι γνωστό ότι η ΜΗ2 περιοχή της Smad3 πρωτεΐνης ευθύνεται για την 

αλληλεπίδρασή της µε την Smad4. Από τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στην 

Εικόνα 49 προκύπτει ότι τα 18 πρώτα αµινοξέα της Smad3, ενώ δεν αρκούν για την 

λειτουργική αλληλεπίδραση µε την Smad4, εµφανίζουν ενδογενή µεταγραφική 

δραστικότητα συγκρίσιµη µε εκείνη της αγρίου τύπου Smad3 πρωτεΐνης. 
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Εικόνα 49. Η µεταγραφική δραστικότητα της GAL4-Smad3 1-248 είναι ανεξάρτητη της 
Smad4 πρωτεΐνης. Καρκινικά κύτταρα µαστού ανθώπου MDA-MB-468 που στερούνται των 
ενδογενών Smad4 πρωτεϊνών επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5 –E1B-
Luc (1 µg) και µε τους πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης της GAL4-Smad3 ή της GAL4-Smad3 
1-248 σε ποσότητα 1 µg από τον κάθε ένα. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή 
παρουσία του φορέα έκφρασης της 6myc-Smad4 πρωτεΐνης (1g) όπως υποδεικνύεται στο 
γράφηµα. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση ) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό 
µορφή ραβδογράµµατος. Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την 
δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης που εφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (1g), 
µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
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Οι µεταγραφικώς ανενεργές GAL4-Smad3 230-290 και GAL4-Smad3 230-374 

στερούνται της ικανότητας λειτουργικής αλληλεπίδρασης µε την Smad4 

 

Οι υβριδικές GAL4-Smad3 230-290 και GAL4-Smad3 230-374 περιλαµβάνουν 

µεγάλο µέρος της ΜΗ2 περιοχής της Smad3 πρωτεΐνης. Σύµφωνα µε τις αναλύσεις των 

Εικόνων 23 και 24 αυτές οι υβριδικές µορφές είναι µεταγραφικά σιωπηρές. Προκειµένου 

να ελεγχθεί αν αυτές οι µεταλλαγµένες µορφές µπορούν να αλληλεπιδρούν λειτουργικά 

µε την Smad4 πρωτεΐνη, καρκινικά κύτταρα µαστού ανθρώπου MDA-MB-468 που 

στερούνται ενδογενών Smad4 µορίων επιµολύνθηκαν παροδικά µε τον συνθετικό 

υποκινητή pG5-E1B-luc. Όπως υποδεικνύεται στην Εικόνα 50, η 6myc-Smad4 πρωτεΐνη 

δεν ενεργοποίησε µεταγραφικά τον συνθετικό αυτό υποκινητή, γεγονός που αναµενόταν, 

δεδοµένου ότι αυτή η πρωτεΐνη αλληλεπιδρά µε τις ενδογενείς Smad3 πρωτεϊνες οι 

οποίες δεν µπορούν να προσδεθούν στον συγκεκριµένο υποκινητή. Η GAL4-Smad3 

πρωτεΐνη ενεργοποίησε τον υποκινητή κατά 2 µόνο φορές, προφανώς λόγω της έλλειψης 

ενδογενών Smad4 µορίων. Η συνέκφραση της 6myc-Smad4 αύξησε σηµαντικά την 

µεταγραφική δραστικότητα της GAL4-Smad3 (ενεργοποίηση κατά 83 φορές). Οι 

µεταγραφικά ανενεργές GAL4-Smad3 230-290 και GAL4-Smad3 230-374 δεν 

επηρεάστηκαν από την συνέκφραση της 6myc-Smad4, όπως φαίνεται στην Εικόνα 50. 

Τα αποτελέσµατα αυτά οδηγούν στο συµπέρασµα ότι εκτός της περιοχής 1-248 και 

ειδικότερα της ελάχιστης περιοχής 201-248 που εµφανίζει ενδογενή µεταγραφική 

δραστικότητα, υπάρχει και δεύτερη περιοχή της Smad3 πρωτεΐνης, που εντοπίζεται στο 

C-τερµατικό άκρο της και εµφανίζει Smad4-εξαρτώµενη µεταγραφική ενεργότητα. 
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Πλασµίδιο αναφοράς: pG5-E1B-Luc
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Εικόνα 50. Οι µεταλλαγµένες GAL4-Smad3 230-290 και GAL4-Smad3 230-374 στερούνται 
της ικανότητας λειτουργικής αλληλεπίδρασης µε την Smad4 πρωτεΐνη. Καρκινικά κύτταρα 
µαστού ανθρώπου MDA-MB-468 που στερούνται των ενδογενών Smad4 πρωτεϊνών 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5 –E1B-Luc (1 µg) και µε τους 
πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης της GAL4-Smad3, της GAL4-Smad3 230-290, ή της GAL4-
Smad3 230-374 πρωτεΐνης, όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα, σε ποσότητα 1 µg από τον κάθε 
ένα. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του φορέα έκφρασης της 6myc-
Smad4 πρωτεΐνης (1g) όπως φαίνεται στο γράφηµα. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση ) του 
ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος. Η κανονικοποίηση της 
ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης που εφράζεται από 
τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (1g), µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που 
αναλύθηκε. 
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Λειτουργικότητα της αγρίου τύπου Smad3 πρωτεΐνης και της µεταλλαγµένης 

Smad3 143-248 σε κύτταρα σακχαροµύκητα  

 

Από τα αποτελέσµατα της Εικόνας 46 και της Εικόνας 47 προκύπτει ότι η 

µεταλλαγµένη υβριδική Smad3 143-248 πρωτεΐνη παρουσιάζει την µέγιστη µεταγραφική 

δραστικότητα στις δύο κυτταρικές σειρές που ελέγχθηκαν. Προκειµένου να 

επιβεβαιωθούν τα αποτελέσµατα αυτά, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα µεταγραφικής 

ενεργοποίησης σε κύτταρα σακχαροµύκητα, τα οποία στερούνται ενδογενούς 

TGFβ/Smad σηµατοδοτικού συστήµατος. Για τον σκοπό αυτό, η αγρίου τύπου Smad3 

και η µεταλλαγµένη Smad3 143-248 κλωνοποιήθηκαν στον πλασµιδιακό φορέα pAS2-1 

που επιτρέπει έκφραση γονιδίων στον σακχαροµύκητα, ως υβριδικές µορφές που φέρουν 

το DBD του GAL4 στην Ν-τερµατική περιοχή τους, όπως φαίνεται στην Εικόνα 51Α, 

και ελέγχθηκαν για την ικανότητά τους να ενεργοποιούν µεταγραφικά έναν GAL4-

εξαρτώµενο υποκινητή που είχε συζευχθεί µε γονίδιο αναφοράς είτε της β-

γαλακτοσιδάσης (χρώση µε X-gal, Εικ. 51Β), είτε της αδενίνης ADE1 (που προσφέρει 

αυξοτροφία αδενίνης, Εικ. 51Γ), είτε της ιστιδίνης HIS3 (που προσφέρει αυξοτροφία 

ιστιδίνης, Εικ. 51∆). Καθέ ένα από αυτά τα γονίδια αναφοράς είχαν ενσωµατωθεί 

ανεξάρτητα µεταξύ τους στο γονιδίωµα του Sacharomyces cerevisiae σε σύζευξη πάντα 

µε τον GAL4-εξαρτώµενο υποκινητή. Η µεταλλαγµένη GAL4-Smad3 143-248 

παρουσίασε στις προαναφερθείσες αναλύσεις, περίπου 3 φορές µεγαλύτερη µεταγραφική 

δραστικότητα από την αγρίου τύπου GAL4-Smad3, στα κύτταρα του σακχαροµύκητα. 

Αυτή η διαφορά στην µεταγραφική δραστικότητα των δύο πρωτεϊνών είναι αντίστοιχη µε 

εκείνη που καταγράφεται από τα πειράµατα µεταγραφικής ενεργοποίησης που 

πραγµατοποίηθηκαν στα κύτταρα HepG2 (Εικόνα 23) και NIH 3T3 (Εικόνα 24).  

Τα πειράµατα µεταγραφικής ενεργοποίησης που πραγµατοποιήθηκαν στα κύτταρα 

του σακχαροµύκητα επιβεβαίωσαν ότι η περιοχή της Smad3 πρωτεΐνης που περικλείει 

σχεδόν όλο τον linker και τα πρώτα 18 αµινοξέα της ΜΗ2 περιοχής της, έχει ισχυρή 

µεταγραφική δραστικότητα η οποία πιθανότατα απαιτεί την αλληλεπίδραση µε 

εξελικτικά συντηρηµένους παραγόντες.  
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Εικόνα 51. Η αγρίου τύπου Smad3 και η µεταλλαγµένη µορφής της Smad3 (143-248) έχουν 
µεταγραφική δραστικότητα σε κύτταρα σακχαροµύκητα. Α. Σχηµατική αναπαράσταση των 
πλασµιδιακών φορέων έκφρασης των Smad3 και Smad3 (143-248) πρωτεϊνών σε κύτταρα 
σακχαροµύκητα. Οι δύο πρωτεΐνες εκφράζονται σε σύζευξη µε το GAL4 DBD. Β-∆. 
Λειτουργικές αναλύσεις που υποδεικνύουν την µεταγραφική δραστικότητα των GAL4-Smad3 
(wt) και GAL4-Smad3 (143-248) σε κύτταρα σακχαροµύκητα. Οι αναλύσεις αυτές βασίστηκαν 
στην ικανότητα των GAL4-Smad3 (wt) και GAL4-Smad3 (143-248) να ενεργοποιούν την 
µεταφραφή ενσωµατωµένων στην χρωµατίνη συνθετικών υποκινητών µε τους οποίους είχαν 
µετασχηµατιστεί κύτταρα σακχαροµύκητα. Οι υποκινητές αυτοί αποτελούνται από 5 θέσεις 
πρόσδεσης του GAL4 σε σύζευξη είτε µε το γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης (Β), είτε µε το 
γονίδιο της αδενίνης ADE1 (Γ), είτε µε το γονίδιο της ιστιδίνης HIS3 (∆). Στην ανάλυση ∆ 
χρησιµοποιήθηκε η χηµική ένωση αµινο-τριαζόλη (ΑΤ) σε συγκένρωση 5 mM, 10 mM και 20 
mM. Αυτή η χηµική ένωση καταστέλλει ειδικά την αυξοτροφία της ιστιδίνης. Οι αναλύσεις 
πραγµατοποιήθηκαν όπως περιγράφεται στα Υλικά και Μέθοδοι.  
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Εσωτερικές απαλοιφές της Smad3 πρωτεΐνης στην περιοχή 200-248 µειώνουν ή 

αναστέλλουν την µεταγραφική της δραστικότητα  

 

Προκειµένου να διερευνηθεί περαιτέρω η µεταγραφική δραστικότητα που 

αποδίδεται στην περιοχή της Smad3 πρωτεΐνης που αποτελείται από τον linker και τα 18 

πρώτα αµινοξέα της ΜΗ2 περιοχής της, κατασκευάστηκαν δύο µεταλλαγµένες µορφές 

της Smad3 που φέρουν εσωτερικές απαλοιφές στην περιοχή αυτή. Αυτές οι εσωτερικές 

απαλοιφές κατασκευάστηκαν στο πλαίσιο της πλήρους µήκους Smad3 και σχεδιάστηκαν 

έτσι ώστε να αφαιρούν είτε την αµινοξική περιοχή 200-230, είτε την περιοχή 228-249. 

Όπως υποδεικνύεται στην Εικόνα 52, η πρώτη περιοχή αφορά µια µη συντηρηµένη 

αλληλουχία 30 αµινοξέων που εντοπίζεται στο C-τερµατικό άκρο του linker. Η περιοχή 

αυτή παρουσιάζει οµολογία κυρίως ως προς την παρουσία προλινών µε τις Smad2 

Smad4 και συγκεκριµένα αποτελεί περιοχή αντίστοιχη µε τµήµα της Smad4 πρωτεΐνης 

που ονοµάζεται SAD (Smad4 Activation Domain) και ευθύνεται για την µεταγραφική 

ενεργότητα της τελευταίας. Η περιοχή 228-249 της Smad3 αφορά µια εξαιρετικά 

συντηρηµένη περιοχή που εντοπίζεται στο Ν-τερµατικό άκρο της ΜΗ2 περιοχής και 

περιλαµβάνει τις δύο πρώτες β πτυχωτές επιφάνειες του πυρήνα β sandwich που 

σχηµατίζει η ΜΗ2 περιοχή.  

Οι µεταλλαγµένες Smad3 ∆200-230 και Smad3 ∆228-249 κλωνοποιήθηκαν αρχικά 

στον πλασµιδιακό φορέα pcDNAIamp µε τέτοιο τρόπο, ώστε να φέρουν στο Ν-

τερµατικό τους άκρο τον επίτοπο 6myc, όπως φαίνεται στην Εικόνα 53Α. Η 

µεταγραφική δραστικότητα αυτών των µεταλλαγµένων µορφών εκτιµήθηκε αρχικά µε 

πειράµατα σε ανθρώπινα κύτταρα χοριοκαρκινώµατος JEG-3, τα οποία στερούνται των 

ενδογενών Smad3 πρωτεϊνών (Xu G. et al., 2001), και συγκρίθηκε µε την µεταγραφική 

δραστικότητα της αγρίου τύπου Smad3 πρωτεΐνης. Όπως υποδεικνύεται στην Εικόνα 

53Β, τα κύτταρα αυτά επιµολύνθηκαν παροδικά µε τον συνθετικό υποκινητή 

p(CAGA)12-E1B-luc, ο οποίος αποτελείται από δώδεκα διαδοχικές επαναλήψεις της 

αλληλουχίας 5’ CAGAC 3’ που είναι το στοιχείο πρόσδεσης των Smad πρωτεϊνών 

(Smad Binding Element, SBE) και τον ελάχιστο Ε1Β υποκινητή σε σύζευξη µε το 

γονίδιο της λουσιφεράσης. Η µεταγραφική ενεργότητα αυτού του συνθετικού υποκινητή 

είναι αµελητέα στα JEG-3 κύτταρα, τόσο απουσία όσο και παρουσία του συστατικά 
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ενεργοποιηµένου υποδοχέα τύπου Ι του TGFβ, ALK5, προφανώς λόγω της απουσίας των 

ενδογενών Smad3 µορίων. Ο ca-ALK5 περιέχει µια σηµειακή µετάλλαξη 

(αντικατάσταση της θρεονίνης 204 σε ασπαρτικό οξύ, T204D), η οποία τον καθιστά 

συνεχώς ενεργό, ακόµα και απουσία του συνδέτη TGFβ. Η υπερέκφραση της αγρίου 

τύπου 6myc-Smad3 ενεργοποίησε µεταγραφικά τον p(CAGA)12-E1B-luc υποκινητή 

κατά 5 φορές, ενώ η συνέκφραση του ALK5 οδήγησε σε περαιτέρω αύξηση κατά 10 

φορές, αυτής της δραστικότητας (ενεργοποίηση κατά 50 φορές). Η υπερέκφραση της 

6myc-Smad3 ∆200-230 προκάλεσε µικρή µεταγραφική ενεργοποίηση του υποκινητή 

τόσο απουσία του ALK5 (1.3 φορές) όσο και παρουσία αυτού (5 φορές). Η 6myc-Smad3 

∆228-249 δεν ενεργοποίησε µεταγραφικά τον υποκινητή σε καµµία περίπτωση. Όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 53Γ, η 6myc-Smad3 ∆200-230 εκφράζεται, σε ανθρώπινα 

εµβρυικά νεφρικά κύτταρα ΗΕΚ 293Τ, σε επίπεδα αντίστοιχα µε την αγρίου τύπου 

6myc-Smad3 πρωτεΐνη, και συνεπώς, η µειωµένη µεταγραφική της δραστικότητα δεν 

οφείλεται σε µειωµένη έκφρασή της. Η ανάλυση ανοσοαποτύπωσης έδειξε, επίσης, ότι η 

εσωτερική απαλοιφή της περιοχής 228-249 αποσταθεροποιεί την πρωτεΐνη. Ωστόσο, η 

πλήρης αναστολή της µεταγραφικής δραστικότητας της 6myc-Smad3 ∆228-249 δεν 

µπορεί να αποδοθεί στην αποσταθεροποίησή της, καθώς η πρωτεΐνη αυτή εκφράζεται σε 

ανιχνεύσιµα επίπεδα. Επιπλέον, δεν παρατηρήθηκε αξιοσηµείωτη µεταγραφική 

δραστικότητα από την 6myc-Smad3 ∆228-249, ακόµα και όταν αυξήθηκε σηµαντικά η 

συγκέντρωση του πλασµιδιακού φορέα έκφρασής της, όπως φαίνεται στο πείραµα 

τιτλοδότησης που περιγράφεται στην Εικόνα 54. Εποµένως, η εσωτερική απαλοιφή της 

περιοχής 200-230 της Smad3 πρωτεΐνης µειώνει την µεταγραφική της δραστικότητα, και 

η εσωτερική απαλοιφή της περιοχής 228-249 την αναστέλλει πλήρως.  
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Εικόνα 52. Οµολογία της Smad3 µε άλλα µέλη της οικογένειας των Smad πρωτεϊνών στην 
µεταγραφικά ενεργή περιοχή που περικλείει τα αµινοξέα 200-248. Χρησιµοποιήθηκε ο 
µονογραµµατικός κώδικας για την αντιπροσώπευση των αµινοξικών αλληλουχιών.Τα αµινοξέα 
που είναι ταυτόσηµα για τις Smad πρωτεΐνες παρουσιάζονται σκιασµένα. Τα λεπτά µαύρα βέλη 
υποδεικνύουν τις εσωτερικές απαλοιφές που έχουν εισαχθεί στην πληρους µήκους πρωτεΐνη. Τα 
µεγάλα λευκά βέλη αντικατοπτρίζουν τις β πτυχωτές επιφάνειες β1 και β2. Μια σηµειακή 
µετάλλαξη αντικατάστασης στο συντηρηµένο αµινοξύ της θέσεως 330 (Ε330) της Smad4, το 
οποίο σχετίζεται µε καρκινογένεση, υποδεικνύεται µε αστερίσκο.  
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Εικόνα 53. Επίδραση των εσωτερικών απαλοιφών των αµινοξικών περιοχών 200-230 και 
229-248 στην µεταγραφική δραστικότητα της Smad3 πρωτεΐνης. Α. Σχηµατική αναπαράσταση 
της αγρίου του 6myc-Smad3 και των µεταλλαγµένων µορφών της, 6myc-Smad3(∆200-230) και 6myc-
Smad3 (∆228-249), που φέρουν εσωτερική απαλοιφή των αµινοξικών περιοχών 200-230 και 228-249 
αντίστοιχα. Οι κάθετες διακεκοµµένες µορφές και οι αριθµοί υποδεικνύουν τις περιοχές των απαλοιφών. 
Β. Κύτταρα χοριοκαρκινώµατος JEG-3 (Smad3-/-) που στερούνται των ενδογενών Smad3 µορίων, 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12 –E1B-Luc (1 µg) και τον πλασµιδιακό 
φορέα έκφρασης της 6myc-Smad3, 6myc-Smad3(∆200-230) ή 6myc-Smad3 (∆228-249) (1 µg), απουσία ή 
παρουσία του φορέα έκφρασης του συστατικά ενεργοποιηµένου υποδοχέα ca-ALK5 (1 µg), όπως 
υποδεικνύεται στο γράφηµα. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση ) του ενζύµου της λουσιφεράσης 
δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος. Η κανονικοποίηση της ποκιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την 
δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης όπως περιγράφηκε προηγουµένως. Γ. Κύτταρα ΗΕΚ 293Τ 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε τον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης της 6myc-Smad3, 6myc-Smad3(∆200-230) 
ή 6myc-Smad3 (∆228-249) (30 µg). Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα των κυττάρων αναλύθηκαν µε 
SDS/PAGE ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 10.5%Για την ανοσοαποτύπωση της έκφρασης 
των προαναφερθέντων πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκε µονοκλωνικό mouse anti-myc αντίσωµα (1:5000), 
δευτερεύον anti-mouse HRP αντίσωµα (1:10000), και το σύστηµα ενισχυµένου χηµειοφωσφορισµού 
(ECL). 
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Εικόνα 54. Η µεταλλαγµένη 6myc-Smad3 ∆228-249 πρωτεΐνη είναι µεταγραφικά ανενεργή. 
Ηπατικά κύτταρα HepG2, που αναπτύσσονταν σε Ρ-60 πιάτα, επιµολύνθηκαν παροδικά µε το 
πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12 –E1B-Luc (2 µg) και τον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης της 
6myc-Smad3 (∆228-249) σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις (4 µg, 8 µg και 12 µg). Η % 
δραστικότητα (+/- απόκλιση) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή 
ραβδογράµµατος. Η κανονικοποίηση της ποκιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία 
της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (2 µg), µε τον 
οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
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Η 6myc-Smad3 ∆228-249 στερείται της ικανότητας λειτουργικής αλληλεπίδρασης 

µε την Smad4 πρωτεΐνη  

 

Η εσωτερική απαλοιφή των περιοχών 200-230 και 228-249 που µειώνει και 

αναστέλλει, αντίστοιχα, την µεταγραφική δραστικότητα της Smad3 πρωτεΐνης, µπορεί να 

επηρεάζει τον ετεροπολυµερισµό της Smad3 µε την Smad4. Προκειµένου να ελεγχθεί η 

ικανότητα των δυο µεταλλαγµένων µορφών της Smad3 πρωτεΐνης 6myc-Smad3 ∆200-

230 και 6myc-Smad3 ∆228-249 να αλληλεπιδρούν µε την Smad4, πραγµατοποιήθηκαν 

πειράµατα µεταγραφικής ενεργοποίησης σε κύτταρα MDA-MB-468 τα οποία στερούνται 

ενδογενούς Smad4 πρωτεΐνης. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 55, η µεταγραφική 

δραστικότητα του υποκινητή (CAGA)12 αυξήθηκε µόνο κατά 1.5 και 4 φορές από την 

έκφραση της 6myc-Smad3, απουσία και παρουσία του TGFβ αντίστοιχα, προφανώς 

λόγω της έλλειψης ενδογενούς Smad4 πρωτεΐνης. Η υπερέκφραση της 6myc-Smad4 

αύξησε την µεταγραφική δραστικότητα του υποκινητή κατά 3.5 και 7.5 φορές απουσία 

και παρουσία του TGFβ, προφανώς αλληλεπιδρώντας µε µόρια ενδογενούς Smad3 

πρωτεΐνης. Η συνέκφραση των 6myc-Smad3 και 6myc-Smad4 προκάλεσε δραµατική 

αύξηση της δραστικότητα του υποκινητή κατά 38 και 43 φορές απουσία και παρουσία 

του TGFβ. Η µεταγραφική ενεργότητα της 6myc-Smad3 ∆200-230 ήταν, και σε αυτή την 

κυτταρική σειρά όπως και στα JEG-3, πολύ χαµηλή τόσο απουσία όσο και παρουσία του 

TGFβ. Η συνέκφραση των 6myc-Smad3 ∆200-230 και 6myc-Smad4 ενεργοποίησε τον 

υποκινητή κατά 11.5 και 30.5 φορές απουσία και παρουσία του TGFβ, υποδηλώνοντας 

ότι η Smad3 ∆200-230 διατηρεί την ικανότητα να αλληλεπιδρά λειτουργικά µε την 

Smad4. Αντιθέτως, η συνέκφραση των 6myc-Smad3 ∆228-249 και 6myc-Smad4 δεν 

προκάλεσε µεταγραφική δραστικότητα µεγαλύτερη από εκείνη που προκαλεί η 6myc-

Smad4 µόνη της, τόσο απουσία όσο και παρουσία του TGFβ, γεγονός που υποδηλώνει 

ότι η Smad3 ∆228-249 στερείται λειτουργικής αλληλεπίδρασης µε την Smad4. 

Προκειµένου να επιβεβαιωθούν τα παραπάνω αποτελέσµατα, πραγµατοποιήθηκε το ίδιο 

πείραµα και στα ηπατικά κύτταρα HepG2, τα οποία εκφράζουν τις Smad3 και Smad4 

πρωτεϊνες ενδογενώς. Όπως προκύπτει από την Εικόνα 56, η 6myc-Smad3 ∆200-230, σε 

αντίθεση µε την 6myc-Smad3 ∆228-249, αλληλεπιδρά µε την Smad4, και στα κύτταρα 

HepG2. Τα αποτελέσµατα των Εικόνων 55 και 56 υποδεικνύουν ότι η µεταλλαγµένη 
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µορφή Smad3 ∆200-230 παρουσιάζει µειωµένη µεταγραφική δραστικότητα σε σχέση µε 

την αγρίου τύπου Smad3 αλλά διατηρεί την ικανότητα λειτουργικής συνεργασίας µε την 

Smad4. Αντιθέτως, η µεταλλαγµένη µορφή Smad3 ∆228-249 έχει χάσει την ικανότητα 

µεταγραφικής ενεργοποίησης πιθανόν λόγω έλλειψης λειτουργικής αλληλεπίδρασης µε 

την Smad4. Η υπόθεση αυτή υποστηρίζεται από αναλύσεις πρωτεϊνικών 

αλληλεπιδράσεων που παρουσιάζονται παρακάτω. 
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Εικόνα 55. Έλεγχος της ικανότητας λειτουργικής αλληλεπίδρασης των µεταλλαγµένων 
µορφών της Smad3, που φέρουν εσωτερικές απαλοιφές των αµινοξικών περιοχών 200-230 
και 228-249, µε την αγρίου τύπου Smad4 πρωτεΐνη. Καρκινικά κύτταρα µαστού ανθρώπου MDA-
MB-468 που στερούνται των ενδογενών Smad4 πρωτεϊνών, επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο 
αναφοράς p(CAGA)12-E1B-Luc (1 µg) και τον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης της 6myc-Smad3, 6myc-
Smad3 (∆200-230) ή 6myc-Smad3 (∆228-249) σε ποσότητα 1 µg. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε 
απουσία ή παρουσία του συνδέτη TGFβ (200 pM), και του φορέα έκφρασης της 6myc-Smad4 (1 µg), όπως 
υποδεικνύεται στο γράφηµα. Η προσθήκη του TGFβ έγινε 16 ώρες µετά την επιµόλυνση και ακολούθησε 
επώαση των κυττάρων για 24 ακόµα ώρες. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση ) του ενζύµου της 
λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος. Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της 
επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα 
pCMVβ-gal (1 µg), µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
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Εικόνα 56. Έλεγχος της µεταγραφικής δραστικότητας των µεταλλαγµένων µορφών της 
Smad3, που φέρουν εσωτερικές απαλοιφές των αµινοξικών περιοχών 200-230 και 228-249, 
σε κύτταρα HepG2. Ηπατικά κύτταρα ανθρώπου HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το 
πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12-E1B-Luc (1 µg) και τον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης της 
6myc-Smad3, 6myc-Smad3 (∆200-230) ή 6myc-Smad3 (∆228-249) σε ποσότητα 1 µg. Η 
επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του συνδέτη TGFβ (200 pM), και του φορέα 
έκφρασης της 6myc-Smad4 (1 µg), όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. Η προσθήκη του TGFβ 
έγινε 16 ώρες µετά την επιµόλυνση και ακολούθησε επώαση των κυττάρων για 24 ακόµα ώρες. 
Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση ) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή 
ραβδογράµµατος. Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία 
της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (1 µg), µε τον 
οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
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Πυρηνικός εντοπισµός των µεταλλαγµένων µορφών της Smad3 πρωτεΐνης που 

φέρουν εσωτερικές απαλοιφές των περιοχών 200-230 και 228-249 

 

Η µειωµένη µεταγραφική δραστικότητα της 6myc-Smad3 ∆200-230 και η έλλειψη 

µεταγραφικής δραστικότητας της 6myc-Smad3 ∆228-249, θα µπορούσε να αποδοθεί σε 

πιθανή µεταβολή του ενδοκυττάριου εντοπισµού τους που προκαλείται από µεταλλάξεις. 

Προκειµένου να ελεγχθεί ο ενδοκυτταρικός εντοπισµός αυτών των πρωτεϊνών, 

πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα έµµεσου ανοσοφθορισµού σε νεφρικά κύτταρα πιθήκου 

COS-7, χρησιµοποιώντας αντίσωµα έναντι του επίτοπου myc που φέρουν οι πρωτεΐνες 

στο Ν-τερµατικό άκρο τους. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 57, η αγρίου τύπου 6myc-

Smad3 εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα απουσία της έκφρασης του συστατικά 

ενεργοποιηµένου υποδοχέα ALK5 (επάνω σειρά -ALK5-ca). Η συνέκφραση του ALK5 

οδηγεί στην συσσώρευση της 6myc-Smad3 στον πυρήνα (επάνω σειρά +ALK5-ca). 

Αντιθέτως, οι 6myc-Smad3 ∆200-230 και 6myc-Smad3 ∆228-249 εντοπίζονται κυρίως 

στον πυρήνα απουσία του ALK5, και µε την συνέκφραση του υποδοχέα οι πρωτεΐνες 

αυτές γίνονται αποκλειστικά πυρηνικές (µεσαία και κάτω σειρά αντίστοιχα).  

Τα αποτελέσµατα της Εικόνας 57 υποδηλώνουν ότι η µείωση ή η έλλειψη 

µεταγραφικής ενεργότητας που χαρακτηρίζουν τις µεταλλαγµένες µορφές της Smad3 

που στερούνται των περιοχών 200-230 και 228-249, δεν οφείλεται στην παρεµπόδιση της 

εισόδου τους στον πυρήνα. Είναι πιθανό ότι οι δύο εσωτερικές απαλοιφές διαταράσσουν, 

τουλάχιστον εν µέρει, αλληλεπιδράσεις µε πρωτεΐνες που συγρατούν την Smad3 στο 

κυτταρόπλασµα απουσία του TGFβ. Μια τέτοια υπόθεση θα µπορούσε να ερµηνεύσει 

την ενισχυµένη πυρηνική έκφραση των δύο µεταλλαγµένων µορφών της Smad3 απουσία 

του συστατικά ενεργοποιηµένου υποδοχέα ALK5.  
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Εικόνα 57. Ενδοκυττάρια κατανοµή της αγρίου τύπου και µεταλλαγµένων µορφών της 
Smad3 πρωτεΐνης µε χρήση έµµεσου ανασοφθορισµού. Κύτταρα COS-7 επιµολύνθηκαν 
παροδικά µε τον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης της αγρίου 6myc Smad3, pcDNAIamp6myc 
Smad3 (πάνω σειρά), ή µε τους αντίστοιχους φορείς έκφρασης των Smad3 ∆200-230 (µεσαία 
σειρά) και Smad3 ∆228-249 (κάτω σειρά), απουσία ή παρουσία του συστατικά ενεργοποιηµένου 
(ca) υποδοχέα ALK5 όπως υποδεικνύεται στο σχήµα. Χρησιµοποιήθηκαν 2 µg από κάθε 
πλασµιδιακό φορέα έκφρασης και ο ανοσοφθορισµός πραγµατοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα 
Υλικά και Μέθοδοι. Χρησιµοποιήθηκε µονοκλωνικό αντίσωµα mouse anti-myc (9E10) έναντι 
του επίτοπου που φέρουν οι Smad3 πρωτεΐνες, anti-mouse FITC-συζευγµένο δευτερεύον 
αντίσωµα και µικροσκόπιο συνεστίασης. 
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Η GAL4-Smad3 ∆228-249 στερείται µεταγραφικής δραστικότητας και λειτουργικής 

αλληλεπίδρασης µε την Smad4 πρωτεΐνη 

 

Η απαλοιφή της περιοχής 200-230 ή 228-249 της πρωτεΐνης Smad3 θα µπορούσε 

να επηρεάζει την ικανότητα πρόσδεσης των αντίστοιχων µεταλλαγµένων πρωτεϊνών στο 

DNA, µε αποτέλεσµα την παρατηρούµενη µείωση ή την έλλειψη µεταγραφικής 

δραστικότητας. Πρεοκειµένου να ελεγχθεί η µεταγραφική δραστικότητα και η ικανότητα 

αλληλεπίδρασης των Smad3 ∆200-230 και Smad3 ∆228-249 µε την Smad4, ανεξάρτητα 

από την ικανότητά τους να προσδένονται άµεσα στο DNA, χρησιµοποιήθηκε το 

ετερόλογο σύστηµα GAL4. Για τον σκοπό αυτό οι δύο µεταλλαγµένες µορφές της 

Smad3 κλωνοποιήθηκαν στο πλασµίδιο pBXG1, µε τέτοιο τρόπο ώστε να φέρουν στο Ν-

τερµατικό άκρο τους το GAL4 DBD, όπως φαίνεται στην Εικόνα 58Α. Στην συνέχεια, 

ελέγχθηκε η µεταγραφική τους δραστικότητα µε πειράµατα παροδικών επιµολύνσεων σε 

κύτταρα MDA-MB-468, χρησιµοποιώντας το πλασµίδιο αναφοράς pG5-E1B-luc. Όπως 

δείχνει η Εικόνα 58Β, η αγρίου τύπου GAL4-Smad3 ενεργοποίησε ισχυρά (κατά 170 

φορές) την µεταγραφική ενεργότητα του υποκινητή παρουσία της συνεκφραζόµενης 

Smad4 και η ενεργοποίηση αυτή αυξήθηκε περαιτέρω από την παρουσία του TGFβ 

(ενεργοποίηση κατά 300 φορές). Η GAL4-Smad3 ∆200-230 ήταν ικανή να 

ενεργοποιήσει την µεταγραφή (κατά 40 φορές), παρουσία της εξωγενούς Smad4, και η 

ενεργοποίηση αυτή αυξήθηκε περίπου 2 φορές παρουσία του TGFβ (συνολική 

ενεργοποίηση κατά 75 φορές). Σε κάθε περίπτωση, η µεταγραφική ενεργότητα της 

GAL4-Smad3 ∆200-230 ήταν µικρότερη από εκείνη της αγρίου τύπου GAL4-Smad3. 

Αντιθέτως, η GAL4-Smad3 ∆228-249 ήταν µεταγραφικά ανενεργή ακόµα και παρουσία 

εξωγενούς Smad4 και TGFβ. Η ανάλυση ανοσοαποτύπωσης που παρουσιάζεται στην 

Εικόνα 58Γ, δείχνει ότι η αγρίου τύπου GAL4-Smad3 και η GAL4-Smad3 ∆200-230 

εκφράζονται σε συγκρίσιµα επίπεδα, ενώ η έκφραση της GAL4-Smad3 ∆228-249 

εµφανίζεται ελαφρά µειωµένη. Παρόµοιο πείραµα ελέγχου της µεταγραφικής 

δραστικότητας των δύο µεταλλαγµένων µορφών της Smad3, πραγµατοποιήθηκε σε 

ηπατικά κύτταρα HepG2 (Εικόνα 59A) και σε ινοβλάστες ποντικού NIH 3T3 (Εικόνα 

59Β). Και σε αυτές τις κυτταρικές σειρές η GAL4-Smad3 ∆200-230 εµφάνισε µειωµένη 

µεταγραφική δραστικότητα ενώ η GAL4-Smad3 ∆228-249 ήταν µεταγραφικά σιωπηρή. 
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Τα αποτελέσµατα των Εικόνων 58 και 59, σε συνδυασµό µε τα προηγούµενα, 

υποστηρίζουν την σηµασία της περιοχής που περιλαµβάνει τον linker και την αµινοξική 

αλληλουχία 230-248 στον ρυθµιστικό ρόλο της Smad3 πρωτεΐνης στην διαδικασία της 

µεταγραφής.  
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Εικόνα 58. Η Smad4 πρωτεΐνη δεν µπορεί να αποκαταστήσει την µεταγραφική 
δραστικότητα της Smad3 που στερείται της αµινοξικής περιοχής 228-249, σε MDA-MB-468 
κύτταρα. Α. Σχηµατική αναπαράσταση της αγρίου τύπου GAL4-Smad3 και των µεταλλαγµένων 
µορφών της, GAL4-Smad3(∆200-230) και GAL4-Smad3 (∆228-249), που φέρουν εσωτερική 
απαλοιφή της αµινοξικής περιοχής 200-230 και 228-249 αντίστοιχα. Οι κάθετες διακεκοµµένες 
γραµµές και οι αριθµοί υποδεικνύουν τις περιοχές των απαλοιφών. Αυτές οι Smad3 πρωτεΐνες 
είναι συζευγµένες µε το GAL4 DBD στο Ν-τερµατικό τους άκρο. Β. Καρκινικά κύτταρα MDA-
MB-468, επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5-E1B-Luc (1 µg) και τον 
πλασµιδιακό φορέα έκφρασης της GAL4-Smad3, GAL4-Smad3 (∆200-230) ή GAL4-Smad3 
(∆228-249) (1 µg). Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του συνδέτη TGFβ 
(200 pM), και του φορέα έκφρασης της 6myc-Smad4 (1 µg), όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. 
Η προσθήκη του TGFβ έγινε 16 ώρες µετά την επιµόλυνση και ακολούθησε επώαση των 
κυττάρων για 24 ακόµα ώρες. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του ενζύµου της 
λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος. Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της 
επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης όπως περιγράφηκε προηγουµένως. Γ. 
Κύτταρα ΗΕΚ 293Τ επιµολύνθηκαν παροδικά µε τον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης της GAL4-
Smad3, GAL4-Smad3(∆200-230) ή GAL4-Smad3 (∆228-249) (30 µg). Τα πρωτεϊνικά 
εκχυλίσµατα των κυττάρων αναλύθηκαν µε SDS/PAGE ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 
πολυακρυλαµίδης 10.5%. Για την ανοσοαποτύπωση της έκφρασης των προαναφερθέντων 
πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκε µονοκλωνικό mouse anti-GAL4 αντίσωµα (1:2500), δευτερεύον 
anti-mouse HRP αντίσωµα (1:10000), και το σύστηµα ενισχυµένου χηµειοφωσφορισµού (ECL). 
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Εικόνα 59. Έλεγχος της µεταγραφικής δραστικότητας των µεταλλαγµένων µορφών της 
Smad3, που φέρουν εσωτερικές απαλοιφές των αµινοξικών περιοχών 200-230 και 228-249, 
σε κύτταρα HepG2 και NIH3T3. Α. Ηπατικά κύτταρα ανθρώπου HepG2 επιµολύνθηκαν 
παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5-E1B-Luc (1 µg) και τον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης 
της GAL4-Smad3, GAL4-Smad3 (∆200-230) ή GAL4-Smad3 (∆228-249) σε ποσότητα 1 µg. Η 
% δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση ) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή 
ραβδογράµµατος. Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία 
της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (1 µg), µε τον 
οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. Β. Επαναλήφθηκε το πείραµα που 
περιγράφεται στο Α, χρησιµοποιώντας ινοβλάστες ποντικού NIH 3T3.  
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Η GAL4-Smad3 ∆228-249 στερείται µεταγραφικής δραστικότητας και λειτουργικής 

αλληλεπίδρασης µε την αγρίου τύπου Smad3 πρωτεΐνη 

 

Τα αποτελέσµατα της Εικόνας 58 υποδηλώνουν την ανικανότητα της GAL4-

Smad3 ∆228-249 να αλληλεπιδράσει λειτουργικά µε την Smad4 πρωτεΐνη. Στην 

συνέχεια ελέγχθηκε αν η απαλοιφή της περιοχής 228-249 από την Smad3 πρωτεΐνη 

επηρεάζει την ικανότητα αυτής της πρωτεΐνης να αλληλεπιδρά λειτουργικά µε την 

αγρίου τύπου Smad3. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 60, ο υποκινητής G5-E1B 

ενεργοποιήθηκε µεταγραφικά κατά 70 φορές από την αγρίου τύπου GAL4-Smad3 σε 

ηπατικά κύτταρα HepG2. Παρατηρήθηκε µεγαλύτερη ενεργοποίηση, κατά 201 φορές, 

από την συνέκφραση των GAL4-Smad3 και 6myc-Smad4, πιθανώς λόγω του 

σχηµατισµού λειτουργικών συµπλόκων ανάµεσα στις δύο πρωτεΐνες. Η συνέκφραση των 

GAL4-Smad3 και 6myc-Smad3 ∆228-249 ενεργοποίησε τον υποκινητή κατά 50 φορές, 

µεταγραφική ενεργοποίηση που είναι αντίστοιχη της GAL4-Smad3 πρωτεΐνης, γεγονός 

που υποδηλώνει την έλλειψη λειτουργικής αλληλεπίδρασης ανάµεσα σε αυτές τις δύο 

πρωτεΐνες. Η GAL4-Smad3 ∆228-249 παρέµεινε µεταγραφικά σιωπηρή ακόµα και µετά 

την συνέκφραση της 6myc-Smad3. Τα αποτελέσµατα αυτά υποδεικνύουν ότι η απαλοιφή 

της περιοχής 228-249 της Smad3 πρωτεΐνης αναστέλλει τον οµοδιµερισµό της.  
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Εικόνα 60. Η εσωτερική απαλοιφή της περιοχής 228-249 της Smad3 πρωτεΐνης καταστέλλει 
την ικανότητα λειτουργικής αλληλεπίδρασης µε την αγρίου τύπου Smad3. Ηπατικά κύτταρα 
HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5-E1B-Luc (1 µg) και τον 
πλασµιδιακό φορέα έκφρασης της GAL4-Smad3, ή της GAL4-Smad3 (∆228-249) σε ποσότητα 1 
µg. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του φορέα έκφρασης της 6myc-
Smad3 (1 µg), όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση ) του 
ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος. Η κανονικοποίηση της 
ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται 
από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (1 µg), µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που 
αναλύθηκε. 
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Η εσωτερική απαλοιφή της περιοχής 228-249 της πρωτεΐνης Smad3 καταστέλλει 

τον οµοπολυµερισµό και τον ετεροπολυµερισµό της 

 

Τα προηγούµενα πειράµατα επισηµαίνουν ότι η αφαίρεση της αµινοξικής 

αλληλουχίας 228-249 από την Smad3 πρωτεΐνη αναστέλλει την µεταγραφική της δράση 

και την ικανότητα λειτουργικής αλληλεπίδρασης µε τις Smad3 και Smad4. Η τελευταία 

θα µπορούσε να αποδοθεί σε έλλειψη φυσικής αλληλεπίδρασης ανάµεσα στην 

µεταλλαγµένη Smad3 µε τις αγρίου τύπου Smad3 και Smad4. Επίσης, η µείωση της 

µεταγραφικής δραστικότητας που προκαλεί η απαλοιφή της περιοχής 200-230 θα 

µπορούσε να αποδοθεί σε µειωµένη φυσική αλληλεπίδραση της Smad3 ∆200-230 µε τις 

Smad3 και Smad4, αν και τα αποτελέσµατα της Εικόνας 35 υποδηλώνουν ότι υπάρχει 

λειτουργική τουλάχιστον αλληλεπίδραση της Smad3 ∆200-230 µε την Smad4. Για να 

ελεγχθούν πιθανές φυσικές αλληλεπιδράσεις των δύο µεταλλαγµένων µορφών της 

Smad3, µε τις αγρίου τύπου Smad3 και Smad4, χρησιµοποιήθηκε ένα σύγχρονο και 

ευαίσθητο σύστηµα µελέτης πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων που βασίζεται στην in vivo 

βιοτινυλίωση (de Boer et al., 2003). Η βασική αρχή αυτής της τεχνικής παρουσιάζεται 

σχηµατικά στην Εικόνα 61Α. Η Smad3 πρωτεΐνη κλωνοποιήθηκε στον πλασµιδιακό 

φορέα pcDNA3, µε τέτοιο τρόπο, ώστε να φέρει στο Ν-τερµατικό άκρο της ένα πεπτίδιο 

22 αµινοξέων που αποτελεί στόχο βιοτινυλίωσης από την λιγάση βιοτίνης BirA, η οποία 

είναι βακτηριακής προέλευσης. Η Bio-Smad3 βιοτινυλιώνεται σε κύτταρα θηλαστικών 

όταν συνεκφράζεται στα κύτταρα αυτά η BirA. Η βιοτινυλίωση της Smad3 in vivo 

µπορεί εύκολα να διαπιστωθεί χρησιµοποιώντας στρεπταβιδίνη συζευγµένη µε HRP. Η 

στρεπταβιδίνη προσδένεται µε µεγάλη συγγένεια και ειδικότητα στις βιοτινυλιωµένες 

πρωτεΐνες και συγκεκριµένα στην βιοτινυλιωµένη Smad3. Η τελευταία, µαζί τις 

πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε αυτή, προσδένεται σε σφαιρίδια αγαρόζης που είναι 

επικαλυµµένα µε στρεπταβιδίνη. Η συνκατακρήµνιση των πρωτεϊνών που 

αλληλεπιδρούν µε την Bio-Smad3 µπορεί να αναλυθεί µε SDS/PAGE ηλεκτροφόρηση 

και ανοσοαποτύπωση µε την χρησιµοποίηση των κατάλληλων αντισωµάτων.  

Κατ΄αρχήν, ελέγχθηκε η πιθανή επίδραση της βιοτινυλίωσης στην µεταγραφική 

ενεργότητα της Smad3. Για τον σκοπό αυτό, κύτταρα ΗΕΚ 293Τ επιµολύνθηκαν 

παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12-E1B-luc παρουσία της Bio-Smad3 ή 
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του πεπτιδίου Bio, απουσία και παρουσία της BirA. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 61Β, το 

Bio πεπτίδιο δεν ενεργοποίησε µεταγραφικά τον υποκινητή, γεγονός που αναµενόταν. 

Αντιθέτως, η Bio-Smad3 προκάλεσε ισχυρή µεταγραφική ενεργοποίηση η οποία δεν 

επηρεάστηκε από την συνέκφραση της BirA και συνεπώς την βιοτινυλίωση της 

πρωτεΐνης. Εποµένως, το Bio πεπτίδιο που έχει συζευχθεί στο Ν-τερµατικό άκρο της 

Smad3, δεν επηρεάζει την µεταγραφική της δραστικότητα ούτε πριν ούτε µετά την 

βιοτινυλίωσή του.  

Χρησιµοποιώντας το σύστηµα της βιοτινυλίωσης, ήταν δυνατή η αναπαραγωγή της 

γνωστής αλληλεπίδρασης της Smad3 µε τον εαυτό της (οµοπολυµερισµός) και µε την 

Smad4 (ετεροπολυµεριµός). Για τον σκοπό αυτό, κύτταρα ΗΕΚ 293Τ επιµολύνθηκαν 

παροδικά µε φορείς έκφρασης για τις αγρίου τύπου 6myc-Smad3 ή 6myc-Smad4, καθώς 

και µε τον φορέα έκφρασης του Bio πεπτιδίου (διαδροµές 1-3), ή µε τον φορέα έκφρασης 

της Bio-Smad3 (διαδροµές 4-9). Όπως φαίνεται στο πρώτο ανοσοαποτύπωµα της 

Εικόνας 62, στο οποίο ανιχνεύεται η αλληλεπίδραση µε την 6myc-Smad3, το πεπτίδιο 

Bio δεν αλληλεπιδρά µε την υπερεκφρασµένη 6myc-Smad3 (διαδροµή 1), ούτε µετά την 

έκφραση της BirA (διαδροµή 2), ούτε µετά την έκφραση της BirA και του συστατικά 

ενεργοποιηµένου υποδοχέα ALK5 (διαδροµή 3). Η Bio-Smad3 συνκατακρηµνίζει και 

άρα αλληλεπιδρά µε την 6myc-Smad3, µόνο µετά την βιοτινυλίωσή της από την BirA 

και την ταυτόχρονη ενεργοποίησή της από τον υποδοχέα ALK5 (διαδροµή 6, πρώτο 

ανοσοαποτύπωµα). Το ίδιο ισχύει και για την αλληλεπίδραση της Bio-Smad3 µε την 

6myc-Smad4 (διαδροµή 9, πρώτο ανοσοαποτύπωµα). Ελέγχθηκε η έκφραση της 6myc-

Smad3 και της 6myc-Smad4, όπως φαίνεται στο τρίτο ανοσοαποτύπωµα, 

χρησιµοποιώντας το αντίσωµα anti-myc. Επίσης, ελέγχθηκε η έκφραση της 

βιοτινυλιωµένης Bio-Smad3, τόσο στα συνολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα, όσο και στα 

σφαιρίδια στρεπταβιδίνης-αγαρόζης (τέταρτο και δεύτερο ανοσοαποτύπωµα, 

αντίστοιχα), χρησιµοποιώντας στρεπταβιδίνη συζευγµένη µε HRP.  

Αφού ελέγχθηκε η λειτουργικότητα του συστήµατος βιοτινυλίωσης για την 

ανάλυση των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων µεταξύ των Smad πρωτεϊνών in vivo, 

αναλύθηκε η ικανότητα οµο- και ετεροπολυµερισµού των δύο µεταλλαγµένων µορφών 

της Smad3 πρωτεΐνης που φέρουν τις εσωτερικές απαλοιφές των περιοχών 200-230 και 

228-249. Για τον σκοπό αυτό κατασκευάστηκαν νέα πλασµίδια που εκφράζουν κάθε µια 
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από τις µεταλλαγµένες µορφές της Smad3 σε σύζευξη, στο Ν-τερµατικό τους άκρο, µε το 

Bio πεπτίδιο, όπως δείχνει η Εικόνα 63Α. Η Εικόνα 63Β δείχνει ότι η Bio-Smad3 ∆200-

230 αλληλεπιδρά µε την 6myc-Smad3 µόνο µετά την βιοτινυλίωσή της από την BirA 

λιγάση και την ταυτόχρονη ενεργοποίησή της από την συνέκφραση του συστατικά 

ενεργοποιηµένου υποδοχέα ALK5 (διαδροµή 3, πρώτο ανοσοαποτύπωµα). Αντιθέτως, η 

Bio-Smad3 ∆228-249 δεν αλληλεπιδρά µε την 6myc-Smad3 ούτε µετά την βιοτινυλίωσή 

της και την ενεργοποίησή της από τον υποδοχέα (διαδροµές 5 και 6, πρώτο 

ανοσοαποτύπωµα). Αυτή η έλλειψη αλληλεπίδρασης δεν οφείλεται σε µειωµένη 

έκφραση της Bio-Smad3 ∆228-249, αφού όπως δείχνει το δεύτερο ανοσοαποτύπωµα, 

αυτή η µεταλλαγµένη πρωτεΐνη εκφράζεται στον ίδιο βαθµό µε την Bio-Smad3 ∆200-

230. Επίσης, η έλλειψη αλληλεπίδρασης δεν οφείλεται σε µειωµένη έκφραση της 6myc-

Smad3 στα συγκεκριµένα δείγµατα, όπως φαίνεται στο τρίτο ανοσοαποτύπωµα, όπου 

ανιχνεύεται η έκφραση της 6myc-Smad3 στα συνολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα. Τα 

αποτελέσµατα της Εικόνας 63Β υποδηλώνουν τον αποτελεσµατικό ALK5-εξαρτώµενο 

οµοπολυµερισµό της βιοτινυλιωµένης Bio-Smad3 ∆200-230 µε την αγρίου τύπου 

Smad3. Η απαλοιφή, όµως, της περιοχής 228-249 της Smad3 αναστέλλει τον 

οµοπολυµερισµό της πρωτεΐνης.  

Με τον ίδιο τρόπο δείχθηκε στην Εικόνα 63Γ, ότι η βιοτινυλιωµένη Bio-Smad3 

∆200-230 αλληλεπιδρά µε την αγρίου τύπου 6myc-Smad4, κατά έναν ALK5-

εξαρτώµενο τρόπο (διαδροµή 3, πρώτο ανοσοαποτύπωµα), σε αντίθεση µε την Bio-

Smad3 ∆228-249 που δεν παρουσίασε τέτοια αλληλεπίδραση (διαδροµές 5 και 6, πρώτο 

ανοσοαποτύπωµα). Επιβεβαιώθηκε και πάλι ότι η έλλειψη αλληλεπίδρασης της Bio-

Smad3 ∆228-249 µε την αγρίου τύπου Smad4, δεν οφείλεται σε µειωµένη έκφραση της 

πρώτης (δεύτερο ανοσοαποτύπωµα) ή της δεύτερης (τρίτο ανοσοαποτύπωµα).  

Συνολικά, τα αποτελέσµατα της Εικόνας 63 υποδηλώνουν ότι η απαλοιφή της 

περιοχής 200-230 δεν επηρεάζει την ικανότητα οµοπολυµερισµού και 

ετεροπολυµερισµού της Smad3 πρωτεΐνης, ενώ η απαλοιφή της περιοχής 228-249 

αναστέλλει πλήρως αυτές τις ιδιότητες της Smad3, γεγονός το οποίο θα µπορούσε να 

εξηγεί την έλλειψη µεταγραφικής δραστικότητας της Smad3 ∆228-249. 
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Εικόνα 61. Το σύστηµα της in vivo βιοτινυλίωσης και ανάλυση της επίδρασης της 
βιοτινυλίωσης στην µεταγραφική δραστικότητα της Smad3 πρωτεΐνης. A. Βασική αρχή του 
συστήµατος in vivo βιοτινυλίωσης, που χρησιµοποιήθηκε στην µελέτη των αλληλεπιδράσεων της 
Bio-Smad3 µε άλλες πρωτεΐνες. Η 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. Β. Κύτταρα ΗΕΚ 293Τ επιµολύνθηκαν παροδικά µε το 
πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12 –E1B-Luc (1 µg) και τον πλασµιδιακό φορέα pcDNA3-Bio ή 
pcDNA3-Bio-Smad3 (1 µg). Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του 
πλασµιδιακού φορέα έκφρασης της λιγάσης BirA (1 µg), όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. Η % 
δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή 
ραβδογράµµατος. Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία 
της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (1 µg), µε τον 
οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε.  
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Εικόνα 62. Χρήση του συστήµατος της in vivo βιοτινυλίωσης για την επιβεβαίωση της 
ικανότητας ολιγοµερισµού της Smad3 πρωτεΐνης. Κύτταρα ΗΕΚ 293Τ επιµολύνθηκαν 
παροδικά µε τους πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης της πρωτεΐνης Bio ή της πρωτεΐνης Bio-
Smad3 και τους φορείς έκφρασης των 6myc-Smad3 ή 6myc-Smad4, σε ποσότητα 7.5 µg από τον 
κάθε ένα και στους συνδυσµούς που υποδεικνύονται στο πάνω µέρος των ανοσοαποτυπωµάτων. 
Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του πλασµιδιακού φορέα έκφρασης της 
λιγάσης BirA (7.5 µg) και απουσία ή παρουσία του φορέα έκφρασης του συστατικά 
ενεργοποιηµένου υποδοχέα του TGFβ, ca-ALK5 (7.5 µg), στους συνδυασµούς που 
υποδεικνύονται στο σχήµα. Από κάθε δείγµα κρατήθηκε ποσότητα ίση µε ¼ του πρωτεϊνικού 
εκχυλίσµατος, πριν την επώαση των δειγµάτων µε την αγαρόζη στρεπταβιδίνη (Whole Cell 
Extract, WCE). Η συν-κατακρήµνιση των αλληλεπιδρώντων πρωτεϊνών ελέγχθηκε µε 
SDS/PAGE ηλεκτοφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 10.5% και ακολούθησε µεταφορά των 
πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. Χρησιµοποιήθηκε µονοκλωνικό mouse anti-myc 
αντίσωµα (1:5000) έναντι του επίτοπου myc των 6myc-Smad3 και 6myc-Smad4 και δευτερεύον 
anti-mouse HRP αντίσωµα (1:10000) (πρώτο και τρίτο ανοσοαποτύπωµα), ή HRP-συζευγµένη 
στρεπταβιδίνη (Strep-HRP) που προσδένεται στην Bio-Smad3 (1:10000) (δεύτερο και τέταρτο 
ανοσοαποτύπωµα). Τέλος, χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα ECL. Τα λεπτά βέλη στα δεξιά των 
ανοσοαποτυπωµάτων υποδεικνύουν την θέση των ενδεδειγµένων πρωτεϊνών. 
Strep.:στρεπταβιδίνη.  
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Εικόνα 63. Η Smad3 πρωτεΐνη που φέρει εσωτερική απαλοιφή της αµινοξικής περιοχής 
228-249 στερείται της ικανότητας οµοπολυµερισµού µε την Smad3 και ετεροπολυµερισµού 
µε την Smad4. A. Σχηµατική αναπαράσταση της αγρίου τύπου Smad3 και των µεταλλαγµένων Smad3 
∆200-230 και Smad3 ∆228-249, οι οποίες φέρουν στο Ν-τερµατικό τους άκρο το 22 αµινοξέων Bio 
πεπτίδιο που είναι στόχος βιοτινυλίωσης από την BirA λιγάση βιοτίνης. Οι κάθετες διακεκοµµένες 
γραµµές και οι αριθµοί υποδεικνύουν τις περιοχές των απαλοιφών. B. Κύτταρα ΗΕΚ 293Τ επιµολύνθηκαν 
παροδικά µε τους πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης της πρωτεΐνης Bio Smad3 (∆200-230) ή της πρωτεΐνης 
Bio-Smad3 (∆228-249) και τον φορέα έκφρασης της 6myc-Smad3, σε ποσότητα 7.5 µg από τον κάθε ένα 
και στους συνδυσµούς που υποδεικνύονται στο πάνω µέρος των ανοσοαποτυπωµάτων. Η επιµόλυνση 
πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του πλασµιδιακού φορέα έκφρασης της λιγάσης BirA (7.5 µg) και 
απουσία ή παρουσία του φορέα έκφρασης του συστατικά ενεργοποιηµένου υποδοχέα του TGFβ, ca-ALK5 
(7.5 µg), στους συνδυασµούς που υποδεικνύονται στο σχήµα. Από κάθε δείγµα κρατήθηκε ποσότητα ίση 
µε ¼ του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος, πριν την επώαση των δειγµάτων µε την αγαρόζη στρεπταβιδίνη 
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(Whole Cell Extract, WCE). Η συν-κατακρήµνιση των αλληλεπιδρώντων πρωτεϊνών ελέγχθηκε µε 
SDS/PAGE ηλεκτοφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 10.5% και ακολούθησε µεταφορά των 
πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. Χρησιµοποιήθηκε µονοκλωνικό mouse anti-myc αντίσωµα 
(1:5000) έναντι του επίτοπου myc της 6myc-Smad3 και δευτερεύον anti-mouse HRP αντίσωµα (1:10000) 
(πρώτο και τρίτο ανοσοαποτύπωµα), ή HRP-συζευγµένη στρεπταβιδίνη (Strep-HRP) που προσδένεται στις 
βιοτινυλιωµένες Smad3 πρωτεΐνες (1:10000) (δεύτερο ανοσοαποτύπωµα). Τέλος, χρησιµοποιήθηκε το 
σύστηµα ECL. Τα λεπτά βέλη στα δεξιά των ανοσοαποτυπωµάτων υποδεικνύουν την θέση των 
ενδεδειγµένων πρωτεϊνών. Strep.:στρεπταβιδίνη. Γ. Το πείραµα πραγµατοποιήθηκε όπως περιγράφεται 
στο Β, µε την διαφορά ότι χρησιµοποιήθηκε η 6myc-Smad4 αντί της 6myc-Smad3. 
 
 

 

Η ελάχιστη περιοχή 201-248 της Smad3 πρωτεΐνης αλληλεπιδρά φυσικά και 

λειτουργικά µε τον συνενεργοποιητή CBP, και η απαλοιφή της περιοχής 228-249 

καταστέλλει αυτή την αλληλεπίδραση 

 

Τα αποτελέσµατα των προηγούµενων αναλύσεων µεταγραφικής δραστικότητας 

υποδηλώνουν ότι η περιοχή 130-248 της Smad3 πρωτεΐνης είναι εξαιρετικά ενεργή 

µεταγραφικά. Η ενεργότητα αυτή θα µπορούσε να αποδοθεί σε φυσικές και λειτουργικές 

αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στην περιοχή αυτή και τον συνενεργοποιητή CBP της Smad3 

πρωτεϊνης. Για να ελεγχθεί η πιθανότητα αυτή, χρησιµοποιήθηκαν 4 διαφορετικές 

µεταλλαγµένες µορφές του συνενεργοποιητή CBP που αποτελούνται από διαδοχικά µη 

επικαλυπτόµενα τµήµατά του (1-1098, 1098-1620, 1620-1877 και 1877-2441), όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 64Α. Αυτές οι µεταλλαγµένες µορφές που φέρουν τον επίτοπο 

GST στο Ν-τερµατικό άκρο τους, εκφράστηκαν σε βακτηριακά κύτταρα BL21. Τα 

πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα αυτών των κυττάρων επωάστηκαν µε σφαιρίδια γλουταθειόνης 

σεφαρόζης µε τα οποία συζεύχθηκαν µέσω του GST επίτοπου. Η έκφραση των 

µεταλλαγµένων µορφών του CBP αναλύθηκε µε SDS/PAGE ηλεκτοφόρηση και µε 

χρώση του πηκτώµατος µε Coomassie blue, όπως φαίνεται στην Εικόνα 64Β. Τα 

σφαιρίδια γλουταθειόνης σεφαρόζης που φέρουν τις µεταλλαγµένες µορφές του CBP, 

χρησιµοποιήθηκαν σε GST pull down αναλύσεις για να ελεγχθεί η ικανότητά τους να 

αλληλεπιδρούν µε διάφορες µεταλλαγµένες και µη µορφές της Smad3 πρωτεΐνης. Οι 

µορφές της Smad3 πρωτεΐνης που έχουν συζευχθεί στο Ν-τερµατικό τους άκρο µε το 

GAL4 DBD, εκφράστηκαν σε κύτταρα COS-7 και η συνκατακρήµνισή τους µε τα GST 

CBP σφαιρίδια αναλύθηκε µε ανοσοαποτύπωση, χρησιµοποιώντας µονοκλωνικό anti-

GAL4 DBD αντίσωµα. Όπως υποδεικνύει η Εικόνα 65Α, η αγρίου τύπου GAL4-Smad3 
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δεν προσδένεται στον επίτοπο GST ούτε στην GST-CBP (1-1098), αλλά προσδένεται 

στις GST-CBP (1098-1620), GST-CBP (1620-1877) και GST-CBP (1877-2441). Η 

περιοχή του linker της Smad3, που εµφανίζει µικρή µεταγραφική δραστικότητα σε 

κύτταρα HepG2 και NIH3T3 (Εικόνα 23 και 24), βρέθηκε ότι αλληλεπιδρά in vitro µε τις 

περιοχές 1098-1620 και 1620-1877, αλλά όχι µε την περιοχή 1877-2441 του CBP. Το 

ίδιο πρότυπο αλληλεπίδρασης παρατηρήθηκε και όταν χρησιµοποιήθηκαν διαδοχικές Ν-

τερµατικές απαλοιφές της περιοχής που περιλαµβάνει τον linker και εκτείνεται µέχρι την 

αµινοξική θέση 248 (µεταλλαγµένες µορφές 130-248, 143-248, 172-248 και 201-248). 

Επιπλέον, η GAL4-Smad3 ∆228-249 αλληλεπιδρά µε τις περιοχές 1098-1620 και 1620-

1877, αλλά όχι µε την περιοχή 1877-2441 του CBP. Τα αποτελέσµατα της Εικόνας 65Α 

υποδεικνύουν ότι η περιοχή 201-248 της Smad3 πρωτεΐνης είναι η ελάχιστη περιοχή που 

αλληλεπιδρά in vitro µε τον συνενεργοποιητή CBP και η περιοχή 228-249 της Smad3 

είναι απαραίτητη για την in vitro αλληλεπίδραση µε την περιοχή 1877-2441 του 

συνενεργοποιητή CBP.  

Προκειµένου να αποκλειστεί η πιθανότητα, η αλληλεπίδραση της Smad3 

πρωτεϊνης µε τον συνενεργοποιητή CBP να µην είναι άµεση αλλά να συµβαίνει 

παρουσία κάποιου παράγοντα που υπάρχει στα κύτταρα COS-7, κάποιες από τις 

αλληλεπιδράσεις που περιγράφονται στην Εικόνα 42Α επαναλήφθηκαν χρησιµοποιώντας 

µεταλλαγµένες µορφές της Smad3 που φέρουν τον επίτοπο 6myc στην Ν-τερµατική 

περιοχή τους. Οι πρωτεΐνες αυτές εκφράστηκαν µε in vitro µεταγραφή και µετάφραση 

παρουσία ραδιενεργά σηµασµένης µε 35S µεθειονίνης. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 65Β, 

οι µεταλλαγµένες Smad3 143-248, Smad3 172-248 και Smad3 201-248 αλληλεπιδρούν 

αποτελεσµατικά και ειδικά µε τις περιοχές 1098-1620 και 1620-1877 του 

συνενεργοποιητή CBP, επιβεβαιώνοντας τα αποτελέσµατα της Εικόνας 42Α.  

Στην συνέχεια ελέγχθηκαν πιθανές λειτουργικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 

Smad3, Smad3 143-248 και Smad3 201-248 µε τον συνενεργοποιητή CBP. Για τον 

σκοπό αυτό, κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε τον φορέα έκφρασης του 

συνθετικού υποκινητή pG5-E1B-luc, καθώς και µε την αγρίου τύπου ή τις δύο 

µεταλλαγµένες µορφές της Smad3 σε σύντηξη µε το GAL4 DBD, παρουσία ή απουσία 

του CBP και του TGFβ. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 66, ο TGFβ από µόνος του δεν 

µπορεί να ενεργοποιήσει τον pG5-E1B-luc υποκινητή. Η έκφραση της εξωγενούς GAL4-
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Smad3 ενεργοποίησε τον υποκινητή κατά 146 φορές και παρουσία του TGFβ κατά 294 

φορές (αύξηση κατά 2.1 φορές). Η συνέκφραση των GAL4-Smad3 και CBP 

ενεργοποίησε τον συνθετικό υποκινητή κατά 312 φορές, αυξάνοντας την ενεργοποίηση 

που προκάλεσε η GAL4-Smad3 µόνη της κατά 2.1 φορές. Η συνέκφραση αυτή παρουσία 

του TGFβ προκάλεσε µεταγραφική ενεργοποίηση κατά 945 φορές, αυξάνοντας την 

ενεργοποίηση που προκάλεσε µόνη της η GAL4-Smad3 παρουσία του TGFβ κατά 3.2 

φορές. Από τα αποτελέσµατα της Εικόνας 66 προκύπτει ότι ο συνενεργοποιητής CBP 

επάγει την µεταγραφική δραστικότητα της GAL4-Smad3, σε κύτταρα HepG2.  

Η Εικόνα 67 περιγράφει τον έλεγχο της µεταγραφικής δραστικότητας της 

µεταλλαγµένης GAL4-Smad3 143-248 πρωτεΐνης παρουσία του συνενεργοποιητή CBP. 

Η GAL4-Smad3 143-248 εµφάνισε την µέγιστη µεταγραφική δραστικότητα στις 

αναλύσεις που περιγράφονται στις Εικόνες 46 και 47 και ήταν ενεργή µεταγραφικά και 

σε κύτταρα σακχαροµύκητα, όπως έδειξε η Εικόνα 51. Στο πείραµα που περιγράφεται 

στην Εικόνα 67, χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα ινοβλαστών ποντικού NIH 3T3 και ο 

φορέας έκφρασης του συνθετικού υποκινητή pG5-E1B-luc. Η αγρίου τύπου GAL4-

Smad3 ενεργοποίησε τον υποκινητή κατά 32 φορές και η συνέκφραση του CBP 

προκάλεσε ενεργοποίηση κατά 46 φορές (αύξηση κατά 1.4 φορές). Η GAL4-Smad3 143-

248 ενεργοποίησε την µεταγραφή από τον συνθετικό υποκινητή κατά 186 φορές και η 

συνέκφραση του CBP προκάλεσε µεταγραφική ενεργοποίηση κατά 533 φορές (αύξηση 

κατά 2.9 φορές). Συνεπώς, ο συνενεργοποιητής CBP αυξάνει την µεταγραφική 

ενεργότητα όχι µόνο της αγρίου τύπου GAL4-Smad3 αλλά και της µεταλλαγµένης 

GAL4-Smad3 143-248 µορφής, σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα των φυσικών 

αλληλεπιδράσεων µεταξύ των δύο πρωτεϊνών που δείχνονται στην Εικόνα 65Α και 65Β.  

Στη συνέχεια ελέγχθηκε η λειτουργική αλληλεπίδραση της GAL4-Smad3 201-248 

µε τον συνενεργοποιητή CBP. Για τον σκοπό αυτό, κύτταρα NIH 3T3 επιµολύνθηκαν µε 

τον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης της GAL4-Smad3 201-248 απουσία και παρουσία του 

φορέα έκφρασης του CBP. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 68Α, η GAL4-Smad3 201-248 

αύξησε την µεταγραφική ενεργότητα του συνθετικού υποκινητή G5-E1B κατά 13 φορές. 

Η συνέκφραση του συνενεργοποιητή CBP σε δύο αυξανώµενες συγκεντρώσεις 

προκάλεσε αύξηση της µεταγραφικής ενεργότητας της GAL4-Smad3 201-248 κατά 3.8 

και 5.7 φορές (ενεργοποίηση κατά 50 και 74 φορές αντίστοιχα). Το πρότυπο 
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ενεργοποίησης επαναλήφθηκε και στο πείραµα Εικόνα 68Β, όπου η GAL4-Smad3 201-

248 ενεργοποίησε τον υποκινητή G5-E1B κατά 19 φορές, ενώ η συνέκφραση του CBP 

αύξησε την ενεργότητα αυτή κατά 3.5 φορές (ενεργοποίηση κατά 67 φορές). 

Επιπρόσθετα, η συνέκφραση της αδενοϊικής ογκοπρωτεΐνης Ε1Α µείωσε την 

µεταγραφικής ενεργοποίηση που προκάλεσε στην GAL4-Smad3 201-248 ο CBP κατά 

1.7 φορές. Είναι γνωστό ότι η ογκοπρωτεΐνη Ε1Α αλληλεπιδρά µε τον CBP, γεγονός που 

έχει αντίκτυπο στα επίπεδα µεταγραφικής ενεργότητας παραγόντων που βασίζονται στην 

αλληλεπίδραση µε τον CBP για την µεταγραφική ενεργοποίηση γονιδίων-στόχων. Τα 

αποτελέσµατα της Εικόνας 68 υποδηλώνουν την λειτουργική αλληλεπίδραση της 

περιοχής 201-248 της Smad3 πρωτεΐνης µε τον συνενεργοποιητή CBP, που θα µπορούσε 

να θεωρηθεί λογική συνέπεια της φυσικής αλληλεπίδρασης που υπάρχει ανάµεσα στις 

δύο πρωτεΐνες.  
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Εικόνα 64. Έλεγχος της έκφρασης µεταλλαγµένων µορφών του συνενεργοποιητή CBP. Α. 
Σχηµατική αναπαράσταση του CBP µορίου και διαδοχικών απαλοιφών του που φέρουν στην Ν-
τερµατική περιοχή τους τον επίτοπο GST. B. Έκφραση και καθαρισµός των διαδοχικών 
απαλοιφών του CBP από πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα βακτηριακών κυττάρων BL21, τα οποία 
επωάστηκαν µε σφαιρίδια γλουταθειόνης-σεφαρόζης, όπως περιγράφεται στα Υλικά και 
Μέθοδοι. Οι πρωτεΐνες αναλύθηκαν σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 10.5%, και ακολούθησε 
χρώση του πηκτώµατος µε Coomassie blue. Οι απαλοιφές του CBP υποδεικνύονται µε 
αστερίσκο. 
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Εικόνα 65. Αλληλεπιδράσεις µεταξύ αγρίου τύπου και µεταλλαγµένων µορφών της Smad3 
πρωτεΐνης µε ελλειµµατικές µορφές του συνενεργοποιητή CBP in vitro. Α. Κύτταρα COS-7 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης pBXG1 Smad3 της αγρίου τύπου 
GAL4 Smad3 ή των µεταλλαγµένων GAL4 µορφών της Smad3 που υποδεικνύονται στο σχήµα, 
σε ποσότητα 30 µg. Τα κύτταρα λύθηκαν όπως περιγράφηκε στα Υλικά και Μέθοδοι και 
κρατήθηκε ποσότητα που αντιστοιχεί στο 1/3 του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος από κάθε δείγµα 
(input). Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα αφέθηκαν να αλληλεπιδράσουν στους 4 Co για 20 ώρες µε 
σφαιρίδια γλουταθειόνης-σεφαρόζης στα οποία έχει συζευχθεί η GST πρωτεϊνη (control) ή οι 
GST απαλοιφές του CBP. Αναλύθηκε η συν-κατακρήµνιση (GST-pull down) των GAL4 Smad3 
πρωτεϊνών µε τα σφαιρίδια γλουταθειόνης-σεφαρόζης µε SDS/PAGE ηλεκτροφόρηση σε 
πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 10.5%, και µεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, 
Χρησιµοποιήθηκε µονοκλωνικό mouse αντίσωµα έναντι του επίτοπου GAL4 (1:2500) και 
δευτερεύον anti-mouse HRP αντισώµατος (1:10000). Για την ανοαποτύπωση χρησιµοποιήθηκε 
το σύστηµα ενισχυµένου χηµειοφωσφορισµού ECL. Β. Οι πλασµιδιακοί φορείς έκφρασης 
pcDNAIamp 6myc Smad3 143-248, pcDNAIamp 6myc Smad3 172-248 και pcDNAIamp 6myc 
Smad3 201-248 µεταγράφηκαν και µεταφράστηκαν in vitro παρουσία ραδιενεργά σηµασµένης, 
µε 35S, µεθειονίνης, όπως περιγράφεται στα Υλικά και Μέθοδοι. Από κάθε δείγµα κρατήθηκε 
ποσότητα που αντιστοιχεί στο ¼ του προϊόντος, ενώ το υπόλοιπο δείγµα αφέθηκε να 
αλληλεπιδράσει στους 4 Co για 20 ώρες µε σφαιρίδια γλουταθειόνης-σεφαρόζης στα οποία έχει 
συζευχθεί η GST πρωτεϊνη (control) ή οι GST απαλοιφές του CBP: GST CBP 1098-1620 ή 
1620-1877. Αναλύθηκε η συν-κατακρήµνιση των in vitro µεταγραφόµενων Smad3 143-248, 
Smad3 172-248 και Smad3 201-248 πρωτεϊνών µε τα σφαιρίδια γλουταθειόνης-σεφαρόζης, µε 
SDS/PAGE ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 10.5% και αυτοραδιογραφία. Η 
συγκριτική έκφραση των in vitro µεταγραφόµενων και µεταφραζόµενων Smad3 143-248, Smad3 
172-248 και Smad3201-248 πρωτεϊνών απεικονίζεται στο παρακείµενο αυτοραδιογράφηµα.  
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Εικόνα 66. Ενίσχυση της µεταγραφικής δραστικότητας της GAL4-Smad3 από τον 
συνενεργοποιητή CBP, σε κύτταρα HepG2. Ηπατικά κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν 
παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5-E1B-Luc (1 µg) και τον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης 
της GAL4-Smad3 σε ποσότητα 1 µg. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του 
φορέα έκφρασης του CBP (1 µg), όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. Η % δραστικότητα (+/- 
µέση απόκλιση) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος. Η 
κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-
γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (1 µg), µε τον οποίο 
επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε.  
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Εικόνα 67. Ενίσχυση της µεταγραφικής δραστικότητας της GAL4-Smad3 και της GAL4-
Smad3 από τον συνενεργοποιητή CBP, σε κύτταρα NIH 3T3. Κύτταρα ινοβλαστών ποντικού 
NIH 3T3 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5-E1B-Luc (1 µg) και τον 
πλασµιδιακό φορέα έκφρασης της GAL4-Smad3 ή της GAL4-Smad3 143-248 σε ποσότητα 1 µg 
από τον κάθε ένα. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του φορέα έκφρασης 
του CBP (1 µg), όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του 
ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος. Η κανονικοποίηση της 
ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται 
από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (1 µg), µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που 
αναλύθηκε. 
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Εικόνα 68. Ενίσχυση της µεταγραφικής δραστικότητας της GAL4-Smad3 201-248 από τον 
συνενεργοποιητή CBP, σε κύτταρα NIH 3T3. Α. Κύτταρα ινοβλαστών ποντικού NIH 3T3 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5-E1B-Luc (1 µg) και τον πλασµιδιακό 
φορέα έκφρασης της GAL4-Smad3 201-248 σε ποσότητα 1 µg. Η επιµόλυνση 
πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία δύο συγκεντρώσεων του φορέα έκφρασης του CBP (2 
µg και 4 µg), όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του 
ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος. Η κανονικοποίηση της 
ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται 
από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (1 µg), µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που 
αναλύθηκε. B. Κύτταρα NIH 3T3 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5-E1B-
Luc (1 µg) και τον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης της GAL4-Smad3 201-248 σε ποσότητα 1 µg. 
Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του φορέα έκφρασης του CBP (1 µg) και 
του φορέα έκφρασης της αδενοϊικής ογκοπρωτεΐνης Ε1Α (1 µg), όπως υποδεικνύεται στο 
γράφηµα. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό 
µορφή ραβδογράµµατος. Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την 
δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (1 
µg), µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
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Ανάλυση των περιοχών της Smad3 πρωτεΐνης που αλληλεπιδρούν µε τον 

συνενεργοποιητή p/CAF  

 

Εκτός από τον συνενεργοποιητή CBP, είναι γνωστό ότι ο συνενεργοποιητής 

p/CAF, ο οποίος έχει επίσης ενεργότητα ακετυλοτρανσφεράσης, αλληλεπιδρά φυσικά 

και λειτουργικά µε την Smad3 πρωτεΐνη (Itoh et al., 2000). Κρίθηκε σκόπιµος ο έλεγχος 

της ικανότητας διαφόρων µεταλλαγµένων µορφών της Smad3 να αλληλεπιδρούν φυσικά 

µε τον συνενεργοποιητή p/CAF. Για τον σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα της 

βιοτινυλίωσης in vivo. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 69Α, εκτός των Bio-Smad3, Bio-

Smad3 ∆200-230 και Bio-Smad3 ∆228-249, που χρησιµοποιήθηκαν σε προηγούµενες 

αναλύσεις, κατασκευάστηκε η υβριδική Bio-Smad3 143-248 που φέρει στο Ν-τερµατικό 

άκρο της το Bio πεπτίδιο, καθώς από τις προηγούµενες αναλύσεις προκύπτει ότι η 

περιοχή 143-248 εµφανίζει υψηλή µεταγραφική δραστικότητα και αλληλεπιδρά φυσικά 

και λειτουργικά µε τον συνενεργοποιητή CBP. Οι παραπάνω µορφές της Bio-Smad3 και 

η πρωτεΐνη Bio εκφράστηκαν σε ανθρώπινα εµβρυικά νεφρικά κύτταρα ΗΕΚ 293Τ, 

όπως υποδηλώνει η Εικόνα 69Β. Η τελευταία, ακόµα και µετά την βιοτινυλίωσή της από 

την συνέκφραση της BirA λιγάσης βιοτίνης και την συνέκφραση του συστατικά 

ενεργοποιηµένου υποδοχέα ALK5, δεν συνκατακρηµνίζει τον συνενεργοποιητή p/CAF 

(διαδροµή 1, πρώτο αναοσοαποτύπωµα), γεγονός που εξασφαλίζει την ειδικότητα των 

αλληλεπιδράσεων. Η αγρίου τύπου Bio-Smad3 µετά την βιοτινυλίωσή της αλληλεπιδρά 

µε τον συνενεργοποιητή p/CAF µόνο µετά την ενεργοποίησή της από τον ALK5 

(διαδροµή 4, πρώτο αριστερό ανοσοαποτύπωµα). Το αποτέλεσµα αυτό ήταν 

αναµενόµενο, καθώς είναι γνωστό ότι η ενεργοποίηση της Bio-Smad3 από τον υποδοχέα 

ALK5 έχει ως αποτέλεσµα να ανασταλεί η κατασταλτική αληλεπίδραση µεταξύ των 

περιοχών ΜΗ1 και ΜΗ2 και έτσι η ΜΗ2 περιοχή µπορεί να αλληλεπιδράσει µε τον 

p/CAF. Στην προσπάθεια να εντοπιστεί µε µεγαλύτερη ακρίβεια η περιοχή της Smad3 

που ευθύνεται για την αλληλεπίδραση µε τον p/CAF, χρησιµοποιήθηκε η Bio-Smad3 

∆228-249. Από την Εικόνα 69Β προκύπτει ότι η εσωτερική απαλοιφή της περιοχής 228-

249 δεν επηρεάζει την αλληλεπίδραση της Smad3 µε τον συνενεργοποιητή p/CAF, 

καθώς η Bio-Smad3 ∆228-249 µετά την βιοτινυλίωση και ενεργοποίησή της, 

συνκατακρηµνίζει την p/CAF (διαδροµή 7, πρώτο αριστερό ανοσοαποτύπωµα). 
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Αντιθέτως, η Bio-Smad3 ∆200-230 δεν µπορεί να συνκατακρηµνίσει τον p/CAF ακόµα 

και µετά την βιοτινυλίωση και ενεργοποίησή της (διαδροµή 10, πρώτο δεξιό 

ανοσοαποτύπωµα). Συνεπώς, η περιοχή 200-230 του linker είναι απαραίτητη για την 

αλληλεπίδραση της Smad3 µε τον p/CAF. Προκειµένου να ελεγχθεί η παρατήρηση αυτή, 

χρησιµοποιήθηκε η Bio-Smad3 143-248 η οποία αλληλεπιδρά ισχυρά µετά την 

βιοτινυλίωσή της µε τον συνενεργοποιητή p/CAF ακόµα και χωρίς την ενεργοποίησή της 

από τον ALK5 (διαδροµή 12 και 13, πρώτο δεξιό ανοσοαποτύπωµα). Η TGFβ-

ανεξάρτητη αλληλεπίδραση της περιοχής 143-248 της Smad3 µε τον p/CAF ήταν 

αναµενόµενη, καθώς οι C-τερµατικές θέσεις φωσφορυλίωσης της ΜΗ2 περιοχής από τον 

υποδοχέα λείπουν από την µεταλλαγµένη Bio-Smad3 143-248. Οι βιοτινυλιωµένες 

πρωτεΐνες που χρησιµοποιήθηκαν στις παραπάνω αναλύσεις εκφράζονται σε συγκρίσιµα 

µεταξύ τους επίπεδα, όπως δείχνει το δεύτερο ανοσοαποτύπωµα (δεξιό και αριστερό) 

όπου χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα στρεπταβιδίνης συζευγµένο µε HRP. Πιστοποιήθηκε, 

επίσης, ότι η έλλειψη αλληλεπίδρασης, όπου αυτή παρατηρήθηκε, δεν οφείλεται σε 

µειωµένη έκφραση του συνενεργοποιητή p/CAF, όπως δείχνει το τρίτο ανοσοαποτύπωµα 

(δεξιό και αριστερό), όπου χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα έναντι του επίτοπου flag που 

φέρει ο p/CAF σε συνολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα.  

Συνοπτικά, τα αποτελέσµατα της Εικόνας 69 υποδηλώνουν ότι η C-τερµατική 

περιοχή του linker της Smad3 (αµινοξέα 200-230) είναι απαραίτητη για την φυσική 

αλληλεπίδρασή της µε τον συνενεργοποιητή p/CAF. Η µειωµένη µεταγραφική 

δραστικότητα της Smad3 ∆200-230 πιθανότατα να οφείλεται, τουλάχιστον µερικώς, 

στην έλλειψη αλληλεπίδρασης µε τον p/CAF. Αντιθέτως, η έλλειψη µεταγραφικής 

δραστικότητας που χαρακτηρίζει την Smad3 ∆228-249 οφείλεται, πιθανότατα, στην 

αναστολή του οµο- και ετερο-πολυµερισµού της καθώς αυτή η µεταλλαγµένη πρωτεΐνη 

διατηρεί την ικανότητα αλληλεπίδρασης µε τους συνενεργοποιητές p/CAF και CBP.  
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Εικόνα 69. Η Smad3 που στερείται των αµινοξέων 228-249 και η Smad3 143-248 
αλληλεπιδρούν µε τον συνενεργοποιητή p/CAF. A. Σχηµατική αναπαράσταση της αγρίου 
τύπου Smad3 και της µεταλλαγµένης Smad3 143-248, οι οποίες φέρουν στο Ν-τερµατικό τους 
άκρο το 22 αµινοξέων Bio πεπτίδιο που είναι στόχος βιοτινυλίωσης από την BirA λιγάση 
βιοτίνης. Β. Κύτταρα ΗΕΚ 293Τ επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους πλασµιδιακούς φορείς 
έκφρασης της πρωτεΐνης Bio, της πρωτεΐνης Bio Smad3 (∆200-230), της πρωτεΐνης Bio-Smad3 
(∆228-249) ή της πρωτεΐνης Bio Smad3 143-248 και τον φορέα έκφρασης του συνενεργοποιητή 
p/CAF Flag, σε ποσότητα 7.5 µg από τον κάθε ένα και στους συνδυασµούς που υποδεικνύονται 
στο πάνω µέρος των ανοσοαποτυπωµάτων. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή 
παρουσία του πλασµιδιακού φορέα έκφρασης της λιγάσης BirA (7.5 µg) και απουσία ή παρουσία 
του φορέα έκφρασης του συστατικά ενεργοποιηµένου υποδοχέα του TGFβ, ca-ALK5 (7.5 µg), 
στους συνδυασµούς που υποδεικνύονται στο σχήµα. Από κάθε δείγµα κρατήθηκε ποσότητα ίση 
µε ¼ του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος, πριν την επώαση των δειγµάτων µε την αγαρόζη 
στρεπταβιδίνης (Whole Cell Extract, WCE). Η συν-κατακρήµνιση της p/CAF Flag ελέγχθηκε µε 
SDS/PAGE ηλεκτοφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 10.5% και ακολούθησε µεταφορά των 
πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. Χρησιµοποιήθηκε µονοκλωνικό mouse anti-Flag 
αντίσωµα (1:2500) έναντι του επίτοπου Flag του p/CAF Flag και δευτερεύον anti-mouse HRP 
αντίσωµα (1:10000) (πρώτο και τρίτο ανοσοαποτύπωµα), ή HRP-συζευγµένη στρεπταβιδίνη 
(Strep-HRP) που προσδένεται στις βιοτινυλιωµένες Smad3 (1:10000) (δεύτερο 
ανοσοαποτύπωµα). Τέλος, χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα ECL. Strep.:στρεπταβιδίνη.  
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Ανάλυση της ικανότητας των µεταλλαγµένων µορφών της Smad3 πρωτεΐνης να 

αλληλεπιδρούν φυσικά µε τον συνκαταστολέα c-Ski  

 

Είναι γνωστό ότι η Smad3 πρωτεΐνη αλληλεπιδρά φυσικά µε τον συνκαταστολέα c-

Ski. Η c-Ski ογκοπρωτεΐνη αλληλεπιδρά µέσω των αµινοξικών περιοχών 16-40 και 338-

490 µε την ΜΗ2 περιοχή της Smad3 και συγκεκριµένα µε τις β2 και β3 πτυχωτές 

επιφάνειες του πυρήνα της δοµής β sandwich της ΜΗ2 (Qin et al., 2002, Akiyoshi et al., 

1999). Προκειµένου να ελεγχθεί η πιθανότητα, η µείωση και η έλλειψη της 

µεταγραφικής δραστικότητας των µεταλλαγµένων µορφών Smad3 ∆200-230 και Smad3 

∆228-249 να οφείλεται στην ενισχυµένη αλληλεπίδρασή τους µε τον συνκαταστολέα c-

Ski, χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα της βιοτινυλίωσης in vivo. Όπως φαίνεται στην 

Εικόνα 70, τόσο η αγρίου τύπου Bio-Smad3 όσο και η Bio-Smad3 ∆200-230 

αλληλεπιδρούν µε την c-Ski, µετά την βιοτινυλίωση από την BirA και την ενεργοποίησή 

τους από τον συστατικά ενεργοποιηµένο υποδοχέα ALK5 (διαδροµές 3 και 6, πρώτο 

ανοσοαποτύπωµα). Αντιθέτως, η Bio-Smad3 ∆228-249 δεν αλληλεπιδρά µε τον 

συνκαταστολέα c-Ski, ούτε µετά την ενεργοποίησή της από τον υποδοχέα ALK5 

(διαδροµή 9, πρώτο ανοσοαποτύπωµα). Και σε αυτά τα πειράµατα ελέγχθηκε η έκφραση 

των βιοτινυλιωµένων µορφών της Smad3 που χρησιµοποιήθηκαν (δεύτερο 

ανασοαποτύπωµα), µε χρήση στρεπταβιδίνης–HRP, καθώς και η έκφραση του 

συνκαταστολέα c-Ski (τρίτο ανοσοαποτύπωµα), µε χρήση αντισώµατος έναντι του 

επίτοπου flag που φέρει η c-Ski πρωτεΐνη.  

Συµπερασµατικά, τα αποτελέσµατα της Εικόνας 70 υποδεικνύουν ότι η απαλοιφή 

της περιοχής 200-230 της Smad3 πρωτεΐνης δεν επηρεάζει την αλληλεπίδρασή της µε 

τον συνκαταστολέα c-Ski. Αντιθέτως, η απαλοιφή της περιοχής 228-249 δηλαδή των β1 

και β2 πτυχωτών επιφανειών της ΜΗ2 περιοχής της Smad3, καταστέλλει την 

αλληλεπίδραση µε τον c-Ski. Η µειωµένη µεταγραφική δραστικότητα της Smad3 ∆200-

230 είναι πιθανό να οφείλεται, τουλάχιστον µερικώς, στην αλληλεπίδραση µε τον c-Ski, 

ο οποίος αφ’ενός προσελκύει απακετυλάσες ιστονών (HDACs) και αφ’ετέρου 

παρεµποδίζει την πρόσδεση συνενεργοποιητών όπως οι CBP/p300 και p/CAF. Τα 

αποτελέσµατα αυτά είναι σε συµφωνία µε εκείνα της Εικόνας 46, που υποδηλώνουν την 

έλλειψη αλληλεπίδρασης µεταξύ των Smad3 ∆200-230 και του p/CAF.  
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Εικόνα 70. Η Smad3 που στερείται των αµινοξέων 200-230 διατηρεί την ικανότητα 
αλληλεπίδρασης µε τον συνκαταστολέα c-Ski. Κύτταρα ΗΕΚ 293Τ επιµολύνθηκαν παροδικά 
µε τους πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης της πρωτεΐνης Bio-Smad3, της πρωτεΐνης Bio Smad3 
(∆200-230), ή της πρωτεΐνης Bio-Smad3 (∆228-249) και τον φορέα έκφρασης του 
συνκαταστολέα c-Ski Flag, σε ποσότητα 7.5 µg από τον κάθε ένα και στους συνδυσµούς που 
υποδεικνύονται στο πάνω µέρος των ανοσοαποτυπωµάτων. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε 
απουσία ή παρουσία του πλασµιδιακού φορέα έκφρασης της λιγάσης BirA (7.5 µg) και απουσία 
ή παρουσία του φορέα έκφρασης του συστατικά ενεργοποιηµένου υποδοχέα του TGFβ, ca-ALK5 
(7.5 µg), στους συνδυασµούς που υποδεικνύονται στο σχήµα. Από κάθε δείγµα κρατήθηκε 
ποσότητα ίση µε ¼ του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος, πριν την επώαση των δειγµάτων µε την 
αγαρόζη στρεπταβιδίνης (Whole Cell Extract, WCE). Η συν-κατακρήµνιση του c-Ski ελέγχθηκε 
µε SDS/PAGE ηλεκτοφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 10.5% και ακολούθησε µεταφορά 
των πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. Χρησιµοποιήθηκε µονοκλωνικό mouse anti-Flag 
αντίσωµα (1:2500) έναντι του επίτοπου Flag του c-Ski και δευτερεύον anti-mouse HRP 
αντίσωµα (1:10000) (πρώτο και τρίτο ανοσοαποτύπωµα), ή HRP-συζευγµένη στρεπταβιδίνη 
(Strep-HRP) που προσδένεται στις βιοτινυλιωµένες Smad3 (1:10000) (δεύτερο 
ανοσοαποτύπωµα). Τέλος, χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα ECL. Τα λεπτά βέλη στα δεξιά των 
ανοσοαποτυπωµάτων υποδεικνύουν την θέση των ενδεδειγµένων πρωτεϊνών. 
Strep.:στρεπταβιδίνη.  
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Η εισαγωγή σηµειακής µετάλλαξης στην αµινοξική θέση 238 της Smad3 πρωτεΐνης 

αναστέλλει την µεταγραφική της ενεργότητα  

 

Η απαλοιφή µεγάλων αµινοξικών περιοχών της Smad3 πρωτεΐνης δεν είναι 

επαρκώς λεπτοµερής ως προς τον ρόλο συγκεκριµένων αµινοξέων στις µεταγραφικές 

λειτουργίες της Smad3. Η ανάγκη για λεπτοµερέστερο και πιο συγκεκριµένο 

χαρακτηρισµό αµινοξικών θέσεων που παίζουν ρόλο στον οµο- και ετεροπολιµερισµό, 

στην αλληλεπίδραση µε συνενεργοποιητές και συνκαταστολείς και γενικότερα στην 

µεταγραφική ενεργότητα της Smad3, και η ανάγκη συσχετισµού των ευρυµάτων µε τον 

βιολογικό ρόλο της πρωτεΐνης (ογκογένεση, ογκοκαταστολή), οδήγησαν στον σχεδιασµό 

µιας νέας µεταλλαγµένης µορφής της Smad3 πρωτεΐνης. Συγκεκριµένα, κατασκευάστηκε 

µια µεταλλαγµένη Smad3 που φέρει στην θέση 238 αντί του γλουταµινικού οξέος το 

αµινοξύ αλανίνη(Smad3 Ε238Α). Η µετάλλαξη αυτή είναι παρόµοια µε µια σηµειακή 

µετάλλαξη αντικατάστασης Ε330Α (γλουταµινικού οξέος της θέσεως 330 σε αλανίνη) 

στην Smad4 πρωτεΐνη, η οποία συνδέεται µε την εµφάνιση καρκίνου του εντέρου και µε 

το σύνδροµο εµφάνισης πολυπόδων σε εφήβους (Juvenile Polyposis Syndrome, JPS) 

(Waite and Eng, 2003, Shi et al., 1997). 

Η Smad3 Ε238Α κλωνοποιήθηκε αρχικά στο πλασµιδιακό φορέα pcDNAIamp, µε 

τέτοιο τρόπο, ώστε να φέρει τον επίτοπο 6myc στο Ν-τελικό άκρο της και απεικονίζεται 

σχηµατικά στην Εικόνα 71Α. Η µεταγραφική της δραστικότητα ελέγχθηκε αρχικά σε 

κύτταρα JEG-3. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 71Β, η µεταγραφική δραστικότητα του 

συνθετικού υποκινητή (CAGA)12-E1B-luc δεν αυξήθηκε από την έκφραση του 

συστατικά ενεργοποιηµένου υποδοχέα ALK5, καθώς τα JEG-3 κύτταρα στερούνται 

ενδογενών Smad3 µορίων. Η αγρίου τύπου 6myc-Smad3 ενεργοποίησε, όπως 

αναµενόταν, την µεταγραφική δραστικότητα του υποκινητή κατά 5 φορές, ενώ η 

συνέκφραση του ALK5 αύξησε την ενεργοποίηση αυτή κατά 10 φορές (ενεργοποίηση 

κατά 50 φορές). Η 6myc-Smad3 Ε238Α ήταν µεταγραφικά ανενεργή τόσο απουσία όσο 

και παρουσία του ALK5. Η έλλειψη µεταγραφικής δραστικότητας θα µπορούσε να 

αποδοθεί σε µειωµένη έκφραση της 6myc-Smad3 Ε238Α, οπότε πραγµατοποιήθηκε 

πείραµα ανοσοαποτύπωσης, σε κύτταρα ΗΕΚ 293Τ, χρησιµοποιώντας µονοκλωνικό 

αντίσωµα έναντι του επίτοπου myc. Όπως υποδηλώνει η Εικόνα 71Γ, η 6myc-Smad3 
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Ε238Α εκφράζεται σε µικρότερο βαθµό από την αγρίου τύπου 6myc-Smad3, εύρηµα που 

πιθανόν να οφείλεται σε ελαττωµένη σταθερότητα της πρωτεΐνης λόγω της µετάλλαξης. 

Παρ΄όλα αυτά, η µείωση δεν είναι τόσο δραστική που να εξηγεί την καταστολή της 

µεταγραφικής δραστικότητας της εν λόγω πρωτεΐνης. 

Τα αποτελέσµατα της Εικόνας 71 υποδεικνύουν ότι η σηµειακή αντικατάσταση 

Ε238Α στην Smad3 πρωτεΐνη αναστέλλει την µεταγραφική της δραστικότητα και την 

ενεργοποίησή της από τον υποδοχέα του TGFβ. 

Στην συνέχεια ελέγχθηκε η ικανότητα λειτουργικής αλληλεπίδρασης της 6myc-

Smad3 Ε238Α µε την Smad4 πρωτεΐνη. Για τον σκοπό αυτό, κύτταρα MDA-MB-468 

που στερούνται έκφρασης του ενδογενούς Smad4 γονιδίου, επιµολύνθηκαν παροδικά µε 

τον φορέα έκφρασης του συνθετικού υποκινητή (CAGA)12-E1B-luc, σε συνδυασµό µε 

την αγρίου τύπου Smad3 ή την µεταλλαγµένη Smad3 Ε238Α και την Smad4, απουσία 

και παρουσία του TGFβ. Όπως δείχνει η Εικόνα 72, ο υποκινητής (CAGA)12-E1B δεν 

ενεργοποιήθηκε µεταγραφικά από τον συνδέτη TGFβ, καθώς τα κύτταρα που 

χρησιµοποιήθηκαν στερούνται ενδογενών Smad4 µορίων. Για τον ίδιο λόγο 

παρατηρήθηκε µικρή µεταγραφική ενεργοποίηση από την αγρίου τύπου 6myc-Smad3, 

τόσο απουσία όσο και παρουσία του συνδέτη TGFβ (ενεργοποίηση κατά 1.5 και 4 φορές, 

αντίστοιχα). Η έκφραση της εξωγενούς 6myc-Smad4 ενεργοποίησε τον υποκινητή κατά 

3.5 φορές απουσία του TGFβ και κατά 7.5 φορές παρουσία του TGFβ. Η συνέκφραση 

των 6myc-Smad3 και 6myc-Smad4 προκάλεσε σηµαντική αύξηση της µεταγραφικής 

δραστικότητας του υποκινητή τόσο απουσία όσο και παρουσία του TGFβ (ενεργοποίηση 

κατά 38 και 40.5 φορές αντίστοιχα). Η 6myc-Smad3 Ε238Α ήταν µεταγραφικά ανενεργή 

απουσία ή παρουσία του TGFβ, ενώ η συνέκφρασή της µε την 6myc-Smad4 

ενεργοποίησε τον υποκινητή όσο η έκφραση µόνο της 6myc-Smad4, απουσία ή 

παρουσία του TGFβ. Συµπερασµατικά, τα αποτελέσµατα της Εικόνας 72 υποδεικνύουν 

την έλλειψη µεταγραφικής δραστικότητας της 6myc-Smad3 Ε238Α και της λειτουργικής 

αλληλεπίδρασής της µε την Smad4 πρωτεΐνη.  

Το παραπάνω πείραµα επαναλήφθηκε και σε ανθρώπινα ηπατικά κύτταρα HepG2. 

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 73, παρουσία του TGFβ ο συνθετικός υποκινητής 

(CAGA)12-E1B ενεργοποιήθηκε µεταγραφικά κατά 198 φορές. Η έκφραση της αγρίου 

τύπου 6myc-Smad3 αύξησε την µεταγραφική δραστικότητα του υποκινητή κατά 380 
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φορές απουσία του TGFβ και κατά 800 φορές παρουσία αυτού (αύξηση κατά 2.1 φορές). 

Η έκφραση της 6myc-Smad4 προκάλεσε αύξηση της ενεργότητας του υποκινητή κατά 80 

φορές απουσία του TGFβ και κατά 250 φορές παρουσία αυτού (αύξηση κατά 3.1 φορές). 

Η συνέκφραση των 6myc-Smad3 και 6myc-Smad4 προκάλεσε δραµατική αύξηση της 

µεταγραφικής δραστικότητας του υποκινητή σε αυτά τα κύτταρα, τόσο απουσία όσο και 

παρουσία του TGFβ (ενεργοποίηση κατά 1700 και 1790 φορές αντίστοιχα). Και στα 

κύτταρα αυτά η 6myc-Smad3 Ε238Α ήταν µεταγραφικά ανενεργή απουσία ή παρουσία 

του TGFβ, ενώ η συνέκφρασή της µε την 6myc-Smad4 ενεργοποίησε τον υποκινητή 

περίπου όσο η έκφραση µόνο της 6myc-Smad4, απουσία ή παρουσία του TGFβ. Από τα 

αποτελέσµατα της Εικόνας 73 επιβεβαιώνεται η έλλειψη µεταγραφικής δραστικότητας 

της 6myc-Smad3 Ε238Α και της αλληλεπίδρασής της µε την Smad4.  

Συνολικά, τα αποτελέσµατα των Εικόνων 48, 49 και 50 υποδεικνύουν ότι η 

εισαγωγή της καρκινογόνου µετάλλαξης της Smad4 E330A στην Smad3 πρωτεΐνη 

(Ε238Α), αναστέλλει την µεταγραφική ενεργότητα της Smad3, την ενεργοποίησή της 

από τον TGFβ και την δυνατότητα λειτουργικής αλληλεπίδρασης µε την Smad4 

πρωτεΐνη. 
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Εικόνα 71. Επίδραση της σηµειακής µετάλλαξης Ε238Α στην µεταγραφική δραστικότητα 
της Smad3 πρωτεΐνης. Α. Σχηµατική αναπαράσταση της αγρίου τύπου 6myc-Smad3 και της 
6myc-Smad3 Ε238Α πρωτεΐνης. Η δεύτερη φέρει αντικατάσταση του γλουταµινικού οξέος της 
θέσεως 238 σε αλανίνη. Και οι δύο πρωτεΐνες φέρουν στο Ν-τερµατικό τους άκρο τον επίτοπο 
6myc. Ο σταυρός υποδεικνύει τη θέση της σηµειακής µετάλλαξης. Β. Κύτταρα 
χοριοκαρκινώµατος JEG-3 (Smad3-/-) που στερούνται των ενδογενών Smad3 µορίων, 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12 –E1B-Luc (1 µg) και τον 
πλασµιδιακό φορέα έκφρασης της 6myc-Smad3, ή της 6myc-Smad3 Ε238Α (1 µg) πρωτεΐνης, 
απουσία ή παρουσία του συστατικά ενεργοποιηµένου υποδοχέα ca-ALK5 (1 µg), όπως 
υποδεικνύεται στο γράφηµα. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του ενζύµου της 
λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος. Η κανονικοποίηση της ποκιλότητας της 
επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται από τον πλασµιδιακό 
φορέα pCMVβ-gal (1 µg). Γ. Κύτταρα ΗΕΚ 293Τ επιµολύνθηκαν παροδικά µε τον πλασµιδιακό 
φορέα έκφρασης της 6myc-Smad3, ή 6myc-Smad3 Ε238Α (30 µg). Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα 
των κυττάρων αναλύθηκαν µε SDS/PAGE ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 10.5% 
και οι πρωτεΐνες µεταφέρθηκαν σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. Για την ανοσοαποτύπωση της 
έκφρασης των προαναφερθέντων πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκε µονοκλωνικό mouse anti-myc 
αντίσωµα (1:5000), δευτερεύον anti-mouse HRP αντίσωµα (1:10000), και το σύστηµα (ECL). 
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Εικόνα 72. Η µεταλλαγµένη Smad3 Ε238Α πρωτεΐνη δεν µπορεί να αλληλεπιδράσει 
λειτουργικά µε την Smad4 πρωτεΐνη. Καρκινικά κύτταρα µαστού ανθρώπου MDA-MB-468 
που στερούνται των ενδογενών Smad4 πρωτεϊνών, επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο 
αναφοράς p(CAGA)12-E1B-Luc (1 µg) και τον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης της 6myc-Smad3, 
ή της 6myc-Smad3 Ε238Α σε ποσότητα 1 µg. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή 
παρουσία του συνδέτη TGFβ (200 pM), απουσία ή παρουσία του φορέα έκφρασης της 6myc-
Smad4 (1 µg), όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. Η προσθήκη του TGFβ έγινε 16 ώρες µετά την 
επιµόλυνση και ακολούθησε επώαση των κυττάρων για 24 ακόµα ώρες. Η % δραστικότητα (+/- 
µέση απόκλιση) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή ραβδογράµµατος. Η 
κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία της β-
γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (1 µg), µε τον οποίο 
επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
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Εικόνα 73. Έλεγχος της µεταγραφικής δραστικότητας της σηµειακά µεταλλαγµένης Smad3 
Ε238Α, σε κύτταρα HepG2. Ηπατικά κύτταρα ανθρώπου HepG2 επιµολύνθηκαν παροδικά µε 
το πλασµίδιο αναφοράς p(CAGA)12-E1B-Luc (1 µg) και τον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης της 
6myc-Smad3, ή της 6myc-Smad3 Ε238Α σε ποσότητα 1 µg. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε 
απουσία ή παρουσία του συνδέτη TGFβ (200 pM), απουσία ή παρουσία του φορέα έκφρασης της 
6myc-Smad4 (1 µg), όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. Η προσθήκη του TGFβ έγινε 16 ώρες 
µετά την επιµόλυνση και ακολούθησε επώαση των κυττάρων για 24 ακόµα ώρες. Η % 
δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) του ενζύµου της λουσιφεράσης δείχνεται υπό µορφή 
ραβδογράµµατος. Η κανονικοποίηση της ποικιλότητας της επιµόλυνσης έγινε µε την δοκιµασία 
της β-γαλακτοσιδάσης που εκφράζεται από τον πλασµιδιακό φορέα pCMVβ-gal (1 µg), µε τον 
οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
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Η υβριδική GAL4-Smad3 E238A στερείται µεταγραφικής δραστικότητας και 

λειτουργικής αλληλεπίδρασης µε την Smad4 πρωτεΐνη 

 

Κρίθηκε σκόπιµος ο έλεγχος της µεταγραφικής ενεργότητας της µεταλλαγµένης 

Smad3 E238A πρωτεΐνης ανεξάρτητα από την ικανότητα πρόσδεσής της στο DNA. Για 

τον σκοπό αυτό κατασκευάστηκε µια νέα µορφή της µεταλλαγµένης Smad3 E238A που 

φέρει στο Ν-τελικό άκρο της το GAL4 DBD και απεικονίζεται στην Εικόνα 74Α. 

Επίσης, κατασκευάστηκε σηµειακά µεταλλαγµένη µορφή της υβριδικής GAL4-Smad3 

143-248 πρωτεΐνης, στην θέση 238. Με τον τρόπο αυτό ελέγχθηκε η επίδραση της 

µετάλλαξης Ε238Α στην εξαιρετικά µεγάλη µεταγραφική δραστικότητα της GAL4-

Smad3 143-248 πρωτεΐνης. Οι υβριδικές GAL4-Smad3 143-248 και GAL4-Smad3 143-

248 Ε238Α απεικονίζονται επίσης στην Εικόνα 74Α. Η µεταγραφική δραστικότητα 

αυτών των µεταλλαγµένων µορφών συγκρίθηκε µε εκείνη της αγρίου τύπου GAL4-

Smad3, σε κύτταρα χοριοκαρκινώµατος JEG-3 που στερούνται ενδογενών Smad3 

πρωτεϊνών, όπως φαίνεται στην Εικόνα 74Β. Τα κύτταρα αυτά επιµολύνθηκαν παροδικά 

µε τον φορέα έκφρασης του συνθετικού υποκινητή G5-E1B, ο οποίος ενεργοποιήθηκε 

µεταγραφικά κατά 5 φορές από την έκφραση της GAL4-Smad3. Η υβριδική GAL4-

Smad3 143-248 Ε238Α ήταν µεταγραφικά ανενεργή, ενώ η GAL4-Smad3 143-248 

εµφάνισε, και στα κύτταρα αυτά, µεγάλη µεταγραφική δραστικότητα (ενεργοποίηση 

κατά 37.5 φορές, 7.5 φορές περισσότερη ενεργοποίηση από εκείνη της αγρίου τύπου 

πρωτεΐνης). Η εισαγωγή της µετάλλαξης Ε238Α στην GAL4-Smad3 143-248, µείωσε 

την µεταγραφική της δραστικότητα στο µισό περίπου (ενεργοποίηση κατά 16.5 φορές). 

Στην Εικόνα 74Γ υποδεικνύεται η έκφραση των παραπάνω υβριδικών µορφών της 

Smad3 πρωτεΐνης, σε κύτταρα ΗΕΚ 293Τ. Είναι αξιοσηµείωτο ότι η εισαγωγή της 

µετάλλαξης Ε238Α στην GAL4-Smad3 143-248, δεν φαίνεται να αποσταθεροποιεί την 

έκφρασή της, όπως συµβαίνει µε την GAL4-Smad3 Ε238Α. Η επίδραση της µετάλλαξης 

Ε238Α στην σταθερότητα της GAL4-Smad3 πρωτεΐνης χρήζει περαιτέρω διερεύνησης.  

Από τις παραπάνω αναλύσεις µπορούµε να συµπεράνουµε ότι η σηµειακή 

µετάλλαξη Ε238Α εξαλείφει ή µειώνει την µεταγραφική δραστικότητα των πρωτεϊνών 

GAL4-Smad3 και GAL4-Smad3 143-248. 
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Στην συνέχεια ελέγχθηκε η µεταγραφική δραστικότητα των παραπάνω 

µεταλλαγµένων µορφών στα κύτταρα HepG2. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 75Α, η GAL4 

πρωτεϊνη δεν ενεργοποιεί την µεταγραφή του συνθετικού υποκινητή G5-E1B, όπως 

αναµενόταν. Η GAL4-Smad3 προκάλεσε ενεργποίηση κατά 50 φορές, ενώ η σηµειακά 

µεταλλαγµένη GAL4-Smad3 Ε238Α ήταν µεταγραφικά ανενεργή και στα HepG2 

κύτταρα. Η GAL4-Smad3 143-248 ενεργοποίησε µεταγραφικά τον υποκινητή κατά 220 

φορές και η εισαγωγή της σηµειακής µετάλλαξης Ε238Α σε αυτή µείωσε την 

δραστικότητά της τουλάχιστον κατά το ήµισυ (ενεργοποίηση κατά 80 φορές). Παρόµοιες 

αναλύσεις πραγµατοποιήθηκαν σε κύτταρα ινοβλαστών ποντικού NIH 3T3. Όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 75Β, η αγρίου τύπου GAL4-Smad3 ενεργοποίησε τον υποκινητή 

G5-E1B κατά 27.5 φορές, ενώ η GAL4-Smad3 Ε238Α ήταν µεταγραφικά σιωπηρή. Τα 

παραπάνω αποτελέσµατα επιβεβαιώνουν την κατασταλτική δράση της σηµειακής 

µετάλλαξης Ε238Α στην µεταγραφική ενεργότητα της Smad3 πρωτεΐνης.  

Κατόπιν, ελέγχθηκε η ικανότητα της GAL4-Smad3 Ε238Α να αλληλεπιδρά 

λειτουργικά µε την Smad4 πρωτεΐνη, σε καρκινικά κύτταρα µαστού MDA-MB-468 τα 

οποία στερούνται ενδογενούς Smad4 πρωτεΐνης. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 76, η 

συνέκφραση της 6myc-Smad4 αύξησε σηµαντικά την µεταγραφική ενεργότητα της 

GAL4-Smad3, τόσο απουσία όσο και παρουσία του TGFβ, αλλά σε καµία περίπτωση δεν 

επηρέασε την µηδενική µεταγραφική δραστικότητα της GAL4-Smad3 Ε238Α. Συνεπώς, 

η εισαγωγή της σηµειακής µετάλλαξης Ε238Α στην GAL4-Smad3 αναστέλλει την 

λειτουργική της αλληλεπίδραση µε την Smad4 πρωτεΐνη. 
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Εικόνα 74. Η υβριδική GAL4-Smad3 πρωτεΐνη που φέρει την σηµειακή µετάλλαξη Ε238Α 
στερείται µεταγραφικής δραστικότητας. Α. Σχηµατική αναπαράσταση της αγρίου τύπου 
GAL4-Smad3 και των µεταλλαγµένων µορφών της, GAL4-Smad3 Ε238Α, GAL4-Smad3 143-
248 και GAL4-Smad3 143-248 Ε238Α, που χρησιµοποιήθηκαν. Ο λευκός σταυρός υποδεικνύει 
την θέση της σηµειακής µετάλλαξης Ε238Α. Αυτές οι Smad3 πρωτεϊνες είναι συζευγµένες µε το 
GAL4 DBD στο Ν-τελικό άκρο τους. Β. Κύτταρα χοριοκαρκινώµατος JEG-3 (Smad3-/-), 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5-E1B-Luc (1 µg) και τον πλασµιδιακό 
φορέα έκφρασης της GAL4-Smad3, της GAL4-Smad3 Ε238Α, της GAL4-Smad3 143-248, ή της 
GAL4-Smad3 143-248 Ε238Α (1 µg), όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. Η % δραστικότητα (+/- 
µέση απόκλιση) 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 (1 µg), µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
Γ. Κύτταρα ΗΕΚ 293Τ επιµολύνθηκαν παροδικά µε τον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης της 
GAL4-Smad3, GAL4-Smad3 Ε238Α, της GAL4-Smad3 143-248, ή της GAL4-Smad3 143-248 
Ε238Α (30 µg). Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα των κυττάρων αναλύθηκαν µε SDS/PAGE 
ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 10.5% και οι πρωτεΐνες µεταφέρθηκαν σε 
µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. Για την ανοσοαποτύπωση της έκφρασης των προαναφερθέντων 
πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκε µονοκλωνικό mouse anti-GAL4 αντίσωµα (1:2500), δευτερεύον 
anti-mouse HRP αντίσωµα (1:10000), και το σύστηµα ECL. 
 
 
 

 225



 
 
 
 

R
el

at
iv

e 
lu

ci
fe

ra
se

 a
ct

iv
ity

 (%
) Πλασµίδιο  αναφοράς: pG5-E1B-Luc

HepG2 NIH 3T3

Πλασµίδιο  αναφοράς: pG5-E1B-Luc

R
el

at
iv

e 
lu

ci
fe

ra
se

 a
ct

iv
ity

 (%
)

0

5000

10000

15000

20000

25000

GAL4-S
mad

3

GAL4-S
mad

3 E
23

8A

GAL4-S
mad

3 1
43

-24
8

GAL4-S
mad

3 1
43

-24
8 

    
    

    
E23

8A

GAL4

GAL4-S
mad

3

GAL4-S
mad

3 E
23

8A
0

500

1000

1500

2000

2500

3000

A Β

 
 
Εικόνα 75. Η εισαγωγή σηµειακής µετάλλαξης στην αµινοξική θέση 238 της Smad3 
πρωτεΐνης, στερεί την µεταγραφική της δραστικότητα. Α. Κύτταρα HepG2 επιµολύνθηκαν 
παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5-E1B-Luc (1 µg) και τον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης 
της GAL4, της GAL4-Smad3, της GAL4-Smad3 Ε238Α, της GAL4-Smad3 143-248, ή της 
GAL4-Smad3 143-248 Ε238Α (1 µg), όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. Η % δραστικότητα (+/- 
µέση απόκλιση) 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 (1 µg), µε τον οποίο επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
Β. Κύτταρα NIH 3T3 επιµολύνθηκαν παροδικά µε τον φορέα έκφρασης της της GAL4-Smad3, ή 
της GAL4-Smad3 Ε238Α (1 µg). Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) 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 (1 µg).  
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Εικόνα 76. Η εισαγωγή σηµειακής µετάλλαξης στην αµινοξική θέση 238 της Smad3 
πρωτεΐνης, στερεί την µεταγραφική της δραστικότητα και την ικανότητα λειτουργικής 
αλληλεπίδρασης µε την Smad4 πρωτεΐνη, σε κύτταρα MDA-MB-468. Κύτταρα MDA-MB-
468 επιµολύνθηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο αναφοράς pG5-E1B-Luc (1 µg) και τον 
πλασµιδιακό φορέα έκφρασης της GAL4-Smad3, ή της GAL4-Smad3 Ε238Α, (1 µg). Η 
επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του συνδέτη TGFβ (200 pM), απουσία ή 
παρουσία του φορέα έκφρασης της 6myc-Smad4 (1 µg), όπως υποδεικνύεται στο γράφηµα. Η 
προσθήκη του TGFβ έγινε 16 ώρες µετά την επιµόλυνση και ακολούθησε επώαση των κυττάρων 
για 24 ακόµα ώρες. Η % δραστικότητα (+/- µέση απόκλιση) 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 (1 µg), µε τον οποίο 
επιµολύνθηκε κάθε δείγµα που αναλύθηκε. 
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Η εισαγωγή της σηµειακής µετάλλαξης Ε238Α στην Smad3 πρωτεΐνη καταστέλλει 

τον οµοπολυµερισµό και τον ετεροπολυµερισµό της µε την Smad4 πρωτεΐνη 

 

Η έλλειψη µεταγραφικής δραστικότητας και λειτουργικής αλληλεπίδρασης µε την 

Smad4 που παρουσίασε η σηµειακά µεταλλαγµένη Smad3 E238A στις προηγούµενες 

αναλύσεις, θα µπορούσε να αποδοθεί στην ανικανότητα αυτής της πρωτεΐνης να 

αλληλεπιδρά και να σχηµατίζει σύµπλοκα µε τις αγρίου τύπου Smad3 και Smad4. Για να 

ελεγχθεί το ενδεχόµενο αυτό κατασκευάστηκε νέα υβριδική µορφή της Smad3 E238A 

που φέρει το Bio πεπτίδιο στο Ν-τελικό άκρο της, όπως φαίνεται στην Εικόνα 77Α. Η 

Bio-Smad3 E238A εκφράστηκε σε κύτταρα ΗΕΚ 293Τ και ελέγχθηκε, µε το σύστηµα 

της βιοτινυλίωσης in vivo, η ικανότητά της να αλληλεπιδρά µε την αγρίου τύπου 6myc-

Smad3. Όπως υποδηλώνει η Εικόνα 77Β, ενώ η αγρίου τύπου Bio-Smad3 αλληλεπιδρά 

µε την 6myc-Smad3 µετά την βιοτινυλίωση από την λιγάση βιοτίνης BirA και την 

ενεργοποίησή της από την συνέκφραση του συστατικά ενεργοποιηµένου υποδοχέα 

ALK5 (διαδροµή 3, πρώτο ανοσοαποτύπωµα), η Bio-Smad3 E238A στερείται αυτής της 

ικανότητας, ακόµα και παρουσία του ALK5 (διαδροµή 6, πρώτο ανοσοαποτύπωµα). Η 

έλλειψη φυσικής αλληλεπίδρασης µεταξύ των Bio-Smad3 E238A και 6myc-Smad3 δεν 

οφείλεται σε µειωµένη έκφραση κάποιας από τις δύο, αφού οι πρωτεΐνες αυτές 

εκφράζονται σε παρόµοια επίπεδα σε όλα τα δείγµατα (δεύτερο και τρίτο 

ανοσοαποτύπωµα).  

Στην εικόνα 77Γ καταδεικνύεται ότι η Bio-Smad3 E238A δεν αλληλεπιδρά µε την 

6myc-Smad4 πρωτεΐνη ούτε µετά την βιοτινυλίωση και την ενεργοποίηση από τον ALK5 

(διαδροµή 6, πρώτο ανοσοαποτύπωµα). Η εγκυρότητα του πειράµατος πιστοποιείται από 

την παρατηρούµενη αλληλεπίδραση της αγρίου τύπου Bio-Smad3 µε την 6myc-Smad4 

(διαδροµή 3, πρώτο ανοσοαποτύπωµα). Επίσης ελέγχθηκε η έκφραση τόσο της Bio-

Smad3 E238A (δεύτερο ανοσοαποτύπωµα), µε χρήση στρεπταβιδίνης συζευγµένης µε 

HRP, όσο και της 6myc-Smad4 (τρίτο ανοσοαποτύπωµα), µε χρήση αντισώµατος anti-

myc σε ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα. Τα αποτελέσµατα της Εικόνας 77 υποδηλώνουν 

ότι η εισαγωγή της σηµειακής µετάλλαξης Ε238Α στην Smad3 πρωτεΐνη αναστέλλει τον 
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οµο- και ετεροπολυµερισµό της, και πιθανόν, για τον λόγο αυτό, και την µεταγραφική 

της δράση. 

Mh2

6myc-Smad4   +  +  +    +  +  +
BirA        +  +        +  +

ALK5-ca            +            +

Γ

Strep. Agarose
(WB: anti-myc)

Strep. Agarose
(WB: Strep-HRP)

WCE
(WB: anti-myc)

6myc-Smad4

Bio-Smad3 

Bio-Smad3 E238A

6myc-Smad4

Bio-Smad3 
E238ABio-Smad3

1     2      3     4    5    6

Bio-Smad3

Bio-Smad3 E238A

B

A

Strep. Agarose
(WB: anti-myc)

Strep. Agarose
(WB: Strep-HRP)

WCE
(WB: anti-myc)

1     2      3     4    5    6

6myc-Smad3

Bio-Smad3 

Bio-Smad3 E238A

6myc-Smad3

Bio-Smad3 
E238ABio-Smad3

6myc-Smad3   +  +   +   +   +  +
BirA        +   +        +  +

ALK5-ca             +            +

238
1 424MH1 LinkerBio

 

Εικόνα 77. Η Smad3 Ε238Α πρωτεΐνη στερείται της ικανότητας οµοπολυµερισµού µε την 
Smad3 και ετεροπολυµερισµού µε την Smad4. A. Σχηµατική αναπαράσταση της αγρίου τύπου 
Smad3 και της σηµειακά µεταλλαγµένης Smad3 Ε238Α, οι οποίες φέρουν στο Ν-τελικό τους 
άκρο το, 22 αµινοξέων, Bio πεπτίδιο που αποτελεί στόχο βιοτινυλίωσης από την BirA λιγάση 
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βιοτίνης. Ο λευκός σταυρός υποδεικνύει την θέση της σηµειακής µετάλλαξης Ε238Α. B. 
Κύτταρα ΗΕΚ 293Τ επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης της 
πρωτεΐνης Bio Smad3 ή της πρωτεΐνης Bio-Smad3 Ε238Α και τον φορέα έκφρασης της 6myc-
Smad3, σε ποσότητα 7.5 µg από τον κάθε ένα όπως υποδεικνύεται στο πάνω µέρος των 
ανοσοαποτυπωµάτων. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε απουσία ή παρουσία του πλασµιδιακού 
φορέα έκφρασης της λιγάσης BirA (7.5 µg) και απουσία ή παρουσία του φορέα έκφρασης του 
συστατικά ενεργοποιηµένου υποδοχέα του TGFβ, ca-ALK5 (7.5 µg), στους συνδυασµούς που 
υποδεικνύονται στην εικόνα. Από κάθε δείγµα κρατήθηκε ποσότητα ίση µε ¼ του πρωτεϊνικού 
εκχυλίσµατος, πριν την επώαση των δειγµάτων µε την αγαρόζη στρεπταβιδίνη (Whole Cell 
Extract, WCE). Η συν-κατακρήµνιση της 6myc-Smad3 ελέγχθηκε µε SDS/PAGE ηλεκτοφόρηση 
σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 10.5% Χρησιµοποιήθηκε µονοκλωνικό mouse anti-myc αντίσωµα 
(1:5000) έναντι του επίτοπου myc της 6myc-Smad3 και δευτερεύον anti-mouse HRP αντίσωµα 
(1:10000) (πρώτο και τρίτο ανοσοαποτύπωµα), ή HRP-συζευγµένη στρεπταβιδίνη (Strep-HRP) 
που προσδένεται στις βιοτινυλιωµένες Smad3 πρωτεΐνες (1:10000) (δεύτερο ανοσοαποτύπωµα). 
Τέλος, χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα ECL. Τα λεπτά βέλη στα δεξιά των ανοσοαποτυπωµάτων 
υποδεικνύουν την θέση των ενδεδειγµένων πρωτεϊνών. Strep.:στρεπταβιδίνη. Γ. Το πείραµα 
πραγµατοποιήθηκε όπως περιγράφεται στο Β, µε την διαφορά ότι χρησιµοποιήθηκε ο φορέας 
έκφρασης της 6myc-Smad4 αντί της 6myc-Smad3 πρωτεΐνης. 
 

 

Η Smad3 Ε238Α πρωτεΐνη στερείται της ικανότητας λειτουργικής αλληλεπίδρασης 

µε τον συνενεργοποιητή p/CAF 

 

Η έλλειψη µεταγραφικής δραστικότητας που χαρακτηρίζει την Smad3 Ε238Α θα 

µπορούσε να αποδοθεί στην αναστολή της αλληλεπίδρασής της µε συνενεργοποιητές 

όπως ο p/CAF. Προκειµένου να ελεγχθεί το ενδεχόµενο αυτό, χρησιµοποιήθηκε και πάλι 

το σύστηµα της βιοτινυλίωσης in vivo, σε κύτταρα ΗΕΚ 293Τ. Όπως φαίνεται στην 

Εικόνα 78, το Bio πεπτίδιο δεν αλληλεπιδρά µε τον συνενεργοποιητή p/CAF παρουσία 

του συστατικά ενεργοποιηµένου υποδοχέα ALK5 (διαδροµή 1 πρώτο αριστερό 

αναοσοαποτύπωµα), εξασφαλίζοντας την ειδικότητα των αλληλεπιδράσεων. Η αγρίου 

τύπου Bio-Smad3 αλληλεπιδρά µε τον p/CAF µετά την βιοτινυλίωσή της από την λιγάση 

βιοτίνης BirA και την ενεργοποίησή της από την συνέκφραση του ALK5 (διαδροµή 4, 

πρώτο αριστερό ανοσοαποτύπωµα), όπως έχει δειχθεί και σε προηγούµενες αναλύσεις 

(Εικόνα 46). Αντιθέτως η σηµειακά µεταλλαγµένη Bio-Smad3 E238A στερείται αυτής 

της ικανότητας, ακόµα και παρουσία του ALK5 (διαδροµή 7, δεξιό πρώτο 

ανοσοαποτύπωµα). Οι πρωτεΐνες Bio-Smad3 και Bio-Smad3 E238A εκφράζονται στον 

ίδιο βαθµό, όπως φαίνεται στο δεύτερο αριστερό και δεξιό ανοσοποαποτύπωµα, όπου 

χρησιµοποιήθηκε στρεπταβιδίνη συζευγµένη µε HRP. Ο συνενεργοποιητής p/CAF 

εκφράζεται σε συγκρίσιµο βαθµό, τουλάχιστον στα δείγµατα που αφορούν τις 
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αλληλεπιδράσεις (διαδροµές 1, 4 και 7) όπως φαίνεται στο τρίτο αριστερό και δεξιό 

ανοσοαποτύπωµα, όπου χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα anti-flag, έναντι του επίτοπου που 

φέρει ο p/CAF. Συνοπτικά, τα αποτελέσµατα της Εικόνας 78 υποδηλώνουν ότι η 

αντικατάσταση του γλουταµινικού οξέος της θέσεως 238 σε αλανίνη αναστέλλει την 

ικανότητα αλληλεπίδρασης της Smad3 πρωτεΐνης µε τον συνενεργοποιητή p/CAF.  

 

P/CAF flag         +      +      +       +        +     +     + 
BirA       +              +       +               +     + 

ALK5-ca       +                       +                       +   
Strep. Agarose
(WB: anti-flag)

Strep. Agarose
(WB: Strep-HRP)

WCE
(WB: anti-flag)

Bio-Smad3

1           2          3          4              5        6        7 

Bio-Smad3
E238A

P/CAF flag

Bio-Smad3 

Bio-Smad3 E238A

P/CAF flag

Bio

 
 
Εικόνα 78. Η Smad3 πρωτεΐνη που φέρει την σηµειακή µετάλλαξη Ε238Α στερείται της 
ικανότητας αλληλεπίδρασης µε τον συνενεργοποιητή p/CAF. Κύτταρα ΗΕΚ 293Τ 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης της πρωτεΐνης Bio, της 
πρωτεΐνης Bio Smad3 ή της πρωτεΐνης Bio-Smad3 Ε238Α και τον φορέα έκφρασης του 
συνενεργοποιητή p/CAF Flag, σε ποσότητα 7.5 µg από τον κάθε ένα και στους συνδυσµούς που 
υποδεικνύονται στο πάνω µέρος των ανοσοαποτυπωµάτων. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε 
απουσία ή παρουσία του πλασµιδιακού φορέα έκφρασης της λιγάσης BirA (7.5 µg) και απουσία 
ή παρουσία του φορέα έκφρασης του συστατικά ενεργοποιηµένου υποδοχέα του TGFβ, ca-ALK5 
(7.5 µg), στους συνδυασµούς που υποδεικνύονται στην εικόνα. Από κάθε δείγµα κρατήθηκε 
ποσότητα ίση µε ¼ του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος, πριν την επώαση των δειγµάτων µε την 
αγαρόζη στρεπταβιδίνης (Whole Cell Extract, WCE). Η συν-κατακρήµνιση του p/CAF Flag 
ελέγχθηκε µε SDS/PAGE ηλεκτοφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 10.5% και ακολούθησε 
µεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. Χρησιµοποιήθηκε µονοκλωνικό mouse 
anti-Flag αντίσωµα (1:2500) έναντι του επίτοπου Flag του συνενεργοποιητή p/CAF Flag και 
δευτερεύον anti-mouse HRP αντίσωµα (1:10000) (πρώτο και τρίτο ανοσοαποτύπωµα), ή HRP-
συζευγµένη στρεπταβιδίνη (Strep-HRP) που προσδένεται στις βιοτινυλιωµένες Smad3 πρωτεΐνες 
(1:10000) (δεύτερο ανοσοαποτύπωµα). Τέλος, χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα ECL. Τα λεπτά 
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βέλη στα δεξιά των ανοσοαποτυπωµάτων υποδεικνύουν την θέση των ενδεδειγµένων πρωτεϊνών. 
Strep.:στρεπταβιδίνη. 
 
 
 
 
Η σηµειακά µεταλλαγµένη Smad3 Ε238Α διατηρεί την ικανότητα αλληλεπίδρασης 

µε τον συνκαταστολέα c-Ski 

 

Η έλλειψη µεταγραφικής δραστικότητας που χαρακτηρίζει την Smad3 Ε238Α,όπως 

καταγράφεται από τις προηγούµενες αναλύσεις, θα µπορούσε να αποδοθεί σε ισχυρή 

αλληλεπίδρασή της µε τον συνκαταστολέα c-Ski. Για να ελεγχθεί η πιθανότητα αυτή, 

χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα της βιοτινυλίωσης in vivo. Εκτός των Bio-Smad3 Bio-

Smad3 E238A χρησιµοποιήθηκε µια άλλη µεταλλαγµένη µορφή της Smad3 πρωτεΐνης. 

Είναι γνωστό από προηγούµενες αναλύσεις ότι η περιοχή της Smad3 που ευθύνεται για 

την αλληλεπίδραση µε τον συνκαταστολέα c-Ski είναι η ΜΗ2. Έτσι, κατασκευάστηκε η 

Bio-Smad3 ∆ΜΗ2, που απεικονίζεται σχηµατικά στην Εικόνα 79Α, η οποία 

χρησιµοποιήθηκε για τον αρνητικό έλεγχο του πειράµατος.  

Όπως υποδηλώνει η Εικόνα 79Β, και έχει δειχθεί και σε προηγούµενες αναλύσεις, 

η αγρίου τύπου Bio-Smad3 αλληλεπιδρά µε τον c-Ski µετά την βιοτινυλίωσή της από την 

λιγάση βιοτίνης BirA και την ενεργοποίησή της από την συνέκφραση του ALK5 

(διαδροµή 3, πρώτο ανοσοαποτύπωµα, δείγµα θετικού ελέγχου) στα κύτταρα ΗΕΚ 293Τ 

που χρησιµοποιήθηκαν. Η Bio-Smad3 ∆ΜΗ2 στερείται αντίστοιχης δυνατότητας 

(διαδροµή 9, πρώτο ανοσοαποτύπωµα, δείγµα αρνητικού ελέγχου), πιστοποιώντας την 

εγκυρότητα των αποτελεσµάτων. Η Bio-Smad3 E238A αλληλεπιδρά µε τον 

συνκαταστολέα c-Ski µετά την βιοτινυλίωση και την ενεργοποίησή της από τον ALK5, 

σε βαθµό συγκρίσιµο µε αυτόν της αγρίου τύπου Smad3. Ελέγχθηκε, επίσης, η έκφραση 

τόσο των Bio-Smad3, Bio-Smad3 E238A, και Bio-Smad3 ∆ΜΗ2 πρωτεϊνών (δεύτερο 

ανοσοαποτύπωµα) µε χρήση συζευγµένης µε HRP στρεπταβιδίνης, όσο και του 

συνκαταστολέα c-Ski (τρίτο ανοσοαποτύπωµα) µε χρήση αντισώµατος έναντι του 

επίτοπου flag που αυτός φέρει. Και στις δύο περιπτώσεις, η έκφραση των πρωτεϊνών 

ήταν φυσιολογική. 
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Συνεπώς η εισαγωγή της σηµειακής µετάλλαξης στην θέση 238 της Smad3 

πρωτεΐνης δεν επηρεάζει την ικανότητά της να αλληλεπιδρά µε τον συνκαταστολέα c-

Ski.  

Bio-Smad3
1 42

4MH1 Linker Mh2
A

Bio

Bio-Smad3 ∆ΜΗ2

Strep. Agarose
(WB: anti-flag)

Strep. Agarose
(WB: Strep-HRP)

WCE
(WB: anti-flag)

  1     2      3      4      5      6     7       8      9 

C-Ski flag

Bio-Smad3 

Bio-Smad3Ε238Α

C-Ski flag

Bio-Smad3 ∆ΜΗ2

Bio-Smad3 
Bio-Smad3

Bio-Smad3 
E A238 ∆ΜΗ2

  C-Ski flag         +     +   +    +    +    +    +     +   + 
BirA             +   +           +   +           +   +

ALK5-ca                      +                +                +   

B

 
 
Εικόνα 79. Η σηµειακά µεταλλαγµένη Smad3 Ε238Α πρωτεΐνη αλληλεπιδρά µε τον 
συνκαταστολέα c-Ski. A. Σχηµατική αναπαράσταση της αγρίου τύπου Smad3 και της 
µεταλλαγµένης Smad3 ∆MH2, οι οποίες φέρουν στο Ν-τερµατικό τους άκρο το Bio πεπτίδιο που 
αποτελεί στόχο βιοτινυλίωσης από την BirA λιγάση βιοτίνης. Β. Κύτταρα ΗΕΚ 293Τ 
επιµολύνθηκαν παροδικά µε τους πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης της πρωτεΐνης Bio Smad3, 
της πρωτεΐνης Bio-Smad3 Ε238Α ή της πρωτεΐνης Bio Smad3 ∆ΜΗ2 και τον φορέα έκφρασης 
του συνκαταστολέα c-Ski flag, σε ποσότητα 7.5 µg από τον κάθε ένα και στους συνδυσµούς που 
υποδεικνύονται στο πάνω µέρος των ανοσοαποτυπωµάτων. Η επιµόλυνση πραγµατοποιήθηκε 
απουσία ή παρουσία του πλασµιδιακού φορέα έκφρασης της λιγάσης BirA (7.5 µg) και απουσία 
ή παρουσία του φορέα έκφρασης του συστατικά ενεργοποιηµένου υποδοχέα του TGFβ, ca-ALK5 
(7.5 µg), στους συνδυασµούς που υποδεικνύονται στο σχήµα. Από κάθε δείγµα κρατήθηκε 
ποσότητα ίση µε ¼ του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος, πριν την επώαση των δειγµάτων µε την 
αγαρόζη στρεπταβιδίνη (Whole Cell Extract, WCE). Η συν-κατακρήµνιση του c-Ski ελέγχθηκε 
µε SDS/PAGE ηλεκτοφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 10.5% και ακολούθησε µεταφορά 
των πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. Χρησιµοποιήθηκε µονοκλωνικό mouse anti-flag 
αντίσωµα (1:2500) έναντι του επίτοπου Flag του συνκαστολέα c-Ski flag και δευτερεύον anti-
mouse HRP αντίσωµα (1:10000) (πρώτο και τρίτο ανοσοαποτύπωµα), ή HRP-συζευγµένη 
στρεπταβιδίνη (Strep-HRP) που προσδένεται στις βιοτινυλιωµένες Smad3 πρωτεΐνες (1:10000) 
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(δεύτερο ανοσοαποτύπωµα). Τέλος, χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα ECL. Τα λεπτά βέλη στα 
δεξιά των ανοσοαποτυπωµάτων υποδεικνύουν την θέση των ενδεδειγµένων πρωτεϊνών. 
Strep.:στρεπταβιδίνη.  
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ΚΑΤΑΣΤΟΛΗ ΤΗΣ TGFβ ΣΗΜΑΤΟ∆ΟΤΗΣΗΣ ΑΠΟ ΤΗΝ 

ΠΡΩΤΕΪΝΗ LMP1 ΤΟΥ ΙΟΥ EPSTEIN-BARR 

 
Η απώλεια της απόκρισης στον συνδέτη TGFβ οδηγεί στον µετασχηµατισµό των 

κυττάρων και καρκινογένεση 

 

Ο µετασχηµατίζων αυξητικός παράγοντας β (Transforming Growth Factor β, 

TGFβ) είναι µια ογκοκατασταλτική κυτοκίνη που καταστέλλει τον πολλαπλασιασµό των 

κυττάρων λόγω της παύσης στην G1 φάση του κυτταρικού κύκλου, όπως αναφέρθηκε 

στην Εισαγωγή. Παρόλο που ο µηχανισµός µε τον οποίο ο TGFβ προκαλεί αυτήν την 

παύση δεν έχει ακόµα αποσαφηνιστεί, πρόσφατες µελέτες υποδεικνύουν ότι ο TGFβ 

επάγει την έκφραση γονιδίων που καταστέλλουν τον κυτταρικό κύκλο όπως τα 

p21/WAF1/Cip-1 και p15. Η καταστολή του TGFβ/Smad σηµατοδοτικού µονοπατιού 

µπορεί να προκαλέσει ογκογένεση λόγω της αντίστασης των κυττάρων στην καταστολή 

του κυτταρικού πολλαπλασιασµού που επάγεται από τον TGFβ. Έτσι, έχει παρατηρηθεί 

απώλεια της απόκρισης στον TGFβ σε κύτταρα που έχουν µετασχηµατιστεί από τα 

προϊόντα διαφόρων ιικών ογκογονιδίων όπως η αδενοϊική Ε1Α πρωτεΐνη και η 

λανθάνουσα µεµβρανική πρωτεΐνη 1 (Latent Membrane Protein 1, LMP1) του ιού 

Epstein-Barr.  

Η LMP1 πρωτεΐνη είναι σηµαντική για τον µετασχηµατισµό των Β 

λεµφοκυττάρων. Μια πρόσφατη µελέτη (Takanashi et al., 1999) έδειξε ότι η LMP1 

µετασχηµατίζει ινοβλάστες αρουραίου όπως είναι οι NIH3T3 και Rat1 καλλιέργειες 

κυττάρων. Ο κυτταρικός µετασχηµατισµός ήταν εµφανής από την απώλεια της 

καταστολής της κυτταρικής ανάπτυξης λόγω επαφής τον ανεξάρτητο της αγκυροβόλησης 

πολλαπλασιασµό και την απώλεια της απόκρισης στον TGFβ. Μια άλλη µελέτη 

(Arvanitakis et al., 1995) έδειξε ότι η LMP1 προκαλεί απώλεια της TGFβ επαγώµενης 

καταστολής του πολλαπλασισµού των ανθρώπινων Β λεµφοκυττάρων, ενώ δεν 

επηρεάζει την TGFβ επαγώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση γονιδίων στόχων όπως το 
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jun B. Επιπλέον, τα µετασχηµατισµένα από τον Epstein-Barr Β λεµφοκύτταρα 

χαρακτηρίζονται από λειτουργικούς υποδοχείς TGFβ, υποδηλώνοντας έτσι, ότι η 

ρύθµιση της µεταγραφής και η καταστολή του πολλαπλασιασµού των κυττάρων ως 

απόκριση των γονιδίων των Β λεµφοκυττάρων στον TGFβ ελέγχονται από διαφορετικά 

σηµατοδοτικά µονοπάτια. Ωστόσο, µια πιο πρόσφατη µελέτη (Inman et al., 2000), έδειξε 

ότι η LMP1 πρωτεΐνη δεν επιδρά αρνητικά στην TGFβ επαγώµενη καταστολή του 

πολλαπλασισµού των Β λεµφοκυττάρων. Ο λόγος της ασυµφωνίας των αποτελεσµάτων 

των διάφορων αναλύσεων δεν είναι σαφής, αλλά θα µπορούσε να αποδοθεί σε διαφορές 

των συνθηκών καλλιέργειας των κυττάρων και των επιπέδων έκφρασης της LMP1 

πρωτεΐνης.  

 

 

Η LMP1 πρωτεΐνη αποτελεί καταστολέα της βασικής και TGFβ επαγώµενης 

ενεργότητας των υποκινητών των p21/WAF1/Cip1 και Smad7 γονιδίων 

 

Η παρούσα µελέτη έδειξε ότι η έκφραση της LMP1 πρωτεΐνης σε χαµηλά επίπεδα 

ανέστειλε την Smad επαγώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση του συνθετικού (CAGA)12  

υποκινητή (Εικόνα 24Β), υποδηλώνοντας την απορύθµιση της λειτουργίας των Smad 

πρωτεϊνών σε κύτταρα που επιµολύνθηκαν µε τον φορέα έκφρασης της LMP1. Είναι 

αξιοσηµείωτο ότι η LMP1 αναστέλλει πλήρως τόσο την βασική όσο και την TGFβ 

επαγώµενη µεταγραφική ενεργότητα του υποκινητή του γονιδίου του αναστολέα του 

κυτταρικού κύκλου p21/WAF1/Cip-1 (Εικόνα 25Α). Η καταστολή της ενεργότητας του 

p21 υποκινητή από την LMP1 θα µπορούσε να ερµηνευτεί ως το αποτέλεσµα της 

επίδρασης της LMP1 στην ενεργότητα των ενδογενών Smad πρωτεϊνών που εκφράζονται 

στα κύτταρα COS-7. Εναλλακτικά, η LMP1 θα µπορούσε να καταστέλλει την 

µεταγραφική δραστικότητα άλλων παραγόντων όπως του µαταγραφικού παράγοντα Sp1 

που προσδένεται στον p21 υποκινητή και ρυθµίζει την ενεργότητά του. Ο Sp1 

προσδένεται σε 6 θέσεις που εντοπίζονται στην περιοχή µεταξύ των νουκλεοτιδίων -122 

και -60 πριν την θέση έναρξης της µεταγραφής του p21 γονιδίου (Gartel et al., 1999). 

Προηγούµενες µελέτες του εργαστηρίου µας είχαν δείξει ότι η περιοχή αυτή του p21 

υποκινητή είναι απαραίτητη για την µεταγραφική ενεργοποίηση του p21 υποκινητή από 
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τον TGFβ µέσω των Smad πρωτεϊνών (Moustakas and Kardassis, 1998; Pardali et al. 

2000). H πιθανή εµπλοκή του Sp1 στην LMP1 επαγώµενη καταστολή του p21 υποκινητή 

ενισχύθηκε από µια πρόσφατη µελέτη που δείχνει ότι η LMP1 καταστέλλει την 

µεταγραφική ενεργότητα του υποκινητή του CD99 γονιδίου που εκφράζει µια πρωτεΐνη 

η οποία εµπλέκεται στην κυτταρική αγκυροβόληση, διαφοροποίηση και απόπτωση των Τ 

κυττάρων και των νευρόνων (Lee et al., 2001).. Η κοντινή περιοχή του υποκινητή του 

CD99 γονιδίου περιέχει µια θέση πρόσδεσης του Sp1, η οποία φαίνεται ότι είναι 

απαραίτητη για την κατασταλτική δράση της LMP1 (Lee et al., 2001). Επίσης, 

προκαταρκτικά αποτελέσµατα του εργαστηρίου µας έδειξαν ότι η πρωτεΐνη LMP1 

καταστέλλει την ενεργότητα µιας ελλειµµατικής µορφής του p21 υποκινητή η οποία 

περιέχει µόνο τις κοντινές θέσεις πρόσδεσης του παράγοντα Sp1 (Koustodontis and 

Kardassis, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). Το ίδιο αποτέλεσµα είχε και η υπερέκφραση 

πρωτεϊνών που ενεργοποιούνται από την πρωτεΐνη LMP1 όπως ο µεταγραφικός 

παράγοντας NF-κB. Τα αποτελέσµατα αυτά προτείνουν ότι στην περίπτωση του p21 

γονιδίου, η κατασταλτική δράση της LMP1 στην βασική έκφραση του γονίδιου αλλά και 

στην επαγώµενη, από τον TGFβ έκφρασή του, οφείλεται στον ανταγωνισµό µεταξύ των 

Smad πρωτεϊνών και του παράγοντα NF-kB για  τον παράγοντα Sp1. Σύµφωνα µε αυτην 

την θεωρία, η δράση του παράγοντα Sp1 στον υποκινητή του p21 γονιδίου καθορίζεται 

από τα σχετικά επίπεδα ενεργοποίησης των ανωτέρω σηµατοδοτικών διαµεσολαβητών 

σε κάθε κύτταρο. 

Ένας πιθανός µηχανισµός µε τον οποίο η LMP1 πρωτεΐνη καταστέλλει την TGFβ 

σηµατοδότηση θα µπορούσε να είναι η αύξηση της έκφρασης του Smad7 γονιδίου 

(Nakao et al., 1997). Ο TGFβ επάγει την ραγδαία µεταγραφή του Smad7 γονιδίου, 

γεγονός που υποδεικνύει ότι η Smad7 πρωτεΐνη εµπλέκεται στην ρύθµιση της κυτταρικής 

απόκρισης στον TGFβ µέσω ενός µηχανισµού ανάδρασης (Afrakhte et al., 1998, Itoh et 

al., 1998, Brodin et al., 2000). Στην παρούσα µελέτη δείξαµε ότι η µεταγραφική 

ενεργότητα του Smad7 υποκινητή αναστέλλεται πλήρως σε κύτταρα που επιµολύνθηκαν 

µε τον φορέα έκφρασης της LMP1 πρωτεΐνης (Εικόνα 25Β). Επιπλέον, η Smad3/4 

επαγώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση του Smad7 υποκινητή καταστέλλεται πλήρως 

από την συνέκφραση της LMP1 (Εικόνα 25Β). Η LMP1 πρωτεΐνη, καταστέλλοντας την 

µεταγραφή του Smad7 γονιδίου, θα µπορούσε να καταστείλει το δίκτυο των TGFβ 
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επαγώµενων γονιδίων που επηρεάζουν την κυτταρική αύξηση, διαφοροποίηση και 

απόπτωση.  

 

 

Ο κρίσιµος ρόλος του µεταγραφικού παράγοντα NF-κB στην LMP1 επαγώµενη 

καταστολή της TGFβ σηµατοδότησης και της µεταγραφικής δραστικότητας των 

Smad πρωτεϊνών 

 

Η παρούσα διατριβή υποστηρίζει τον σηµαντικό ρόλο του µεταγραφικού 

παράγοντα NF-κB στην καταστολή της σηµατοδότησης του TGFβ που προκαλεί η 

LMP1 πρωτεΐνη. Παρατηρήθηκε ισχυρή καταστολή της Smad επαγώµενης µεταγραφικής 

ενεργοποίησης του συνθετικού υποκινητή (CAGA)12–E1B από τους µεταγωγείς της 

LMP1 σηµατοδότησης και συγκεκριµένα από τις πρωτεϊνικές κινάσες TRAF2, NIK και 

IκKβ (Εικόνα 29Α). Επιπλέον, οι αρνητικώς επικρατούσες µορφές (DN) των παραπάνω 

µεταγωγέων (TRAF2-DN, NIK-DN και IκKβ-DN) επάγουν την TGFβ σηµατοδότηση, 

γεγονός που υποδηλώνει ότι, υπό συνθήκες ενεργοποίησης από τον TGFβ, ο ενδογενής 

NF-κB µεταγραφικός παράγοντας ανταγωνίζεται τις Smad πρωτεΐνες. Επίσης, η 

υπερέκφραση της p65/RelA υποµονάδας του NF-κB κατέστειλε τόσο την ALK5- όσο 

και την Smad-επαγώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση του (CAGA)12–E1B συνθετικού 

υποκινητή σε κύτταρα COS-7. Προηγούµενες µελέτες έχουν δείξει λειτουργικές 

αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στον NF-κB και τις Smad πρωτεΐνες. Έτσι, έχει παρατηρηθεί 

αρνητική αλληλεπίδραση µεταξύ των p65 και Smad3 µεταγραφικών παραγόντων στην 

ενεργοποίηση είτε του συνθετικού υποκινητή p3TP-lux, ο οποίος φέρει θέσεις 

πρόσδεσης των Smad πρωτεϊνών αλλά όχι του NF-κB, είτε του AR3 (Activin Responsive 

3) υποκινητή, ο οποίος επίσης στερείται θέσεων πρόσδεσης του NF-κB και απαιτεί για 

την ενεργοποίηση του τον παράγοντα FAST-2 (Nagarajan et al., 2000). Η 

παρατηρούµενη καταστολή της TGFβ σηµατοδότησης από τον NF-κB συσχετίζεται µε 

τον σηµαντικό ρόλο αυτού του µεταγραφικού παράγοντα στον µετασχηµατισµό 

ινοβλαστών αρουραίου από την LMP1 πρωτεΐνη (He et al., 2000).  
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Πιθανοί µηχανισµοί καταστολής της TGFβ σηµατοδότησης από την LMP1 

πρωτεΐνη  

 

Η καταστολή της TGFβ σηµατοδότησης από την LMP1 πρωτεΐνη θα µπορούσε να 

ερµηνευτεί µε έναν ή περισσότερους από τους ακόλουθους µηχανισµούς.  

Α) LMP1-επαγώµενη συγκράτηση στο κυτταρόπλασµα ή ενισχυµένη πυρηνική 

έξοδος των Smad πρωτεϊνών. Μια προηγούµενη µελέτη έδειξε ότι η ενδοκυττάρια 

κατανοµή των Smad2 και Smad3 πρωτεϊνών τροποποιείται από την ογκογονικά 

ενεργοποιηµένη Ras πρωτεΐνη και ο µηχανισµός απενεργοποίησης των Smad 

περιλαµβάνει φωσφορυλίωσή τους στην περιοχή του συνδέτη (linker) (Kretzschmar et 

al., 1999). Κατά παρόµοιο τρόπο, οι Smad πρωτεΐνες θα µπορούσαν να φωσφορυλιωθούν 

από µια LMP1 επαγώµενη κινάση, µε αποτέλεσµα την συγκράτησή τους στο 

κυτταρόπλασµα και την µεταγραφική απενεργοποίηση. Η παρούσα µελέτη δεν 

υποστηρίζει την υπόθεση της συγκράτησης των Smad στο κυτταρόπλασµα από την 

LMP1, αν και δεν αποκλείει την φωσφορυλίωσή τους από µια LMP1 επαγώµενη κινάση. 

Οι αναλύσεις άµεσου και έµµεσου ανοσοφθορισµού µε χρήση µικροσκοπίας 

συνεστίασης έδειξαν ότι η LMP1 δεν επηρεάζει την ενδοκυττάρια κατανοµή της Smad3 

πρωτεΐνης σε κύτταρα COS-7 (Εικόνα 32). Η έκφραση της FLAG-LMP1 παρατηρήθηκε 

µε έµµεση µικοσκοποία χρησιµοποιώντας ειδικό αντίσωµα για τον επίτοπο FLAG της 

LMP1 πρωτεΐνης και δευτερεύον αντίσωµα συζευγµένο µε Texas Red. Η ανάλυση έδειξε 

ότι η τόσο η αγρίου τύπου LMP1 όσο και η ελλειµµατική LMP1 (1-231) παρουσιάζει 

στικτώδες και περιπυρηνικό πρότυπο έκφρασης. Ο στικτώδης εντοπισµός της LMP1 

στους ινοβλάστες συµφωνεί µε τον καταγεγραµµένο εντοπισµό της LMP1 στην 

πλασµατική µεµβράνη (Wang et al., 1985, Martin et al., 1991). O περιπυρηνικός 

εντοπισµός της LMP1 έχει επίσης παρατηρηθεί σε προηγούµενες αναλύσεις (Martin et 

al., 1991). Αυτό το πρότυπο εντοπισµού της LMP1 συµφωνεί µε την έκφραση της 

πρωτεΐνης στο ενδοπλασµατικό δίκτυο και πιθανότατα οφείλεται στην ικανότητά της να 

εισαγάγεται µετα-µεταφραστικά σε ενδοκυττάριες µεµβράνες, εκτός της πλασµατικής 
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µεµβράνης. Ο ρόλος της LMP1 που εντοπίζεται στις ενδοκυττάριες µεµβράνες και η 

συνεισφορά της στην καταστολή της σηµατοδότησης από τον TGFβ είναι άγνωστος.  

Η έκφραση της Smad3 πρωτεΐνης στο συγκεκριµένο πείραµα ανιχνεύθηκε από τον 

φθορισµό που εκπέµπει η πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη µε την οποία είχε συζευχθεί η 

Smad3 στο Ν-τελικό της άκρο. Η υβριδική GFP-Smad3 ήταν συνεχώς εντοπισµένη στον 

πυρήνα των επιµολυσµένων COS-7 κυττάρων ακόµα και απουσία του συνδέτη TGFβ, 

πιθανότατα λόγω υπρέκφρασης της πρωτεΐνης (Εικόνα 32Α). Η παρατήρηση αυτή 

συµφωνεί µε προηγούµενες µελέτες που έδειξαν ότι η υπερέκφραση των Smad3 και 

Smad4 πρωτεϊνών σε COS-1 ή HepG2 κύτταρα προκαλεί τον αποκλειστικό πυρηνικό 

εντοπισµό τους και σε TGFβ ανεξάρτητη µεταγραφική ενεργοποίηση υποκινητών 

στόχων, όπως ο PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor 1) και ο p21/WAF1/Cip1 

υποκινητής (Moustakas et al., 1998, Zhang et al., 1997). Στις αναλύσεις συνεπιµόλυνσης 

κυττάρων, ο πυρηνικός εντοπισµός της GFP-Smad3 δεν επηρεάστηκε από τη 

συνέκφραση της αγρίου τύπου LMP1 ή της ελλειµµατικής LMP1 (1-231) (Εικόνα 32). 

Βασιζόµενοι σε αυτές τις παρατηρήσεις, συµπεραίνουµε ότι η δραµατική καταστολή της 

Smad3 µεταγραφικής δραστικότητας από την LMP1 δεν οφείλεται στην LMP1-

επαγώµενη καταστολή της πυρηνικής µετακίνησης της Smad3 ή στην ενίσχυση της 

εξόδου της Smad3 στο κυτταρόπλασµα.  

Β) Αυξηµένη αποικοδόµιση των Smad3 και Smad4 πρωτεϊνών σε κύτταρα που 

συνεκφράζουν την LMP1. Οι αναλύσεις ανοσοαποτύπωσης των Smad πρωτεϊνών 

εκφραζόµενων σε COS-7 κύτταρα τα οποία συνεπιµολύνθηκαν µε τους φορείς έκφρασης 

της LMP1 ή των µεταγωγέων της LMP1 σηµατοδότησης TRAF2, NIK και IKKβ, δεν 

έδειξαν κάποια αλλαγή στην έκφραση των Smad3 και Smad4 σε σχέση µε την έκφρασή 

τους απουσία της LMP1 ή των µεταγωγέων της.  

Γ) Καταστολή της Smad µεταγραφικής δραστικότητας στην περιοχή του πυρήνα. 

Στην παρούσα διατριβή παρατηρήθηκε ότι η LMP1 καταστέλλει την ικανότητα της 

υβριδικής GAL4-Smad3 πρωτεΐνης να ενεργοποιεί µεταγραφικά έναν GAL4-εξαρτώµενο 

υποκινητή (Εικόνα 31). Καθώς η ενεργοποίηση αυτού του υποκινητή εξαρτάται 

αποκλειστικά από την στρατολόγηση της πρωτεΐνης Smad3 στο DNA µέσω της περιοχής 

πρόσδεσης στο DNA του GAL4 και καθώς η GAL4-Smad3 εντοπίζεται στον πυρήνα 

τόσο απουσία όσο και παρουσία του TGFβ, είναι µάλλον απίθανο η LMP1 να 
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καταστέλλει την µεταγραφική ενεργότητα της Smad3 πρωτεΐνης παρεµποδίζοντας την 

πρόσδεσή της στο DNA.  

Εχοντας αποκλείσει τους παραπάνω µηχανισµούς, θελήσαµε να διερευνήσουµε την 

πιθανότητα, η παρατηρούµενη καταστολή να οφείλεται σε άµεσες, φυσικές 

αλληλεπιδράσεις της πρωτεΐνης Smad3 µε τις υποµονάδες p50 και p65 του NF-κΒ. 

Πράγµατι, µε αναλύσεις πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων in vitro βρήκαµε ότι η Smad3 

πρωτεΐνη έχει την ικανότητα να αλληλεπιδρά φυσικά µε την περιοχή RHD (Rel 

Homology Domain) που υπάρχει και στις δυο υποµονάδες (Εικόνα 35). Τα 

αποτελέσµατά µας είναι σε συµφωνία µε προηγούµενες µελέτες που είχαν δείξει άµεση 

φυσική και λειτουργική αλληλεπίδραση της οµόλογης της p50 υποµονάδας, p52, µε την 

Smad3 που οδηγεί στην συνεργασιακή µεταγραφική ενεργοποίηση του TGFβ 

επαγώµενου Jun B υποκινητή µέσω µιας θέσης πρόσδεσης του NF-κB που περιέχει 

αυτός ο υποκινητής (Lopez-Rovira et al., 2000).  

Τέλος, ο ανταγωνισµός µεταξύ των πρωτεϊνών Smad3 και NF-κB για κοινούς 

συνενεργοποιητές όπως ο p300, θα µπορούσε να αποτελεί την αιτία της καταστολής της 

µεταγραφικής δραστικότητας της Smad3 από την LMP1. Προηγούµενες αναλύσεις έχουν 

δείξει ότι ο συνενεργοποιητής p300 είναι σηµαντικός για την λειτουργία των Smad 

πρωτεϊνών στον πυρήνα και ότι αλληλεπιδρά φυσικά µε τις Smad2 και Smad3 (Janknecht 

et al., 1998, Feng et al., 1998). Επίσης, ο p300 είναι εξίσου σηµαντικός για την 

µεταγραφική δραστικότητα του NF-κB µέσω άµεσης φυσικής αλληλεπίδρασης µε την C-

τερµατική περιοχή µεταγραφικής δραστικότητας της υποµονάδας p65/RelA (Sheppard et 

al., 1999, Gerritsen et al., 1997). Εποµένως, η ενεργοποίηση p65/RelA από την LMP1 

µπορεί να προσελκύει και να αφαιρεί µόρια p300 από την πυρηνική δεξαµενή και έτσι να 

αποτρέπει την Smad επαγωµένη µεταγραφική ενεργοποίηση υποκινητών που 

αποτελούνται µόνο από Smad-αποκρινόµενα στοιχεία. Τα αποτελέσµατα της Εικόνας 

33Γ δείχνουν ότι η εξωγενής αύξηση της συγκέντρωσης του συνενεργοποιητή p300 

αναστέλλει την κατασταλτική δράση της LMP1 στην Smad επαγωµένη µεταγραφική 

ενεργοποίηση του συνθετικού υποκινητή (CAGA)12 και εποµένως συµφωνούν µε το 

παραπάνω µοντέλο.   
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ΟΙ SMAD ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ ΩΣ ΣΥΝΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΤΕΣ ΤΟΥ HNF4 
 

Περιοχές των Smad3 και Smad4 πρωτεϊνών που απαιτούνται για την φυσική και 

λειτουργική αλληλεπίδραση µε τον HNF4 (Hepatocyte Nuclear Factor 4) 

 

Προηγούµενες µελέτες του εργαστηρίου µας, έχουν δείξει ότι ο TGFβ και οι 

επαγωγείς του, Smad3 και Smad4 πρωτεΐνες, ενεργοποιούν µεταγραφικά τον υποκινητή 

του γονιδίου της απολιποπρωτεϊνης C-III (apoC-III) του ανθρώπου, µέσω ενός 

µηχανισµού που βασίζεται σε συνεργασιακή αλληλεπίδραση των Smad πρωτεϊνών µε 

τον ορφανό πυρηνικό υποδοχέα HNF4 (Kardassis et al., 2000). Τµήµα της παρούσας 

διατριβής, σε συνδυασµό µε παράλληλες µελέτες του εργαστηρίου µας, αφορούσε στον 

χαρακτηρισµό των περιοχών των Smad3 και Smad4 πρωτεϊνών που εµπλέκονται στις 

φυσικές αλληλεπιδράσεις µε τον HNF-4 και στην αποσαφήνιση του µηχανισµού 

λειτουργικής συνεργασίας µεταξύ των Smad και τον HNF4 στην ρύθµιση ηπατικών 

γονιδίων.  

Οι παράλληλες αναλύσεις του εργαστηρίου µας έδειξαν ότι οι Smad3 και Smad4 

αλλά όχι η Smad2 αλληλεπιδρούν φυσικά µε τον HNF4 που εκφράζεται ενδογενώς στα 

κύτταρα HepG2 (Chou et al, 2003). Οι φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των Smad3 και 

Smad4 και του HNF4 εξαλείφθηκαν µε την απαλοιφή της ΜΗ1 περιοχής, αλλά δεν 

επηρεάστηκαν από την απαλοιφή της ΜΗ2 περιοχής της Smad3 (Chou et al, 2003). Τα 

αποτελέσµατα αυτά υποδηλώνουν ότι η ΜΗ1 περιοχή των Smad πρωτεϊνών είναι 

σηµαντική για την φυσική και λειτουργική τους αλληλεπίδραση µε τον HNF4. Ο ρόλος 

της ΜΗ1 περιοχής των Smad πρωτεϊνών στην µεταγραφική ενεργοποίηση γονιδίων 

στόχων και στις αλληλεπιδράσεις τους µε πρωτεΐνες άλλων σηµατοδοτικών µονοπατιών 

έχει µελετηθεί στο παρελθόν (Moustakas et al., 2001). Είναι γνωστό ότι η ΜΗ1 περιοχή 

αλληλεπιδρά µε διάφορους µεταγραφικούς παράγοντες, όπως είναι τα µέλη της AP-1 

οικογένειας, (ATF-2, c-Jun, Jun B και Jun-D), ο ευρέως εκφραζόµενος µεταγραφικός 

παράγοντας Sp1, ο πυρηνικός υποδοχέας της βιταµίνης D (VitDR), και ο πυρηνικός 

παράγοντας YY1, µεταξύ άλλων (Moustakas et al., 2001). Επιπλέον, η ΜΗ1 περιοχή 
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αλληλεπιδρά µε τους συν-καταστολείς της µεταγραφής HDAC και Hoxc-8 και µε τις 

κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες φιλαµίνη και ιµπορτίνη β1 (Moustakas et al., 2001). 

Εποµένως, η ΜΗ1 περιοχή των Smad πρωτεϊνών φαίνεται ότι προάγει τις λειτουργικές 

αλληλεπιδράσεις µε άλλες πρωτεΐνες µε ποικίλους φυσιολογικούς ρόλους. 

Εκτός των προαναφερθέντων ρυθµιστικών λειτουργιών, η ΜΗ1 περιοχή επάγει την 

άµεση πρόσδεση των Smad πρωτεϊνών στο DNA. Η ανάλυση της τρισδιάστατης δοµής 

της ΜΗ1 περιοχής της Smad3 πρωτεΐνης, µε κρυσταλλογραφία ακτίνων x, παρουσία του 

ρυθµιστικού στοιχείου DNA στο οποίο προσδένονται οι Smad πρωτεΐνες (Smad Binding 

Element, SBE), αποκάλυψε τον σχηµατισµό µιας δοµής β-φουρκέτας στην αµινοξική 

περιοχή 70-82 (Shi, 2001). Η ανάλυση αυτής της δοµής έδειξε ότι τα αµινοξέα R74, Q76 

και K81 της Smad3, έρχονται σε άµεση επαφή µε το DNA (Shi, 2001). Μεταλλάξεις στα 

αµινοξέα αυτά, εξαλείφουν την πρόσδεση των Smad πρωτεϊνών στα SBEs και 

κατ’επέκταση την µεταγραφική ενεργοποίηση Smad-αποκρινόµενων υποκινητών σε 

αναλύσεις παροδικών επιµολύνσεων κυττάρων (Moren et al., 2000).  

Στην παρούσα µελέτη δείξαµε ότι µεταλλάξεις αµινοξέων στη δοµή β-φουρκέτας 

της Smad3 πρωτεΐνης δεν επηρέασαν τις φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των Smad 

πρωτεϊνών και του HNF4, ούτε την Smad-επαγώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση του 

apoC-III υποκινητή (Εικόνα 37). Οι µεταλλάξεις της Smad3 που χρησιµοποιήθηκαν 

στην παρούσα µελέτη (R74Κ/Κ81R), ήταν αρκετά συντηρητικές (αργινίνη σε λυσίνη ή 

το αντίστροφο) και είχαν σχεδιαστεί κατά τέτοιο τρόπο, ώστε να µην καταστρέφουν την 

δοµή β-φουρκέτας (Moren et al., 2000), γεγονός που επιβεβαιώθηκε µε αναλύσεις της 

τρισδιάστατης δοµής της ΜΗ1 περιοχής της Smad3 µε την βοήθεια υπολογιστή 

(Μουστάκας, προσωπική επικοινωνία). Οι αµινοξικές αντικαταστάσεις που 

χρησιµοποιήθηκαν ανέστειλαν µόνο την επαφή των Smad πρωτεϊνών µε το DNA όπως 

δείχθηκε από την ανικανότητα των µεταλλαγµένων πρωτεϊνών να ενεργοποιούν 

µεταγραφικά τον (CAGA)12 υποκινητή ο οποίος απαιτεί άµεση πρόσδεση των Smad στο 

DNA (Εικόνα 37). Επιπλέον, η αντικατάσταση της αργινίνης µε λυσίνη και της λυσίνης 

µε αργινίνη δεν αλλάζει το συνολικό αµινοξικό φορτίο της δοµής β-φουρκέτας. 

Τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης ευνοούν ένα µοντέλο σύµφωνα µε το 

οποίο οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ των Smad και HNF4 σε υποκινητές γονιδίων στόχων 

µπορούν να συµβούν ακόµα και απουσία άµεσης πρόσδεσης των Smad στο DNA. Το 
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µοντέλο αυτής της αλληλεπίδρασης βρίσκει εφαρµογή στον apoC-III υποκινητή αλλά και 

στους υποκινητές apoB και apoA-IV που επίσης ενεργοποιήθηκαν µεταγραφικά από τις 

Smad3/Smad4 και HNF4 σε παράλληλες µελέτες του εργαστηρίου µας (Chou et al, 

2003). Ωστόσο, δεν θα µπορούσε να αποκλειστεί η πιθανότητα οι Smad πρωτεΐνες να 

αναγνωρίζουν, έστω και µε µικρή συνάφεια, SBEs που είναι πιθανό να υπάρχουν κοντά 

στα HREs (Hormone Response Elements) των προαναφερθέντων υποκινητών. Η 

πιθανότητα αυτή, όµως, δεν υποστηρίζεται από προηγούµενες παρατηρήσεις µας, 

σύµφωνα µε τις οποίες η συνεργασιακή µεταγραφική δράση των Smad3/Smad4 και 

HNF4 διατηρήθηκε όταν τα HREs των apoC-III, apoA-I και apoC-II υποκινητών 

µεταφέρθηκαν σε έναν ετερόλογο υποκινητή, και συγκεκριµένα στον ελάχιστο 

υποκινητή ενός όψιµου γονιδίου της αδενοϊού (Kardassis et al., 2000; Chou et al, 2003). 

Επίσης, η πιθανότητα αυτή δεν υποστηρίζεται από µελέτες ηλεκτροφορητικής 

κινητικότητας συµπλόκων, που έδειξαν ότι η Smad3 πρωτεΐνη δεν προσδένεται άµεσα σε 

ολιγονουκλεοτίδια που καλύπτουν την περιοχή -90/-9 του apoC-III υποκινητή (Kardassis 

D. αδηµοσίευτα αποτελέσµατα).. 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της Εικόνας 36, η Smad2 πρωτεΐνη δεν 

αλληλεπιδρά µε τον HNF4. Οι Smad2, Smad3 και Smad4 πρωτεΐνες παρουσιάζουν 

µεγάλη οµολογία στην ΜΗ1 περιοχή τους (>90% αµινοξική οµοιότητα). Η µόνη 

διαφορά έγκειται στην παρουσία δύο επιπρόσθετων αµινοξικών αλληλουχιών στην ΜΗ1 

περιοχή της Smad2, οι οποίες απουσιάζουν από τις Smad3 και Smad4 πρωτεΐνες 

(Dennler et al., 1999, Yagi et al., 1999). Σε αντίθεση µε τις Smad3 και Smad4, η Smad2 

δεν προσδένεται άµεσα στο DNA, πιθανότατα λόγω της απουσίας δοµής β-φουρκέτας 

στην MH1 περιοχή της. Επιπλέον, βρέθηκε ότι µια µορφή της Smad2, από την οποία 

απουσιάζει το εξόνιο 3 λόγω εναλλακτικού µατίσµατος και η οποία αναγνωρίστηκε 

πρόσφατα σε διάφορους τύπους κυττάρων, προσδένεται στο DNA και ενεργοποιεί 

µεταγραφικά TGFβ-αποκρινόµενους υποκινητές, το ίδιο αποτελεσµατικά µε την Smad3 

(Yagi et al., 1999). Οι πληροφορίες αυτές ενισχύουν την υπόθεση ότι ο σχηµατισµός της 

δοµής β-φουρκέτας στην ΜΗ1 περιοχή των Smad πρωτεϊνών είναι σηµαντικός για τη 

µεταγραφική ενεργότητα αυτών των πρωτεϊνών και για τις λειτουργικές αλληλεπιδράσεις 

τους µε άλλους µεταγραφικούς παράγοντες.  
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Η περιοχή AF-1, η περιοχή C πρόσδεσης στο DNA και η καρβοξυ-τερµατική 

περιοχή F του HNF4 συνεισφέρουν στις φυσικές και λειτουργικές αλληλεπιδράσεις 

µεταξύ των Smad3 και HNF4 πρωτεϊνών 

 

Η διαθεσιµότητα µιας µεγάλης σειράς µεταλλαγµένων µορφών του παράγοντα 

HNF4 µας επέτρεψε να χαρτογραφήσουµε τις περιοχές του HNF4 που εµπλέκονται σε 

φυσικές και λειτουργικές αλληλεπιδράσεις µε την Smad3 πρωτεΐνη. Παράλληλες µελέτες 

του εργαστηρίου µας αποκάλυψαν ότι δύο περιοχές του HNF4 αλληλεπιδρούν φυσικά µε 

την Smad3, η Ν-τερµατική περιοχή που εντοπίζεται µεταξύ των αµινοξέων 1-128 και 

περιλαµβάνει τις περιοχές A/B, C και D, και η C-τερµατική περιοχή µεταξύ των 

αµινοξέων 388-455 και περιλαµβάνει την περιοχή F. Αντιθέτως, η κεντρική αµινοξική 

περιοχή 174-370 του HNF4, που περιλαµβάνει την περιοχή Ε, δεν αλληλεπιδρά µε την 

Smad3 πρωτεΐνη in vitro (Chou et al, 2003).  

Οι υβριδικές µεταλλαγµένες GAL4-HNF4 πρωτεΐνες που χρησιµοποιήθηκαν στις 

in vitro αναλύσεις πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων (Chou et al, 2003), χρησιµοποιήθηκαν 

και στις αναλύσεις µεταγραφικής δραστικότητας που παρουσιάζονται στην παρούσα 

διατριβή. Όπως δείχνει η Εικόνα 38, οι Smad3 και Smad4 πρωτεΐνες δρουν ως 

συνενεργοποιητές της µεταγραφικής δραστικότητας του HNF4, και η περιοχή AF-1 

(αµινοξέα 1-24) είναι σηµαντική για την λειτουργική συνεργασία του HNF4 µε τις 

Smads. Η περιοχή AF-1 (Activation Function-1) είναι γνωστό ότι χαρακτηρίζεται από 

ισχυρή µεταγραφική δραστικότητα που δεν εξαρτάται από κάποιο συνδέτη 

(Hadzopoulou-Cladaras et al., 1997). Επίσης, είναι γνωστό ότι η περιοχή αυτή προσδένει 

παράγοντες της βασικής µεταγραφικής µηχανής όπως ο TF-IIB, καθώς και τον ευρέως 

εκφραζόµενο συνενεργοποιητή CBP (cAMP response element-binding protein) (Dell & 

Hadzopoulou-Cladaras, 1999, Kistanova et al., 2001). Μέσω αυτών των 

αλληλεπιδράσεων, η AF-1 περιοχή φαίνεται ότι παίζει σηµαντικό ρόλο στην ρύθµιση της 

δραστικότητας του HNF4 στον πυρήνα. Ο µηχανισµός συνενεργοποίησης του HNF4 από 

τις Smads, µέσω της AF-1 περιοχής, δεν είναι γνωστός. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

παρουσιάζει το γεγονός ότι η CBP πρωτεΐνη, εκτός από συνενεργοποιητής του HNF4 
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µέσω της AF-1 περιοχής, αποτελεί συνενεργοποιητή της µεταγραφικής δραστικότητας 

των Smad3 και Smad4 πρωτεϊνών (Feng et al., 1998, Janknecht et al., 1998, Pouponnot et 

al., 1998). Η αλληλεπίδραση των Smads µε την περιοχή AF-1 του HNF4 θα µπορούσε να 

ενισχύσει την στρατολόγηση του CBP ή άλλων συνενεργοποιητών σε αυτήν την περιοχή 

του HNF4, αλλά η υπόθεση αυτή χρήζει περαιτέρω διερεύνησης. 

Οι Smads δεν συνενεργοποίησαν µεταγραφικά την υβριδική GAL4-HNF4 (174-

370) πρωτεΐνη που περιέχει την περιοχή Ε του HNF4, όπως φαίνεται στην Εικόνα 38. Η 

περιοχή Ε των πυρηνικών υποδοχέων περιέχει την υπο-περιοχή AF-2 (Activation 

Function-2), που απαιτείται για την προσέλκυση συγκεκριµένων συνενεργοποιητών των 

πυρηνικών υποδοχέων όπως οι συνενεργοποιητές της οικογένειας p160, ο CBP/p300 κ.α. 

(Moras & Gronemeyer, 1998). Τα προαναφερθέντα αποτελέσµατα υποδηλώνουν ότι οι 

Smads δεν είναι συνενεργοποιητές του HNF-4 µέσω της AF-2 περιοχής. Οι Smad 

πρωτεΐνες στερούνται του µοτίβου LXXLL (όπου L αντιπροσωπεύει την λευκίνη και X 

οποιοδήποτε αµινοξύ), το οποίο είναι ένα χαρακτηριστικό µοτίβο των συνενεργοποιητών 

των πυρηνικών υποδοχέων και απαιτείται για την πρόσδεση στην περιοχή AF-2 (Moras 

& Gronemeyer, 1998). Ωστόσο, οι Smad3 και Smad4 πρωτεΐνες συνενεργοποίησαν την 

GAL4-HNF4 (49-455), η οποία στερείται της AF-1 περιοχής, ενώ η απαλοιφή της 

γειτονικής περιοχής πρόσδεσης στο DNA (περιοχή C) εξουδετέρωσε την συνεργασιακή 

δράση των Smad πρωτεϊνών µε τον HNF-4. Τα αποτελέσµατα αυτά υποδηλώνουν ότι και 

η περιοχή πρόσδεσης στο DNA παίζει σηµαντικό ρόλο στην συνεργασία µεταξύ των 

πρωτεϊνών Smad και HNF4. Μια πρόσφατη µελέτη έδειξε ότι η περιοχή πρόσδεσης στο 

DNA του παράγοντα HNF4 ακετυλιώνεται από τον συνενεργοποιητή CBP σε 

συγκεκριµένες λυσίνες, και ότι η ακετυλίωση αυτή επηρεάζει σηµαντικές λειτουργίες 

του HNF4, όπως η πρόσδεση στο DNA, ο πυρηνικός εντοπισµός και η αλληλεπίδραση 

µε συνενεργοποιητές (Soutoglou et al., 2000). Εποµένως, η πρόσδεση των Smad 

πρωτεϊνών στο DBD (DNA Binding Domain) του παράγοντα HNF4 και/ή στην γειτονική 

περιοχή AF-1 θα µπορούσε να ενθαρρύνει την στρατολόγηση του CBP στην DBD 

περιοχή του HNF4, µε αποτέλεσµα την ακετυλίωση αυτής της περιοχής. 
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Ο ρόλος της C-τερµατικής περιοχής F (αµινοξέα 388-455) του παράγοντα HNF4 

στις λειτουργικές αλληλεπιδράσεις του HNF4 µε την Smad3 πρωτεΐνη 

 

Παράλληλες αναλύσεις που πραγµατοποιήθηκαν στο εργαστήριο µας έδειξαν ότι η 

περιοχή F του παράγοντα HNF4 (αµινοξέα 388-455) χαρακτηρίζεται από ικανότητα 

άµεσης αλληλεπίδρασης µε τις Smad πρωτεΐνες in vitro (Chou et al, 2003). Η περιοχή F 

είναι παρούσα σε όλους τους πυρηνικούς υποδοχείς αλλά είναι ασυνήθιστα µεγάλη στον 

παράγοντα HNF4 και έχει δειχθεί ότι αποτελεί αρνητική ρυθµιστική περιοχή που 

εµποδίζει την πρόσδεση συνενεργοποιητών όπως είναι οι GRIP-1 και SRC-1 (Sladek et 

al., 1999). Η απαλοιφή της περιοχής F αύξησε την HNF4-επαγώµενη µεταγραφική 

ενεργοποίηση του apoC-III υποκινητή σε κύτταρα HepG2 (Hadzopoulou-Cladaras et al., 

1997). Ο ρόλος αυτής της περιοχής στην συνεργασιακή δράση των Smad/HNF4 και σε 

άλλες λειτουργίες του HNF4 παραµένει ασαφής. Είναι πιθανόν η περιοχή F να 

λειτουργεί ως περιοχή πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων, όπως είναι οι Smads που 

ρυθµίζουν την λειτουργία του HNF4 µέσω προσέλκυσης συνενεργοποιητών ως απόκριση 

σε εξωκυττάρια ή ενδοκυττάρια σήµατα. Εποµένως, αυτή η περιοχή θα µπορούσε να 

καταστέλλει την µεταγραφική δραστικότητα του HNF4 απουσία σήµατος, αλλά θα 

µπορούσε να επάγει αυτή τη δραστικότητα υπό συγκεκριµένες συνθήκες ενεργοποίησης. 

Συνεπώς, η ενεργοποίηση του HNF4 µπορεί να προκύπτει από την αλληλεπίδραση των 

Smads µε συνενεργοποιητές που προσδένονται στην γειτονική AF-2 περιοχή του HNF4.  

 

 

Επίδραση συνενεργοποιητών στη µεταγραφική ενεργότητα του HNF4 και στην 

λειτουργική αλληλεπίδραση του µε τις Smads. 

 

Τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης καταδεικνύουν ότι η µεταγραφική 

δραστικότητα του HNF4 ενισχύεται από την συνέκφραση των συνενεργοποιητών των 

πυρηνικών υποδοχέων Src-1a, RAC3 και κυρίως του PGC1. Με χρήση των υβριδικών 

ελλειµµατικών GAL4-HNF4 (1-49) GAL4-HNF4 (49-455) πρωτεϊνών δείξαµε ότι ο 
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συνενεργοποιητής Src-1a ενισχύει την δραστικότητα της AF-1 περιοχής ενώ ο 

συνενεργοποιητής PGC1 ενισχύει την δραστικότητα της AF-2 περιοχής του HNF4 

(Εικόνα 42). Η συγκριτική µελέτη της δράσης των Smad3/Smad4 και PGC1 πρωτεϊνών 

ως συνενεργοποιητών της µεταγραφικής ενεργότητας του HNF4 έδειξε ότι οι 

Smad3/Smad4 ενισχύουν την µεταγραφική δραστικότητα της AF-1 περιοχής και 

επιβεβαίωσε την ενισχυτική δράση του PGC1 στην δραστικότητα της AF-2 περιοχής 

(Εικόνα 43). Η ταυτόχρονη συνέκφραση των Smad3/Smad4 και του συνενεργοποιητή 

Src-1a αύξησε συνεργιστικά τη µεταγραφική δραστικότητα της της AF-2 περιοχής του 

HNF4, ενισχύοντας το µοντέλο που προαναφέρθηκε, σύµφωνα µε το οποίο, η πρόσδεση 

των Smad3/Smad4 πρωτεϊνών στην περιοχή F επιτρέπει την προσέλκυση 

συνενεργοποιητών των πυρηνικών υποδοχέων που ενισχύουν τη δραστικότητα της AF-2 

περιοχής.  

Τέλος, η παρούσα µελέτη έδειξε ότι οι συνενεργοποιητές των πυρηνικών 

υποδοχέων Src-1a, RAC3, TIF2 και PGC1 ενισχύουν την µεταγραφική δραστικότητα του 

TGFβ στον συνθετικό υποκινητή (CAGA)12 ο οποίος αποτελείται από 12 θέσεις 

πρόσδεσης των Smad πρωτεϊνών. ∆εδοµένου ότι ο εν λόγω υποκινητής ενεργοποιείται 

αποκλειστικά από τις Smad πρωτεΐνες ως απόκριση στον TGFβ, το παραπάνω εύρηµα 

προτείνει ότι οι Smad πρωτεΐνες και οι πυρηνικοί υποδοχείς χρησιµοποιούν κοινούς 

συνενεργοποιητές. ∆εν έχει ακόµη αναφερθςεί στην βιβλιογραφία άµεση φυσική 

αλληλεπίδραση των Smad πρωτεϊνών µε τους συνενεργοποιητές των πυρηνικών 

υποδοχέων. Σε συµφωνία όµως µε την παραπάνω υπόθεση είναι το εύρηµα ότι η 

πρωτεΐνη Smad3 έχει εντοπιστεί σε ένα πολυπρωτεϊνικό σύµπλοκο που περιλαµβάνει 

επίσης τον υποδοχεά της βιταµίνης D (VitDR) και τον συνενεργοποιητή Src-1 (Yanagi et 

al, 1999; Yanagisawa et al, 1999). Τα ευρήµατα αυτά ενισχύουν την πιθανή συνοµιλία 

και αλληλεπίδραση του TGFβ σηµατοδοτικού µονοπατιού µε τους πυρηνικούς 

υποδοχείς.  

 

Οι επιπτώσεις της αλληλείδρασης των Smad και HNF4 πρωτεϊνών στην ηπατική 

γονιδιακή έκφραση 
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Οι φυσικές και λειτουργικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των HNF4 και Smad3 

πρωτεϊνών στα ηπατικά κύτταρα που καταγράφονται στην παρούσα µελέτη, ενδεχοµένως 

να έχουν σηµαντικές επιπτώσεις στην έκφραση διαφόρων ηπατικών γονιδίων που 

ρυθµίζονται από τον υποδοχέα HNF-4. Οι παράλληλες µελέτες του εργαστηρίου µας 

έδειξαν ότι οι Smad3/Smad4 πρωτεΐνες ενεργοποίησαν µεταγραφικά έκτός από τον 

apoC-III υποκινητή και τους apoB και apoA-IV υποκινητές που ρυθµίζονται από τον 

HNF4 (Chou et al, 2003). Σε όλους αυτούς τους υποκινητές, παρατηρήθηκε 

συνεργασιακή δράση των HNF4 και Smad πρωτεϊνών. Τα αποτελέσµατα αυτά 

υποδηλώνουν ότι η αλληλεπίδραση των HNF4 και Smad δεν περιορίζεται στον apoC-III 

υποκινητή αλλά έχει ευρύτερες επιπτώσεις στην ηπατική γονιδιακή έκφραση. Ωστόσο, 

αυτή η συνεργιστική δράση δεν παρατηρήθηκε στην ενεργοποίηση των apoA-I και 

apoA-IΙ υποκινητών (Ladias et al., 1992, Tzameli & Zannis, 1996, Chou et al, 2003). 

Επιπλέον, οι Smad πρωτεΐνες δεν ενεργοποιήσαν συνεργασιακά µε τον HNF4 έναν 

συνθετικό υποκινητή που αποτελείται από 3 διαδοχικές θέσεις πρόσδεσης του HNF4 που 

προέρχονται από τον apoA-IΙ υποκινητή, αλλά ενεργοποίησαν συνεργασιακά 

συνθετικούς υποκινητές που αποτελόυνται από θέσεις πρόσδεσης του HNF4 που 

προέρχονται από τους apoC-III και apoA-I υποκινητές (Kardassis et al., 2000). Συνεπώς, 

το είδος του υποκινητή φαίνεται να παίζει σηµαντικό ρόλο στην µεταγραφική 

συνεργασία µεταξύ των HNF4 και Smad πρωτεϊνών. Είναι πιθανόν, παράγοντες που 

προσδένονται σε στοιχεία γειτονικά των θέσεων πρόσδεσης του HNF4 να επηρεάζουν 

θετικά ή αρνητικά τις αλληλεπιδράσεις µεταξύ των HNF4 και Smad πρωτεϊνών. 

Εναλλακτικά, η πρόσδεση του HNF4 σε διάφορα HREs µπορεί να αλλάζει την 

διαµόρφωση του µορίου µε αποτέλεσµα την έκθεση ή την απόκρυψη επιφανειών που 

αλληλεπιδρούν µε τις Smads όπως η AF-1 περιοχή, η περιοχή πρόσδεσης στο DNA και η 

περιοχή F του HNF4. Η αποσαφήνιση της τρισδιάστατης δοµής του HNF4 αναµένεται να 

αποκαλύψει να σηµαντικές και καινούργιες λειτουργίες του παράγοντα αυτού.  
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ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΗΣ ΣΧΕΣΕΩΣ ∆ΟΜΗΣ-ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑΣ ΤΗΣ 

ΑΝΘΡΩΠΙΝΗΣ SMAD3 ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ 

 
Περιοχές της Smad3 πρωτεΐνης που ευθύνονται για την µεταγραφική της 

δραστικότητα  

 

Στην παρούσα µελέτη πραγµατοποιήθηκε µια εκτεταµένη δοµική-λειτουργική 

ανάλυση της Smad3 πρωτεΐνης, ενός από τους σηµαντικότερους µεταγωγείς των 

σηµατοδοτικών µονοπατιών του TGFβ και της ακτιβίνης. Σκοπός αυτών των αναλύσεων 

ήταν η αποσαφήνιση των περιοχών της Smad3 που απαιτούνται για τη µεταγραφική της 

δραστικότητα. Η Smad3 ανήκει στις R-Smads (Receptor regulated Smads) και επάγει την 

TGFβ σηµατοδότηση µέσω του σχηµατισµού οµοπολυµερών και ετεροπολυµερών µε την 

Smad4 πρωτεΐνη. Τα πρωτεϊνικά σύµπλοκα στην συνέχεια µεταβαίνουν στον πυρήνα, 

προσδένονται σε SBEs (Smad Binding Elements) υποκινητών των γονιδίων στόχων και 

ενεργοποιούν τη µεταγραφή συνεργασιακά µε άλλους πυρηνικούς συν-παράγοντες (co-

factors) που σταθεροποιούν την αλληλεπίδραση των Smad µε το DNA και προσφέρουν 

ποικιλότητα στην επιλογή γονιδίων στόχων (Derynck & Zhang, 2003, Shi & Massague, 

2003, Moustakas et al., 2001, ten Dijke et al., 2000, Massague & Wotton, 2000). Η 

συνεργασία µε συνενεργοποιητές είναι, επίσης, σηµαντική για την Smad-επαγώµενη 

µεταγραφική ενεργότητα.  

Τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης αποκάλυψαν σηµαντικά στοιχεία σχετικά 

µε την ρύθµιση της µεταγραφικής δραστικότητας της Smad3. Προηγούµενες µελέτες 

είχαν δείξει ότι η ΜΗ2 περιοχή χαρακτηρίζεται από ενδογενή µεταγραφική 

δραστικότητα και αλληλεπιδρά µε πυρηνικούς συνενεργοποιητές (Feng et al., 1998, 

Pouponnot et al., 1998, Janknecht et al., 1998, Shen et al., 1998, de Caestecker et al., 

2000, Itoh et al., 2000). Η δοµή της περιοχής ΜΗ2 της Smad3 πρωτεΐνης, όπως 

προβλέπεται µε χρήση υπολογιστικού προγράµµατος, φαίνεται στην Εικόνα 80Α. Η 

παρούσα διατριβή έδειξε ότι η Smad3 έχει µια δεύτερη αυτόνοµη περιοχή µεταγραφικής 

δραστικότητας που εντοπίζεται στο κεντρικό τµήµα της πρωτεΐνης και συγκεκριµένα 

στην αµινοξική περιοχή 143-248. Αυτή η µεταγραφικά ενεργή περιοχή χαρακτηρίστηκε 

περαιτέρω µε αναλύσεις µεταγραφικής δραστικότητας όπου χρησιµοποιήθηκαν 
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διαδοχικές απαλοιφές της πρωτεΐνης. Έτσι, δείχθηκε ότι Ν-τερµατικές ή C-τερµατικές 

απαλοιφές της περιοχής 143-248, καθώς και εσωτερικές απαλοιφές των αµινοξικών 

περιοχών 200-230 και 230-248 στα πλαίσια της πλήρους µήκους Smad3, εξαλείφουν τη 

µεταγραφική δραστικότητα της πρωτεΐνης, υποδηλώνοντας τη σηµασία αυτής της 

περιοχής για την µεταγραφή. Η σηµαντική, για την µεταγραφική δραστικότητα της 

Smad3 πρωτεΐνης, περιοχή 228-249 φαίνεται στην Εικόνα 80Β. 

 

 

Φυσικές και λειτουργικές αλληλεπιδράσεις της µεταγραφικά ενεργής περιοχής 143-

248 της Smad3 µε συνενεργοποιητές  

 

Η µεταγραφική δραστικότητα της κεντρικής περιοχής 143-248 της Smad3 θα 

µπορούσε να αποδοθεί, τουλάχιστον εν µέρει, στην αλληλεπίδραση αυτής της περιοχής 

µε πυρηνικούς συνενεργοποιητές, όπως οι ακετυλοτρανσφεράσες ιστονών CBP/p300 και 

p/CAF. Ειναι πιθανό, η περιοχή αυτή να παίζει ρόλο αντίστοιχο µε εκείνον της περιοχής 

SAD (Smad Activation Domain) της Smad4 πρωτεΐνης. Η SAD είναι µια περιοχή 48 

αµινοξέων, πλούσια σε προλίνες, που εντοπίζεται στην ευρύτερη περιοχή του linker της 

Smad4 και έχει δειχθεί ότι είναι ικανή και αναγκαία για τη µεταγραφική ενεργότητα της 

πρωτεΐνης στο σύστηµα GAL4 (de Caestecker et al., 2000). Η µεταγραφική 

δραστικότητα της SAD θα µπορούσε να αποδοθεί, τουλάχιστον εν µέρει, στις φυσικές 

και λειτουργικές αλληλεπιδράσεις της µε τον συνενεργοποιητή p300 (de Caestecker et 

al., 2000). Στην παρούσα διατριβή δείξαµε ότι η περιοχή 200-248 είναι η ελάχιστη 

περιοχή της Smad3 που αλληλεπιδρά φυσικά και λειτουργικά µε την οµόλογη του p300, 

CBP πρωτεΐνη (CREB Binding Protein). Η σύγκριση της αµινοξικής αλληλουχίας µεταξύ 

της περιοχής 200-230 της Smad3 και της SAD περιοχής της Smad4 (Εικόνα 52) 

αποκάλυψε την παρουσία πολλών συντηρηµένων προλινών (αµινοξικές θέσεις 201, 208, 

213, 222 και 228) καθώς και άλλων αµινοξέων που θα µπορούσαν να είναι σηµαντικά 

για τη µεταγραφική δραστικότητα των περιοχών αυτών, αλλά η υπόθεση αυτή χρήζει 

πεταιτέρω διερεύνησης µε χρήση σηµειακά µεταλλαγµένων µορφών αυτών των 

περιοχών.  
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Η περιοχή 143-248 της ανθρώπινης Smad3 είναι µεταγραφικά δραστική σε κύτταρα 

σακχαροµύκητα 

 

Στην παρούσα διατριβή δείξαµε ότι η περιοχή 143-248 της ανθρώπινης Smad3 

είναι µεταγραφικά δραστική σε κύτταρα σακχαροµύκητα (Εικόνα 51). Η εξαιρετικά 

υψηλή µεταγραφική δραστικότητα της µεταλλαγµένης Smad3 143-248 στα κύτταρα του 

S. cerevisiae θα µπορούσε να αποδοθεί σε αλληλεπίδραση αυτής της πρωτεΐνης µε την 

οµόλογη του p/CAF στον σακχαροµύκητα, GCN5 πρωτεΐνη (Sternglanz & Schindelin, 

1999). Εάν η υπόθεση αυτή είναι σωστή, η παρατηρούµενη µεταγραφική δραστικότητα 

της Smad3 αναµένεται να καταστέλλεται σε στελέχη σακχαροµύκητα στα οποία το 

ενδογενές gcn5 γονίδιο έχει απενεργοποιηθεί. ∆εδοµένου ότι ένας σηµαντικός αριθµός 

ρυθµιστικών της µεταγραφής πρωτεϊνών του σακχαροµύκητα, όπως συνενεργοποιητές, 

ακετυλοτρανσφεράσες ιστονών (GCN5), και ένζυµα αναδιοργάνωσης της χρωµατίνης, 

είναι οµόλογες µε αντίστοιχες πρωτεΐνες κυττάρων θηλαστικών (Berk, 1999, Kurdistani 

& Grunstein, 2003, Rachez & Freedman, 2001), το σύστηµα του σακχαροµύκητα θα 

µπορούσε να αποδειχθεί ένα ιδιαίτερα χρήσιµο εργαλείο στην αναγνώριση παραγόντων 

που συµµετέχουν σε εξελικτικά συντηρηµένους µηχανισµούς Smad-επαγώµενης 

µεταγραφικής ενεργοποίησης.  

 

 

Η χρήση του συστήµατος της in vivo βιοτινυλίωσης στην µελέτη των φυσικών 

αλληλεπιδράσεων της Smad3 πρωτεΐνης 

 

Στην παρούσα µελέτη, χρησιµοποιώντας το σύστηµα ανάλυσης πρωτεϊνικών 

αλληλεπιδράσεων που βασίζεται στην in vivo βιοτινυλίωση (de Boer et al., 2003), 

επαναλάβαµε τις καταγεγραµµένες, εξαρτώµενες από τον συνδέτη, οµοπολυµερικές και 

ετεροπολυµερικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των Smad πρωτεϊνών και αναλύσαµε την 

επίδραση µεταλλάξεων σε αυτές τις αλληλεπιδράσεις. Το σύστηµα αυτό είναι πολύ πιο 

ειδικό και ευαίσθητο από το ευρέως χρησιµοποιούµενο σύστηµα συνκατακρήµνισης (co-

immunoprecipitation), λόγω της εξαιρετικά υψηλής συνάφειας και ειδικότητας της 

αλληλεπίδρασης της βιοτίνης µε τη στρεπταβιδίνη. Η χρήση αντισωµάτων ελέγχου δεν 
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ανίχνευσε µη ειδικές αλληλεπιδράσεις στο σύστηµα αυτό. Επιπλέον, η πρόσδεση των 

ενδογενώς βιοτινυλιωµένων πρωτεϊνών στα σφαιρίδια αγαρόζης στρεπταβιδίνης που 

είναι ανιχνεύσιµες στα πειράµατα ανοσοαποτύπωσης, δεν παρεµβαίνει στην πρόσδεση 

των Smad πρωτεϊνών καθώς και των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε αυτές στα 

σφαιρίδια στρεπταβιδίνης σεφαρόζης. 

Το προαναφερθέν σύστηµα χρησιµοποιήθηκε για τον χαρακτηρισµό δύο 

µεταλλαγµένων µορφών της Smad3 που φέρουν εσωτερική απαλοιφή των περιοχών 200-

230 και 228-249 (Smad3 ∆200-230, Smad3 ∆228-249), ως προς την ικανότητά τους να 

αλληλεπιδρούν µε τις αγρίου τύπου Smad3, Smad4 πρωτεΐνες µε τον συνενεργοποιητή 

p/CAF και τον συνκαταστολέα c-Ski. Τα αποτελέσµατα αυτής της µελέτης δείχνουν ότι η 

απαλοιφή της περιοχής 228-249, που αποτελεί τµήµα της δοµής β-sandwich της ΜΗ2 

περιοχής, αναστέλλει τις Smad3/Smad3 και Smad3/Smad4 αλληλεπιδράσεις. 

Εποµένως,η περιοχή 228-249 φαίνεται ότι είναι αναγκαία για τον ολιγοµερισµό της 

Smad3 πρωτεΐνης, ο οποίος σηµατοδοτείται από την φωσφορυλίωση της Smad3 από τον 

συνδέτη TGFβ και αποτελεί τη βάση του TGFβ σηµατοδοτικού µονοπατιού. Συνεπώς, η 

έλλειψη µεταγραφικής δραστικότητας που χαρακτηρίζει την Smad3 ∆228-249 

πιθανότητα οφείλεται στην έλλειψη ικανότητας ολιγοµερισµού αυτής της µεταλλαγµένης 

πρωτεΐνης. Η σηµασία των αλληλεπιδράσεων των Smad πρωτεϊνών για την TGFβ 

σηµατοδότηση πιστοποιείται από την απενεργοποίηση αυτού του µονοπατιού σε 

καρκινοπαθείς µε µεταλλάξεις που αναστέλλουν τον ολιγοµερισµό της Smad4 πρωτεΐνης 

(Wu et al., 2000). Η πλειοψηφία των ογκογόνων µεταλλάξεων του Smad4 γονιδίου 

εντοπίζονται στις επιφάνειες επαφής των ΜΗ2 υποµονάδων (Shi et al., 1997, Hata et al., 

1997, Hata et al., 1998).  

Χρησιµοποιώντας το ίδιο σύστηµα δείξαµε επίσης ότι η περιοχή 143-248 της 

Smad3 αλληλεπιδρά µε την ακετυλοτρανσφεράση ιστονών p/CAF, ενώ η εσωτερική 

απαλοιφή τµήµατος αυτής της περιοχής από την πλήρους µήκους Smad3 (Smad3 ∆200-

230), παρά το γεγονός ότι αφήνει άθικτη την ΜΗ2 περιοχή, αναστέλλει την 

αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης µε τον συνενεργοποιητή p/CAF (Εικόνα 69Β). Σε αυτή 

την αναστολή οφείλεται, πιθανότατα, η µειωµένη µεταγραφική δραστικότητα που 

παρουσιάζει η µεταλλαγµένη Smad3 ∆200-230. Τα αποτελέσµατα αυτά φαίνεται ότι 

αντιδιαστέλλονται µε προηγούµενες µελέτες, σύµφωνα µε τις οποίες η µεταλλαγµένη 
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Smad3 που στερείται της ΜΗ2 περιοχής (Smad3 ∆ΜΗ2) δεν αλληλεπιδρά µε τον p/CAF 

(Itoh et al., 2001). Ωστόσο, δεν µπορεί να αποκλειστεί η πιθανότητα η περιοχή 200-230, 

εκτός από την λειτουργία της ως δευτερεύουσα θέση πρόσδεσης του p/CAF, να 

σταθεροποιεί την ΜΗ2 δοµή και να επάγει κάποιες από της λειτουργίες της, όπως η 

αλληλεπίδραση µε τον συγκεκριµένο συνενεργοποιητή. Η συνεισφορά της 

αλληλεπίδρασης µεταξύ των πρωτεϊνών Smad3 και p/CAF στις Smad-επαγώµενες 

µεταγραφικές αποκρίσεις in vivo, χρήζει αποσαφήνισης µε πειράµατα γονιδιακής 

καταστολής (gene knock out). 

Για να εξηγήσουµε την καταστολή της µεταγραφικής δραστικότητας των Smad3 

πρωτεϊνών που περιέχουν της εσψτερικές απαλοιφές ∆200-230 και ∆228-249, 

διερευνήσαµε πιθανές φυσικές αλληλεπιδράσεις των µεταλλαγµένων αυτών πρωτεϊνών 

µε τον συνκαταστολέα c-ski. Προηγούµενες µελέτες είχαν δείξει ότι το προϊόν του 

πρωτο-ογκογονιδίου c-ski καταστέλει την µεταγραφική δραστικότητα των Smad 

πρωτεϊνών µε το να προσδένεται άµεσα σε αυτές και να στρατολογεί 

συνκαταστολείς/απακετυλάσες ιστονών στους υποκινητές γονιδίων στόχων του TGFβ 

(Luo et al., 1999). Η υπόθεσή µας ήταν ότι οι µεταλλαγµένες Smad πρωτεϊνες είναι 

πιθανόν να συνδέονται πιο ισχυρά και ίσως µη αντιστρεπτά µε τον συνακατοστολέα c-

ski. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η απαλοιφή των δύο πρώτων β πτυχωτών επιφάνειών 

της ΜΗ2 περιοχής της Smad3 (∆228-249) εξουδετέρωσε την αλληλεπίδραση της Smad3 

µε τον συνκαταστολέα c-Ski. Αντιθέτως, η απαλοιφη της αµινοξικής περιοχής 200-230 

δεν επηρέασε αλλά ούτε και ενίσχυσε τις αλληλεπιδράσεις της Smad3 µε τον 

συνκαταστολέα c-Ski. Τα ευρήµατα αυτά υποδηλώνουν ότι η µείωση της µεταγραφικής 

ενεργότητας των µεταλλαγµένων µορφών Smad3 ∆228-249 και ∆200-230 δεν οφείλεται 

σε µεταβολές της ικανότητας των µορφών αυτών µε το προϊόν του ογκογονιδίου c-ski, 

αλλά πιθανότατα οφείλεται σε µεταβολές στον ολιγοµερισµό και στην αλληλεπίδραση µε 

συνενεργοποιητές.  
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Η σηµειακά µεταλλαγµένη Smad3 E238A στερείται µεταγραφικής δραστικότητας, 

ικανότητας ολιγοµερισµού και αλληλεπίδρασης µε τον συνενεργοποιητή p/CAF 

 

Βασιζόµενοι στο γεγονός ότι η αµινοξική αλληλουχία της περιοχής 230-248 του Ν-

τελικού άκρου της ΜΗ2 περιοχής εµφανίζεται συντηρηµένη µεταξύ όλων των Smad 

πρωτεϊνών (Εικόνα 52), η περιοχή αυτή πιθανότατα παίζει σηµαντικό ρόλο στην 

ικανότητα ολιγοµερισµού και άλλων R-Smads (Smad1, Smad2) όπως και της Smad4. 

Ωστόσο, αυτή η υπόθεση θα πρέπει να διερευνηθεί µε µεταλλαξιγένεση των αντίστοιχων 

αµινοξέων των άλλων Smads. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι η 

σηµειακή αντικατάσταση ενός αµινοξέος στην β1 πτυχωτή επιφάνεια της Smad4 

(E330A) συσχετίζεται µε καρκινογένεση (Hata et al., 1998). Το συγκεκριµένο αµινοξύ 

είναι συντηρηµένο στις R-Smads, όπως η Smad1, η Smad2 και η Smad3 (Εικόνα 52). 

∆εν έχει ακόµα αποσαφηνιστεί εάν η συγκεκριµένη µετάλλαξη στην Smad4 πρωτεΐνη 

είναι υπεύθυνη για την απώλεια της TGFβ σηµατοδότησης στα καρκινικά κύτταρα. Στην 

παρούσα διατριβή δείξαµε ότι η αντίστοιχη σηµειακή µετάλλαξη στην Smad3 πρωτεΐνη 

(Smad3 Ε238Α) καταστέλλει την µεταγραφική της δραστικότητα, καθώς και την 

ικανότητά της να αλληλεπιδρά µε τις αγρίου τύπου Smad3 και Smad4 και µε τον 

συνενεργοποιητή p/CAF. Η θέση του Ε238 στην ΜΗ2 περιοχή της Smad3 δείχνεται στην 

Εικόνα 81. Το γλουταµινικό οξύ της αµινοξικής θέσης 238 της Smad3 προβλέπεται, µε 

την βοήθεια υπολογιστή, να αλληλεπιδρά τόσο µε την γειτονική τυροσίνη (αµινοξύ 236), 

όσο και µε την αργινίνη (278), και την αργινίνη (286) της γειτονικής α-έλικας, όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 81. Τα αποτελέσµατα αυτά πιστοποιούν τον σηµαντικό ρόλο του 

Ν-τελικού άκρου της ΜΗ2 περιοχής της Smad3 στην µεταγραφική ενεργότητα αυτής της 

πρωτεΐνης και προτείνουν έναν πιθανό µηχανισµό απώλειας της µεταγραφικής 

δραστικότητας της Smad4 και κατά συνέπεια και της TGFβ σηµατοδότησης σε ασθενείς 

µε καρκίνο που φέρουν την συγκεκριµένη µετάλλαξη.  

 
 

 

 

 

 

 255



 

 

 

 

Α 
 
 

 

 

 

 

 

 

Β 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Εικόνα 80. Υπολογιστικό µοντέλο της δοµή της ΜΗ2 περιοχής της Smad3 πρωτεΐνης. 
Α. Οι α-έλικες απεικονίζονται µε ροζ χρώµα, οι θηλιές (loops)µε άσπρο χρώµα και οι β-
πτυχωτές επιφάνειες µε κίτρινι χρώµα.Β. Με κόκκινα βέλη υποδεικνύονται οι πτυχωτές 
επιφάνειες β1 και β2 που περικλύονται στην αµινοξική περιοχή 228-249 της Smad3 
πρωτεΐνης. Επίσης, µε κόκκκινο βέλος υποδεικνύεται η θέση της σηµειακής µετάλλαξης 
Ε238Α.  
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Εικόνα 81. Αλληλεπίδραση του γλουταµινικού οξέος 238 µε άλλα αµινοξέα της ΜΗ2 
περιοχής της Smad3 πρωτεΐνη. Με την βοήθεια υπολογιστή διαµορφώθηκε το 
εικονιζόµενο µοντέλο που προβλέπει την θέση και τυχούσες αλληλεπιδράσεις του 
αµινοξέως Glu238 της β2 πτυχωτής ειφάνειας της Smad πρωτεΐνης µε την γειτονική 
Tyr236,την Asn275 της L2 θηλιάς, καθώς και τις Arg278 και Arg286 της α-έλικας 1 (H1).  
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