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Σκοπός της παρούσης µελέτης είναι να διερευνηθεί ο µηχανισµός της 

µεταγραφικής καταστολής από τον ERF. O ERF είναι ένας καταστολέας της 

µεταγραφής  και ανήκει στην οικογένεια των ETS µεταγραφικών παραγόντων. 

Στο καρβόξυ-τελικό άκρο της πρωτεϊνης βρίσκεται µία περιοχή 58 αµινοξέων που 

µπορεί αυτόνοµα να καταστείλει τη µεταγραφή.  

Σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης ευκαρυωτικών κυττάρων, δείχθηκε 

ότι η κατασταλτική δράση του ERF δεν είναι ευαίσθητη στη δράση ενός ειδικού 

αναστολέα των απακετυλασών των ιστονών, της τριχοστατίνης A, 

υποδηλώνοντας ότι  πιθανόν δεν συµµετέχουν HDACs στο µηχανισµό της 

καταστολής. Επιπλέον, δείχθηκε ότι ο ERF µπορεί να καταστείλει τη µεταγραφή 

σε διαφορετικούς υποκινητές, ενώ για να ασκήσει τη δράση του είναι απαραίτητο 

να είναι προσδεδεµένος σε αλληλουχίες DNA, υποδεικνύοντας ότι λειτουργεί 

ανεξάρτητα από ειδικούς µεταγραφικούς παράγοντες. Τέλος, δείχθηκε ότι έχει 

την ικανότητα να καταστέλλει τη µεταγραφή εξίσου αποτελεσµατικά, ανεξάρτητα 

αν είναι προσδεδεµένος κοντά ή µακριά από το σηµείο έναρξης της µεταγραφής. 

Είναι, λοιπόν, πιθανό ο ERF να ασκεί την κατασταλτική του δράση 

παρεµβαίνοντας στη συγκρότηση ή την ενεργοποίηση του συµπλόκου έναρξης 

της µεταγραφής ή να εµποδίζει την επιµήκυνση της µεταγραφής ή να δρα µέσω 

ενός άγνωστου µέχρι στιγµής µηχανισµού. Περαιτέρω in vitro πειράµατα, όπως 

in vitro µεταγραφή, GST pull-down και πειράµατα συν-ανοσοκατακρήµνισης 

πρωτεϊνών θα αποκαλύψουν σε µεγαλύτερη λεπτοµέρεια το µηχανισµό 

µεταγραφικής καταστολής του ERF.  



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 
Γενικά 
 
Ο συντονισµός των πολύπλοκων κυτταρικών διεργασιών, από την 

ανάπτυξη και τη διαφοροποίηση µέχρι την απόκριση σε περιβαλλοντικά 

ερεθίσµατα, επιτυγχάνεται σε µεγάλο βαθµό µέσω της τροποποίησης του 

µεταγραφικού προγράµµατος του κυττάρου. Η διαδικασία αυτή συνεπάγεται την 

ενεργοποίηση ή την καταστολή της µεταγραφής συγκεκριµένων γονιδίων. Η 

ενεργοποίηση της µεταγραφής είναι µία πολύ καλά µελετηµένη διαδικασία, η 

οποία περιλαµβάνει τη σύνδεση των πρωτεϊνών πάνω στις αντίστοιχες 

αλληλουχίες DNA, τη στρατολόγηση της RNA πολυµεράσης ΙΙ και των γενικών 

µεταγραφικών παραγόντων και την ενεργοποίηση του συµπλόκου έναρξης, που 

οδηγεί τελικά στην έναρξη της µεταγραφής (Berk 1999). Σε µερικές περιπτώσεις 

ευκαρυωτικών οργανισµών απαιτείται και η δράση ΑΤΡ-εξαρτώµενων µηχανών 

αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης στην περιοχή του υποκινητή (Peterson and 

Workman 2000; Sudarsanam and Winston 2000), καθώς και η χηµική 

τροποποίηση (ακετυλίωση, φωσφορυλίωση) των ιστονών της χρωµατίνης (Struhl 

1998).  

Αντίθετα, η καταστολή της µεταγραφής είναι λιγότερο σαφής, αφού ένα 

γονίδιο µπορεί να θεωρηθεί κατεσταλµένο από τη στιγµή που στον υποκινητή 

του δεν υπάρχει προσδεδεµένος κάποιος ενεργοποιητής. Αν, επιπλέον, λάβουµε 

υπόψιν ότι η συµπαγής δοµή της χρωµατίνης παίζει από µόνη της κατασταλτικό 

ρόλο στην έκφραση των γονιδίων, µπορεί κάποιος να οδηγηθεί στο 

συµπέρασµα, ότι οι πρωτεΐνες-καταστολείς δεν είναι απαραίτητες για τη ρύθµιση 

της µεταγραφής. Στις παραπάνω περιπτώσεις, τα γονίδια είναι απλά σιωπηλά. H 

καταστολή, όµως είναι µια πιο ενεργή διαδικασία που ελέγχει αυστηρά τη 

µεταγραφή τους και δεν επιτρέπει την έκφραση συγκεκριµένων γονιδίων, ενώ 

µπορεί και να σταµατήσει τη µεταγραφή ενός ήδη ενεργοποιηµένου γονιδίου.  Για 

αυτό το λόγο το κύτταρο έχει αναπτύξει πολλαπλούς µηχανισµούς καταστολής 

της µεταγραφής που εξαρτώνται τόσο από τον τύπο του καταστολέα, όσο και 

από τον υποκινητή του προς καταστολή γονιδίου. 



 

Mηχανισµοί µεταγραφικής καταστολής 
 

Μπορούµε να θεωρήσουµε δύο διαφορετικές κατηγορίες µηχανισµών 

µεταγραφικής καταστολής: αυτή που δρα επηρεάζοντας την κατάσταση της 

χρωµατίνης µέσω απακετυλίωσης ή/και µεθυλίωσης και αυτή που δρα µέσω 

αλληλεπίδρασης του καταστολέα µε ενεργοποιητές ή µε πρωτεΐνες της βασικής 

µεταγραφικής µηχανής.  

Ένας ικανός αριθµός µεταγραφικών καταστολέων έχει βρεθεί ότι δρα 

µέσω αλλαγής της δοµής της χρωµατίνης (Pazin and Kadonaga 1997). Η 

χρωµατινική δοµή παίζει σηµαντικό ρόλο στη µεταγραφική ρύθµιση, αφού είναι 

δυνατόν ένας υποκινητή να βρίσκεται «θαµµένος» κάτω από τα νουκλεοσώµατα, 

µε αποτέλεσµα οι µεταγραφικοί παράγοντες να µην έχουν πρόσβαση στις 

αντίστοιχες αλληλουχίες. Η ακετυλίωση των ουρών των ιστονών επιτρέπει το 

«άνοιγµα»  της δοµής της χρωµατίνης και τη χαλάρωση της δέσµευσης των 

ιστονών στο DNA, µε αποτέλεσµα να αποσταθεροποιείται η δοµή του 

νουκλεοσώµατος και έτσι επιτρέπεται η έναρξη της µεταγραφής. Το γεγονός ότι η 

ακετυλίωση διευκολύνει τη µεταγραφική ενεργοποίηση επιβεβαιώθηκε όταν 

µεταγραφικοί παράγοντες όπως το Gcn5, το TAFII250 και το CBP/P300 βρέθηκε 

να έχουν δράση ακετυλασών. Θα µπορούσε, λοιπόν, κάποιος να σκεφτεί 

αντίστροφα, ότι δηλαδή η απακετυλίωση των ιστονών οδηγεί σε µεταγραφική 

καταστολή. Πράγµατι, βρέθηκε ότι µία απακετυλάση των ιστονών (histone 

deacetylase, HDAC) στα θηλαστικά, η HDAC 2, σε σύντηξη µε την περιοχή 

πρόσδεσης, στο DNA, του GAL4 µπορεί να καταστείλει τη µεταγραφή σε 

πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης ευκαρυωτικών κυττάρων (Yang, Inouye et al. 

1996).  

∆ύο διαφορετικές κατηγορίες απακετυλασών των ιστονών έχουν 

περιγραφεί στα θηλαστικά, µε βάση την οµολογία τους προς τις απακετυλάσες 

του σακχαροµύκητα. Έτσι, οι HDACs 1-3 κατατάσσονται στην κατηγορία I και 

είναι οµόλογες µε την Rpd3 του σακχαροµύκητα, ενώ οι HDACs  4-6 ανήκουν 

στην κατηγορία II και είναι οµόλογες της Hda 1 του σακχαροµύκητα. Οι 

απακετυλάσες της πρώτης κατηγορίας HDAC1 και 2  συµµετέχουν σε δύο 

κυρίως σύµπλοκα συν-καταστολέων που περιέχουν τις πρωτεΐνες RbAp46/48 



(πυρηνικό σύµπλοκο των HDAC). Στη µία περίπτωση το σύµπλοκο αυτό 

αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη  Sin3 (σακχαροµύκητας) ή mSin3 (θηλαστικά), ενώ 

στη άλλη µε το συν-καταστολέα Mi2-NuRD, ο οποίος κατέχει δραστικότητα ATP-

εξαρτώµενης αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης και περιέχει και την πρωτεΐνη 

MBD3, που προσδένεται σε µεθυλιωµένο DNA. Αυτοί οι συν-καταστολείς 

µπορούν να αλληλεπιδρούν µε πλήθος µορίων, όπως µεταγραφικοί παράγοντες 

που προσδένονται ή όχι στο DNA, µε άλλους συν-καταστολείς ή και άλλα µόρια 

που διευκολύνουν αυτές τις αλληλεπιδράσεις (εικόνα 1) (Knoepfler and 

Eisenman 1999).  

Οι HDACs δεν προσδένονται απευθείας στο DNA, αλλά πάνω σε άλλους 

καταστολείς. Αυτού του τύπου οι καταστολείς στρατολογούν, στους υποκινητές 

που δρουν, τις απακετυλάσες των ιστονών, οι οποίες µε τη δράση τους 

ισχυροποιούν τη σύνδεση του DNA µε τις ιστόνες και οι ενεργοποιητές δεν 

µπορούν να έχουν πρόσβαση στον υποκινητή ή τροποποιούν τις πρωτεΐνες 

συµπλόκων ενεργοποίησης, µε αποτέλεσµα να χάνουν τη δραστικότητα τους. 

Υπάρχουν καταστολείς, που µπορούν να προσδένονται απευθείας στο DNA και 

να αλληλεπιδρούν συγχρόνως µε τις απακετυλάσες, όπως για παράδειγµα το 

διµερές Mad-Max (Laherty, Yang et al. 1997), µη συνδεδεµένοι πυρηνικοί 

υποδοχείς στα θηλαστικά (Nagy, Kao et al. 1997) και η πρωτεΐνη Ume6 στο 

σακχαροµύκητα (Kadosh and Struhl 1997). Στα παραπάνω παραδείγµατα, οι 

πρωτεΐνες προσδένονται σε γυµνό, χηµικά µη τροποποιηµένο DNA. Ωστόσο, 

υπάρχουν περιπτώσεις, όπως αυτή της πρωτεΐνης MeCP2 και του συµπλόκου 

MeCP1 που προσδένονται σε µεθυλιωµένο DNA. Έτσι η MeCP2 στρατολογεί τον 

συν-καταστολέα mSIN3, ο οποίος στη συνέχεια αλληλεπιδρά µε απακετυλάσες 

ιστονών (Nan, Ng et al. 1998), ενώ το σύµπλοκο MeCP1 αλληλεπιδρά µε το 

σύµπλοκο NURD, που περιέχει τις απακετυλάσες HDAC1/2 (Feng and Zhang 

2001).  Επιπλέον, άλλες πρωτεΐνες που δεν δένονται σε ειδικές αλληλουχίες του 

DNA, αλλά προσδένονται σε άλλες πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε το DNA, 

όπως οι η οµάδα Polycomb στη Drosophila και άλλα µετάζωα (Pirrotta 1995) και 

το σύµπλοκο TUP1-SSN6 στο σακχαροµύκητα, δρουν σταθεροποιώντας τη δοµή 

της χρωµατίνης µέσω απακετυλίωσης των ιστονών (Smith and Johnson 2000).  

Ένας διαφορετικός µηχανισµός µεταγραφικής καταστολής έχει να κάνει µε 

απευθείας αλληλεπίδραση του καταστολέα µε άλλους µεταγραφικούς 



 
 
 
 
 

Eικόνα 1. Aπακετυλάσες των ιστονών και µόρια µε τα οποία αλληλεπιδρούν(Knoepfler and Eisenman 1999). 



 

παράγοντες. Για παράδειγµα, ένας καταστολέας µπορεί να δεσµεύεται πάνω σε 

κάποιον ενεργοποιητή και να τον αποκλείει από την αλληλεπίδραση του µε τη 

βασική µεταγραφική µηχανή, όπως είναι η περίπτωση της πρωτεΐνης  Krüppel 

της Drosophila (Licht, Ro et al. 1993) ή της YY1 στα θηλαστικά (Zhou, Gedrich et 

al. 1995). Άλλο παράδειγµα αποτελεί αυτό της πρωτεΐνης IRF2, η οποία 

καταστέλλει το γονίδιο της ιντερφερόνης-β (IFN-β), αποκλείοντας τη 

στρατολόγηση του συν-ενεργοποιητή CBP στον υποκινητή από την IRF1 

(Senger, Merika et al. 2000).  Σε αυτή την περίπτωση, οι µεταγραφικοί 

παράγοντες µπορούν να δράσουν είτε ως καταστολείς, είτε ως ενεργοποιητές, 

ανάλογα µε τον υποκινητή στον οποίο βρίσκονται και τις πρωτεΐνες που 

αλληλεπιδρούν.  Επίσης, ο συγκεκριµένος τρόπος µεταγραφικής καταστολής 

είναι χρήσιµος σε γονίδια µε πολύπλοκη ρύθµιση, που περιέχουν υποκινητές µε 

στοιχεία δέσµευσης για διαφορετικούς ενεργοποιητές και χρειάζεται να 

ανταποκρίνονται σε διαφορετικά ερεθίσµατα. Έτσι, είναι δυνατόν να 

καταστέλλεται η δράση ενός µόνο ενεργοποιητή µέσω της αλληλεπίδρασής του 

µε τον καταστολέα, ενώ επιτρέπεται η δράση κάποιου άλλου, σε απάντηση ενός 

διαφορετικού µηνύµατος.  

Μία διαφορετική κατηγορία µεταγραφικών καταστολέων αποτελείται από 

πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε τους γενικούς µεταγραφικούς παράγοντες, µην 

επιτρέποντας το σχηµατισµό του ολοενζύµου της RNA πολυµεράσης II ή την 

αλληλεπίδραση µε ειδικούς µεταγραφικούς ενεργοποιητές και συν-ενεργοποιητές. 

Για παράδειγµα, το ετεροδιµερές Dr1/Drap1 παρεµβάλλεται στην αλληλεπίδραση 

του TBP µε το TFIIB και του TBP µε το TFIIA· ανταγωνίζεται µε το TFIIB για την 

πρόσδεση στο TBP, ενώ ταυτόχρονα προκαλεί µία δοµική αλλαγή στο TBP ή στο 

DNA, µε αποτέλεσµα το TFIIA να µην µπορεί να προσδεθεί στο TBP (Kim, Na et 

al. 1997; Maldonado, Hampsey et al. 1999). O Mot1 είναι ένας άλλος 

καταστολέας του σακχαροµύκητα, ο οποίος επίσης αλληλεπιδρά µε το TBP, αλλά 

σε αυτή την περίπτωση αποκλείεται η πρόσδεση του TBP στο DNA (Auble, 

Hansen et al. 1994). Τα παραπάνω µόρια αποτελούν περιπτώσεις γενικών 

καταστολέων που δεν προσδένονται στο DNA. Έχουν, όµως περιγραφεί και 

ειδικοί καταστολείς που αλληλεπιδρούν µε το DNA και µε τα συστατικά της 



βασικής µεταγραφικής µηχανής. Για παράδειγµα η πρωτεΐνη Even-skipped (Eve) 

στη Drosophila αλληλεπιδρά απευθείας µε το TBP και εµποδίζει τη σύνδεση του 

TFIID µε το TATA στοιχείο (Li and Manley 1998). Άλλοι καταστολείς που 

αλληλεπιδρούν µε TBP είναι ο µη συνδεδεµένος θυρεοειδικός υποδοχέας 

(Fondell, Brunel et al. 1996), η πρωτεΐνη Msx1 του ποντικιού (Zhang, Catron et 

al. 1996), καθώς και η MDM2 που αλληλεπιδρά και µε το TFIIE (Thut, Goodrich 

et al. 1997). Οι καταστολείς αυτού του τύπου δεν απαιτούν τη παρουσία κάποιου 

ειδικού ενεργοποιητή ή συν-ενεργοποιητή στον υποκινητή του γονιδίου-στόχου, ή 

κάποιας ειδικής αλληλουχίας ή στοιχείου (πέρα βέβαια από αυτή στην οποία 

προσδένονται), παρά µόνο ένα λειτουργικό TATA στοιχείο και επίσης δρουν 

µόνο ως καταστολείς ανεξάρτητα από τις αλληλουχίες του υποκινητή. Ωστόσο, 

έχει αναφερθεί ότι το ετεροδιµερές Dr1/Drap1 (NC2) της Drosophila µπορεί να 

ενεργοποιήσει in vitro υποκινητές που περιέχουν στοιχεία υποκινητή downstream 

(downstream promoter element, DPE-driven promoters) του σηµείου έναρξης της 

µεταγραφής (Willy, Kobayashi et al. 2000).  

Το ολοένζυµο της RNA πολυµεράσης II έχει την ικανότητα να 

αυτορυθµίζεται. Ένας µηχανισµός είναι ο διµερισµός του TBP, που έχει ως 

αποτέλεσµα να µειώνεται η δέσµευσή του στο DNA, καθώς και η αποικοδόµησή 

του (Pugh 2000). Ακόµα, ο TAFII250 των θηλαστικών στοχεύει στο TBP για να 

καταστείλει τη µεταγραφή, αφού ανταγωνίζεται µε το DNA για τη δέσµευση του 

TBP (Liu, Ishima et al. 1998). Tο διµερές Srb10/Srb11 του σακχαροµύκητα και το 

οµόλογό του στα θηλαστικά cdk8/cyclin E, φωσφωρυλιώνοντας την καρβοξυ-

τελική ουρά της µεγάλης υποµονάδας της RNA πολυµεράσης II στις σερίνες 2 και 

5, δεν επιτρέπει τη φωσφωρυλίωση της σερίνης 5 από το TFIIH. Η cdk8/cyclin E 

δρα πριν από το σχηµατισµό του συµπλόκου προ-έναρξης, και αποκλείει τη 

συγκρότησή του, γεγονός που οδηγεί σε µεταγραφική καταστολή (Maldonado, 

Hampsey et al. 1999). Εναλλακτικά, το διµερές cdk8/cyclin E µπορεί να 

φωσφωρυλιώσει τις α-έλικες στις άµινο- και καρβόξυ-τελικές περιοχές 

υποµονάδας cdk7/cyclin H του TFIIH, µε συνέπεια να καταστέλλεται η 

ενεργότητα κινάσης του TFIIH και εποµένως η µεταγραφή (Akoulitchev, Chuikov 

et al. 2000). Τέλος, έχει δειχθεί σε κύτταρα σακχαροµύκητα ότι το Srb10/Srb11 

φωσφωρυλιώνει το µεταγραφικό παράγοντα Gcn4 και τον οδηγεί σε 

αποικοδόµηση µέσω του συστήµατος της ουµπικουιτίνης. Tο ολοένζυµο της RNA 



πολυµεράσης II έχει την ικανότητα να αυτορυθµίζεται µέσω των συστατικών του, 

επιτρέποντας στο κύτταρο να αναπτύξει µηχανισµούς πολλαπλού ελέγχου της 

µεταγραφής, αφού έτσι µπορεί να καταστείλει ακόµα και τα βασικά επίπεδα της. 

Εποµένως, παράγεται µετάγραφο, µόνο κατόπιν ενεργοποίησης του υποκινητή 

από κάποιο εξωκυττάριο ή ενδοκυττάριο σήµα.  

Υπάρχουν, επίσης και καταστολείς, οι οποίοι µπορούν να δρουν µε 

διαφορετικούς µηχανισµούς ανάλογα µε τον υποκινητή στον οποίο βρίσκονται. 

Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί το ρετινοβλάστωµα (RB). Αυτό καταστέλλει 

τον MLP υποκινητή του αδενοϊού και τον υποκινητή της κυκλίνης E 

στρατολογώντας απακετυλάσες των ιστονών και συγκεκριµένα την HDAC 1, ενώ 

αντίθετα, ο υποκινητής της κινάσης της θυµιδίνης και ο ενισχυτής του SV40 δεν 

εξαρτώνται από την HDAC 1, παρά τη δέσµευση του RB στον υποκινητή (Brehm, 

Miska et al. 1998; Luo, Postigo et al. 1998). Πρόσφατα, βρέθηκε ότι το 

ρετινοβλαστωµα αλληλεπιδρά µε τη µεθυλ-τρανσφεράση των ιστονών Suv39H1, 

η οποία βρίσκεται σε ετεροχρωµατινικές περιοχές και συµβάλλει στη µεταγραφική 

καταστολή. Επιπλέον, σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης κυττάρων HeLa, 

δείχθηκε ότι το σύµπλοκο E2F-Rb-Suv39H1 µπορεί να καταστείλει ένα E2F/TK-

οδηγούµενο υποκινητή (Vandel, Nicolas et al. 2001). Επίσης, το σύµπλοκο 

SSN6/TUP1 καταστέλλει τη µεταγραφή και µέσω απευθείας αλληλεπίδρασης µε 

ενεργοποιητές όπως ο GAL4, αλλά και µέσω αλληλεπίδρασης µε τη γενική 

µεταγραφική µηχανή, όπως δείχτηκε µε γενετική ανάλυση στο σακχαροµύκητα, 

όπου ταυτοποιήθηκαν πρωτεΐνες να τροποποιούν τη δράση του SSN6/TUP1, 

όπως οι Srb8/9/10/11 (Smith and Johnson 2000). To Krüppel έχει δειχθεί ότι 

µπορεί να αλληλεπιδρά µε το γενικό µεταγραφικό παράγοντα TFIIE (Sauer, 

Fondell et al. 1995), ενώ το YY1 ασκεί τη δράση του είτε µε αλληλεπίδραση µε 

κάποιο µεταγραφικό ενεργοποιητή (Galvin and Shi 1997), είτε στρατολογώντας 

τον συν-καταστολέα RPD3 (Yang, Inouye et al. 1996), είτε επιδρώντας στη δοµή 

του DNA του υποκινητή του γονιδίου c-fos (Natesan and Gilman 1993). 

 
Oικογένεια ETS πρωτεϊνών  
 

Η συντονισµένη δράση των µεταγραφικών ενεργοποιητών και 

καταστολέων είναι αυτή που επιτρέπει την οµαλή ανάπτυξη και διαφοροποίηση 



του κυττάρου. Το κύτταρο έχει αναπτύξει τους παραπάνω µηχανισµούς 

µεταγραφικής καταστολής, προκειµένου να ικανοποιήσει τις απαιτήσεις όλων των 

υποκινητών και να επιτύχει τη σωστή ιστό-ειδική και χρόνο-ειδική έκφραση 

συγκεκριµένων γονιδίων ή οµάδων γονιδίων.  

Σηµαντικό ρόλο στον πολλαπλασιασµό και την αύξηση των κυττάρων 

παίζουν οι µεταγραφικοί παράγοντες της οικογένειας ETS. Το πρώτο γονίδιο της 

οικογένειας των ETS γονιδίων που ταυτοποιήθηκε ήταν το v-ets  του ιού της 

λευχαιµίας των πτηνών E26 (avian leukemia virus) (Leprince, Gegonne et al. 

1983; Nunn, Seeburg et al. 1983). Στη συνέχεια κλωνοποιήθηκαν και κυτταρικά 

ETS γονίδια που σήµερα ο αριθµός τους πλησιάζει τα 50. Το χαρακτηριστικό των 

πρωτεϊνών αυτών είναι µία συντηρηµένη αλληλουχία 85 αµινοξέων που 

προσδένεται στο DNA (ETS-binding domain, EBD), στην αλληλουχία GGAA/T 

(ETS-binding site, EBS) και έχει τη δοµή έλικας-στροφής-έλικας � ADDIN ENRfu 

��(Werner, Clore et al. 1995)�. Οι γειτονικές αλληλουχίες του DNA προσδίδουν 

ειδικότητα στην αλληλεπίδραση των ETS παραγόντων µε συγκεκριµένους 

υποκινητές. Ακόµα, η ικανότητα πρόσδεσης της EBD τροποποιείται µέσω 

αλληλεπίδρασης µε άλλες περιοχές των ETS πρωτεϊνών.   Αυτό εµποδίζει το 

ανεξέλεγκτο δέσιµο των πολλαπλών ETS πρωτεϊνών στους υποκινητές, 

προσφέροντας µέρος της εξειδίκευσης της δράσης κάθε µέλους της οικογένειας, 

που δεν παρέχεται από τις συντηρηµένες EBDs, οι οποίες αναγνωρίζουν 

παρόµοιες αλληλουχίες.  

Οι ETS πρωτεΐνες είναι κάποιοι από τους τελικούς αποδέκτες στον 

πυρήνα της σηµατοδότησης από το Ras/MAPK µονοπάτι � ADDIN ENRfu 

��(Wasylyk, Hagman et al. 1998)�. Η φωσφωρυλίωσή τους από τις MAPK 

κινάσες ρυθµίζει τη δράση τους, τις πρωτεΐνες µε τις οποίες θα 

αλληλεπιδράσουν, τον υποκινητή στον οποίο θα προσδεθούν και τον 

υποκυτταρικό τους εντοπισµό. ∆ιαµέσου των µονοπατιών που ενεργοποιούνται 

από το Ras και της µεταξύ τους επικοινωνίας, οι  ETS πρωτεΐνες λαµβάνουν 

εξωκυτταρικά σήµατα και τα µεταφέρουν στον πυρήνα του κυττάρου, 

ρυθµίζοντας την αντίδραση του στα εκάστοτε ερεθίσµατα. Ετσι έχει δειχθεί ότι οι 

πρωτεΐνες της οικογένειας ETS παίζουν ρόλο στον πολλαπλασιασµό, τη 

διαφοροποίηση, τη µετανάστευση, την απόπτωση καθώς και στις 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ του επιθηλίου και του µεσεγχύµατος. Οι ιδιότητες τους 



αυτές, κάνουν τις ETS πρωτεΐνες µόρια πρωτεύοντος σηµασίας στη βιολογία του 

καρκίνου, καθώς σε κυτταρικό επίπεδο προωθούν τον πολλαπλασιασµό και 

επίσης συµβάλλουν στην επέκταση του όγκου προωθώντας την αγγειογένεση και 

τη µετάσταση. Για αυτό το λόγο, διερεύνηση της ρύθµισης και του µηχανισµού 

δράσης των ETS πρωτεϊνων µπορεί να συµβάλλει σηµαντικά στην κατανόηση 

όχι µόνο θεµελιακών βιολογικών µηχανισµών, αλλά και των µηχανισµών 

ανάπτυξης των νεοπλασιών. 

Οι ETS πρωτεΐνες παίζουν κύριο ρόλο στην αιµοποίηση και στη 

διαφοροποίηση, τόσο των ερυθροκυττάρων, όσο και των κυττάρων του 

ανοσοποιητικού συστήµατος. Χρησιµοποιώντας µεθοδολογία στοχευµένης 

έλλειψης γονιδίων σε ποντίκια (knockout mouse models), βρέθηκε ότι η έλλειψη 

της πρωτεΐνης PU.1 έδειξε τις πιο σοβαρές διαταραχές στην ανάπτυξη του 

αιµοποιητικού συστήµατος � ADDIN ENRfu ��(Scott, Simon et al. 1994; 

McKercher, Torbett et al. 1996)�. Καταρχήν, στο πρώτο knockout, το ποντίκι 

πέθαινε κατά την εµβρυική ζωή, ενώ στο δεύτερο ζούσε για 48 ώρες µετά τη 

γέννα (µε χρήση αντιβιοτικών ζούσε για περίπου 17 µέρες). Συγκεκριµένα, τα 

ποντίκια παρουσίασαν ανώµαλη µορφολογία των B κυττάρων και των 

µακροφάγων και ανώµαλη T-λεµφοποίηση. Επίσης, δεν παράχθηκαν λειτουργικά 

ουδετερόφιλα και παρατηρήθηκε µειωµένος αριθµός ώριµων ερυθροκυττάρων. 

Με τη στρατηγική των knockout ποντικιών αποκαλύφθηκε και ο ρόλος του 

Ets1στην αιµοποίηση και συγκεκριµένα στη παραγωγή ώριµων T και B 

λεµφοκυττάρων και NK κυττάρων � ADDIN ENRfu ��(Bories, Willerford et al. 

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

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

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

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

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

εµποδίζει τη διαφοροποίησή τους σε πλασµατοκύτταρα, ρυθµίζει δηλαδή και σε 

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

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

κύτταρα, ενώ η έκφρασή του αυξάνεται πολύ κατά την ενεργοποίησή τους � 

ADDIN ENRfu ��(Bhat, Fisher et al. 1987)�. Ωστόσο, τα πιο σοβαρά 

ελαττώµατα σε Ets2 knockout ποντίκια είχαν να κάνουν µε εξωεµβρυικούς 



ιστούς, όπως την ανάπτυξη του τροφοεκτοδέρµατος, µε αποτέλεσµα το έµβρυο, 

µην µπορώντας να τραφεί, να πεθαίνει (Yamamoto, Flannery et al. 1998)�. 

Παράλληλα, στην επιβίωση και ενεργοποίηση των B και T κυττάρων συµβάλλει 

και ένα άλλο µέλος της ETS οικογένειας, ο Fli1. Σε ανενεργά T κύτταρα 

εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα, ενώ ύστερα από ενεργοποίησή τους µειώνεται η 

έκφρασή του, όπως συµβαίνει και µε το Ets1. Αντίθετα, στα B κύτταρα η έκφρασή 

του αυξάνεται όταν αυτά διαφοροποιούνται σε πλασµατοκύτταρα. Επίσης, ο Fli1 

παίζει ιδιαίτερο ρόλο στην µεγακαρυοποίηση, που οδηγεί στη δηµιουργία των 

αιµοπεταλίων. Το Fli1 knockout ποντίκι παρουσίασε έντονη αιµορραγία στον 

εγκέφαλο, αλλά και µειωµένο αριθµό αρχέγονων ερυθροκυττάρων � ADDIN 

ENRfu ��(Spyropoulos, Pharr et al. 2000)�, ενώ υπερέκφραση του σε K562 

κύτταρα προάγει τη διαφοροποίηση των µεγακαρυοκυττάρων � ADDIN ENRfu 

��(Athanasiou, Clausen et al. 1996)�. Ακόµα, η απουσία του Tel1, ενός 

µεταγραφικού καταστολέα της οικογένειας ETS, οδηγεί σε ανώµαλη ανάπτυξη 

των T και B λεµφοκυττάρων. Συγκεκριµένα, η απουσία του έχει ως αποτέλεσµα 

την επανεγκαθύδρισης της αιµοποίησης στα ενήλικα άτοµα από το συκώτι στο 

µυελό των οστών � ADDIN ENRfu ��(Wang, Swat et al. 1998)�. Σηµαντικό 

ρόλο όµως παίζει και στην ανάπτυξη αγγειακού δικτύου στο λεκιθικό σάκο του 

εµβρύου και έλλειψή του οδηγεί τελικά στο θάνατο � ADDIN ENRfu 

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

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

κύτταρα του εµβρύου και στα αιµοφόρα αγγεία του ενήλικα κατά την 

αγγειογένεση � ADDIN ENRfu ��(Wernert, Raes et al. 1992)�. Γενικότερα, ο 

Ets1 εκφράζεται στα κύτταρα του µεσοδέρµατος, γεγονός που υποδυκνύει ότι 

µπορεί να παίζει ρόλο στην αγγειακή οργάνωση � ADDIN ENRfu 

��(Maroulakou and Bowe 2000)�. Οπως φαίνεται από τα παραπάνω, οι  

µεταγραφικοί παράγοντες της οικογένειας ETS συντονίζουν τη δράση τους για 

την ανάπτυξη και διαφοροποίηση του αιµοποιητικού ιστού και πολλές φορές τα 

πρότυπα έκφρασής τους αλληλοεπικαλύπτονται, δηµιουργώντας ένα ανώτερο 

επίπεδο πολυπλοκότητας στη ρύθµισή τους. Στην παρακάτω εικόνα φαίνεται η 

ανάπτυξη του αιµοποιητικού ιστού και των ενδοθηλιακών κυττάρων και σε ποια 

σηµεία ρυθµίζονται αυτές οι διαδικασίες από ETS πρωτεΐνες. 



Επιπλέον, οι πρωτεΐνες της οικογένειας ETS µπορούν να ενεργοποιούν 

πρωτεάσες που αποικοδοµούν τη µεσοκυττάρια ουσία και οδηγούν σε



Eικόνα 2. Σχηµατική απεικόνιση της ανάπτυξης του αιµοποιητικού ιστού και των ενδοθηλιακών κυττάρων (Maroulakou, 2000).



  
 αναδιαµόρφωσή της, καθώς και µόρια όπως οι ιντεγκρίνες, οι καδερίνες και 

µόρια πρόσφυσης µεταξύ των κυττάρων παίζοντας έτσι ρόλο στην κυτταρική 

µετανάστευση (Lelievre, Lionneton et al. 2001). Οι ETS πρωτεΐνες ρυθµίζουν την 

έκφραση των µεταλλοπρωτεϊνασών της µεσοκυττάριας ουσίας (matrix 

metalloproteinases, MMPs) και µε αυτό τον τρόπο επιτρέπουν στα κύτταρα να 

µεταναστεύσουν. Τα καρκινικά κύτταρα µεταναστεύουν αποικοδοµώντας τη 

µεσοκυττάρια ουσία, υπερεκφράζοντας τις µεταλλοπρωτεϊνάσες και συγχρόνως 

χάνουν την ικανότητα πρόσφυσης µεταξύ τους. Οι ETS µεταγραφικοί παράγοντες 

ρυθµίζουν και τις δύο αυτές κατηγορίες µορίων, οπότε απορύθµισή τους οδηγεί 

σε µετανάστευση των καρκινικών κυττάρων (Trojanowska 2000). Σε συνδυασµό 

µε το γεγονός ότι κάποια µέλη προωθούν την αγγειογένεση, είναι φανερό ότι οι 

ETS πρωτεΐνες συµβάλλουν σηµαντικά στην ανάπτυξη και επέκταση του όγκου. 

Επίσης, αυξηµένη έκφραση µεταλλοπρωτεϊνασών έχει αναφερθεί σε αυτοάνοσες 

ασθένειες, όπως η ρευµατοειδής αρθρίτιδα και οστεοαρθρίτιδα. Ανώµαλη 

έκφραση της πρωτεΐνης Ets2 έχει παρατηρηθεί στη ρευµατοειδή αρθρίτιδα, ενώ 

στο συστηµικό ερυθεµατώδη λύκο και στο σύνδροµο του Sjorgen, τόσο η Ets2 

όσο και το Fli1 δεν παρουσιάζουν το φυσιολογικό πρότυπο έκφρασής τους 

(Trojanowska 2000). Σε φυσιολογικές καταστάσεις, αναδιoργάνωση της 

εξωκυττάριας ουσίας και αύξηση στην παραγωγή µεταλλοπρωτεϊνασών 

συµβαίνει στο µηχανισµό επούλωσης των τραυµάτων. Μελέτες έχουν δείξει 

αυξηµένη έκφραση του Ets1 και της κολλαγενάσης 1 σε ινοβλάστες και 

ενδοθηλιακά κύτταρα, στα πρώτα στάδια της επούλωσης του έλκους του 

στοµάχου (Ito, Nakayama et al. 1998).  

Οι ETS µεταγραφικοί παράγοντες είναι σηµαντικοί ρυθµιστές βασικών 

αναπτυξιακών µηχανισµών, όπως η αιµοποίηση και η οστεογένεση. Επιπλέον, 

υπερέκφραση των ETS πρωτεϊνών και ανασυνδυασµός ETS γονιδίων έχει 

συσχετιστεί µε την ανάπτυξη όγκων σε ανθρώπους. Είναι, λοιπόν, απαραίτητο να 

διαλευκανθούν οι µηχανισµοί δράσης των µελών της οικογένειας, οι πρωτεΐνες µε 

τις οποίες αλληλεπιδρούν, καθώς και γονίδια-στόχοι. Μελέτη περισσότερο του 

δικτύου των ETS πρωτεϊνών, παρά ενός µόνο µέλους, σε µοντέλα ποντικιών, θα 

αποκαλύψει τις αλληλεπιδράσεις µεταξύ των µελών της οικογένειας και τις 



λειτουργικές αλληλοεπικαλύψεις µεταξύ τους και θα παρέχει σαφέστερη εικόνα 

για τη φυσιολογία τους. 
 

Μεταγραφικοί καταστολείς της οικογένειας ETS  

 
Οι περισσότερες από τις γνωστές ETS πρωτεΐνες είναι µεταγραφικοί 

ενεργοποιητές, ωστόσο τα τελευταία χρόνια έχουν ανακαλυφθεί και καταστολείς. 

Ο πρώτος καταστολέας που βρέθηκε είναι ο yan στη Drosophila (O'Neill, Rebay 

et al. 1994). Αυτό που είναι γνωστό για το yan είναι ότι ρυθµίζει αρνητικά τη 

διαφοροποίηση του R7 φωτοϋποδοχέα στο µάτι της Drosophila καθώς επίσης 

και τα µονοπάτια του FGF και EGF. Στο αναπτυσσόµενο µάτι της Drosophila ο 

yan είναι παρών σε όλα τα αδιαφοροποίητα κύτταρα και η έκφρασή του πέφτει 

όσο τα κύτταρα διαφοροποιούνται (Mavrothalassitis and Ghysdael 2000). Ο yan 

ρυθµίζεται µέσω φωσφωρυλίωσης όταν ενεργοποιείται ο υποδοχέας κινάσης της 

τυροσίνης, οπότε και εξέρχεται από τον πυρήνα και αποικοδοµείται στο 

κυτταρόπλασµα (Rebay and Rubin 1995). Έχει δειχθεί µε παροδική διαµόλυνση 

σε κυτταροκαλιέργειες ότι ανταγωνίζεται τη δράση ενός ETS ενεργοποιητή,  του 

Pointed-P2 (O'Neill, Rebay et al. 1994), αλλά δεν είναι τίποτα περισσότερο 

γνωστό σχετικά µε την κατασταλτική περιοχή της πρωτεΐνης και το µηχανισµό 

της µεταγραφικής καταστολής. Έτσι, όταν το yan φωσφωρυλιώνεται, το Pointed-

P2  µπορεί να ενεργοποιήσει τα γονίδια-στόχους του, παρέχοντας ένα δυαδικό 

σύστηµα ρύθµισης, όπου ένας ενεργοποιητής παίρνει τη θέση ενός καταστολέα 

και αποκαταστέλλει τα γονίδια-στόχους, υπό την επίδραση του ίδιου σήµατος.  

O NET (Giovane, Pintzas et al. 1994) είναι ένας ETS µεταγραφικός 

καταστολέας των θηλαστικών (Maira, Wurtz et al. 1996), ο οποίος µπορεί και 

σχηµατίζει τριµερή σύµπλοκα µε το DNA και τον παράγοντα απόκρισης στον ορό 

(Serum Response Factor, SRF). Ο NET περιέχει δύο ξεχωριστές και αυτόνοµες 

περιοχές µε κατασταλτική δράση. Η µία από αυτές έχει δειχθεί ότι αλληλεπιδρά 

µε το συν-καταστολέα CtBP, ο οποίος µε τη σειρά του στρατολογεί στον 

υποκινητή απακετυλάσες των ιστονών και συγκεκριµένα την HDAC 1 (Criqui-

Filipe, Ducret et al. 1999). Για την άλλη περιοχή δεν είναι ακόµη γνωστό µε ποιες 

πρωτεΐνες αλληλεπιδρά, προκειµένου να ασκήσει κατασταλτική δράση. Ωστόσο, 

ύστερα από φωσφωρυλίωση από MAPKs, ο NET µπορεί να ενεργοποιήσει τα 



γονίδια-στόχους του, παρέχοντας ένα µηχανισµό άµεσης αλλαγής δράσης κάτω 

από την επίδραση ενός εξωκυτταρικού µηνύµατος, ασκώντας πολύ αυστηρή 

ρύθµιση στους υποκινητές-στόχους.  

Παρόµοια συµπεριφορά έχει και ένα άλλο µέλος των ETS γονιδίων, που 

επίσης σχηµατίζει τριµερή σύµπλοκα µε το DNA και το SRF, ο Elk-1. O Elk-1 

ταυτοποιήθηκε αρχικά ως µεταγραφικός ενεργοποιητής της οικογένειας ETS 

(Rao and Reddy 1992) και η δράση του επάγεται ύστερα από φωσφωρυλίωσή 

του από τις MAPK κινάσες. Τελευταία, δείχθηκε ότι ο Elk-1, µέσω της EBD 

µπορεί να αλληλεπιδρά µε το σύµπλοκο mSin3A/HDAC 1 στον υποκινητή το 

γονιδίου c-fos, µε αποτέλεσµα την καταστολή της έκφρασής του (Yang, Vickers 

et al. 2001). Συγκεκριµένα, ταυτοποιήθηκε µία κατασταλτική περιοχή στο αµινο-

τελικό άκρο της πρωτεΐνης, η οποία αποτελεί και την ETS-δεσµευόµενη περιοχή 

και µέσω αυτής αλληλεπιδρά µε το συν-καταστολέα mSin3A. H αλληλεπίδραση 

αυτή λαµβάνει χώρα 30 λεπτά µετά την επίδραση του EGF και διατηρείται 

τουλάχιστον για 1h, χρόνος που συµπίπτει µε την ενεργοποίηση (στα πρώτα 30 

λεπτά) και εν συνεχεία καταστολή του c-fos. Έτσι , ο Elk-1 είναι πιθανό να 

ενεργοποιεί και να καταστέλλει c-fos, ύστερα από την επίδραση του ίδιου 

σήµατος και του µονοπατιού της ERK κινάσης. Το ερώτηµα που χρειάζεται 

απάντηση είναι αν ο Elk-1 καταστέλλει και τα βασικά επίπεδα µεταγραφής του c-

fos, χωρίς δηλαδή να είναι φωσφωρυλιωµένος.  

Ο TEL είναι µία από τις λίγες ETS πρωτεΐνες που είναι γνωστό ότι 

ενέχονται σε χρωµοσωµιικές ανωµαλίες και η µόνη από αυτές που έχει δράση 

µεταγραφικού καταστολέα. Ο TEL περιέχει την περιοχή Pointed, η οποία είναι 

απαραίτητη για τον ολιγοµερισµό του και χωρίς αυτή δεν µπορεί να ασκήσει την 

κατασταλτική του δράση (Lopez, Carron et al. 1999), (Kim, Phillips et al. 2001). 

Επίσης απαραίτητη για τη δράση του είναι και η κεντρική περιοχή της πρωτεΐνης, 

η οποία είναι υπεύθυνη για την in vivo πρόσδεση των συν-καταστολέων N-coR, 

mSin3A και SMRT. Αυτοί στη συνέχεια, στρατολογούν στον εκάστοτε υποκινητή 

απακετυλάσες των ιστονών (Chakrabarti and Nucifora 1999; Fenrick, Amann et 

al. 1999) (Guidez, Petrie et al. 2000).  

O ERF είναι ο πρώτος µεταγραφικός καταστολέας της οικογένειας ETS 

που κλωνοποιήθηκε στα θηλαστικά (Sgouras, Athanasiou et al. 1995). Εκτός 

από τη συντηρηµένη ETS-δεσµευόµενη περιοχή, ο ERF δεν περιέχει άλλη 



οµόλογη περιοχή µε κάποια ETS πρωτεΐνη. Είναι µία πρωτεΐνη 548 αµινοξέων 

και το mRNA εκφράζεται σε όλα τους ιστούς που έχουν ελεγχθεί (Liu, 

Pavlopoulos et al. 1997). Επίσης, τα επίπεδα της πρωτεΐνης παραµένουν 

σταθερά σε όλα τα στάδια του κυτταρικού κύκλου, οπότε η δράση και η έκφρασή 

της ρυθµίζεται από ένα µηχανισµό διαφορετικό από την αποικοδόµηση. Αυτό 

που αλλάζει κατά τη διάρκεια του κυττάρικού κύκλου είναι τα επίπεδα 

φωσφωρυλίωσής του. Στη φάση Go του κυτταρικού κύκλου δεν είναι 

φωσφωρυλιωµένος, ενώ κατά την είσοδο στη G1 φάση είναι έντονα 

φωσφωρυλιωµένος, όπως και κατά τη µετάβαση από τη G2 στην M φάση 

(Sgouras, Athanasiou et al. 1995). Η κεντρική περιοχή της πρωτεΐνης περιέχει έξι 

δυνητικές θέσεις φωσφωρυλίωσης από την Erk κινάση, ενώ µία έβδοµη 

βρίσκεται και στην κατασταλτική περιοχή. Έτσι, ύστερα από ενεργοποίηση του 

παραπάνω µονοπατιού, ο ERF φωσφωρυλιώνεται σε αυτές τις θέσεις, εξέρχεται 

από τον πυρήνα και παραµένει στο κυτταρόπλασµα (Le Gallic, Sgouras et al. 

1999). Tα παραπάνω αποτελούν ενδείξεις ότι ο ERF ίσως να ρυθµίζει γονίδια 

που προωθούν ή αναστέλλουν τον κυτταρικό κύκλο, αλλά και ότι και η δράση του 

ρυθµίζεται από τον κυτταρικό κύκλο. Iσχυροποιούνται δε από αδηµοσίευτα 

αποτελέσµατα ότι η καταστολή του πολλαπλασιασµόυ των κυττάρων µέσω του 

ERF απαιτεί αγρίου τύπου Rb και αποκαταστέλλεται µέσω υπερέκφρασης 

κυκλινών. Η λειτουργία του ERF ρυθµίζεται από το Ras/Erk µονοπάτι και µπορεί 

να αναστρέψει το µετασχηµατισµένο φαινότυπο κυττάρων που εκφράζουν το 

ογκογονίδιο του ιού E26 gag-myb-ets (Sgouras, Athanasiou et al. 1995), ενώ µία 

µεταλλαγµένη µορφή του που εντοπίζεται µονίµως στον πυρήνα, αναστρέφει και 

το φαινότυπο κυττάρων µετασχηµατισµένων από συνεχώς ενεργοποιηµένο Ras, 

ενώ συγχρόνως σταµατάει τα κύτταρα στη φάση Go του κυτταρικού κύκλου (Le 

Gallic, Sgouras et al. 1999).  

Η περιοχή µε την κατασταλτική δράση της πρωτεΐνης έχει εντοπιστεί στο 

καρβόξυ-τελικό άκρο της και δεν περιέχει κάποια χαρακτηριστική, για το 

µηχανισµό της καταστολής, αλληλουχία. Η περιοχή αυτή αποτελείται από 58 

αµινοξέα και µπορεί αυτόνοµα να καταστείλει τη µεταγραφή, αφού µεταφορά της 

σε περιοχές που δεσµεύονται στο DNA άλλων πρωτεϊνών-ενεργοποιητών 

(GAL4, Fli1, NFkB, Myc, Ets1) προσδίδει σε αυτές τις πρωτεΐνες κατασταλτικές 

ιδιότητες (Sgouras, Athanasiou et al. 1995). Επίσης, σύντηξη της κατασταλτικής 



και της ενδιάµεσης ρυθµιστικής περιοχής στην περιοχή που δεσµεύεται στο DNA 

του Fli1 αναστρέφει το νεοπλασµατικό φαινότυπο ποντικιών που πάσχουν από 

σάρκωµα Ewing (Athanasiou, LeGallic et al. 2000). Η κατασταλτική ικανότητα του 

ERF φαίνεται ότι ρυθµίζεται από φωσφωρυλίωση της θρεονίνης 526, της 

µοναδικής θέσης φωσφωρυλίωσης που υπάρχει στην κατασταλτική περιοχή, 

αφού όταν µεταλλάσσεται σε γλουταµικό οξύ  αυτή χάνεται χωρίς  να αλλάζει ο 

υποκυτταρικός εντοπισµός του ERF (Sgouras, Athanasiou et al. 1995; Le Gallic, 

Sgouras et al. 1999).  

Ο σκοπός της παρούσης µελέτης είναι να διασαφηνιστεί ο µηχανισµός µε 

τον οποίο ο ERF καταστέλλει τα γονίδια-στόχους του. Με άλλα λόγια µε ποιες 

πρωτεΐνες αλληλεπιδρά στον πυρήνα και ποια αµινοξέα είναι υπεύθυνα για αυτές 

τις αλληλεπιδράσεις. Ο ρόλος του ERF στη ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου, αλλά 

και το γεγονός ότι αυτός ρυθµίζεται από ένα ισχυρό µιτογόνο µονοπάτι όπως το 

Ras και ότι µπορεί να αναστρέφει το φαινότυπο µετασχηµατισµένων κυττάρων 

σε φυσιολογικά, τον καθιστά ένα άµεσο στόχο για γονιδιακή θεραπεία. 

Αποκάλυψη του µηχανισµού καταστολής, αλλά και των γονιδίων-στόχων του 

µπορεί να επιταχύνει αυτές τις προσπάθειες.   

 

 

 



ΥΛIKA KAI MEΘO∆OI 
 

 
Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µεγάλη κλίµακα από βακτηριακά 
στελέχη E. coli. 
H αποµόνωση πλασµιδιακού DNA πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο του 

χλωριούχου καισίου όπως περιγράφεται στους Maniatis et al, 1982. 

 

Πέψη µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες. 
Η πέψη µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες πραγµατοποιήθηκε κατά Maniatis et 

al, 1982 

 
Παροδική διαµόλυνση πλασµιδίων σε καλλιέργειες ευκαρυωτικών 
κυττάρων. 
 
Α) Kύτταρα HeLa. 
Η παροδική διαµόλυνση των κυττάρων HeLa πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο 

του φωσφωρικού ασβεστίου. 

1. 105 κύτταρα ανά πηγάδι 35 mM (well) µεγαλώνουν σε πλήρες θρεπτικό υλικό 

(DMEM+10% oρός βοδιού+1% πενικιλλίνη/στρεπτοµυκίνη) 

2. Tην επόµενη µέρα αλλάζεται το θρεπτικό υλικό και προστίθενται 3 ml 

πλήρους θρεπτικού υλικού εµπλουτισµένου µε 10% HEPES pH 7, 1-4 ώρες 

πριν τη διαµόλυνση 

3. Tα δείγµατα προετοιµάζονται ως εξής: 3µg  συνολικού πλασµιδιακού DNA 

αναµιγνύονται µε νερό ώστε ο τελικός όγκος να είναι 75 µl. Προστίθενται άλλα 

75 µl 0.5M προσφάτως παρασκευασµένου χλωριούχου ασβεστίου και το 

µείγµα προστίθεται σε 150 µl παγωµένου διαλύµατος H. H διαδικασία γίνεται 

ως εξής: σε 150 µl µίγµατος DNA και χλωριούχου ασβεστίου προστίθενται 

στάγδην σε 150 µl παγωµένου διαλύµατος H, που βρίσκονται σε ένα πηγάδι 

ενός 48-well plate.   

4. Το ίζηµα αφήνεται να σχηµατιστεί για 20 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και 

προστίθεται στάγδην στα κύτταρα.  



5. Ύστερα από 4 ώρες αφαιρείται το θρεπτικό υλικό και προστίθεται 1 ml 

διαλύµατος 15% γλυκερόλης σε HBSS για 100 sec. Τα κύτταρα ξεπλένονται 

για 1 λεπτό µε 2 ml πλήρους θρεπτικού και τελικά προστίθενται 3 ml πλήρους 

θρεπτικού υλικού και τα κύτταρα αφήνονται να µεγαλώσουν για 40 ώρες. 

 

B) Kύτταρα Ref1 
105  κύτταρα διαµολύνονται µε 1 µg συνολικού πλασµιδιακού DNA.   Η παροδική 

διαµόλυνση των κυττάρων Ref1 πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο της 

λιποφεκταµίνης κατά GIBCO.  

 
Κατεργασία ευκαρυωτικών κυττάρων µε τριχοστατίνη A 
Η κατεργασία, τόσο των HeLa, όσο και των Ref1 κυττάρων µε τριχοστατίνη A 

πραγµατοποιήθηκε 16 ώρες µετά τη διαµόλυνση και αυτή παρέµεινε στα κύτταρα 

για 14 ώρες. 

 

Μάζεµα κυττάρων µετά τη διαµόλυνση 
Τόσο τα HeLa, όσο και τα Ref1 κύτταρα µαζέυτηκαν µε τον εξής τρόπο: 

1. Ξέπλυµα 2 φορές µε 2 ml διαλύµατος 1X PBS-0.5mM EDTA 

2. Τα κύτταρα αφήνονται σε 1 ml διαλύµατος 1X PBS-0.5mM EDTA για 1 

περίπου λεπτό και, αφού αναµιγνύονται µε πιπέτα πάνω-κάτω, µεταφέρονται 

σε σωληνάκια eppendorf. 

3. Φυγοκέντρηση για µισό λεπτό. 

4. Αφαλιρεση του υπερκειµένου και επαναδιάλυση του ιζήµατος των κυττάρων  

σε 100 µl διαλύµατος λύσης (Promega). 

5. Το διάλυµα αφήνεται στους –80 οC για 20-30 λεπτά και µεταφέρεται 

κατευθείαν στους 37 οC  για ένα λεπτό, µέχρι να ξεπαγώσει το διάλυµα. 

6. Φυγοκέντρηση για 1 λεπτό. 

7. Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε άλλο σωληνάκι eppendorf και µπορεί να 

διατηρηθεί στους –80 οC. 

 

Μέτρηση ενεργότητας λουσιφεράσης. 



Σε 10 µl του παραπάνω εκχυλίσµατος κυττάρων προστίθενται 40 µl 

αντιδραστηρίου λουσιφεράσης (Promega) και πραγµατοποιείται µέτρηση αµέσως 

σε ειδικό όργανο (louminometer). 

Μέτρηση ενεργότητας της β-γαλακτοσιδάσης. 
Σε 40 µl από το κυτταρικό εκχύλισµα προστίθενται 550 µl  διαλύµατος 

αντίδρασης (reaction buffer), 100 µl διαλύµατος ONPG (ο-νιτρο-φαινυλο-β-D-

γαλακτο-πυρανοσίδιο, stock 4mg/ml) και 1.25 µl β-µερκαπτοαιθανόλης (stock 

14.3M). Tο διάλυµα αφήνεται στος 37 οC µέχρι να κιτρινίσει και η αντίδραση 

σταµατάει µε 200 µl διαλύµατος 1M Na2CO3. Tέλος, µετρείται η οπτική 

απορρόφηση σε µήκος κύµατος 420 nm.  

 

Σύσταση διαλύµατων:  
∆ιάλυµα αντίδρασης β-GAL                   ∆ιάλυµα 10X HBSS 

60mM Na2HPO4                                          1.37M NaCl  

40mM NaH2PO4                                      0.05M KCl 

10mM KCl                                               0.007M Na2HPO4.7H2O 

1mM MgSO4                                            0.06 ∆εξτρόζη 

∆ιάλυµα H                                               ∆ιάλυµα 15% γλυκερόλης σε HBSS 

38 ml H20                                                5 ml διάλυµα H 

10 ml 10X HBSS                                   3.5 ml αποστειρωµένο H20 

2 ml HEPES pH 7                                  1.5 ml γλυκερόλη 

το ρH ρυθµίζεται στο 7-7.1 µε HCl 

όλα τα διαλύµατα είναι φιλτραρισµένα σε 0.22µm φιλτράκια.  

   
Aποµόνωση και καθαρισµός της ανασυνδυασµένης πρωτεϊνης GAL4/RD. 
Κύτταρα E. coli ER2566 µεγαλώνουν σε 50 ml καλλιέργεια για ένα βράδυ, σε 

θρεπτκό 2XYT που περιείχε 1% γλυκόζη. Λόγω του γεγονότος ότι ο T7 

υποκινητής του πλασµιδίου ρTYB11 περιέχει και το οπερόνιο της λακτόζης, 

προσθήκη γλυκόζης στο θρεπτικό υλικό συνεισφέρει σε πιο αυστηρή ρύθµιση της 

έκφρασης της ανασυνδυασµένης πρωτεϊνης Το επόµενο πρωί µέρος της 

καλλιέργειας εµβολιάζεται σε 1lt θρεπτικού υλικού και όταν η οπτική 

απορρόφηση σε µήκος κύµατος φτάνει την τιµη 0.8, προστίθεται 0.3mM IPTG. 4 

ώρες µετά, τα κύτταρα µαζεύονται και κατεργάζονται ως εξής: 



1.   Φυγοκέντρηση 10 λεπτά, 5000 rpm, 4oC 

2. Ξέπλυµα των κυττάρων 1 φορά µε 40 ml παγωµένου διαλύµατος 1X PBS και 

φυγοκέντρηση 10 λεπτά, 3800 rpm, 4 οC 

3. Eπαναδιάλυση των κυττάρων σε 40 ml παγωµένου column buffer που 

περιείχε 20µM PMSF. 

4. 8 κύκλοι sonication των 15 δευτερολέπτων. 

5. Προστίθεται 0.1% triton X-100 και το διάλυµα αφήνεται 20-30 λεπτά στον 

πάγο.  

6. Φυγοκέντρηση 30 λεπτά, 10000 rpm, 4οC. 

7. Στο µεταξύ  5 ml σφαιριδίων χιτίνης µε εξισορροπούνται 5 φορές µε 15 ml 

column buffer που περιέχει 20µM PMSF και 0.1% triton X-100, 

φυγοκεντρώντας 2 λεπτά στις 1500 rpm.  

8.  Στο υπερκείµενο από το βήµα 6 και προστίθενται τα 5 ml εξισορροπηµένων 

σφαιριδίων χιτίνης. Το µίγµα αυτό αναδεύεται στους 4οC για ένα βράδυ. 

9. Στη συνέχεια, τα σφαιρίδια “πακετάρονται” σε κολώνα και ξεπλένονται µε 100 

ml column buffer-0.1% triton x-100.  

10.  Προστίθενται 15 ml column buffer που περιέχει 50 mM DTT και αφήνονται να 

περάσουν από την κολώνα για 30-40 λεπτά και η κολώνα αφήνεται σε 

θερµοκρασία δωµατίου (23-25 οC) για 40-42 ώρες. 

11.  Τέλος, η κολώνα εκλούεται µε 15 ml column buffer/0.1% triton x-100/20 µM 

PMSF και το διάλυµα µαζεύεται σε τµήµατα του 1 ml. 

12. Πραγµατοποιείται διαπίδυση των τµηµάτων που περιέχουν την πρωτεϊνη σε 

διάλυµα διαπίδυσης (dialysis buffer) για ένα βράδυ. Tο διάλυµα αλλάζεται και 

η διαπίδυση συνεχίζεται για 6-8 ώρες ακόµη. 

13. Η πρωτεϊνη συµπυκνώνεται σε centricon, µε φυγοκέντρηση 5 ώρες, 7500 

rpm, 4oC. 

 
Σύσταση διαλυµάτων 
Column buffer:                       Dialysis buffer:  

20 mM Tris pH 8                    1mM DTT  

500 mM NaCl                          10 mM HEPES pH 7 

1 mM EDTA                            20 mM KCl 

                                                  10% γλυκερόλη 



 

Ανάλυση EMSA (electrophoretic mobility shift assay) 
Kατασκευή ανιχνευτή (probe) 

Χρησιµοποιήθηκε ένα ολιγονουκλεοτίδιο 21 νουκλεοτιδίων, που περιέχει µία 

θέση πρόσδεσης για την GAL4-DNA binding domain (GAL4(DBD)). Ισοµοριακές 

ποσότητες (2 pmoles) από τα δύο µονόκλωνα και συµπληρωµατικά 

ολιγονουκλεοτίδια αναµιγνύονται σε διάλυµα 50 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8 σε 

τελικό όγκο 40 µl και αφήνονται 3 λεπτά στους 95 οC. Μετά η θερµοκρασία 

αφήνεται να πέσει έτσι, ώστε να αναδιαταχθούν οι δύο κλώνοι του DNA. Η 

αντίδραση σήµανσης του ολιγονουκλεοτιδίου µε ραδιενεργό [32]PCTP είναι η 

εξής (τελικός όγκος 60 µl):                    

2 pmoles ολιγονουκλεοτιδίου 

125 µM µίγµατος δεοξυνουκλεοτιδίων dATP, dTTP, dGTP (stock 1.25mM) 

1 µl Klenow 

4 µl [32]PCTP (20µCi/pmole ολιγονουκλεοτιδίου) 

6 µl NEB1 

Aντίδραση πρόσδεσης  

H αντίδραση πρόσδεσης της ανασυνδυασµένης πρωτεϊνης GAL4/RD στο 

ολιγονουκλεοτίδιο πραγµατοποιείται σε τελικό όγκο 10 µl ως εξής: 

2 µl ανασυνδυασµένου GAL4/RD 

1 µl ραδιοσηµασµένου ανιχνευτή 

1 µl salomon sperm DNA (1 µg) 

1 µl BSA (1 µg) 

Tο δείγµα που δεν περιέχει πρωτεϊνη, περιέχει 2 µl dialysis buffer.   

Tα δείγµατα επωάζονται για 30 λεπτά στον πάγο και ηλεκτροφορούνται σε 6% 

πήκτωµα πολυακρυλαµίδης που περιέχει 0.5X διαλύµατος TBE. Η 

ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται στα 120 V για 2 ώρες.  

 

Ανοσοαποτύπωση (Western blot) 
Η ανασυνδυασµένη πρωτεϊνη GAL4/RD ηλεκτροφορείται σε 14% αποδιατακτικό 

SDS-PAGE πήκτωµα πολυακρυλαµίδης και ανιχνεύεται µε αντίσωµα έναντι στην 

GAL4(DBD). H ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται στα 135 V για 1.5 ώρα. Στη 

συνέχεια, η πρωτεϊνη µεταφέρεται σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης µε τη µέθοδο 



του electro-blotting. Η µεταφορά πραγµατοποιείται σε 1.5 ώρα σε 0.8 mA/cm2 

πηκτώµατος. Η µεµβράνη µπλοκάρεται για 1 ώρα µε διάλυµα PBS-5% γάλα σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Μετά, προστίθεται το πρωτεύον αντίσωµα α-GAL4 

(ποντικού, Santa Cruz) σε συγκέντρωση 1/500 σε διάλυµα PBS-5% γάλα, για 

όλο το βράδυ σε θερµοκρασία 4 οC. Η µεµβράνη ξεπλένεται 4 φορές µε PBS. 

Προστίθεται το δευτερεύον αντίσωµα α-mouse (KPL), συζευγµένο µε HRPO, σε 

συγκέντρωση 1/10000 σε PBS-5% γάλα, για 1.5 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Η µεµβράνη ξεπλένεται 4 φορές µε PBS και προστίθεται το αντιδραστήριο ECL 

(Amersham Pharmacia Biotech). Το φιλµ εκτίθεται από 5 δευτερόλεπτα µέχρι 5 

λεπτά και ύστερα εµφανίζεται.  

 

Αποµόνωση πυρηνικού εκχυλίσµατος πρωτεϊνών από κύτταρα HeLa   

1. 10 8 κύτταρα πλένονται 3 φορες µε παγωµένο PBS/MgCl2, φυγοκεντρώντας 

5’ στις 1200 rpm. 

2. Επαναδιάλυση των κυττάρων σε 4 όγκους κυτταρικού ιζήµατος διαλύµατος 

TED. 

3. Το εναιώρηµα των κυττάρων αφήνεται στον πάγο για 20 λεπτά και µετά 

προστίθεται 1 µl 0.1M PMSF ανά ml διαλύµατος. 

4. Οµογενοποίηση των κυττάρων σε γυάλινο οµογενοποιητή µε έµβολο τύπου 

B. 

5. Προσθήκη 4 όγκων διαλύµατος TMSG.  

6. Προσθήκη στάγδην 1 όγκου κορεσµένου διαλύµατος θειικού αµµωνίου µε 

ταυτόχρονη ανάδευση στον πάγο. Μετά την προσθήκη συνεχίζεται η 

ανάδευση για 20 λεπτά σε θερµοκρασία 4 οC. 

7. Φυγοκέντρηση 4 ώρες, 35000 rpm, 4oC 

8. Το υπερκείµενο ογκοµετρείται και προστίθενται 0.3gr στερεού θειικού 

αµµωνίου/ml υπερκείµενου, µε ταυτόχρονη ανάδευση σε θερµοκρασία 

δωµατίου.  

9. Προσθήκη 20 µl 1N NαOH/10 gr θειικού αµµωνίου και ανάδευση για 20 λεπτά 

σε θερµοκρασία 4 οC. 

10. Φυγοκέντρηση για 30 λεπτά στις 14000 rpm, 4oC. 

11. Επαναδιάλυση του ιζήµατος σε φρέσκο διάλυµα HKMEDG. 



12. ∆ιαπίδυση για ένα βράδυ σε θερµοκρασία 4oC έναντι 1lt του ίδιου 

διαλύµατος. Αλλαγή διαλύµατος και διαπίδυση για 6-8 ώρες επιπλέον. 

13. Φυγοκέντρηση για 15 λεπτά, 12000 rpm, 4oC 

14. Το πυρηνικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα διατηρείται στους –80 oC για 2- 4 µήνες. 

 

Σύσταση διαλυµάτων 
∆ιάλυµα TED 

10 mM Tris-HCL pH 7.9 

1 mM EDTA 

5 mM DTT 

0.1 mM PMSF 

2 µl/ml leupeptin, pepstatin, aprotinin  

 

∆ιάλυµα TMSG 

50 mMTris-Hcl pH 7.9 

10 mM MgCl2 

25% σουκρόζη 

50% γλυκερόλη 

2 mM DTT 

2 µl/ml leupeptin, pepstatin, aprotinin  

∆ιάλυµα HKMEGD 

20 mM HEPES pH 7.9 

100 mM KCl 

12.5 mM MgCl2  

0.1 mM EDTA 

17% γλυκερόλη 

2 mM DTT 

1 µg/ml leupeptin 

0.1 mM PMSF 

0.5 µg/ml aprotinin 

 



AΠOTEΛEΣMATA 
 

1. Επίδραση της τριχοστατίνης A στην κατασταλτική δράση του ERF. 
 

Ένας από τους γνωστούς µηχανισµούς µεταγραφικής καταστολής είναι η 

απακετυλίωση των ιστονών από τις HDACs. Η δράση των HDAC αναστέλλεται 

ειδικά από την τριχοστατίνη A (TSA) (Yoshida, Horinouchi et al. 1995). 

Προκειµένου να διευκρινίσουµε αν ο ERF καταστέλλει τη µεταγραφή µέσω 

απακετυλίωσης των ιστονών πραγµατοποιήθηκαν παροδικές διαµολύνσεις 

κυτταρικών σειρών µε τον ERF ή την κατασταλτική του µόνο περιοχή (repression 

domain, RD) συντηγµένα µε την περιοχή δέσµευσης στο DNA του GAL4 [GAL4 

DNA-binding domain, GAL4(DBD)] µαζί µε ένα γονίδιο-δείκτη της µεταγραφικής 

ενεργότητας, παρουσία ή απουσία της τριχοστατίνης A. Ως γονίδιο-δείκτης της 

µεταγραφικής ενεργότητας χρησιµοποιήθηκε το γονίδιο της λουσιφεράσης. 

Πιθανή ευαισθησία στην TSA της κατασταλτικής δράσης του  ERF αποτελεί 

ένδειξη ότι ο ERF καταστέλλει µέσω στρατολόγησης των απακετυλασών των 

ιστονών στους υποκινητές-στόχους του. Xρησιµοποιήθηκαν υβριδικές πρωτεΐνες 

µεταξύ του ERFκαι της GAL4(DBD), ώστε να µειωθεί η παρεµβολή των 

ενδογενών ETS πρωτεϊνών που µπορεί να δεσµεύονται στα EBS του 

πλασµιδίου-δείκτη και ανταγωνίζονται τη δέσµευση της EBD του ERF. 

 Προκειµένου να µελετηθεί αν ο ERF µπορεί να καταστείλει τη µεταγραφή 

ενός ελάχιστου υποκινητή, όπως αυτός της κινάσης της θυµιδίνης (TK promoter, 

περιέχει µόνο ένα CAAT στοιχείο και ένα TATA στοιχείο), ενσωµατώθηκαν στο 

πλασµίδιο pGL3 enhancer 5 επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες πρόσδεσης στο 

DNA του GAL4, καθώς και ο προαναφερόµενος υποκινητής (εικόνα 3α). Το 

pGL3 enhancer περιέχει τον SV40 ενισχυτή αµέσως µετά το 3’ άκρο του γονιδίου 

της λουσιφεράσης, κάτι που αυξάνει τα βασικά επίπεδα της µεταγραφής του 

γονιδίου και επιτρέπει την εύκολη ταυτοποίηση της κατασταλτκής δράσης. Ο 

τεχνητός υποκινητής GAL4/TK εντέθηκε στο 5’ άκρο του γονιδίου της 

λουσιφεράσης. Συγκεκριµένα, το GAL4/TK κοµµάτι κόπηκε µε τα ένζυµα 

HindIII/SstI από το πλασµίδιο pG5Bluc και εντέθηκε στις αντίστοιχες θέσεις του 

πλασµιδίου pGL3 enhancer.  



Προκειµένου, ακόµα, να µελετηθεί αν ο ERF καταστέλλει τη µεταγραφή και 

όταν προσδένεται µακριά από την περιοχή του υποκινητή της λουσιφεράσης, 

κατασκευάστηκαν δύο πλασµίδια που περιείχαν τις θέσεις πρόσδεσης στο DNA 

του GAL4 δίπλα στον SV40 υποκινητή (εικόνα 3β) και περίπου 3 kb πιο µακρια 

από αυτόν, δίπλα στον SV40 ενισχυτή (εικόνα 3γ). Το πλασµίδιο pGL3 control 

περιέχει τον SV40 υποκινητή στο 5’ άκρο του γονιδίου της λουσιφεράσης και τον 

SV40 ενισχυτή 500 βάσεις µακριά από το 3’ άκρο της λουσιφεράσης. 

Συγκεκριµένα, το κοµµάτι που περιέχει την αλληλουχία του GAL4 που 

προσδένεται στο DNA αφαιρέθηκε από το πλασµίδιο pG5Bcat µετά από πέψη µε 

τα περιοριστικά ένζυµα HindIII/XbaI, και κατεργασία µε Klenow για να παραχθούν 

τυφλά άκρα, και εντέθηκε στο πλασµίδιο pGL3 control στη θέση BglII, στη µία 

περίπτωση, και στη θέση BamHI στη δεύτερη, όπου επίσης είχε 

πραγµατοποιηθεί κατεργασία µε Klenow.  Η θέση BglII βρίσκεται δίπλα στον 

υποκινητή, ενώ η θέση BamHI βρίσκεται ακριβώς δίπλα στον ενισχυτή. Στο εξής, 

η κατασκευή, όπου η αλληλουχία δέσµευσης στο DNA του GAL4 βρίσκεται δίπλα 

στον υποκινητή της λουσιφεράσης θα ονοµάζεται proximal, ενώ η κατασκευή, 

όπου βρίσκεται κοντά στον ενισχυτή αλλά µακριά από τον υποκινητή θα 

ονοµάζεται distal. Σύγκριση του SV40 µε τον GAL4/TK υποκινητή, επιτρέπει, 

επιπλέον, να διαπιστώσουµε, αν η καταστολή από τον ERF παρουσιάζει 

ειδικότητα ως προς το είδος του υποκινητή.  

Τα πλασµίδια αυτά χρησιµοποιήθηκαν σε τεχνικές παροδικής 

διαµόλυνσης κυτταρικών σειρών Ref1 και HeLa, µαζί µε πλασµίδια που 

περιείχαν τη συντηγµένη πρωτεΐνη GAL4/ERF ή GAL4/RD ή τη GAL4 µόνη της, 

προκειµένου να µετρηθεί η µεταγραφική ενεργότητα (εικόνα 4). Ταυτόχρονα, τα 

κύτταρα διαµολύνθηκαν µε ένα πλασµίδιο που περιέχει το γονίδιο β-GAL 

(παράγει β-γαλακτοσιδάση, η οποία µεταβολίζει το ONPG και παράγει προϊόν 

χρώµατος κίτρινου) κάτω από τον έλεγχο του υποκινητή RSV, για να µετρηθεί η 

ικανότητα των κυττάρων να διαµολυνθούν. Έτσι, πραγµατοποιήθηκαν 

διαµολύνσεις 3 πλασµιδίων ταυτόχρονα· ενός που περιέχει το γονίδιο-δείκτη 

(λουσιφεράση), ενός πλασµιδίου έκφρασης των υπό µελέτη πρωτεϊνών (effector 

plasmid) (GAL4, GAL4/ERF, GAL4/RD) και του πλασµίδιου αναφοράς της β-

γαλακτοσιδάσης (RSV-βGAL).  
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Εικόνα 3. Α,Β,Γ. Πλασµίδια που περιέχουν το γονίδιο-δείκτη της λουσιφεράσης και τις GAL4 αλληλουχίες πρόσδεσης σε
διαφορετικά 



 

 Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα χρησιµοποιώντας και τους τρεις 

διαφορετικούς υποκινητές, παρουσία ή απουσία της TSA. ∆ιαµολύνθηκαν 

κυτταρικές σειρές  Ref1 και HeLa µε τη µέθοδο της λιποφεκταµίνης και του 

φωσφωρικού ασβεστίου, αντίστοιχα. ∆εκαέξι ώρες µετά τη διαµόλυνση, έγινε 

κατεργασία των κυττάρων µε τριχοστατίνη A και τα κύτταρα µαζεύτηκαν 

δεκατέσσερις ώρες αργότερα. Πραγµατοποιήθηκε λύση των κυττάρων και 

µέτρηση της ενεργότητας της λουσιφεράσης και της β-γαλακτοσιδάσης. Στον 

παρακάτω πίνακα φαίνεται ο λόγος των διορθνµένων τιµών της ενεργότητας 

λουσιφεράσης του GAL4(DBD) προς την τιµή του αναφερόµενου πλασµιδίου, 

ενώ στην εικόνα 4 φαίνονται οι αντίστοιχες γραφικές παραστάσεις για κάθε 

υποκινητή ξεχωριστά. Οι τιµές αποτελούν το µέσο όρο τουλάχιστον τεσσάρων 

διαφορετικών πειραµάτων για τα HeLa και τριών για τα Ref1.  

A.                                                     HeLa 
 TK 

promoter 

proximal 

promoter 

distal  

promoter 

424/ERF -TSA 19.854614 3.1625057 4.3352031 

424/ERF +TSA 20.101244 3.0744874 4.1015141 

424/RD -TSA 74.987598 26.034610 10.164884 

424/RD +TSA 5.0252276 2.9492844 2.5170156 

 

B.                                                      Ref1 
 TK 

promoter 

proximal 

promoter 

distal 

promoter 

424/ERF -TSA 13.184173 4.170357 4.87548488 

424/ERF +TSA 10.208850 2.1440786 1.33200813 

424/RD -TSA 36.362992 24.699795 20.1436615 

424/RD +TSA 8.8615111 3.9603771 2.72273849 

 

Πίνακας 1.. Oι τιµές αποτελούν το λόγο της διορθωµένης τιµής της ενεργότητας 
λουσιφεράσης του φορέα έκφρασης του GAL4(DBD) προς την αντίστοιχη τιµή του 
αναφερόµενου πλασµιδίου στις ίδιες συνθήκες (+/- TSA) και δείχνουν φορές 
καταστολής .  



 

 

Από τις τιµές του πίνακα 1 και τις γραφικές παραστάσεις της εικόνας 4, 

φαίνεται ότι η δράση του ERF δεν επηρεάζεται από την τριχοστατίνη A, στα 

HeLa, (εικόνα 4, κολώνες 1 και 2 στα γραφήµατα της αριστερής στήλης και 

πίνακας 1A). Στα κύτταρα Ref1 φαίνεται ότι χάνεται ελαφρώς η κατασταλτική 

ικανότητα ολόκληρου του ERF στον proximal promoter (µειώνεται στο µισό), ενώ 

στον distal χάνεται εντελώς (πίνακας 1β).  

H δράση της κατασταλτικής περιοχής του ERF, όταν είναι µόνo αυτή 

υβριδοποιηµένη στην GAL4(DBD), επηρεάζεται σε όλες τις περιπτώσεις από την 

τριχοστατίνη A (κολώνες 3 και 4 σε όλα τα γραφήµατα) και µειώνεται κατά µέσο 

όρο 5 φορές και στις δύο κυτταρικές σειρές, σε όλους τους υποκινητές. Αυτό 

που, επίσης, παρατηρούµε είναι ότι τόσο ο ERF, όσο και το RD, µπορούν να 

καταστείλουν και τους τρεις υποκινητές και στις 2 κυτταρικές σειρές, γεγονός που 

δείχνει ότι η καταστολή της µεταγραφής από τον ERF δεν είναι ειδική για κάποιο 

τύπο υποκινητή, ούτε για ένα τύπο κυττάρων (σύγκριση όλων των µπαρών 

µεταξύ των εικόνων 4α, 4β και 4c). Ωστόσο, παρατηρείται διαφορά στο ποσοστό 

της καταστολής µεταξύ του TK και του SV40 υποκινητή. Έτσι, ο TK υποκινητής 

καταστέλλεται 3-6 φορές περισσότερο από τον SV40. Eπιπλέον, τόσο ο ERF, 

όσο και το RD µόνο του καταστέλλουν τη µεταγραφή του proximal και του distal 

promoter, εξίσου (εικόνα 4β και 4c). Tέλος, η κατασταλτική ικανότητα της RD 

περιοχής φαίνεται ότι είναι 5 φορές µεγαλύτερη από του ERF, γεγονός που 

πιθανώς να οφείλεται στη διαφορετική πυρηνική συγκέντρωση των δύο 

πρωτεϊνών. 

 Η τριχοστατίνη A, ωστόσο, επηρέαζε στα παραπάνω πειράµατα, είτε την 

ενεργοποίηση του RSV υποκινητή της β-γαλακτοσιδάσης, είτε τη σταθερότητά 

της στο κύτταρο, µε αποτέλεσµα η ενεργότητά της να αυξάνει 20 µε 90 φορές στα 

κύτταρα HeLa (πίνακας 2A) και περίπου 2 µε 10  φορές στα Ref1 (πίνακας 2B).   

Στα κύτταρα HeLa, η TSA αυξάνει την ενεργότητα της β-γαλακτοσιδάσης 

50-90 φορές παρουσία, είτε του GAL4(DBD), είτε του GAL4/ERF (πίνακας 2A).  

παρουσία, όµως, του GAL4/RD η αύξηση είναι η µισή σχετικά µε την αύξηση που 

παρατηρείται παρουσία µόνο του GAL4(DBD) ή του GAL4/ERF (σύγκριση 

µεταξύ του 424 και του 424/RD).  



 



Στα κύτταρα Ref1, η αύξηση της ενεργότητας της β-γαλακτοσιδάσης, 

παρουσία TSA, είναι πολύ µικρότερη από τα HeLa. Tα αποτελέσµατα όµως 

µεταξύ του GAL4(DBD) και του GAL4/ERF είναι συγκρίσιµα, ενώ η αύξηση της β-

γαλακτοσιδάσης παρουσία του GAL4/RD είναι µειωµένη µέχρι και 5 φορές σε 

σχέση µε το Gal4(DBD) (πίνακας 2B). Aυτό έχει ως αποτέλεσµα, την εµφάνιση 

µειωµένης κατασταλτικής ικανότητας του GAL4/RD, παρουσία TSA, όταν 

λαµβάνεται υπ’όψιν ο λόγος της ενεργότητας λουσιφεράσης προς την ενεργότητα 

β-γαλακτοσιδάσης. 

  

A.                                 M.O. lαcZ value +/-TSA HeLa 

 TK proximal Distal 

424 50.520205 85.186583 86.122668 

424/ERF 46.937015 93.699219 92.619158 

424/RD 23.006880 52.544520 64.756129 

 

B.                                 M.O. lαcZ value +/-TSA Ref1 

 TK proximal Distal 

424 5.1866396 10.37489 6.4141627 

424/ERF 5.3430404 4.5947727 5.3261026 

424/RD 3.7148010 1.7173439 2.4659334 

 

Πίνακας 2.  Λόγος των τιµών β-γαλακτοσιδάσης παρουσία τριχοστατίνης A 

προς τις τιµές απουσία τριχοστατίνης A 

 

Το γεγονός αυτό δηµιούργησε πρόβληµα στην εκτίµηση της κατασταλτικής 

δράσης του ERF στους υποκινητές της λουσιφεράσης, παρουσία TSA, για αυτό 

πραγµατοποιήθηκε αντίστοιχη ανάλυση των καθαρών τιµών της λουσιφεράσης 

παρουσία και απουσία τριχοστατίνης (πίνακας 3), σε ζεύγη δειγµάτων που είχαν 

διαµολυνθεί µε το ίδιο DNA. Με αυτό τον τρόπο αφαιρείται από την ανάλυση µία 

παράµετρος που επηρεάζει το σύστηµα και εξετάζεται αποκλειστικά η αναλογία 

των τιµών λουσιφεράσης. 

 

 



 

 

  

A.                                M.O. luc value +/-TSA HeLa 
 TK proximal distal 

424 0.847992 2.7271642 3.1070525 

424/ERF 2.24968 3.0611448 4.2102899 

424/RD 4.434317 10.051797 7.8567761 

  

 

B.                                M.O. luc value +/-TSA Ref1 

 TK proximal distal 

424 0.92437 1.15626 0.78236 

424/ERF 1.0008 1.12031 2.06463 

424/RD 1.24305 1.4978 1.02253 

 

Πίνακας 3  Λόγος των τιµών λουσιφεράσης παρουσία τριχοστατίνης A προς τις 
τιµές απουσία τριχοστατίνης A 

 

Από τον πίνακα 3 φαίνεται ότι ο λόγος των τιµών της λουσιφεράσης 

παρουσία TSA προς την απουσία της δεν αλλάζει σηµαντικά στα κύτταρα Ref1, 

στους υποκινητές TK και proximal (πίνακας 3β), υποδηλώνοντας ότι η TSA δεν 

µεταβάλλει την κατασταλτική ικανότητα του ERF ή του RD και ότι οι 

παρατηρούµενες αλλαγές, σε αυτό το σύστηµα (πίνακας 1, εικόνα 4), είναι 

αποτέλεσµα της µεταβολής της τιµής της β-γαλακτοσιδάσης παρουσία TSA. 

Ωστόσο, στον distal promoter η τιµή της λουσιφεράσης αυξάνεται 3 φορές 

παρουσία TSA και GAL4/ERF (πίνακας 3β, σύγκριση 424 και 424/ERF).Tο 

γεγονός αυτό, σε συνδυασµό µε το δεδοµένο ότι δεν παρατηρείται αύξηση της 

ενεργότητας β-γαλακτοσιδάσης παρουσία GAL4/ERF, σε σχέση µε το 

GAL4(DBD) (πίνακας 2β), υποδεικνύει ότι η δράση του ERF σε αυτά τα κύτταρα 

και για το συγκεκριµένο υποκινητή µπορεί να είναι ευαίσθητη στην TSA. 

Παρόλ’αυτά, στον ίδιο υποκινητή δεν παρατηρείται επίδραση της TSA, της 

κατασταλτική µόνο περιοχής του ERF.  



Στα HeLa κύτταρα παρατηρείται µία αύξηση των τιµών λουσιφεράσης, 

παρουσία TSA και Gal4(DBD) στον proximal και στον distal promoter, ενώ στον 

TK υποκινητή παρατηρείται µία ελαφρά ενεργοποίηση. Οι τιµές είναι συγκρίσιµες 

και για το GAL4/ERF, όσον αφορά στους δύο πρώτους υποκινητές, αλλά στον 

TK υποκινητή παρατηρείται µία αποκαταστολή κατά περίπου 3 φορές. 

Περαιτέρω αύξηση της τιµής της λουσιφεράσης κατά 3-5 φορές παρατηρείται 

παρουσία του GAL4/RD (πίνακας 3A)  και στους τρεις υποκινητές. 

Είναι, λοπόν, πιθανό ότι στο παραπάνω σύστηµα, η κατασταλτική δράση 

του ERF να περιλαµβάνει σε κάποιο βαθµό τη δραστικότητα HDAC. Το γεγονός, 

όµως, ότι απαιτούνται συγκεκριµένοι συνδυασµοί πλασµιδίων αναφοράς, 

πλασµιδίων έκφρασης και κυτταρικών σειρών  για να παρατηρηθεί µερική 

αποκαταστολή των υποκινητών παρουσία τριχοστατίνης A, οδηγεί στο 

συµπέρασµα ότι η TSA πιθανώς επιδρά σε µηχανισµούς ανεξάρτητους της 

µεταγραφικής καταστολής και να επηρεάζει έµµεσα την κατασταλτική δράση του 

ERF.  

Eίναι γνωστό ότι η τριχοστατίνη A αυξάνει τα επίπεδα των κινασών στο 

κύτταρο (Espinos, Le Van Thai et al. 1999), καθώς και ότι αναστέλλει τον 

κυτταρικό κύκλο (Wharton, Savell et al. 2000). H δράση του ERF και η 

υποκυτταρική του κατανοµή ελέγχεται από τα επίπεδα της φωσφωρυλίωσης του 

και τον κυτταρικό κύκλο (Sgouras, Athanasiou et al. 1995; Le Gallic, Sgouras et 

al. 1999). Για να ελεγχθεί αν η υποκυτταρική κατανοµή του ERF µεταβάλλεται 

παρουσία τριχοστατίνης, παραγµατοποιήθηκε διαµόλυνση κυττάρων HeLa µε 

τον ERF ή την κατασταλτική του περιοχή µόνο, συντηγµένα σε πράσινη 

φθωρίζουσα πρωτεΐνη (green fluorescent protein, GFP). Προστέθηκε στα 

κύτταρα τριχοστατίνη για δεκατέσσερις ώρες, τα κύτταρα µονιµοποιήθηκαν 

σαράντα ώρες µετά τη διαµόλυνση και ύστερα παρατηρήθηκαν σε ηλεκτρονικό 

µικροσκόπιο σάρωσης (confocal microscopy). Ο ERF, σε συνθήκες που τα 

κύτταρα µεγαλώνουν λογαριθµικά βρίσκεται, κυρίως, στο κυτταρόπλασµα, ενώ η 

κατασταλτική περιοχή µόνη της βρίσκεται διαρκώς στον πυρήνα (Le Gallic, 

Sgouras et al. 1999). Το πρότυπο αυτό της κατανοµής δεν άλλαξε, κατά 

προφανή τρόπο, παρουσία της τριχοστατίνης A, τόσο για τον ERF (εικόνα 5), 

όσο και για την κατασταλτική του περιοχή (δεδοµένα που δεν παρατίθενται).  

 



 



 

2. Η πρόσδεση του ERF στον υποκινητή είναι απαραίτητη για να 
ασκήσει την κατασταλτική του δράση.      

 

Με τη µεθοδολογία των παροδικών διαµολύνσεων, µελετήθηκε αν ο ERF 

µπορεί να καταστείλει τη µεταγραφή, χωρίς να προσδένεται στις αλληλουχίες του 

υποκινητή. Πραγµατοποιήθηκε διαµόλυνση κυττάρων HeLa µε πλασµίδια 

έκφρασης του GAL4/RD  και του GFP/RD, χρησιµοποιώντας τα πλασµίδια TK 

promoter, proximal promoter και distal promoter ως πλασµίδια-δείκτες. Οι τιµές 

φαίνονται στον πίνακα 4 και οι αντίστοιχες γραφικές παραστάσεις στην εικόνα 

6A. Συγκρίνοντας τις τιµές µεταξύ του GAL4/RD και του GFP/RD, παρατηρούµε 

ότι όταν η κατασταλτική περιοχή προσδένεται στο DNA (GAL4/RD) επιτρέπει τη 

µεταγραφή σε ένα ποσοστό 1%-6%, ενώ όταν δεν µπορεί να προσδεθεί 

(GFP/RD)  παύει να καταστέλλει. 

 

HeLa 
 TK 

promoter 

proximal 

promoter 

distal 

promoter 

424/RD 104.05471 19.153709 14.209131 

GFP/RD 0.6701378 1.4660875 1.4818548 

 

Πίνακας 4. Oι τιµές αποτελούν το λόγο της διορθωµένης τιµής της ενεργότητας 
λουσιφεράσης του φορέα έκφρασης του GAL4(DBD) προς την αντίστοιχη τιµή του 
αναφερόµενου πλασµιδίου και δείχνουν φορές καταστολής. Οι τιµές αποτελούν το 
µέσο όρο 3 διαφορετικών πειραµάτων. 

 

Επιπλέον, πραγµατοποιήθηκε παροδική διαµόλυνση κυττάρων HeLa µε 

πλασµίδιο-δείκτη που δεν περιείχε τις αλληλουχίες πρόσδεσης του GAL4 (εικόνα 

6B). Και σε αυτή την περίπτωση, ούτε ο ERF, ούτε η κατασταλτική περιοχή του 

από µόνη της µπορούν να καταστείλουν τη µεταγραφή πάνω από 2.5 φορές 

(εικόνα 6B). 





 

Τα παραπάνω αποτελέσµατα δείχνουν ότι η κατασταλτική περιοχή του 

ERF δεν µπορει να ασκήσει τη δράση της αν δεν προσδένεται στον υποκινητή, 

κάτι το οποίο συµφωνεί και µε παλαιότερα δεδοµένα (Sgouras, Athanasiou et al. 

1995). Επιπλέον, το γεγονός αυτό αποτελεί ένδειξη ότι η κατασταλτική περιοχή 

του ERF δεν δρα µέσω ενός µηχανισµού αποµάκρυνσης κάποιου ενεργοποιητή 

από το σύµπλοκο έναρξης της µεταγραφής (squelching), λόγω υπερέκφρασης. 

 
3. Αποµόνωση και καθαρισµός της συντηγµένης πρωτεΐνης 

GAL4/RD από βακτήρια. 
 

Μία διαφορετική προσέγγιση που επιλέχθηκε για τη µελέτη του 

µηχανισµού µεταγραφικής καταστολής του ERF περιλαµβάνει την παραγωγή 

καθαρής πρωτεΐνης GAL4/RD, ώστε να χρησιµοποιηθεί σε πειράµατα in vitro 

transcription. Στο “in vitro transcription” σύστηµα, θα εξεταστεί αν η συντηγµένη 

πρωτεΐνη GAL4/RD µπορεί να καταστείλει τη µεταγραφή “γυµνού” DNA. 

Χρησιµοποιώντας ως µήτρα πλασµιδιακό DNA και πυρηνικό εκχύλισµα από 

κύτταρα HeLa, που παρέχει όλους τους γενικούς µεταγραφικούς παράγοντες και 

την RNA πολυµεράση II, µπορούµε να διαπιστώσουµε αν ο µηχανισµός της 

καταστολής από τον ERF απαιτεί την ύπαρξη νουκλεοσωµάτων.  

Για να αποµονωθεί και να καθαριστεί η παραπάνω πρωτεΐνη 

χρησιµοποίηθηκε το σύστηµα της ιντεϊνης (Biolabs). Η ιντεϊνη επάγει την αυτο-

τοµή της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης από τον επίτοπο κάτω από τις 

κατάλληλες συνθήκες (βλ. υλικά και µέθοδοι), οπότε δεν απαιτείται ένα ξεχωριστό 

βήµα κατεργασίας µε πρωτεάσες για τον καθαρισµό της πρωτεΐνης. 

Αναλυτικότερα, το GAL4/RD κοµµάτι κόπηκε πρώτα µε το ένζυµο XbaI 

ολοκληρωτικά και στη συνέχεια µε το BbsI µερικώς, για να αποµονωθεί ένα 

κοµµάτι 981 νουκλεοτιδίων. Το κοµµάτι αυτό εντέθηκε στο φορέα έκφρασης 

ρTYB11, που περιέχει τον επίτοπο της ιντεϊνης και µία περιοχή πρόσδεσης σε 

χιτίνη που επιτρέπει τον καθαρισµό της πρωτεΐνης από κολώνα χιτίνης. 

Συγκεκριµένα, το GAL4/RD εντέθηκε στη θέση SpeI του ρTYB11, αφού 

προηγουµένως δηµιουργήθηκαν τυφλά άκρα, τόσο στο κοµµάτι όσο και στο 

πλασµίδιο. Η θέση αυτή επιλέχθηκε, επειδή βρίσκεται στο σωστό πλαίσιο 



ανάγνωσης και είναι κοντά στο σηµείο έναρξης της µετάφρασης. Η κατασκευή 

ονοµάστηκε GAL4/RD construct και φαίνεται στην εικόνα 1δ.  

Στη συνέχεια, για να παραχθεί καθαρή πρωτεΐνη GAL4/RD, 

πραγµατοποιήθηκε µετασχηµατισµός βακτηρίων E.coli ER2566 µε την 

παραπάνω κατασκευή. Έγινε εµβολιασµός σε 1 λίτρο θρεπτικού υλικού 2X YT 

και επαγωγή της καλλιέργειας µε IPTG για 4 ώρες (για περισσότερες 

λεπτοµέρειες βλ. υλικά και µέθοδοι). Ανάλυση western, µε αντίσωµα έναντι στην 

GAL4(DBD), έδειξε ότι παράγεται πρωτεΐνη µεγέθους περίπου 31 kD, που είναι 

και το αναµενόµενο (εικόνα 7A), ενώ χρώση µε coommassie έδειξε ότι δεν 

υπάρχουν άλλες πρωτεΐνες (εικόνα 7B). Επίσης, σε ανάλυση αλλαγής της 

κινητικότητας σε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης (electrophoretic 

mobility shift assay, EMSA) δείχθηκε ότι η ανασυνδυασµένη GAL4/RD  µπορεί να 

προσδεθεί σε ολιγονουκλεοτίδιο που περιέχει µία αλληλουχία πρόσδεσης για την 

περιοχή δέσµευσης στο DNA του GAL4 (εικόνα 7Γ), υποδηλώνοντας τη δοµική 

ακεραιότητα της πρωτεΐνης. Απαιτούνται τουλάχιστον 100 ng (3pmoles) 

ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης, για να παρατηρηθεί πρόσδεση σε 3 nM 

ολιγονουκλεοτιδίου-στόχου, δηλαδή η σταθερά πρόσδεσης είναι περίπου 10-5.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 



 

ΣYZHTHΣH 
  

 

Ο ERF είναι ένας µεταγραφικός καταστολέας της οικογένειας των ETS 

γονιδίων. Στο καρβόξυ-τελικό άκρο του έχει ταυτοποιηθεί µία περιοχή 60 

περίπου αµινοξέων, που µπορεί αυτόνοµα να προκαλεί καταστολή της 

µεταγραφής (Sgouras, Athanasiou et al. 1995). Ο σκοπός της παρούσας µελέτης 

είναι να διερευνηθεί ο µηχανισµός, µε τον οποίο ο ERF καταστέλλει τη 

µεταγραφή των γονιδίων-στόχων του. 

Η ενεργός καταστολή της µεταγραφικής ενεργότητας επιτυγχάνεται βασικά 

µέσω δύο µηχανισµών· είτε µε χηµική τροποποίηση των ιστονών της χρωµατίνης 

(απακετυλίωση, µεθυλίωση), είτε µέσω αλληλεπιδράσεων µε γενικούς ή ειδικούς 

µεταγραφικούς παράγοντες. Στην πρώτη περίπτωση, η δοµή της χρωµατίνης 

γίνεται περισσότερο συµπαγής έτσι, ώστε να µην είναι προσβάσιµη από τους 

µεταγραφικούς ενεργοποιητές και τη βασική µεταγραφική µηχανή. Λειτουργεί, 

δηλαδή, η χρωµατίνη ως ένα µηχανικό εµπόδιο στην πρόσδεση των 

µεταγραφικών παραγόντων σε συγκεκριµένες αλληλουχίες. Στη δεύτερη 

περίπτωση ο µεταγραφικός καταστολέας παρεµβαίνει µε κάποιο τρόπο (βλ. 

εισαγωγή) στη συγκρότηση και ενεργοποίηση του συµπλόκου έναρξης της 

µεταγραφής. Έτσι δηµιουργείται ένα λειτουργικό εµπόδιο, που ουσιαστικά 

αποκλείει κάποιον από τους µεταγραφικούς παράγοντες να αλληλεπιδράσει 

αποτελεσµατικά µε το σύµπλοκο έναρξης της µεταγραφής.  

Για να ξεχωρίσουµε µεταξύ των δύο παραπάνω µηχανισµών 

µεταγραφικής καταστολής, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα παροδικής 

διαµόλυνσης ευκαρυωτικών κυττάρων και µέτρηση της µεταγραφικής 

ενεργότητας παρουσία τριχοστατίνης A. H ανάλυση των αποτελεσµάτων έδειξε 

ότι, κατά κανόνα, η κατασταλτική δράση του ERF δεν εξαρτάται από την 

παρουσία ενός ειδικού αναστολέα των απακετυλασών των ιστονών, της 

τριχοστατίνης A (εικόνα 4, πίνακες 1,2,3). Σε συγκεκριµένους συνδυασµούς 

πλασµιδίων αναφοράς, πλασµιδίων έκφρασης και κυτταρικών σειρών 

παρατηρήθηκε µείωση της κατασταλτικής δράσης του ERF, παρουσία TSA. Έτσι, 



η κατασταλτική δράση ολόκληρου του ERF στον distal promoter, στα κύτταρα 

Ref1 και στον TK τποκινητή στα κύτταρα HeLa, καθώς και της καρβόξυ-τελικής 

περιοχής του ERF, στα κύτταρα HeLa, µειώνεται κατά 2-3 φορές παρουσία TSA. 

Υπάρχει, λοιπόν, πιθανότητα ο µηχανισµός της µεταγραφικής καταστολής από 

τον ERF να επηρεάζεται, σε κάποιο βαθµό, από τη δράση απακετυλασών των 

ιστονών. Ωστόσο, η κατά περίπτωση, ευαισθησία στην τριχοστατίνη µπορεί να 

οφείλεται σε δευτερογενή φαινόµενα, ανεξάρτητα του µηχανισµού καταστολής 

καθ’εαυτού. 

Ο ERF µπορεί να καταστείλει τη µεταγραφή, τόσο του TK υποκινητή/SV40 

ενισχυτή, όσο και του ισχυρότερου SV40 υποκινητή/ενισχυτή, παρόλο που η 

δράση του εµφανίζεται µειωµένη στον SV40 υποκινητή (3-6 φορές διαφορά, 

εικόνα 4, σύγκριση 4A µε 4B και 4C). Eποµένως, η δράση του δεν περιορίζεται 

σε ένα ειδικό τύπο υποκινητή, δεδοµένο που συµφωνεί και µε παλαιότερα 

αποτελέσµατα (Sgouras, Athanasiou et al. 1995). Ο ERF καταστέλλει τη 

µεταγραφή εξίσου ικανοποιητικά, τόσο όταν βρίσκεται κοντά στο σηµείο έναρξης 

της µεταγραφής, όσο και όταν βρίσκεται µακριά του (σύγκριση 4B µε 4C). 

Eπίσης, δείχθηκε ότι ο ERF ασκεί την κατασταλτική του δράση µόνο όταν είναι 

προσδεδεµένος σε αλληλουχίες του DNA και αυτή η δράση του χάνεται εντελώς, 

όταν δεν µπορεί να προσδεθεί (εικόνα 6). Τέλος, η καρβόξυ-τελική περιοχή του 

ERF έχει την ικανότητα να καταστέλλει αυτόνοµα τη µεταγραφή, σε βαθµό 

µάλιστα πολύ µεγαλύτερο σε σχέση µε ολόκληρη την πρωτεϊνη (εικόνα 4, 

σύγκριση µπαρών 1 και 3 σε όλα τα γραφήµατα). 

Τα παραπάνω υποδηλώνουν ότι, καταρχήν, ο ERF χρησιµοποιεί ένα 

ενεργό µηχανισµό καταστολής της µεταγραφής, αλληλεπιδρώντας µε πρωτεϊνες 

στον υποκινητή ή στον ενισχυτή και όχι ένα παθητικό µηχανισµό, 

ανταγωνιζόµενος µε ενεργοποιητές για την πρόσδεση σε κοινές ή 

αλληλοεπικαλυπτόµενες αλληλουχίες πρόσδεσης στο DNA. Βέβαια, δεν 

αποκλείεται ένας τέτοιος µηχανισµός να δρα συµπληρωµατικά στην άσκηση της 

κατασταλτικής δράσης του, δεν αποτελεί όµως το βασικό τρόπο καταστολής. 

Επιπλέον, το γεγονός ότι ο ERF καταστέλλει διαφορετικούς υποκινητές, 

συνηγορεί στην άποψη ότι δεν αλληλεπιδρά µε ειδικούς µεταγραφικούς 

παράγοντες, εµποδίζοντας τη συµµετοχή τους στη συγκρότηση ή στην 

ενεργοποίηση του συµπλόκου έναρξης της µεταγραφής. Το συµπέρασµα αυτό 



ισχυροποιείται αν λάβουµε υπόψιν παλαιότερα δεδοµένα, σύµφωνα µε τα οποία 

η κατασταλτική περιοχή µπορεί να µεταφερθεί στην περιοχή δέσµευσης στο DNA 

ενεργοποιητών, όπως ο Fli1, o c-Myc, o NFkB, και o ETS1 και να τους 

µετατρέψει σε καταστολείς (αδηµοσίευτα δεδοµένα). Τα παραπάνω δεδοµένα, σε 

συνδυασµό µε το γεγονός ότι η δράση του ERF χάνεται όταν δεν προσδένεται 

στο DNA, οδηγεί στο συµπέρασµα ότι δεν δρα µέσω αλληλεπίδρασης µε κάποιο 

ενεργοποιητή  αποµακρύνοντάς τον από το σύµπλοκο έναρξης της µεταγραφής. 

Εποµένως, η κατασταλτική περιοχή του ERF µπορεί να δρα αυτόνοµα, σε 

πληθώρα υποκινητών µε µοναδική (γνωστή ως τώρα) προϋπόθεση να 

προσδένεται στο DNA. Συνολικά, µε βάση τα παραπάνω αποτελέσµατα, 

µπορούµε να ισχυριστούµε ότι η µεταγραφική καταστολή από τον ERF, ενώ δεν 

µπορεί να αποκλειστεί και η κατά περίπτωση δράση απακετυλασών των 

ιστονών, είναι πιθανότερο να παρεµβαίνει στη συγκρότηση ή στην ενεργοποίηση 

του συµπλόκου έναρξης της µεταγραφής ή ακόµα και στην επιµήκυνση της 

µεταγραφής. Βέβαια, δεν µπορεί να αποκλειστεί το ενδεχόµενο να δρα και µε 

τους δύο προαναφερόµενους µηχανισµούς. 

H ανάλυση των αποτελεσµάτων έδειξε ότι στα κύτταρα HeLa, η δράση 

ολόκληρου του ERF δεν επηρεάζεται από την τριχοστατίνη, ενώ στα Ref1 

φάνηκε να χάνεται ελαφρώς η κατασταλτική του ικανότητα, κυρίως όταν 

βρίσκεται µακριά από τον υποκινητή (εικόνα 4C). Aντίθετα, όταν 

χρησιµοποιήθηκε η κατασταλτική περιοχή του ERF µόνη της, φάνηκε ότι η δράση 

της επηρεάζεται σε µεγάλο βαθµό από την τριχοστατίνη, ανεξάρτητα από την 

κυτταρική σειρά και τον υποκινητή (εικόνα 4, µπάρες 3 και 4 σε όλα τα 

γραφήµατα). Οι παρατηρήσεις αυτές, καταρχήν, οδηγούν στο συµπέρασµα ότι ο 

ERF µπορεί να περιέχει τουλάχιστον δύο διαφορετικές περιοχές ικανές να 

καταστείλουν τη µεταγραφή. Έτσι, η καρβόξυ-τελική περιοχή του µπορεί να δρα 

µέσω των απακετυλασών των ιστονών, ενώ µπορεί να  υπάρχει άλλη µία 

περιοχή στην πρωτεΐνη που να δρα ανεξάρτητα από αυτές. Ωστόσο, παλαιότερα 

δεδοµένα δείχνουν ότι ο ERF χάνει την κατασταλτική του ικανότητα όταν 

αφαιρείται η καρβόξυ-τελική περιοχή του (Sgouras, Athanasiou et al. 1995), 

οπότε η παραπάνω εξήγηση είναι µάλλον απίθανη. 

Παρατηρήσαµε, όµως, ότι η τριχοστατίνη A επηρέαζε την ενεργότητα της 

β-γαλακτοσιδάσης, πιθανώς επηρεάζοντας τη µεταγραφή της από τον RSV 



υποκινητή ή/και τη σταθερότητά της στο κύτταρο, οπότε  παρουσιάστηκε αύξηση 

της ενεργότητάς της τουλάχιστον 20 φορές στα κύτταρα HeLa. Επειδή, ο βαθµός 

καταστολής του ERF µετρήθηκε µε βάση το λόγο της ενεργότητας λουσιφεράσης 

προς την ενεργότητα της β-γαλακτοσιδάσης, αποφασίσαµε να µετρήσουµε τη 

µεταβολή της ενεργότητας λουσιφεράσης και β-γαλακτοσιδάσης, παρουσία TSA, 

ξεχωριστά. Ανάλυση των τιµών της β-γαλακτοσιδάσης έδειξε ότι η ενεργότητά της 

αυξανόταν 20 µε 90 φορές στα κύτταρα HeLa (πίνακας 2A), ενώ στα Ref1 η 

αύξηση κυµάνθηκε από 2 µέχρι 10 φορές (πίνακα 2B). Ωστόσο, η αύξηση αυτή 

ήταν µειωµένη, όταν τα κύτταρα είχαν διαµολυνθεί µε την RD περιοχή σε σχέση 

µε αυτά που είχαν διαµολυνθεί µε ολόκληρο τον ERF ή µε το GAL4, και στις δύο 

κυτταρικές σειρές (πίνακας 2). Αν και δεν είναι σαφής ο τρόπος µε τον οποίο το 

GAL4/RD επηρεάζει την ενεργότητα της β-γαλακτοσιδάσης, είναι εµφανές ότι η 

επίδραση αυτή µεταβάλλει τα δεδοµένα της ανάλυσής µας. Έτσι, η αναντιστοιχία 

που παρατηρείται στη µεταγραφική ενεργότητα µεταξύ του ERF και της RD 

περιοχής µπορεί να οφείλεται εν µέρει στις τιµές της β-γαλακτοσιδάσης και όχι 

της λουσιφεράσης. Έτσι πραγµατοποιήθηκε περαιτέρω ανάλυση των 

αποτελεσµάτων, διερευνώντας το λόγο των απόλυτων τιµών της λουσιφεράσης 

παρουσία της TSA προς απουσία της. Η ανάλυση αυτή έδειξε ότι στα Ref1 

κύτταρα, η απόλυτη τιµή της ενεργότητας λουσιφεράσης δεν αλλάζει καθόλου 

(πίνακας 3β), µε εξαίρεση την ενεργότητα του distal promoter, όπου παρατηρείται 

αύξηση της τιµής της λουσιφεράσης, παρουσία TSA και GAL4/ERF, κατά 3 

φορές, υποδηλώνοντας µία TSA-εξαρτώµενη καταστολή στο συγκεκριµένο 

υποκινητή από το συγκεκριµένο φορέα έκφρασης. Η ίδια παρατήρηση µπορεί να 

γίνει και για τον TK υποκινητή στα HeLa κύτταρα, µε τον ίδιο φορέα έκφρασης. 

Σε αυτά τα κύτταρα παρατηρείται, επίσης, µία αύξηση της δραστηριότητας της 

λουσιφεράσης κατά 3 φορές παρουσία τριχοστατίνης και GAL4(DBD) µόνο 

(πίνακας 3A, proximal, distal promoter). Συγκρίσιµη αύξηση παρατηρείται και 

παρουσία του GAL4/ERF, υποδηλώνοντας ότι η κατασταλτική δράση του ERF  

είναι ανεξάρτητη της τριχοστατίνης A, αλλά και ότι ο ERF δεν µπορεί να 

καταστείλει εξίσου αποτελεσµατικά την αυξηµένη, λόγω της παρουσίας 

τριχοστατίνης, δραστηριότητα του TK ή του SV40 υποκινητή. Τέλος, παρουσία 

του GAL4/RD, η προσθήκη της τριχοστατίνης είχε ως αποτέλεσµα την αύξηση 

της ενεργότητας λουσιφεράσης κατά 8 φορές, ή κατα 2.5 φορές συγκριτικά µε τα 



GAL4(DBD) και GAL4/ERF. Εποµένως, σε αυτή την περίπτωση, η κατασταλτική 

δράση του GAL4/RD µειώνεται στο µισό παρουσία τριχοστατίνης A, ενώ, όπως 

συµβαίνει και µε ολόκληρο τον ERF, δεν µπορεί να καταστείλει εξίσου 

αποτελεσµατικά την ενεργοποίηση του υποκινητή παρουσία TSA, .  

Μία βασική διαφορά των HeLa κυττάρων από τα Ref1 κύτταρα είναι ότι τα 

HeLa περιέχουν στο γονιδίωµά τους τον ιό SV40, οπότε οι φορείς που 

χρησιµοποιήθηκαν έχουν τη δυνατότητα να πολλαπλασιάζονται πολύ 

περισσότερο σε αυτά τα κύτταρα σε σχέση µε τα Ref1. Επίσης είναι γνωστό ότι η 

τριχοστατίνη αυξάνει τη δραστηριότητα του SV40 υποκινητή (Nakajima, Kim et al. 

1998; Condreay, Witherspoon et al. 1999) και ως εκ τούτου αυξάνεται και η 

δραστηριότητα της λουσιφεράσης σε αυτά τα κύτταρα. O αυξηµένος, λοιπόν, 

αριθµός αντιγράφων-στόχων, συγχρόνως µε την ήδη αυξηµένη ενεργότητα του 

SV40 υποκινητή/ενισχυτή µπορεί να εξηγήσει την αυξηµένη µεταγραφή 

παρουσία τριχοστατίνης, καθώς και την αναλογική καταστολή του ERF. Ο ERF, 

δηλαδή, µπορεί να καταστέλλει το ίδιο ποσοστό υποκινητών, όµως ο 

πολλαπλάσιος αριθµός υποκινητών συνεπάγεται πολλαπλάσια δραστηριότητα 

λουσιφεράσης. Η αυξηµένη µεταγραφική ενεργότητα του SV40 υποκινητή 

παρουσία της τριχοστατίνης µπορεί να εξηγήσει και την αυξηµένη ενεργότητα της 

λουσιφεράσης στα Ref1 κύτταρα, στον distal promoter. Μία άλλη πιθανότητα 

είναι, ότι ο GAL4/ERF µπορεί να δεσµεύεται σε άλλες θέσεις ενδογενών 

υποκινητών, µέσω της EBD, οπότε αφ’ ενός ελαττώνεται η ήδη περιορισµένη 

δραστική πυρηνική συγκέντρωσή του και αφ’ εταίρου έχουµε δευτερογενή 

φαινόµενα από γονίδια που καταστέλλονται λόγω της έκφρασης του ERF.  

Είναι ασαφές, αν η µείωση της κατασταλτικής ικανότητας, που 

παρατηρείται στην περίπτωση του GAL4/RD, παρουσία τριχοστατίνης A 

οφείλεται στο γεγονός ότι ενέχονται και οι HDACs στο µηχανισµό καταστολής ή 

σε άλλους λόγους. ∆εδοµένου ότι η αποκαταστολή του GAL4/RD, παρουσία TSA 

είναι πραγµατικά µικρή (από 1-2% µεταγραφή έχουµε 3-5%, εικόνα 4, µπάρες 3 

και 4 στα γραφήµατα της πρώτης στήλης), είναι πολύ πιθανό να οφείλεται σε 

φαινόµενα ανεξάρτητα του µηχανισµού δράσης. Αυτό θα ήταν συµβατό και µε τα 

αποτελέσµατα στα κύτταρα Ref1, αλλά και µε παλαιότερα δεδοµένα, σύµφωνα 

µε τα οποία, όταν αφαιρεθεί η καρβοξυ-τελική περιοχή του ERF, χάνεται η 

κατασταλτική του ικανότητα (Sgouras, Athanasiou et al. 1995).  



Εναλλακτικά, η παραπάνω αποκαταστολή ενδέχεται να είναι ένα έµµεσο 

φαινόµενο, που δεν σχετίζεται µε το µηχανισµό καταστολής, αλλά µε αλλαγές 

που προκαλεί η τριχοστατίνη στη φυσιολογία του κυττάρου. Η τριχοστατίνη A, 

αυξάνοντας τα επίπεδα της ενεργότητας των κινασών (Espinos, Le Van Thai et 

al. 1999) και αναστέλλοντας τον κυτταρικό κύκλο (Wharton, Savell et al. 2000) 

ενδέχεται να επηρεάζει την κατάσταση φωσφωρυλίωσης του ERF και την 

υποκυτταρική κατανοµή του. Έτσι υπάρχουν δύο διαφορετικές εξηγήσεις για την 

αναντιστοιχία µεταξύ ολόκληρου του  ERF και της RD περιοχής, όσον αφορά 

στην ικανότητά τους να καταστείλουν τη µεταγραφή παρουσία τριχοστατίνης A. 

Στην περίπτωση της RD περιοχής, φωσφωρυλίωση της θρεονίνης στη θέση 7 

επηρεάζει τη δράση της, όπως έχει ήδη αναφερθεί (Sgouras, Athanasiou et al. 

1995), ενώ ταυτόχρονη φωσφωρυλίωση σε κάποια άλλη θέση σε ολόκληρο τον 

ERF δεν επιτρέπει την αναστολή της δράσης του. Εποµένως, η τριχοστατίνη A 

σε αυτή την περίπτωση δρα εµµέσως, οπότε ο ERF δεν αλληλεπιδρά µε 

απακετυλάσες ιστονών. Στην περίπτωση ολόκληρου του ERF, λόγω της 

αναστολής του κυτταρικού κύκλου από την TSA, ο ERF παραµένει στον πυρήνα 

του κυττάρου, αλλά λόγω της αυξηµένης φωσφωρυλίωσης οδηγείται στο 

κυτταρόπλασµα. Εποµένως, µία ισορροπία µεταξύ αυτών των δύο καταστάσεων 

µπορεί να οδηγεί σε αυξηµένα επίπεδα του ERF στον πυρήνα, οπότε είναι 

πιθανή µία άµεση παρέµβαση της TSA στο µηχανισµό της δράσης του, λόγω 

ακριβώς των αυξηµένων ποσοτήτων του ERF στον πυρήνα. Καταρχήν, 

πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού του  ERF και της κατασταλτικής του 

περιοχής, έδειξαν ότι η κατανοµή τους δεν επηρεάζεται από την τριχοστατίνη A 

(εικόνα 5 και δεδοµένα που δεν παρατίθενται). ∆εδοµένου ότι ο πυρηνικός 

εντοπισµός του ERF ειναι ήδη περιορισµένος, θα χρειαστεί προσεκτική ποσοτική 

ανάλυση της κατανοµής, πριν αποκλειστεί µία τέτοια πιθανότητα. 

Συµπερασµατικά, σύµφωνα µε την παραπάνω ανάλυση, ο µηχανισµός 

της καταστολής του ERF πιθανόν να είναι ανεξάρτητος από τη δράση των 

απακετυλασών των ιστονών και άρα η χρωµατινική δοµή δεν αποτελεί στόχο για 

την άσκηση της κατασταλτικής δράσης του. Επιπλέον, το γεγονός ότι µπορεί να 

“προσφέρει” την κατασταλτική του περιοχή σε DNA-δεσµευόµενες περιοχές 

µεταγραφικών ενεργοποιητών και να τους µετατρέψει σε καταστολείς, καθώς και 

ότι µπορεί να καταστείλει τη µεταγραφή διαφορετικών υποκινητών, οδηγεί στο 



συµπέρασµα ότι η δράση του δεν είναι ειδική για συγκεκριµένους υποκινητές, 

ούτε για συγκεκριµένους ενεργοποιητές. Το συµπέρασµα αυτό ισχυροποιείται 

από το δεδοµένο ότι ο ERF δεν είναι ικανός να καταστείλει τη µεταγραφή αν δεν 

είναι προσδεδεµένος στο DNA (εικόνα 6), οπότε φαίνεται ότι δεν µπορεί να 

αλληλεπιδρά µε κάποιο ενεργοποιητή, αποµακρύνοντας τον από την περιοχή του 

υποκινητή και του συµπλόκου έναρξης της µεταγραφής. Πιθανόν, ο ERF να 

στοχεύει και να αλληλεπιδρά µε γενικούς µεταγραφικούς παράγοντες ή την ίδια 

την RNA πολυµεράση II και ως εκ τούτου να καταστέλλει τη µεταγραφή 

παρεµβαίνοντας στη συγκρότηση του συµπλόκου έναρξης, ή στην ενεργοποίησή 

του ή ακόµα και στην επιµήκυνση της µεταγραφής. 

 Περαιτέρω µελέτες µε την ανάπτυξη συστηµάτων in vitro µεταγραφής, θα 

αποκαλύψουν και άλλα στοιχεία για το µηχανισµό της µεταγραφικής καταστολής 

του ERF. Με το παραπάνω σύστηµα µπορεί να δειχθεί πειστικά και µε σαφήνεια 

αν η καρβόξυ-τελική περιοχή του ERF µπορεί να ασκήσει τη δράση της όταν 

χρησιµοποιείται ως µήτρα για τη µεταγραφή “γυµνού” DNA, καθώς και αν 

αλληλεπιδρά λειτουργικά µε κάποιον ή κάποιους γενικούς µεταγραφικούς 

παράγοντες. Στο “in vitro transcription” σύστηµα δεν παρεµβάλλονται 

δευτερογενή φαινόµενα όπως στα in vivo συστήµατα (πχ φωσφωρυλίωση, 

υποκυτταρική κατανοµή) που περιπλέκουν την ανάλυση των αποτελεσµάτων, 

οπότε µπορούµε να έχουµε πιο καθαρή εικόνα, σχετικά µε το µηχανισµό 

καταστολής. Βέβαια, είναι πιθανό η πρωτεΐνη να δρα µε διαφορετικούς 

µηχανισµούς, ανάλογα πχ µε τον κυτταρικό τύπο, οι οποίοι δεν µπορούν να 

αποκαλυφθούν µε ένα in vitro σύστηµα. Ωστόσο, η in vitro ανάλυση παρέχει τη 

βάση για την διαλεύκανση του µηχανισµού µεταγραφικής καταστολής του ERF σε 

ένα σύστηµα µε βιολογική σηµασία. Tαυτόχρονα, µε τεχνικές αλληλεπίδρασης 

µεταξύ πρωτεϊνών (GST-pull down, συν-ανοσο-κατακρήµνιση πρωτεϊνών) είναι 

δυνατόν να ταυτοποιηθούν πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν άµεσα ή έµµεσα µε 

τον ERF. Tέλος, ανάπτυξη µοντέλων διαγονιδιακών και knockout ποντικιών και 

ταυτοποίηση γονιδίων-στόχων του ERF θα αποκαλύψει το φυσιολογικό του ρόλο 

στα θηλαστικά και θα επιτρέψει την ανάπτυξη αποτελεσµατικών στρατηγικών για 

τη γονιδιακή θεραπεία των νεοπλασιών.       
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