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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΠΡΩΤΟ  

ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1.1. Προοίμιο

Οι πολυκύτταροι οργανισμοί έχουν αναπτύξει δυο κυρίους αμυντικούς μηχανισμούς 

με τους οποίους καταστέλλουν τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων που έχουν 

αυξημένες πιθανότητες για ογκογόνο μτασχηματισμό: την απόπτωση ή

προγραμματισμένο κυπαρικό θάνατο και την κυτταρική γήρανση. Η κυτταρική 

γήρανση αναστέλλει μόνιμα τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και είναι ο κυριότερος 

φραγμός τον οποίο φυσιολογικά κύτταρα πρέπει να υπερβούν για να εξελιχθούν 

προοδευτικά σε καρκινικά. Βάση αυτής της θεώρησης η κυτταρική γήρανση είναι 

παρόμοια με την απόπτωση. Ωστόσο, ενώ η απόπτωση φονεύει και εξαλείφει 

δυνητικά καρκινικά κύτταρα, η κυτταρική γήρανση αναστέλλει μόνιμα τον 

πολλαπλασιασμό τους (Campisi, 2001a; Cristofalo et al., 2004; Yin and Chen, 2005; 

Zucchero and Ahmed, 2006).

Η φυσιολογική γήρανση οφείλεται στην προοδευτική μείωση του μήκους των 

τελομερών λόγω της απουσίας του ενζύμου τελομεράσης (Campisi et al., 2001). 

Επιπλέον όμως, πληθώρα ερεθισμάτων μπορεί να επάγει πρόωρη κυτταρική 

γήρανση. Για παράδειγμα, η ενεργοποίηση ογκογονιδίων, όπως το ογκογόνο H a- 

RasV12  μπορούν να οδηγήσουν το κύτταρο σε πρόωρη κυτταρική γήρανση που 

αναφέρεται ως κυτταρική γήρανση επαγομένη από ογκογονίδια (oncogene-induced  

senescence, OIS) (Hem ann and Narita, 2007; Mallette et al., 2007; Di Micco et al., 

2007; Yaswen and Campisi, 2007) καθώς και παράγοντες που προκαλούν βλάβες 

στο DNA όπως το Η2Ο 2 που αναφέρεται ως στρεσο-επαγόμενη κυτταρική γήρανση 

(Stress-induced Prem ature Senescence; S IPS) (Chen et al., 1998; Chen et al., 2000; 

Finkel and Holbrook, 2000; Toussaint et al., 2000; Sohal et al., 2002).

Ένας από τους μεταγραφικούς παράγοντες που εμπλέκονται στη ρύθμιση του 

πολλαπλασιασμού, στις κυτταρικές αποκρίσεις σε βλάβες στο D N A και στην 

κυπαρική επιβίωση, είναι ο πυρηνικός μεταγραφικός παράγοντας N F -κΒ. Μελέτες 

έδειξαν πως ο NF-κΒ προάγει τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, αλλά ο 

σημαντικότερος ρόλος του είναι η αύξηση της κυτταρικής επιβίωσης μετά από
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ογκογόνο ή γονοτοξικό στρες (Karin et al. 2002; Karin and Lin, 2002; Miyamoto, 

2004; Karin and Greten, 2005; Habraken and Piette, 2006; Janssens and Tschopp,

2006), που υποστηρίζεται και από διαγονιδιακά μοντέλα που εμφανίζουν εμβρυϊκό 

θάνατο με την απάλειψη της ρ65 ή των IKKs (Beg et al., 1995; Li et al., 1999; 

Senftleben et al., 2005; Maeda et al. 2005; Gerondakis et al., 2006).

Για το λόγο αυτό, μελετήθηκε ο ρόλος του NF-κΒ, τόσο στη φυσιολογική 

κυτταρική γήρανση όσο και στην πρόωρα επαγόμενη κυτταρική γήρανση από 

οξειδωτικό στρες καθώς και από το ογκογόνο H a-R asV 12.

Στη συνέχεια της διατριβής, μελετήθηκαν οι επιδράσεις της πρωτεϊνικής κινάσης 

Pim-2 στην επιβίωση ανθρωπίνων ινοβλαστών. To Pim-2 είναι γονίδιο-στόχος του 

πυρηνικού μεταγραφικού NF-κΒ (Li et al., 2001) και οι σχετικά ελάχιστες μελέτες που 

έχουν γίνει, έδειξαν ότι η υπερέκφραση της Pim-2 προάγει τη μακροπρόθεσμη 

επιβίωση των κυττάρων στη στέρηση αυξητικών παραγόντων, αλλά και σε πλήθος 

άλλων τοξικών ερεθισμάτων (Fox et al., 2003; White, 2003; Amaravadi and 

Thompson, 2005).

2.1. Κυτταρική γήρανση

Φυσιολογικές ινοβλάστες καλλιεργούμενες In vitro, διαιρούνται για περίπου 50-70 

φορές (πληθυσμιακός αναδιπλασιασμός', population doubling, PD) και στο τέλος της 

περιόδου αυτής εισέρχονται σε μια φάση βιώσιμης αναστολής του κυτταρικού κύκλου 

που ονομάζεται αναδιπλασιαστική (ή αντιγραφική) κυτταρική γήρανση (replicative 

senescence). Η κατάσταση αυτή δε σχετίζεται με τον ημερολογιακό χρόνο 

καλλιέργειας των κυττάρων αλλά με τον αριθμό των κυτταρικών διαιρέσεων.

Το φαινόμενο της κυτταρικής γήρανσης περιγράφηκε για πρώτη φορά από τον 

Hayflick ως το πεπερασμένο διάστημα αναπαραγωγής των ανθρωπίνων ινοβλαστών 

στην καλλιέργεια και είναι γνωστό ως το όριο Hayflick  (Hayflick limit) (Goldstein, 

1990; Campisi, 2001a,b; Cristofalo et al., 2004).

Στα ανθρώπινα κύτταρα η εξάντληση του δυναμικού πολλαπλασιασμού των 

κυττάρων σχετίζεται σχεδόν αποκλειστικά με τη μείωση του μήκους των τελομερών 

που συνδέεται είτε με την απουσία του ενζύμου τελομεράση ή με τη χαμηλή έκφρασή 

της που διατηρεί το μήκος των τελομερών. Τα τελομερή - η επαναλαμβανόμενη DNA 

αλληλουχία (TTAGGG) και ειδικές πρωτεΐνες που καλύπτουν τα άκρα των γραμμικών
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χρωμοσωμάτων - είναι απαραίτητα για την ακεραιότητα των χρωμοσωμάτων. Σε 

κάθε φάση S του κυπαρικού κύκλου 50-200 bp τελομερικού DNA δεν αντιγράφονται. 

Επειδή η τελομεράση, το ένζυμο που μπορεί να συνθέσει τελομερικό D N A δεν 

εκφράζεται ή εκφράζεται σε πολύ χαμηλά επίπεδα στα ανθρώπινα κύτταρα, τα 

τελομερή μειώνονται σε κάθε κυτταρικό κύκλο. Ό ταν τα τελομερή διαβρώνονται από 

το μέγεθος των 10-15 kb στα 4-6  kb, τα κύτταρα σταματούν να διαιρούνται, 

παραμένουν μεταβολικά ενεργά και εμφανίζουν τον χαρακτηριστικό φαινότυπο της 

κυτταρικής γήρανσης (Campisi, 2001 a,b; Serrano and Blasco, 2001; Hahn and 

Weiberg, 2002; Stewart and W eiberg, 2002; d’Adda di Fagagna et al., 2003; 

Sedelnikova et al., 2004; Ben-Porath and W eiberg, 2005; Von Zglinicki et al., 2005; 

Lou and Chen, 2006).

Τα κύτταρα που βρίσκονται σε φάση γήρανσης είναι μεταβολικά ενεργά, 

παραμένουν όμως στη φάση G1 του κυτταρικού κύκλου, δεν ανταποκρίνονται σε 

διέγερση με αυξητικούς παράγοντες, παρουσιάζουν αντοχή στην επαγωγή 

κυπαρικού θανάτου και χαρακτηριστικούς βιοχημικούς δείκτες όπως η έκφραση της 

λυσοσωμικής μορφής της β-γαλακτοσιδάσης η οποία σχετίσθηκε με την κυπαρική  

γήρανση (senescence-associated β-galactosidase ή S A ^ -G a l) (Campisi, 2001a; 

Cristofalo et al., 2004; Cristofalo, 2005; Yang and Hu, 2005). Τα γηρασμένα κύπαρα  

μπορούν να αναγνωριστούν, εκτός με τη χρώση για τη S A ^ -g a l, με την ανίχνευση 

και άλλων δεικτών γήρανσης όπως η απουσία της ορό-εξαρτώμενης επαγωγής του 

c-fos (Seshadri and Campisi, 1990; Goldstein, 1990; Serrano et al., 1997) και η 

υπερέκφραση του γονιδίου του τύπου I αναστολέα του ενεργοποιητή του 

πλασμινογόνου τύπου I (plasminogen activator inhibitor type-1; PA I-1) (Serrano et 

al., 1997).

Η μορφολογία των ινοβλαστών που πλησιάζουν το τέλος του κύκλου της ζωής 

τους, χαρακτηρίζεται από μεταβολές στο σχήμα τους. Εμφανίζονται περισσότερο 

επίπεδοι μορφολογικά, με αυξημένο κυπαρικό μέγεθος και μεγαλύτερους πυρήνες 

και πυρηνίσκους, παρατηρείται αύξηση του αριθμού των λυσοσωμάτων και των 

δικτύων Golgi, εμφάνιση κενοτοπίων και ενδοπλασματικού δικτύου στο 

κυπαρόπλασμα. Επίσης αυξάνεται και ο αριθμός των πολυπύρηνων κυπάρων. 

Επιπροσθέτως, τα γηρασμένα κύπαρα εμφανίζουν διαφοροποιημένες λειτουργίες, οι 

οποίες είναι ειδικές του κυπαρικού τύπου. Για παράδειγμα, ανθρώπινες ινοβλάστες 

εκκρίνουν αυξητικούς παράγοντες και ένζυμα ανασυγκρότησης της θεμέλιας ουσίας
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κατά τη διάρκεια της γήρανσης (Cristofalo et al., 2004). Γηρασμένες ινοβλάστες 

παρουσιάζουν αυξημένα επίπεδα πρωτεασών αποικοδόμησης της θεμέλιας ουσίας, 

όπως κολλαγενάσης, ενεργοποιητή του πλασμινογόνου ιστικού τύπου (t-PA) και 

μεταλλο-πρωτεάσες (ΜΜΡ). Σε αντίθεση, παρουσιάζουν μειωμένα επίπεδα του 

αναστολέα των ΜΜΡ, ΤΙΜΡ1 και MIG-5 όπως και μειωμένα επίπεδα συστατικών της 

ECM, όπως η ελαστίνη, η λαμινίνη, και διάφορες μορφές κολλαγόνου. Επομένως ο 

κυτταρικός φαινότυπος της γήρανσης σχετίζεται με μεταβολές από ένα φαινόμενο 

σύνθεσης σε ένα φαινόμενο αποικοδόμησης της θεμέλιας ουσίας (Goldsetin, 1990; 

Cristofalo et al., 2004; Campisi, 2005b). Ενώ μερικοί ερευνητές έχουν ερμηνεύσει 

αυτές τις μεταβολές ως σχετικές με ένα διαφοροποιημένο φαινότυπο, ο φαινότυπος 

των μετα-μιτωτικών γηρασμένων ινοβλαστών εμφανίζεται να συνδέεται με την 

“απώλεια της λειτουργίας” ο οποίος είναι αντίθετος προς το “κέρδος της λειτουργίας" 

που παρατηρείται σε νευρώνες, καρδιομυοκύτταρα και άλλα τελικά διαφοροποιημένα 

κύτταρα. Εκτενείς έρευνες στο χρόνο και τη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου δείχνουν 

ότι γρήγορα πολλαπλασιαζόμενοι πληθυσμοί κυττάρων σε αρχικές διαιρέσεις, 

εξελίσσονται βαθμιαία σε αργά πολλαπλασιαζόμενους πληθυσμούς με τις διαδοχικές 

ανακαλλιέργειες. Ο ρυθμός πολλαπλασιασμού των κυττάρων μειώνεται προοδευτικά 

λόγω της επιμήκυνσης του κυτταρικού κύκλου εξαιτίας της παρατεταμένης G1 φάσης 

(Cristofalo et al., 2004; Campisi, 2005a).

Η επικρατής θεωρεία της κυτταρικής γήρανσης είναι: Η απώλεια των τελομερών 

κατά τη συνεχή ανακαλλιέργεια των ινοβλαστών in vitro ή κατά τη φυσιολογική 

γήρανση του οργανισμού (ή κατά τη διαφοροποίηση και τη διαίρεση των βλαστικών 

κυττάρων in vivo) αναγνωρίζεται ως βλάβες στο DNA (d’Adda di Fagagna et al., 

2003; Sedelnikova et al., 2004; Lou and Chen, 2006) που ενεργοποιούν τις πορείες 

των ογκοκατασταλτικών γονιδίων p16INK4A/pRb, και ιδιαίτερα, της p53/ARF- 

p2”j Cipi/Wafi ̂  με αγτογέχεσμα τη διακοπή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού στη φάση 

G1 του κυτταρικού κύκλου, που χαρακτηρίζεται από την υπερέκφραση των 

αναστολέων των κυκλινο-εξαρτώμενων κινασών p16INK4a, p2i Cip1/Waf1 και p27k,p1 

(Serrano et al., 1997; Serrano and Blasco, 2001; Hahn and Weiberg, 2002; Campisi, 

2005a; Ben-Porath and Weinberg, 2005; Lou and Chen, 2006).

4



2.1.2. Γήρανση επαγόμενη από ογκογόνο στρες

Η κυπαρική γήρανση (senescence) αποτελεί απόκριση του κυπάρου σε ποικίλα 

ογκογόνα και στρεσογόνα ερεθίσματα όπως βλάβες του DNA, οξειδωτικές βλάβες και 

γενετικές ανωμαλίες (Campisi, 2005a). Η επαγομένη από ογκογονίδια κυτταρική 

γήρανση (oncogene-induced senescence, O IS ) παρατηρήθηκε αρχικά σε 

καλλιεργούμενα κύτταρα και μέχρι πρόσφατα όλες οι μελέτες διεξάγονταν σε κύτταρα 

σε καλλιέργεια στα οποία υπερεκφράζονταν κάποιο ογκογονίδιο όπως H a-R asV 12  ή 

R a f  (Serrano et al., 1997; Zhou and Bishop, 1998; Blasco and Serrano, 2001; 

Collado et al., 2005; Sharpless and DePihno, 2005; Mallette et al., 2007; Di Micco et 

al., 2007; Yaswen and Campisi, 2007; Hem ann and Narita, 2007).

Ό πω ς αναφέρθηκε παραπάνω, η κυτταρική γήρανση είναι μια ειδική μορφή της 

μόνιμης διακοπής του πολλαπλασιασμού η οποία προκαλείται σε καλλιεργούμενα 

κύτταρα από διάφορα στρεσογόνα ερεθίσματα, όπως η υπερέκφραση ογκογονιδίων. 

Αυτή η επαγόμενη από ογκογονίδια κυτταρική γήρανση (O IS ) συνδέεται με την 

πορείες των ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών A R F/p53 και p16INK4a/pRb, που είναι 

επίσης σημαντικές στη δημιουργία όγκων. Αλλά έχει αμφισβητηθεί κατά πόσον η O IS  

είναι ένας αυθεντικός αντι-καρκινικός μηχανισμός ή μηχανισμός προστασίας ενάντια 

στην ανάπτυξη in vivo, ή απλά ένα φαινόμενο που μπορεί να προκαλείται από το 

στρες στο οποίο υπόκεινται τα κύπαρα σε συνθήκες καλλιέργειας μετά την 

υπερέκφραση ενός ογκογονιδίου (Sherr and DePihno, 2000).

Πρόσφατες μελέτες έδειξαν πως η O IS συμβαίνει in vivo και παρατηρείται σε 

πολλούς και διαφορετικούς προκαρκινωματώδεις ιστούς στον άνθρωπο και στον 

ποντικό (Collado et al., 2005; Michaloglou et al., 2005; Chen et al., 2005; Sharpless 

and DePihno, 2005; Campisi et al., 2005). Oi Collado et al. (2005) με βάση τα 

αποτελέσματα των πειραμάτων τους συμπεραίνουν πως σημαντικός αριθμός  

κυπάρων σε προκαρκινωματώδεις νεοπλασίες ποντικού υπόκεινται σε O IS , σε 

αντίθεση με τα κύτταρα των κακοηθών όγκων τα οποία έχουν χάσει τους 

ενεργοποιητές της O IS  όπως είναι το p16INK4a και το ρ53. Όμοια, οι Bragg et al. 

(2005), έδειξαν ότι σε διαγονιδιακά ποντίκια ότι η /^ Υ ^ -ε π α γ ό μ ε ν η  γήρανση 

υφίστανται in vivo και αποτελεί φραγμό στην ανάπτυξη λεμφωμάτων. Οι Chen et al. 

(2005) ανίχνευσαν O IS  in vivo τόσο σε δείγματα ανθρωπίνων καρκίνων προστάτη, 

που ήταν εξαρτημένη από την υπερέκφραση της ρ53, όσο και σε ιστούς ποντικού,
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αλλά και σε Ra$V12-ZTTay6\szvr\ γήρανση σε διάφορους ιστούς διαγονιδιακών 

ποντικών. Οι Michaloglou et*al. (2005) χρησιμοποίησαν καλλιέργειες ανθρωπίνων 

μελανοκυττάρων και σπίλους δέρματος ή κρεατοελιές (καλοήθεις σχηματισμοί 

πρόδρομοι του κακοήθους μελανώματος). Έδειξαν ότι οι σπίλοι που έφεραν 

μεταλλάξεις στο γονίδιο BRAF (μεταλλάξεις που συχνά ανιχνεύονται σε μελανώματα) 

εκφράζανε δείκτες της κυτταρικής γήρανσης (ή της OIS) και δεν πολλαπλασιάζονταν. 

Αντίθετα, σε καρκινικά κύτταρα μελανώματος δεν παρατηρήθηκε έκφραση των 

δεικτών της OIS και τα κύτταρα έδειχναν αυξημένο κυτταρικό πολλαπλασιασμό. 

Παραδόξως όμως, το προϊόν του ογκοκατασταλτικού γονιδίου p16,NK4a - γνωστός 

ενεργοποιητής της γήρανσης που απαλείφεται συνήθως σε καρκινικά κύπαρα 

μελανώματος - εμφάνισε μια διάστικτη έκφραση στους σπίλους και η πειραματική 

απάλειψη του δεν αύξησε την BRAF-επαγόμεν γήρανση των μελανοκυπάρων στην 

καλλιέργεια. Επίσης, μια μεταλλαγμένη μορφή του BRAF δεν ήταν επαρκής να 

επάγει την έκφραση των ARF και ρ53 στα μελανοκύτταρα, δύο πρωτεϊνών που 

εμπλέκονται στην κυτταρική γήρανση. Αυτά τα ευρήματα ανέδειξαν τα κενά που 

υπάρχουν στην κατανόηση των γονιδίων και των πορειών που περιορίζουν το 

μετασχηματισμό των σπίλων σε θανατηφόρα μελανώματα.

Διάφορα θέματα σχετικά με τη γήρανση θα πρέπει να εξετασθούν. Μπορεί η 

γήρανση να σταματήσει τον πολλαπλασιασμό ενός προ-καρκινώδους κυττάρου ή 

μπορεί να αναστραφεί κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες; Για παράδειγμα, μπορεί η 

γήρανση στους καλοήθεις σπίλους να αναστραφεί και να οδηγήσει σε μελάνωμα, 

μετά από έκθεση τους στον ήλιο; Τα προκαταρκτικά ευρήματα είναι διφορούμενα: η 

γήρανση που υφίσταται σε κύτταρα ποντικού και είναι εξαρτώμενη από την έκφραση 

της ρ53 (Sage et al., 2003; Beausejour et al., 2003) μπορεί να αναστραφεί με την 

απενεργοποίηση της ρ53 ή/και pRb, ενώ η γήρανση των ανθρωπίνων κυττάρων που 

εξαρτάται από την έκφραση της p16,NK4a δεν είναι αναστρέψιμη (Beausejour et al.,

2003). Ένα άλλο θέμα είναι, το τι συμβαίνει στα κύτταρα που υφίστανται OIS in vivo’, 

Συναθροίζονται με την ηλικία ή απαλείφονται με κάποιο, άγνωστο μέχρι σήμερα, 

μηχανισμό; Το γεγονός ότι η έκφραση συγκεκριμένων δεικτών της γήρανσης 

αυξάνεται με την ηλικία υποδηλώνει ότι τα γηρασμένα κύτταρα συναθροίζονται μέχρι 

ένα βαθμό.

Το πιο σημαντικό όμως είναι ότι οι παραπάνω μελέτες έδειξαν ότι η γήρανση 

είναι μοριακά ετερογενής, και υφίσταται διαμέσου διαφορετικών πορειών σε
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διαφορετικά κύτταρα, καθώς επίσης και ως απόκριση σε διαφορετικά ογκογόνα 

ερεθίσματα. Είναι φανερό ότι απαιτείται μια πιο ακριβής μοριακή κατανόηση της O IS. 

Με τον ίδιο τρόπο που γίνεται εκμετάλλευση των αποπτωτικών μηχανισμών για 

θεραπευτικό όφελος, έτσι η καλύτερη κατανόηση των ερεθισμάτων και των 

μηχανισμών που επάγουν και διατηρούν την O IS πιθανά θα επιτρέψουν στους 

ογκολόγους να εκμεταλλευτούν τους κρίσιμους ογκοκατασταλτικούς μηχανισμούς του 

κυττάρου για την πρόληψη και τη θεραπεία του καρκίνου.

Στο Σχήμα 1.1 συνοψίζεται ο ρόλος των σημαντικότερων πορειών της O IS , της 

p16'NK4a/pRB και της A R F-p53/p21Cip1/Waf1. Δυσλειτουργικά τελομερή και γονοτοξικό 

στρες (ογκογονίδια) ενεργοποιούν την πορεία της ρ53 ως απόκριση σε κυτταρικές 

βλάβες και τη μεταγραφή γονιδίων στόχων της ρ53 , όπως το γονίδιο της p 2 ic,p1/Waf1 

που συμβάλλει στη διακοπή του κυτταρικού κύκλου οδηγώντας έτσι το κύτταρο στη 

γήρανση. Η συγκεκριμένη μορφή γήρανσης είναι αναστρέψιμη σε περίπτωση 

απενεργοποίησης της ρ53 (Beausejour et al., 2003). Τα  ογκογονίδια και άλλες 

μορφές στρες επάγουν την p16 INK4a η οποία ενεργοποιεί την pRb. Η pRb οδηγεί στην 

απενεργοποίηση γονιδίων που κωδικοποιούν κυκλίνες και άλλα γονίδια τα οποία 

προωθούν τον κυπαρικό πολλαπλασιασμό. Η διαμεσολαβούμενη από την pRb 

γήρανση είναι μη-αναστρέψιμη ακόμη και μετά την απενεργοποίηση της ρ53, της pRb 

ή και των δύο (Beausejour et al., 2003; Campisi, 2005). Η υπερέκφραση του 

ογκογονιδίου H a-R asV 12  τόσο σε κύτταρα τρωκτικών όσο και σε ανθρώπινα κύπαρα  

επάγει την πρόωρη γήρανση τους ενεργοποιώντας και τις δύο πορείες (Serrano et 

al., 1997; Huot et al., 2002; Beausejour et al., 2003; Mason et al., 2004; Di Micco et 

al., 2007; Mallette et al., 2007; Hemann and Narita, 2007).
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Γήρανση - διακοπή κυπαρικής 
αύξησης (αναστρέψιμη)

Γ ήρανση - διακοπή κυπαρικής . 
αύξησης (μη αναστρέψιμη)

Σχήμα 1.1. Ο Ρόλος των ρ53 και p16/pRB πορειών στην κυπαρική γήρανση.
(Α) Η  πορεία του ρ53. Βλάβες στο DNA, δυσλειτουργικά τελομερή και γονοτοξικό στρες 
όπως ROS, ενεργοποιούνε την πορεία απόκρισης της ρ53. Η επαγωγή των ρ53- 
εξαρτώμενων γονιδίων, συμπεριλαμβανομένου και της p 2 lclp,/Waf1 επάγει την αναστολή του 
πολλαπλασιασμού των κυπάρων παρόμοια με αυτή της γήρανσης. Αυτή η αναστολή δεν 
μπορεί να αντιστραφεί με φυσιολογικά μιτογόνα σήματα αλλά αναστρέφεται με 
απενεργοποίηση της ρ53. (Β) Η  πορεία της pRB. Ογκογονίδια και άλλα στρεσογόνα 
ερεθίσματα επάγουν την ρ16ΙΝΚ4Α, η οποία ενεργοποιεί την pRb. Η pRb καθιερώνει 
κατασταλτικές ετεροχρωματίνες σε τόπους αποτελούμενοι από στόχους E2F1 και 
πιθανότατα άλλα γονίδια που επάγουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Μόλις αυτό συμβεί, 
η pRb-επαγόμενη γήρανση δεν μπορεί να αναστραφεί με την απενεργοποίηση των ρ53, pRb 
ή και των δύο (Campisi, 2005).

8



2.2.1. Γήρανση επαγόμενη από οξειδωτικό στρες

Το μοριακό οξυγόνο (Ο 2) είναι απαραίτητο για τις λειτουργίες των αερόβιων έμβιων 

οργανισμών, όπως για την παραγωγή ενέργειας υπό τη μορφή ΑΤΡ. Κάτω από 

φυσιολογικές ή παθολογικές καταστάσεις το 02 μετασχηματίζεται σε ιδιαίτερα 

δραστικές μορφές που ονομάζονται δραστικές μορφές οξυγόνου  ή Δ Μ Ο  (reactive 

oxygen species; ROS), όπως το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η 2Ο 2), το ανιόν 

σουπεροξειδίου ( 0 2") και η ρίζα υδροξυλίου (ΟΗ*). Οι Δ Μ Ο  παράγονται στο κύπαρο 

με πολλούς τρόπους, όπως διαμέσου της αλύσου μεταφοράς ηλεκτρονίων στα 

μιτοχόνδρια, μετά από έκθεση σε ιονίζουσα ακτινοβολία και διαμέσου ένζυμων όπως 

οι NA DPH-εξαρτώμενες οξειδάσες που παράγουν το ανιόν σουπεροξειδίου ( 0 2*'), 

λιποξυγενάσες και κυκλοξυγενάσες. Με βάση το ότι οι Δ Μ Ο  είναι κυπαροτοξικές, τα 

κύτταρα έχουν αναπτύξει ανπ-οξειδωτικούς μηχανισμούς όπως τις δισμουτάσες του 

σουπεροξειδίου (S O D -1 , -1 και -3) που μετατρέπουν το 02*' σε Η2θ 2, και ένζυμα που 

αποδομούν το Η2θ 2 όπως καταλάσες, υπεροξειδάσες γλουταθειόνης και υπεροξει- 

αναγωγάσες (peroxiredoxins).

Όταν η παραγωγή των Δ Μ Ο  από τα κύπαρα υπερβαίνει την αντι-οξειδωτική 

ικανότητα τους, τότε δημιουργείται μια κατάσταση οξειδωτικού στρες  που οδηγεί σε 

σοβαρές κυπαρικές βλάβες και συμβάλλει στην παθογένεση διαφόρων ασθενειών. 

Όμως, αν η συγκέντρωση των ΔΜ Ο  που παράγονται δεν είναι υψηλή, τότε οι Δ Μ Ο  

δρουν ως δευτεροταγείς μεταγωγείς σήματος σε πορείες μεταγωγής σήματος που 

οδηγούν στη ρύθμιση της έκφρασης γονιδίων σε διάφορους κυτταρικούς τύπους, 

αλλά και κάτω από διάφορες βιολογικές συνθήκες όπως μετά τη χορήγηση 

κυποκινών, αυξητικών παραγόντων και ορμονών, στη μεταφορά ιόντων, στη 

μεταγραφή, στη νευρο-ρύθμιση και στην απόπτωση (Adler et al., 1999; Hensley et 

al., 2000; Tonks, 2005).

Ο όρος ‘οξειδωτικό στρες1 χρησιμοποιείται σε διάφορες βιοχημικές, 

φυσιολογικές και παθοφυσιολογικές καταστάσεις. Περιγράφει τις επιδράσεις της 

αυξημένης παραγωγής δραστικών μορφών οξυγόνου (ΔΜ Ο  ή RO S), ή της μειωμένης 

αποβολής τους. Με βάση το γεγονός ότι οι ΔΜ Ο  προκαλούν βλάβες σε κύπαρα, 

ιστούς και όργανα, έχει προκύψει ότι το οξειδωτικό στρες είναι η αιτία πρόκλησης 

παθολογικών καταστάσεων, όπως αρτηριοσκλήρυνση, εκφυλισμός των νεύρων, 

καρκίνος και γήρανση. Κατ’ ακολουθία θα πρέπει να παρεμποδισθεί, να
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ελαχιστοποιηθεί ή να ελεγχθεί (Azzi et al., 2007; Scherz-Shouval and Elazar, 2007; 

Pervaiz and Clem ent, 2007; Fruehauf and M eyskens, 2007).

To υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η 2θ 2), αποτελεί το σημαντικότερο παράγοντα 

των δραστικών μορφών οξυγόνου. Είναι ασθενές οξειδωτικό μέσο αλλά παρόλα αυτά 

μπορεί να οξειδώσει αρκετά βιολογικά μόρια (Halliwell, 2000; Veal et al., 2007). 

Λόγω του ότι είναι μικρό και αφόρτιστο μόριο μπορεί εύκολα να διαχέεται μέσω των 

κυτταρικών μεμβρανών, μια ιδιότητα ιδιαίτερα σημαντική για τη φυσιολογική του 

δράση. Ό ταν προστίθεται στο υλικό κυττάρων σε καλλιέργεια σε χαμηλές 

συγκεντρώσεις μεταξύ 10-100 μ Μ προξενεί βλάβες σε αυτά οι οποίες σε ορισμένες 

περιπτώσεις οδηγούν σε κυτταρικό θάνατο (Ott et al., 2007; Forman, 2007). Μερικές 

από τις βλάβες αυτές μπορεί να είναι άμεσες αλλά οι περισσότερες, κυρίως στα 

λιπίδια, τις πρωτεΐνες και το DNA είναι έμμεσες μιας και το Η2θ 2 δεν αντιδρά 

απευθείας με τα μόρια αυτά. Στην περίπτωση αυτή, πιστεύεται ότι το Η20 2 διαπερνά 

την κυτταρική μεμβράνη και μετά αντιδρά ενδοκυττάρια με διάφορα μέταλλα 

μετάπτωσης (κυρίως Fe και πιθανά Cu) δημιουργώντας δραστικές ρίζες ΟΗ* ή 

άλλους παράγοντες με παρόμοια υψηλή δραστικότητα (Veal et al., 2007, Ott et al., 

2007; Forman, 2007).

Μελέτες έχουν δείξει, ότι το Η20 2 επάγει την πρόωρη κυπαρική γήρανση 

φυσιολογικών ανθρωπίνων ινοβλαστών, γνωστή ως στρεσο-επαγόμενη πρόωρη 

κυτταρική γήρανση (stress-induced prem ature senescence-SIPS) (Finkel and 

Holbrook, 2000; W right and Shay, 2001; Toussaint 2000; Toussaint et al., 2002a,b; 

Giorgio et al., 2007). Βιοδείκτες αυτής της μορφής κυπαρικής γήρανσης είναι: 

μορφολογία παρόμοια με τα γηρασμένα κύτταρα, η μη-αναστρέψιμη αναστολή του 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού, η απουσία απόκρισης σε μιτογόνα ερεθίσματα, η 

έκφραση της βΑ -β-Θ θΙ και η συχνή απάλειψη 497 7  bp μιτοχονδριακού DNA. 

Επιπροσθέτως, τα επίπεδα του αναστολέα της κυκλινο-εξαρτώμενης κινάσης 

p2 <|Cipi/wafi είνα| σε υψηλότερα επίπεδα δίνοντας παράλληλα και μια εξήγηση για την 

υποφωσφορυλίωση της πρωτεΐνης του ρετινοβλαστώματος, pRb. Τέλος τα επίπεδα 

της ρ53 επάγονται αμέσως μετά το στρες και στη συνέχεια επανέρχονται στα 

φυσιολογικά επίπεδα (Chen et al., 1998; Chen et al., 2000; Dumont et al., 2000; 

Petropoulou et al., 2001; Lee et al. 2002; Frippiat et al., 2003; W ang et al., 2004; 

Bokov et al., 2004; Chen et al., 2005; Ryu et al., 2006).
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Η χορήγηση υπο-θανατηφόρων (sublethal) συγκεντρώσεων Η2Ο 2 σε 

φυσιολογικές ανθρώπινες ινοβλάστες W I-38 (W ang et al., 2004) ή I M R -90 (Chen et 

al., 1998; Chen et al., 2000; Chen et al., 2004) προήγαγε την κυπαρική γήρανση των 

ινοβλαστών που σχετίζονταν με τη διακοπή του κυτταρικού κύκλου στη φάση G1, την 

επαγωγή της έκφρασης της εΑ -β -Gal, την επαγωγή και ενεργοποίηση της ρ53 και 

κατ’ ακολουθία της p 2 lCip1/Waf1, την υποφωσφορυλίωση της pRb και τη μειορρύθμιση 

της cdc6. Σε αντίθεση, υψηλότερες συγκεντρώσεις Η20 2 επήγαγαν την απόπτωση 

των ινοβλαστών IM R-90 με την επαγωγή της έκφρασης της προ-αποπτωτικής 

πρωτεΐνης Bax (Chen et al., 2000). Όμοια, η χορήγηση υπο-θανατηφόρων 

συγκεντρώσεων Η20 2 σε φυσιολογικές ανθρώπινες ινοβλάστες M R C -5 είχε σαν 

αποτέλεσμα τη διακοπή του κυπαρικού πολλαπλασιασμού στη φάση G1, τη 

συνάθροιση οξειδωμένων πρωτεϊνών, την αύξηση του μιτοχονδριακού DNA και την 

επαγωγή της κυτταρικής γήρανσης (Sitte et al., 2000; Lee et al., 2000). Η επαγωγή 

της κυτταρικής γήρανσης των M RC-5 από το Η20 2 οφείλονταν στη συνάθροιση 

σχασών μονής αλυσίδας (single strand breaks; SSBs) και την επιτάχυνση της 

σμίκρυνσης των τελομερών (von Zglinicki et al., 2000). Πρόσφατες μελέτες έδειξαν 

ότι η παραγωγή ΔΜΟ αυξάνεται με την in vitro γήρανση των M R C -5  με αποτέλεσμα 

τη σμίκρυνση των τελομερών και την εμφάνιση της ΒΑ-β-Gal και εστιών της γ-Η2Α Χ  

στα τελομερή, ως ένδειξη βλαβών στο DNA (Passos et al., 2007). Επιπλέον, μελέτες 

σε ένα κυτταρικό στέλεχος όμοιες με τις M R C -5, τις M R C -9, οδήγησαν στην 

αναγνώριση 42  γονιδίων, η έκφραση των οποίων μεταβάλλεται από το Η2Ό2. 

Ειδικότερα, μια σειρά πρωτεϊνών που εμπλέκονται στη ρύθμιση της απόπτωσης 

(PUM A, στόχος της ρ53) και του κυπαρικού πολλαπλασιασμού (κυκλίνη Β1, 

p2 1 c'Pi/wafi j Gadd45A) είχαν αυξημένη έκφραση και ο κύριος μεταγραφικός 

ρυθμιστής της απόκρισης στο Η20 2 ήταν η ρ53 (Desaint et al., 2004).

Οι παραπάνω μελέτες έδειξαν ότι το Η20 2 προκαλεί βλάβες στο DNA, τη 

σμίκρυνση των τελομερών, την επαγωγή δεικτών της γήρανσης και της απόκρισης σε 

βλάβες στο DNA (ΒΑ-β-Gal, γ-Η2ΑΧ) οδηγώντας στην επαγωγή και την 

ενεργοποίηση του άξονα p53-p21Cip1/Waf1, με αποτέλεσμα τη μη-αναστρέψιμη 

αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού στη φάση G1 του κυτταρικού κύκλου 

που οδηγεί στην κυπαρική γήρανση των ινοβλαστών.
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3.1. RAS

To 1981, οι ερευνητικές ομάδες των R. W einberg, M. W igler and G. Cooper 

ανακάλυψαν ότι μικρά τμήματα DNA απομονωμένα από ανθρώπινα καρκινικά 

κύτταρα είχαν την ικανότητα να μετασχηματίσουν τα αθανατοποιημένα κύτταρα 

ποντικού Ν ΙΗ 3Τ3 σε καρκινικά. Μέσα σε ένα χρόνο, μαζί με την ομάδα του Μ. 

Barbacid, έδειξαν ότι ο μετασχηματίζων παράγοντας στο D N A των ανθρωπίνων 

καρκινικών κυττάρων της ουροδόχου κύστης ήταν το κυτταρικό ομόλογο Ha-Ras, ένα 

ογκογονίδιο που βρέθηκε στον ιό του Harvey (Harvey rat sarcoma retrovirus) του 

σαρκώματος του αρουραίου. Αυτά τα ευρήματα έδειξαν για πρώτη φορά ότι οι 

ανθρώπινοι όγκοι περιείχαν ενεργοποιημένα ογκογονίδια, ομόλογα εκείνων των 

ρετροιών, οι οποίοι τα ‘αποκόμιζαν’ με γενετικό ανασυνδυασμό από το γονιδίωμα 

των ξενιστών τους (Land et al., 1983). Οι ίδιες ομάδες έδειξαν ότι η διαφορά μεταξύ 

του φυσιολογικού γονιδίου του H a-R as  και της ογκογόνου μορφής του οφείλονταν σε 

μια σημειακή μετάλλαξη, υπεύθυνη για την ενεργοποίηση του ογκογονιδίου και για τη 

διέγερση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού (Land et at., 1983). Επιπλέον μελέτες 

έδειξαν ότι ένα υψηλό ποσοστό ανθρώπινων καρκίνων έφεραν τέτοιες μεταλλάξεις 

στο ογκογονίδιο Ras  (Malum bres and Barbacid, 2003). Η ανακάλυψη και ο 

χαρακτηρισμός του H a-R as  οδήγησε τα επόμενα χρόνια στην απομόνωση και τον 

χαρακτηρισμό και άλλων πρωτο-ογκογονιδίων και ογκογονιδίων.

Τα κυτταρικά πρωτο-ογκογονίδια (cellular proto-oncogenes) είναι οι 

φυσιολογικές μορφές των (ογκο)γονιδίων και συμβολίζονται με το πρόθεμα c-onc 

(cellular) αντί v-onc (viral) για να διαχωρίζονται από τα ρετροικά ογκογονίδια. Τα 

κυτταρικά πρωτο-ογκογονίδια {c-onc) δρουν ως διεγέρτες του κυπαρικού 

πολλαπλασιασμού καθώ ς κωδικοποιούν υποδοχείς αυξητικών παραγόντων (c- 

erbB 1/EG FR), πρωτεΐνες που εμπλέκονται στις πορείες μεταγωγής σήματος {c-Ras) 

και παράγοντες μεταγραφής (c-m yc, c-fos). Είναι λοιπόν φανερό ότι τα προϊόντα των 

κυτταρικών πρωτο-ογκογονιδίων εντοπίζονται σε κρίσιμα σημεία στα πολύπλοκα 

κυτταρικά δίκτυα μεταγωγής σήματος και επομένως η έκφραση τους θα πρέπει να 

βρίσκεται κάτω από στενό κυτταρικό έλεγχο.

Τα ογκογονίδια (one) είναι οι ενεργοποιημένες μορφές των πρωτο-ογκογονιδίων 

(c-onc) και προέρχονται από σημειακές μεταλλάξεις (ras, myc, fos), χρωμοσωμικές 

αναδιατάξεις (Bcl-2, myc) και γονιδιακή ενίσχυση (c-erbB 1IE G FR , myc), ή από ιογενή
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ενεργοποίηση διαμέσου της εισχωρητικής μεταλλαξιγένεσης (insertional 

mutagenesis) των ρετροιών ή της ρετροικής μεταγωγής (retroviral transduction). 

Αυτοί οι μηχανισμοί μετατροπής ή ενεργοποίησης των πρωτο-ογκογονιδίων σε 

ογκογονίδια ή σε ‘καρκινικά γονίδια’ (cancer genes) οδηγούν στην απορρύθμιση ή 

στην υπερέκφραση τους με αποτέλεσμα τα προϊόντα τους να μπορούν να διεγείρουν 

τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και να μεταβάλλουν την κυτταρική φυσιολογία (Land 

et al., 1983; Weinberg, 1985).

Τα κυτταρικά πρωτο-ογκογονίδια ή οι ενεργές μορφές τους χωρίζονται σε δύο 

κατηγορίες με βάση την ικανότητα τους να συνεργούν σε διάφορους προσδιορισμούς 

μετασχηματισμού των κυττάρων και τον κυτταρικό εντοπισμό των πρωτεϊνών που 

κωδικοποιούν (Πίνακας 1.1) (Weinberg, 1985).

Μια κατηγορία πρωτο-ογκογονιδίων κωδικοποιεί κυτταροπλασματικές 

πρωτεΐνες που είτε εκκρίνονται (αυξητικοί παράγοντες) ή εντοπίζονται στην 

κυπαροπλασματική μεμβράνη (υποδοχείς αυξητικών παραγόντων), ή εντοπίζονται 

στις μιτοχονδριακές μεμβράνες και στο ενδοπλασματικό δίκτυο. Αυτά τα πρωτο- 

ογκογονίδια ονομάζονται κυτταροπλασματικά (πρωτο-)ογκογονιδια  (cytoplasmic 

oncogenes). Μια δεύτερη κατηγορία είναι τα πυρηνικά (πρωτο-)ογκογονίδια (nuclear 

oncogenes), τα πρωτεϊνικά προϊόντα των οποίων εντοπίζονται στον πυρήνα ως 

εξειδικευμένοι παράγοντες μεταγραφής (Πίνακας 1.1).

Πολλές μελέτες έδειξαν ότι τα κυτταροπλασματικά ογκογονίδια, όπως το Ras, 

χαρακτηρίζονται από την ισχυρή ικανότητα τους να προάγουν τον πολλαπλασιασμό 

ανεξάρτητα από την προσκόλληση, να επάγουν την έκκριση αυξητικών παραγόντων 

(αυτόκρινη έκκριση) και επομένως να επιφέρουν τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων 

ανεξάρτητα από αυξητικούς παράγοντες. Σε αντίθεση, με τις ιδιότητες 

μετασχηματισμού των κυπαροπλασματικών ογκογονιδίων, τα πυρηνικά ογκογονίδια, 

όπως το Myc, χαρακτηρίζονται από την ικανότητα τους να αθανατοποιήσουν 

φυσιολογικά κύτταρα (Weinberg, 1985). Τα πυρηνικά ογκογονίδια (διαμέσου 

μεταβολών στον πυρήνα) συνεργούν αποτελεσματικά με τα κυτταροπλασματικά 

ογκογονίδια (διαμέσου μεταβολών στο κυτταρόπλασμα), όπως η συνέργεια των Ras  

και Myc, για τη μετατροπή φυσιολογικών κυττάρων σε καρκινικά (Land et al., 1983, 

Weinberg, 1985; W einberg, 1997).
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Πίνακας 1.1. Κυτταρικά πρωτο-ογκογονίδια
(Πρώτο-)

Ογκογονίδιο
Χρωμόσωμα

ανθρώπου
Κυτταρικός
εντοπισμός

Βιοχημική Λειτουργία

Κυτταροπλασμστικά πρωτο-ογκογονίδια
sis 22 Ε Β-άλυσος του αυξητικού 

παράγοντα από αιμοπετάλια 
(B-chain of Platelet-derived 
Growth Factor; PDGF) - 
Μεταγωγή σήματος

m et ΚΜ Υποδοχέας του αυξητικού 
παράγοντα ηπατοκυττάρων 
(Hepatocyte Growth Factor 
Receptor; HGFR) - Μεταγωγή 
σήματος

erbB1 7 ΚΜ Υποδοχέας του επιδερμικού 
αυξητικού παράγοντα 
(Epidermal Growth Factor 
Receptor; EGFR) - Μεταγωγή 
σήματος

Ha-ras1
Ki-ras2
N-ras

11
12
2

ΚΜ
ΚΜ
ΚΜ

Πρωτεΐνες δέσμευσης GTP 
και αλληλεπίδρασης με GAP - 
Μεταγωγή σήματος

src 20 ΚΜ Κινάση τυροαίνης - Μεταγωγή 
σήματος

Bcl-2 18 Μ, ΕΔ, Π Σχηματισμός καναλιών; Αντι- 
αποπτωτική πρωτεΐνη,

Πυρηνικά πρωτο-ογκογονίδια
B-lym 1 Π Αυξητικός παράγοντας 

σχετικός με την τρανσφερρίνη 
(Transferrin-related Growth 
Factor; TRGF)

erbA 17 Π Υποδοχέας της θυρεοτρόπου 
ορμόνης Τ 3; Μεταγραφικός 
παράγοντας εξειδικευμένης 
αλληλουχίας - Μεταγραφή, 
μεταβολισμός

fos 2 Π Μεταγραφικοί παράγοντες
jun 1 Π εξειδικευμένης αλληλουχίας; 

ΑΡ1 (fos-jun) - Μεταγραφή
Myc 6 Π Μεταγραφικός παράγοντας 

εξειδικευμένης αλληλουχίας; 
myc-miz1 - Μεταγραφή

myb 8 Π Μεταγραφικός παράγοντας 
εξειδικευμένης αλληλουχίας - 
Μεταγραφή

E, έκκριση; KM, κυτταροττλασματική μεμβράνη; Μ, μιτοχόνδριο; ΕΔ, 
ενδοττλασματικό δίκτυο; Π, πυρήνας
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Επιπλέον μελέτες όμως, έχουν αναδείξει και άλλους ρόλους των 

κυτταροπλασματικών και πυρηνικών ογκογονιδίων, εκτός του να επιφέρουν ιδιότητες 

μετασχηματισμού σε φυσιολογικά κύπαρα. Έ νας τέτοιος ρόλος των ογκογονιδίων, 

όπως των Ras  και Myc, είναι η επαγωγή του ογκογόνου στρες (§2 .2 .1 ) που οδηγεί σε 

διακοπή του κυτταρικού κύκλου με αποτέλεσμα την επαγωγή της κυτταρικής 

γήρανσης (Serrano et al., 1997; W einberg, 1997; Guney and Sedivy, 2006; Di Micco, 

2006; Mallette et al., 2007; Hemann and Narita, 2007) ή της απόπτωσης (Cox and 

Der, 2003; Pelengaris et al., 2002; Nilsson and Cleveland, 2003).

Η οικογένεια των ογκογονιδίων Ras  αποτελείται από τρία ογκογονίδια: Harvey- 

Ras (H-ras, Ha-ras, rasH), Kirsten-Ras (K-ras, Ki-ras, rasK) και N -R as που 

κωδικοποιούν μια πρωτεΐνη χαμηλού μοριακού βάρους, την p21Ras. Η οικογένεια των 

πρώτο-ογκογονιδίων Ras  εμπλέκεται σε μία πληθώρα βασικών κυτταρικών 

λειτουργιών όπως ο κυτταρικός πολλαπλασιασμός, η απόπτωση και η κυτταρική 

επιβίωση και έχουν εμπλακεί στη μεταγωγή σήματος, στην καρκινογένεση, στην 

ανάπτυξη και στην κυτταρική γήρανση (Downward, 2003; Downward, 2006). Πρώτο, 

οι ογκοπρωτεΐνες Ras είναι μικρές πρωτεΐνες δέσμευσης G TP  (G -πρωτεΐνες), οι 

οποίες όταν διεγείρονται από αυξητικούς παράγοντες, ανακυκλώνουν μεταξύ μιας 

ενεργούς και μιας ανενεργούς μορφής -  R as-G TP και R as-G D P , αντίστοιχα, 

διαμέσου υδρόλυσης που καταλύεται από τις πρωτεΐνες ενεργοποίησης των G TPase  

(G A P’s). Οι ογκοπρωτεΐνες Ras εντοπίζονται στη έσω πλευρά της

κυταροπλασματικής μεμβράνης και εμπλέκονται στη σύζευξη των υποδοχέων 

αυξητικών παραγόντων, με τις πορείες μεταγωγής σήματος οι οποίες ελέγχουν τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό, την κυτταρική επιβίωση και τον κυτταρικό 

μετασχηματισμό (Downward, 2003; Downward, 2006). Δεύτερο, η ταυτοποίηση 

συγκεκριμένων μεταλλάξεων των ογκογονιδίων R as  έδειξε ότι παίζουν σημαντικό 

ρόλο στην ανάπτυξη >1/4  των όγκων (Downward, 2003; Malumbres and Barbacid, 

2003; Downward, 2006; Stites et al., 2007). Τρίτο, πρόσφατες μελέτες ανέδειξαν ένα 

ρόλο των ογκοπρωτεινών Ras στην ανάπτυξη. Μεταλλάξεις των ογκογονιδίων Ras  

στη γαμετική σειρά (germline mutations) έχουν ενοχοποιηθεί σε μια σειρά 

αναπτυξιακών ανωμαλιών, όπως για παράδειγμα το σύνδρομο Costello (μεταλλάξεις 

του Ha-Ras) και το σύνδρομο Noonan (μεταλλάξεις του K-Ras) (βλέπε σχετική 

βιβλιογραφία στους Downward, 2003; Downward, 2006). Τέταρτο, ογκοπρωτεΐνες 

Ras, διαμέσου της διέγερσης πορειών μεταγωγής σήματος , επάγουν σε φυσιολογικά
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κύτταρα, όπως ανθρώπινες ινοβλάστες, υπερβολικά μιτογόνα σήματα που οδηγούν 

σε υπερ-πολλαπλασιαστικές αποκρίσεις (hyper-proliferative responses), διαμέσου 

της επαγωγής της κυκλίνης D1, με αποτέλεσμα την επαγωγή βλαβών στο DNA και τη 

διακοπή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού στη φάση G1 του κυπαρικού κύκλου, με 

μορφολογικά και βιοχημικά χαρακτηριστικά ενός φαινοτύπου γηρασμένων κυπάρων 

in vitro (Serrano et al., 1997; Di Micco, 2006; Mallette et al., 2007; Hemann and 

Narita, 2007) και in vivo (Braig et al., 2005; Collado et al., 2005; Sharpless and 

DePihno, 2005). Συγκεκριμένα, η υπερέκφραση του ογκογόνου Η θ -Ζ ^ ν ^ π ρ ο κ α λ εί 

την πρόωρη γήρανση ορισμένων στελεχών φυσιολογικών ανθρωπίνων ινοβλαστών 

διαμέσου επαγωγής βλαβών στο DNA και την ενεργοποίηση του άξονα ρ53- 

p21c,pi/wafi (Serrano et al., 1997; Lin et al., 1998; Beausejour et al., 2003; Mason et 

al., 2004; Di Micco, 2006; Lou and Chen, 2006; Mallette et al., 2007; Hemann and 

Narita, 2007). Άλλα βέβαια στελέχη φυσιολογικών ανθρωπίνων ινοβλαστών είναι 

ανθεκτικά στη Wa-Ras-επαγόμενη κυτταρική γήρανση (Benanti and Galloway, 

2004a,b; Kolettas E, Markopoulou S and Batsi Ch, αδημοσίευτα αποτελέσματα), και 

αυτή η διαφορά έχει αποδοθεί στα επίπεδα έκφρασης του αναστολέα των κυκλινο- 

εξαρτώμενων κινασών ρ16ΙΝΚ4Α, ο οποίος δεσμεύεται άμεσα στις Cdk2 και Cdk4 που 

εμπλέκονται στη συγκρότηση του συμπλόκου κυκλίνης D1-CDK4/6 και είναι 

υπεύθυνες για τη φωσφορυλίωση, και επομένως απενεργοποίηση, της pRb 

(Beausejour et al., 2003; Benanti and Galloway, 2004a,b; Brookes et al., 2005).

i
<f
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(A) Ενεργοποίηση Ογκογονιδίων

Ογκογόνο στρες 
(Υττερ-πολλαπλασιαστικό σήμα)

Βλάβες του DNA κατά την S-φάση

DDR S-φάσης

Κύτταρα Κύτταρα
ικανά ανεπαρκή
DDR DDR

ι ι
Γήρσνση Πολλαπλασιασμός

Απόπωση και μετασχηματισμός

(Β) Ενεργοποιημένο ογκογονίδιο 
(Ha-RasV12)

Ογκογόνο στρες

ARF

(Υπερ-πολλαπλασιαστικό σήμα)

Αμφίκλωνες Σχάσεις DNA 
(DSB’s)

Αναγνώριση των DSBs 
[Φωσφορυλίωση της Η2ΑΧ (γ-Η2ΑΧ)]

I f
-► Ενεργοποίηση των 

ATM / ATR

Chk2

Mdm2— I ρ53 «— —Φωσφορυλίωση της ρ53
(Ser-15; Ser-20)

Διάβρωση
τελομερών

D21c,p1<Waf1

I
Διακοπή της αύξησης 

στη φάση-GI

Bax, ΡΙΙΜΑα, 
Noxa

Απόπτωση

Σχήμα 2.1. Προτεινόμενο μοντέλο επαγωγής της κυτταρικής γήρανσης από ογκογόνο 
στρες. (Α) Η ενεργοποίηση ενός ογκογονιδίου επάγει υπερβολικά μιτογόνα μηνύματα που 
οδηγούν σε υπερ-πολλαπλασιαστικές αποκρίσεις με αποτέλεσμα την επαγωγή και 
συνάθροιση βλαβών στο DNA κατά τη S-φάση του κυτταρικού κύκλου. Κύτταρα ικανά να 
ενεργοποιήσουν τις πορείες απόκρισης σε βλάβες στο DNA (DDR) υφίστανται διακοπή του 
κυτταρικού πολλαπλασιασμού στη φάση G1, που στην περίπτωση φυσιολογικών κυττάρων 
μπορεί να είναι μη-αναστρέψιμη, ή υφίστανται απόπτωση. Σε κύτταρα που δεν 
ενεργοποιούνται οι πορείες DDR, το υπερβολικό μιτογόνο σήμα από την ενεργοποίηση ενός 
ογκογονιδίου διεγείρει τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και μπορεί δρώντας συνεργειακά με 
ένα δεύτερο ογκογονίδιο ή άλλους παράγοντες για το μετασχηματισμό των κυττάρων. (Β) 
Κύπαρα ικανά να ενεργοποιήσουν τις πορείες DDR, το ογκογόνο στρες επάγει βλάβες στο 
DNA (DSBs) λόγω των υπερβολικά μιτογόνων σημάτων που αναγνωρίζονται από το κύτταρο 
που ενεργοποιεί τις κινάσες ATM/ATR και δημιουργώντας εστίες 0ΝΑ-γΗ2ΑΧ. Ως 
αποτέλεσμα, η ενεργοποίηση της ΑΤΜ οδηγεί στην φωσφορυλίωση της Chk2 και ρ53 η 
οποία σταθεροποιείται και επάγει τη μεταγραφή της p 2 ic,p1/Waf1. Η διατήρηση του άξονα ρ53- 
p2 ic.pi/wafi Ejva| η κύρια αιτία της επαγωγής της κυτταρικής γήρανσης φυσιολογικών 
ινοβλαστών από ογκογόνο στρες όπως αυτό που προκαλείται από το ογκογονίδιο Ha- 
RasV12 (Di Micco et al., 2006; Lou and Chen, 2006; Mallette et al., 2007; Hemann and 
Narita, 2007).



4.1. Πορείες απόκρισης σε βλάβες του DNA (DNA Damage Responses)

Η διατήρηση της ακεραιότητας και της πιστότητας του γονιδιώματος είναι απαραίτητη 

για τη φυσιολογική λειτουργία και την επιβίωση όλων των οργανισμών. Αυτή η 

προϋπόθεση είναι ιδιαίτερα δύσκολη λόγω της σταθερής και συνεχής προσβολής του 

DNA από γονοτοξικούς παράγοντες, εξωγενείς (ιονίζουσα ακτινοβολία) και 

ενδογενείς (ΔΜΟ, σμίκρυνση τελομερών), της λανθασμένης ενσωμάτωσης 

νουκλεοτιδίων κατά την αντιγραφή του DNA και της ενδογενής βιοχημικής αστάθειας 

του ίδιου του μορίου του DNA.

Η αδυναμία επιδιόρθωσης των βλαβών του DNA οδηγεί στην παρεμπόδιση της 

μεταγραφής, της αντιγραφής, στη μεταλλαξιγένεση και/ή στην κυτταρική τοξικότητα. 

Στον άνθρωπο, οι βλάβες στο DNA εμπλέκονται σε διάφορες γενετικά 

κληρονομήσιμες ασθένειες, στην κυτταρική γήρανση και στην καρκινογένεση (Finkel 

and Holbrook, 2000; Ljungman, 2005).

Κυτταρικός
ΜεταβολισμόςD C Εκθεση σε UV

Μ *··.*»
4 -f

*
Ενεργοποίηση ττυν 

aifyiftov εΜχγου του 
κυτταρικού κύκλου

Σχήμα 3.1. Οι κυτταρικές αποκρίσεις σε βλάβες στο DNA. Βλάβες στο DNA 
προκαλούνται από πολλούς παράγοντες. Οι κυτταρικές αποκρίσεις στις βλάβες αφορούν την 
ενεργοποίηση των σημείων ελέγχου του κυπαρικού κύκλου, την έναρξη προγραμμάτων 
μεταγραφής γονιδίων, την εκτέλεση μηχανισμών επιδιόρθωσης του DNA, ή όταν οι βλάβες 
είναι οξείς, την έναρξη της απόπτωσης.
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Όλοι οι ευκαρυωτικοί οργανισμοί έχουν εξελίξει μια πολύπλευρη απόκριση για 

την αντιμετώπιση των καταστροφικών αποτελεσμάτων των βλαβών στο DNA (Σχήμα

3.1 . ). Με την ανίχνευση των βλαβών στο DNA ή την αναστολή στην αντιγραφή, 

ενεργοποιούνται οι πορείες των σημείων ελέγχου του κυπαρικού κύκλου και 

διακόπτουν την πρόοδο του ώστε να δοθεί χρόνος στα κύτταρα να επιδιορθώσουν 

τις βλάβες ή τα λάθη κατά την αντιγραφή πριν μεταβιβαστούν στα θυγατρικά κύτταρα. 

Εκτός της ενεργοποίησης των σημείων ελέγχου του κυτταρικού κύκλου, οι πορείες 

απόκρισης σε βλάβες στο DNA έχουν σαν αποτέλεσμα την επαγωγή προγραμμάτων 

μεταγραφής, την διέγερση των μηχανισμών επιδιόρθωσης του DNA, και όταν το 

επίπεδο των βλαβών είναι οξύ, την έναρξη της απόπτωσης (Zhou and Elledge, 

2000). Ό λες αυτές οι διαδικασίες συντονίζονται προσεκτικά έτσι ώστε το γενετικό 

υλικό να διατηρηθεί, να αντιγράφει και να διαχωριστεί με πιστότητα.

Οι πορείες απόκρισης σε βλάβες στο DNA (D N A  dam age response pathways), 

που είναι πορείες μεταγωγής σήματος, συντελούνται από αισθητήρες, μετατροπείς 

και τις πρωτεΐνες-τελεστές οι οποίοι ανιχνεύουν τη βλάβη και κατευθύνουν την 

ενεργοποίηση μιας επιβιωτικής απόκρισης, η οποία περιλαμβάνει την αναστολή του 

κυπαρικού κύκλου και την επιδιόρθωση του DNA σε περίπτωση που η βλάβη μπορεί 

να επιδιορθωθεί ή την ενεργοποίηση ενός αποπτωτικού προγράμματος όταν η βλάβη 

δεν δύναται να επιδιορθωθεί. Σε περίπτωση απουσίας ή ανεπάρκειας αυτών των 

αποκρίσεων, τότε το κύπαρο γίνεται πιο επιρρεπές στο νεοπλασματικό 

μετασχηματισμό (Zhou and Elledge, 2000).

4.1.1. Σημεία ελέγχου του κυτταρικού κύκλου (Cell Cycle Checkpoints)

Τα σημεία ελέγχου του κυπαρικού κύκλου είναι ρυθμιστικές πορείες που καθορίζουν 

τη διάταξη και το χρόνο των μεταβάσεων του κυπαρικού κύκλου ώστε να 

διασφαλισθεί η ολοκλήρωση ενός κυπαρικού κύκλου πριν αρχίσει ο επόμενος. Οι 

κύριοι ρυθμιστές των πορειών των σημείων ελέγχου του κυπαρικού κύκλου στις 

αποκρίσεις των κυπάρων σε βλάβες στο DNA είναι οι πρωτεϊνικές κινάσες ΑΤΜ  

(ataxia telangiectasia, mutated) και ATR (ATM και Rad3-related). Και οι δύο αυτές 

κινάσες ανήκουν στη μοναδική οικογένεια των κινασών σερίνης/θρεονίνης που 

χαρακτηρίζονται από μια καταλυτική περιοχή στο καρβόξυ-τελικό άκρο που 

περιέχουν μια υποπεριοχή κινάσης φωσφοινοσιτόλης-3 (Ρ Ι3 kinase) (Abraham, 

2001; Bakkenist and Kastan, 2004). Μολονότι οι ATM  και A TR  φαίνεται ότι
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φωσφορυλιώνουν πολλά από ίδια υποστρώματα, γενικά αποκρίνονται σε 

διαφορετικές μορφές βλαβών* στο DNA. Η Α ΤΜ  είναι ο κύριος διαμεσολαβητής των 

αποκρίσεων σε αμφίκλωνες ρήξεις του DNA (D N A  double strand breaks; DSBs) οι 

οποίες προέρχονται από την έκθεση σε ιονίζουσα ακτινοβολία (IR ). Σε αντίθεση, η 

A TR  έχει υποστηρικτικό ρόλο στις DSBs, αλλά κατευθύνει τη κύρια κυτταρική 

απόκριση σε βλάβες που προέρχονται από την έκθεση στην υπεριώδη ακτινοβολία 

(U V ) ή σε λάθη που οδηγούν σε διακοπές κατά την αντιγραφή του DNA (Kastan and 

Bartek, 2004; Ljungman, 2005; Lukas et at., 2006).

Η ερώτηση που τίθεται είναι πως ενεργοποιείται η ΑΤΜ  ως απόκριση σε DSBs;

Η ενεργοποίηση της A TM , όπως ενδεικτικά ανιχνεύεται με την ενδομοριακή 

αυτοφωσφορυλίωση της στη θέση S1981, ανιχνεύεται αμέσως μετά την έκθεση σε 

γονοτοξικούς παράγοντες, και είναι μέγιστη μέσα σε λίγα λεπτά μετά την έκθεση των 

κυττάρων ακόμη και σε χαμηλές δόσεις IR, της τάξης των 0 .5  Gy (Bakkenist and 

Kastan, 2003). Περίπου 18 DSBs απαιτούνται για την ενεργοποίηση πάνω του 50%  

των μορίων της Α ΤΜ  σε χρονικό διάστημα μικρότερο των 5 λεπτών μετά την έκθεση  

σε IR, δείχνοντας ότι δε χρειάζεται να προσδεθεί η ΑΤΜ  στις DSBs προκειμένου να 

ενεργοποιηθεί. Αντίθετα, μελέτες έδειξαν ότι η αυτοφωσφορυλίωση της Α ΤΜ  μπορεί 

να υφίσταται λόγω των μεταβολών στην υψηλή οργάνωση της χρωματίνης που 

προκαλούνται από τις DSBs.

Ό μω ς τι ανιχνεύει τις DSBs, δρώντας ως αισθητήρας, που οδηγεί στην 

ενεργοποίηση της ΑΤΜ  και στη στρατολόγηση της στις θέσεις των DSBs; Πρόσφατες 

μελέτες έδειξαν ότι το σύμπλοκο M re11/R ad50/N B S1 ή σύμπλοκο M RN δρα ως 

αισθητήρας των DSBs και είναι ένας ουσιαστικός μεσολαβητής της στρατολόγησης 

και ενεργοποίησης της ΑΤΜ  στην περίπτωση των DSBs. Επομένως, το σύμπλοκο 

M RN στρατολογείται στις εστίες βλαβών στο D N A ανεξάρτητα από την ΑΤΜ, και 

διευκολύνει την Α ΤΜ  να φωσφορυλιώσει υποστρώματα στις θέσεις των DSBs, ενώ 

σε μικρότερο βαθμό επηρεάζει την αρχική ενεργοποίηση της ATM  (Lee and Paul, 

2004; Bakkenist and Kastan, 2004; Abraham  and Tibbetts, 2005; Paul and Lee, 

2005).
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Σχήμα 4.1. (Α) Το σύμπλοκο MRN και η ενεργοποίηση της ΑΤΜ. Στάδιο 1: Η πρόκληση 
των DSBs στο DNA οδηγεί στην άμεση συγκρότηση του συμπλόκου MR ή MRN. Αυτά τα 
σύμπλοκα σχηματίζουν μια γέφυρα μεταξύ των ελεύθερων άκρων του DNA διαμέσου των 
ελικοειδών βραχιόνων των διμερών της Rad50. Ανενεργό ομοδιμερή της ΑΤΜ 
στρατολογούνται στις DSBs διαμέσου της αλληλεπίδρασης τους με το καρβόξυ-τελικό άκρο 
της NBS1, και πιθανά διαμέσου μιας λιγότερο σταθερής αλληλεπίδρασης με τη Rad50. 
Στάδιο 2: Η ενεργότητα 3’, 5’-εξωνουκλεάσης της Mre11 καταλύει τη μετατροπή των 
δίκλωνων ελεύθερων άκρων του DNA σε μονόκλωνα άκρα. Τα μηνύματα ενεργοποίησης 
μεταδίδονται στα ετεροδιμερή της ΑΤΜ, πιθανά διαμέσου μιας μεταβολής στη διαμόρφωση 
της NBS1. Η ΑΤΜ υφίσταται αυτοφωσφορυλίωση στη θέση S1981 που ακολουθείται από τη 
μετατροπή της από ομοδιμερές σε μονομερές. Το σύμπλοκο MR πιθανά να επιφέρει 
μεταβολές στη διαμόρφωση της ΑΤΜ ώστε να δύναται να στρατολογήσει τα υποστρώματα 
της. Στάδιο 3: Τα ενεργοποιημένα μονομερή της ΑΤΜ είτε παραμένουν στις θέσεις των 
DSBs, όπου φωσφορυλιώνουν υποστρώματα με τα οποία συν-εντοπίζονται όπως BRCA1, 
Chk2 και SMC1, ή διαχέονται απ’ αυτές τις θέσεις για να φωσφορυλιώσουν πυρηνικά 
υποστρώματα όπως η ρ53 και Creb. (Β) Η ενεργοποίηση της ΑΤΜ και φωσφορυλίωση 
των υποστρωμάτων της. Η ΑΤΜ βρίσκεται στα κύτταρα ως ένα ανενεργό ομοδιμερές. Οι 
DSBs οδηγούν στην ενεργοποίηση της ΑΤΜ, στο διαχωρισμό των ομοδιμερών και στην 
αυτοφωσφορυλίωση της ΑΤΜ στη θέση S1981. Το σύμπλοκο MRN )Mre11-Rad50-NBS1) 
στρατολογείται στις θέσεις των DSBs με τρόπο ανεξάρτητο από την ATM. To MRN 
συμβάλλει στην ενεργοποίηση και το διαχωρισμό των ομοδιμερών της ΑΤΜ. Τα 
ενεργοποιημένα, μονομερή της ΑΤΜ στρατολογούνται στις θέσεις των DSBs όπου 
.φωσφορυλιώνουν τις πρωτεΐνες BRCA1, Chk2, NBS1 και SMC1. Οι πρωτεΐνες 53ΒΡ1 και 
MDC1 διεκολύνουν τη στρατολόγηση και τη φωσφορυλίωση των υποστρωμάτων της ΑΤΜ 
στις θέσεις των DSBs (Bakkenist and Kastan, 2004; Abraham and Tibbetts, 2005).
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Η πρωτεΐνη M re11 είναι μια πρωτεΐνη δέσμευσης στο DN A  με ενεργότητα 3’, 5 '-  

εξωνουκλεάσης, καθώς και ενδονουκλεάσης η οποία υδρολύει βρόγχους DNA. Η 

Rad50 είναι μέλος της οικογένειας των πρωτεϊνών διατήρησης της δομής των 

χρωμοσωμάτων, S M C  (structural maintenance of chromosomes), η οποία φέρει δυο 

περιοχές ΑΤΡάσης στα Ν - και C -τελικά άκρα της, και σχηματίζει αντιπαράλληλα 

ομοδιμερή με μια ευέλικτη άρθρωση ώστε να σχηματίζουν μια δομή σχήματος V .  Η 

Rad50 σχηματίζει ομοδιμερή τα οποία συγκροτούνται σε σύμπλοκο με άλλα δυο 

μόρια Mre11 για να σχηματίσουν ένα τετραμερές σύμπλοκο M re11-Rad50 ή MR  

(Σχήμα 4 .1). Οι δύο βραχίονες του συμπλόκου M R επιτρέπουν στη δομή να 

σχηματίσει γέφυρες μεταξύ ελευθέρων άκρων DNA ή μεταξύ αδελφών χρωματίδων. 

Το άλλος μέλος του συμπλόκου M RN, NBS1, απαιτείται για τη βέλτιστη 

φωσφορυλίωση των υποστρωμάτων της ΑΤΜ . Το καρβόξυ-τελικό άκρο της NBS1 

δεσμεύεται άμεσα στην ΑΤΜ  και επομένως είναι σημαντικό για τη στρατολόγηση της 

ΑΤΜ  στις θέσεις των DSBs (Σχήμα 4.1).

Επομένως το ετεροτριμερές σύμπλοκο M R N  στρατολογεί και ενεργοποιεί την 

ΑΤΜ  στις θέσεις των DSBs, με άλλα λόγια, το σύμπλοκο M RN σχηματίζει μια γέφυρα 

μεταξύ της ΑΤΜ  και των DSBs, και αυτή η αλληλεπίδραση διεγείρει την 

αυτοφωσφορυλίωση της Α ΤΜ  και το σχηματισμό μονομερών μορφών της ΑΤΜ  

(Σχήμα 4 .1 ). Τα ενεργοποιημένα μονομερή της Α ΤΜ  είτε παραμένουν στις θέσεις των 

DSBs, όπου φωσφορυλιώνουν υποστρώματα με τα οποία συν-εντοπίζονται όπως 

BRCA1, Chk2 και SM C 1, ή διαχέονται απ’ αυτές τις θέσεις για να φωσφορυλιώσουν 

πυρηνικά υποστρώματα όπως η ρ53 και Creb. Ο ι πρωτεΐνες BRCA1, 53ΒΡ1 και 

M DC1 ανήκουν στην οικογένεια των πρωτεϊνών B R C T (BRCAIcarboxy-term inal 

repeat family of proteins) και παίζουν σημαντικό ρόλο στην ανίχνευση του 

γονιδιώματος. Ειδικότερα οι 53ΒΡ1 και MDC1 λειτουργούν ως προσαρμοστικές 

πρωτεΐνες διευκολύνοντας τη στρατολόγηση υποστρωμάτων της ΑΤΜ  αλλά και τον 

κατάλληλο εντοπισμό της ATM  (Bakkenist and Kastan, 2004; Abraham and Tibbetts, 

2005; Lou et al., 2006).

Τα ενεργά μονομερή της ΑΤΜ  στις θέσεις των DSBs φωσφορυλιώνουν την 

ιστόνη Η 2Α Χ και η φωσφο-μορφή της γ-Η 2Α Χ απαντάται στις εστίες των DSBs και 

συν-εντοπίζεται με το σύμπλοκο M RN και την ενεργό ΑΤΜ . Κατ’ αυτόν τον τρόπο 

ενεργοποιείται ενργοποιείται η πορεία της ΑΤΜ  μετά την επαγωγή DSBs στο DNA, η
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οποία με τη σειρά της ενεργοποιεί τις πορείες των σημείων ελέγχου του κυτταρικού 

κύκλου (Σχήμα 5.1).

Σχήμα 5.1. Πορείες των σημείων ελέγχου του κυτταρικού κύκλου. Ως απόκριση σε 
βλάβες στο DNA, η ΑΤΜ και/ή ATR διεγείρουν την ενεργοποίηση ενός σημείου ελέγχου που 
οδηγεί στη διακοπή ή την καθυστέρηση του κυτταρικού κύκλου. Οι πορείες των σημείων 
ελέγχου του κυτταρικού κύκλου χαρακτηρίζονται από καταρράκτες σταδίων φωσφορυλίωσης 
πρωτεϊνών (απεικονίζονται με ένα ‘Ρ’) που μεταβάλλουν την ενεργότητα, τη σταθερότητα, η 
τον εντοπισμό των τροποποιημένων πρωτεϊνών. Απεικονίζονται σχηματικά οι πορείες των 
σημείων ελέγχου του κυτταρικού κύκλου (αριστερά, κέντρο και δεξιά, αντίστοιχα).

(α) Σ ημ είο  ελέγχο υ  του κυτταρ ικού κύκλου κ α τά  τη φ άσ η G1 (G1 C h eckpo in t)

Η πορεία του σημείου ελέγχου της φάσης G1 του κυτταρικού κύκλου παρεμποδίζει 

την αντιγραφή του κατεστραμμένου DNA και είναι σήμερα η πιο κατανοητή πορεία 

(Σχήμα 5.1, αριστερά). Το κεντρικό σημείο της πορείας είναι η συνάθροιση και η 

ενεργοποίηση της ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης ρ53 που ελέγχονται προσεκτικά 

από τις κινάσες ΑΤΜ  και ATR. Σε φυσιολογικά, πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα, τα 

επίπεδα έκφρασης της ρ53 είναι χαμηλά λόγω της αλληλεπίδρασης της με την 

M DM 2, η οποία στοχεύει την ρ53 προς πυρηνική εξαγωγή και στη συνέχεια προς

Βλΰβες στο ΟΝΑ

Amarq | 
ϋ ΐη 5 1  |

ΐκοθνατΐρησΏ 
I im if f tn i l l

Διακοπή 
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αποδόμηση από το πρωτεόσωμα στο κυτταρόπλασμα. Μετά την επαγωγή βλαβών 

στο DNA, για παράδειγμα από ιονίζουσα ακτινοβολία (IR ), η ΑΤΜ  ενεργοποιεί την 

κινάση Chk2 με φωσφορυλίωση στη θέση Τ68, η οποία με τη σειρά της 

φωσφορυλιώνει το κατάλοιπο S20 της ρ53. Η φωσφορυλίωση της ρ53 στη θέση S20  

παρεμποδίζει την αλληλεπίδραση p53/M D M 2, και οδηγεί στη συνάθροιση της ρ53. Η 

Α ΤΜ  ασκεί και ένα δεύτερο έλεγχο στη σταθερότητα της ρ53 φωσφορυλιώνοντας 

άμεσα τον αρνητικό ρυθμιστή της ρ53, M D M 2, στη S395. Αυτή η τροποποίηση 

επιτρέπει την αλληλεπίδραση M D M 2/p53, αλλά παρεμποδίζει την πυρηνική εξαγωγή 

της ρ53 στο κυτταρόπλασμα όπου φυσιολογικά αποδομείται η ρ53. Ο  ρόλος της ATR  

στη φωσφορυλίωση της ρ53 στη S 20 (και την επακόλουθη σταθεροποίηση) δεν έχει 

πλήρως αποσαφηνιστεί, αλλά μελέτες in vitro έδειξαν ότι η ρ53 φωσφορυλιώνεται 

στη θέση S 20 από την A TR -εξαρτώμενη κινάση C hk1.

Ενώ η φωσφορυλίωση στη θέση S 20 είναι σημαντική για τη σταθερότητα της 

ρ53, η φωσφορυλίωση στη θέση S 15 είναι κρίσιμη για την επαύξηση της 

μεταγραφικής ενεργότητας της ρ53. Το  κατάλοιπο S 15 της ρ53 μπορεί να 

φωσφορυλιωθεί άμεσα από την Α ΤΜ  ή την A T R  ως απόκριση στην IR, στην UV  

(ATR ) και σε διακοπές στη διχάλα αντιγραφής (ATR). Η ενεργοποιημένη ρ53 

αυξορρυθμίζει την έκφραση διαφόρων γονιδίων-στόχων, πολλά από τα οποία 

εμπλέκονται στις αποκρίσεις σε βλάβες στο DNA (M D M 2, G A D D 45a και p21Cip1/Waf1). 

Η συνάθροιση της p 2 lCip1/Waf1, ενός αναστολέα των κυκλινο-εξαρτώμενων κινασών, 

καταστέλλει την ενεργότητα της κινάσης κυκλίνης E/Cdk2 και οδηγεί στη διακοπή του 

κυτταρικού κύκλου στη φάση G1 (Zhou and Elledge, 2000; Kastan and Bartek, 2004; 

Ljungman, 2005; Bartkova et al., 2005; Barkova et al., 2006; Lukas et al., 2006; 

Bartek and Lukas, 2007).

(β) Σημείο ελέγχου του κυτταρικού κύκλου κατά τη φάση S (S-phase 

Checkpoint)

Το σημείο ελέγχου της φάσης S ανιχνεύει την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου και 

μειώνει το ρυθμό σύνθεσης του DNA μετά την επαγωγή βλαβών στο DNA (Σχήμα

5.1, κέντρο). Μολονότι αυτή η πορεία είναι η λιγότερο κατανοητή στα θηλαστικά, 

πρόσφατες μελέτες στην επαγόμενη από ιονίζουσα ακτινοβολία (IR ) ενεργοποίηση 

του σημείου ελέγχου της φάσης S, έχουν αρχίσει να παρέχουν ενδείξεις για το 

μηχανισμό και την πολυπλοκότητα του. Κύτταρα από άτομα επιρρεπή στον καρκίνο

24



που πάσχουν από τα σύνδρομα ataxia telangiectasia (AT) η Nijmegen breakage 

(NBS) έχουν χάσει την ικανότητα τα μειορρυθμίζουν το ρυθμό σύνθεσης του DNA  

μετά την έκθεση τους σε IR, ένα φαινόμενο γνωστό ως ραδιο-ανθεκτική σύνθεση 

(radio-resistant synthesis; RDS). Αυτό το εύρημα ενοχοποιεί τα προϊόντα των 

γονιδίων ΑΤΜ  και NBS στην πορεία του σημείου ελέγχου της φάσης S. Πειραματικές 

μελέτες έδειξαν ότι οι βλάβες από την IR ενεργοποιούν την πορεία του σημείου 

ελέγχου της φάσης S διαμέσου, τουλάχιστον, δύο κλάδων, που και οι δύο 

ρυθμίζονται από την ATM  (Kastan and Bartek, 2004; Ljungman, 2005; Andreasesen  

et al., 2006; Zhou et al., 2006; Ben-Yehoyada et al., 2007).

Στον πρώτο κλάδο, οι βλάβες στο DNA που προκαλούνται από την IR, επάγουν 

τη φωσφορυλίωση της κινάσης Chk2 στη θέση Τ68  από την ATM . Η ενεργοποιημένη 

(φωσφορυλιωμένη) Chk2 στοχεύει και φωσφορυλιώνει τη φωσφατάση Cdc25A στη 

θέση S123 και την καθιστά στόχο ουβικιτίνωσης που στη συνέχεια αποδομείται. Η 

επακόλουθη αποσταθεροποίηση της Cdc25A (μετά τη S123 φωσφορυλίωση της) την 

παρεμποδίζει να εκτελέσει τις φυσιολογικές λειτουργίες της, αυτής της 

απομάκρυνσης ανασταλτικών φωσφορυλιώσεων (Τ14 και Υ 15) από τη Cdk2. Τα  

σύμπλοκα των C d k 2 /K u i^ h ^  Ε και C d k 2 /K u i^ h ^  παραμένουν ανενεργό με 

αποτέλεσμα να παρεμποδίζεται η ολοκλήρωση της σύνθεσης του DNA.

Ο δεύτερος κλάδος της IR -επαγόμενης ενεργοποίησης του σημείου ελέγχου της 

φάσης S, είναι ανεξάρτητος από τη δράση της Cdc25A, αλλά απαιτεί τις ενεργότητας 

των ΑΤΜ  και NBS1. Μετά την επαγωγή βλαβών στο D N A  από την IR, η ΑΤΜ  

φωσφορυλιώνει έναν μεγάαλο αριθμό υποστρωμάτων συμπεριλαμβανομένων, της 

πρωτεΐνης NBS1 (σε πολλαπλές θέσεις μεταξύ των οποίων και στη θέση S343), του 

προϊόντος του γονιδίου ευαισθησίας στο καρκίνο μαστού-1 BRCA1, (breast cancer 

susceptibility gene-1; σε πολλαπλές θέσεις συμπεριλαμβανομένης και της S1387), 

και της πρωτεΐνης διατήρησης της δομής του χρωμοσώματος 1, SM C 1, (structural 

maintenance of chromosome protein 1; Στις θέσεις S957 και S966). Η απώλεια 

οποιοσδήποτε απ’ αυτές τις πρωτεΐνες ή η μετάλλαξη των θέσεων φωσφορυλίωσης 

αυτών των πρωτεϊνών οδηγεί σε μειωμένη ενεργοποίηση της πορείας του σημείου 

ελέγχου της φάσης S. Σημαντικό είναι ότι οι πρωτεΐνες NBS1 και BRCA1 απαιτούνται 

για τη βέλτιστη φωσφορυλίωση της SMC1 μετά την έκθεση στην IR, που πιθανά 

δείχνει ότι θα πρέπει να σχηματισθεί ένα μεγάλο πρωτεϊνικό σύμπλοκο πριν η ΑΤΜ  

μπορέσει να φωσφορυλιώσει τη SM C1. Πράγματι, πρωτεΐνες ATM , NBS1 και BRCA1
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αποτελούν μέρη ενός m Da πρωτεϊνικού συμπλόκου γνωστού ως BASC (BRCA1- 

associated genom e surveillance complex) ή σύμπλοκο BRCA1-συναφές με την 

επιτήρηση του γονιδιώματος, το οποίο περιέχει επίσης έναν αριθμό παραγόντων 

επιδιόρθωσης και αντιγραφής του DNA. Ο ακριβής ρόλος αυτών των πρωτεϊνών και 

ο ακριβής μηχανισμός ενεργοποίησης αυτού του κλάδου της πορείας του σημείου 

ελέγχου της φάσης S που οδηγεί στη μείωση του ρυθμού σύνθεσης του DNA  

αποτελούν σήμερα ένα ενεργό πεδίο έρευνας.

Η εμπλοκή της A TR  στην πορεία του σημείου ελέγχου της φάσης S δεν έχει 

επίσης αποσαφηνιστεί με ακρίβεια. Η A T R  εμπλέκεται στην αργή IR-επαγόμενη 

ενεργοποίησης του σημείου ελέγχου της φάσης S, διαμέσου της φωσφορυλίωσης 

των κινασών-τελεστών, Chk1 (στις θέσεις S 317  και S345), που στη συνέχεια 

φωσφορυλιώνει τη Cdc25A και την καθιστά στόχο αποδόμησης από το 

πρωτεόσωμα. Επιπλέον, η SMC1 υφίσταται μια ΑΤΜ-εξαρτώ μενη φωσφορυλίωση 

μετά από έκθεση σε UV ή υδροξυ-ουρία. Η απόκριση της A TR  σε βλάβες που 

προκαλούνται από το U V  και σε διακοπές της αντιγραφής δείχνουν, χωρίς να έχουν 

επιβεβαιωθεί πειραματικά, ότι η A TR  είναι π ιθανά υπεύθυνη για τη φωσφορυλίωση 

της SMC1 κάτω απ’ αυτές τις συνθήκες.

(γ) Σημείο ελέγχου του κυτταρικού κύκλου κατά τη φάση G2 (G2 Checkpoint)

Η πορεία του σημείου ελέγχου της φάσης G 2 είναι μια σημαντική ρυθμιστική πορεία 

η οποία επιτρέπει την αναστολή του κυτταρικού κύκλου πριν το διαχωρισμό των 

χρωμοσωμάτων (Σχήμα 5.1, δεξιά). Η είσοδος στη μίτωση ρυθμίζεται από την 

ενεργότητα της κυκλινο-εξαρτώμενης κινάσης Cdc2. Η διατήρηση των ανασταλτικών 

φωσφορυλιώσεων (Τ14  και Υ 15) της Cdc2 είναι απαραίτητη για την ενεργοποίηση 

της πορείας του σημείου ελέγχου της φάσης G 2. Οι ΑΤΜ  και A TR  ελέγχουν έμμεσα 

την κατάσταση της φωσφορυλίωσης αυτών των θέσεω ν ως απόκριση σε βλάβες στο 

DNA. Σε αντίθεση με τα άλλα σημεία ελέγχου, η απόκριση σε IR ενεργοποιείται 

κυρίως από την ATR, και με την ΑΤΜ  να έχει έναν υποστηρικτικό ρόλο, ενώ η 

απόκριση σε βλάβες από UV ή σε διακοπές στην αντιγραφή να ελέγχεται από την 

ATR. Θ α πρέπει να σημειωθεί ότι η φάση του κυτταρικού κύκλου κατά την οποία 

προκαλείται μια βλάβη στο DNA επηρεάζει τον τρόπο ενεργοποίησης της πορείας, 

δηλαδή κατά πόσο ενεργοποιείται από την A TR ή την ATM. Σε οποιαδήποτε 

περίπτωση, μετά την πρόκληση βλαβών στο DNA, οι επηρεαστές κινάσες Chk1 και
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Chk2 (που ενεργοποιούνται από A TR - και ΑΤΜ-εξαρτώ μενη φωσφορυλίωση, 

αντίστοιχα), φωσφορυλιώνουν τη φωσφατάση Cdc25C στη θέση S216. Η 

φωσφορυλίωση αυτού του κατάλοιπου δημιουργεί μια θέση δέσμευσης για τις 

πρωτεΐνες 14-3-3. Τα πρωτεϊνικά σύμπλοκα 14-3-3/Cdc25C  απομακρύνονται από 

τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα, παρεμποδίζοντας έτσι τη C dc25C  να 

ενεργοποιήσει τη Cdc2 διαμέσου της αφαίρεσης των ανασταλτικών 

φωσφορυλιώσεων στις θέσεις Τ14  και Υ15. Αυτό οδηγεί στη διατήρηση του 

συμπλόκου Οόο2/κυκλινης Β1 στην ανενεργό κατάσταση του και επομένως στην 

παρεμπόδιση του κύκλου στη μίτωση (Kastan and Bartek, 2004; Ljungman, 2005; 

Burgoyne et al., 2007).
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5.1. Μεταγραφικός παράγοντας NF-kB

Ο  N F -kB, ταυτοποιήθηκε πρ»ν από 20 περίπου χρόνια από την ερευνητική ομάδα του 

D. Baltimore, 1986, ως ένας πυρηνικός μεταγραφικός παράγοντας που έχει την 

ικανότητα να προσδένεται στον επαυξητή της κ-ελαφριάς αλυσίδας στα Β- 

λεμφοκύτταρα, και αποδείχτηκε ότι παίζει σημαντικό ρόλο στην έμφυτη και επίκτητη 

ανοσία (Karin and Delhase, 2000; Hayden and Ghosh, 2004; Karin and Greten, 

2005; Tergaonkar, 2006).

O N F-κΒ ανήκει σε μια οικογένεια μεταγραφικών παραγόντων που παίζουν 

σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση προγραμμάτων γονιδιακής έκφρασης τα οποία 

ρυθμίζουν τις αποκρίσεις των κυττάρων στο στρες και την γένεση της επίκτητης και 

της έμφυτης ανοσίας. Τα μέλη της οικογένειας του N F -kB δεσμεύονται στο DNA ως 

έτερο- η ομο-διμερή τα οποία προκύπτουν επιλεκτικά από πέντε πιθανές 

υπομονάδες: RelA /p65, c-Rel, RelB, ρ50 (p105/NF-KB1) και ρ52 (p100/NF-KB2). 

Ό λες οι υπομονάδες φέρουν μια Rel ομόλογη περιοχή (RHD; Rel homology domain) 

στο Ν-τελικό άκρο τους η οποία παρουσιάζει ικανότητα διακίνησης στον πυρήνα και 

δέσμευσης στο DNA, με κάθε μια υπομονάδα να δεσμεύεται στο ήμισυ μιας καλά 

συντηρημένης συμβατικής αλληλουχίας 10 ζευγών βάσεων, 5 ’-

G G G R N W (N )T (Y )Y C C -3 ’ που ονομάζεται κΒ-θέση δέσμευσης (Σχήμα 6.1 Α). Τα  

χαρακτηριστικά C -τελικά άκρα των υπομονάδων του N F-kB επιτρέπουν τη 

συμμετοχή τους στη μεταγραφική ενεργοποίηση γονιδίων (c-Rel, RelA και RelB) ή 

στη ρύθμιση της ενεργότητας των πρωτεϊνών Rel (ρ 105 /Ν F-kB 1 ή ρ50, p100/NF-KB2 

ή ρ52). Ενώ οι υπομονάδες RelA/p65 και ρ50 εκφράζονται σχεδόν σ' όλους του 

κυπαρικούς τύπους, οι c-Rel, RelB και ρ52 είναι λειτουργικά πιο σημαντικές σε πιο 

εξειδικευμένους, διαφοροποιημένους κυπαρικούς τύπους. Οι πρωτεΐνες Rel, ρ50 και 

ρ52 εμφανίζουν ομολογία με τους ειδικούς αναστολείς του N F -kB, τις IkB’s (Inhibitors 

of N F-κΒ; ΙκΒα, ΙκΒβ, ΙκΒγ, ΙκΒε και Bcl-3) (Σχήμα 6.1 Β), οι οποίοι ρυθμίζουν τον 

υπο-κυπάριο εντοπισμό τους και παρεμποδίζουν την δέσμευση τους στο DNA. 

Ειδικότερα, τα κυτταροπλασματικά ετεροδιμερή ρ65/ρ50 βρίσκονται δεσμευμένα στις 

IkB’s με αποτέλεσμα να συγκρατούνται στο κυπαρόπλασμα των περισσοτέρων 

κυπάρων που δεν υπόκεινται σε στρες ή σε κάποιο ερέθισμα (Karin et al., 2002; 

Karin and Lin, 2002; Hayden and Ghosh, 2004; Karin et al., 2004; Karin and Greten, 

2005; Tergaonkar, 2006; Hoffman et al., 2006; Perkins, 2006; W ietek and O'Neil,

2007).
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Σχήμα 6.1. Δομή και μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις των πρωτεϊνών που 
εμπλέκονται στη πορεία μεταγωγής σήματος του NF-κΒ, (Α) Σχηματική παράσταση των 
δομών και των μετα-μεταφραστικών υπομονάδων του NF-κΒ, Rel(p65), RelB, c-Re!, p105 
(p50) και p100 (p52). Όλες οι υπομονάδες υφίστανται όμοιες τροποποιήσεις την ομόλογη 
περιοχή Rel (RHD). (Β) Σχηματική παράσταση των δομών και των μετα-μεταφραστικών 
τροποποιήσεων δύο αναστολέων ( Ik B ’s ) της ενεργοποίησης του NF-κΒ, ΙκΒα και ΙκΒβ. (Γ) 
Σχηματική παράσταση των δομών και των μετα-μεταφραστικών τροποποήσεων των 
κινασών σερίνης/θρεονίνης (IKK’s) ΙΚΚα, ΙΚΚβ και ΝΕΜΟ/ΙΚΚγ, που ενεργοποιούν τον NF- 
κΒ. (Δ) Μοντέλο ενεργοποίηση των IKK's διαμέσου αυτό-φωσφορυλίωσης. Οι καταλυτικές 
περιοχές των IKK’s, ΙΚΚα και ΙΚΚβ, σχηματίζουν ετεροδψερή διαμέσου των περιοχών που 
φέρουν φερμουάρ λεύκινης (LZ). Η περιοχές HLH των IKK’s αλληλεπιδρούν με τις 
καταλυτικές περιοχές κινάσης σερίνης/θρεονίνης. Η φωσφορυλίωση δύο κρίσιμων σερίνων 
στο βρόγχο ενεργοποίησης των κινασών IKK’s ενεργοποιούν τις κινάσες, ΙΚΚα (S176; S180) 
και ΙΚΚβ (S177; S181). Η φωσφορυλίωση της ΙΚΚβ οδηγεί στην ενεργοποίηση της και κατ’ 
ακολουθία στην ενεργοποίηση της κλασσικής πορείας ενεργοποίησης του NF-κΒ. Να 
σημειωθεί ότι η φωσφορυλίωση της ΝΕΜΟ/ΙΚΚγ στις S31 και S43 διεξάγεται μετά από 
έκθεση σε TNFa, ενώ στη S85 από την ATM. Συντμήσεις. ANK (ankyrin repeats), επαναλήψεις 
ανκυρίνης; CC1 και CC2 (coiled coil), περιοχές συσπειρωμένου έλικα 1 και 2; DD (death domain), 
περιοχή ομόλογη με την περιοχή θανάτου; HLH (Helix-loop-helix), περιοχή έλικας-βρόγχου-έλικας; LZ 
(Leucine zipper), περιοχή ενεργοποίησης in trans της RelB (Α) που περιέχει ένα φερμουάρ λεύκινης 
(Α και Γ); NBD (NEMO-binding domain), περιοχή δέσμευσης της NEMO; NLS (nuclear localization 
signal), σηματοδοτική αλληλουχία πυρηνικής εντόπισης; PEST, περιοχή πλούσια σε προλίνη (Ρ), 
γλουταμινικό οξύ (Ε), σερίνης (S) και θρεονίνης (Τ). TAD (transactivation domain), περιοχή 
ενεργοποίησης in trans\ ΤΑ1 και ΤΑ2, υπο-περιοχές της περιοχής ενεργοποίησης in trans (TAD) της 
RelA; ΤΑ I και ΤΑ II, υπο-περιοχές της περιοχής ενεργοποίησης in trans (TAD) της c-RelA. ZF (Zinc 
finger), περιοχή δακτύλου ψευδαργύρου υπεύθυνη για τη σουμοϋλίωση της NEMO στις Κ277 Κ309 
μετά από βλάβες στο DNA (Perkins, 2006; Gloire et al., 2006; Scheidreit, 2006; Hacker and 
Karin, 2006).
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Η ενεργοποίηση των μεταγραφικών παραγόντων N F -κΒ ως απόκριση σε 

διάφορα ερεθίσματα μπορεί·να γίνει μέσω τριών διαφορετικών πορειών, στις οποίες 

εμπλέκεται ένα υψηλού μοριακού βάρους σύμπλοκο αναγνώρισης σήματος 

(signalsome) που αποτελείται από τρεις κινάσες σερίνης/θρεονινης, τις καταλυτικές 

κινάσες ΙΚΚα και ΙΚΚβ και την προσαρμοστική/ρυθμιστική κινάση ΙΚΚγ/ΝΕΜ Ο (NF- 

κΒ Essential Modulator) (Σχήμα 6 .1Γ  και Δ ) που φωσφορυλιώνουν τις ΙκΒ σε 

συγκεκριμένα κατάλοιπα σερίνης (Perkins, 2006; Scheidereit, 2006; Gloire et a!., 

2006; Hacker and Karin, 2006). Οι πορείες ενεργοποίησης των μεταγραφικών 

παραγόντων N F-κΒ περιγράφονται παρακάτω (Karin and Ben-Neriah, 2000; Karin et 

al., 2002; Karin and Lin, 2002; Hayden and Ghosh, 2004; Karin and Greten, 2005; 

Tergaonkar, 2006; W ietek and O ’Neil, 2 0 0 7 ) (Σχήμα 7.1).

1. Κανονική πορεία ενεργοποίησης του N F -κΒ

Ενεργοποιητές του N F-κΒ καταλύουν τη φωσφορυλίωση ειδικής θέσης δυο 

καταλοίπων σερίνης σε κάθε μια ΙκΒ (S er32 και 36  της ΙκΒα ή Ser19 και 23 της ΙκΒβ), 

με αποτέλεσμα να καθίστανται οι γειτονικές λυσίνες Κ19 και Κ21 στόχοι 

ουβικιτίνωσης και να αποικοδομούνται οι IkB’s από το πρωτεόσωμα 26S. Το 

ελεύθερο ετεροδιμερές του N F-κΒ, ρ50-ρ65, μπορεί στη συνέχεια να μετατοπισθεί 

στον πυρήνα και να δεσμευθεί στο D N A  με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση μιας 

σειράς γονιδίων στόχων (Li et al., 2002). Η φωσφορυλίωση της ΙκΒα διεξάγεται από 

το υψηλού μοριακού βάρους σύμπλοκο ΙΚΚα-ΙΚΚβ-ΝΕΜ Ο/ΙΚΚγ. Δύο μόρια της 

N EM O  φαίνεται ότι απαιτούνται για την ενορχήστρωση της συγκρότησης των δυο 

IKK’s σε ένα υψηλού μοριακού βάρους σύμπλοκο αναγνώρισης σήματος 

(signalsome). Η N E M O  μπορεί επίσης να διευκολύνει τη στρατολόγηση της ΙκΒα στο 

σύμπλοκο των IKK. Η ΙΚΚα (85 kDa) και η ΙΚΚβ (87 kDa) είναι τυπικές κινάσες 

σερίνης/θρεονίνης που φέρουν μια καταλυτική περιοχή στο αμινοτελικό άκρο και δυο 

περιοχές κοντά στο καρβοξυτελικό άκρο, όμοιες με τις δομές φερμουάρ λευκίνης (LZ) 

και έλικα-βρόγχου-έλικας (HLH). Οι δύο αυτές IKK’s σχηματίζουν ετερο-και ομο- 

διμερή in vivo μέσω φερμουάρ λευκίνης. Η ενεργοποίηση της ΙΚΚβ εξαρτάται από 

την φωσφορυλίωση, που επάγεται από κάποιο ερέθισμα, στις σερίνες 177 και 181 

στο Τ-βρόγχο ενεργοποίησης της (Li et al., 2002; Karin et al., 2004; Hacker and 

Karin, 2006; Scheidereit, 2006; Perkins, 2006). Μέσω αυτής της διαδικασίας 

ενεργοποιείται ο N F-κΒ που στην συνέχεια μετατοπίζεται στον πυρήνα και
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δεσμεύεται στις ειδικές συμβατικές αλληλουχίες DNA στους προαγωγείς ή επαυξητές 

των γονιδίων-στόχων.
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Σχήμα 7.1. Πορείες ενεργοποίησης του NF-κΒ. Στο σχήμα παρουσιάζονται οι τρεις 
πορείες ενεργοποίησης του NF-κΒ. (Α) Κανονική πορεία ενεργοποίησης. Η δέσμευση του 
TNFa στον υποδοχέα του TNFR οδηγεί στη στρατολόγηση των προσαρμοστικών πρωτεϊνών 
στον TNFR που οδηγούν στην ενεργοποίηση των ΙΚΚα και ΙΚΚβ διαμέσου των κινασών 
ΜΕΚΚ3. Οι ενεργοποιημένες IKK’s φωσφορυλιώνουν τις IkB ’s που αποικοδομούνται μετά 
την ουβικιτίνσωση τους από την βΟΡβΤίίΟΡ. Οι υπομονάδες του NF-κΒ υφίστανται μετα- 
μεταφρσστικές τροποποιήσεις και εισέρχονται στον πυρήνα όπου δεσμεύονται στο DNA και 
επηρεάζουν την έκφραση γονιδίων-στόχων τους. Η ΙΚΚα έχει επίσης ενοχοποιηθεί στην 
αναδιαμόρφωση της χρωματίνης. (Β) Μη-κανονική πορεία ενεργοποίησης: Η ενεργοποίηση 
των υποδοχέων LT(3/BAFF ενεργοποιεί την ΝΙΚ η οποία φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί την 
ΙΚΚα. Η ΙΚΚα φωσφορυλιώνει την ρ100 που παράγει την ρ52 που σχηματίζει το σύμπλοκο 
p52:RelB. (Γ) Άτυπη πορεία ενεργοποίησης Ο NF-κΒ ενεργοποιείται με τρόπο ανεξάρτητο 
από τις ΙΚΚα και ΙΚΚβ, ως απόκριση σε παράγοντες που επιφέρουν βλάβη στο DNA, όπως 
UV και δοξορουβικίνη (Tergaonkar, 2006).



2. Μη-κανονική πορεία ενεργοποίησης του N F -kB

Η δεύτερη πορεία -ενεργοποίησης του N F -kB, είναι κρίσιμη για την 

οργανογένεση του λεμφικού συστήματος. Μικρός μόνο αριθμός ερεθισμάτων μπορεί 

να ενεργοποιήσει αυτή την πορεία και τα κυριότερα είναι η λεμφοτοξίνη β (Ι-Τβ) και ο 

παράγοντας ενεργοποίησης των Β-κυττάρων (BAFF). Στην ενεργοποίηση του N F-kB 

διαμέσου της μη-κανονικής πορείας από τη Ι_Τβ και το BAFF εμπλέκεται η κινάση 

επαγωγής του N F-κΒ, NIK (NF-KB-inducing kinase) η οποία αλληλεπιδρά και με τις 

δύο κινάσες, ΙΚΚα και ΙΚΚβ, αλλά φωσφορυλιώνει μόνον την ΙΚΚα στις σερίνες 176 

και 180, και όχι την ΙΚΚβ, οδηγώντας έτσι στο σχηματισμό ενός ομοδιμερούς 

συμπλοκου ΙΚΚα. Το εναλλακτικό σύμπλοκο ΙΚΚα είναι υπεύθυνο για την 

ενεργοποίηση του N F -kB, διαμέσου της φωσφορυλίωσης του p100/NF-KB2 και την 

επακόλουθη ωρίμανση του με πρωτεόλυση παράγοντας την υπομονάδα του N F-kB, 

ρ52, η οποία σχηματίζει ένα ετεροδιμερές με τη RelB, p52:RelB, που μετατοπίζεται 

στον πυρήνα και επηρεάζει την έκφραση γονιδίων-στόχων του.

3. Άτυπη πορεία ενεργοποίησης του N F -kB

Η άτυπη πορεία ενεργοποίησης, έχει περιγράφει σε αποκρίσεις βλαβών στο 

DNA και δεν έχει παρατηρηθεί ακόμα κάποιος φυσιολογικός ρόλος (Perkins, 2004). 

Ενεργοποιείται από το U V  και τη δοξορουβικίνη, τα οποία οδηγούν στην 

ενεργοποίηση του N F -kB κατά έναν ΙΚΚ-ανεξάρτητο τρόπο, πιθανά διαμέσου της 

ενεργοποίησης της κινάσης της καζεΐνης, CK 2 η οποία φωσφορυλιώνει τις ΙκΒ. 

Ελεύθερες υπομονάδες N F -kB, πιθανότατα ετεροδιμερή ρ50:ρ65, ενεργοποιούνται 

και αυτό οδηγεί σε έκφραση γονιδίων μέσω ενός μηχανισμού που μοιάζει 

περισσότερο με την κανονική πορεία. Από τη στιγμή που το σύμπλοκο IKK είναι 

συνήθω ς ανενεργό λίγα λεπτά μετά τη διέγερση της κανονικής ή μη-κανονικής 

πορείας, η ΙΚΚ-ανεξάρτητη πορεία ίσως εξελίχτηκε για να διατηρήσει την ενεργότητα 

του N F -kB σε κύτταρα με κατεστραμμένο D N A ή γονιδιακή αστάθεια.

Η ενεργοποίηση των μεταγραφικών παραγόντων N F -kB έχει οδηγήσει στο 

χαρακτηρισμό εκατοντάδων γονιδίων-στόχων του N F-κΒ (Pahl, 1999). Ενώ είναι 

φανερό ότι ο ιδιαίτερος συνδυασμός των υπομονάδων του NF-κΒ ως ομο- ή 

ετεροδιμερή είναι υπεύθυνος για τον καθορισμό της ενεργοποίησης ομάδων 

γονιδίων, μια ιδιαίτερη μελέτη έχει δώσει μια νέα διάσταση στη ρύθμιση γονιδίων- 

στόχων του N F-κΒ. Πειράματα σε κυτταρικές σειρές στις οποίες έχουν απαλειφθεί μια

32



ή περισσότερες υπομονάδες του N F-κΒ έδειξαν ότι η ενεργοποίησε συγκεκριμένων 

γονιδίων in vivo, δεν εξαρτάται μόνον από τις αλληλουχίες των θέσεων δέσμευσης κΒ 

στο DNA, αλλά πιθανά επηρεάζεται και από συνδυαστικές αλληλεπιδράσεις 

πρωτεΐνης-πρωτεΐνης με άλλους πρωτεϊνικούς παράγοντες δεσμευμένους στους 

προαγωγείς γονιδίων-στόχων του N F-κΒ (Hoffman et a l., 2006; Hoffmann and 

Baltimore, 2006). Αυτό το επιπλέον επίπεδο ρύθμισης πιθανά διευκολύνει την 

εξειδίκευση της ενεργοποίησης γονιδίων-στόχων του N F-κΒ ώστε να διασφαλιστεί η 

κατάλληλη απόκριση σε διαφορετικά ερεθίσματα.

Ο NF-κΒ θεωρείται ως ο κεντρικός παράγοντας των κυπαρικών αποκρίσεων 

στο στρες. Προάγει τον κυπαρικό πολλαπλασιασμό επάγοντας την έκφραση της 

κυκλίνης D1, αλλά ο σημαντικότερος ρόλος του είναι η αύξηση της κυπαρικής 

επιβίωσης μετά από ογκογόνο ή γονοτοξικό στρες (Karin et al., 2002; Karin and Lin, 

2002; Karin and Greten, 2002; Karin and Greten, 2005; Tergaonkar, 2006) που 

υποστηρίζεται και από διαγονιδιακά μοντέλα που εμφανίζουν εμβρυϊκό θάνατο με την 

απάλειψη της ρ65 ή των IKKs (Beg et al., 1995; Li et al., 1999; Senftleben et al., 

2005; Maeda et al., 2005). Η αναστολή της έκφρασης του N F -κΒ σε καρκινικά 

κύπαρα αυξάνει την ευαισθησία τους σε χημειοθεραπυτικά. Έτσι, ο N F-κΒ αποτελεί 

έναν από τους θεραπευτικούς στόχους κατά των καρκίνων (Karin et al., 2002; Karin 

and Lin, 2002; Karin and Greten, 2005; Lin and Karin, 2003; Greten and Karin, 2004; 

Luo et al., 2005; Karin et al., 2006a, b).

Η αντι-αποπτωτική δράση του N F-κΒ σχετίζεται με την επαγωγή της έκφρασης 

ενός αριθμού γονιδίων, των οποίων τα προϊόντα μπορούν να αναστείλουν την 

απόπτωση (Karin and Lin, 2002; Lin and Karin, 2003; Luo et al., 2005; Tem kin and 

Karin, 2007). Αυτά περιλαμβάνουν τους κυτταρικούς αναστολείς της απόπτωσης, c- 

lAPs, κασπάση-8-c-FLIP (FLICE inhibitory protein), A1 (γνωστή και ως BfH), TRAF1 

και TR A F2 (TNFR-associated factors 1 και 2). Οι TRAF1 και TR A F2 είναι 

προσαρμοστικές πρωτεΐνες υπεύθυνες για τη βέλτιστη ενεργοποίηση του N F -kB 

(Karin and Lin, 2002).

Η απορρύθμιση του NF-κΒ σχετίζεται με μια πληθώρα ασθενειών όπως το 

AIDS, η αθηροσκλήρωση, το άσθμα, η αρθρίτιδα, ο καρκίνος, ο διαβήτης και ιογενείς 

λοιμώξεις. Επιπλέον, ρυθμίζει την έκφραση ενός αριθμού γονιδίων όπως οι 

κυτταροκίνες, χημιοκίνες, αυξητικοί παράγοντες, ανοσο-ρυθμιστές, μόρια
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προσκόλλησης και πρωτεΐνες οξείας φάσης (Baldwin et al., 2001; Kumar et al.,

2004).

Οι διαθέσιμες πληροφορίες σε σχέση με τις μεταβολές του N F-κΒ κατά τη 

γήρανση είναι σχετικά ελάχιστες (Gosselin and Abbadie, 2003). Σε αντίθεση με την 

επαγόμενη αυξορρύθμιση του N F-κΒ κατά τη γήρανση σε ιστούς (Gosselin and 

Abbadie, 2003), μελέτες με ινοβλάστες στην κυτταροκαλλιέργεια οδήγησαν σε 

διφορούμενα αποτελέσματα. Γηρασμένες εμβρυϊκές ινοβλάστες W I-38  ή νεογνού 

παρουσίασαν την ίδια ικανότητα δέσμευσης του N F-κΒ στο D N A  με τις νεαρές 

ινοβλάστες και η ενεργοποίηση του N F-κΒ από τον T N F a ήταν ίδια σε νεαρές και 

γηρασμένες ινοβλάστες (Dimri and Campisi, 1994; Aggarwal et al., 1995). Όμοια 

ευρήματα έδωσαν οι μελέτες με ινοβλάστες δέρματος (Gosselin and Abbadie, 2003). 

Όμως, άλλες μελέτες έδειξαν μια μείωση της έκφρασης και ενεργότητας του NF-κΒ σε 

γηρασμένες εμβρυϊκές ινοβλάστες W I-38  (Helenius et al., 1996; Helenius et al., 

1999). Τα πρωτεϊνικά επίπεδα των ρ50 και ρ52 ήταν μειωμένα στα πυρηνικά 

εκχυλίσματα των γηρασμένων ινοβλαστών W I-38, ενώ στα κυτταροπλασματικά 

εκχυλίσματα τους τα επίπεδα της ρ65 ήταν αυξημένα (Helenius et al., 1996). 

Επιπλέον, η επαγωγή του N F-κΒ από το UVB ήταν μειωμένη σε γηρασμένες 

εμβρυϊκές ινοβλάστες W I-38  και IM R -90, πιθανά λόγω της μειωμένης ικανότητας των 

πορειών μεταγωγής σήματος από ότι λόγω της μείωσης της μεταγραφικής 

ενεργότητας του πυρηνικού N F-κΒ (Helenius et al., 1999). Επιπλέον, παρατηρήθηκε 

αυξημένη πρωτεόλυση του N F-κΒ σε γηρασμένους αρθρικούς ινοβλάστες (Ikebe et 

al., 2000). Οι περισσότερες μελέτες έδειξαν ότι η ενεργότητα του NF-κΒ είτε δεν 

μεταβάλλεται ή μειώνεται κατά τη γήρανση.

Σε σχέση με το ογκογόνο στρες, μελέτες έδειξαν ότι τα ογκογονίδια 

ενεργοποιούν τον N F-κΒ (Baldwin, 2001b; Mayo and Baldwin, 2000; Bassdres and 

Baldwin, 2006). Μελέτες έδειξαν ότι το ογκογόνο H a-R asV 12  επάγει την ενεργότητα 

του N F-κΒ, χρησιμοποιώντας γονίδια αναφοράς (reporter genes), χωρίς να αυξάνει 

τα πυρηνικά επίπεδα ή τη δέσμευση στο DN A  του μεταγραφικού παράγοντα (Finco 

et al., 1997; Norris and Baldwin, 1999). Επιπλέον, η ενεργοποίηση του N F-κΒ από το 

H a-R asV 12  (Norris and Baldwin, 1999) συνέβαλλε στον κυτταρικό μετασχηματισμό 

που επάγεται από το ογκογόνο H a-R asV 12  (Finco et al., 1997; Nalca et al., 1999; Jo 

et al., 2000), και η καταστολή του σε ινοβλάστες με έναν υπερκαταστολέα, kB aS R , 

του N F-κΒ είχε σαν αποτέλεσμα την επαγωγή της απόπτωσης (Mayo et al., 1997) ή
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της μείωσης του ρυθμού πολλαπλασιασμού τους (Jo et al., 2000), παρέχοντας έτσι 

έναν μηχανισμό για τον τρόπο με τον οποίο ο N F -κΒ συμβάλλει στον επαγόμενο από 

το R asV12  ογκογόνο μετασχηματισμό, τουλάχιστον, ινοβλαστών ποντικού (Baldwin, 

2001b; Mayo and Baldwin, 2000; Basseres and Baldwin, 2006). Επιπλέον, η πορεία 

μεταγωγής σήματος του ογκογόνου H a-R asv12  οδηγεί στη διέγερση της 

μεταγραφικής ενεργότητας του NF-κΒ ενεργοποιώντας την υπομονάδα του ρ65, 

διαμέσου της ενεργοποίησης της Akt και ΡΙ3Κ, δύο πορειών που αυξάνουν την 

κυτταρική επιβίωση σε αποπτωτικούς παράγοντες (Madrid et al., 2000), ή διαμέσου 

της ενεργοποίησης των ΙΚΚα και ΙΚΚβ που οδηγούν στην αύξηση της 

φωσφορυλίωσης της ΙκΒα (Arsura et al., 2000). Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι ενώ ο 

NF-κΒ αυξάνει τη συχνότητα του κυτταρικού μετασχηματισμού, δεν είναι απαραίτητος 

για το μετασχηματισμό αυθόρμητα αθανατοποιημένων ινοβλαστών ποντικού 

(Hanson et al., 2004; Basseres and Baldwin, 2006).

5 .1.1. Ο ρόλος του N F-κΒ σ το  οξειδω τικό  σ τρες π ου  επ ά γετα ι α π ό το  Η2Ο 2

Οι δραστικές μορφές οξυγόνου ή ΔΜ Ο , όπως το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η 2θ 2), 

το ανιόν σουπεροξειδίου ( 0 2*') και η ρίζα υδροξυλίου (ΟΗ*) εμπλέκονται σε πορείες 

μεταγωγής σήματος και στην επαγωγή οξειδωτικού στρες (βλέπε §2 .2 .1). Είναι 

γνωστό ότι το Η20 2 είναι η κύρια ΔΜ Ο  που ενεργοποιεί πορείες μεταγωγής σήματος 

λόγω της ικανότητας του να αναστέλλει τις φωσφατάσες τυροσίνης διαμέσου της 

οξείδωσης κατάλοιπων κυστεΐνης στις καταλυτικές περιοχές των ενζύμων, που έχει 

σαν αποτέλεσμα την ενεργοποίηση των κινασών τυροσίνης και των πορειών 

μεταγωγής σήματος (Tonks et al., 2005).

Με βάση το επίπεδο των ΔΜ Ο  που παράγονται, ενεργοποιούνται διαφορετικοί 

παράγοντες μεταγραφής, όπως Nrf-2, NF-B και ΑΡ-1, που είναι ευαίσθητοι στο 

οξειδω-αναγωγικό δυναμικό, και συντονίζουν διαφορετικές βιολογικές διαδικασίες 

(Σχήμα 7.1). Ο NF-kB ήταν ο πρώτος μεταγραφικός παράγοντας που βρέθηκε να 

ρυθμίζεται από την κατάσταση του οξειδω-αναγωγικού δυναμικού του κυττάρου 

(Schreck et al., 1991).

Η πλειονότητα των μελετών που εστιάζουν στην ενεργοποίηση του N F -kB 

έπειτα από οξειδωτικό στρες, χρησιμοποιούν το Η20 2 για την παραγωγή δραστικών 

μορφών οξυγόνου (ΔΜ Ο  ή ROS), λόγω του ότι είναι η κύρια Δ Μ Ο  που επηρεάζει

35



διαφορετικές πορείες μεταγωγής σήματος (Gloire et al., 2006; Tem kin and Karin, 

2007). To H2O 2 είναι ασθενές οξειδωτικό μέσο αλλά παρόλα αυτά μπορεί να 

οξειδώσει αρκετά βιολογικά μόρια. Μετά τη παραγωγή του στα μιτοχόνδρια, το ανιόν 

του σουπεροξειδίου ( ( V )  μετατρέπεται σε Η 2Ο 2 μέσω της αντίδρασης, που 

καταλύεται από τις δισμουτάσες του σουπεροξειδίου (SOD): 2 C V ' + 2Η +=^ 02  + 

Η20 2.

Πορεία Μεταγωγής 
Σήματος

Nrf-2 NF-κΒ Μιτοχονδριακός
ΑΡ-1 πόρος ΡΤ

Απόκριση Αντι-οξειδωτικά Πρωτεΐνες Πρωτεΐνες
ένζυμα φλεγμονής απόπτωσης

Σχήμα 8.1. Ιεραρχικό μοντέλο οξειδωτικού στρες. Ένα χαμηλό επίπεδο οξειδωτικού στρες 
επάγει το μεταγραφικό παράγοντα Nrf-2 που εμπλέκεται στην ενεργοποίηση γονιδίων που 
κωδικοποιούν αντι-οξειδωτικά ένζυμα. Ένα ενδιάμεσο επίπεδο ΔΜΟ ενεργοποιεί μια 
φλεγμονώδη απόκριση διαμέσου της ενεργοποίησης των NF-κΒ και ΑΡ-1, ενώ ένα υψηλό 
επίπεδο οξειδωτικού στρες οδηγεί στη διαταραχή του μιτοχονδριακού πόρου ΡΤ και της 
αλύσου μεταφοράς ηλεκτρονίων, με αποτέλεσμα την πρόκληση της απόπτωσης ή της 
νέκρωσης (Gloire et al., 2006).

Ο  N F -κΒ ενεργοποιείται σε Τ-λεμφοκύτταρα ποντικού ή ανθρώπου όπως τα 

Jurkat μετά τη χορήγηση Η 2Ο 2, διαμέσου της φωσφορυλίωσης του αναστολέα του 

ΙκΒα στο κατάλοιπο τυροσίνης 42  από το σύμπλοκο των IKKs. Σ ’ αυτήν την 

περίπτωση η αποδόμηση της φωσφορυλιωμένης μορφής της ΙκΒα (Υ 42) εξαρτάται 

από την καλπαΐνη (calpain; ενεργοποιητής ασβεστίου) (calpain-mediated  

degradation), αφού πρώτα φωσφορυλιωθεί επιπλέον στις σερίνες και θρεονίνες της 

περιοχής P E S T  (Σχήμα 6.1 Β). Επομένως, ενώ σε Τ-λεμφοκύπαρα η ενεργοποίηση 

του N F-κΒ οφείλεται στη φωσφορυλίωση τυροσίνης (Υ 42) της ΙκΒα και στην 

αποδόμηση της διαμέσου μιας πορείας ανεξάρτητης από το πρωτεόσωμα, σε άλλους 

κυτταρικούς τύπους, όπως ινοβλάστες και επιθηλιακά κύπαρα, το H2C>2 ενεργοποιεί 

τον N F -κΒ διαμέσου της κλασσικής πορείας και επομένως διαμέσου της 

φωσφορυλίωσης της ΙκΒα στις σερίνες 32 και 36  (S 32/36), χωρίς να ανιχνεύεται

36



φωσφορυλίωση στη Υ42, και στη συνέχεια της ουβικιτίνωσης της και της 

αποικοδόμησης της από το πρωτεόσωμα 26S. Αυτή η διαφορά εντοπίζεται στην 

έλλειψη της πρωτεΐνης SHIP-1 από τα κύπαρα Jurkat, μιας λιπιδικής φωσφατάσης 

που αποφωσφορυλιώνει τη μεμβρανική Ptdlns(3,4,5)P3 που σχηματίζεται από τη 

δράση της κινάσης ΡΙ3Κ (Gloire et a l., 2006).

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω (§.2.2.1), τα ένζυμα που αποδομούν το Η 2Ο 2 

συμπεριλαμβάνουν τις καταλάσες, υπεροξειδάσες γλουταθειόνης (GPx) και υπεροξει- 

αναγωγάσες (peroxiredoxins) (PrX).

Η χορήγηση Η2θ 2 σε ινοβλάστες ποντικού M EF στις οποίες είχε απαλειφθεί η 

GPx (M EF-G Px'/‘) είχε σαν αποτέλεσμα την επαγωγή της κυτταρικής γήρανσης (de 

Haan et al., 2004) ή της απόπτωσης (Taylor et al., 2004), μολονότι η ενεργοποίηση 

του N F-κΒ ήταν αυξημένη, πιθανά λόγω της μειωμένης ικανότητας απομάκρυνσης 

του Η20 2. Όμως ανεξάρτητα από την ενεργοποίηση του NF-κΒ, η πορεία 

ενεργοποίησης της Akt ήταν μειωμένη, υποδηλώνοντας ότι οι δύο πορείες, του NF- 

κΒ και της Akt ενεργοποιούνται ανεξάρτητα η μια από την άλλη (Taylor et al., 2004).

Ινοβλάστες ποντικού M EF ανεπαρκή σε Prx II (M E F-P rx ΙΓ/') εισήλθαν σε 

πρόωρη γήρανση σε σχέση με τα κύπαρα αγρίου-τύπου λόγω της αυξημένης  

ενδογενούς παραγωγής ΔΜ Ο , όπως ανιχνεύθηκε με την αυξημένη έκφραση της SA- 

β-Gal, της ρ53 και των αναστολέων των κυκλινο-εξαρτώμενων κινασών ρ16ΙΝΚ4Α και 

p21cipi/wafi |_| αυξημ£νη παραγωγή των Δ Μ Ο  οδήγησε στην ενεργοποίηση της 

κινάσης μεταγωγής σήματος ERK και κατ’ ακολουθία στην ενεργοποίηση του N F -kB. 

Ό μω ς η φαρμακολογική αναστολή του N F-κΒ δεν διέσωσε τις ινοβλάστες M EF Prx ΙΓ 

Λ από την πρόωρη κυπαρική γήρανση υποδηλώνοντας ότι η συσσώρευση των Δ Μ Ο  

και όχι η ενεργοποίηση του N F -κΒ, ήταν η κύρια αιτία της πρόωρης κυπαρικής 

γήρανσης των M EF Prx W'1' (Flan et al., 2007).

Σε αγρίου-τύπου ινοβλάστες ποντικού (M EFs), η υπερέκφραση ενός 

υπερκαταστολέα του N F-κΒ, ΔΝ-ΙκΒα, παρεμπόδισε τη πυρηνική μετατόπιση της 

υπομονάδας του NF-κΒ, ρ65, επαγόμενη από τον TN F a και οδήγησε στην 

απόπτωση των κυπάρων πιθανά διαμέσου της συνάθροισης ΔΜ Ο . FI χορήγηση 

όμως Η2Ο2, δεν επήγαγε την απόπτωση των M EFs που υπερεκφράζανε τη ΔΝ-ΙκΒα  

σε μεγαλύτερο βαθμό από ότι σε αγρίου-τύπου κύπαρα. Αυτό οφείλονταν στο ότι η 

συνάθροιση των Δ Μ Ο  από την έκθεση των κυττάρων σε TN Fa απουσία του N F -kB 

ενεργοποίησε την κινάση c-jun αμινοτελική κινάση ή JNK η οποία με αναδραστικό
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μηχανισμό οδήγησε στην επιπλέον παραγωγή Δ Μ Ο , λόγω της απουσίας της 

M nSO D , και στη νέκρωση των κυττάρων (Ventura et al., 2004). Η απόκλιση μεταξύ 

της παραγωγής και συσσώρευσης των Δ Μ Ο  μετά τη χορήγηση TN Fa και της 

χορήγησης Η2Ο 2 πιθανά να οφείλονταν σε δύο λόγους: πρώτο ότι το Η2Ο 2 θεωρείται 

ασθενής οξειδωτικός παράγοντας, και δεύτερο ότι ο T N F a  πιθανά να επηρέασε και 

άλλες πορείες μεταγωγής σήματος ή την έκφραση πρωτεϊνών που εμπλέκονται στη 

ρύθμιση της απόπτωσης ή/και της νέκρωσης, και αυτή η εκδοχή είναι η πιθανότερη. 

M E F στις οποίες είχε απαλειφθεί η ίΚΚβ (M E F -ΙΚΚβ'7') είχαν μειωμένη ενεργότητα 

N F-κΒ και αυξημένη συσσώρευση Δ Μ Ο  (Zheng et al., 2005).

Η ενεργοποίηση του N F-κΒ από το Η2Ο 2, είναι σημαντική καθώς οδηγεί στην 

επαγωγή γονιδίων που κωδικοποιούν αντι-οξειδωτικά ένζυμα όπως η M nSO D, ένα 

ένζυμο της μιτοχονδριακής μήτρας, που δρα ω ς περισυλλέκτης (scavenger) ΔΜ Ο . Η 

N F-κΒ εξαρτώμενη επαγωγή της M nSO D  είναι σημαντική καθώ ς παρεμποδίζει τη 

συνάθροιση των κυτταροτοξικών Δ Μ Ο  που παράγονται από διάφορες πορείες 

μεταγωγής σήματος που ενεργοποιούνται από αποπτωτικά ερεθίσματα. Τέτοια 

παραδείγματα είναι η επαγωγή του N F-κΒ από τον T N F a ή από τη δοξορουβικίνη 

που και στις δύο περιπτώσεις προκαλείται η παραγωγή Δ Μ Ο . Κατ’ ακολουθία, η 

αποβολή των Δ Μ Ο  από αγρίου-τύπου κύτταρα είναι πιο αποτελεσματική λόγω της 

επαγωγής της M nSO D  από ότι σε, τουλάχιστον, ανθτρώπινα επιθηλιακά κύπαρα  

ανεπαρκή σε N F-κΒ (Bernard et al., 2001a; Bernard et al., 2001b; Bernard et al., 

2002; Kucharczak et al., 2003; Bernard et al., 2004; Gloire et al., 2006). Διαγονιδιακά 

ποντίκια στα οποία έχει απαλειφθεί η M nSO D  (ή S O D 2) πεθαίνουν μέσα σε λίγες 

εβδομάδες μετά τη γέννηση λόγω της συνάθροισης Δ Μ Ο  στα μιτοχόνδρια (Temkin 

and Karin, 2007).

Σε φυσιολογικές ή τελομερισμένες ανθρώπινες ινοβλάστες BJ και BJ-TERT, 

αντίστοιχα, η χορήγηση Η20 2 οδήγησε στην πρόωρη γήρανση τους διαμέσου της 

επαγωγής του άξονα ρ53- p 2 lc,p1/Waf1, αλλά δεν παρατηρήθηκε καμιά μεταβολή στη 

μεταγραφική ενεργότητα του N F-κΒ (de M agalhaes et al., 2004). Πιθανά αυτό να 

οφείλονταν στο γεγονός ότι χρησιμοποιήθηκαν υψηλές συγκεντρώσεις Η2Ο 2 (1.2  

m M ) λόγω απουσίας σημαντικής απόκρισης των ινοβλαστών BJ, καθώς ακόμη και η 

επαγωγή της ρ53 από το Η2θ 2 κυμαίνονταν σε χαμηλά προς ενδιάμεσα επίπεδα (de 

M agalhaes et al., 2004).
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Η παροδική υπερέκφραση της υπομονάδας του NF-κΒ, c-Rel, με χρήση 

αδενοϊών, σε φυσιολογικές δερματικές ανθρώπινες ινοβλάστες είχε σαν αποτέλεσμα 

την επαγωγή της Cox-2, μιας πρωτεΐνης-στόχου του N F-κΒ, μείωσε το ρυθμό του 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού και αύξησε τη συχνότητα εμφάνισης των γηρασμένων 

ινοβλαστών, όπως ανιχνεύθηκε με χρώση για την έκφραση της β-γαλακτοσιδάσης 

(S A ^ -G a l). Επιπλέον, η υπερέκφραση της Cox-2, η οποία επάγεται κατά την N F -kB- 

προκαλούμενη ή Η2θ 2-επαγόμενη γήρανση, στις ινοβλάστες οδήγησε στην πρόωρη 

γήρανση τους, και αυτά τα ευρήματα της μελέτης υπαινίχθηκαν ότι η ενεργοποίηση 

του N F-κΒ είναι υπεύθυνη για την πρόωρη κυτταρική γήρανση των φυσιολογικών 

ανθρωπίνων ινοβλαστών (Zdanov et al., 2007), όπως ακριβώς και στα ανθρώπινα 

κερατινοκύτταρα (Bernards et al., 2004).

5.1.2. Ο ρ όλος του NF-κΒ  σ τις  απ οκρ ίσ εις  τω ν  κυττά ρ ω ν σ ε β λά β ες σ το D N A

Πρόσφατες μελέτες, που συμπίπτουν με τα 20 χρόνια μετά την ανακάλυψη του NF- 

κΒ, έχουν χαρακτηρίσει τα κύρια στάδια των πορειών απόκρισης σε αμφίκλωνες 

ρήξεις στο DNA (Double strand breaks; DSBs) μετά από γονοτοξικό στρες, που 

συνδέουν την κινάση ΑΤΜ  με την πορεία ενεργοποίησης του N F-κΒ. Δύο 

παράλληλες πορείες είναι απαραίτητες για την ενεργοποίηση του N F-κΒ. Η πρώτη 

εξαρτάται από την ATM , η οποία ενεργοποιείται από DSBs, και η δεύτερη  από την 

PIDD (p53-inducible death domain-containing protein), τα στρεσογόνα ερεθίσματα  

ενεργοποίησης της οποίας παραμένουν άγνωστα. Η φωσφορυλίωση της N E M O  από 

την ΑΤΜ  είναι το στάδιο σύγκλισης των δύο πορειών ενεργοποίησης του N F -κΒ. Η 

αναγνώριση του συμπλόκου Α ΤΜ /Ν Ε Μ Ο  ως το σήμα ‘πυρήνας-στο-κυτταρόπλασμα’ 

που οδηγεί στην ενεργοποίηση των IKKs ήταν μια ακόμη κύρια ανακάλυψη (Σχήμα  

8.1) (Scheidereit, 2006; Janssens and Tschopp, 2006; Habraken and Piette, 2006).

To γονοτοξικό στρες που προκαλείται από χημικούς ή φυσικούς εξωγενείς και 

ενδογενείς παράγοντες αποτελούν μια συνεχή πρόκληση για την ακεραιότητα του 

γονιδιώματος. Για να ανταπεξέλθουν σ’ αυτές τις σταθερές προκλήσεις, τα κύτταρα 

έχουν αναπτύξει πορείες μεταγωγής σήματος που καταλήγουν σε διαφορετικές 

αποκρίσεις. Με την ανίχνευση των DSBs, ενεργοποιούνται διάφορα δίκτυα πορειών 

μεταγωγής σήματος που έχουν σαν αποτέλεσμα: (1) την επιδιόρθωση των βλαβών 

στο DNA με ομόλογο ή μη-ομόλογο ανασυνδυασμό, (2) την ενεργοποίηση των
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πορειών των σημείων ελέγχου που επάγουν τη διακοπή του κυτταρικού κύκλου στα 

όρια των φάσεων G 1/S , G 2 /M  ή S (§4.1, Σχήμα 5.1), (3) την επαγωγή της 

απόπτωσης κυρίως διαμέσου της ρ53, και (4) την ενεργοποίηση των κινασών της 

οικογένειας M AP και των μεταγραφικών παραγόντων ΑΡ-1 και N F-κΒ (Sancar et al., 

2004). Αυτά τα διαφορετικά δίκτυα έχουν κοινά στάδια και δρουν συντονισμένα. 

Μολονότι οι DSBs είναι σπάνιες στο φυσιολογικό περιβάλλον, είναι εξαιρετικά 

κυτταροτοξικές και αν δεν επιδιορθωθούν ορθά, οδηγούν σε χρωμοσωμικές 

ανωμαλίες, γενωμική αστάθεια και τελικά στον κυτταρικό θάνατο ή στον κυπαρικό 

μετασχηματισμό (Habraken and Piette, 2006).

Ενώ οι πορείες απόκρισης σε βλάβες στο D N A έχουν περιγράφει λεπτομερώς 

παραπάνω (§4.1), η επαγόμενη ενεργοποίηση του N F-κΒ από τις DSBs που 

προκαλούνται από γονοτοξικούς παράγοντες, όπως η ιονίζουσα ακτινοβολία (IR), οι 

αναστολείς των τοποισομερασών (καμπτοθεκίνη ή CPT-11 και ετοποσίδιο ή VP16) 

και οι Δ Μ Ο  (το ανιόν σουπεροξειδίου, 0 2*', η ρίζα υδροξυλίου, ΟΗ* και το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου, Η 2Ο 2), αναλύεται παρακάτω. Ενώ η IR και οι αναστολείς 

των τοποισομερασών προκαλούν αμφίκλωνες ρήξεις στο D N A (D N A  double strand 

breaks; DSBs), οι Δ Μ Ο  προκαλούν δομικές μεταβολές στις βάσεις του DNA, όπως ο 

σχηματισμός της 7,8-διυδρο-8-οξογουανίνης ή 8-οχο dG, καθώς και μονόκλωνες 

ρήξεις στο DN A  (D N A  single strand breaks; SSBs), 01 οποίες μετατρέπονται σε DSBs 

κατά την αντιγραφή, εκτός αν επιδιορθωθούν (Slupphaug et al., 2003). Επιπλέον, οι 

Δ Μ Ο  όπως το Η2θ 2, που προκαλούν DSBs επάγουν την ΑΤΜ-εξαρτώμενη  

φωσφορυλίωση της γ-Η2ΑΧ, υποδηλώνοντας ότι ενεργοποιούνται οι πορείες 

απόκρισης σε βλάβες στο D N A (Noel et al., 2003), αλλά και επάγει την ενεργοποίηση 

του N F -kB (§5 .1 .1 ). Η σύνδεση μεταξύ της ενεργοποίησης της Α ΤΜ  και του N F-kB 

αποτελούσε πεδίο έρευνας, και πρόσφατες μελέτες χαρακτήρισαν τους μοριακούς 

μηχανισμούς που εμπλέκονται στην ενεργοποίηση του NF-κΒ από τις DSBs 

(Scheidereit, 2006; Janssens and Tschopp, 2006; Habraken and Piette, 2006).

Ό π ω ς αναφέρθηκε στην πρώτη παράγραφο παραπάνω, η ενεργοποίηση του 

N F-κΒ από την επαγωγή DSBs εξαρτάται από την ενεργοποίηση της ATM , υπεύθυνη 

για μεταβολές στον πυρήνα και της P IDD , υπεύθυνη για τη μεταβίβαση ενός 

στρεσογόνου μηνύματος (Σχήμα 8.1).
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Σχήμα 9.1. Σχηματική αναπαράσταση της επαγωγής της ΙΚΚ-εξαρτώμενης πορείας 
του NF-κΒ από γονοτοξικό στρες και η σύνδεση του με τις πορείες απόκρισης σε 
αμφίκλωνες ρήξεις στο DNA (DSBs). Ύστερα από γονοτοξικό στρες, δυο ανεξάρτητες 
παράλληλες πορείες απαιτούνται για την ενεργοποίηση του NF-κΒ. Η πρώτη, οδηγεί στην 
ενεργοποίηση και την πυρηνική μετατόπιση της PIDD ακολουθούμενη από την 
στρατολόγηση της RIP1 και της NEMO. Δεν είναι όμως ακόμα γνωστό, εάν αυτό το 
σύμπλοκο δημιουργείται στο κυτταρόπλασμα ή στον πυρήνα. Μια δεύτερη πορεία, 
ενεργοποιείται μετά από DSBs στο DNA και οδηγεί στη φωσφορυλίωση και την 
ενεργοποίηση της κινάσης ΑΤΜ. Και οι δυο πορείες, συγκλίνουν όταν η NEMO  
αναγνωρίζεται ως ένα υπόστρωμα για την ενεργοποιημένη κινάση ΑΤΜ οδηγώντας στη 
φωσφορυλίωση της και την ουβικουτινίωση της. Στη συνέχεια, η 
φωσφορυλιωμένη/ουβικουτινιωμένη NEMO μετατοπίζεται στο κυτταρόπλασμα, δεσμεύεται 
με τις ELKS (πρωτεΐνες πλούσιες σε γλουταμινικό, λεύκινη, λυσίνη και σερίνη)και το το 
σύμπλοκο των IKKs και το οποίο ενεργοποιούν. Η ενεργοποίηση των IKKs οδηγεί στην 
ενεργοποίηση του NF-κΒ (Janssens and Tschopp, 2006; Habraken and Piette, 2006).

41



Η  A T M  ενεργοποιεί την πυρηνική πορεία που καταλήγει στην ενεργοποίηση του N F- 

κΒ από αμφίκλωνες ρήξεις στο DNA

Η πρόκληση DSBs οδηγεί στο σχηματισμό του ετεροτριμερούς συμπλόκου 

M re11/R ad50/N B S  (ή M R N ) που δεσμεύεται στις θέσεις των DSBs όπου συμβάλλει 

σε δύο σημαντικές λειτουργίες, την επιδιόρθωση του DNA (με ομόλογο ή με μη- 

ομόλογο ανασυνδυασμό) και την ενεργοποίηση των πορειών των σημείων ελέγχου 

του κυτταρικού κύκλου (§4 .1). Το σύμπλοκο M R N  ενεργοποιεί την Α ΤΜ . Κάτω από 

φυσιολογικές συνθήκες, η Α Τ Μ  βρίσκεται σε μια ανενεργό, διμερή μορφή στον 

πυρήνα των κυττάρων. Η πρόκληση των DSBs, οδηγεί στην ενεργοποίηση της ΑΤΜ, 

όπου το διμερές διαχωρίζεται και το ένα μόριο της ΑΤΜ  να φωσφορυλιώνει το άλλο 

στη θέση S 1981. Η αυτοφωσφορυλίωση της ΑΤΜ  εξαρτάται από το σύμπλοκο M RN, 

και η ενεργή φωσφορυλιωμένη μορφή της ΑΤΜ  ανιχνεύεται μέσα σε λίγα λεπτά από 

την πρόκληση DSBs και παραμένει δεσμευμένη στο σύμπλοκο M RN στις θέσεις των 

DSBs για αρκετές ώρες. Η φωσφορυλιωμένη ΑΤΜ  εντοπίζεται σε δύο διαφορετικές 

υπο-πυρηνικές θέσεις: μερικά μόρια βρίσκονται στις εστίες των DSBs, ενώ τα 

περισσότερα μόρια διακινούνται ελεύθερα στο νουκλεόπλασμα. Η ενεργός ΑΤΜ  

στοχεύει και φωσφορυλιώνει διαφορετικά υποστρώματα: ενώ τα υποστρώματα 

Η2ΑΧ, NBS, 53Β Ρ1, MDC1 και BRCA1 φωσφορυλιώνονται από την ενεργό ΑΤΜ  

που βρίσκεται στις εστίες των DSBs, η ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη ρ53 

φωσφορυλιώνεται από την ελεύθερη, ενεργό ΑΤΜ .

Η  P ID D  είναι υπεύθυνη για τη μεταβίβαση στρεσογόνου μηνύματος καταλήγει στην 

ενεργοποίηση του N F -κΒ από αμφίκλωνες ρήξεις στο DNA

Η P ID D  (p53-induced protein with a death domain) χαρακτηρίστηκε ως μια πρωτεΐνη 

που περιέχει μια περιοχή θανάτου που επάγεται από την ρ53 και προάγει την 

κυτταρική απόπτωση (Lin et al., 2000). Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, η PIDD  

μετακινείται συνεχώς μεταξύ του κυτταροπλάσματος και του πυρήνα (Janssens et al.,

2005). Η πρόκληση γονοτοξικού στρες μεταβάλλει τη συμπεριφορά της P IDD και 

συναθροίζεται μερικώς στον πυρήνα. Η P IDD μπορεί να σχηματίσει δύο σύμπλοκα. 

Το πρώτο εμπλέκεται στην κυτταρική απόπτωση και αποτελείται από τις 

P ID D /R A ID D /K a c rm ^ -2 , όπου η RA ID D  λειτουργεί ως προσαρμοστική πρωτεΐνη
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και στρατολογεί και ενεργοποιεί την κασπάση-2 μετά από έκθεση των κυττάρων 

στους χημειοθεραπευτικούς παράγοντες V P 16 ή δοξορουβικίνη (Tinel and Tschopp, 

2004). Το δεύτερο σύμπλοκο συμβάλλει στην ενεργοποίηση του NF-κΒ μετά από 

γονοτοξικό στρες και αποτελείται από τις P ID D /R IP 1/N E M O  (Σχήμα 8.1), γνωστό και 

ως σύμπλοκο σώμα της P IDD (ή PIDDsom e) (Janssens et al., 2005). Ο ρόλος της 

RIP1 (Receptor-interacting protein) είναι η διασφάλιση της στρατολόγησης της 

NEM O  στην PIDD (Hur et al., 2003; Janssens et al., 2005). Η φύση του στρεσογόνου 

μηνύματος που οδηγεί στη συνάθροιση της PIDD στον πυρήνα και ο μηχανισμός 

στρατολόγησης της RIP1 και NEM O , παραμένουν άγνωστα.

Η  N E M O  αποτελεί το σημείο σύγκλισης των δύο πορειών που καταλήγει στην 

ενεργοποίηση του N F -κΒ από αμφίκλωνες ρήξεις στο DNA

Η NEM O  (ΙΚΚγ) είναι μια όξινη πρωτεΐνη πλούσια σε γλουταμινικό οξύ και 

γλουταμίνη (13%  το καθένα) με ικανότητα να σχηματίζει πολυμερή. Η δομή της 

NEM O  δίνεται στο Σχήμα 6.1 Γ και αποτελείται από διαφορετικές περιοχές. Η περιοχή 

συσπειρωμένου έλικα 1 (CC1) απαιτείται για την αλληλεπίδραση της με τις κινάσες 

ΙΚΚα και ΙΚΚβ, ενώ η περιοχή συσπειρωμένου έλικα 2 (C C 2) είναι υπεύθυνη για τον 

ολιγομερισμό της N EM O . Η περιοχή φερμουάρ λεύκινης (LZ) είναι υπεύθυνη για την 

πυρηνική εξαγωγή της πρωτεΐνης, ενώ η περιοχή δακτύλου ψευδαργύρου (ZF) είναι 

υπεύθυνη για τη σουμοϋλίωση (προσθήκη SU M O -1, ενός μικρού πολυπεπτιδίου 

-1 0 0  αμινοξέων που ομοιάζει στην ουβικιτίνη) της N E M O  στις Κ277 Κ309 μετά από 

την πρόκληση DSBs στο DNA (Sebban et al., 2006).

Η NEM O ως γνωστό έχει έναν κυτταροπλασματικό ρόλο ως δομική πρωτεΐνη 

του συμπλόκου των IKKs, απαραίτητη για το σχηματισμό του υψηλού μοριακού 

βάρους ( -7 0 0  -  900 kDa) συμπλόκου σώματος αναγνώρισης σήματος (singalsome) 

(§5.1, Σχήμα 6.1Α). Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, η N E M O  (όπως και η P iDD) 

μετακινείται συνεχώς μεταξύ του κυτταροπλάσματος και του πυρήνα. Να σημειωθεί 

ότι η ελεύθερη διακίνηση της NEM O  μεταξύ του πυρήνα και του κυτταροπλάσματος 

παρέχει ένα σύνδεσμο μεταξύ της επαγωγής βλαβών στο DNA και της 

ενεργοποίησης του NF-κΒ σε σύνδρομα προγηρίας όπως τα σύνδρομα W erner και 

Hutchinson-Gilford (Salminen et al., 2008). H N E M O  λειτουργεί στον πυρήνα των 

κυττάρων που δεν υπόκεινται σε στρες ως καταστολέας της ενεργοποίησης γονιδίων-
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στόχων του N F-κΒ, καθώς αλληλεπιδρά με τη CBP (Verm a et al., 2004). Επιπλέον, η 

N E M O  διαδραματίζει ένα σημαντικό ρόλο την ενεργοποίηση του N F-κΒ μετά την 

πρόκληση DSBs. Η επαγωγή των DSBs οδηγεί στην αργή σουμοϋλίωση της NEM O  

στις λυσίνες Κ277 και Κ309 στην περιοχή δακτύλου ψευδαργύρου (ZF). Αυτή η 

τροποποίηση, η οποία πραγματοποιείται μόνο μετά την έκθεση κυττάρων σε 

παράγοντες που προκαλούν ϋΒ Β ες στο DNA, επιτρέπει τη συνάθροιση της 

ελεύθερης (μη-δεσμευμένης στο σύμπλοκο των IKKs) N EM O  στον πυρήνα χωρίς να 

μεταβάλλει τη σταθερότητα της. Η σουμοϋλίωση της N EM O  (N E M O s) επαυξάνεται 

όταν η N E M O  βρίσκεται στο σύμπλοκο P ID D /R IP 1 /N E M O s. Η πυρηνική N EM O s 

δεσμεύεται στην ενεργό, ψωσφορυλιωμένη Α Τ Μ Ρ και φωσφορυλιώνεται, πιθανά στο 

νουκλεόπλασμα, στη θέση S85. Στη συνέχεια η Ν Ε Μ Ο ρ, από-σουμοϋλιώνεται και 

μονο-ουβικιτινιώνεται πάλι στις λυσίνες Κ277 και Κ309. Αυτή η ουβικιτίνωση της 

Ν Ε Μ Ο ρ αποτελεί σήμα πυρηνικής εξαγωγής της πρωτεΐνης. Το ετεροδιμερές 

Α Τ Μ ρ/Ν Ε Μ Ο ρ,υ μετακινείται στο κυτταρόπλασμα και σχηματίζει ένα ενεργό, υψηλού 

μοριακού βάρους σύμπλοκο με τις ΙΚΚα και ΙΚΚβ, καθώς επίσης και με τις ELKS 

(πρωτεΐνες πλούσιες σε γλουταμινικό οξύ (Ε), λεύκινη (L), λυσίνη (Κ) και σερίνη (S) 

(A TM p/N E M O p,u/ELKS/IKKs). Επομένως, το ετεροδιμερές Α ΤΜ ρ/Ν Ε Μ Ο ρ,υ αποτελεί 

το σήμα ‘πυρήνα-στο-κυτταρόπλασμα’ ενεργοποίησης του συμπλόκου των IKKs μετά 

την επαγωγή DSBs στο D N A  (Σχήμα 8 .1) (W u et al., 2006; Janssens and Tschopp, 

2006; Habraken and Piette, 2006).

Η ενεργοποίηση των IKKs οδηγεί στη φωσφορυλίωση της ΙκΒα στις σερίνες 

S32 και S 36 αλλά με διαφορετική κινητική από ότι διεξάγεται μετά από τη διέγερση 

κυττάρων με κυττοκίνες όπως ο TN F a. Ενώ η φωσφορυλίωση της ΙκΒα ανιχνεύεται 

μέσα σε λίγα λεπτά μετά από έκθεση σε κυττοκίνες, ανιχνεύεται ελάχιστα μια ώρα 

μετά το σχηματισμό των DSBs καθώ ς μόνο ένα κλάσμα της ΙκΒα φωσφορυλιώνεται. 

Το διμερές ρ50/ρ65 είναι το επικρατές διμερές του N F-κΒ που μετατοπίζεται στον 

πυρήνα μετά την πρόκληση DSBs αλλά η επαγωγή του είναι αργή και σταθερή μόνο 

για ~4 h, σε αντίθεση με τις κυττοκίνες που διεγείρουν μια πιο γρήγορη αλλά 

παροδική ενεργοποίηση. Αυτές οι διαφορές στη κινητική και το εύρος του σήματος 

αντανακλούν την ενεργοποίηση του ίδιου του συμπλόκου των IKKs. Μετά την 

χορήγηση κυττοκινών, το σύμπλοκο των IKKs στρατολογείται γρήγορα στους 

μεμβρανικούς υποδοχείς και ενεργοποιείται, ενώ μετά την επαγωγή των DSBs, οι 

μετα-μεταφρασπκές τροποποιήσεις της NEM O
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(σουμοϋλίωση/φωσφορυλίωση/οιβικιτίνωση) είναι αργές και περιοριστικές (rate- 

limiting) διαδικασίες. Η διαφορά στο εύρος πιθανά προέρχεται από τη ελάχιστα μόρια 

της τροποποιημένης N E M O  που εξέρχονται από τον πυρήνα που οδηγούν στην 

περιορισμένη συγκέντρωση ενεργοποιημένων μορίων του συμπλόκου των IKKs ως 

απόκριση στην επαγωγή DSBs στο DNA (Habraken and Piette, 2006).

Η μετατόπιση του ετεροδιμερούς του NF-κΒ, ρ50/ρ65, στον πυρήνα οδηγεί στην 

επαγωγή γονιδίων-στόχων του NF-κΒ που εμπλέκονται στην αύξηση της κυτταρικής 

επιβίωσης. Πρόσφατες μελέτες συγκρίνανε το μεταγραφικό δίκτυο που 

ενεργοποιείται από την νεοκαρσινοστατίνη (neocarzinostatin; N C S) με χρήση 

μικροσυστοιχιών και siRNAs που στόχευαν τις ATM , ρ53 ή ρ65. Στη συνέχεια 

αναλύθηκε το αποτέλεσμα της αποσιώπησης της Α ΤΜ  και των στόχων της, 

μεταγραφικών παραγόντων ρ53 και ρ65. Παρατηρήθηκε ότι ο N F-κΒ και η ρ53 ήταν 

οι κύριοι διαμεσολαβητές της ενεργοποίησης γονιδίων από την επαγωγή βλαβών στο 

DNA που ελέγχονται από την ATM , και ότι αυτές οι δύο πορείες ήταν διαχωρισμένες 

(Elkon et al., 2005). Έτσι, σε φυσιολογικά κύτταρα όπου και οι δύο πορείες είναι 

λειτουργικές, οι DSBs ενεργοποιούν ταυτόχρονα προ- και αντι-αποπτωτικές πορείες 

με αποτέλεσμα η κυτταρική επιβίωση ή ο θάνατος να εξαρτάται από τον αριθμό και 

τη οξύτητα των βλαβών και από τη δυνατότητα/ικανότητα τω ν πορειών επιδιόρθωσης 

των βλαβών του DNA. Σε καρκινικά κύτταρα. Όμω ς, η κατάσταση είναι διαφορετική 

καθώς η ρ53 είναι συνήθως μεταλλαγμένη. Το γεγονός αυτό μεταβάλλει την 

ισορροπία των δύο πορειών στο κύτταρο, επιτρέποντας τη λειτουργία προ- 

επιβιοτικών πορειών που τελικά καταλήγουν στην αυξημένη ανθεκτικότητα των 

κυπάρων σε γονοτοξικούς παράγοντες. Ιδανικά, αν ο σκοπός είναι η ενίσχυση αυτού 

του φαινομένου και η ενδυνάμωση της θεραπείας, δύο συνθήκες θα πρέπει να 

ληφθούν υπόψη: (ί) η απενεργοποίηση της πορείας του N F -κΒ και (Π) η 

αποκατάσταση της προ-αποπτωτικής πορείας της ρ53 (Elkon et al., 2005; Rashi- 

Elkeles et al., 2006). Βέβαια, το ερώτημα που τίθεται είναι σε σχέση με την 

αντιμετώπιση ανθεκτικών καρκινικών κυπάρων όπου και οι δύο πορείες, αυτή του 

NF-κΒ και της ρ53, είναι λειτουργικές.
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6.1. Pim-2

H Pim -2 είναι μέλος μιας οικογένειας των πρωτεϊνικών κινασών σερίνης/θρεονίνης 

που αποτελούνται από δυο άλλα μέλη, Pim1 και Pim3 (Mikkers et al., 2002; White, 

2003). Τα πρωτεϊνικά επίπεδα της Pim -2 καθώ ς και η ενεργότητα του ενζύμου 

καταστέλλονται δραματικά με την αφαίρεση της IL-3 από λεμφοκύτταρα των οποίων 

ο πολλαπλασιασμός και η επιβίωση εξαρτώνται από την παρουσία IL-3. Αντίθετα η 

υπερέκφραση της P im -2 εμποδίζει την απόπτωση που προκαλείται στα κύπαρα που 

στερούνται IL-3. Τέλος, P im -2 knock-down πειράματα, ή η υπερέκφραση μιας 

κυρίαρχης-αρνητικής μετάλλαξης (dom inant-negative mutant) της Pim -2, απέτρεψαν 

την αποτελεσματική επιβίωση από IL-3, ενισχύοντας το ρόλο της Pim -2 ως 

μεσολαβητή της παρεμπόδισης της απόπτωσης από IL-3 (Fox et al., 2003).

Έ νας από τους μηχανισμούς με τους οποίους οι κυτταροκίνες ασκούν 

επιδράσεις είναι μέσω της ενεργοποίησης της πορείας μεταγωγής σήματος των JAK- 

STA T (Leonard and O ’Shea, 1998). Αρκετοί μηχανισμοί όμως έχουν χαρακτηριστεί 

με τους οποίους ελέγχεται η ένταση και η διάρκεια ενεργοποίησης των JAK-STAT. Η 

πρωτεΐνη Socs-1 έχει χαρακτηρισθεί ως ένας ισχυρός ανατροφοδοτικός αναστολέας 

της ενεργοποίησης των JAKs. Η Socs-1 δεσμεύεται στις JAKs και καταστέλλει την 

ενεργότητα τους. (Chen et al., 2002). Επομένως οι κυπαροκίνες διεγείρουν την 

πορεία μεταγωγής του σήματος των JA K-STA T που με τη σειρά της ενεργοποιεί την 

μεταγραφή του Socs-1. Η πρωτεΐνη Socs-1 μετατοπίζεται στους υποδοχείς των 

κυτταροκινών και καταστέλλει την ενεργότητα των JAKs (αρνητικός ανατροφοδοτικός 

μηχανισμός ρύθμισης). Η Socs-1 όμως είναι μια ασταθής πρωτεΐνη και ρυθμίζεται 

από την Pim-2. Η Pim -2 δεσμεύεται και φωσφορυλιώνει τη Socs-1 με αποτέλεσμα να 

αυξάνει τη σταθερότητά της και να επιμηκύνει την περίοδο ημιζωής της (Chen et al., 

2002). Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την επαύξηση της ανασταλτικής δράσης στην 

ενεργοποίηση των JAK-STAT πορειών μεταγωγής σήματος που ενεργοποιούνται 

από κυτταροκίνες.

Η επίπτωση της Pim -2 στην επιβίωση των κυττάρων είναι ιδιαίτερου 

ενδιαφέροντος λαμβάνοντας υπόψη τον προηγούμενο γνωστό ρόλο της για την 

προαγωγή της λεμφωμαγένεσης (Adams et al., 1985; Allen and Berns, 1996; Allen et 

al., 1997). Όμω ς ο μηχανισμός με τον οποίο οι κινάσες Pirn προάγουν την ανάπτυξη 

των λεμφωμάτων δεν έχει καθοριστεί. Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι η Pim-2
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προάγει την επιβίωση κυπάρων που εξαρτούνται από την IL-3, και ότι η μη- 

κατάλληλη ενεργοποίηση της παρεμποδίζει την απόπτωση, παρέχοντας έναν πιθανό 

μηχανισμό συνέργιας της Pim-2 με άλλους ογκογόνους παράγοντες για την 

δημιουργία λεμφωμάτων (Allen et al., 1997; Fox et a l., 2003).

Είναι ενδιαφέρον να σημειωθεί ότι η υπερέκφραση της Pim-2 προάγει τη 

μακροπρόθεσμη επιβίωση των κυττάρων και όχι μόνο στη στέρηση IL-3, αλλά σε μια 

μυριάδα άλλων τοξικών ερεθισμάτων όπως η σταυροσπορίνη, ένας ευρέως 

φάσματος αναστολέας των κινασών, που επάγει την απόπτωση διαφόρων 

κυπαρικών σειρών, θαψιγαργίνη, η οποία επάγει την απόπτωση αναστέλλοντας την 

Οθ2+-ΑΤΡάση του ενδοπλασματικού δικτύου και ραπαμυκίνη (Fox et al., 2003). Αυτό 

δείχνει ότι τουλάχιστον ένας στόχος της Pim-2 είναι κοινός για πολλές αποπτωτικές 

πορείες. Μια καλή αφετηρία θα ήτανε να καθοριστεί εάν το Pim-2 παρεμποδίζει την 

αποπτωτική πορεία μέσω των μιτοχονδρίων, και σε αυτή την περίπτωση, εάν 

προάγει την επιβίωση με το να δρα ανάρρους ή κατάρρους των μιτοχονδρίων. Η 

προ-αποπτωτική πρωτεΐνη Bad στην πραγματικότητα φωσφορυλιώνεται στο 

κατάλοιπο σερίνης 112 από την Pim-2 (Fox et al., 2003) μια διαδικασία που ως 

γνωστό αποτρέπει την αλληλεπίδραση Bad-Bcl-XL και επομένως την απόπτωση 

(Datta et al., 2002). Επίσης η Pim-2 διατηρεί το δυναμικό των μιτοχονδρίων 

κυπάρων που καλλιεργούνται απουσία αυξητικών παραγόντων, τον αναερόβιο 

μεταβολισμό τους, τη γλυκόλυση και επιφέρει προστασία από ατροφία (Fox et al., 

2003). Αυτά τα αποτελέσματα δείχνουν ότι η Pim-2 ρυθμίζει μάλλον περισσότερο την 

κυπαρική επιβίωση από ότι τον κυπαρικό πολλαπλασιασμό και επομένως μπορεί να 

εξηγήσει την ικανότητα της να συνεργεί με το ογκογονίδιο c-myc στον νεοπλασματικό 

μετασχηματισμό λεμφοκυττάρων.

Η επίπτωση από την παρατήρηση ότι και η ενεργοποίηση της Pim-2 και η 

ανεπάρκεια σε ρ53 συνεργάζονται με το ογκογονίδιο myc, είναι ότι ακατάλληλη 

ενεργοποίηση της Pim -2 θα μπορούσε να παρεμποδίσει αυτήν την myc επαγόμενη, 

ρ53-εξαρτώμενη διαδικασία. Λαμβάνοντας υπόψη αυτή την ρ53-εξάρτηση της myc 

επαγόμενης απόπτωσης θα είναι σημαντικό να εξεταστεί ο ρόλος της Pim-2 στην 

παρεμπόδιση της ρ53 εξαρτώμενης απόπτωσης. Σε αυτή την περίπτωση, η Pim-2 θα 

μπορούσε να αποτρέψει είτε την επαγωγή της Puma από την ρ53 είτε να αποτρέψει 

την προαποπτωτική λειτουργία της Puma (Yu et al., 2003).
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H Pim-2 φωσφορυλιώνει τη 4Ε-ΒΡ1 στο κατάλοιπο σερ(νης 65 και αναστέλλει 

την προ-αποτττωτική δράση τη ς (ϋ  et al., 2002; Fox et al., 2003). Η έκταση της 

επικάλυψης μεταξύ των πορειών της Pim -2 και της Akt μπορεί να καθοριστεί με τον 

περαιτέρω χαρακτηρισμό τω ν στόχων κατάρρους και για τις δυο επιβιοτικές 

πρωτεΐνες. Τέλος, καθώ ς οι πορείες των Pim -2 και Akt ενεργοποιούνται στους 

ανθρώπινους καρκίνους, αυτό μπορεί να απαιτήσει την αναζήτηση των ανασταλτικών 

παραγόντων και των δυο πορειών για να υπερνικήσουν τη μη φυσιολογική επιβίωση 

πολλών ανθρωπίνων καρκίνων.

Σχήμα 10.1. Επιβιοτκές πορείες μεταγωγής σήματος που ελέγχονται από την Pim-2 
και Akt. Η Pim-2 πιθανά δρα όμοια με την Akt σε σχέση με την αύξηση της κυπαρικής 
επιβίωσης, του κυπαρικού μεγέθους και του μεταβολισμού. Επομένως, παράλληλες και ίσως 
αλληλεπικαλυπτόμενες ή περιπές πορείες είναι πιθανό να ενεργοποιούνται από κυποκίνες 
και αυξητικούς παράγοντες. Τουλάχιστον δύο υποστρώματα της Akt, η προ-αποπτωτική 
πρωτεΐνη Bad και ο αναστολέας της μετάφρασης 4Ε ΒΡ1, φωσφορυλιώνονται επίσης και 
από την Pim-2. Ο βαθμός της αλληλεπικάλυψης μεταξύ της πορείας της Akt και της Pim-2 
ενδέχεται να καθοριστεί στο μέλλον (White, 2003).

Αυξητικοί παράγοντες 
και κυποκίνες

Απόπτωση
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7.1. Σκοπ ός της δ ιατρ ιβής

Ο NF-κΒ είναι ο κεντρικός παράγοντας των κυπαρικών αποκρίσεων στο στρες. 

Προάγει τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό επάγοντας την έκφραση της κυκλίνης D1, 

αλλά ο σημαντικότερος ρόλος του είναι η αύξηση της κυτταρικής επιβίωσης μετά από 

ογκογόνο ή γονοτοξικό στρες (Karin et al., 2002; Karin and Lin, 2002; Karin and 

Greten, 2002; Karin and Greten, 2005; Tergaonkar, 2006).

Εκτενείς μελέτες έδειξαν ότι το Η20 2 επάγει την πρόωρη κυπαρική γήρανση 

φυσιολογικών ανθρωπίνων ινοβλαστών, γνωστή ως στρεσο-επαγόμενη πρόωρη 

κυτταρική γήρανση (stress-induced premature senescence-SIPS) (Finkel and 

Holbrook, 2000; Wright and Shay, 2001; Toussaint 2000; Toussaint et al., 2002a,b; 

Giorgio et al., 2007), ενώ η υπερέκφραση του ογκογόνου H a-R asV 12  προκαλεί την 

πρόωρη γήρανση ορισμένων στελεχών φυσιολογικών ανθρωπίνων ινοβλαστών

διαμέσου επαγωγής βλαβών στο DNA και την ενεργοποίηση του άξονα ρ53- 

p21 Cip1/Waf1 (Serrano e t a |Μ 1997)

Σε σχέση με το ογκογόνο και το οξειδωτικό στρες, μελέτες έδειξαν ότι τόσο τα 

ογκογονίδια όσο και το Η20 2 ενεργοποιούν τον NF-κΒ (Baldwin, 2001b; M ayo and 

Baldwin, 2000; Basseres and Baldwin 2006; de Magalhaes et al., 2004).

Ο σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής ήταν η διερεύνηση του ρόλου 

του μεταγραφικού παράγοντα N F-κΒ στη γήρανση φυσιολογικών εμβρυϊκών 

ανθρωπίνων ινοβλαστών, και ειδικότερα: 1. στη φυσιολογική κυτταρική γήρανση 

(cellular ή replicative senescence), 2. στην επαγόμενη από στρες πρόωρη κυτταρική 

γήρανση (ή στρεσο-επαγόμενη κυτταρική γήρανση-, stress-induced prem ature  

senescence; SIPS), όπως αυτή που προκαλείται από οξειδωτικό στρες με τη 

χορήγηση Η20 2, και 3. στην επαγομένη από ογκογονίδια πρόωρη κυτταρική γήρανση 

(oncogene-induced senescence ή O/S), όπως αυτή που επάγεται από το ογκογόνο 

Ha-RasV12.

Μελετήθηκαν επίσης οι επιδράσεις της πρωτεϊνικής κινάσης Pim -2, μιας 

δυνητικά αντι-αποπτωτικής πρωτεΐνης που αποτελεί μεταγραφικό στόχο του N F -kB, 

σε τελομερισμένες ανθρώπινες ινοβλάστες, M R C -5TE R T.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΔΕΥΤΕΡΟ

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ



1.2. ΥΛΙΚΑ

Παρατίθεται παρακάτω μια λίστα (Πίνακας 1.2) με τα σημαντικότερα 

αναλώσιμα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν κατά τη διάρκεια της εκπόνησης της 

παρούσας μελέτης.

Π ίνακας 1.2. Υλικά

Υλικό Ε τα ιρεία

DM EM Biochrom KG, Germany

Ορός εμβρύου μόσχου (FCS) Biochrom KG, Germ any (Serom ed)

Πενικιλίνη/Στρεπτομυκίνη 

10000 IU/ml / 10000 pg/ml

Biochrom KG, Germ any

L-γλουταμίνη (200 mM) Biochrom KG, Germ any

Θρυψίνη - ED TA Biochrom KG, Germ any

PBS Sigma Chemical Co.

Αντιβιοτικά Sigma Chemical Co.

Θρυπτόνη (Bacto-tryptone) Sigma Chemical Co.

Εκχύλισμα ζύμης (Bacto-yeast extract) Sigm a Chemical Co.

Άγαρ Sigm a Chemical Co.

Διμεθυλο-σουλφοξείδιο (D M SO ) Sigm a Chemical Co.

Πολυβρίνη (Polybrene) Aldrich Chemical Co.

1 kb DNA ladder Life Techologies Inc.

Lambda DNA-Hind III Digest Life Techologies Inc.

Lambda DNA-BstEII Digest Life Techologies Inc.

Ένζυμα περιορισμού DNA New England Biolabs

Αγαρόζη Life Techologies Inc.

Πρότυποι δείκτες πρωτεϊνών

•  Kaleidoscope Prestained Standards

•  Pre-stained molecular weight markers

BIORad Laboratories, USA  

Fermentas

Kits απομόνωσης πλασμιδιακού DNA  

•  Qiagen kit Q iagen, Germ any
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•  Nucleobond kit Nucleobond, Germ any

Senescent Cells Staining Kit για 

την ανίχνευση της β-γαλακτοσιδάσης

Sigma Chemical Co., Germany

Μεμβράνες νιτροκυτταρίνης 

(Πρωτεΐνες)

Schleicher and Schnell,

O PTITR A N  BA-S 85  Reinforced NC

SuperSignal W est Pico Chemiluminescent kit Pierce, USA

ECL kit Am ersham  International

Αντισώματα SantaCruz Biotech, USA  

BD Transduction Laboratories, USA  

Oncogene Sciene, DAKO  

Bioscience Systems, Calbiochem  

Upstate, Cell Signal

Διάφορα στερεά χημικά 

(SD S , EDTA, NaCI, N aO H , Tris, βορικό οξύ, 

βρωμοφαινόλη, κρυσταλλικό ιώδες, οξικό 

νάτριο, γλυκίνη, βρωμιούχο αιθίδιο, φαινόλη, 

ακρυλαμίδιο, δις-ακρυλαμίδιο)

Riedel, Germ any

ή

Sigma Chemical Co.

Διάφορα υγρά χημικά

(Αιθανόλη, χλωροφόρμιο, ισοπροπανόλη, 

οξικό οξύ, HCI, γλυκερόλη, 

β-μερκαπτοαιθανόλη, T E M E D )

Riedel, Germ any ή 

Sigma Chemical Co. ή 

BDH-M erck (Analar)

Πλαστικά υλικά κυτταροκαλλιέργειας 

(Τρυβλία, πιπέττες)

CellTek

Πλαστικοί σωλήνες (15 ml, 50 ml) Falcon

Μικροσωλήνες Eppendorff
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ΜΕΘΟΔΟΙ

2.2. ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ

2.2.1. Παρασκευή L-broth (Luria-Bertani; LB) και τριβλίων με L-άγαρ (L-agar)

Η παρασκευή των τριβλίων αυτών έγινε παράλληλα με την παρασκευή 

διαλύματος L- Broth. 10g θρυπτόνης (Bacto-tryptone), 5g εκχυλίσματος ζύμης 

(Bacto-yeast extract) και 10g χλωριούχου νατρίου (Riedel, Germ any), διαλύθηκαν με 

ανάδευση και αύξηση της θερμοκρασίας σε 1000 ml δις απεσταγμένου νερού και το 

διάλυμα μεταβιβάστηκε σε 2 φιάλες των 500 ml. Σε κάθε μια φιάλη προστέθηκαν 7.5g  

άγαρ και αφού έγινε αποστείρωση σε αυτόκαυστο, η L-άγαρ αφέθηκε σε 

θερμοκρασία δωματίου για να κατέβει η θερμοκρασία στους 55°C  και στη συνέχεια 

προστέθηκε στη φιάλη αμπικιλλίνη σε τελική συγκέντρωση 100 pg/ml. Τέλος  

τοποθετήθηκαν 25 ml L-άγαρ σε καθένα από 20 τρυβλία, και η L-άγαρ αφέθηκε να 

πολυμεριστεί σε θερμοκρασία δωματίου και να αφυδατωθεί σε επωαστικό κλίβανο 

στους 37°C . Όταν ετοιμάστηκαν τα τρυβλία με τη πολυμερισμένη L-άγαρ  

περιτυλίχθηκαν με φιλμ παραφίνης (parafilm) και τοποθετήθηκαν στον ψυχρό 

θάλαμο. Τα τρυβλία L-άγαρ με την αμπικιλλίνη διατηρούνται για περίπου ένα μήνα 

στους 4°C.

25 mq/ml Αυπικιλλίνησ: Διάλυμα του άλατος νατρίου της αμπικιλλίνης (Sigma 

chemical Co.) σε συγκέντρωση 25 mg/ml σε αποστειρωμένο ddh^O φιλτραρίστηκε 

μέσω ενός αποστειρωμένου μικροφίλτρου 0.45 μπι και διατηρήθηκε στους -2 0 °C  σε 

μικρές ποσότητες (aliquots).

2.2.2. Παρασκευή βακτηρίων επιδεκτικών προς μετασχηματισμό (competent 

cells)

Για να δημιουργηθούν επιδεκτικά προς μετασχηματισμό βακτήρια, απαιτείται η 

κατεργασία τους με παράγοντες που ευνοούν το σχηματισμό οπών/καναλιών στο 

κυτταρικό τους τοίχωμα, που θα επιτρέψουν την εισαγωγή με παθητική διάχυση, 

εξωγενώς προστιθέμενου DNA. Η κατεργασία αυτή πρέπει να γίνεται στην εκθετική 

φάση ανάπτυξης των βακτηρίων.

55



Τα συνηθισμένα βακτηριακά στελέχη για την παρασκευή βακτηρίων επιδεκτικών 

προς μετασχηματισμό με πλασμίδια είναι τα στελέχη Ε. Coli ΗΒ101, DH5a, JM 109  

και M C 1061. Αυτά τα βακτηριακά στελέχη χρησιμοποιήθηκαν αφού υπέστησαν 

επεξεργασία ώστε να γίνουν Ικανά κύτταρα’ (competent cells), δηλαδή κύπαρα ικανά 

να μετασχηματιστούν (να δεχτούν πλασμίδια).

Αρχικά, μη ικανά βακτήρια τοποθετήθηκαν σε 5 ml L- Broth και επωάστηκαν σε 

θερμαινόμενο τροχιακό αναδευτήρα στους 37°C  για 24 ώρες ώστε να αναπτυχθούν. 

Την επόμενη ημέρα, 0 .5  ml της ολονύχτιας υγρής βακτηριακής καλλιέργειας 

χρησιμοποιήθηκαν για τον εμβολιασμό 20 ml L-broth σε μια αποστειρωμένη κωνική 

φιάλη και τα βακτήρια επωάστηκαν για 2 περίπου ώρες σε θερμαινόμενο τροχιακό 

αναδευτήρα στους 37°C  για να αναπτυχθούν μέχρι η Οϋβοο να φτάσει 0.3. Κατά τη 

διάρκεια της επώασης των βακτηρίων παρασκευάστηκαν τα διαλύματα Α  και Β, τα 

οποία τοποθετήθηκαν στον πάγο. Η υγρή καλλιέργεια των βακτηρίων 

φυγοκεντρήθηκε για 5 λεπτά στις 5000 στροφές, στους 4°C  και αφού αναρροφήθηκε 

το υπερκείμενο, το βακτηριακά ίζημα εναιωρήθηκε σε 1 ml διαλύματος Α. Στη 

συνέχεια προστέθηκαν άλλα 9 ml διαλύματος Α  και μετά την ανάμιξη τα βακτήρια 

φυγοκεντρήθηκαν και πάλι για 5 λεπτά, στις 5000 στροφές και στους 4°C . Το 

υπερκείμενο αναρροφήθηκε προσεκτικά και το βακτηριακά ίζημα εναιωρήθηκε με 1 

ml διαλύματος Β. Αφού προστέθηκαν άλλα 9 ml διαλύματος Β, το εναιώρημα 

αφέθηκε στον πάγο για 30  λεπτά και στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκε για 5 λεπτά στις 

5000 στροφές και στους 4°C . Το βακτηριακά ίζημα εναιωρήθηκε σε 1 ml διαλύματος 

Β που περιείχε 10%  γλυκερόλη (Riedel, Germ any) και δείγματα των 50-100 μΙ 

βακτηρίων τοποθετήθηκαν σε αποστειρωμένους σωλήνες eppendorff και 

αποθηκεύτηκαν στους -70°C  για μελλοντική χρήση.

Τα Ικανά κύπαρα’ διατηρήθηκαν σε χλωριούχο ασβέστιο (CaCfe) και χλωριούχο 

ρουβίδιο (RbCh) διότι τα ιόντα C a2+ δημιουργούν σύμπλοκα με το φώσφορο του 

DNA και κατ’ αυτόν τον τρόπο καθιζάνουν ω ς ίζημα. Μέσω του βακτηριακού 

μετασχηματισμού αυξάνεται η διαπερατότητα της μεμβράνης και τα κύπαρα αρχίζουν 

να εκκρίνουν έναν παράγοντα που ονομάζεται ‘παράγοντας μετασχηματισμού’ 

(competent factor).
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Διάλυυα A : 10 mM M OPS PH 7.0, 10 mM RbCI2

Διάλυυα B: 10 mM M O PS PH 6.5, 10 mM RbCI2, και 50 mM C aC I2.

Διάλυυα αποθήκευσης Βακτηρίων: 10 mM M O PS PH 6.5, 10 mM RbCI2, 50 mM  

CaCI2 και 10% γλυκερόλη

2.2.3. Μετασχηματισμός βακτηρίων με ττλασμιδιακό DNA

50-100 μΙ ικανών βακτηριακών στελεχών Ε. Coli αναμίχθηκαν με περίπου 20 

μΙ πλασμιδιακού DNA (100-500 ng DNA) σε σωλήνες eppendorff και αφέθηκαν στον 

πάγο για 30 λεπτά. Στη συνέχεια εκτέθηκαν σε θερμοκρασία 42°C  για δύο λεπτά έτσι 

ώστε να υποστούν θερμικό στρες (heat shock) και να γίνει εισαγωγή του πλασμιδίου 

στα βακτηριακά κύτταρα. Προστέθηκε 1 ml L-Broth στους σωλήνες eppendorff και 

επωάστηκαν στους 37°C για μία ώρα. Τα βακτήρια φυγοκεντρήθηκαν για 5 λεπτά 

στις 6500 στροφές και στους 4°C , αφαιρέθηκε το περισσότερο υπερκείμενο και το 

βακτηριακά ίζημα εναιωρήθηκε σε 300 μί υπερκειμένου. Τέλος με την υγρή αυτή 

καλλιέργεια εμβολιάσθηκαν τρυβλία L-άγαρ συν 100 pg/ml αμπικιλλίνης με τη 

βοήθεια μιας ράβδου και διατηρήθηκαν για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου για 

να απορροφηθεί το εμβολίασμα. Στη συνέχεια τα τρυβλία τοποθετήθηκαν σε 

επωαστικό κλίβανο στους 37°C για όλη τη νύχτα ώστε να σχηματιστούν αποικίες 

βακτηρίων. Να σημειωθεί ότι μετά την ολονύχτια επώαση αναπτύσσονται με τη 

μορφή αποικιών μόνον τα βακτήρια στα οποία έχει εισέλθει ο πλασμιδιακός φορέας, 

ο οποίος φέρει το γονίδιο ανθεκτικότητας στο συγκεκριμένο αντιβιοτικό (π.χ. 

αμπικιλλίνη).

2.2.4. Ανάπτυξη υγρών καλλιεργειών βακτηρίων

Για απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μικρούς όγκους (mini prep) ήταν 

απαραίτητη η ανάπτυξη υγρών καλλιεργειών βακτηρίων. 5 ml L-Broth και 100 pg/ml 

αμπικιλλίνης εμβολιάσθηκαν με αποικίες ή αποθέματα γλυκερόλης βακτηρίων, με τη 

χρήση κρικοφόρου στυλεού και επωάστηκαν σε θερμαινόμενο τροχιακό αναδευτήρα  

(orbital shaker) στους 37°C για όλη τη νύχτα (>16 ώρες).
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Για απομόνωση πλασμιδιακού DN A σε μεγάλους όγκους (maxi prep), η 

ανάπτυξη υγρών καλλιεργειών βακτηρίων γινόταν με ανάμιξη 0 .5  ml ανεπτυγμένης 

καλλιέργειας βακτηρίων σε 5 ml L-Broth και 100 pg/ml αμπικιλλίνης σε θερμαινόμενο 

τροχιακό αναδευτήρα στους 37°C  για όλη τη νύχτα (>16 ώρες) και στη συνέχεια με 

τον εμβολιασμό 100 ml L-Broth και 100 pg/ml αμπικιλλίνης με 5 ml της ολονύχτιας 

αναπτυγμένης βακτηριακής καλλιέργειας και επώαση σε θερμαινόμενο τροχιακό 

αναδευτήρα στους 37°C  για όλη τη νύχτα.

2.2.5. Παρασκευή βακτηριακών αποθεμάτων γλυκερόλης

Τα αποθέματα γλυκερόλης παρασκευάζονταν αναμιγνύοντας 1.2 ml 

αναπτυγμένης υγρής καλλιέργειας βακτηρίων και 300 μΙ γλυκερόλης (10%  τελική 

συγκέντρωση γλυκερόλης) (Riedel, Germ any). Τα αποθέματα διατηρούνταν στους - 

70°C  για περαιτέρω χρήση.

2.2.6. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μικρούς όγκους (mini prep)

1.5 ml υγρής καλλιέργειας βακτηρίων, προερχόμενες από αποικίες (παρ.

2 .2 .3 .), τοποθετήκαν σε έναν αποστειρωμένο σωλήνα eppendorff και 

φυγοκεντρήθηκαν στις 6500 στροφές για 2 λεπτά στους 4°C. Στη συνέχεια το 

βακτηριακό ίζημα εναιωρήθηκε με δίνη (vortexing) σε 200 μΙ διαλύματος λύσης 

βακτηρίων. Μετά από 5 λεπτά επώασης σε θερμοκρασία δωματίου, προστέθηκαν 

400 μΙ αλκαλικού διαλύματος και το μίγμα αφέθηκε στον πάγο για 5 λεπτά. Στη 

συνέχεια προστέθηκαν 300 μΙ διαλύματος οξικού νατρίου pH 5.2, έγινε ελαφριά 

ανάμειξη και το εναιώρημα αφέθηκε στον πάγο για 10 λεπτά (η χρήση οξικού νατρίου 

ρΗ5.2 υποβοηθεί στη καθίζηση πρωτεϊνών, RNA και χρηματοσωμικού DNA).

Μετά από φυγοκέντρηση για 15 λεπτά, στις 13000 στροφές στους 4°C, το 

υπερκείμενο μεταφέρθηκε σε έναν καθαρό αποστειρωμένο σωλήνα eppendorff και 

προστέθηκαν 0.6 όγκοι ισοπροπανόλης (Riedel, Germ any). Το πλασμιδιακό DNA  

αφέθηκε να κατακρημνιστεί για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και συλλέχθηκε 

με φυγοκέντρηση για 20 λεπτά στις 13000 στροφές στους 4°C . Το ίζημα DNA  

εκπλύθηκε με 70%  αιθανόλη και ξηράνθηκε σε φυγοκεντρικό συμπυκνωτή κενού. Το
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ττλασμιδιακό DNA εναιωρήθηκε σε 50 μΙ 1χΤΕ pH 8.0 και αποθηκεύτηκε στους -20°C  

για περαιτέρω χρήση.

Ο έλεγχος του παρασκευάσματος γίνεται μετά από πέψη του DNA με 

περιοριστικά ένζυμα (παρ. 2 .3 .3 .) και ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης (παρ.

2.3.2.).

Διάλυυα λύσηο βακτηρίων (Bacterial lysis buffer): 50 m M Γλυκόζη, 25 πιΜ Tris

ρΗ8.0, 10 mM ml EDTA pH 8.0 και 4  mg/ml λυσοζύμη

Αλκαλικό διάλυυα: 0.2 NaO H, 1% SDS

1xTE pH 8 .0 : 10 mM Tris pH8.0, 1 mM ED TA  pH8.0

2.2.7. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μεγάλους όγκους (maxi prep)

Η απομόνωση του πλασμιδιακού D N A  έγινε είτε με τη χρήση Qiagen kit ή με τη 

χρήση Nucleobond kit.

Οι καλλιέργειες των βακτηρίων που αναπτύχθηκαν σε όγκο 50 -100  ml L-Broth 

με 100 μg/ml αμπικιλλίνης φυγοκεντρήθηκαν για 25  λεπτά, στις 5200  στροφές και 

στους 4°C . Το βακτηριακό ίζημα εναιωρήθηκε σε 4 ml ρυθμιστικού διαλύματος 

εναιώρησης (resuspension buffer) που περιείχε ΡΝΑση και ήταν διατηρημένο στους 

4°C, με δίνη (vortexing). Στη συνέχεια προστέθηκαν 4  ml αλκαλικού διαλύματος, έγινε 

ελαφριά ανάμιξη και το εναιώρημα αφέθηκε για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

Τέλος προστέθηκαν 4 ml ‘ρυθμιστικού διαλύματος εξουδετέρωσης’ (neutralization 

buffer), έγινε ελαφριά ανάμιξη και το εναιώρημα αφέθηκε στον πάγο. Μετά από 20  

λεπτά έγινε φυγοκέντρηση στις 6000 στροφές, για 30 λεπτά και στους 4°C. Στο 

μεταξύ οι ειδικές στήλες ‘Q IAG EN tip-100 ή Nucleobond tip-100’ εκπλύθηκαν με 4  ml 

‘ρυθμιστικού διαλύματος εξισορρόπησης’ (equilibration buffer). Στη συνέχεια το 

υπερκείμενο που προέκυψε από τη φυγοκέντρηση μεταβιβάστηκε στις στήλες και 

αφέθηκε να περάσει διαμέσου των στηλών, στα οποία κατακρατήθηκε το 

πλασμιδιακό DNA.

Μετά οι στήλες εκπλύθηκαν 2 φορές με 10 ml ‘ρυθμιστικού διαλύματος 

έκπλυσης’ (wash buffer) και το πλασμιδιακό DNA εκχυλίστηκε από τις στήλες με 5 ml 

‘ρυθμιστικού διαλύματος εκχύλισης’ (elution buffer). Στη συνέχεια προστέθηκαν 3.5  

ml ισοπροπανόλης (Riedel, Germany), έγινε ανάμιξη (vortexing) και το πλασμιδιακό



DNA αφέθηκε να κατακρημνιστεί για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Στη 

συνέχεια έγινε φυγοκέντρηση στις 6000 στροφές για 30 λεπτά στους 4°C  για τη 

συλλογή του πλασμιδιακού DNA. Ακολούθησε έκπλυση με 70%  αιθανόλη και 

ξήρανση σε φυγοκεντρικό συμπυκνωτή κενού. Το πλασμιδιακό D N A  εναιωρήθηκε σε 

100-200 μΙ 1χΤΕ ρΗδ.Ο, μεταφέρθηκε σε έναν αποστειρωμένο σωλήνα eppendorff 

και αποθηκεύτηκε στους -20°C  για περαιτέρω χρήση.

Η ποσότητα του απομονωμένου D N A  υπολογίζεται φωτομετρικά, με μέτρηση 

στα 260 nm και με βάση τον τύπο: Οπτική πυκνότητα (O .D .) =1 αντιστοιχεί σε 50 pg 

DNA. Ελέγχουμε το DNA μετά από πέψη με ενδονουκλεάσες περιορισμού (παρ.

5 .2 .1 .) και ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης (παρ. 4 .2 .2 .).
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3.2. Κ Υ Τ Τ Α Ρ ΙΚ Η  Κ Α ΛΛΙΕΡΓΕΙΑ

3.2.1. Κ υτταρ ικές σειρές και καλλιέργεια

Οι κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη ήταν 

(Πίνακας 2.2):

Π ίνακας 2.2. Περιγραφή κυττα ρ ικώ ν σ ειρώ ν

Κ υτταρ ική

σ ειρά

Π εριγραφ ή Β ιβλιογρ αφ ική

αναφ ορά

M RC-5 Φυσιολογικό στέλεχος ανθρώπινων 

εμβρυϊκών ινοβλαστών

Jacobs et al. (1970)

IM R90 Φυσιολογικό στέλεχος ανθρώπινων 

εμβρυϊκών ινοβλαστών

Nichols et al. (1977)

Φ Ν Χ Αμφοτροπική κυτταρική σειρά Κατασκευάσθηκε από τον

(Phoenix) πακεταρίσματος ρετροϊών Dr. Garry Nolan, 

Πανεπιστήμιο του 

Stanford, USA, και 

χορηγήθηκε από τον 

Professor Κ. Β. Marcu, 

State University of New  

York at Stony Brook, USA

Κύτταρα M RC-5 και η αμφοτροπική κυτταρική σειρά πακεταρίσματος ρετροϊών 

Phoenix (Φ ΝΧ) καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό D M EM  (Dulbecco’s Modified 

Eagles Medium) εμπλουτισμένο με 10% εμβρυϊκό ορό μόσχου (Foetal Calf Serum) 

(Serom ed), 100 lU/ml πενικιλίνη, 100 pg/ml στρεπτομυκίνη και 1.4 mM L-γλουταμίνη 

στους 37°C , 5 % C 0 2. Όλα τα υλικά της κυτταροκαλλιέργειας ήταν από τη Biochrom 

KG, Germany.

Η ανακαλλιέργεια των κυττάρων σε πλήρες ταπήτιο διεξαγόταν μετά από την 

; έκπλυση τους δύο φορές με PBS (Phosphate Buffered Saline) (Sigm a Chemical Co.)

\ και επεξεργασία με 1.0-1.5 ml Θρυψίνης-E D T A  (Biochrmom KG, G erm any) σε

t
i
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αναλογία 1:4, 1:8 ή 1:16. Η ανακαλλιέργεια των κυττάρων διεξάγονταν στην εστία 

κυτταροκαλλιέργειας κάθετης νηματικής ροής (Tissue culture hood).

Η ανάπτυξη οποιοσδήποτε κυπαρικής καλλιέργειας έχει συνήθως απαίτηση 

εμπλουτισμού του βασικού καλλιεργητικού υλικού με ορό. Μη ταυτοποιημένα ακόμη 

συστατικά του ορού, κυρίως αυξητικοί παράγοντες (growth factors), είναι αναγκαίοι 

για τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων. Εξαιρετική πηγή των παραγόντων αυτών 

θεωρείται ο ορός από έμβρυο μόσχου ο οποίος και χρησιμοποιήθηκε.

Πλήοεο θρεπτικό υλικό κυττάρων D M E M : Σε 440  ml Dulbecco’s M EM  (D M EM ) που 

περιείχε 3.7g/l N a H C 0 3 και 1 .Og/I D -γλυκόζης προστέθηκαν 50 ml ορός από έμβρυο 

μόσχου, 5.0 ml 10000IU /m l πενικιλίνης και 10000μg/m l στρεπτομυκίνης και 5 ml 200  

mM L- γλουταμίνης. Οι τελικές συγκεντρώσεις που προέκυψαν ήταν: 10% ορός από 

έμβρυο μόσχου, 100 pg/ml στρεπτομυκίνης, 100 U/ml πενικιλίνης και 2 mM L- 

γλουταμίνης.

Ρυθυιστικό διάλυυα φυσιολονικού ορού - Φωσφορικού άλατοο (Phosphate Buffered 

Saline: PB S): Μία ταμπλέτα PBS (Sigma chemical Co.) διαλύθηκε με ανάδευση σε 

200 ml δις-απεσταγμένου νερού και προέκυψαν οι εξής συγκεντρώσεις: 0.01 Μ 

ρυθμιστικού φωσφορικού άλατος, 0 .0027  Μ χλωριούχου καλίου και χλωριούχου 

νατρίου σε pH 7.4 . Η PBS αποστειρώθηκε στο αυτόκαυστο.

3.2.2. Ανακαλλιέργεια κυττάρων

Η ανακαλλιέργεια κυττάρων έγινε: 1) Για να διατηρηθούν τα καλλιεργούμενα 

κύπαρα ζωντανά, και 2) Για να προετοιμαστούν τα καλλιεργούμενα κύπαρα για 

έκθεση σε παράγοντες, κατά τη διάρκεια των διαφόρων πειραμάτων. Η 

ανακαλλιέργεια των κυττάρων διεξάγονταν στην εστία κυτταροκαλλιέργειας κάθετης 

νοηματικής ροής (Tissue culture hood).

Αρχικά επιλέχθηκαν τρυβλία των 90 mm, με κύπαρα σε πλήρες ταπήτιο 

(confluent) και το θρεπτικό υλικό D M EM  αναρροφήθηκε με τη βοήθεια 

αποστειρωμένων πιπετών Pasteur. Στη συνέχεια τα τρυβλία εκπλύθηκαν δύο φορές 

με 10 ml PBS και ύστερα προστέθηκε 1 ml διάλυμα θρυψίνης -  EDTA (Biochrom KG, 

Germany) σε αυτά. Το διάλυμα περιείχε 0.05%  θρυψίνη /  0.02%  EDTA (w/v) σε PBS

II
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χωρίς ιόντα ασβεστίου (Ca2+) και μαγνησίου (M g2+). Τα κύτταρα αφέθηκαν στον 

επωαστικό κλίβανο στους 37°C, 5%CC>2 για περίπου 2-5 λεπτά, ώστε να 

αποκολληθούν από το τρυβλίο. Μετά προστέθηκε ο κατάλληλος όγκος PBS στα 

τρυβλία, ώστε να γίνουν οι επιθυμητές διαιρέσεις, συνήθως σε αναλογίες 1:2, 1 :4, 1:8 

ή 1:16. Τέλος αφού προστέθηκε ο κατάλληλος όγκος εναιωρήματος κυττάρων στα 

νέα τρυβλία, ανάλογα με τη διαίρεση, προστέθηκαν και 10 ml πλήρους DM EM  και τα 

τρυβλία τοποθετήθηκαν στον επωαστικό κλίβανο στους 37°C , 5%CC>2, ώστε να 

αναπτυχθούν τα κύπαρα εκ νέου.

3.2.3. Α νάπ τυξη , δ ιατήρησ η κα ι α π οθήκευσ η  κ υ ττα ρ ικώ ν  σ ειρ ώ ν

3.2.4. Διατήρηση των κυττάρων - Πάγωμα κυττάρων

Η μακροχρόνια συντήρηση των κυπαρικών σειρών είναι δυνατή με την 

τοποθέτηση τους σε πολύ χαμηλές θερμοκρασίες. Τα κύτταρα αποθηκεύονται σε 

υγρό άζωτο (-192°C) σε υλικό που αποτελείται από 90%  FCS και 10%  διμεθυλο- 

σουλφοξείδιο (DM SO ) (Tissue culture grade, Sigma Chemical Co.).

Για τη διατήρηση και τη βαθιά κατάψυξη των κυπάρων, επιλέχθηκαν τρυβλία με 

κύπαρα σε ημι-πλήρες ταπήτιο (semi-confluent) και αποκολλήθηκαν με θρυψίνη - 

EDTA όπως περιγράφεται στην παράγραφο ‘ανακαλλιέργεια κυπάρω ν’ (παρ. 2.9). 

Στη συνέχεια προστέθηκαν 9 ml PBS στα τρυβλία με τα αποκολλημένα κύπαρα και 

τη Θρυψίνη-E D T A  και τα εναιωρήματα των κυπάρω ν μεταβιβάστηκαν σε 

αποστειρωμένους σωλήνες Falcon των 15 ml. Έγινε φυγοκέντρηση στον ψυχρό 

θάλαμο για 5-10 λεπτά στις 1500-2000 rpm, και αφού οι σωλήνες μεταφέρθηκαν στην 

εστία κυπαροκαλλιέργειας κάθετης νοηματικής ροής, το υπερκείμενο αναρροφήθηκε 

προσεκτικά ώστε να μην υποστεί ζημιά το κυπαρικό ίζημα. Στη συνέχεια, σε κάθε 

σωλήνα Falcon προστέθηκαν 2 ml ορού (FCS) που περιείχε διμέθυλο-σουλφοξείδιο  

(D M SO ) (Sigma Chemical Co.) και τα κύπαρα εναιωρήθηκαν με τη βοήθεια μιας 

αποστειρωμένης πλαστικής πιπέπας. Να σημειωθεί ότι το διμέθυλο-σουλφοξείδιο  

κάνει τις μεμβράνες ημιδιαπερατές, ενώ ταυτόχρονα ελαχιστοποιεί τον μεταβολισμό 

των κυττάρων. Το εναιώρημα των κυττάρων μεταφέρθηκε σε 2 ειδικές αμπούλες 

(cryovials) των 2 ml, για κάθε Falcon (1 ml εναιωρήματος ανά Falcon). Οι αμπούλες 

τοποθετήθηκαν σε ειδικό ισοθερμικό δοχείο (‘Mister Frosty’, Nalgene) που περιείχε 

ισοπροπανόλη και μεταφέρθηκαν στους -70°C  για όλη τη νύχτα ώστε να παγώσουν
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σταδιακά (1°0/λεπ τό). Την επόμενη ημέρα μεταφέρθηκαν στο υγρό άζωτο για 

μακροπρόθεσμη διατήρηση*.

Μέσο διατήρησης κυττάρων: 1.8 ιπΙ FCS και 0 .2 ml D M S O  (FC S  -1 0 %  DM SO )

3.2.5. Ανασύσταση κυττάρων - Ξεττάγωμα κυττάρων

Οι αμπούλες από το υγρό άζωτο τοποθετήθηκαν για περίπου 1-2 λεπτά σε 

υδατόλουτρο στους 37°C  ώστε να ξεπαγώσουν τα κύτταρα και το περιεχόμενο 

μεταβιβάστηκε σε φλάσκες κυτταροκαλλιέργειας των 25cm 2 όπου προστέθηκαν σιγά 

σιγά 8 ml πλήρους θρεπτικού υλικού D M EM . Τα κύτταρα ανακινήθηκαν ελαφρά και 

τοποθετήθηκαν στον επωαστικό κλίβανο στους 37°C , 5% C 02.

Την επόμενη ημέρα, αφού τα κύτταρα προσκολλήθηκαν στον πάτο των 

φλασκών, το θρεπτικό υλικό αναρροφήθηκε και προστέθηκαν 6 ml φρέσκου 

πλήρους D M E M  και οι φλάσκες επανατοποθετήθηκαν στον επωαστικό κλίβανο, 

ώσπου τα κύτταρα να σχηματίσουν πλήρες ταπήτιο. Ό ταν αυτά αναπτύχθηκαν σε 

πλήρες ταπήτιο θρυψινοποιήθηκαν και ανακαλλιεργήθηκαν σύμφωνα με την 

περιγραφή στη ενότητα παραπάνω (παρ. 3.2.4.).

3.2.6. Καταμέτρηση κυττάρων με το αιμοκυτταρόμετρο

Μετά τη θρυψινοποίηση των κυττάρων και την αποκόλληση τους από τις 

φλάσκες ή τα τρυβλία κυτταροκαλλιέργειας, 10 μΙ εναιωρήματος κυττάρων σε PBS  

τοποθετήθηκαν στο αιμοκυτταρόμετρο (Neubauer Cham ber) όπου και έγινε η 

μέτρηση των κυττάρων σε δύο διαγώνια τετράγωνα από το σταυρό (τα οποία είναι 

διαιρεμένα σε 16 επιμέρους τετραγωνάκια, δηλαδή 2 χ 16). Η μέτρηση 

επαναλήφθηκε τρεις φορές, υπολογίσθηκε ο μέσος όρος των κυττάρων των 

μετρήσεων, διαιρέθηκε δια 100 και πολλαπλασιάστηκε χ 106 δίνοντας έτσι το 

συνολικό αριθμό των κυττάρων χ 106 ανά ml του αρχικού εναιωρήματος κυττάρων.

3.2.7. Καμπύλες πολλαπλασιασμού

Κύτταρα M R C -5 και IM R 90 που έφεραν διαφορετικούς φορείς έκφρασης και γονίδια 

(Βλέπε παρ. 7 .2 .2 ) σε πλήρες ταπήτιο θρυψινοποιήθηκαν και μετρήθηκαν σε 

αιμοκυπαρόμετρο. Έγινε σπορά 2.5x104 κυττάρων ανά πηγαδάκι σε πολυτριβλύο 24

tijι1ί
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πηγαδιών και διαμέτρου 18 mm και τα κύπαρα επωάσθηκαν για 12-14 ημέρες σε 

πλήρες θρεπτικό υλικό στους 37°C, 5% C 02. Μετά από 24 ώρες από την σπορά τους 

κύπαρα από δύο πηγαδάκια ανά κάθε κυπαρική σειρά μετρήθηκαν ώστε να 

υπολογισθεί ο αριθμός των κυπάρων που επικολλήθηκαν. Η ανάπτυξη των 

κυπάρων ακολουθήθηκε για διάστημα 12-14 ημέρες, με μέτρηση σε 

αιμοκυπαρόμετρο των κυπάρων δύο πηγαδιών ανά κυπαρική σειρά κάθε 2 ημέρες, 

ώστε να κατασκευασθούν καμπύλες πολαπλασιασμού και να υπολογισθεί ο ρυθμός 

πολλαπλασιασμού τους.

3.2.8. Προσδιορισμός του κυτταρικού κύκλου με κυτταρομετρία ροής

Για την ανίχνευση των φάσεων του κυπαρικού κύκλου χρησιμοποιήθηκε το cycle 

test™  plus D N A reagent kit της Becton Dickinson.

Συλλέχθηκαν με θρυψινοποίηση, κύπαρα M R C 5 και IM R 90, που εκφράζανε 

διαφορετικά γονίδια από τρυβλία διαμέτρου 100 mm και προστέθηκαν 9 ml PBS ανά 

τρυβλίο. Στη συνέχεια μεταφέρθηκε το εναιώρημα των κυπάρω ν σε στείρους 

σωλήνες falcon των 15 ml και φυγοκεντρήθηκαν για 10 λεπτά στις 1600 rpm σε 

θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια επαναιωρήθηκαν τα κύπαρα σε 0 .5  ml ψυχρού 

PBS και προστέθηκαν 9.5 ml ψυχρής αιθανόλης 75% .

Μεταφέρθηκε σε ειδικά σωληνάρια, το εναιώρημα των κυπάρων και προστέθηκε 

2ml ρυθμιστικού διαλύματος. Το δείγμα φυγοκεντρήθηκε για 10 min στις 3000 rpm 

και απομακρύνθηκε το υπερκείμενο. Προστέθηκαν 100 μΙ διαλύματος Α, ακολούθησε 

ανάδευση και επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 5 min έτσι ώστε να μη 

δημιουργηθούν συσσωματώματα. Στη συνέχεια, προστέθηκαν 100 μΙ διαλύματος Β, 

ακολούθησε ανάδευση και επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 5 min. Τέλος, 

προστέθηκαν 100 μΙ διαλύματος C, ακολούθησε ανάδευση και επώαση σε 

θερμοκρασία δωματίου για 5 min. Το δείγμα κυπαρομετρήθηκε για την μελέτη των 

φάσεων του κυπαρικού κύκλου. Οι ιδιότητες των παραπάνω διαλυμάτων για την 

ανάλυση του κυτταρικού κύκλου είναι οι εξής :

► Ρυθμιστικό διάλυμα (buffer solution): περιέχει κιτρικό νάτριο, σουκρόζη και 

διμέθυλο σουλφαμίδιο (DM SO ) για τη συλλογή και/ή τήξη των κυπαρικών 

εναιωρημάτων.
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► Διαλύμα Α: ενζυματικός διαχωρισμός συμπαγών τμημάτων ιστού και «πέψη» 

κυτταρικών μεμβρανών και του κυτταροσκελετού.

► Διαλύμα Β: περιέχει αναστολέα θρυψίνης και ριβονουκλεάση Α  σε ρυθμιστικό 

διάλυμα κιτρικού με τετραυδροχλωρίδιο σπερμίνης για την αναστολή της θρυψίνης 

και τη «πέψη» του RNA.

► Διαλύμα C: περιέχει ιωδιούχο προπίδιο και τετραυδροχλωρική σπερμιδίνη σε 

ρυθμιστικό διάλυμα κιτρικού. Το ιωδιούχο προπίδιο προσδένεται στοιχειομετρικά στο 

DNA.

3.2.9. Χρώση για την ανίχνευση της β-γαλακτοσιδάσης

Η ανίχνευση της β-γαλακτοσιδάσης σε κύπαρα τα οποία βρίσκονται σε φάση 

κυτταρικής γήρανσης έγινε με τη χρήση του “Senescent Cells Staining Kit” της Sigma 

Chemical Co., Germany, σύμφωνα με τις πληροφορίες της παρασκευάστριας 

εταιρείας.

Νεαρά και γηρασμένα κύπαρα M R C 5 και IM R 90 που έφεραν διαφορετικούς 

φορείς έκφρασης και γονίδια σε πλήρες ταπήτιο θρυψινοποιήθηκαν και μετρήθηκαν 

σε αιμοκυτταρόμετρο. Έγινε σπορά 2 .5x104 κυπάρων ανά πηγαδάκι σε πολυτριβλύο 

24 πηγαδιών και διαμέτρου 18 mm και τα κύπαρα επωάσθηκαν για 24h σε πλήρες 

θρεπτικό υλικό στους 37°C , 5 % C 0 2. Στη συνέχεια το θρεπτικό υλικό αναρροφήθηκε 

και τα κύτταρα εκπλύθηκαν δύο φορές με PBS. Προστέθηκαν 0.3 ml 

σταθεροποιητικού διαλύματος (1χ Fixation Buffer) και τα κύπαρα επωάστηκαν για 6 - 

7 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Στο χρονικό διάστημα της επώασης 

προετοιμάστηκε το μίγμα χρώσης (Staining Mixture).

Ακολούθησε έκπλυση των κυπάρω ν για 3 φορές με PBS, προστέθηκαν 0.2 ml 

από το μίγμα χρώσης σε κάθε πηγάδι και τα κύπαρα επωάστηκαν στους 37°C  

απουσία C 0 2 για όλη τη νύχτα. Τα τρυβλία καλύφθηκαν με φιλμ παραφίνης. Τα  

κύτταρα που βρίσκονται σε φάση κυπαρικής γήρανσης θα παρουσιάσουν μία μπλε 

χρώση.
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4.2. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΚΑΙ ΑΝΑΛΥΣΗ ΝΟΥΚΛΕΪΚΩΝ ΟΞΕΩΝ

4.2.1. Απομόνωση χαμηλού μοριακού βάρους γενωμικού DNA

Χαμηλού μοριακού βάρους γενωμικό DNA απομονώθηκε από επικολλημένα και 

επιπλέοντα στο θρεπτικό υλικό κύτταρα όπως περιγράφηκε προηγουμένως (Sugiki et 

al. 2000; Kolettas et al. 2006).

Περιληπτικά, επιπλέοντα κύτταρα M RC-5 και IM R -90 που έφεραν διαφορετικά 

γονίδια στο θρεπτικό υλικό συλλέχθηκαν σε 15 ml σωλήνα Falcon και διατηρήθηκαν 

σε πάγο. Τα επικολλημένα κύτταρα εκπλύθηκαν 2 φορές με PBS-1m M  ED TA ρΗ8.0  

και τα ξεπλύματα προστέθηκαν στον σωλήνα Falcon. Τα επικολλημένα κύπαρα  

θρυψινοποιήθηκαν, συλλέχθηκαν στον σωλήνα Falcon μαζί με τα επιπλέοντα 

κύπαρα και φυγοκεντρήθηκαν στις 2000 rpm στους 4°C. Το κυπαρικό ίζημα 

εναιωρήθηκε σε 1 ml PBS-1 mM EDTA ρΗ8.0, μεταφέρθηκε σε σωλήνες eppendorff 

και επαναφυγοκεντρήθηκε σε μικροφυγόκεντρο στις 6500 rpm στους 4°C . Το 

κυτταρικό ίζημα επαναιωρήθηκε σε 100 μΙ ψυχρού ρυθμιστικού διαλύματος εκχύλισης 

DNA (DNA lysis buffer), αφέθηκε για 5 λεπτά στον πάγο και φυγοκεντρήθηκε για 20 

λεπτά στις 13000 rpm στους 4°C . Το υπερκείμενο μεταφέρθηκε σε ένα καθαρό  

αποστειρωμένο σωλήνα eppendorff και επωάσθηκε διαδοχικά με 2 mg/ml ΡΝάση A  

για 2 ώρες στους 37°C και με 250 μg/ml πρωτείνάση Κ για 2 ώρες στους 37°C . Μετά 

τις επωάσεις, προστέθηκαν 20 μΙ 5 Μ NaCI και 120 μΙ ισοπροπανόλης και τα 

δείγματα διατηρήθηκαν στους -20°C  όλη τη νύχτα για την κατακρήμνιση του DNA.

Μετά από φυγοκέντρηση στις 13000 rpm στους 4°C  για 20 λεπτά, το DNA  

εκπλύθηκε με 70%  αιθανόλη και το ίζημα του DNA αφέθηκε σε θερμοκρασία  

δωματίου για 20 λεπτά για να στεγνώσει. Στη συνέχεια εναιωρήθηκε σε 20 μΙ 

ρυθμιστικό διάλυμα 1ΧΤΕ ρΗ7.4.

Τα δείγματα του DNA αναλύθηκαν σε 1.6%  πηκτή αγαρόζης που περιείχε 0.5  

pg/ml βρωμιούχο εθίδιο σε ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης D N A 0 .5Χ ΤΒ Ε  σε 

τάση 70V  για 3 ώρες. To DNA ανιχνεύθηκε κάτω από λάμπα uv και φωτογραφήθηκε 

(παρ. 4.2 .2 .).

Ρυθυιστικό διάλυυα εκνύλιση(: DNA (DNA Ivsis buffer): 10 mM Tris-CI pH7.4, 10 mM 

EDTA pH8.0, 0 .5%  Triton X-10
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4.2.2. Ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτή αγαρόζης

Η ηλεκτροφόρηση* του πλασμιδιακού DN A  σε πηκτή αγαρόζης 

πραγματοποιήθηκε:

1. Για να γίνει έλεγχος των πλασμίδιακών και των ρετροϊικών φορέων έκφρασης 

(παρ. 2 .2 .3 ., 6 .2 .2 .) ώστε να επιβεβαιωθεί ότι είναι οι ορθές κατασκευές και ότι 

περιλαμβάνουν τα επιθυμητά γονίδια μετά την απομόνωση τους από βακτηριακές 

καλλιέργειες.

2. Για να ελεγχθεί η τμηματοποίηση του D N A  (παρ. 4 .2 .1). Η ηλεκτροφόρηση 

χαμηλού μοριακού βάρους γενωμικού DNA πραγματοποιήθηκε για να εκτιμηθεί ο 

βαθμός της απόπτωσης των κυττάρων μετά από έκθεση σε διάφορους παράγοντες 

σε συγκεκριμένες ποσότητες και για ορισμένα χρονικά διαστήματα.

Η ηλεκτροφόρηση του D N A  γίνεται σε πηκτή αγαρόζης σε ρυθμιστικό διάλυμα

0.5ΧΤΒ Ε (0 .0445  Μ Tris, 0 .0445  Μ βορικό οξύ, 0.001 Μ EDTA). Το μοριακό βάρος 

των τμημάτων του DNA προσδιορίζεται με τη χρήση βρωμιούχου αιθιδίου, το οποίο 

παρουσία υπεριώδους ακτινοβολίας επιτρέπει τον εντοπισμό των τμημάτων του DNA  

στην πηκτή αγαρόζης. Η κινητικότητα μορίων DNA σε πηκτή αγαρόζης εξαρτάται 

από τις εξής παραμέτρους: α) από το μέγεθος τους β) τη μορφή τους (ευθύγραμμα, 

κυκλικά υπερελικωμένα, κυκλικά με εγκοπές) και γ) από την περιεκτικότητα της 

πηκτής σε αγαρόζη.

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν οριζόντιες πηκτές αγαρόζης 1% σε

0.5ΧΤΒ Ε για την ηλεκτροφόρηση πλασμιδιακού ή ρετροϊικού DNA και πηκτές 

αγαρόζης 1.6%  σε 0.5ΧΤΒ Ε για την ηλεκτροφόρηση χαμηλού μοριακού βάρους 

γενωμικού DNA. Η στερεά αγαρόζη σε 0 .5ΧΤΒ Ε θερμάνθηκε σε φούρνο 

μικροκυμάτων μέχρι βρασμού και αφέθηκε να ψυχθεί σε θερμοκρασία ~60°C πριν 

την προσθήκη βρωμιούχου αιθιδίου σε τελική συγκέντρωση 0.5 pg/ml. Το διάλυμα 

αγαρόζης τοποθετήθηκε σε οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης και εισήχθηκε στο 

διάλυμα ένα κατάλληλο χτενάκι για τη δημιουργία επίπεδης πηκτής με υποδοχές 

('πηγαδάκια’). Μετά το πολυμερισμό της αγαρόζης και το σχηματισμό της πηκτής 

(gel), προστέθηκε ο απαραίτητος όγκος ρυθμιστικού διαλύματος 0.5ΧΤΒΕ ώστε να 

καλυφθεί η πηκτή αγαρόζης και τα δείγματα τοποθετήθηκαν στις υποδοχές 

(‘πηγαδάκια’) της πηκτής αφού αναμείχθηκαν σε αναλογία 1:10 με διάλυμα 

φόρτωσης δειγμάτων (sample loading buffer) για την κατακρήμνιση του DNA και την
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παρακολούθηση της προόδου της ηλεκτροφόρησης (ολικός όγκος δειγμάτων 25 μΙ). 

Μαζί με τα δείγματα ηλεκτροφορήθηκαν και δείκτες DNA με γνωστά, κλιμακούμενα 

μοριακά βάρη όπως 1 kb DNA ladder, Lambda DNA-Hind III digest και Lambda DNA- 

BstEII Digest (Gibco BRL Life Techologies Inc.). Μπορούν έτσι να υπολογιστούν 

προσεγγιστικά τα μοριακά βάρη των προς έλεγχο τμημάτων του DNA.

Η ηλεκτροφόρηση διεξήχθηκε σε θερμοκρασία δωματίου σε οριζόντια συσκευή 

ηλεκτροφόρησης και σύνδεσης της συσκευής με τροφοδοτικό σταθερής τάσης 70 - 

120 volt (τροφοδοτικό Consort) για 2-3 ώρες.

Η πηκτή αγαρόζης παρατηρήθηκε σε συσκευή υπεριώδους ακτινοβολίας για 

την πρόοδο της ηλεκτροφόρησης και τον υπολογισμό του μεγέθους των τμημάτων 

του DNA καθώς επίσης και για φωτογράφηση. Να σημειωθεί ότι επειδή το 

βρωμιούχο αιθίδιο αποτελεί μεταλλαξιγόνο παράγοντα η χρήση του γίνεται σύμφωνα 

με τους θεσμοθετημένους κανόνες ασφαλείας και ο χειρισμός της πηκτής αγαρόζης 

με γάντια.

10ΧΤΒΕ (Tris -Borate/EDTA buffer): 890 mM Tris, 890 mM Βορικό οξύ, 20  mM EDTA  

ΙΟΧΔιάλυυα (ρόοτωσηο δεινυάτων (Sample loading buffer): 50%  γλυκερόλη, 

(αποστειρωμένη σε δις-απεσταγμένο νερό), 1 mM ED TA pH 8.0, 0 .4%  κυανούν της 

βρωμοφαινόλης (Bromophenol blue), 0 .4%  xylene cyanol FF  

10 mg/ml Βρωμιούχο αιθίδιο σε αποστειρωμένο δις-απεσταγμένο νερό

5.2. ΑΝΑΛΥΣΗ ΝΟΥΚΛΕΪΚΩΝ ΟΞΕΩΝ

5.2.1. Κοπή πλασμιδίων με περιοριστικά ένζυμα

Κοπή πλασμιδιακού DNA με περιοριστικές ενδοκουκλεάσες γίνεται αφενός μεν, 

σε μικρούς όγκους, για να γίνει έλεγχος εάν απομονωμένα πλασμίδια περιλαμβάνουν 

συγκεκριμένα γονίδια με ηλεκτροφόρηση DNA, και αφετέρου δε, σε μεγάλους όγκους, 

για να απομονωθούν συγκεκριμένα γονίδια από πλασμίδια με ηλεκτροφόρηση DNA  

και με ηλεκτροδιήθηση DNA.

Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες που χρησιμοποιήθηκαν, Bam HI, Xhol και 

Xbal, SnaB1, EcoRI ήταν από την New England Biolabs ή την Gibco BRL Life 

Technologies, Inc. Η πέψη του πλασμιδιακού φορέα και του προς ενσωμάτωση
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τμήματος του DNA διεξάγεται με τις ίδιες ενδονουκλεάσες περιορισμού. Η πέψη 

πραγματοποιείται σε όγκο* 20  μί, στους 37°C , για 1.5-2 ώρες, στο προτεινόμενο 

(ανάλογα με το ένζυμο) ρυθμιστικό διάλυμα. Η πέψη του DNA πραγματοποιήθηκε 

σύμφωνα με πρότυπες μεθόδους (Sambrook et al., 1989).

5.2.2. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΚΑΙ ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ

5.2.3. Απομόνωση κυτταρικών εκχυλισμάτων για την ανάλυση πρωτεϊνών

Η απομόνωση κυπαρικών εκχυλισμάτων από τις ανθρώπινες ινοβλάστες, 

έγιναν σύμφωνα με προηγούμενες μεθόδους που έχουν περιγραφεί (Lane and 

Harlow, 1989; Sam book et al., 1989).

Περιληπτικά, τρυβλία των 10 cm εκπλύθηκαν αρχικά δύο φορές με 5 ml ψυχρής 

PB S-1m M  ED TA  ρΗ8.0 και στη συνέχεια προστέθηκε 1.0 ml ψυχρής PBS-1m M  

ED TA pH 8.0 και τα κύτταρα συλλέχθηκαν με ειδικό σιλικονούχο υλικό (rubber 

policeman) σε σωλήνα eppendorff. Το εναιώρημα φυγοκεντρήθηκε στις 6500 rpm για 

2 ’ στο ψυχρό θάλαμο (cold room) και το υπερκείμενο αφαιρέθηκε. Κατόπιν 

προστέθηκαν 100 -  150 μΙ διαλύματος R IPA  το οποίο περιείχε αναστολείς 

πρωτεασών, ομογενοποιήθηκαν με δίνη (vortex) και το μίγμα παρέμενε στον πάγο 

για 30 λεπτά. Ακολούθησε ανάδευση με δίνη (vortex) για περίπου 1 λεπτό και 

φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 30 λεπτά στους 4°C . Το υπερκείμενο μεταφέρθηκε 

σε καθαρό, αποστειρωμένο σωλήνα eppendorff και μικρή ποσότητα των δειγμάτων 

χρησιμοποιήθηκε για τον υπολογισμό της συγκέντρωσης πρωτεΐνης με τα 

αντιδραστήρια της Biorad. Τα δείγματα χωρίστηκαν σε μικρότερα (aliquots) των 25 μί 

και προστέθηκε % του όγκου 4Χδιάλυμα πρωτεϊνικού δείγματος (Protein Loading 

buffer) και τα εκχυλίσματα διατηρήθηκαν στους -40°C  μέχρι την περαιτέρω χρήση 

τους.

R IPA : 150 mM NaCI, 50 mM Tris-CI, pH 7.5, 1% N P-40, 1% SD S, 1 mM EDTA pH8.0  

και 0 .5%  δεοξυχολικό άλας του νατρίου (Na Deoxycholate) το οποίο περιείχε 1mM 

Dithiothreitol (D TT) και αναστολείς πρωτεασών - 1 pg/ml απροτινίνη (aprotinin), 1 

pg/ml πεψιστατίνη (pepstatin), 1 pg/ml λευπεψίνη (leupeptin), 1 mM PM SF και 1 mM 

ορθοβαναδικό άλας του νατρίου (N a3V 04).
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4Χ  Διάλυιια ποωτεϊνικού δείνυατοσ (Protein Loading buffer): 250  m M Tris-CI pH6.8, 

40%  γλυκερόλη, 8%  SD S, 2 .8  Μ β-μερκαπτοαιθανόλη και 0 .2%  κυανούν της 

βρωμοφαινόλης

5.2.4. Απομόνωση κυτταροπλασματικών και πυρηνικών εκχυλισμάτων

Κυτταοοπλασυατικά εκγυλίσυατα

Κύτταρα M RC5 και IM R -90 που έφεραν διαφορετικούς φορείς έκφρασης και 

γονίδια τα οποία καλλιεργήθηκαν χρησιμοποιήθηκαν για την απομόνωση κυτταρικών 

εκχυλισμάτων, σύμφωνα με προηγούμενες μεθόδους που έχουν περιγράφει (Dimri et 

al. 1994).

Περιληπτικά, τρυβλία των 10 cm εκπλύθηκαν αρχικά μία φορά με 5 ml ψυχρής 

PBS-1m M  EDTA ρΗ8.0 και στη συνέχεια προστέθηκε 1.5 ml ψυχρής PBS-1m M  

ED TA  pH 8.0 και τα κύτταρα συλλέχθηκαν με ειδικό σιλικονούχο υλικό (rubber 

policeman) σε σωλήνα eppendorff. Το εναιώρημα φυγοκεντρήθηκε στις 6500 rpm για 

2 ’ στο ψυχρό θάλαμο (cold room) και το υπερκείμενο αφαιρέθηκε. Κατόπιν τα 

κύτταρα εκπλύθηκαν μία φορά με 1.5 ml υποτονικού διαλύματος και 

φυγοκεντρήθηκαν στις 6500 rpm για 2 ’ στο ψυχρό θάλαμο (cold room) και το 

υπερκείμενο αφαιρέθηκε. Στη συνέχεια τα κύτταρα επαναιωρήθηκαν σε 100 μΙ 

υποτονικού διαλύματος το οποίο περιείχε 0.1%  ΝΡ-40 (12 μΙ από 10%  Ν Ρ -40) και το 

μίγμα παρέμενε στον πάγο για 30 λεπτά. Ακολούθησε ανάδευση με δίνη (vortex) για 

περίπου 20 δευτερόλεπτα και φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 10 λεπτά στους 4°C. 

Το υπερκείμενο μεταφέρθηκε σε καθαρό, αποστειρωμένο σωλήνα eppendorff και 

μικρή ποσότητα των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκε για τον υπολογισμό της 

συγκέντρωσης πρωτεΐνης με τα αντιδραστήρια της Biorad. Τα δείγματα χωρίστηκαν 

σε μικρότερα (aliquots) των 25 μΙ και προστέθηκε % του όγκου 4Χδιάλυμα  

πρωτεϊνικού δείγματος (Protein Loading buffer) και τα εκχυλίσματα διατηρήθηκαν 

στους -40°C  μέχρι την περαιτέρω χρήση τους.

Πυρηνικά εκγυλίσυατα

Μετά την απομόνωση των κυπαροπλασματικών εκχυλισμάτων στο ίζημα 

προστέθηκε 1 ml ψυχρό υποτονικό διάλυμα (χωρίς Ν Ρ -40) και φυγοκεντρήθηκε στις 

T3000 rpm στους 4°C  για 10 λεπτά. Το  ίζημα επαναιωρήθηκε σε 50 μΙ διάλυμα 

απομόνωσης με υψηλή συγκέντρωση άλατος το οποίο προστέθηκε σταγόνα-σταγόνα
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και στη συνέχεια το μίγμα ομογενοποιήθηκε με δίνη (vortex) και τοποθετήθηκαν σε 

πλατφόρμα ανακίνησης για 30 λεπτά στους 4°C . Οι πυρηνικές πρωτεΐνες 

απομονώθηκαν με φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 30  λεπτά στους 4 eC.

Υποτονικό διάλυυα

10 mM H EPES pH 7.9, 1.5 mM M gCI2, 5 mM KCI

Διάλυυα απουόνωσης υε υωηλή συνκέντοωση άλατος

20 mM H E PE S pH 7.9, 25%  Glycerol, 450 mM KCI, 1 mM EDTA

Στα διαλύυατα προστέθηκαν ακριβώς πριν τη χρήση touc τα ε£ήο: 1 mM PMSF,

1mM N a 3V 04, 1 mM Dithiothreitol (DTT), 1 pg/ml απροτινίνη (aprotinin), 1 pg/ml

πεψιστατίνη (pepstatin) και 1 pg/ml λευπεψίνη (leupeptin).

5.2.5. Απομόνωση πυρήνων (nuclei)

Περιληπτικά, τρυβλία των 10 cm εκπλύθηκαν αρχικά δύο φορές με 5 ml 

ψυχρής PB S-1m M  ED TA  ρΗ8.0 και στη συνέχεια προστέθηκε 1.0 ml ψυχρής PBS- 

1mM ED TA  pH 8 .0  και τα κύτταρα συλλέχθηκαν με ειδικό σιλικονούχο υλικό (rubber 

policeman) σε σωλήνα eppendorff. Το εναιώρημα φυγοκεντρήθηκε στις 6500  rpm για 

2 ’ στο ψυχρό θάλαμο (cold room) και το υπερκείμενο αφαιρέθηκε. Στη συνέχεια 

διαλύθηκε το ίζημα σε 300  μΙ Τ ΙΤΕ  buffer, αφέθηκε για 5 λεπτά στον πάγο και το 

μίγμα ομογενοποιήθηκε με δίνη (vortex). Κατόπιν το περιεχόμενο μεταφέρθηκε σε 

ένα σωλήνα eppendorff που περιείχε 120 μΙ 10% sucrose σε Τ ΙΤΕ  buffer. 

Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στα 1000 g και αφαίρεση του υπερκείμενου. 

Στο ίζημα προστέθηκαν 20 μΙ Τ ΙΤΕ  buffer, ομογενοποιήθηκε με δίνη (vortex) για 1 

λεπτό περίπου, αφέθηκε στον πάγο για 10 λεπτά και αποθηκεύτηκε στους -70  °C. 

Ρυθυιστικό διάλυυα Τ ΙΤΕ  (Τ ΙΤΕ buffer): 20 mM Tris-CI ρΗ7.4, 100 mM NaCI, 2 mM  

EDTA, 0 .02%  Triton X-1001 και οι αναστολείς πρωτεασών -  1 pg/ml απροτινίνη 

(aprotinin), 1 pg/ml πεψιστατίνη (pepstatin) και 1 pg/ml λευπεψίνη (leupeptin). Keep 

at 4°C.

Ρυθυιστικό διάλυυα Τ ΙΤΕ  (ΤΙΤΕ bufferVI 0%  Σουκοό^η: 5 g sucrose in Τ ΙΤΕ  buffer: 

M ake up to 50 ml. Keep at 4°C.

5.2.6. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών

Μ ε την ηλεκτροφόρηση πηκτής S D S -πολυακρυλαμιδίου επιτυγχάνεται ο 

διαχωρισμός των πρωτεϊνών με βάση το μοριακό τους βάρος. Το ακρυλαμίδιο
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πολυμερίζεται με μηχανισμό ελευθέρων ριζών μετά από προσθήκη υπερθειικού 

αμμωνίου και TE M E D  και δημιουργεί τρισδιάστατο δίκτυο. Ο σύνδεσμος των 

αλυσίδων του ακρυλαμιδίου για τη δημιουργία του δικτύου είναι το Ν,Ν-μεθυλεν-δις- 

ακρυλαμίδιο. Η προσθήκη του ανιονικού απορρυπαντικού SDS (θειικό δωδεκακυλικό 

νάτριο) έχει ως αποτέλεσμα τη δέσμευση S D S -πρωτεϊνών και προσδίδει στα μόρια 

καθαρό αρνητικό φορτίο ανάλογο με τη μάζα τους. Ετσι η κινητικότητα των 

πρωτεϊνών πάνω στην πηκτή είναι αντιστρόφους ανάλογη του μοριακού τους βάρους.

Η ηλεκτροφόρηση έγινε με τη μέθοδο του Laemmli (1970) σε σύστημα κάθετων 

γυάλινων πλακών (Lane and Harlow, 1989; Sambook et al., 1989). Η πηκτή 

αποτελείται από δύο μέρη: Από την πηκτή επιστοίβαξης με μεγάλο μέγεθος πόρων 

και την πηκτή διαχωρισμού με μικρότερο μέγεθος πόρων. Τα  πρωτεϊνικά μόρια 

διαπερνούν γρήγορα την πρώτη συσσωρεύονται σε μια λεπτή στιβάδα και 

εισέρχονται ταυτόχρονα στη δεύτερη πηκτή όπου και γίνεται ο διαχωρισμός. Η 

αναλογία όγκων πηκτής διαχωρισμού: πηκτή επιστοίβαξης είναι ~5:1.

Για το διαχωρισμό των πρωτεϊνών με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή SD S- 

πολυακρυλαμιδίου (SD S-PA G E) παρασκευάσθηκαν και χρησιμοποιήθηκαν 10%, 

12% και 15% πηκτές SD S-PA G E (Πίνακας 3.2): σύμφωνα με προηγούμενες 

μεθόδους που έχουν περιγράφει (Lane and Harlow, 1989; Sam book et al., 1989).

Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή S D S -πολυακρυλαμιδίου (SD S -P A G E) 

πραγματοποιήθηκε σε μικρή διπλή συσκευή (Mini-Protean gel electrophoresis tank; 

Bio-Rad Laboratories, USA).

Π ίνακας 3.2. Π ηκτές S D S -Π ολυακρυλαμ ιδ ίου  ηλεκτρ ο φ ό ρ η σ η ς π ρ ω τεϊνώ ν

Ό γκο ι π ηκτώ ν επ ισ τίβαξης (για δύο π ηκτές: 20 ml)

Δ ιάλυμα Ό γ κ ο ς Τελική
(m l) σ υγκέντρω σ η

Αποστειρωμένο d d ^ O 6.84

30%  μίγμα ακρυλαμιδίου 1.7 5%  w/v

(29.2%  ακρυλαμίδιο, 0.8%  Δις-ακρυλαμίδιο)

1.0 Μ Tris ρΗ6.8 1.25 0.125  Μ

10% SDS 0.1 0.1%

10% υπερθειϊκό αμμώνιο 0.1 0.1%

TE M E D 0.01

Τελικός όγκος (m l) 10 (Για 2 πηκτές)
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Όγκοι πηκτών διαχωρισμού (για δύο πηκτές: 20 ml)

Πηκτή Διάλυμα Όγκος
(ml)

Τελική
συγκέντρωση

10% Αποστειρωμένο ddH20 7.9

30%  μίγμα ακρυλαμιδίου 

(29.2%  ακρυλαμίδιο, 

0.8%  Δις-ακρυλαμίδιο)

6.7 10%  w/v

1.5 Μ Tris ρΗ8.8 5.0 0.375 Μ

10%  SD S 0.2 0.1%

10%  υπερθειϊκό αμμώνιο 0.2 0.1%

TE M E D 0.008

Τελικός όγκος (ml) 20

12% Αποστειρωμένο ddH20 6.6

30%  μίγμα ακρυλαμιδίου 

(29 .2%  ακρυλαμίδιο, 0 .8%  

ακρυλαμίδιο)

Δις-

8.0 10%  w/v

1.5 Μ Tris ρΗ8.8 5.0 0.375 Μ

10%  SDS 0.2 0.1%

10%  υπερθειϊκό αμμώνιο 0.2 0.1%

TE M E D 0.008

Τελικός όγκος (ml) 20

15% Αποστειρωμένο ddH20 4.6

30%  μίγμα ακρυλαμιδίου 

(29 .2%  ακρυλαμίδιο, 0 .8%  

ακλυλαμίδιο)

Δις-

10 10%  w/v

1.0 Μ Tris pH 6.8 5.0 0.375 Μ

10% SDS 0.2 0.1%

10%  υπερθειϊκό αμμώνιο 0.2 0.1%

TE M E D 0.008

Τελικός όγκος (ml) 20
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Το μίγμα αφέθηκε να πολυμεριστεί με την προσθήκη TE M E D  σε θερμοκρασία  

δωματίου για 20-30 λεπτά. Τα πρωτεϊνικά δείγματα ( -1 0 0  pg πρωτεΐνης) 

θερμάνθηκαν για 10 λεπτά στους 100°C , φορτώθηκαν στην πηκτή και η 

ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε σέ 100V σε διάλυμα ηλεκτροφόρησης για - 2  

ώρες. Ως δείκτες των μοριακών βαρών των πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκε ένα 

πρότυπο έγχρωμο μίγμα πρωτεϊνών (Kaleidoscope prestained standards; Bio-Rad  

Laboratories, USA) που περιείχε: μυοσίνη 199 kDa (μπλε), β-γαλακτοσιδάση 133  

kDa (πορφυρό), λευκωματίνη ορού μόσχου 87 kDa (πράσινο), ανθρακική ανυδράση

40.1 kDa (βιολετί), αναστολέας θρυψίνης από σόγια 31.6 kDa (πορτοκαλί), λυσοζύμη

18.5 kDa (κόκκινο) και απροτινίνη 7.1 kDa (μπλε).

Επίσης, χρησιμοποιήθηκε το πρότυπο μίγμα πρωτεϊνών (Prestained Protein 

Molecular Weight Marker; FE R M E N TA S  M OL M A R K ER S) που περιείχε: β- 

γαλακτοσιδάση 117 kDa, αλβουμίνη ορού μόσχου 85 kDa, οβαλβουμίνη 49  kDa, 

καρβονική ανυδράση 34 kDa, β-λακτογλομπουλίνη 25 kDa, λυσοζύμη 19 kDa.

Διάλυυα ηλεκτοοφόοησηο πρωτεϊνών (1X  Tris — νλυκίνη/S D S I:

25 mM Tris, 250 mM γλυκίνη, 0.1%  SDS

5.2.7. Χρώση της πηκτής SDS-πολυακρυλαμιδίου

Η χρώση της πηκτής πραγματοποιήθηκε για 2 ώρες υπό ανάδευση σε 

διάλυμα χρωστικής. Ο  αποχρωματισμός γίνεται σταδιακά υπό ανάδευση σε 

διαλύματα αποχρωματισμού .

Διάλυυα νοωστικήο: 0 .125%  w/v Coomasie Brilliant Blue R σε 100%  αιθανόλη,

5%  v/v οξικό οξύ σε αναλογία 1:1

Διαλύυατα απογρωυατισυού: Ανάμιξη 95%  αιθανόλης και 5%  οξικού οξέος σε 

αναλογία:

(α) 2:3 για 60-120 λεπτά

(β) 1.5:3.5 για 60-120 λεπτά

(γ) 1:4 για 120 λεπτά

(δ) 350 ml 5%  οξικού οξέος και 150 ml

αποστειρωμένου δις-απεσταγμένου νερού για 60 λεπτά -  όλη τη νύχτα
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5.2.8. Ανάλυση πρωτεϊνών με ανοσο-αποτύπωμα κατά Western (Western blot)

Η προσπάθεια διαχωρισμού και ανίχνευσης συγκεκριμένων πρωτεϊνών έγινε με 

ηλεκτροφόρηση σε S D S -πηκτή πολυακριλαμιδίου, μεταφορά σε μεμβράνη 

νιτροκυτταρίνης και ανίχνευση με τη χρήση αντισωμάτων (ανοσο-αποτύπωμα ή 

western blot).

Μετά την ηλεκτροφόρηση σε 1Χ ρυθμιστικό διάλυμα Tris-γλυκίνης που περιείχε 

SD S, οι πρωτεΐνες μεταφέρθηκαν σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης σε 1Χ ρυθμιστικό 

διάλυμα μεταφοράς πρωτεϊνών για όλη τη νύχτα (>16 ώρες) στους 4°C  και τάση 35 V  

σύμφωνα με προηγούμενες μεθόδους που έχουν περιγραφεί (Sam brook 1989).

Μετά την μεταφορά των πρωτεϊνών, οι μεμβράνες επωάστηκαν για 3 ώ ρ ες- όλη 

τη νύχτα σε 5%  άπαχο γάλα σκόνη ελέυθερο λιπιδίων διαλυμένο σε PBS το οποίο 

περιείχε 0 .05%  Tw een-20 (5%  blocking solution). Στην συνέχεια οι μεμβράνες 

επωάστηκαν με το πρώτο αντίσωμα σε 5%  blocking solution για 2 ώρες σε 

θερμοκρασία δωματίου. Οι μεμβράνες εκπλύθηκαν 3 φορές από 10 λεπτά με PBS 

που περιείχε 0 .05%  Tw een-20 και εκτέθηκαν στο δεύτερο αντίσωμα για 1 . 5 - 2  ώρες. 

Οι μεμβράνες εκπλύθηκαν 3 φορές από 10 λεπτά με PBS που περιείχε 0.05%  

Tw een-20 και στη συνέχεια αναπτύχθηκαν σε σκοτεινό θάλαμο χρησιμοποιώντας το 

Pierce Super Signal W est Pico Chemilim inescence kit (Pierce, USA) ή το ECL 

(Amersham Int.), σύμφωνα με τις οδηγίες των κατασκευαστών, και εκτέθηκαν σε φιλμ 

Kodak-XO M AT AR.

ΙΧΡυθυισ τικό  διάλυυα υεταφοοάο πρωτεϊνών (Transfer blotting buffer):

0 .0025  Μ Tris, 0 .192  Μ γλυκίνη, 20%  μεθανόλη

Πίνακας 4.2. Κατάλογος αντισωμάτων που χρησιμοποιήθηκαν

Α ντίσ ω μα Εταιρεία

T u m o r suppressors

Anti ρ53 (D 0 1 )  mouse monoclonal SantaCruz Biotech, USA (sc-126)

Πρωτεΐνες κυτταρικού κύκλου
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Anti Cyc-D1 mouse monoclonal SantaCruz Biotech, USA (sc-20044)

Anti p i6 INK4a rabbit polyclonal SantaCruz Biotech, USA (sc-759)

Anti p 2 iHa'Ras mouse monoclonal SantaCruz Biotech, U SA  (sc-6246)

Callbiochem

Biosystems

Oncogene Science

Anti P21up/wam mouse monoclonal BD Transduction Laboratories, USA

Μεταγραφικοί παράγοντες

Anti ΙΚΚβ goat polyclonal SantaCruz Biotech, USA (sc-7330)

Anti IK K a mouse monoclonal SantaCruz Biotech, USA (sc-7606)

Anti ΙκΒα goat polyclonal SantaCruz Biotech, USA (sc-371-G )

Anti p-ΙκΒα mouse monoclonal SantaCruz Biotech, USA (sc-8404)

Anti NF-κΒ p65 rabbit polyclonal SantaCruz Biotech, U S A  (sc-372)

Anti NF-κΒ p50 goat polyclonal SantaCruz Biotech, U SA  (sc-1190)

Anti FoxM1 Rabitt monoclonal SantaCruz Biotech, USA (sc-32855)

Apoptosis related

Anti Bcl-2 mouse monoclonal SantaCruz Biotech, U SA  (sc-509)

Anti Pim-2 goat polyclonal ABCAM  Ltd, Cambridge, UK (ab13616)

Anti PARP-1 mouse monoclonal SantaCruz Biotech, USA (sc-8007)

DNA Damage Response

Anti Cdc-6 mouse monoclonal SantaCruz Biotech, U SA  (sc-9964)

Anti Chk2-pT68 rabitt polyclonal Cell Signaling (#2661)

Anti Chk-2 rabbit polyclonal SantaCruz Biotech, U SA  (sc-9064)
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Anti p -p53 (S er20) rabbit polyclonal
•

SantaCruz Biotech, USA (sc-18079-R)

Anti p -p53 (S er15) rabbit polyclonal

Anti γ -Η 2Α Χ  mouse monoclonal Upstate

Anti H 2A  rabbit polyclonal SantaCruz Biotech, USA (sc10807)

Ά λλα  αντισ ώ μα τα

Anti β -actin  mouse monoclonal Sigma Aldrich (A 5441)

Anti Lam in  B Rabitt polyclonal Georgatos Lab

Anti h T E R T  rabbit polyclonal SantaCruz Biotech, USA (sc-7212)

S eco n d ary  antibod ies

Donkey anti-Goat IgG -HR P SantaCruz Biotech, USA (sc-2020)

G oat anti-Rabbit IgG -HRP SantaCruz Biotech, U S A  (sc-2004)

Goat anti- mouse IgG -HR P SantaCruz Biotech, USA (sc-2005)
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6.2.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΣΕ ΚΥΤΤΑΡΑ ΘΗΛΑΣΤΙΚΩΝ

6.2.2. Ρετροϊικοί φορείς (Retroviral vectors)

Φυσιολογικές ανθρώπινες ινοβλάστες M R C -5 και IM R -90 επιμολύνθηκαν με 

αμφοτροπικούς ρετροϊκούς φορείς έκφρασης, όπως περιγράφεται αναλυτικά 

παρακάτω (παρ. 7.2).

Οι ρετροϊκοί φορείς που χρησιμοποιήθηκαν ήταν:

p C L X S N : Είναι ένας πρότυπος ρετροϊκός φορέας έκφρασης που φέρει τα γονίδια 

E G FP  (Renilla Enhanced Green Fluorescent Protein; πράσινη φθορίζουσα  

πρωτεΐνη) και της φωσφομεταφοράσης της νεομυκίνης (N eo ) (Ε . coli Tn5 Neomycin 

Phosphotransferase) που επιφέρει ανθεκτικότητα στο συνθετικό αντιβιοτικό G 418, ως 

δείκτες επιλογής των επιμολυσμένων κυπάρων, κάτω από τον μεταγραφικό έλεγχο 

του προαγωγέα pIRES (Internal Ribosome Entry Segm ent) του ιού της 

εγκεφαλομυοκαρδίτιδας (encephalomyocarditis virus; EC M V ). To συνθετικό 

αντιβιοτικό G 418 παρεμποδίζει την πρωτεϊνοσύνθεση και φονεύει κύτταρα 

θηλαστικών. Το γονίδιο Neo  φωσφορυλιώνει το G 418 και το απενεργοποιεί 

επιτρέποντας έτσι σε κύτταρα θηλαστικών που φέρουν το Neo  να επιβιώνουν 

παρουσία του G 418. Επιπλέον φέρει την αλληλουχία Flag για την αναγνώριση της 

έκφρασης του προϊόντος ενός γονιδίου που μπορεί να κλωνοποιηθεί μετά απ ’ αυτήν 

την αλληλουχία στη θέση κλωνοποίησης EcoRI. Το κλωνοποιημένο γονίδιο θα 

εκφράζεται από την 5’ μακριά επαναλαμβανομένη αλληλουχία (5 ’ Long Terminal 

Repeat; LTR) του ρετροϊού του σαρκώματος του ποντικού (Murine Sarcoma Virus; 

M SCV) (Σχήμα 1).

p C L X S N -ΙΚ Κ βΤ: Βασίζεται στον πρότυπο ρετροϊκό φορέα CLXSN και φέρει, 

επιπλέον των E G F P  και Neo, μια μεταλλαγμένη μορφή της ΙΚΚβ στο βρόγχο 

ενεργοποίησης-Τ της καταλυτικής περιοχής της κινάσης (Σχήμα 6.1 Γ) που 

εκφράζεται από την 5 ’ LTR του ρετροϊού του M SCV. Ειδικότερα, οι σερίνες S177 και 

S181 έχουν αντικατασταθεί από αλανίνες (Delhase et al., 1999) με αποτέλεσμα η 

ΙΚΚβΤ να εμφανίζει ιδιοστατική ενεργότητα. Η εισαγωγή του γονιδίου ΙΚ Κ βΤ  στα 

κύτταρα θα οδηγεί στην ενεργοποίηση του N F-κΒ ακόμη και απουσία εξωγενούς 

σήματος (Σχήμα 1.2).
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ρ ΙΒ ΙΝ : Φέρει, επιπλέον τοϋ γονιδίου Neo, μια μεταλλαγμένη μορφή της ανθρώπινης 

πρωτεΐνης ΙκΒα στις σερίνες 32 και 36 που δεν φωσφορυλιώνεται και δεν 

αποικοδομείται. Η εισαγωγή του υπερκαταστολέα IxBaSR  στα κύτταρα θα 

καταστείλει τον N F-κΒ ακόμη και παρουσία εξωγενούς σήματος (Σχήμα 1.2).

G L2: Βασίζεται στον πρότυπο ρετροϊκό φορέα pSuper.Retro-Puro (pSR-Puro) της 

Oligoengine και χρησιμοποιείται ευρέως για την κλωνοποίηση μικρών 

ολιγονουκλεοτιδίων [small hairpin (sh) loop oligonucleotides] προκειμένου να 

μειορρυθμιστεί η έκφραση ενός ενδογενούς γονιδίου σε κύτταρα θηλαστικών. Ο pSR- 

Puro αυτο-απενεργοποιείται σε σχέση με την αντιγραφή του λόγω της απάλειψης στη 

3 ’ LTR, και εκφράζει το ολιγονουκλεοτίδιο από τον προαγωγέα Η1, ενώ το γονίδιο 

της πουρομυκίνης (Puro ) από τον προαγωγέα της PGK. Ο ρετροϊκός φορέας GL2 

φέρει ένα sh ολιγονουκλεοτίδιο για τη λουσιφεράση (sh Luciferase; sh Luc) (Olivotto 

et al., 2008) (Σχήμα 2.2).

A 1 8 3 6  (# ΙΚ Κ α): Βασίζεται στον πρότυπο ρετροϊκό φορέα pSR-Puro και φέρει ένα sh 

ολιγονουκλεοτίδιο για το ανθρώπινο γονίδιο της ΙΚΚα  (sh ΙΚΚα) (Olivotto et al., 2008) 

(Σχήμα 2.2).

Ρ1  (# ΙΚ Κ β): Βασίζεται στον πρότυπο ρετροϊκό φορέα pSR-Puro και φέρει ένα sh 

ολιγονουκλεοτίδιο για το ανθρώπινο γονίδιο της ΙΚΚβ (sh ΙΚΚβ) (Olivotto et al., 2008) 

(Σχήμα 2.2).

Όλοι οι ρετροϊκοί φορείς, CLXSN, CLXSN -IKK betaT, ΙΒΙΝ, pSR-Puro, GL2, Α1836  

(#ΙΚΚα) και Ρ1 (#ΙΚΚβ) ήταν ευγενική προσφορά του Καθηγητή Κυτταρικής Βιολογίας 

και Βιοχημείας Kenneth Β. Marcu του Πολιτειακού Πανεπιστημίου της Νέας Υόρκης 

στο Stony Brook, USA και του Κέντρου Βιοιατρικής Έρευνας του Πανεπιστημίου της 

Μπολόνια, Ιταλία.
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dCLXSN

5’ LTR Flag pIRES EGFP NEO 3’LTR

pCLXSN-IKKbetaT

Σχήμα 1.2. Σχηματική παράσταση των ρετροϊικών φορέων έκφρασης για την 
ενεργοποίηση (ΙΚΚβΤ) ή απενεργοποίηση (IkBoSR) του πυρηνικού μεταγραφικού 
παράγοντα NF-κΒ. Το γονίδιο ΝΕΟ κωδικοποιεί τη φωσφομεταφράση της νεομυκίνης που 
επιφέρει ανθεκτικότητα στο συνθετικό αντιβιοτικό G418.

pSuper.Retro-Puro

GL2

Α1836 #ΙΚΚα)

Ρ1 (#ΙΚΚβ)

Σχήμα 2.2. Σχηματική παράσταση των ρετροϊικών φορέων έκφρασης για τη 
μειορρύθμιση της ΙΚΚα ή ΙΚΚβ. ΙΚΚα και ΙΚΚβ είναι δύο ενεργοποιητές του NF-κΒ, που 
κωδικοποιούν κινάσες σερίνης/θρεονίνης ή ο πρότυπος ρετροϊκός φορέας που φέρει shRNAi 
για τη λουσιφεράση (GL2). Για την κλωνοποίηση των Sh ολιγονουκλεοτιδίων (small hairpin 
loop oligoneocleotides) χρησιμοποιήθηκε ο πρότυπος φορέας pSuper.Retro-Puro της 
Oligoengine. Το γονίδιο Puro επιφέρει ανθεκτικότητα στην πουρομυκίνη (Olivotto et al.,
2008).
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p B a b e -H yg ro : Είναι ένας πρότυπος ρετροϊκός φορέας έκφρασης που φέρει το 

γονίδιο της φωσφομεταφορ'άσης της υγρομυκίνης Β (Hygro Β) που έχει απομονωθεί 

από Ε. coli, ως μάρτυρα επιλογής των επιμολυσμένων κυττάρων (Morgestern and 

Land, 1990). Το αντιβιοτικό υγρομυκίνη Β παρεμποδίζει την πρωτεϊνοσύνθεση και 

φονεύει κύτταρα θηλαστικών. Το γονίδιο Hygro Β φωσφορυλιώνει την υγρομυκίνη Β 

και την απενεργοποιεί επιτρέποντας έτσι σε κύτταρα θηλαστικών που φέρουν το 

Hygro Β  να επιβιώνουν παρουσία της υγρομυκίνης Β. Το γονίδιο Hygro Β εκφράζεται 

από τον προαγωγέα της πρώιμης περιοχής του DNA ιού SV40 (Σχήμα 3). Ο 

ρετροϊκός φορέας pBabe-Hygro ήταν ευγενική προσφορά του Καθηγητή Hartmut 

Land, Imperial Cancer Research Fund, London/Rochester Cancer Centre, University 

of Rochester, USA.

p W Z L H -H aR a sV 12 \ Φέρει το γονίδιο Hygro Β που επιφέρει ανθεκτικότητα στην 

υγρομυκίνη Β και το 0 .75  kb μεταλλαγμένο ανθρώπινο ογκογονίδιο Ha-R asV12  (Τ24) 

cDNA κλωνοποιημένο μεταξύ των θέσεων περιορισμού Bam HI - Sal I. To 

ογκογονίδιο H a-R asV 12  εκφράζεται από την 5 ’ LTR, ενώ το γονίδιο της Hygro Β από 

τον προαγωγέας του ιού της εγκεφαλομυοκαρδίτιδας (encephalomyocarditis virus; 

E C M V  U TR ). Ο  ρετροϊκός φορέας pW ZLH -H aR asV12 ήταν ευγενική προσφορά των 

Dr. Scott Lowe, Cold Spring Harbor Laboratory, U SA και του Dr. Manuel Serrano, 

Centro Nacional de Investigaciones Oncologicas (C N IO ), Madrid, Spain.

82



pBabe-Hvaro

5’ LTR <3L
5*SS

g a g - Hygro B pUC ori - 3’ LTR

pWZLH-Ha-RasV12

5’ LTR
ψ

Ha-Ras V12 cDNA ECMV
UTR Hygro B 3 ’ LTR

Σχήμα 3.2. Σχηματική παράσταση των ρετροϊικών φορέων έκφρασης του ανθρώπινου 

ογκογονιδίου Ha-RasV12. pBabe-Hygro είναι ένας πρότυπος φορέας ελέγχου που 

κωδικοποιεί μόνο το γονίδιο της φωσφομεταφοράσης της υγρομυκίνης Β που επιφέρει 

ανθεκτικότητα στην υγρομυκίνη Β. pWZLH-HaRasV12 κωδικοποιεί το ανθρώπινο 

ογκογονίδιο Ha-RasV12 cDNA και το γονίδιο της Hygro Β.

83



pBabe-Puro: Είναι ένας πρότυπος ρετροϊκός φορέας έκφρασης που φέρει το γονίδιο 

της πουρομυκίνης (Puro), ως μάρτυρα επιλογής των επιμολυσμένων κυττάρων 

(Morgestern and Land, 1990) (Σχήμα 4). Το γονίδιο Puro εκφράζεται από τον 

προαγωγέα της πρώϊμης περιοχής του DNA ιού SV40. Ο ρετροϊκός φορέας pBabe- 

Puro ήταν ευγενική προσφορά του Καθηγητή Hartmut Land, Imperial Cancer 

Research Fund, London/Rochester Cancer Centre, University of Rochester, USA.

pBabe-Puro/hTERT: Βασίζεται στον ρετροϊκό φορέα pBabe-Puro και φέρει το 

γονίδιο Puro που επιφέρει ανθεκτικότητα των επιμολυσμένων κυττάρων στην 

πουρομυκίνη και ένα ~4.0 kb EcoRI-Sal τμήμα της καταλυτικής υπομονάδας (hEST2) 

της ανθρώπινης τελομεράσης h TERT (Σχήμα 4 ).0  ρετροϊκός φορέας pBabe- 

Puro/hTERT ήταν ευγενική προσφορά της Καθηγήτριας Judith Campisi, του 

Τμήματος Κυτταρικής και Μοριακής Βιολογίας του Lawrence Berkley National 

Laboratory, Berkeley, California.

pBabe-Puro

5’ LTR _X—ju. 
5’ss

gag SV40
[ElElI Puro pUC

-P ri- -  3’ LTR

pBabePuro/hTERT

5’ LTR * — a gag Human TERT SV40
ErPr Puro pUC

orl -  3’ LTR

Σχήμα 4.2. Ρετροϊικοί φορείς έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της ανθρώπινης 

τελομεράσης. Στον ρετροϊό ελέγχου Babe-Puro κλωνοποιήθηκε μεταξύ των θέσεων 

περιορισμού EcoRI - Sail το ανθρώπινο cDNA της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης (h TERT) για την κατασκευή του ρετροϊκού φορέα pBabe-Puro/hTERT. Το 

γονίδιο της πουρομυκίνης που επιφέρει ανθεκτικότητα στην πουρομυκίνη είναι κάτω από το 

μεταγραφικό έλεγχο του προαγωγέα της πρώιμης περιοχής του DNA ιού του SV40.
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B IB : To βακτηριακό γονίδιο της απομινάσης της βλαστισιδίνης S  (Bacterial Blasticidin 

S deaminase gene) ή όπως αλλιώς ονομάζεται γονίδιο ανθεκτικότητας στη 

βλαστισιδίνη (Blasticidin resistance gene), BSR, είναι 0.4 kb από το βακτήριο Bacillus 

cereus strain K55-S1 και εκφράζεται από τον προαγωγέα IRES του ιού EC M V. Το 

τμήμα IRES-BSR κλωνοποιήθηκε ως —1.0 kb EcoR I-C lal κασέτα. Η βλαστισιδίνη 

είναι ένα πεπτιδυλ-νουκλεοσίδιο που δρα ως αντιμηκητιακό και κυτταροτοξικό 

αντιβιοτικό προσδένοντας στο 28S rRNA και παρεμποδίζει το σχηματισμό των 

πεπτιδικών δεσμών. Ο ρετροϊκός φορέας ΒΙΒ φέρει θέσεις κλωνοποίησης γοιδίων 5 ’- 

Bam H I-SnaBI-EcoR I-3’ στο 5 ’ άκρο του προαγωγέα IRES για την κλωνοποίηση ενός 

επιθυμητού εξωγενούς γονιδίου. Το μέγεθος του ρετροϊκού φορέα ΒΙΒ από τη 5 ’-LTR  

στη 3 ’-LTR είναι ~3.0 kb.

B IB -P im 2 (wt): Ο ρετροϊκός φορέας βασίζεται στον πρότυπο φορέα ΒΙΒ και φέρει 

επιπλέον του γονιδίου BSR, το —1.0 kb αγρίου-τύπου ανθρώπινο γονίδιο Pim -2  (wt) 

που κωδικοποιεί μια κινάση σερίνης/θρεονίνης που αποτελεί μεταγραφικό στόχο του 

NF-κΒ και έχει κλωνοποιηθεί στη θέση SnaB1. Το γονίδιο Pim -2  (wt) εκφράζεται από 

τη 5 ’-LTR του ρετροϊού. Το μέγεθος του ρετροϊκού φορέα BIB-Pim2 (wt) από τη 5 ’- 

LTR στη 3 ’-LTR  είναι ~4.0  kb.

B IB -P im 2 (D N )\ Ο ρετροϊκός φορέας βασίζεται στον πρότυπο φορέα ΒΙΒ και φέρει 

επιπλέον του γονιδίου BSR, το -1 .0  kb μεταλλαγμένο ανθρώπινο γονίδιο Pim -2  

(DN), κλωνοποιημένο στη θέση SnaB1, που κωδικοποιεί μια ανενεργό κινάση 

σερίνης/θρεονίνης καθώ ς φέρει μια μετάλλαξη (απλή αντικατάσταση ενός αμινοξέος) 

στη περιοχή πρόσδεσης ΑΤΡ της κινάσης. To Pim -2  (D N ) εκφράζεται από τη 5 ’-LTR  

του ρετροϊού. Το μέγεθος του ρετροϊκού φορέα BIB-Pim 2 (D N ) από τη 5 ’-LTR  στη 3 ’- 

LTR είναι ~4.0  kb.

Όλοι οι ρετροϊκοί φορείς, BIB, BIB-Pim2 (wt) και BIB-Pim 2 (D N ) ήταν ευγενική 

προσφορά του Καθηγητή Κυτταρικής Βιολογίας και Βιοχημείας Kenneth Β. Marcu του 

Πολιτειακού Πανεπιστημίου της Νέας Υόρκης στο Stony Brook, USA και του Κέντρου 

Βιοιατρικής Έ ρευνας του Πανεπιστημίου της Μπολόνια, Ιταλία.
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BIB

5’ LTR pIRES BSR -  5’ LTR

BIB-Pim2 (wtt

5’ LTR Human Pim-2 (wt) pIRES BSR - 5’ LTR

BIB-Pim2 (DN)

5’ LTR Human Pim-2 (DN) | pIRES | BSR -  5’ LTR

Σχήμα 5.2. Σχηματική παράσταση των ρετροϊικών φορέων έκφρασης της Pim-2, ενός 

γονιδίου-στόχου του NF-κΒ. BIB είναι ο πρότυπος ρετροϊκός φορέας που επιφέρει 

ανθεκτικότητα στη βλαστισιδίνη. Ο φορέας ΒΙΒ χρησιμοποιήθηκε για την κλωνοποίηση της 

αγρίου-τύπου Pim-2 (wt) ή της κυρίαρχης αρνητικής μορφής Pim-2 (DN) στη θέση 

περιορισμού SnaB1 του BIB. BSR, (Blasticidin-Resistance), γονίδιο που επιφέρει 

ανθεκτικότητα στη βλαστισιδίνη.
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7.2. Κατασκευή ανθρωπίνων ινοβλαστών που εκφράζανε τα επιθυμητά γονίδια

7.2.1. Παραγωγή ρετροϊών με διαμόλυνση DNA

Για την παραγωγή ρετροϊών χρησιμοποιήθηκε η αμφοτροπική κυπαρική σειρά 

πακεταρίσματος ρετροϊών Phoenix (Φ ΝΧ) η οποία διαμολύνθηκε με τους 

επιθυμητούς ρετροϊικούς φορείς με τη μέθοδο του φωσφορικού ασβεστίου (Gonos et 

al., 1994; Kolettas et al., 1994). Τα ρετροϊϊκά σωματίδια που προέκυψαν μετά τη 

διαμόλυνση των κυπάρων Φ Ν Χ χρησιμοποιήθηκαν για την επιμόλυνση των 

κυττάρων M R C -5 και IM R -90 (Kolettas et al., 1994; Kolettas and Rosenberger, 1998)

(α) Διαμόλυνση των κυττάρων Phoenix με τη μέθοδο του φωσφορικού ασβεστίου

Η διαμόλυνση των κυττάρων Φ Ν Χ με τη μέθοδο του φωσφορικού ασβεστίου 

στηρίζεται στην ικανότητα των κυπάρων να ενσωματώνουν, πιθανά μέσω  

ενδοκύπωσης, συμπλέγματα φωσφορικού ασβεστίου-D N A  όταν αυτά προστίθενται 

εξωγενώς. Όλα τα διαλύματα που χρησιμοποιούνται για την επιμόλυνση των 

κυπάρων παρασκευάζονται λίγο πρίν τη χρήση τους και αποστειρώνονται σε φίλτρα

0.2 μπι Sartorius. Η διαμόλυνση γίνεται με την μεγαλύτερη δυνατή ταχύτητα, ώστε το 

pH της καλλιέργειας να μην μεταβληθεί.

Περιληπτικά, έγινε σπορά 3x106 κύτταρα Φ Ν Χ ανά 6 cm τρυβλίο και τα κύτταρα 

επωάστηκαν για 24 ώρες στους 37°C, 5 % C 0 2. Μετά την επώαση, έγινε αλλαγή του 

θρεπτικού υλικού με 3 ml φρέσκου πλήρους θρεπτικού υλικού D M EM  τουλάχιστον 2 

ώρες πριν τη διαμόλυνση των κυπάρων με τους ρετροϊικούς φορείς. Στη συνέχεια  

αναμίχθηκαν με δίνη (vortex) 15 pg ρετροϊικού DNA σε 1ΧΤΕ ρΗ8.0 με 31 μΙ 2Μ  

CaCI2 και αποστειρωμένο δις-απεσταγμένο νερό σε τελικό όγκο 250 μΙ. Το μίγμα 

προστέθηκε στάγδην και υπό χαμηλή συνεχή ανάδευση, σε 250 μΙ αποστειρωμένου 

διαλύματος 2Χ  HBS ρΗ7.12. Το καθαρό (διαφώτιστο; translucent) ίζημα 

συμπλεγμάτων D N A -C a P 0 4 που σχηματίσθηκε (όγκος 500 μΙ) προστέθηκε αμέσως 

στάγδην στα κύπαρα που τοποθετήθηκαν αμέσως στον επωαστικό κλίβανο στους 

37°C, 5 % C 0 2, για να μην μεταβληθεί το pH της καλλιέργειας, και ακολούθησε 

επώαση για όλη τη νύχτα (>18 ώρες).

Μετά από τουλάχιστον 18 ώρες επώασης, το θρεπτικό υλικό που περιείχε το 

DNA αναρροφήθηκε και τα διαμολυσμένα κύπαρα εκπλύθηκαν δύο φορές με 5 ml 

DM EM  που περιείχε αντιβιοτικά και L-γλουταμίνη χωρίς ορό. Μετά τη προσθήκη 4 ml



φρέσκου πλήρους θρεπτικού υλικού D M EM , τα διαμολυσμένα κύτταρα ΦΝΧ  

επωάστηκαν στους 37°C , 5% C 02  για 24 - 48  ώρες πριν τη συλλογή των ρετροϊκών 

σωματιδίων για την επιμόλυνση των κυπάρων M R C -5 και IM R-90.

2XHBS. p H 7 .1 2 : 50m M  Hepes, 280m M  NaCI, 15m M Na2H P 0 4l pH 7.12  

10 mg/ml πολυβρίνη σε αποστειρωμένο δις-απεσταγμένο νερό 

Τα διαλύματα αποστειρώθηκαν με φιλτράρισμα διαμέσου ενός μικροφίλτρου 0.2 μιπ 

(Sartorius) και διατηρήθηκαν στους 4°C .

(β) Επιμόλυνση τω ν κυττάρων M R C -5  και IM R -90  με τους ρετροϊούς

Οι ανασυνδυασμένοι ρετροϊιοί ελαττωματικής αντιγραφής (replication-defective 

recombinant retroviruses) που παράχθηκαν με τη διαμόλυνση των κυπάρων Φ Ν Χ με 

τους ρετροϊικούς φορείς χρησιμοποιήθηκαν για την επιμόλυνση των κυπάρων M RC- 

5 και IM R 90 όπως περιγράφηκε προηγουμένως (Kolettas and Rosenberger 1998).

Περιληπτικά η διαδικασία πραγματοποιείται σε δύο βασικά στάδια:

(ί) Το θρεπτικό υλικό των διαμολυσμένων κυπάρων Φ Ν Χ που περιείχε τα ρετροϊικά 

σωματίδια συλλέχθηκε μετά από 24 ώρες και φιλτραρίστηκε διαμέσου ενός 

μικροφίλτρου 0.45μιπ (Sartorius). Στα 4  ml του διηθήματος προστέθηκε 

πολυβρίνη σε τελική συγκέντρωση 8 pg/ml, τα οποία στη συνέχεια προστέθηκαν 

στα κύτταρα M R C -5 και M R C -5 (βλέπε Π).

(ϋ) Έγινε σπορά 5x105 κυττάρων M R C -5 και IM R -90 σε φλάσκες 25cm2 και τα 

κύπαρα επωάστηκαν για 24 ώρες στους 37°C, 5% C 02. Μετά την επώαση το 

θρεπτικό υλικό αντικαταστάθηκε με το διήθημα (4 ml) από τα διαμολυσμένα 

κύπαρα Φ Ν Χ  (βλέπε ί) και η επώαση στους 37°C , 5%CC>2 συνεχίστηκε για 8 

ώρες. Στη συνέχεια το θρεπτικό υλικό με τους ρετροϊούς αντικαταστάθηκε και 

προστέθηκαν στα κύπαρα 5 ml φρέσκου πλήρους θρεπτικού υλικού DM EM  και η 

επώαση συνεχίστηκε στους 37°C, 5% C 02 για 2-3  επιπλεόν ημέρες.

Μετά την επώαση το θρεπτικό υλικό ανανεώθηκε πάλι με 5 ml φρέσκου 

πλήρους θρεπτικού υλικού DM EM  που περιείχε το αντιβιοτικό επιλογής των 

επιμολυσμένων κυττάρων M RC-5 και IM R -90 και η επώαση συνεχίστηκε στους 37°C, 

5 % C 0 2 για 10-14 ημέρες για την επιλογή σταθερών κυπαρικών πληθυσμών. Η 

επιλογή των επιμολυσμένων κυπάρων M R C -5 και IM R -90 έγινε σε 1 pg/ml
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πουρομυκίνη για 14 ημέρες, σε 150 pg/ml G 418 ή 25 -  50 pg/ml Hygro Β για 21 

ημέρες. Το θρεπτικό υλικό με το αντιβιοτικό επιλογής ανανεώνονταν κάθε 3 - 4  

ημέρες καθ’ όλη τη διάρκεια της επιλογής των επιμολυσμένων κυττάρων.
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7.2.2. Κυτταρικοί πληθυσμοί φυσιολογικών ινοβλαστών που 

κατασκευάσθηκαν

Κατασκευάσθηκαν οι κυτταρικοί πληθυσμοί φυσιολογικών ανθρωπίνων ινοβλαστών 

που αναφέρονται στον Πίνακα 5.2.

Πίνακας 5.2. Κατασκευή κυτταρικών πληθυσμών ανθρωπίνων ινοβλαστών 

MRC-5 και IMR-90 που εκφράζανε διαφορετικά γονίδια

Ινοβλάστες Ρετροϊκός Φορέας Κατασκευή

M R C -5 C LXSN -G FP -N eo M R C -5 Neo

M R C -5 (BIN M R C -5 IkBoSR

M R C -5 GL2 M R C -5 #Luc

M R C -5 A1836 M R C -5 #IKKa

M R C -5 P1 M R C -5 #ΙΚΚβ

IM R -90 C LXSN -G FP -N eo IM R-90Neo

IM R -90 IBIN IM R -90kB aS R

IM R -90 GL2 IM R -90 #Luc

IM R-90 A1836 IM R -90 #IKKa

IM R -90 P1 IM R -90 #ΙΚΚβ

M RC-5 C LXSN -G FP-N eo M R C -5 Neo

M RC-5 CLXSN-IKKbetaT M R C -5 ΙΚΚβΤ

IM R-90 C LXSN -G FP-N eo IM R -90 Neo

IM R-90 CLXSN-IKKbetaT IM R -90 ΙΚΚβΤ
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1 M R-90 Babe-Hygro IM R -90 Hygro

IM R -90 pW ZLH -R asV12 IM R -90 RasV12

IM R-90 CLXSN-IKKbetaT

pW ZLH -R asV12

IM R -90 IKK3/RasV12

M R C -5 Babe-Puro M R C -5 Puro

M R C -5 Babe-Puro/hTERT M R C -5 T E R T

M R C -5 TE R T BIB (BSR) M R C -5 TE R T/B S R

M R C -5 T E R T BIB-Pim2 (wt) M R C -5 TE R T/P im 2 (wt)

M R C -5 T E R T BIB-Pim2 (DN) M R C -5 TER T/P im 2 (D N )
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΤΡΙΤΟ

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ



1. Ο ρόλος του μεταγραφικού πυρηνικού παράγοντα NF-κΒ στη 

φυσιολογική και στην επαγόμενη από οξειδωτικό στρες κυτταρική

γήρανση



A. Ο ρόλος του NF-κΒ στη φυσιολογική κυτταρική γήρανση

1.3. Έκφραση των υπομονάδων του NF-κΒ κατά τη διάρκεια της φυσιολογικής 

(αναδι π λ ασι αστική ς) κυτταρικής γήρανσης των ινοβλαστών IMR-90

Για να μελετηθούν οι μεταβολές των επίπεδων έκφρασης των πρωτεϊνικών 

μορίων που εμπλέκονται στην πορεία μεταγωγής σήματος του NF-κΒ σε καλλιέργεια 

κυπάρων ινοβλαστών κατά τη γήρανση τους in vitro, νεαρές ινοβλάστες IM R -90  

ανακαλλιεργήθηκαν μέχρις ότου εισέλθουν στο τέλος του κύκλου ζωής τους. 

Φυσιολογικές ινοβλάστες IM R -90 γηράσκουν, αφού φτάσουν σε ένα συγκεκριμένο 

αριθμό κυπαρικών διαιρέσεων ~42 [population doublings (pdl’s) (~Ρ42)]. 

Κυπαροπλασματικά και πυρηνικά εκχυλίσματα απομονώθηκαν από κύτταρα τα 

οποία βρίσκονται σε διαφορετικές κυτταρικές διαιρέσεις με ένα εύρος από 15 έω ς 40  

κυτταρικών διαιρέσεων και στη συνέχεια αναλύθηκαν με ανοσο-αποτύπωμα κατά 

western η έκφραση των πρωτεϊνικών κινασών IKKalpha (ΙΚΚα), IKKbeta (ΙΚΚβ), των 

υπομονάδων του NF-κΒ ρ50 και ρ65 και ΙκΒα, καθώς και της κυκλίνης D1, ενός 

γονιδίου-στόχου του N F-κΒ, τουλάχιστον σε επιθηλιακά κύτταρα μαστού, σε ολικά, 

κυπαροπλασματικά και πυρηνικά κυπαρικά εκχυλίσματα (Σχήμα 1.3).

Η ενεργοποίηση του NF-κΒ εξαρτάται από τη συγκρότηση ενός υψηλού 

μοριακού βάρους σώματος-μεταγωγής σήματος (high molecular weight signalsome) 

που απαρτίζεται από τις πρωτεϊνικές κινάσες σερίνης/θρεονίνης ΙΚΚα και ΙΚΚβ, και 

την προσαρμοστική πρωτεΐνη ΝΕΜ Ο /ΙΚΚγ (βλέπε εισαγωγή, § 5.1.). Ανάλυση των 

επιπέδων έκφρασης των ΙΚΚα και ΙΚΚβ, σε κύπαρα IM R -90 με ανοσο-αποτύπωμα  

κατά western, έδειξε ότι και οι δύο κινάσες εκφράζονται, αλλά σε διαφορετικά 

επίπεδα.
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I MR-90
Cytoplasmic Nuclear

pr>L: 15 20 25 30 35 40 15 20 25 30 35 40

IKKa

β-actin

B IMR-90
P P L: 10 15 20 25 30 35 40

IKKa

«-ΙΚΚβ

«-Cyc D1 
•♦-β-actin

Σχήμα 1.3. Έκφραση των πρωτεϊνικών μορίων ττου εμπλέκονται στην πορεία 
μεταγωγής σήματος του NF-κΒ κατά τη γήρανση φυσιολογικών ινοβλαστών IMR-90 in  
vitro. (Α) Κυτταροπλασματικά και πυρηνικά εκχυλίσματα με ένα εύρος από 15 έως 40 
κυτταρικές διαιρέσεις (PDLs), αναλύθηκαν για να μελετηθεί η έκφραση των ΙΚΚα, ΙΚΚβ, των 
υπομονάδων του NF-κΒ ρ50 και ρ65. της ΙκΒα και της κυκλίνης D1, και (Β) ολικά κυτταρικά 
εκχυλίσματα απομονώθηκαν και αναλύθηκαν για την έκφραση των ΙΚΚα, ΙΚΚβ και της 
κυκλίνης D1, με ανοσο-αποτύπωμα κατά western χρησιμοποιώντας ειδικά αντισώματα. Η 
ισοφόρτωση των πρωτεϊνών ανιχνεύτηκε με την έκφραση της β-ακτίνης καθώς και της 
λαμίνης Β.
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Η ΙΚΚα, εντοπίσθηκε τόσο στο κυτταρόπλασμα όσο και στον πυρήνα αλλά σε 

υψηλότερα επίπεδα στο κυτταροπλασματικό διαμέρισμα. Ανπθέτως, οι ινοβλάστες 

IM R-90 εκφράζανε πολύ χαμηλότερα επίπεδα ΙΚΚβ, συγκρινόμενα με την ΙΚΚα, η 

έκφρασή της όμως είναι παρόμοια τόσο στο κυπαροπλασματικό όσο και στο 

πυρηνικό διαμέρισμα (Σχήμα 1.3Α), δείχνοντας ότι η ΙΚΚβ πιθανά είναι ο 

περιοριστικός παράγοντας που συμβάλλει στην ενεργοποίηση της πορείας του NF- 

κΒ. Ανάλυση ολικών κυτταρικών εκχυλισμάτων έδειξε ότι όντως η ΙΚΚα εκφράζονταν 

σε υψηλότερα επίπεδα από την ΙΚΚβ στις ινοβλάστες IM R -90 αλλά καμία διαφορά 

δεν παρατηρήθηκε στα επίπεδα έκφρασης αυτών των κινασών με την συνεχή in vitro 

ανακαλλιέργεια των ινοβλαστών, αλλά ούτε στη φάση της κυτταρικής γήρανσης 

(Σχήμα 1.3Β).

Ανάλυση των επιπέδων έκφρασης των υπομονάδων του NF-κΒ, ρ50 και ρ65, 

έδειξε ότι ούτε τα κυπαροπλασματικό, ούτε τα πυρηνικά επίπεδα τους μεταβλήθηκαν 

με την in vitro ανακαλλιέργεια των ινοβλαστών IM R -90 ή όταν αυτά εισέρχονται στη 

φάση της κυτταρικής γήρανσης, δείχνοντας ότι ο NF-κΒ ίσως να είναι απαραίτητος 

για την κυπαρική επιβίωση. Κύτταρα IM R-90 εκφράζανε και τις δυο υπομονάδες του 

NF-κΒ, ρ50 και ρ65 στα κυπαροπλασματικό και πυρηνικά διαμερίσματα, αλλά τα 

επίπεδα έκφρασής τους είναι διαφορετικά, με το ρ65 να βρίσκεται σε υψηλότερα  

επίπεδα (Σχήμα 1.3Α).

Στη συνέχεια, μελετήθηκε η έκφραση του αναστολέα του N F-κΒ, της ΙκΒα, η 

οποία συγκρατεί τα κυπαροπλασματικό ετεροδιμερή ρ50/ρ65 στο κυτταρόπλασμα. Η 

φωσφορυλίωση της ΙκΒα από τις ενεργοποιημένες κινάσες ΙΚΚα και ΙΚΚβ, ως 

απόκριση σε έναν στρεσογόνο παράγοντα ή κυτοκίνες, οδηγεί στην αποικοδόμηση 

της ΙκΒα από το πρωτεόσωμα (βλέπε εισαγωγή, §5.1 .), στην απελευθέρωση των 

ετεροδιμερών NF-κΒ ρ50/ρ65 και στη μετατόπιση τους στο πυρήνα όπου 

δεσμεύονται σε προαγωγείς γονιδίων-στόχων και επηρεάζουν την έκφραση τους. 

Επομένως, μια μείωση της έκφρασης της ΙκΒα είναι ένδειξη της ενεργοποίησης του 

NF-κΒ. Ανάλυση της έκφρασης της ΙκΒα με ανοσο-αποτύπωμα κατά western έδειξε 

πως η έκφραση της δεν μεταβλήθηκε κατά τη διάρκεια της φυσιολογικής 

(αναδιπλασιαστικής ή αντιγραφική - replicative) κυτταρική γήρανση (Σχήμα 1.3Α), 

υποδεικνύοντας ότι ο NF-κΒ δεν ενεργοποιείται κατά την in vitro γήρανση των 

ινοβλαστών.
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Επειδή η κυκλίνη D1 ρυθμίζεται από τον N F-κΒ, τουλάχιστον σε ανθρώπινα 

επιθηλιακά κύτταρα μαστού, μελετήθηκε η έκφραση της κυκλίνης D1, κατά την in vitro 

γήρανση των ινοβλαστών IM R -90 (Σχήμα. 1.3Α). Η ανάλυση, έδειξε πως η κυκλίνη 

D1, εκφράζονταν τόσο στο κυπαροπλασματικό όσο και στο πυρηνικό διαμέρισμα σε 

παρόμοια επίπεδα. Επίσης, σε ολικά κυτταρικά εκχυλίσματα, η έκφραση της κυκλίνης 

D1 δεν παρουσίασε καμιά μεταβολή κατά την in vitro γήρανση των ινοβλαστών IMR- 

90 (Σχήμα. 1 .3Β). Συνολικά, αυτά τα ευρήματα επιβεβαιώνουν ότι ο NF-κΒ πιθανά 

δεν μεταβάλλεται κατά την in vitro γήρανση των ινοβλαστών IM R-90.

/. Καταστολή του NF-κΒ χρησιμοποιώντας τον υπερκαταστολέα του, IkBoSR

2.3. Μειορρύθμιση της πορείας ενεργοποίησης του NF-κΒ σε ανθρώπινες 

εμβρυϊκές ινοβλάστες με χρήση ενός υπερκαταστολέα του NF-kB

Για να διερευνηθεί ο τρόπος με τον οποίο η πορεία μεταγωγής σήματος του NF- 

κΒ εμπλέκεται στη φυσιολογική (αναδιπλασιαστική) κυτταρική γήρανση, υποθέσαμε 

ότι η μειορρύθμιση ή η καταστολή του NF-κΒ, θα μας δώσει μια σαφή εικόνα για το 

ρόλο του ως επιβιωτικού παράγοντα, για τον τρόπο με τον οποίο ρυθμίζει την 

απόκριση στο στρες και για το αν επηρεάζει τη διάρκεια ζωής των ανθρωπίνων 

εμβρυϊκών ινοβλαστών IM R -90 και M RC-5.

Για το σκοπό αυτό, χρησιμοποιήθηκε ένας υπερκαταστολέας του NF-κΒ, η 

IkBoSR, προκειμένου να κατασταλεί η ενεργοποίηση του NF-κΒ. Με τη χρήση 

ρετροϊκών φορέων κατασκευάσθηκαν κυτταρικοί πληθυσμοί ανθρωπίνων 

ινοβλαστών που υπερεκφράζανε την k B a S R , όπως \M R -90 IkBoS R  και M RC- 

5 IkBoSR. Η πρωτεΐνη k B a S R  είναι μια μεταλλαγμένη μορφή της ΙκΒα στην οποία τα 

δυο κατάλοιπα σερίνης Ser32 και Ser36 μεταλλάχθηκαν και δεν μπορούν να 

φωσφορυλιωθούν ως απόκριση σε εξωγενή ερεθίσματα. Κατ’ ακολουθία, η kB aS R  

δεν ουβικουτινιώνεται και επομένως δεν αποικοδομείται από το πρωτεόσωμα 26S. 

Ωστόσο η k B a S R  διατηρεί την ικανότητα πρόσδεσης στα ετεροδιμερή NF-KBp50/p65 

στο κυπαρόπλασμα και παρεμποδίζει τη μετατόπιση τους στον πυρήνα. Ανοσο- 

αποτύπωμα κατά western έδειξε ότι κύτταρα IM R -90 και M R C -5 εκφράζανε την ΙκΒα,
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λόγω του εξωγενούς εισαχθέντος υπερκαταστολέα, σε υψηλότερα επίπεδα από ότι 

τα αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου. (Σχήμα 2.3Α).

Προκειμένου να μελετηθεί αν η IkBoS R  μεταβάλλει την έκφραση των 

υπομονάδων του NF-κΒ, ρ50 και ρ65, της κυκλίνης D1 και του αναστολέα των 

κυκλίνο-εξαρτώμενων κινασών (CKI), p21Cip1/Waf1, σε κύπαρα που δεν υπόκεινται σε 

στρες, μελετήθηκε η έκφραση τους με ανοσο-αποτύπωμα κατά western (Σχήμα

2 .3 .Β). Δεν παρατηρήθηκε καμιά μεταβολή στα επίπεδα έκφρασης ή στον εντοπισμό 

των υπομονάδων του N F-κΒ, ρ50 και ρ65. Η κυκλίνη D1 εντοπίστηκε μόνο στον 

πυρήνα των ινοβλαστών και δεν παρατηρήθηκε καμιά μεταβολή στην έκφραση της, 

παρουσία του υπερκαταστολέα IkBoS R  (Σχήμα 2.3Β).

Παρόμοια, η p21c,p1/Waf1 εντοπίστηκε μόνο στον πυρήνα των ινοβλαστών, 

μολονότι κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες εντοπίζεται και στο κυπαρόπλασμα. 

Παράδοξα, η έκφραση της p2 i Cip1/Waf1 ήταν υψηλότερη στις ινοβλάστες που 

υπερεκφράζανε τον υπερκαταστολέα IkBo SR  καθώς ο προαγωγέας του ανθρωπίνου 

γονιδίου της p 2 lCip1/Waf1 δεν φέρει ρυθμιστικά στοιχεία N F-κΒ (Σχήμα 2 .3 .Β)



(A) I MR-90_________ MRC-5
Con Vec IkBqSR Con Vec IkBqSR

(B) MRC-5 IMR-90
Cyto Nuclear Cyto Nuclear

Vec IkBoSR Vec IkBoSR Vec IkBoSR Vec IkBoSRmmt -mwl·*·
imm [x-Cyc 01

p-actin

Σχήμα 2.3. Μειορρύθμιση της πορείας ενεργοποίησης του NF-κΒ σε ανθρώπινες 
εμβρυϊκές ινοβλάστες, IMR-90 και MRC-5. (Α) Ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα 
απομονώθηκαν από ανθρώπινες εμβρυϊκές ινοβλάστες IMR-90 και MRC-5 μη 
επιμολυσμένες (control) και επιμολυσμένες με τον πρότυπο ρετροϊικό φορέα (vector; Vec), ή 
με τον υπερκαταστολέα IkBoSR και αναλύθηκαν για την έκφραση της ΙκΒα. (Β) 
Κυτταροπλασματικά και πυρηνικά εκχυλίσματα από τις ινοβλάστες IMR-90 και MRC-5 που 
έφεραν τον πρότυπο ρετροϊικό φορέα ή την kBaSR αναλύθηκαν με ανοσο-αποτύπωμα κατά 
western για την έκφραση των υπομονάδων του NF-κΒ, ρ50 και ρ65, της κυκλίνης D1 και της 
p21clpi/Wan. Η ισοφόρτωση των πρωτεϊνών ανιχνεύτηκε με την έκφραση της β-ακτίνης.
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2.3.1. Ο υπερκαταστολέας του NF-κΒ επιβράδυνε το ρυθμό του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού των ινοβλαστών IMR-90 και MRC-5

Προκειμένου να αναλυθούν οι επιδράσεις του υπερκαταστολέα k B a S R  στον 

κυπαρικό πολλαπλασιασμό αναλύθηκε ο κυπαρικός κύκλος των ινοβλαστών IM R -90  

και M R C -5 με κυτταρομετρία ροής και με την κατασκευή καμπύλών 

πολλαπλασιασμού. Ανάλυση με κυτταρομετρία ροής ασύγχρονων καλλιεργειών των 

διαφορετικών πληθυσμών ινοβλαστών έδειξε ότι η υπερέκφραση της k B a S R  στις 

ινοβλάστες IM R -90 οδήγησε στην επιβράδυνση τους στη φάση G 1-S  του κυτταρικού 

κύκλου (Σχήμα 3.3Α), ενώ στις ινοβλάστες M R C -5 στη φάση G 2-M  (Σχήμα 3 .3 .C ). Η 

διαφορά μεταξύ των δύο κυπαρικών στελεχών των ινοβλαστών πιθανά οφείλεται στο 

γεγονός ότι η ανάλυση τους έγινε, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, σε ασύγχρονες 

καλλιέργειες. Για να επιβεβαιωθεί η επιβράδυνση του ρυθμού του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού παρουσία της k B a S R  κατασκευάσθηκαν καμπύλες αύξησης. Η 

υπερέκφραση της k B a S R  οδήγησε σε δραματική επιβράδυνση του ρυθμού του 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού σε σύγκριση με τα κύπαρα ελέγχου και στα δύο 

κυτταρικά στελέχη των ινοβλαστών IM R -90 και M R C -5 (Σχήματα 3 .3 .Β και 3 .3 .D ).

Συγκεκριμένα, ινοβλάστες IM R -90 και M R C -5 που υπερεκφράζανε την k B a S R  

είχαν ένα ρυθμό πολλαπλασιασμού 42 ,95  h και 53.2 h, αντίστοιχα σε σχέση με τις 

αντίστοιχες ινοβλάστες που έφεραν τον φορέα ελέγχου, 18.5 h και 27 .2  h, αντίστοιχα.
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U"
Vector ficBaSR

r U‘
Vector IkBoSR

E3G1 74,11 78,99 ■  G1 62,3 53,95

■  S 13,9 11,79 ■  S 15,3 16,03

□  G2 12,92 9,73 □  G2 20,35 26,1

Σχήμα 3.3. Η IkBoSR επιβράδυνε το ρυθμό του κυτταρικού πολλαπλασιασμού των 
ινοβλαστών IMR-90 και MRC-5. (Α) και (C): Έγινε σπορά 5x10* ινοβλαστών ανά 10 cm 
τρυβλίο και τα κύτταρα επωάστηκαν για 24 h. Την επόμενη ημέρα τα κύτταρα διεγέρθηκαν με 
ορό και συλλέχθηκαν μετά από 24 h για την κυτταρομετρία ροής που πραγματοποιήθηκε 
χρησιμοποιώντας CycleTest™ Plus DNA reagent kit. (B) και (D): Έγινε σπορά 2x104 
ινοβλαστών ανά πηγαδάκι σε πολυτρυβλίο 24-πηγαδιών και ο πολλαπλασιασμός των 
κυττάρων παρακολουθήθηκε με την καταμέτρηση τους σε πλάκα Neubauer κάθε 2 μέρες. Το 
πείραμα, πραγματοποιήθηκε δυο φορές και στη συνέχεια κατασκευάστηκαν καμπύλες 
πολλαπλασιασμού.
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2.3.2. Ανάλυση των πρωτεϊνών που εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυτταρικού 

κύκλου στις ινοβλάστες που υπερκφράζανε την IkBoSR

Για να διερευνηθούν οι επιδράσεις της IkBo SR  στην επιβράδυνση του ρυθμού 

αύξησης των ινοβλαστών IM R -90 και M RC-5, μελετήθηκε η έκφραση πρωτεϊνών που 

εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου σε πλήρες ταπήτιο (confluent) 

κυττάρων ύστερα από τη διέγερσή τους με ορό (Σχήμα 4 .3 .).

Η υπερέκφραση της IkBoSR, ενώ δεν μεταβάλλει τα επίπεδα έκφρασης των 

πρωτεϊνών κυκλίνης D1, Cdc6, FoxM1, επήγαγε την έκφραση της ρ53 και του 

γονιδίου-στόχου της p 2 lCip1/Waf1 στις ινοβλάστες IM R -90 και M R C -5 (Σχήμα 4.3Α). Σε 

σύγκριση με τις φυσιολογικές ινοβλάστες πνεύμονα IM R -90 και M RC-5, 

χρησιμοποιήθηκαν καρκινικά επιθηλιακά κύπαρα πνεύμονα, Α 549 που έφεραν είτε 

έναν πρότυπο φορέα ελέγχου (Vec) ή τον υπερκαταστολέα IkBo SR, τα οποία 

ανιχνεύθηκαν για την έκφραση της p2 l Cip1/Waf1. Όμοια με τις ινοβλάστες, ο IkBoSR  

επήγαγε την έκφραση της p2 l Cip1/Waf1 στα κύτταρα Α 549 (Σχήμα 4.3Β). Ο  

προαγωγέας του ανθρωπίνου γονιδίου της p 2 iCip1/Waf1 δεν φέρει N F-κΒ ρυθμιστικά 

στοιχεία, αλλά φέρει ρυθμιστικά στοιχεία για τους μεταγραφικούς παράγοντες ρ53, 

Myc/Miz, E2F1 και SP1 (O ckerand Schneider-Stock, 2007).

Σε αντίθεση, ο προαγωγέας του ανθρώπινου γονιδίου της ρ53 φέρει N F -kB 

ρυθμιστικά στοιχεία και τα αποτελέσματα έδειξαν ότι ο N F -kB είναι αρνητικός 

ρυθμιστής της έκφρασης της ρ53.

Προκειμένου να διερευνηθεί περαιτέρω η επαγωγή της ρ53 παρουσία του 

υπερκαταστολέα IkBoSR  μελετήθηκε η έκφραση της λιγάσης της ουβικιτίνης, Hdm2, 

η οποία δρα ως αρνητικός ρυθμιστής της ρ53. Η υπερέκφραση του IkBo SR  οδήγησε 

στη μειορρύθμιση της Hdm2 και επομένως στη σταθεροποίηση της ρ53 (Σχήμα  

4.3Α).

Επομένως, παρουσία του υπερκαταστολέα IkBo SR  οδηγεί στην επαγωγή της 

έκφρασης της p 2 iCip1/Waf1 απουσία μιας φαινομενικής μεταβολής στην έκφραση της 

ρ53, που δρα ως θετικός ρυθμιστής της έκφρασης της p 2 ic,p1/Waf1. Κατ’ ακολουθία, η 

συνεχής υψηλή έκφραση της p 2 iCip1/Waf1 πιθανά ήταν ένας από τους παράγοντες που 

συνέβαλε στην επιβράδυνση της προόδου του κυτταρικού κύκλου και τη μείωση του 

ρυθμού πολλαπλασιασμού των ινοβλαστών.
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(A)
IMR-90 M RC-5

Vec IkBqSR Vec IkBqSR

r ·

Cyc D1 

p53

Hdm2

CDC6

FoxM1

β-actin

p21c|P1/Waf1

β-actin

( B )  &  &  &

p2-(CIp1W af1

β-actin
IMR-90 M RC-5 A549

Σχήμα 4.3. Ανάλυση των π ρ ω τε ϊν ώ ν ,  π ο υ  ε μ π λ έ κ ο ν τ α ι στην ρύθμιση του κυτταρικού 
κύκλου σε ινοβλάστες που υπερεκφράζανε την IkBoSR. (Α) Ολικά πρωτεϊνικά 
εκχυλίσματα, απομονώθηκαν από ινοβλάστες IMR-90 και MRC-5 ελέγχου (Vec) και κύτταρα 
που υπερεκφράζανε τον υπέρκαταστολεα του NF-κΒ, IkBoSR, σε πλήρες ταπήτιο (confluent) 
και αναλύθηκαν με ανοσο-αποτύπωμα κατά western για την έκφραση πρωτεϊνών που 
εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου όπως κυκλίνης D1, ρ53, Hdm2, Cdc6, 
FoxM1, και P21t,p/Waf1 χρησιμοποιώντας ειδικά αντισώματα. FI ισοφόρτωση των δειγμάτων 
έγινε με την ανίχνευση των επιπέδων της β-ακτίνης. (Β) Ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα, 
απομονώθηκαν από ινοβλάστες πνεύμονα IMR-90 και MRC-5 και επιθηλιακά καρκινικά 
κύπαρα πνεύμονα Α549 που έφεραν ένα φορέα ελέγχου (Vec) και κύτταρα που 
υπερεκφράζανε τον υπέρκαταστολεα του NF-κΒ, IkBoSR, και ανιχνεύθηκαν για την έκφραση 
της p2 l fc,p/Waf1 ή της β-ακτίνης.
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Ωστόσο, η απουσία της απόκρισης της κυκλίνης D1 στα κύπαρα που 

υπερεκφράζανε την IkBo SR  ήταν παράδοξο φαινόμενο, καθώς ο προαγωγέας του 

ανθρώπινου γονιδίου της κυκλίνης D1 φέρει μια σειρά πολλαπλών ρυθμιστικών 

στοιχείων όπως Sp1, CREB, ΑΡ-1, E2F1 και NF-κΒ (W atanabe et al. 1998; Hinz et 

at. 1999; Lee et al. 1999; Quyang et al. 2005). Για να διερευνηθεί αν όντως ο 

υπερκαταστολέας του N F-κΒ, IkBo SR, δεν είχε καμία επίδραση στην έκφραση της 

κυκλίνης D1 στις ινοβλάστες IM R -90 και M RC-5, κύπαρα που έφεραν τον πρότυπο 

φορέα (vector), ή την k B a S R  καλλιεργήθηκαν σε χαμηλή πυκνότητα και διεγέρθηκαν  

με ορό για διαφορετικές χρονικές περιόδους με ένα εύρος από 0 - 2 4  ώρες.

Ολικά κυπαρικά εκχυλίσματα, απομονώθηκαν από μη-συγχρονισμένες 

κυπαρικές καλλιέργειες πολλαπλασιαζόμενων κυπάρων και αναλύθηκαν για την 

έκφραση της κυκλίνης D1, της Cdc6 και της p 2 lCip/Waf1 με ανοσο-αποτύπωμα κατά 

western (Σχήμα 5.3.). Στις ινοβλάστες IM R -90/Vec παρατηρήθηκε επαγωγή της 

έκφρασης των επιπέδων της κυκλίνης D1 ύστερα από διέγερση με ορό, φτάνοντας 

σε ένα μέγιστο στις 8 h, ακολουθούμενη από μια προοδευτική μείωση μετά από 12 

και 16 h φθάνοντας στα βασικά επίπεδα μετά από 24 h.

Αντίθετα, στις ινοβλάστες \M R -90 IkBo SR  μολονότι η έκφραση της κυκλίνης D1 

επάχθηκε από ορό φθάνοντας ένα μέγιστο μετά από 8 h όπως και στα κύπαρα  

ελέγχου, η έκφραση της μειώθηκε δραματικά μετά από 12 h και 16 h σε σύγκριση με 

αυτή που παρατηρήθηκε στις ινοβλάστες IM R -90Vec και ήταν απούσα 24 h μετά τη 

διέγερσή τους με ορό (Σχήμα 5.3.Α).
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Σχήμα 5.3. Χρόνο-εξαρτώμενη ανάλυση των επίπεδων έκφρασης της κυκλίνης D1, της 
Cdc6 και της p21clp1/Waf1 σε μη-συγχρονισμένες καλλιέργειες ινοβλαστών. Ολικά 
κυτταρικά εκχυλίσματα απομονώθηκαν από ινοβλάστες IMR-90 και MRC-5 που έφεραν τον 
πρότυπο φορέα (Vector) ή την IkBoSR και μελετήθηκε η χρόνο-εξαρτώμενη έκφραση της 
κυκλίνης D1, της Cdc6 και της P2 icip1/wan σε πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα ύστερα από τη 
διέγερσή τους με ορό για χρονικό διάστημα 0 - 24 h με ανοσο-αποτύπωμα κατά western 
χρησιμοποιώντας ειδικά αντισώματα. Η ισοφόρτωση των πρωτεϊνών, ανιχνεύτηκε με την 
έκφραση της β-ακτίνης.
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Στις ινοβλάστες M R C -5V ec η έκφραση της κυκλίνης D1 ήταν χρόνο-εξαρτώμενη  

αλλά σε υψηλότερα επίπεδα απ’ αυτά που ανιχνεύθηκαν στις ινοβλάστες IM R-90Vec. 

Αντίθετα, τα επίπεδα έκφρασης της κυκλίνης D1 ήταν πολύ μειωμένα στις ινοβλάστες 

M R C -5 IkBoSR  (Σχήμα 5.3Β). Συνολικά, τα ευρήματα έδειξαν ότι όντως η IkBo SR  

κατέστειλε την επαγόμενη από ορό έκφραση της κυκλίνης D1 σε 

πολλαπλασιαζόμενες ινοβλάστες.

Παράλληλα, μελετήθηκε η έκφραση του Cdc6 καθώς εμπλέκεται στη ρύθμιση 

του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, αφού αποτελεί μέρος του προ-εναρκτήριου 

συμπλόκου της αντιγραφής του DNA (pre-initiation replication complex ή pre-RC) 

(DePamphilis et al. 2006) αλλά και δείκτης της απόκρισης των κυττάρων σε βλάβες 

στο DNA (Clay-Farrace et al. 2003; Bartkova et al. 2006; Liontos et al. 2007).

Στις ινοβλάστες IM R -90/Vec παρατηρήθηκε επαγωγή της έκφρασης των 

επιπέδων της Cdc6 ύστερα από διέγερση με ορό μετά από 16 h φτάνοντας σε ένα 

μέγιστο στις 24 h. Αντίθετα, στις ινοβλάστες IM R-90/KBaSR η έκφραση της Cdc6  

επάχθηκε από ορό μετά από 12 h και παρέμεινε υψηλή μετά από 16 h και 24  h σε 

σύγκριση με αυτή που παρατηρήθηκε στις ινοβλάστες IM R -90 /V ec (Σχήμα 5.3.Α). Η 

πρόωρη επαγωγή της Cdc6 από ορό στις ινοβλάστες IM R-90//cSaSR πιθανά να 

σχετίζεται με βλάβες στο DNA (Clay-Farrace et al. 2003; DePamphilis et al. 2006) 

αλλά και με την επαγωγή της κυπαρικής γήρανσης (Bartkova et ai., 2006).

Τα ευρήματα που απεικονίζονται παραπάνω, στα σχήματα 2.3 και 4 .3  σε σχέση 

με τις επιδράσεις της υπερέκφρασης της IkBoSR  σε ανθρώπινες φυσιολογικές 

ινοβλάστες, μας προέτρεψαν να αναλύσουμε την έκφραση της p 2 ic,p1/Waf1 σε ενεργά 

πολλαπλασιαζόμενες ινοβλάστες μετά από διέγερση με ορό (Σχήμα 5.3Β). Ενώ στις 

ινοβλάστες M R C -5Vec η έκφραση της p 2 lCip1/Waf1 ήταν χαμηλή φθάνοντας ένα 

μέγιστο επίπεδο μετά από 24 h διέγερσης με ορό, στις ινοβλάστες M R C -5 που 

υπερεκφράζανε την IkBo SR  η έκφραση p 2 ic,p1/Waf1 άρχισε προοδευτικά να αυξάνεται 

μετά από 4 h διέγερσης των κυπάρων με ορό φθάνοντας σε ένα μέγιστο μετά από 12 

h που διατηρήθηκε μετά από 16 h και 24 h (Σχήμα 5.3Β), επιβεβαιώνοντας το ότι η 

υπερέκφραση της IkBoSR  της p 2 iCip1/Waf1 στις φυσιολογικές ανθρώπινες ινοβλάστες.
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2.3.3. Η καταστολή της πορείας μεταγωγής σήματος NF-κΒ προκάλεσε την 

πρόωρη κυτταρική γήρανση των ανθρώπινων εμβρυϊκών ινοβλαστών

Προκειμένου να διερευνηθούν περαιτέρω οι επιπτώσεις της συνεχούς υψηλής 

έκφρασης της p 2 iCip1/Waf1 αλλά και γενικότερα οι επιδράσεις της καταστολής του NF- 

κΒ στο φαινότυπο των φυσιολογικών ανθρώπινων ινοβλαστών, και τα δύο κυπαρικά 

στελέχη των ινοβλαστών IM R -90 και M R C -5 και τα αντίστοιχα κύτταρα που έφεραν 

είτε τον πρότυπο φορέα (Vector) ή τον υπερκαταστολέα του NF-κΒ, IkBoSR, 

ανακαλλιεργήθηκαν συνεχώς μέχρις ότου φτάσουν στο τέλος του κύκλου ζωής τους. 

Ενώ τα κύτταρα M R C -5 γηράσκουν μετά από περίπου 60 κυτταρικές διαιρέσεις (~60 

pdls), τα κύτταρα IM R -90 γηράσκουν μετά από περίπου 40 κυτταρικές διαιρέσεις 

( -4 0  pdls). Μετά την ανακαλλιέργεια όλων των διαφορετικών κυττάρων, 

παρατηρήθηκε πως ανθρώπινες ινοβλάστες που υπερεκφράζανε την IkBoSR  

εμφάνισαν μειωμένη διάρκεια ζωής, και εισήλθαν σε πρόωρη γήρανση μετά από 

περίπου ~25 και ~45 κυτταρικές διαιρέσεις, για τις ινοβλάστες IM R-90 και M RC-5, 

αντίστοιχα, μειώνοντας έτσι τη διάρκεια ζωής τους κατά ~36%  και 22.5% , αντίστοιχα 

(Πίνακας 1.3).

Π ίνακας 1.3. Δ ιάρκεια  ζω ής κυττάρ ω ν IM R -90 και M R C -5 ττου 

υπ ερεκφ ράζανε την  IkB o SR

Κ υτταρ ική  σειρά Δ ιάρκεια  ζω ής (P D L ’s)

IM R-90 41

IM R -90 Vector 3 9 (1 0 0 % )

IM R -90 IkBoSR 25 (64% )

M RC-5 60

M RC-5 Vector 5 8 (1 0 0 % )

M R C -5 IkBoSR 45 (77.5% )
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Ανάλυση των μορφολογικών χαρακτηριστικών των ινοβλαστών IM R -90 και 

M R C -5 που υπερεκφράζανε την k B a S R  έδειξε πως ο φαινότυπός τους παρουσιάζει 

τα χαρακτηριστικά των γηρασμένων ινοβλαστών (Σχήμα 6.3.Α). Αυτό επιβεβαιώθηκε 

μετά από χρώση των κυττάρων για την ανίχνευση της έκφρασης της β- 

γαλακτοσιδάσης σχετικής με τη γήρανση (senescence-associated-£-galactosidase; 

S A ^ -g a l) (Σχήμα 6.3.Β). Οι ινοβλάστες IMR-90//cSaSR και M RC-5//cSaSR εμφάνισαν 

έντονα τη χαρακτηριστική χρώση της ΒΑ-β-gal σε σχέση με τα αντίστοιχα κύπαρα  

ελέγχου (Σχήμα 6 .3 .Β).
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Sen

IkBqSR

Σχήμα 6.3. Οι επιδράσεις της kBaSR στην μορφολογία και το φαινότυπο των 
ανθρωπίνων ινοβλαστών και στην έκφραση της β-γαλακτοσιδάσης. (Α) Ινοβλάστες 
IMR-90 και MRC-5 που έφεραν τον πρότυπο φορέα (Vec) ή την IkBoSR καλλιεργήθηκαν 
συνεχώς μέχρις ότου εισέλθουν στη φάση της κυτταρικής γήρανσης και η μορφολογία τους 
αποτυπώθηκε σε οπτικό μικροσκόπιο Zeiss Model Axiovert S100, Germany. (B) Χρώση για 
την ανίχνευση της έκφρασης της β-γαλακτοσιδάσης, ενός μάρτυρα της κυτταρικής γήρανσης 
(SA^-Gal) σε ινοβλάστες IMR-90 και MRC-5 που έφεραν τον πρότυπο φορέα (Vec) ή την 
IkBoSR μετά από συνεχή ανακαλλιέργεια.



2.3.4. Ο υπερκαταστολέας IkBoSR οδήγησε στην ενεργοποίηση της πορείας 

απόκρισης σε βλάβες στο DNA στις φυσιολογικές ανθρώπινες ινοβλάστες 

(DNA Damage Checkpoint Response)

Προηγούμενες μελέτες έδειξαν, ότι η κυτταρική γήρανση των φυσιολογικών 

ανθρωπίνων ινοβλαστών σχετίζεται με την εμφάνιση μοριακών δεικτών 

χαρακτηριστικών των κυττάρων με σχάσεις ή βλάβες στη διπλή έλικα του D N A  (DNA  

double strand breaks ή DSBs) όπως γ-Η2Α Χ και με ενεργές μορφές των κινασών 

Chk1 και Chk2 που ενεργοποιούνται ως απόκριση σε βλάβες στο D N A (d’Adda di 

Fagagna et al. 2003). Για να διερευνηθεί ο μηχανισμός με τον οποίο η υπερέκφραση 

της IkBoS R  προκάλεσε την πρόωρη κυτταρική γήρανση των φυσιολογικών 

ινοβλαστών, απομονώθηκαν ολικά κυτταρικά εκχυλίσματα και αναλύθηκαν οι 

πρωτεΐνες που εμπλέκονται στην πορεία απόκρισης βλαβών του D N A (D N A  dam age  

checkpoint response ή D D R ) (Σχήμα 7.3.). Η ενεργοποίηση μιας πορείας απόκρισης 

σε βλάβες του DNA επιβεβαιώνεται με την ανίχνευση της φωσφορυλιωμένης ιστόνης 

Η 2Α Χ (γ-Η2ΑΧ), την ενδοκυττάρια εντόπιση της 53Β Ρ1, τη φωσφορυλίωση της Chk2 

(στη θέση Thr68) και της ρ53 (στη θέση Ser20) (d’Adda di Fagagna et al. 2003; 

Bartkova et al. 2005; Gorgoulis et al. 2005; Bartkova et al. 2006).

Ανάλυση με ανοσο-αποτύπωμα κατά western, έδειξε μια επαγωγή των 

επιπέδων έκφρασης των πρωτεϊνών που εμπλέκονται στην πορεία απόκρισης 

βλαβών στο DNA που υπερεκφράζανε τον υπερκαταστολέα k B a S R , και στα δύο 

κυτταρικά στελέχη των ινοβλαστών IM R-90 και M R C -5 (Σχήμα 7.3.).
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IMR-9Q MRC-5
V ec Ik B q S R

«-γ-Η2ΑΧ

-H 2A

p-Chk2(T68)

Chk2

p-p53 (S20)

p53

β-actin

Σχήμα 7.3. Ανάλυση των πρωτεϊνών που εμπλέκονται στην πορεία απόκρισης σε 
βλάβες DNA. Ολικά κυτταρικά εκχυλίσματα, απομονώθηκαν από ινοβλάστες IMR-90 και 
MRC-5 που έφεραν είτε τον πρότυπο φορέα (vec) ή τον υπερκαταστολέα kBaSR και 
αναλύθηκαν για την έκφραση της Η2Α και της φωσφορυλιωμένης μορφής της, γ-Η2ΑΧ, της 
Chk2 και της ενεργής, φωσφορυλιωμένης μορφής της p-Chk2 (Thr68), της ρ53 και της 
φωσφορυλιωμένης μορφής της, ρ53 (Ser20), με ανοσο-αποτύπωμα κατά western 
χρησιμοποιώντας ειδικά αντισώματα. Η ισοφόρτωση των πρωτεϊνών ανιχνεύτηκε με την 
έκφραση της β-ακτίνης.
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Συγκεκριμένα, ανιχνεύθηκε η φωσφορυλιωμένη μορφή γ-Η2Α Χ, η οποία 

εντοπίζεται σε εστίες βλαβών στο DNA, η ενεργοποιημένη μορφή της κινάσης Chk2, 

p-Chk2 Τ68 και η φωσφορυλιωμένη μορφή της ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης ρ53 

στη σερίνη 20, ρ-ρ53 (Ser20). Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι ο  υπερκαταστολέας 

k B a S R  οδηγεί στην ενεργοποίηση της πορείας απόκρισης σε βλάβες στο DNA.

Συνολικά τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η συνεχής ανακαλλιέργεια των 

φυσιολογικών ινοβλαστών επιφέρει στρες, το οποίο απουσία του N F -κΒ πιθανά  

οδηγεί στη συνάθροιση βλαβών στο D N A με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση της 

πορείας απόκρισης σε βλάβες στο DNA με την ενεργοποίηση της Chk2 και του 

τελεστής της ρ53. Η φωσφορυλίωση της ρ53 στη S er 20, απουσία ενεργούς πορείας 

μεταγωγής σήματος του N F-κΒ, σταθεροποιεί την ογκοπρωτεΐνη που με τη σειρά της 

οδηγεί στην επαγωγή της p 2 iCip1/Waf1i ενός γονιδίου-στόχου της. Ο  άξονας ρ53 - 

p2 1 c,Pi/waf1 είναι η σημαντικότερη πορεία επαγωγής των αντί-πολλαπλασιαστικών 

αποκρίσεων κυττάρων, και ιδιαίτερα σε φυσιολογικές ινοβλάστες εκείνος που παίζει 

τον κρισιμότερο ρόλο τόσο στην επαγωγή όσο και στη διατήρηση της κυτταρικής 

γήρανσης (Lou and Chen, 2006).
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II. Καταστολή του NF-κΒ μειορρυθμίζοντας την έκφραση της ΙΚΚα ή ΙΚΚβ
«

3.3. Μειορρύθμιση της πορείας ενεργοποίησης του NF-κΒ σε ανθρώπινες 

εμβρυϊκές ινοβλάστες IMR-90 και MRC-5 με χρήση shRNAi για τις κινάσες- 

ενεργοποιητές του NF-κΒ, ΙΚΚα ή ΙΚΚβ

Η ενεργοποίηση του N F-κΒ κάτω από συνθήκες στρες μπορεί να διεξαχθεί 

διαμέσου δύο πορειών: της κανονικής (canonical pathway) και μη-κανονικής (non- 

canonical pathway) πορείας ενεργοποίησης (βλεπε § 5.1.). Η καταστολή της πορείας 

ενεργοποίησης του N F-κΒ με χρήση του υπερκαταστολέα του, IkBoSR, δεν επιτρέπει 

την εξαγωγή συμπερασμάτων σε σχέση με την πορεία ενεργοποίησης του 

μεταγραφικού παράγοντα που είναι επικρατής στις ανθρώπινες φυσιολογικές 

ινοβλάστες.

Γι’ αυτό το σκοπό χρησιμοποιήθηκαν shRNAs (sh ολιγονουκλεοτίδια) για τη 

μειορρύθμιση της έκφρασης των δύο πρωτεϊνικών κινασών σερίνης/θρεονίνης που 

ενεργοποιούν τον NF-κΒ, ΙΚΚα ή ΙΚΚβ, καθώς επίσης και shRNAi για τη 

λουσιφεράση ως πρότυπο ελέγχου. Ανάλυση κατά western έδειξε ότι η χρήση sh 

RNA για την ΙΚΚα (Σχήμα 8.3Α) ή την ΙΚΚβ (Σχήμα 8.3Β) μειορρύθμισε την έκφραση 

αυτών των δύο πρωτεϊνών και στα δύο στελέχη των φυσιολογικών εμβρυϊκών 

ανθρωπίνων ινοβλαστών IM R -90 και M R C -5 σε σχέση με τον πρότυπο φορέα GL2 

(Σχήμα 8.3).

Η μειορρύθμιση των κινασών σερίνης/θρεονίνης ΙΚΚα ή ΙΚΚβ που 

ενεργοποιούν τον NF-κΒ ως απόκριση σε εξωγενές στρεσογόνο ερέθισμα, θα 

επιτρέψει να διερευνηθεί ποια από τις δύο πορείες ενεργοποίησης του NF-κΒ: η 

κανονική (canonical pathway) ή η μη-κανονική (non-canonical pathway) πορεία είναι 

σημαντικότερη κατά την κυπαρική γήρανση φυσιολογικών ινοβλαστών.
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1MR-90_________M RC-5
Con GL2 #IKKa Con GL2 #IKKa

ΙΚΚα

β-actin

Con GL2 #ΙΚΚβ Con GL2 #ΙΚΚβ

ΙΚΚβ
]«- β-actin

Σχήμα 8.3. Μειορύθμιση των κινασών ΙΚΚα ή ΙΚΚβ ττου ενεργοποιούν τον NF-κΒ σε 
ανθρώπινες εμβρυϊκές ινοβλάστες, IMR-90 και MRC-5. Ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα 
απομονώθηκαν από ανθρώπινες εμβρυϊκές ινοβλάστες IMR-90 και MRC-5 μη 
επιμολυσμένες (control) και επιμολυσμένες με τον πρότυπο ρετροϊικό φορέα GL2 (sh Luc; 
#Luc), ή με το ρετροϊκό φορέα Α1836 (sh ΙΚΚα; # ΙΚΚα) (Α) ή τον P1 (sh ΙΚΚβ; #ΙΚΚβ) (Β) 
και αναλύθηκαν για την έκφραση των ΙΚΚα και ΙΚΚβ με ανοσοαποτύπωμα κατά western. Η 
ισοφόρτωση των πρωτεϊνών ανιχνεύτηκε με την έκφραση της β-ακτίνης.



3.3.1. Η μειορρύθμιση της ΙΚΚβ αλλά όχι της ΙΚΚσ επιβράδυνε το ρυθμό του
m

κυτταρικού πολλαπλασιασμού των ινοβλαστών IMR-90 και MRC-5

Προκειμένου να αναλυθούν οι επιδράσεις της μειορρύθμισης των ΙΚΚα και ΙΚΚβ 

στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό αναλύθηκε ο κυπαρικός κύκλος των ινοβλαστών με 

κυπαρομετρία ροής και με την κατασκευή καμπύλών πολλαπλασιασμού. Ανάλυση με 

κυπαρομετρία ροής ασύγχρονων καλλιεργειών των διαφορετικών πληθυσμών των 

ινοβλαστών IM R -90 έδειξε ότι η μειορρύθμιση της ΙΚΚβ και σε πολύ μικρότερο βαθμό 

της ΙΚΚα στις ινοβλάστες IM R -90 οδήγησε στην επιβράδυνση τους στη φάση G1-S  

του κυτταρικού κύκλου (Σχήμα 9.3Α).

Για να επιβεβαιωθεί η επιβράδυνση του ρυθμού του κυπαρικού 

πολλαπλασιασμού κατασκευάσθηκαν καμπύλες πολλαπλασιασμού. Η μειορρύθμιση 

της ΙΚΚβ αλλά όχι της ΙΚΚα στις ινοβλάστες IM R -90 (Σχήμα 9.3 .Β ) και στις M RC-5  

(Σχήμα 9 .3 .C ) οδήγησε σε δραματική επιβράδυνση του ρυθμού του κυπαρικού 

πολλαπλασιασμού σε σύγκριση με τα κύπαρα ελέγχου και στα δύο κυπαρικά 

στελέχη των ινοβλαστών.

Αυτά τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η κανονική πορεία (διαμέσου της ΙΚΚβ) είναι 

πιθανά σημαντικότερη από τη μη-κανονική πορεία (διαμέσου της ΙΚΚα) 

ενεργοποίησης του NF-κΒ στον πολλαπλασιασμού των φυσιολογικών ανθρωπίνων 

ινοβλαστών.

118



(A)

Φσ>
<ο
cοοw
ΦQ.

#Luc #ΙΚΚα « Κ Κ β

B G 1 72,13 ; 76,54 80,31

■  S 17,1 14,71 13,4

□  G2 11,47 9,15 6,44

(Β)

TIME (Days)

TIME (Days)

Σχήμα 9.3. Η μειορρύθμιση της ΙΚΚβ αλλά όχι της ΙΚΚα επιβράδυνε το ρυθμό 
πολλαπλασιασμού των ινοβλαστών IMR-90 και MRC-5. (Α) Έγινε σπορά 5x10 
ινοβλαστών ανά 10 cm τρυβλίο και τα κύτταρα επωάστηκαν για 24 h. Την επόμενη ημέρα τα 
κύτταρα διεγέρθηκαν με ορό και συλλέχθηκαν μετά από 24 h για την κυτταρομετρία ροής που 
πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας CycleTest™ Plus DNA reagent kit. (Β) και (C): Έγινε 
σπορά 2x104 ινοβλαστών ανά πηγαδάκι σε πολυτρυβλίο 24-πηγαδιών και η αύξηση των 
κυπάρων παρακολουθήθηκε με την καταμέτρηση τους σε πλάκα Neubauer κάθε 2 μέρες. Το 
πείραμα, πραγματοποιήθηκε δυο φορές σε duplicates και στη συνέχεια κατασκευάστηκαν 
καμπύλες πολλαπλασιασμού.
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3.3.2. Ανάλυση των πρωτεϊνών που εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυπαρικού
%

κύκλου στις ινοβλάστες που είχαν μειωμένα επίπεδα έκφρασης της ΙΚΚα ή της 

ΙΚΚβ

Για να διερευνηθούν οι επιδράσεις της μειορρύθμισης των ΙΚΚα και ΙΚΚβ στην 

επιβράδυνση του ρυθμού πολλαπλασιασμού των ινοβλαστών IM R -90 και M RC-5, 

μελετήθηκε η έκφραση πρωτεϊνών που εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυτταρικού 

κύκλου σε πλήρες ταπήτιο (confluent) κυπάρων ύστερα από τη διέγερσή τους με ορό 

(Σχήμα 10.3).

Η μειορρύθμιση της ΙΚΚα ή της ΙΚΚβ δεν μετέβαλλε τα επίπεδα έκφρασης της 

κυκλίνης D1 ή της FoxM1. Όμως, η μειορρύθμιση της ΙΚΚβ επήγαγε την έκφραση της 

Cdc6, της ρ53 και του γονιδίου-στόχου της p 2 iCip1/Waf1 (Σχήμα 10.3). Η επαγωγή της 

Cdc6 έχει ενοχοποιηθεί στην κυτταρική γήρανση (Di Micco et al., 2006; Bartkova et 

al, 2006) και η επαγωγή της επάγει τη γήρανση φυσιολογικών ανθρωπίνων 

ινοβλαστών IM R -90 και M R C -5 (Barkova et al., 2006). Επιπλέον, η ενεργοποίηση 

του άξονα ρ53-ρ21 που ανιχνεύθηκε στις ινοβλάστες παρουσία του υπερκαταστολέα 

του N F-κΒ, IkBoS R  (Σχήμα 4.3Α) οφείλεται στην απουσία της ΙΚΚβ και όχι της ΙΚΚα 

(Σχήμα 10.3). Σε αντίθεση, η μειορρύθμιση της ΙΚΚα κατέστειλε την έκφραση της 

Cdc6 και του άξονα ρ53 - p 2 iCip1/Waf1, με αποτέλεσμα να μην παρατηρηθεί γήρανση 

των ινοβλαστών IM R -90 και M R C -5 στις οποίες είχε αποσιωποιηθεί το γονίδιο της 

ΙΚΚα (Σχήμα 10.3). Η μειορρύθμιση της έκφρασης της Cdc6 από την απουσία της 

ΙΚΚα, ανιχνεύθηκε επίσης σε καρκινικά επιθηλιακά κύπαρα πνεύμονα Α549 

(αδημοσίευτες παρατηρήσεις) που δείχνει ότι η έκφραση της Cdc6, ο πραγωγέας του 

γονιδίου της οποίας φέρει ένα NF-κΒ ρυθμιστικό στοιχείο ~ 150 βάσεις ανάρρους της 

θέσης έναρξης της μεταγραφής, υπόκειται στον έλεγχο της μη-κανονικής πορείας 

ενεργοποίησης του NF-κΒ. Μολονότι, η συνεχής υψηλή έκφραση της p2 i Cip1/Waf1 

πιθανά ήταν ένας από τους παράγοντες που συνέβαλε στην επιβράδυνση της 

προόδου του κυτταρικού κύκλου και στη μείωση του ρυθμού πολλαπλασιασμού των 

ινοβλαστών IM R -90 και M R C -5 που είχαν χαμηλά επίπεδα ΙΚΚβ, δεν μπορεί από 

μόνη της να δικαιολογήσει τις διαφορές μεταξύ των ινοβλαστών που έφεραν χαμηλά 

επίπεδα ΙΚΚβ και εκείνων με χαμηλά επίπεδα ΙΚΚα.
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IMR-90 MRC-5
GL2 #ΙΚΚα #ΙΚΚβ GL2 #ΙΚΚα #ΙΚΚβ

Cyc D1 

ρ53

^CDC6

β-actin
p 2 l CiP1/Waf1

β-actin

Σχήμα 10.3. Ανάλυση των πρωτεϊνών, που εμπλέκονται στην ρύθμιση του κυτταρικού

I
 κύκλου σε ινοβλάστες που είχαν μειωμένα επίπεδα έκφρασης της ΙΚΚα ή της ΙΚΚβ.

Ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα, απομονώθηκαν από ινοβλάστες IMR-90 και MRC-5 ελέγχου 
(GL2) και κύτταρα που είχαν μειωμένα επίπεδα ΙΚΚα (#ΙΚΚα) η ΙΚΚβ (#ΙΚΚβ), σε πλήρες 
ταπήτιο (confluent) και αναλύθηκαν με ανοσο-αποτύπωμα κατά western για την έκφραση 
πρωτεϊνών που εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου όπως κυκλίνης D1, ρ53, 
Cdc6, FoxM1, και p 2 lc,p/Waf1 χρησιμοποιώντας ειδικά αντισώματα. Η ισοφόρτωση των 
δειγμάτων έγινε με την ανίχνευση των επιπέδων της β-ακτίνης.
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3.3.3. Η μειορρύθμιση της ΙΚΚβ είχε σαν αποτέλεσμα την ενεργοποίηση της 

πορείας απόκρισης σε βλάβες στο DNA στις φυσιολογικές ανθρώπινες 

ινοβλάστες IMR-90 και MRC-5

Προκειμένου να διερευνηθούν οι διαφορές μεταξύ των ινοβλαστών που είχαν 

μειωμένα επίπεδα ΙΚΚα ή ΙΚΚβ, ώστε να μπορούν να εξηγηθούν εν μέρει οι διαφορές 

τους σε σχέση με τους ρυθμούς πολλαπλασιασμού τους, αναλύθηκε η έκφραση 

πρωτεϊνών που εμπλέκονται στις αποκρίσεις των κυπάρων σε βλάβες στο DNA  

(Σχήμα 11.3).

Ανάλυση με ανοσο-αποτύπωμα κατά western, έδειξε μια επαγωγή των 

επιπέδων έκφρασης των πρωτεϊνών που εμπλέκονται στην πορεία απόκρισης 

βλαβών στο DNA που είχαν μειορρυθμισμένα επίπεδα έκφρασης της ΙΚΚβ αλλά όχι 

ΙΚΚα, και στα δύο κυτταρικά στελέχη των ινοβλαστών IM R -90 και M RC-5 (Σχήμα

11.3).

Συγκεκριμένα, ανιχνεύθηκαν οι φωσφορυλιωμένες μορφές των Η2Α, Chk2 και 

ρ53, γ-Η2ΑΧ, η p-Chk2 (Τ68) και η ρ-ρ53 (Ser20), αντίστοιχα σε υψηλότερα επίπεδα 

στις ινοβλάστες ΙΙΥ^-90#ΙΚ Κβ και M R C -5 # IK ^  από ότι στις αντίστοιχες ινοβλάστες 

που είχαν μειωμένα επίπεδα έκφρασης της ΙΚΚα ή που έφεραν τον πρότυπο φορέα 

ελέγχου GL2 (Σχήμα 11.3). Είναι φανερό ότι οι ινοβλάστες ΙΙΥ^-90#ΙΚΚβ και M RC- 

5#ΙΚΚβ η πορεία απόκρισης σε βλάβες στο DNA ήταν ενεργοποιημένη.

Επομένως, τα αποτελέσματα έδειξαν ότι οι φυσιολογικές ανθρώπινες 

ινοβλάστες με μειωμένα επίπεδα της κινάσης ΙΚΚβ, αλλά όχι της ΙΚΚα, που 

ενεργοποιεί την κανονική πορεία του N F -κΒ, είναι περισσότερη επιρρεπή σε βλάβες 

στο DNA, που οδηγούν στην ενεργοποίηση της πορείας απόκρισης σε βλάβες στο 

DNA.
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IMR-90
Y-H2AX

H2A

p-Chk2(T68)

Chk2

p-p53(S20)

β-actin

Σχήμα 11.3. Ανάλυση των ττρωτεϊνών που εμπλέκονται στην πορεία απόκρισης σε 
I βλάβες DNA στις ινοβλάστες που είχαν μειωμένα επίπεδα έκφρασης της ΙΚΚα ή της 

ΙΚΚβ. Ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα, απομονώθηκαν από ινοβλάστες IMR-90 και MRC-5 
ελέγχου (GL2) και κύτταρα που είχαν μειωμένα επίπεδα ΙΚΚα (#ΙΚΚα) ή ΙΚΚβ (#ΙΚΚβ), σε 
πλήρες ταπήτιο (confluent) και αναλύθηκαν με ανοσο-αποτύπωμα κατά western για την 
έκφραση πρωτεϊνών που εμπλέκονται στις αποκρίσεις των κυττάρων σε βλάβες στο DNA, 
όπως της Η2Α και της φωσφορυλιωμένης μορφής της, γ-Η2ΑΧ, της Chk2 και της ενεργής, 

) φωσφορυλιωμένης μορφής της p-Chk2 (Thr68), της ρ53 και της φωσφορυλιωμένης μορφής 
της, ρ53 (Ser20), με ανοσο-αποτύπωμα κατά western χρησιμοποιώντας ειδικά αντισώματα. 
Η ισοφόρτωση των πρωτεϊνών ανιχνεύτηκε με την έκφραση της β-ακτίνης.
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Είναι γνωστό ότι η ενεργοποίηση της πορείας απόκρισης σε βλάβες στο DNA 

είναι ένδειξη της προσπάθειας των κυπάρων να επιδιορθώσουν τις βλάβες ώστε να 

μπορέσουν να συνεχίσουν τον κυπαρικό κύκλο και να πολλαπλασιασθούν.

Επομένως φαίνεται ότι οι διαφορές στο ρυθμό πολλαπλασιασμού μεταξύ των 

ανθρωπίνων ινοβλαστών που έφεραν μειωμένα επίπεδα έκφρασης της ΙΚΚβ σε 

σχέση με τις αντίστοιχες ινοβλάστες με μειωμένα επίπεδα έκφρασης ΙΚΚα οφείλονταν 

στην ενεργοποίηση της πορείας απόκρισης σε βλάβες στο DNA. Η επιβράδυνση της 

προόδου του κυτταρικού κύκλου και επομένως του κυτταρικού πολλαπλασιασμού 

επιτρέπει στα κύτταρα να επιδιορθώσουν τις βλάβες στο DNA και να συνεχίσουν τον 

κυτταρικό τους πολλαπλασιασμό.

3.3.4. Η μειορρύθμιση της ΙΚΚβ αλλά όχι της ΙΚΚα προκάλεσε την πρόωρη 

κυτταρική γήρανση των ανθρώπινων εμβρυϊκών ινοβλαστών

Η κυτταρική γήρανση των φυσιολογικών ανθρωπίνων ινοβλαστών σχετίζεται με 

την εμφάνιση μοριακών δεικτών χαρακτηριστικών των κυττάρων με σχάσεις ή βλάβες 

στη διπλή έλικα του DNA (DNA double strand breaks ή DSBs) (d’Adda di Fagagna et 

al. 2003). Καθώς η ενεργοποίηση της πορείας απόκρισης σε βλάβες στο DNA που 

οδηγεί στην επιβράδυνση ή τη διακοπή του κυτταρικού κύκλου μπορεί να οδηγήσει 

διαμέσου του άξονα ρ53 - p 2 lclp1/Waf1 σε κυτταρική απόπτωση ή κυπαρική γήρανση, 

μελετήθηκε η κυτταρική γήρανση των διαφορετικών κυπαρικών πληθυσμών των 

ινοβλαστών IMR-90 και MRC-5.

Η συνεχής ανακαλλιέργεια των ινοβλαστών έδειξε ότι ενώ οι ινοβλάστες IMR-90 

GL2 εισήλθαν στη φάση της κυτταρικής γήρανσης μετά από 37 pdls, οι IMR-90 που 

έφεραν sh ΙΚΚα ή sh ΙΚΚβ διαιρέθηκαν για 34 pdls και 27 pdls, αντίστοιχα, που 

αντιστοιχούσε σε μια μείωση του χρόνου ζωής τους της τάξης του ~8% και του -27% , 

αντίστοιχα. Όμοια, ενώ οι ινοβλάστες MRC-5 GL2 διαιρέθηκαν για 57 pdls, οι MRC-5 

που είχαν μειωμένα επίπεδα έκφρασης της ΙΚΚα ή της ΙΚΚβ εισήλθαν σε κυτταρική 

γήρανση μετά από 54 pdls και 46 pdls, που αντιστοιχούσε σε μια μείωση του χρόνου 

ζωής τους της τάξης του -5%  και του -19% , αντίστοιχα. Ήταν επομένως φανερό ότι 

ανθρώπινοι ινοβλάστες IMR-90 και MRC-5 που έφεραν μειωμένα επίπεδα έκφρασης 

της ΙΚΚβ εισήλθαν σε πρόωρη γήρανση μετά από περίπου -2 7  (φυσιολογικές IMR-
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90 37-42 pdls) και ~46 (φυσιολογικές M R C -5  57-62  pdls) κυπαρικές διαιρέσεις 

(Πίνακας 2.3).

Πίνακας 2.3. Διάρκεια ζωής κυττάρων IMR-90 και MRC-5 που είχαν 

μειωμένα επίπεδα έκφρασης της ΙΚΚα ή της ΙΚΚβ

Κυτταρική σειρά Διάρκεια ζωής (PDL’s)

IM R -90 GL2 {sh Luc) 37 (100% )

IM R -90 A 1836  {sh ΙΚΚα) 34 (91 .9% )

IM R-90 P1 {sh ΙΚΚβ) 27 (72 .8% )

M R C -5 GL2 {sh Luc) 5 7 (1 0 0 % )

M RC-5 A 1836  {sh IKKa) 54 (94 .8% )

M RC-5 P1 {sh ΙΚΚβ) 46  (80 .7% )

Ανάλυση των μορφολογικών χαρακτηριστικών τω ν ινοβλαστών IM R -90 και 

M RC-5 που είχαν μειωμένα επίπεδα έκφρασης της ΙΚΚα ή της ΙΚΚβ έδειξε πως ο 

φαινότυπός τους παρουσιάζει τα χαρακτηριστικά των γηρασμένων ινοβλαστών όπως 

επιβεβαιώθηκε μετά από τη χρώση των κυττάρων για την ανίχνευση της έκφρασης 

της β-γαλακτοσιδάσης σχετικής με τη γήρανση (senescence-associated-β- 

galactosidase; S A ^ -g a l) (Σχήμα 12.3). Οι ινοβλάστες IM R -90 #ΙΚΚβ εμφάνισαν 

έντονα τη χαρακτηριστική χρώση της S A ^ -g a l σε σχέση με τις ινοβλάστες IM R -90  

#ΙΚΚα ή τα αντίστοιχα κύπαρα ελέγχου (Σχήμα 12.3).



IM R -90
P 14

IMR-90
P24

Σχήμα 12.3. Οι επιδράσεις της μειορρύθμισης της έκφρασης της ΙΚΚα ή της ΙΚΚβ στο 
φαινότυπο των ανθρωπίνων ινοβλαστών IMR-90. Ινοβλάστες IMR-90 που έφεραν τον 
φορέα ελέγχου (GL2) ή sh ΙΚΚα ή sh ΙΚΚβ καλλιεργήθηκαν συνεχώς μέχρις ότου εισέλθουν 
στη φάση της κυπαρικής γήρανσης και ο φαινότυπος τους διερευνήθηκε με χρώση για την 
ανίχνευση της έκφρασης της β-γαλακτοσιδάσης, ενός μάρτυρα της κυπαρικής γήρανσης 
(SA^-Gal) σε ινοβλάστες μετά από 14 ή 24 κυπαρικές διαιρέσεις.

126



Συνολικά τα αποτελέσματα έδειξαν, ότι η ΙΚΚβ και όχι η ΙΚΚα είναι ο κύριος 

ενεργοποιητής του NF-κΒ. Η συνεχής ανακαλλιέργεια των φυσιολογικών ινοβλαστών 

ιδιαίτερα απουσία της ΙΚΚβ και σε πολύ μικρότερο βαθμό της ΙΚΚα πιθανά επιφέρει 

στρες, το οποίο απουσία του NF-κΒ οδηγεί στη συνάθροιση βλαβών στο DNA με 

αποτέλεσμα την ενεργοποίηση της πορείας απόκρισης σε βλάβες στο DNA με την 

ενεργοποίηση της Chk2 και του τελεστή της ρ53. Η φωσφορυλίωση της ρ53 στη Ser 

20, απουσία ενεργούς πορείας μεταγωγής σήματος του NF-κΒ, σταθεροποιεί την 

ογκοπρωτεΐνη που με τη σειρά της οδηγεί στην επαγωγή της p 2 iCip1/Waf1i ενός 

γονιδίου-στόχου της. Ο άξονας ρ53 - P21c,p1/Waf1 ήταν επομένως η σημαντικότερη 

πορεία επαγωγής των αντί-πολλαπλασιαστικών αποκρίσεων κυττάρων, και ιδιαίτερα 

σε φυσιολογικές ινοβλάστες εκείνος που παίζει τον κρισιμότερο ρόλο τόσο στην 

επαγωγή όσο και στη διατήρηση της κυτταρικής γήρανσης (Lou and Chen, 2006).
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Β. Ο ρόλος του NF-κΒ στην επαγόμενη από οξειδωτικό στρες

κυτταρική γήρανση

4.3. Η καταστολή του NF-κΒ επιτάχυνε την κυτταρική γήρανση των 

φυσιολογικών ανθρωπίνων ινοβλαστών επαγόμενη από το Η2Ο2

Μελέτες έδειξαν πως ο NF-κΒ προάγει τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, αλλά ο 

σημαντικότερος ρόλος του είναι η αύξηση της κυτταρικής επιβίωσης μετά από 

ογκογόνο ή γονοτοξικό στρες (Karin et al. 2002; Karin and Lin, 2002; Karin and 

Greten, 2002), που υποστηρίζεται και από διαγονιδιακά μοντέλα που εμφανίζουν 

εμβρυϊκό θάνατο με την απάλειψη της ρ65 ή των IKKs (Beg et al. 1995; Li et al. 1999; 

Senftleben et al. 2005; Maeda et al. 2005).

Για να διερευνηθεί αν η πορεία ενεργοποίησης του NF-κΒ εμπλέκεται στη 

κυτταρική γήρανση των HDFs μετά από έκθεση των κυττάρων σε κάποιον 

στρεσογόνο παράγοντα, υποθέσαμε, ότι η καταστολή ενεργοποίησης του NF-κΒ, θα 

μας δώσει μια σαφή εικόνα για τον ρόλο του ως επιβιωτικός παράγοντας, στη 

γήρανση επαγόμενη από στρες καθώς ο NF-κΒ είναι ο κύριος μεταγραφικός 

παράγοντας αποκρίσεων των κυπάρων θηλαστικών σε στρες.

Για το σκοπό αυτό, χορηγήθηκε στα κύτταρα MRC-5 Vector και MRC-5 

IkBoSR υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η20 2), καθώς πολλές μελέτες έδειξαν ότι το 

Η20 2 επάγει την πρόωρη κυτταρική γήρανση φυσιολογικών ανθρωπίνων ινοβλαστών 

(Yuan et al. 1996; Chen et al. 1998; Chen et al. 2000; Dumont et al. 2000; 

Petropoulou et al. 2001; Lee et al. 2002; Frippiat et al. 2003; Wang et al. 2004; 

Bokov et al. 2004; Chen et al. 2005; Ryu et al. 2006).

Στις ινοβλάστες MRC-5Vector και MRC-5 IkBoSR χορηγήθηκαν 0, 50, 100 και 

200 μ Μ Η20 2 για 2 ώρες και επιδράσεις του στον κυπαρικό πολλαπλασιασμό 

αναλύθηκαν με κυτταρομετρία ροής μετά από 24 h (Σχήμα 13.3). Η χορήγηση Η20 2 

στις MRC-5 Vector οδήγησε στην δοσο-εξαρτώμενη συνάθροιση των κυπάρων στη 

φάση G2 του κυτταρικού κύκλου. Η παρουσία της IkBoSR είχε σαν αποτέλεσμα τη 

μεγαλύτερη συνάθροιση των κυττάρων στη φάση G2 με λιγότερα κύτταρα να 

εισέρχονται στη φάση G1 του κυτταρικού κύκλου μετά από έκθεση σε Η20 2 (Σχήμα
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13.3). Είναι φανερό ότι η IkBoSR  καθυστέρησε τη πρόοδο του κυπαρικού κύκλου 

των ινοβλαστών MRC-5 ακόμη και απουσία Η2Ο2.

Με βάση τα ευρήματα που αναφέρονται στο Μέρος Α(Ι) των αποτελεσμάτων, η 

επιβράδυνση της προόδου του κυπαρικού κύκλου απουσία του Η2Ο2 στη φάση G2 

και ιδιαίτερα παρουσία του Η20 2 στη φάση G1 συνηγορούν ότι πιθανά η καταστολή 

της ενεργοποίησης του NF-κΒ από το Η20 2 (Gosseiin and Abbadie, 2003; Gloire et 

al. 2006) λόγω της παρουσίας του υπερκαταστολέα IkBoSR  είχε σαν αποτέλεσμα τη 

συνάθροιση βλαβών στο DNA.



0 50 100 200 0 50 100 200
El G1 63,69 60,5 61,98 61,56 53,21 53,05 56,43 56,93
■ S 15,43 16 12,25 10,47 16,38 14,62 10,95 11,19
□ G2 18,81 21,21 21,16 26,32 27,42 27,42 26,93 28

Σχήμα 13.3 Η IkBoSR επιβράδυνε την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου παρουσία Η20 2.
Έγινε σπορά των ινοβλαστών MRC-5Vector και MRC-5IkBoSR  σε 10 cm τρυβλία κυττάρων 
και μετά από 24 h χορηγήθηκαν στις ινοβλάστες αυξανόμενες συγκεντρώσεις Η20 2 για 2 
ώρες, ακολούθησε αλλαγή θρεπτικού υλικού και επώαση στους 37°C για 24 ώρες. Η 
κυτταρομετρία ροής πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας CycleTest™ Plus DNA reagent kit.



4.3.1. Φυσιολογικές ινοβλάστες που υπερεκφράζανε την IkBoSR είχαν 

αυξημένα επίπεδα ρ53 και p2 i cip1/Waf1 παρουσία Η2θ 2

Για να μελετηθούν οι επιδράσεις της k B a S R  στην πρόοδο του κυτταρικού 

κύκλου, μελετήθηκε η έκφραση πρωτεϊνών που εμπλέκονται στη ρύθμιση του 

κυπαρικού κύκλου σε μονοστοιβάδα κυπάρων ύστερα από χορήγηση αυξανόμενων  

συγκεντρώσεων Η20 2 (Σχήμα 14.3.)·

Ανοσο-αποτύπωμα κατά western έδειξε ότι δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές 

μεταβολές στην έκφραση της κυκλίνης D1 μετά τη χορήγηση Η20 2 στις ινοβλάστες 

M RC-5Vector ή M RC-5lKBaSR (Σχήμα 14.3Α), σύμφωνα με προηγούμενες μελέτες 

(Frippiat et al. 2003). Αντίθετα, το Η20 2 επήγαγε τα επίπεδα έκφρασης της ρ53 και 

του προϊόντος του γονιδίου-στόχου της p 2 ic,p1/Waf1 σ π ς  ινοβλάστες M RC-5Vector 

κατά δοσο-εξαρτώμενο τρόπο, ιδιαίτερα στις συγκεντρώσεις μεγαλύτερες από 50 μΜ, 

των 100 και 200 μΜ Η20 2. Αυτά τα αποτελέσματα ενίσχυσαν την άποψη ότι το Η20 2 

ενεργοποιεί την πορεία της ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης ρ53, και ιδιαίτερα τον 

άξονα ρ53 - p21Clp1/Waf1, που εμπλέκεται στην επιβράδυνση ή τη διακοπή του 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού (Σχήμα 14.3Α), σύμφωνα με προηγούμενες μελέτες 

(Chen et al. 1998; Chen et al. 2000; Dumont et al. 2000; de M agalhaes et al. 2002; 

de M agalhaes et al. 2004; W ang et al. 2004; Ryu et al. 2006). Όμω ς, παρουσία της 

k B aS R , τα βασικά αλλά και τα επαγόμενα από το Η20 2 επίπεδα έκφρασης της ρ53  

και της p 2 ic,p1/Waf1 ήταν υψηλότερα στις ινοβλάστες M R C -5 k B a S R  σε σχέση με τα 

αντίστοιχα που ανιχνεύθηκαν στις M RC-5Vector (Σχήμα 14.3Α), επιβεβαιώνοντας τα 

ευρήματα που αναφέρονται στο Μέρος Α(Ι) των αποτελεσμάτων ότι η απουσία του 

N F-κΒ σταθεροποιεί την ρ53.



uM MRC-5 Vector MRC-5 IkBqSR

Cyc D1 
p53

p 2 ic,P1/WaT1

β-actin

μΜ
H20 2:

Vector ΙΚΚβΤ 
0 200 0 200

^ - P 5 3

β-actin

Σχήμα 14.3. Ανάλυση των πρωτεϊνών, που εμπλέκονται στην ρύθμιση του κυτταρικού 
κύκλου. Ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα, απομονώθηκαν από (Α) ινοβλάστες MRC-5 που 
έφεραν τον πρότυπο φορέα ελέγχου (Vector) και κύτταρα που υπερεκφράζανε τον 
υπέρκαταστολεα του NF-κΒ, IkBoSR. (Β) Ινοβλάστες που υπερεκφράζανε μεταλλαγμένη 
μορφή της ΙΚΚβ, ΙΚΚβΤ. Στους διαφορετικούς κυτταρικούς πληθυσμούς χορηγήθηκε Η20 2 
για 2 h, και μετά από την επώαση τους για 24 h απουσία Η20 2, αναλύθηκαν τα επίπεδα 
έκφρασης των πρωτεϊνών που αναγράφονται στο σχήμα με την χρησιμοποίηση ειδικών 
αντισωμάτων. Η ισοφόρτωση των δειγμάτων έγινε με την ανίχνευση των επιπέδων της β- 
ακτίνης.
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Προκειμένου όμως, να αποσαφηνιστεί αν όντως υπάρχει αντίστροφη σχέση 

μεταξύ του NF-κΒ και της ρ53, κατασκευάσθηκαν σταθεροί κυπαρικοί πληθυσμοί 

ινοβλαστών που έφεραν μια ενεργοποιημένη μορφή της κινάσης ΙΚΚβ, ΙΚΚβΤ, η 

ιδιοστατική έκφραση της οποίας ενεργοποιεί τον N F -κΒ, ακόμη και απουσία 

εξωγενούς ερεθίσματος (Σχήμα 14.3Β). Ενώ, η χορήγηση Η20 2 επήγαγε την 

έκφραση της ρ53 στις ινοβλάστες ελέγχου, η παρουσία της ΙΚΚβΤ είχε σαν 

αποτέλεσμα την καταστολή της επαγωγής της ρ53 από το Η20 2 (Σχήμα 14.3.Β), 

επιβεβαιώνοντας έτσι την αντίστροφη σχέση μεταξύ της ενεργοποίησης του NF-B και 

ι της ρ53.

4.3.2. Η IkBciSR κατέστειλε την ενεργοποίηση του NF-κΒ από το Η20 2 και 

μετέβαλλε την έκφραση και εντόπιση της κυκλίνης D1, ρ53 και p 2 lCip1/Waf1

Προκειμένου να μελετηθούν οι επιδράσεις του Η20 2 στην ενεργοποίηση του NF- 

Β, απομονώθηκαν από κύτταρα ελέγχου M R C-5/Vector και από κύτταρα M R C -5 που 

υπερεκφράζανε τον υπερκαταστολέα IkBoSR  κυτταροπλασματικά (cytoplasmic), 

πυρηνικά (nuclear) εκχυλίσματα καθώς και εκχυλίσματα καθαρών πυρήνων (nuclei) 

και ανιχνεύθηκαν τα επίπεδα έκφρασης των υπομονάδων του NF-κΒ, ρ50 και ρ65 με 

ανοσο-αποτύπωμα κατά western (Σχήμα 15.3). Η χορήγηση Η20 2 ενεργοποίησε τον 

NF-κΒ στις ινοβλάστες M RC-5Vector, καθώς τα κυτταροπλασματικά επίπεδα 

έκφρασης των ρ50 και ρ65 μειώθηκαν και τα αντίστοιχα πυρηνικά επίπεδα έκφρασης 

τους αυξήθηκαν, ιδιαίτερα σε συγκεντρώσεις μεγαλύτερες ή ίσες από 100 μΜ Η20 2. 

Ανάλυση των εκχυλισμάτων από πυρήνες επιβεβαίωσε τη μετατόπιση των 

υπομονάδων του N F -κΒ, ρ50 και ρ65 στους πυρήνες των M R C -5/Vector μετά την 

έκθεση τους σε > 100μΜ Η20 2 (Σχήμα 15.3.). Σε αντίθεση, η παρουσία του J υπερκαταστολέα IkBo SR  παρεμπόδισε την επαγωγή των υπομονάδων του N F -kB, 

ρ50 και ρ65, από το Η20 2και τη μετατόπιση του ενεργούς διμερούς ρ50-ρ65 στους 

πυρήνες των ινοβλαστών M R C -5 IkBoSR  (Σχήμα 15.3). Συνολικά, τα αποτελέσματα 

έδειξαν ότι το Η20 2 ενεργοποίησε τον N F-κΒ στις φυσιολογικές ινοβλάστες, αλλά η 

παρουσία του υπερκαταστολέα IkBo SR  παρεμπόδισε την επαγόμενη ενεργοποίηση 

του μεταγραφικού πυρηνικού παράγοντα από το Η20 2.
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Επειδή η κυκλίνη D1 αποτελεί μεταγραφικό στόχο του NF-κΒ και λόγω του ότι 

δεν ανιχνεύθηκαν σημαντικές μεταβολές στην έκφραση της παρουσία ή απουσία του 

Η2Ο2 στις φυσιολογικές ινοβλάστες MRC-5 ή στις MRC-5 που υπερεκφράζανε την 

IkBoSR  (Σχήμα 14.3Α), μελετήθηκε η έκφραση της στα διάφορα κυπαρικά κλάσματα 

(Σχήμα 15.3). Η χορήγηση Η2θ 2 δεν μετέβαλε τα επίπεδα έκφρασης της κυκλίνης D1 

στα κυτταροπλασματικά εκχυλίσματα, αλλά μειορρύθμισε την έκφραση της στους 

πυρήνες των ινοβλαστών MRC-5Vector κατά δοσο-εξαρτώμενο τρόπο (Σχήμα 15.3). 

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι πιθανά το Η20 2 παρεμπόδισε τη μετατόπιση της 

κυκλίνης D1 από το κυτταρόπλασμα στους πυρήνες των κυττάρων. Σε αντίθεση, 

παρουσία της kBaSR, η χορήγηση Η20 2 είχε σαν αποτέλεσμα την αύξηση των 

επιπέδων έκφρασης της κυκλίνης D1 κατά δοσο-εξαρτώμενο τρόπο (Σχήμα 15.3). 

Μολονότι, συνολικά αυτά τα ευρήματα είναι παράδοξα, συμβαδίζουν με τις διαφορές 

των επιδράσεων του Η2Ο2 στην πρόοδο του κυτταρικού κύκλου στους δύο 

διαφορετικούς κυτταρικούς πληθυσμούς MRC-5/Vectror και MRC-5lKBaSR (Σχήμα

13.3). Επιπλέον φαίνεται ότι ο NF-κΒ ήταν αρνητικός ρυθμιστής της έκφρασης 

κυκλίνης D1 στις ινοβλάστες σε σχέση με επιθηλιακά κύπαρα.
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MRC-5 Vector MRC-5 IkBqSR

Σχήμα 15.3. Ανάλυση της έκφρασης των υττομονάδων του NF-κΒ και πρωτεϊνών που 
εμπλέκονται στην ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου μετά την έκθεση ανθρωπίνων 
ινοβλαστών MRC-5 σε Η20 2. Εκχυλίσματα απομονώθηκαν από διαφορετικά κυτταρικά 
κλάσματα (κυτταροπλασματικά, πυρηνικά και πυρήνων) ινοβλαστών MRC-5 ελέγχου, MRC- 
5Vector, και ινοβλαστών που υπερεκφράζανε τον υπερκαταστολέα του NF-κΒ, IkBoSR, 
παρουσία ή απουσία αυξανόμενων συγκεντρώσεων Η20 2. Η ανάλυση των επιπέδων 
έκφρασης των διαφόρων πρωτεϊνών έγινε με ανοσο-αποτύπωμα κατά western 
χρησιμοποιώντας ειδικά αντισώματα. Η ισοφόρτωση των δειγμάτων ελέγχθηκε με την 
ανίχνευση των επιπέδων έκφρασης της β-λαμίνης και β-ακτίνης.



Η μελέτη της έκφρασης της ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης ρ53 στις ινοβλάστες 

MRC-5/Vectror και MRC-5/lkBaSR έδειξε μια αντίστροφη σχέση μεταξύ του NF-B και 

της ρ53. Προκειμένου να διερευνηθεί περαιτέρω αν όντως η ενεργοποίηση του NF-B 

επηρεάζει την έκφραση της ρ53, μελετήθηκε η έκφραση της στα διαφορετικά 

κυτταρικά κλάσματα των δύο διαφορετικών κυτταρικών πληθυσμών των ινοβλαστών 

με ανοσο-αποτύπωμα κατά western (Σχήμα 15.3). Πρώτον, ελάχιστη έκφραση της 

ρ53 ανιχνεύθηκε σε κυτταροπλασματικά εκχυλίσματα δείχνοντας ότι τουλάχιστον σε 

φυσιολογικές ινοβλάστες εντοπίζεται αποκλειστικά στους πυρήνες των κυττάρων. 

Δεύτερον, ενώ στις ινοβλάστες MRC-5/Vector τα πυρηνικά επίπεδα έκφρασης της 

ρ53 ήταν χαμηλά, στις MRC-5/kBaSR ήταν σημαντικά υψηλότερα, επιβεβαιώνοντας 

τα προηγούμενα ευρήματα της παρούσας διατριβής (Σχήμα 7.3). Τρίτον, η χορήγηση 

Η20 2στις ινοβλάστες MRC-5Vector επήγαγε τα πυρηνικά επίπεδα έκφρασης της ρ53 

κατά δοσο-εξαρτώμενο τρόπο, ενώ στις MRC-5lKBaSR ήταν πολύ υψηλά 

(υψηλότερα ακόμη και από αυτά που ανιχνεύθηκαν μετά από τη χορήγηση 200 μΜ 

Η20 2 στις MRC-5Vector) και δεν παρατηρήθηκε επιπλέον επαγωγή της ρ53 από το 

Η20 2, πιθανά γιατί η έκφραση της ήταν στο μέγιστο επίπεδο ανεκτό για την επιβίωση 

των ινοβλαστών MRC-5lKBaSR (Σχήμα 15.3).

Προκειμένου να διερευνηθεί αν η αυξημένη έκφραση και σταθερότητα της ρ53 

οφείλεται στη φωσφορυλίωση της, μελετήθηκε η έκφραση της φωσφορυλιωμένης 

μορφής της, p-p53(Ser-20), στις ινοβλάστες MRC-5Vector και MRC-5- kBaSR  

(Σχήμα 15.3). Ενώ δεν ανιχνεύθηκε η έκφραση της p-p53(Ser-20) στα πυρηνικά 

εκχυλίσματα των ινοβλαστών MRC-5Vector απουσία Η20 2, επάχθηκε μετά την 

έκθεση τους σε £100 μΜ Η20 2 αλλά τα επίπεδα έκφρασης της ήταν χαμηλά. Σε 

αντίθεση, ενώ η έκφραση της p-p53(Ser-20) στις ινοβλάστες MRC-5IkBoSR απουσία 

Η20 2 ήταν ανιχνεύσιμη, η χορήγηση Η20 2 επήγαγε σημαντικά την έκφραση της σε 

υψηλότερα επίπεδα (Σχήμα 15.3), δείχνοντας ότι η απουσία ενεργοποιημένου NF-kB 

οδήγησε στην υψηλότερη έκφραση και στη σταθεροποίηση της ρ53. Σημειωτέο ότι η 

φωσφορυλιωμένη μορφή της ρ53 αποτελεί μάρτυρα της απόκρισης των κυπάρων σε 

βλάβες στο DNA.

Μελετήθηκε επίσης η έκφραση της p2 iCip1/VVa,1> η οποία αποτελεί μεταγραφικό 

στόχο της ρ53 (Ocker and Schneider-Stock, 2007), στα διάφορα κυτταρικά κλάσματα 

παρουσία ή απουσία του Η20 2 στις ινοβλάστες MRC-5Vector και MRC-5lKBaSR 

(Σχήμα 15.3). Στις ινοβλάστες MRC-5Vector, η έκφραση της p21clp1/Waf1 εντοπίσθηκε
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και στο κυτταροπλασματικό και στο πυρηνικό διαμέρισμα των κυττάρων, και 

επάχθηκε παρουσία Η2Ο2 κατά δοσο-εξαρτώμενο τρόπο. Στις ινοβλάστες MRC- 

5lKBaSR, τόσο η κυπαροπλασματική όσο και η πυρηνική έκφραση της p21Cip1/Waf1 

ήταν κατά 3-5 φορές υψηλότερη από τα αντίστοιχα επίπεδα που ανιχνεύθηκαν στις 

MRC-5/Vector και επάχθηκε παρουσία Η2θ 2 κατά δοσο-εξαρτώμενο τρόπο. Η 

υψηλότερη έκφραση της p21Cip1/Waf1 στις ινοβλάστες MRC-5lKBaSR από ότι στις 

MRC-5/Vector συμφωνεί με την έκφραση της ολικής και φωσφορυλιωμένης μορφής 

της ρ53, αλλά και με την καταστολή της ενεργοποίησης του NF-κΒ (Σχήμα 15.3).

4.3.3. Ανίχνευση της έκφρασης της Sen^-Gal για την επαγόμενη από το Η20 2 
κυτταρική γήρανση των MRC-5

Είναι γνωστό, ότι η έκφραση της λυσοσωμικής μορφής της β-γαλακτοσιδάσης 

(SA-p-Gal) αποτελεί έναν συνήθη βιοχημικό μάρτυρα της κυπαρικής γήρανσης.

137



Η2°2:

MRC-5
Vector

MRC-5
IkBqSR

Σχήμα 16.3. Οι επιδράσεις του Η2θ 2 στην έκφραση της β-γαλακτοσιδάσης (SA-p-Gal), 
ενός βιοχημικού μάρτυρα της κυτταρικής γήρανσης στις ινοβλάστες ΜRC-5Vector και 
MRC-5lKBaSR. Ανθρώπινες ινοβλάστες MRC-5Vector και MRC-5l«BaSR εκτέθηκαν σε 
αυξανόμενες συγκεντρώσεις (0 - 200 μΜ) Η20 2 για 2h, το θρεπτικό υλικό αναρροφήθηκε, 
προστέθηκε φρέσκο θρεπτικό υλικό και τα κύτταρα επωάστηκαν για 7 ημέρες, με αλλαγές 
φρέσκου θρεπτικού υλικού κάθε 2 ημέρες. Μετά από 7 ημέρες τα κύτταρα 
σταθεροποιήθηκαν και έγινε χρώση με X-Gal για ~5 h για την ανίχνευση της έκφρασης της β- 
γαλακτοσιδάσης (SA^-Gal), ενός μάρτυρα της κυτταρικής γήρανσης. Η χρώση SA^-Gal 
διεξάχθηκε με τη χρήση του Senescent Cells Staining Kit της Sigma Chemical Co. (Δύο 
διαφορετικά πεδία φωτογραφήθηκαν στις καλλιέργειες ινοβλαστών επεξεργασμένες με 200 
μΜ Η20 2).
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Προκειμένου να διερευνηθεί αν το Η2Ο 2 επιταχύνει την κυτταρική γήρανση των 

ινοβλαστών M R C -5 που υπερεκφράζουν τον υπερκαταστολέα του NF-kB, IkBoSR, 

ανιχνεύθηκε η έκφραση της SA-p-Gal στις ινοβλάστες M RC-5Vector και M RC- 

5 k B a S R  παρουσία ή απουσία Η2Ο 2.

Παρατηρήθηκε ότι το Η2θ 2 ανέστειλε τον πολλαπλασιασμό και επήγαγε την 

κυπαρική γήρανση των ινοβλαστών M RC-5Vector ιδιαίτερα σε συγκεντρώσεις >100  

μΜ, όπως φαίνεται με την ανίχνευση της έκφρασης της S A ^ -G a l (Σχήμα 16.3). Σε 

αντίθεση, στις ινοβλάστες M RC-5lKBaSR ανιχνεύθηκε η έκφραση της S A ^ -G a l 

ακόμη και απουσία Η2Ο 2 (σύγκριση στα 0 μΜ Η2θ 2 στα κύτταρα M R C -5  Vector και 

IkBoSR), επιβεβαιώνοντας την επαγωγή της πρόωρης κυπαρικής γήρανσης των 

ινοβλαστών M R C -5 που υπερεκφράζανε τον υπερκαταστολέα του N F -κΒ, IkBoSR  

(Σχήμα 16.3). Επιπλέον, ήταν φανερό ότι η υπερέκφραση της IkBo S R  είχε σαν 

αποτέλεσμα τη δραματική αναστολή του πολλαπλασιασμού και την επιτάχυνση της 

κυπαρικής γήρανσης από το Η2Ο 2 των ινοβλαστών M R C -5, κατά δοσο-εξαρτώμενο  

τρόπο (Σχήμα 16.3). Αυτή η επαγόμενη πρόωρη κυπαρική γήρανση των ινοβλαστών 

είναι γνωστή ως στρεσο-επαγόμενη κυτταρική γήρανση (Stress-induced Prem ature  

Senescence; S IPS), και ήταν φανερό ότι η καταστολή της ενεργοποίησης του N F -kB 

επιτάχυνε το φαινόμενο και άμβλυνε το φαινότυπο των M R C -5 k B a S R  σε σχέση με 

αυτόν των M RC-5Vector. Επομένως, η καταστολή της ενεργοποίησης του N F -kB 

από το Η 2Ο 2, παρουσία του υπερκαταστολέα k B a S R , ενεργοποίησε και 

σταθεροποίησε τον άξονα p53-p21Cip1/Waf1 που οδήγησε στην στρεσο-επαγόμενη 

πρόωρη κυπαρική γήρανση των ινοβλαστών M R C -5. Επιπλέον, η παρουσία του 

υπερκαταστολέα k B a S R  είχε σαν αποτέλεσμα πιθανά στην ταχύτερη συνάθροιση 

βλαβών στο DNA καθώς είναι γνωστό ότι η ΑΤΜ  αλληλεπιδρά με πρωτεΐνες που 

εμπλέκονται στην ενεργοποίηση της πορείας του N F-κΒ, όπως η N E M O  (Janssens 

and Tschopp, 2006; Habraken and Piette, 2006).
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4.3.4. Ο ρόλος των IKK στην επαγωγή της κυτταρικής γήρανσης από το HjP i

Τα παραπάνω ευρήματα έδειξαν ότι η καταστολή της πορείας μεταγωγής σήματος 

του NF-κΒ επάγει τη φυσιολογική και την επαγόμενη από το Η2Ο2 κυπαρική 

γήρανση. Επιπλέον, η αποσιώπηση της ΙΚΚβ και όχι της ΙΚΚα ήταν υπεύθυνη για την 

επαγωγή της φυσιολογικής γήρανσης, που συνολικά υποδήλωσαν ότι σ’ αυτές τις 

διαδικασίες εμπλέκονταν η κανονική πορεία ενεργοποίησης του NF-kB.

Προκειμένου όμως να επιβεβαιωθεί περαιτέρω και να εξετασθούν και να 

συγκριθούν, εν μέρει, μεταξύ τους οι επιδράσεις της αποσιώπησης των ΙΚΚα και 

ΙΚΚβ, σε πολλαπλασιαζόμενες ινοβλάστες MRC-5 που έφεραν τον φορέα GL2 και 

shRNAs είτε στην ΙΚΚα ή στην ΙΚΚβ χορηγήθηκαν αυξανόμενες συγκεντρώσεις 

υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2) και αναλύθηκε η έκφραση ορισμένων πρωτεϊνών 

που εμπλέκονται στη ρύθμιση της προόδου του κυτταρικού κύκλου (Σχήμα 17.3).

Όπως φαίνεται στο σχήμα 17.3 η αποσιώπηση της ΙΚΚα ή ΙΚΚβ είχαν 

διαφορετικές επιδράσεις στην έκφραση των κυκλίνης D1, Cdc6, FoxM1, ρ53 και της
ρ 2 Ί C ip1/W af1

Σε σύγκριση με τα πρότυπα κύτταρα MRC-5GL2, η αποσιώπηση της ΙΚΚβ δεν 

μετέβαλε την έκφραση της κυκλίνης D1 και οδήγησε στην μικρή επαγωγή της 

έκφρασης της FoxM1.

Όμως, ενώ τα επίπεδα έκφρασης της Cdc6 μειώθηκαν με δοσο-εξαρτώμενο 

τρόπο μετά τη χορήγηση Η20 2 στις MRC-5GL2, η αποσιώπηση της ΙΚΚβ οδήγησε 

όχι μόνο στη διατήρηση των επιπέδων έκφρασης αλλά και στην επαγωγή της 

έκφρασης της Cdc6 μετά την επεξεργασία των κυττάρων με Η2Ο2. Επιπλέον, η 

αποσιώπηση της ΙΚΚβ είχε σαν αποτέλεσμα την επαγωγή της έκφρασης της ρ53 και 

της πρωτεΐνης-στόχου της p 2 ic,p1/Waf1, σε υψηλότερα επίπεδα, ιδιαίτερα μετά την 

επεξεργασία των κυπάρων με Η2Ο2, σε σχέση με τις ινοβλάστες MRC-5GL2 (Σχήμα

17.3).
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M RC-5
μΜ

H20 2:
GL2 (LucKD) A1836 (IKKaKD) P1 (ΙΚΚβκ°)

0 50 100 200 0 50 100 200 0 50 100 200
Cyc D1 
Cdc6 
FoxM1 

p53
p2^Cip1/Wef1

β-actin

Σχήμα 17.3. Ανάλυση των πρωτεϊνών, που εμπλέκονται στην ρύθμιση του κυτταρικού 
κύκλου στις ινοβλάστες MRC-5 που έφεραν μειορρυθμισμένα επίπεδα της ΙΚΚα ή 
ΙΚΚβ, μετά τη χορήγηση Η20 2. Ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα, απομονώθηκαν από 
ινοβλάστες MRC-5 που έφεραν τον πρότυπο φορέα ελέγχου GL2 ή shRNA’s ενάντια στην 
ΙΚΚα (Α19836) ή στην ΙΚΚβ (Ρ1). Στα διαφορετικά κύπαρα χορηγήθηκε Η20 2 για 2 ώρες, και 
μετά από επιπλέον επώαση για 24 ώρες απουσία Η20 2, αναλύθηκαν τα επίπεδα έκφρασης 
των πρωτεϊνών που αναγράφονται στο σχήμα χρησιμοποιώντας ειδικά αντισώματα. Η 
ισοφόρτωση των δειγμάτων έγινε με την ανίχνευση των επιπέδων της β-ακτίνης. (KD, knock
down ή αποσιώπηση).



Σε αντίθεση, η αποσιώπηση της ΙΚΚα οδήγησε στη δραματική μείωση της 

έκφρασης της Cdc6 και του άξονα των p53-p21c,p1/Waf\  σε σχέση με τα πρότυπα 

κύτταρα MRC-5GL2 (Σχήμα 17.3). Αυτά τα ευρήματα είναι σημαντικά, δεδομένου ότι 

στρεσογόνοι παράγοντες επάγουν τις πορείες και των δύο μεταγραφικών 

παραγόντων, NF-κΒ και ρ53. Ενώ η επαγωγή της ρ53 οδηγεί σε διακοπή του 

κυτταρικού κύκλου ή στην κυτταρική απόπτωση, η επαγωγή του NF-κΒ οδηγεί γενικά 

στην αύξηση της κυτταρικής επιβίωσης, ως απόκριση σε παράγοντες που 

προκαλούν βλάβες στο DNA. Καθώς και οι δύο μεταγραφικοί παράγοντες, NF-κΒ και 

ρ53, ανταγωνίζονται μεταξύ τους για μια περιορισμένη αποθήκη του συν-παράγοντα 

μεταγραφής CBP, ήταν άγνωστο μέχρι σήμερα ποια από τις δύο πορείες ήταν 

επικρατής. Πρόσφατες, μελέτες έδειξαν ότι κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, σε μη- 

διεγερμένα κύτταρα, ο CBP είναι δεσμευμένος στην ρ53, ενώ ως απόκριση στον 

TNFa, η ΙΚΚα ενεργοποιείται και φωσφορυλιώνει τον CBP στις σερίνες 1382/1386 

και μεταβάλλει την ισορροπία με αποτέλεσμα ο ενεργοποιημένος CBP να δεσμεύεται 

στον NF-κΒ, και επομένως να προάγεται η κυτταρική επιβίωση (Huang et al. 2007; 

Tergaonkar and Perkins, 2007). Να σημειωθεί όμως ότι αυτές οι μελέτες διεξήχθηκαν 

σε καρκινικά κύτταρα HeLa και όχι σε φυσιολογικά, στα οποία η αποσιώπηση της 

ΙΚΚα μειορρυθμίζει την έκφραση της ρ53 και κατ’ ακολουθία της p2 i c,p1/Waf1. Είναι 

επομένως φανερό ότι ο φαινότυπος που προκύπτει από την αποσιώπηση της ΙΚΚα 

είναι πολύπλοκος και χρήζει περαιτέρω μελέτη και σύγκριση τόσο ο μηχανισμός 

δράσης της ΙΚΚα όσον και ο ρόλος της μη-κανονικής πορείας του NF-κΒ σε 

φυσιολογικά, αθανατοποιημένα και καρκινικά κύπαρα του ιδίου είδους, όπως για 

παράδειγμα σε κυτταρικούς τύπους πνεύμονα.

Περιληπτικά, επειδή η υπερέκφραση της Cdc6 και του άξονα ρ53 - p21Cip1/Waf1 

συσχετίζονται με την κυτταρική γήρανση, τα αποτελέσματα καταδεικνύουν ότι η 

ανεπάρκεια της κανονικής πορείας ενεργοποίησης του NF-κΒ ήταν υπεύθυνη για την 

φυσιολογική και την επαγόμενη από οξειδωτικό στρες κυτταρική γήρανση των 

ινοβλαστών.

142



2. Ο ρόλος του μεταγραφικού πυρηνικού παράγοντα NF-κΒ στην 

επαγόμενη από το ογκογόνο H a-R asV12  πρόωρη κυτταρική 

γήρανση φυσιολογικών ανθρωπίνων ινοβλαστών





Υπόθεση

Η επαγωγή της πρόωρης κυτταρικής γήρανσης των φυσιολογικών ινοβλαστών 

M R C -5 και IM R-90 που υπερεκφράζανε τον υπερκαταστολέα του N F -κΒ, IkBoSR, 

παρουσία ή απουσία του H2C>2 έδειξε ότι ο N F-κΒ είναι απαραίτητος για την κυπαρική 

επιβίωση, πιθανά, ελαχιστοποιώντας την επαγωγή βλαβών στο DNA ή εναλλακτικά, 

συμβάλλοντας στην επιδιόρθωση των βλαβών στο DNA.

Επιπλέον, η επαγωγή της πρόωρης κυτταρικής γήρανσης των φυσιολογικών 

ινοβλαστών M RC-5 και IM R -90 που έφεραν μειορρυθμισμένα επίπεδα ΙΚΚβ και σε 

σημαντικά μικρότερο βαθμό ΙΚΚα, έδειξε ότι η ενεργοποίηση της κανονικής πορείας 

του N F -κΒ ήταν σημαντικότερη στη διατήρηση της λειτουργίας του N F-κΒ ως 

επιβιοτικού παράγοντα.

Εκτός όμως από το οξειδωτικό στρες που επάγει την γήρανση των 

φυσιολογικών ινοβλαστών, συγκεκριμένα ογκογονίδια όπως το H a-R asV 12, 

προάγουν την κυτταρική γήρανση συγκεκριμένων στελεχών φυσιολογικών 

ανθρωπίνων ινοβλαστών όπως των IM R -90 (Serrano et al. 1997).

Καθώς οι μέχρι τώρα μελέτες της παρούσας διδακτορικής διατριβής έδειξαν ότι 

ο N F-κΒ δρα ως θετικός ρυθμιστής της κυτταρικής επιβίωσης διαμέσου της κανονικής 

πορείας ενεργοποίησης του, υποθέσαμε ότι η ιδιοστατική (συνεχής) υπερέκφραση 

της ΙΚΚβ ότι πιθανά να διασώζει τις φυσιολογικές ανθρώπινες ινοβλάστες IM R -90  

από την πρόωρη κυτταρική γήρανση που επάγεται από το ογκογόνο H a-R asV 12.



5.3. Κατασκευή κυττάρων IMR-90 που υπερεκφράζανε RasV12, ΙΚΚβΤ ή 

RasV12/IKKfiT

Για να διερευνηθεί ο ρόλος του NF-κΒ στην επαγόμενη από ογκογονίδια 

πρόωρη κυτταρική γήρανση, χρησιμοποιήθηκε το κλασσικό μοντέλο της Ha-RasV12- 

επαγώμενης πρόωρης γήρανσης των ινοβλαστών IMR-90 (Serrano et al. 1997). 

Επιπλέον, τα χαμηλά επίπεδα της έκφρασης της ΙΚΚβ σε φυσιολογικές ινοβλάστες 

IMR-90, μας προέτρεψε να διερευνήσουμε τις επιδράσεις της στην γήρανση των 

ινοβλαστών (Σχήμα 1.3).

Φυσιολογικές ανθρώπινες ινοβλάστες IMR-90 σε pdl 11, επιμολύνθηκαν με 

ελαττωματικής αντιγραφής αμφοτροπικούς ρετροϊκους φορείς ελέγχου ή φορείς 

έκφρασης που έφεραν είτε το μεταλλαγμένο ανθρώπινο ογκογονίδιο Ha-RasV12 ή / 

και μια μεταλλαγμένη μορφή της ΙΚΚβ στο βρόγχο-Τ (ΙΚΚβΤ) που εμφανίζει 

ιδιοστατική έκφραση/ενεργότητα. Οι επιμολυσμένοι κυπαρικοί πληθυσμοί 

επιλέχθηκαν σε υγρομυκίνη (Ha-RasV12) ή / και σε G418 (ΙΚΚβΤ) προκειμένου να 

παραχθούν σταθεροί κυπαρικοί πληθυσμοί που εκφράζανε το ογκογόνο Ha-RasV12, 

την ΙΚΚβΤ ή και τα δυο μαζί \KKpTIRasV12 (Σχήμα 18.3Α).

Ολικά κυπαρικά εκχυλίσματα, απομονώθηκαν τόσο από φυσιολογικές, μη 

επιμολυσμένες ινοβλάστες IMR-90 όσο και από επιμολυσμένες με ρετροϊούς, 

ανθεκτικές σε υγρομυκίνη (Babe-Hygro και pWZL-RasW2) ή / και σε G418 (CLXSN 

και CLXSN-ΙΚΚβΤ) σε πλήρες ταπήτιο (confluent) και αναλύθηκαν με ανοσο- 

αποτύπωμα κατά western για την έκφραση των Ha-RasV12 και ΙΚΚβΤ (Σχήμα 

18.3Β).
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Σχήμα 18.3. Κατασκευή ινοβλαστών IMR-90 εττιμολυσμένων με hygro-, Rasv12, GFP, 
ΙΚΚβΤ or IKKpT/RasW2 και έκφραση των εισαχθέντων γονιδίων. (Α) Πειραματική 
διαδικασία επιμόλυνσης των φυσιολογικών ινοβλαστών IMR-90 με ελαττωματικής 
αντιγραφής ανασυνδυασμένους ρετροϊούς. (Β) Ολικά κυτταρικά εκχυλίσματα, 
απομονώθηκαν από ινοβλάστες ανθεκτικές στην υγρομυκίνη ή/και στο G418 και αναλύθηκαν 
για την έκφραση του Ha-RasV12 και της ΙΚΚβΤ με ανοσο-αποτύπωμα κατά western, 
χρησιμοποιώντας ειδικά αντισώματα. Η ισοφόρτωση των πρωτεϊνών ανιχνεύτηκε με την 
έκφραση της β-ακτίνης. [Con: φυσιολογικές μη-επιμολυσμένες ινοβλάστες IMR-90; Hyg και 
GFP: IMR-90 επιμολυσμένες με τους πρότυπους ρετροϊκούς φορείς Babe-Hygro CLXSN 
(Neo GFP), αντίστοιχα; RasV12, ΙΚΚΤ, RasV12l\KKT·. IMR-90 επιμολυσμένες με τους 
πρότυπους ρετροϊκούς φορείς pWZL-RasW2, CLXSN-ΙΚΚβΤ ή p\NZL-RasV12 και CLXSN- 
ΙΚΚβΤ, αντίστοιχα]
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Η ανάλυση των πρωτεϊνών έδειξε πως ενώ όλοι οι διαφορετικοί κυτταρικοί 

πληθυσμοί των IMR-90 εκφράζανε την ενδογενή ΙΚΚβ σε χαμηλά επίπεδα, μια 

δεύτερη ζώνη ανιχνεύτηκε στα κύτταρα IMR-ΘΟΙΚΚβΤ και IΜR-901ΚΚβΤIRasΜ12 που 

αντιστοιχούσε στην εξωγενή μεταλλαγμένη ΙΚΚβΤ πρωτεΐνη (Σχήμα 18.3Β).

Επιπλέον, ενώ τα μη-επιμολυσμένα κύτταρα που εκφράζανε τους πρότυπους 

ρετροϊικούς φορείς (hyg, GFP) ή την ΙΚΚβΤ εκφράζανε μόνο πολύ χαμηλά επίπεδα 

της ενδογενούς πρωτεΐνης p21 Ha'Ras, τα επιμολυσμένα κύπαρα IMR-90RasW2 και

IMR-90IKf^T/f?asl/72 εκφράζανε σημαντικά υψηλότερα επίπεδα της ογκοπρωτεΐνης 
p2<|Ha-RasV12 (Σχήμα 18.3Β).

5.3.1. Έκφραση του NF-κΒ σε ινοβλάστες IMR-90 επιμολυσμένες με RasV12-, 

ΙΚΚβΤ και IKKfiT/RasV12

Από προηγούμενες μελέτες, γνωρίζουμε ότι το RasV12 ενεργοποιεί τον NF-kB 

(Finco et al. 1997; Mayo et al. 1997; Norris and Baldwin 1997). Για να διερευνηθεί αν 

το Ha-RasV12 ή η ιδιοστατικά ενεργοποιημένη ΙΚΚβ (ΙΚΚβΤ) οδηγεί στην 

ενεργοποίηση του NF-κΒ σε κύτταρα IMR-90, μελετήθηκε η έκφραση της 

φωσφορυλιωμένης μορφής της ΙκΒα (Ser32/36), ενός αναστολέα του NF-κΒ. Η 

φωσφορυλίωση της ΙκΒα στα δυο κατάλοιπα σερίνης, διεξάγεται από ένα σύμπλοκο 

σώμα αναγνώρισης σήματος αποτελούμενο από δυο κινάσες σερίνης/θρεονίνης 

ΙΚΚα, ΙΚΚβ και μια ρυθμιστική πρωτεΐνη ΝΕΜΟ/ΙΚΚγ και οδηγεί στη μετατόπιση του 

NF-κΒ στον πυρήνα. Επίσης, μελετήθηκαν τα επίπεδα των υπομονάδων του NF-kB, 

ρ50 και ρ65, με ανοσο-αποτύπωμα κατά western (Σχήμα 19.3).
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IMR-90
ΙΚ Κ β Τ /

Con Hyg R asV 12 G FP ΙΚ Κ β Τ R asV 12

ρ-ΙκΒα
(S er32 /36)

ΙκΒα

β-actin

p50

p65

Lamin B

p50

p65

Lamin B

Σχήμα 19.3. Κατάσταση του NF-κΒ σε ινοβλάστες IMR-90 που υπερεκφράζανε Ha- 
RasV12, ΙΚΚβΤ και ΙΚΚβΤIRasV12, καθώς και σε ινοβλάστες MRC-5RasV12. (Α) Ολικά 
πρωτεϊνικά εκχυλίσματα απομονώθηκαν από μη-επιμολυσμένες ινοβλάστες (control), 
επιμολυσμένες με τους πρότυπους φορείς (Hyg, GFP), ή με Ha-RasV12 ή / και ΙΚΚβΤ και 
αναλύθηκαν για την έκφραση της p-ΙκΒα (Ser32/36), της ολικής ΙκΒα και των υπομονάδων 
του NF-κΒ ρ50 και ρ65. (Β) Ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα απομονώθηκαν από ινοβλάστες 
επιμολυσμένες με τον πρότυπο φορέα (Hyg) ή με Ha-RasV12 και αναλύθηκαν για την 
έκφραση των υπομονάδων του NF-κΒ ρ50 και ρ65. Η ισοφόρτωση των πρωτεϊνών 
ελέγχθηκε με την έκφραση της β-ακτίνης.

MRC-5
H yg R asV 12
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Η υπερέκφραση του H a-R asV12, οδήγησε σε μια αύξηση των επιπέδων 

φωσφορυλίωσης της ΙκΒα* στις Ser32/36 στις IMR-90 σε σύγκριση με τις μη- 

επιμολυσμένες φυσιολογικές ινοβλάστες ή ινοβλάστες που έφεραν τους πρότυπους 

φορείς, Hyg και GFP (Σχήμα 19.3Α). Σε αντίθεση, ενώ δεν παρατηρούνται αλλαγές 

στα ολικά επίπεδα της ΙκΒα, η φωσφορυλιωμένη μορφή της ΙκΒα δεν ανιχνεύτηκε 

στα κύτταρα που εκφράζανε ΙΚΚβΤ- ή \KK$TIR asV12, πιθανά διότι ή αποικοδόμηση 

της ήταν πολύ γρήγορη. Η φωσφορυλίωση της ΙκΒα αποτελεί σήμα για 

ουβικουτίνωση και αποικοδόμηση μέσω του πρωτεασώματος, με αποτέλεσμα την 

απελευθέρωση του ενεργούς ετεροδιμερούς NF-κΒ ρ50-ρ65 που στη συνέχεια 

μετατοπίζεται στον πυρήνα και επηρεάζει την έκφραση των γονιδίων-στόχων του NF- 

κΒ.

Για να διερευνηθεί περαιτέρω, αν η έκφραση του NF-κΒ μεταβάλλεται ως 

απόκριση στο H a-R asV 12, στην ΙΚΚβΤ ή και στα δυο γονίδια μαζί, η έκφραση των 

υπομονάδων του NF-κΒ, ρ50 και ρ65 διερευνήθηκε σε ολικά κυπαρικά εκχυλίσματα 

με ανοσο-αποτύπωμα κατά western (Σχήμα 18.3Α). Η ΙΚΚβΤ, και σε σημαντικά 

μεγαλύτερο βαθμό το ογκογόνο H a-R asV12, επήγαγαν την έκφραση και των δύο 

υπομονάδων του NF-κΒ, ρ50 και ρ65 στις ινοβλάστες IMR-90 (Σχήμα 19.3Α).

Για να διερευνηθεί αν η επαγωγή της έκφρασης των υπομονάδων του NF-kB 

ήταν ιδιότητα μόνο των ινοβλαστών IMR-90 τα οποία γηράσκουν ως απόκριση στο 

H a-R asV 12, μελετήθηκε η έκφραση τους στις φυσιολογικές εμβρυϊκές ινοβλάστες 

MRC-5 και MRC-5RasV12 οι οποίες δεν εμφανίζουν επιβράδυνση του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού, δεν γηράσκουν ή αποπίπτουν παρουσία του ογκογόνου H a- 

R asV12  (αδημοσίευτα αποτελέσματα του Εργ. Φυσιολογίας). Η ανάλυση με ανοσο- 

αποτύπωμα κατά western έδειξε, ότι το H a-R asV 12  επήγαγε την έκφραση των δύο 

λειτουργικών υπομονάδων του NF-κΒ, ρ50 και ρ65 (Σχήμα 19.3Β).

Η συνεργιακή δράση της ΙΚΚβΤ και του H a-R asV 12  μολονότι επήγαγε την 

έκφραση των υπομονάδων του NF-κΒ, τα επίπεδα ήταν χαμηλότερα από εκείνα που 

ανιχνεύθηκαν στις ινοβλάστες IMR-90RasV12 και όμοια με εκείνα που ανιχνεύθηκαν 

στις ινοβλάστες IMR-ΘΟΙΚΚβΤ (Σχήμα 19.3Α). Επομένως, ενώ η επαγωγή των δυο 

υπομονάδων ρ50 και ρ65 ήταν πολύ μεγαλύτερη στα κύτταρα IMR-90RasW2 από 

ότι στα κύτταρα IMR-90 που υπερεκφράζανε ΙΚΚβΤ ή \KK$JJRasV12, η ταχεία 

αποικοδόμηση της p-ΙκΒα στις IMR-ΘΟΙΚΚβΤ ή IM R-90IK^T//?as\/i2, υποδήλωσε 

την ενεργοποίηση του NF-κΒ σ’ αυτούς τους κυτταρικούς πληθυσμούς, αν και μετα-

150



μεταφραστικές τροποποιήσεις όπως η φωσφορυλίωση της υπομονάδας RelA/p65 να 

είναι απαραίτητες για την μεταγραφική ενεργότητα του N F-κΒ (Perkins, 2006).

Συλλογικά, αυτά τα δεδομένα προτείνουν ότι το H a-R asV 12  επήγαγε την 

ενεργοποίηση της πορείας μεταγωγής σήματος του N F-κΒ στις ανθρώπινες 

ινοβλάστες πιθανότατα ως απόκριση στο ογκογόνο στρες, ανεξάρτητα όμως από το 

διαφορετικό φαινότυπο των ινοβλαστών IM R -90 και M R C -5 που χρησιμοποιήθηκαν. 

Σύμφωνα με αυτό το εύρημα άλλες μελέτες έδειξαν ότι το ογκογόνο H a-R as  και το 

R a f  ενεργοποιούν την έκφραση πρωτεϊνών αναφοράς (π.χ. λουσιφεράση, β- 

γαλακτοσιδάση) που η μεταγραφή τους ελέγχεται από προαγωγείς που φέρουν NF- 

κΒ στοιχεία (NF-KB-dependent reporters) σε ινοβλάστες τρωκτικών χωρίς να 

επάγουν τη δέσμευση του NF-κΒ στο DNA όπως παρατηρήθηκε με προσδιορισμούς 

ικανότητας δέσμευσης στο DNA (gel mobility shift assays; DNA binding assays) 

(Finco et al. 1997; Norris and Baldwin, 1997). Επιπλέον, έχει δειχτεί ότι το ογκογόνο 

Ha-Ras, αν και ρυθμίζει N F-κΒ-εξαρτώμενες αποκρίσεις γονιδίων αναφοάς, 

καταστέλλει την ικανότητα του TN Fa να ενεργοποιεί τον N F-κΒ σε ινοβλάστες 

ποντικού (Hanson et al. 2003). Ο μηχανισμός καταστολής του N F-κΒ εμπλέκει την 

Ras-ελεγχόμενη αναστολή της επαγόμενης από τον T N F a  ενεργοποίησης του 

συμπλόκου των IKKs και της αποικοδόμησης της ΙκΒ. Αυτές οι μελέτες 

αποκαλύπτουν ότι το Ras  καταστέλλει την ικανότητα του T N F a  να ενεργοποιήσει 

γνωστά NF-kB-ρυθμιζόμενα γονίδια όπως το γονίδιο της iNOS Qnducible Nitric Oxide 

Synthase). Αυτό, είναι μια ένδειξη πως το Ras  μπορεί να ρυθμίσει την λειτουργική 

ικανότητα του N F-κΒ μόνον επιλεκτικά (Hanson et al. 2003). Συνεχίζοντας, μπορεί το 

Ras  διαμέσου της πρόκλησης στρες ανάλογου με αυτό που προκαλείται από 

κυτταροτοξικές κυτοκίνες σε ινοβλάστες ποντικού (Hanson et al. 2003), να κατέστειλε 

την ενεργότητα του N F-κΒ στις ινοβλάστες IM R -90. Μολονότι η μεταγραφική 

ικανότητα του N F-κΒ δεν προσδιορίστηκε, τα δεδομένα βασισμένα στην 

φωσφορυλιωμένη μορφή της ΙκΒα (Σχήμα 18.3Α), έδειξαν ότι η μεταγραφική 

ικανότητα του NF-κΒ ήταν πιθανά ενισχυμένη μόνο στις ινοβλάστες IM R -90IK K pT και 

σε μικρότερο βαθμό στις ινοβλάστες εκφραζόμενες IM R -90 R as \/12  ή IM R - 

90ΙΚΚβΤ /RasV12.
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5.3.2. Το ογκογόνο RasVi2 επήγαγε την πρόωρη γήρανση των κυττάρων IMR- 

90

Προκειμένου να μελετηθούν οι επιδράσεις του ογκογόνου H a-R asV 12  και της 

ΙΚΚβΤ, δρώντας μόνα τους ή και μαζί σε φυσιολογικές ανθρώπινες ινοβλάστες IMR- 

90, κατασκευάστηκαν καμπύλες πολλαπλασιασμού, μελετήθηκε η μορφολογία των 

ινοβλαστών καθώς και η έκφραση της β-γαλακτοσιδάσης (βΑ-β-Θ θΙ), ενός μάρτυρα 

της κυτταρικής γήρανσης, σε μη-επιμολυσμένες αλλά και επιμολυσμένες με 

ρετροϊούς ινοβλάστες (Σχήμα 20.3).
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TIME (Days)

IMR'DGHrero·
IMR>90 RasVI2 
IMR-90 GFPWco 
IMR-90 IKK(JT 
]MR.$OPCKflTOU«V12

(B)
100-»

Cell Cycle Phases

Σχήμα 20.3. Ανάλυση του ρυθμού πολλαπλασιασμού των ινοβλαστών IMR-90 που 
υπερεκφράζανε Ha-RasV12 και/ή ΙΚΚβΤ. (Α) Έγινε σπορά 2x104 ινοβλαστών ανά 
πηγαδάκι σε πολυτρυβλίο 24-πηγαδιών και ο ππολλαπλασιασμός των κυττάρων 
ακολουθήθηκε με την καταμέτρηση τους σε πλάκα Neubauer κάθε 2 μέρες. Το πείραμα, 
πραγματοποιήθηκε δυο φορές σε duplicates και στη συνέχεια κατασκευάστηκαν καμπύλες 
πολλαπλασιασμού. (Β) Κυπαρομετρία ροής των ινοβλαστών IMR-90 που εκφράζουν τοους 
πρότυπους φορείς Hygro και GFP, Ha-RasV12 και/ή ΙΚΚβΤ.
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Η ανάλυση με καμπύλες πολλαπλασιασμού έδειξε πως η υπερέκφραση του Ha-
%

RasV12  αλλά όχι της ΙΚΚβΤ μείωσε το ρυθμό πολλαπλασιασμού των IM R-90 σε Ρ18  

και Ρ25, αντίστοιχα, όπως συγκρίνεται με τα αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου. 

Συγκεκριμένα, ο ρυθμός πολλαπλασιασμού των κυπάρων, IMR-90Hygro, IMR- 

9 0 RasV12, IM R -90G FP  και IM R -ΘΟΙΚΚβΤ ήταν 25.3  h, 48  hr, 26 hr και 24 hr, 

αντίστοιχα. Επιπλέον, IM R-90 κύτταρα σε Ρ25 που συνεκφράζανε ΙΚΚβΤ και Ha- 

R asV 12  είχαν ένα ρυθμό πολλαπλασιασμού ~39 hr που είναι υψηλότερος από αυτόν 

των κυττάρων IM R -90R asV12 σε Ρ18, αλλά πιο βραδύτερος από αυτό των κυττάρων 

IM R -90iK K ^T ή των κυπάρων ελέγχου, δείχνοντας ότι η ΙΚΚβΤ επίφερε ένα 

πλεονέκτημα στον πολλαπλασιασμό των ινοβλαστών IM R -9 0 IK ^ T /R a s V 1 2  (Σχήμα 

20.3Α).

Όλοι οι διαφορετικοί κυπαρικοί πληθυσμοί των IM R-90 που κατασκευάσθηκαν, 

ανακαλλιεργήθηκαν συνεχώς μέχρι να φτάσουν στο τέλος του κύκλου ζωής τους και 

καταγράφηκε ο αριθμός των κυτταρικών διαιρέσεων. Φυσιολογικά κύπαρα ή κύτταρα 

που έφεραν τους πρότυπους φορείς (Hyg, G FP/N eo) ή με την ΙΚΚβΤ 

ανακαλλιεργήθηκαν για ~42 (~Ρ 42) και ~40  (~Ρ 40) κυπαρικές διαιρέσεις, αντίστοιχα. 

Αντίθετα, οι ινοβλάστες IM R -90R asV12 εισήλθαν στη φάση της κυπαρικής γήρανσης 

μετά από 23 - 25 κυτταρικές διαιρέσεις (-Ρ 2 3 -2 5 ), που αντιστοιχούσε σε μόνο 1 0 - 1 2  

κυτταρικές διαιρέσεις μετά την επιλογή των επιμολυσμένων κυπάρων. Σε αντίθεση 

με τα κύπαρα M R -90R asV 1 2 , τα κύπαρα IM R -901ΚΚβΤIR a s V I2  ανακαλλιεργήθηκαν 

για ~35 κυτταρικές διαιρέσεις (~35 pdls), δείχνοντας ότι η εκτοπική και ιδιοστατική 

έκφραση της ΙΚΚβΤ διέσωσε τις ινοβλάστες IM R -90 από την /^ ν ΐΣ -ε π α γ ό μ ε ν η  

κυπαρική γήρανση.

Ανάλυση με κυπαρομετρία ροής όλων των διαφορετικών κυπάρων IM R-90 σε 

Ρ25 έδειξε ότι η υπερέκφραση του H a-R asV 12  αλλά όχι της ΙΚΚβΤ επήγαγε την 

αναστολή του κυπαρικού κύκλου στη φάση G 1, παρόμοια με αυτή που 

παρουσιάζουν οι γηρασμένοι φυσιολογικοί ινοβλάστες IM R -90 σε Ρ42 (Σχήμα 

20.3Β ). Κύπαρα IM R -90 που συνεκφράζανε ΙΚΚβΤ και R asV12  παρουσίασαν ένα 

φυσιολογικό προφίλ του κυπαρικού κύκλου συγκρινόμενα με τα κύπαρα ελέγχου ή 

IM R -ΘΟΙΚΚβΤ (Σχήμα 20.3Β).

Μελετήθηκαν επίησης η μορφολογία των ινοβλαστών και η έκφραση της β- 

γαλακτοσιδάσης (S A ^ -G a l), ενός μάρτυρα της κυτταρικής γήρανσης, σε μη- 

επιμολυσμένες αλλά και επιμολυσμένες με ρετροϊούς ινοβλάστες (Σχήμα 21.3).
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Η ανάλυση των μορφολογικών χαρακτηριστικών των κυττάρων IM R -90R asV12  

Ρ23 έδειξε πως ο φαινότυπός τους έμοιαζε με τον φαινότυπο των ινοβλαστών που 

γηράσκουν φυσιολογικά μετά τη συνεχή ανακαλλιέργεια τους in vitro (Σχήμα 2 1 ,3Α). 

Αντίθετα, οι ινοβλάστες IM R -90IK K $T ή IM R -9 0 IK K p i7 R a s W 2  παρουσίασαν 

μορφολογία φυσιολογικών και όχι γηρασμένων ινοβλαστών (Σχήμα 2 1 .3Α).

Για να διερευνηθεί περαιτέρω η πρόωρη κυπαρική γήρανση των κυττάρων 

lM R -90 R as W 2 , όλοι οι διαφορετικοί κυτταρικοί πληθυσμοί των IM R -90  σε -Ρ 2 5  

αναλύθηκαν με χρώση για την έκφραση της β-γαλακτοσιδάσης (S A ^ -G a l), ενός 

μάρτυρα της κυτταρικής γήρανσης. Οι ινοβλάστες IM R -9 0 R a s W 2  παρουσίασαν 

αυξημένη και έντονη έκφραση της β-γαλακτοσιδάσης, (S A ^ -G a l)  η οποία ήταν 

παρόμοια με αυτή των γηρασμένων ινοβλαστών IM R -90 , μετά από 42  κυτταρικές 

διαιρέσεις (Ρ42) (Σχήμα 2 1 .3Β). Οι φυσιολογικοί ινοβλάστες IM R -90 , οι ινοβλάστες 

που έφεραν τους πρότυπους φορείς καθώς και οι IM R -ΘΟΙΚΚβΤ και IM R - 

90ΙΚΚβΤ /R asV 12  δεν ήταν Θετικοί για την έκφραση της β-γαλακτοσιδάσης (S A ^ -G a l)  

αλλά εμφάνισαν μόνο χρώση στο υπόβαθρο (background staining) (Σχήμα 21 .3Β).
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IMR-90 P25

Σχήμα 21.3. Οι επιδράσεις της υπερέκφρασης του Ha-RasV12 και/ή ΙΚΚβΤ στο 
φαινότυπο των ανθρωπίνων ινοβλαστών IMR-90. (Α) Μορφολογία νεαρών και 
γηρασμένων ινοβλαστών IMR-90, καθώς και ινοβλαστών που εκφράζουν τον πρότυπο 
φορέα, το Ha-RasV12 και/ή ΙΚΚβΤ. (Β) Χρώση για την ανίχνευση της έκφρασης της β- 
γαλακτοσιδάσης, ενός μάρτυρα της κυτταρικής γήρανσης (SA-p-Gal) σε γηρασμένες και 
νεαρές ινοβλάστες IMR-90 που εκφράζουν τον πρότυπο φορέα, Ha-RasV12 και/ή ΙΚΚβΤ.
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5.3.3. Ανάλυση των πρωτεϊνών που εμπλέκονται στη ρύθμιση του 

κυτταρικού κύκλου

Προκειμένου να συσχετισθεί ο φαινότυπος τω ν διαφορετικών κυτταρικών 

πληθυσμών των IM R -90 με τον κυτταρικό κύκλο τους, μελετήθηκε η έκφραση των 

πρωτεϊνών που εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου. Για το σκοπό αυτό, 

απομονώθηκαν ολικά κυτταρικά εκχυλίσματα και αναλύθηκε με ανοσο-αποτύπωμα  

κατά western η έκφραση των πρωτεϊνών που ρυθμίζουν τον κυτταρικό κύκλο, όπως 

της κυκλίνης D1, p 2 lc'p1/Waf1, Cdc6 και FoxM1 (Σχήμα 22.3).

Η υπερέκφραση του H a-R asV 12, και σε μικρότερο βαθμό της ΙΚΚβΤ, επήγαγε 

τα επίπεδα έκφρασης της κυκλίνης D1, της Cdc6 και της FoxM1 (Σχήμα 22.3Α). 

Υψηλά επίπεδα έκφρασης των κυκλίνης D1, Cdc6 και FoxM 1, σε επίπεδα όμοια με 

αυτά των \MR-9QRasV12, εντοπίστηκαν και στα διπλά επιμολυσμένα κύτταρα IM R - 

90RasV12l\KK&T  (Σχήμα 22.3Α). Η επαγωγή της κυκλίνης D1, Cdc6 και FoxM1 

συνηγορούν στη διέγερση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και της αντιγραφής του 

DNA, υποδηλώνοντας ότι το H a-R asV 12  μετήγαγε υπερβολικά μιτογόνα μηνύματα  

(hyperproliferative stress signals).

Επιπλέον, μελετήθηκε η έκφραση της ρ53 και του προϊόντος του γονιδίου- 

στόχου της p21Cip1/Wa,1 ενός αναστολέα των κυκλινο-εξαρτώμενων κινασών (Σχήμα  

22.3Α). Η υπερέκφραση του H a-R asV 12  ή και σε μικρότερο βαθμό της ΙΚΚβΤ  

επήγαγε την έκφραση της ρ53 και κατ’ ακολουθία της P2 l c'p1/Waf1 στις ινοβλάστες 

IM R -90 (Σχήμα 22.3Α).
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IMR-90 P25(A) ικκρτ/
C on H ygro  RasV12 GFP IKKpT RasV12

FoxM1

p53

β-actin
P21Ĉ

p e ctin

(B)
Time 
(hr): 0

IMR-90 GFP P25 IMR-90 ΙΚΚβΤ P25

C ycD I

FoxM1

0-actin

■ *.p21ap,"hn

4-p-actin

Σχήμα 22.3. Ανάλυση των πρωτεϊνών που εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυτταρικού 
κύκλου.(Α) Ολικά κυτταρικά εκχυλίσματα απομονώθηκαν από τους διαφορετικούς 
κυτταρικούς πληθυσμούς των ινοβλαστών IMR-90 ανθεκτικές στην υγρομυκίνη Β ή/και στο 
G418 και αναλύθηκαν για την έκφραση της κυκλίνης D1, p2 l(i'p1,Waf1, Cdc6 και της FoxM1 με 
ανοσο-αποτύπωμα κατά western χρησιμοποιώντας ειδικά αντισώματα. (Β) Χρόνο- 
εξαρτώμενη έκφραση της κυκλίνης D1 και της FoxM1 σε πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα IMR- 
90GFP και IMR-90-ΙΚΚβΤ ύστερα από τη διέγερση τους με ορό για χρονικό διάστημα 0 - 24 
h. Η ισοφόρτωση των πρωτεϊνών, ανιχνεύτηκε με την έκφραση της β-ακτίνης.
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Τα επίπεδα έκφρασης των p53-p21Cip1/Waf1 ήταν ικανά να μειώσουν το ρυθμό  

του κυτταρικού πολλαπλασιασμού στις ινοβλάστες IM R -9 0 R a s W 2  και IM R - 

90 IKKfiT/RasV12, αλλά όχι στις M R -9 0 IK K fiT  (Σχήμα 20.3). Το ερώτημα βέβαια 

που τίθεται είναι γιατί οι ινοβλάστες IM R -9 0 R a s W 2  αλλά όχι οι IM R - 

9 0 IK ^ T /R a s V 1 2  γηράσκουν πρόωαρα.

Για να διερευνηθεί περαιτέρω η επαγωγή της έκφρασης της κυκλίνης D1, της 

FoxM1 και της p 2 iCip1/Waf1 από την ΙΚΚβΤ, διενεργήθηκαν χρόνο-εξαρτώμενα  

πειράματα. Πρωτεϊνικά εκχυλίσματα απομονώθηκαν από κύτταρα IM R -90G FP  και 

IM R -90IK H^T ύστερα από τη διέγερσή τους με ορό για χρονικό διάστημα 0 - 24  h. Η 

ανάλυση με ανοσο-αποτύπωμα κατά western έδειξε ότι ενώ η έκφραση της FoxM1 

στις ινοβλάστες IM R -90G FP ήταν χαμηλή ως μη-ανιχνεύσιμη, η υπερέκφραση της 

ΙΚΚβΤ επήγαγε την έκφραση της κυκλίνης D1 και της FoxM1, τα επίπεδα των οποίων 

ήταν υψηλότερα καθ’ όλην τη χρονική περίοδο στις πολλαπλασιαζόμενες ινοβλάστες 

ΙΜ Ρ-90ΙΚ Κ βΤ σε σύγκριση με τα επίπεδα έκφρασης τους στις IM R -90G FP  (Σχήμα  

22 .3Β). Η FoxM1 είναι ένας μεταγραφικός παράγοντας της οικογένειας Forkhead που 

εμπλέκονται στη ρύθμιση της εξέλιξης των οργανισμών (organismal development), 

την κυπαρική διαφοροποίηση και τον πολλαπλασιασμό. Η FoxM1 εκφράζεται σε 

υψηλότερα επίπεδα λίγο πριν τη μίτωση και η αναστολή της ενεργότητας της FoxM1 

έχει ως αποτέλεσμα μια σειρά από παρεκκλίσεις κατά τη διάρκεια της μίτωσης όπως 

συχνές χρωμοσωμικές βλάβες ανώμαλος διαχωρισμός των χρωμοσωμάτων  

(chromosome missegregation), βλάβη στην κυτταροκίνηση και εμφανή ανευπλοειδία. 

Η έκφραση της FoxM1 στις ινοβλάστες ΙΜ Ρ -90ΙΚ Κ βΤ υποδηλώνει τη διέγερση του 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού καθώς συσχετίζεται με το εύρος πολλαπλασιασμού 

του κυττάρου (Laoukili et al. 2007).

Επιπλέον, ενώ τα επίπεδα έκφρασης της p 2 iCip1/Waf1 ήταν μη-ανιχνεύσιμα στις 

πολλαπλασιαζόμενες ινοβλάστες IM R -90G FP  ήταν σημαντικά υψηλότερα στις 

ινοβλάστες IM R -9 0 IK ^ T , ιδιαίτερα μετά από 4 ώρες διέγερσης των 

πολλαπλασιαζόμενων κυττάρων με ορό (Σχήμα 22.3Β ). Η επαγωγή της έκφρασης 

της p 2 ic,p1/Waf1 από την ΙΚΚβΤ πιθανά να σχετίζεται με την επιβράδυνση του 

κυπαρικού πολλαπλασιασμού προκειμένου να δοθεί χρόνος στα κύτταρα να 

επιδιορθώσουν τυχόν βλάβες στο DNA που προκαλούνται από στρεσογόνους 

παράγοντες, δεδομένου ότι η ΙΚΚβ εμπλέκεται στην κανονική πορεία ενεργοποίησης 

του NF-κΒ ως απόκριση σε βλάβες στο DNA. Αυτό το πιθανό σενάριο καθώς και ο
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ρόλος της ΙΚΚβΤ στις αποκρίσεις βλαβών στο DNA όπως αυτές που επάγονται από 

ογκογόνο στρες διερευνήθηκε περαιτέρω.

5.3.4. Η ιδιοστατική έκφραση της ΙΚΚβΤ διέσωσε τα κύτταρα IMR-90 από την 

επαγόμενη από το ογκογόνο RasV12 πρόωρη γήρανση μέσω της επαγωγής 

της πορείας απόκρισης σε βλάβες DNA

Προηγούμενες μελέτες έδειξαν ότι το ογκογόνο H a-R asV 12  επήγαγε την 

πρόωρη κυτταρική γήρανση μέσω της επαγωγής των αμφίκλωνων ρήξεων του DNA  

(D N A  double strand breaks; DSBs), ενεργοποιώντας την πορεία απόκρισης σε 

βλάβες στο D N A (D N A  dam age checkpoint response ή D D R ) (Di Micco et al. 2006; 

Mallette et al. 2007; Hemann and Narita, 2007). Για να διερευνηθεί ο ρόλος του NF- 

κΒ στην επαγόμενη από το ογκογόνο H a-R asV 12  πρόωρη κυπαρική γήρανση, 

απομονώθηκαν και αναλύθηκαν οι πρωτεΐνες που εμπλέκονται στην πορεία 

απόκρισης βλαβών του DNA (D D R ) (Σχήμα 23.3).

Η ενεργοποίηση μιας απόκρισης σε βλάβες του DNA επιβεβαιώνεται με την 

ανίχνευση της φωσφορυλιωμένης ιστόνης Η2ΑΧ (γ-Η2ΑΧ), την ενδοκυττάρια 

εντόπιση της 53ΒΡ1, τη φωσφορυλίωση της Chk2 (στη θέση Thr68) και της ρ53 (στη 

θέση Ser20 ή Ser15) (d’Adda di Fagagna et al. 2003; Bartkova et al. 2005; Gorgoulis 

et al. 2005; Bartkova et al. 2006).

Ανάλυση με ανοσο-αποτύπωμα κατά western έδειξε ότι ενώ η υπερέκφραση 

του H a-R asV 12  προκάλεσε την φωσφορυλίωση της Chk2 στη Thr68 χωρίς όμως, να 

μεταβληθεί η έκφραση των επιπέδων της Chk2, η υπερέκφραση της ΙΚΚβΤ 

κατέστειλε τελείως τη φωσφορυλίωση της στις ινοβλάστες IM R -9 0 IK ^ T /R a s V 1 2 . 

(Σχήμα 23.3Α).
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IMR-90 P25
ΙΚΚβΤ/

Con H ygro  RasV12 GFP ΙΚΚβΤ RasV12

«- p-p63 (S20)

* V
A

p-p53 (S20)

■

^ β -actin

(B) IMR-90
IKKpT/RasV12 

#1 #2

Σχήμα 23.3. Ανάλυση των πρωτεϊνών που εμπλέκονται στην πορεία απόκρισης σε 
βλάβες DNA στις ινοβλάστες IMR-90RasV12, IM R-90IK^T και IMR■90IKKβT/RasV12.
(Α) Ολικά κυπαρικά εκχυλίσματα απομονώθηκαν από τους διαφορετικούς κυτταρικούς 
πληθυσμούς των ινοβλαστών IMR-90 ανθεκτικές σε υγρομυκίνη Β ή/και G418 και 
αναλύθηκαν για την έκφραση της φωσφορυλιωμένης μορφής της Chk2 (Thr68), της ολικής 
Chk2, της φωσφορυλιωμένης μορφής ρ53 (Ser15), και (Ser20) και της ολικής ρ53, με ανοσο- 
αποτύπωμα κατά western, χρησιμοποιώντας ειδικά αντισώματα. Η ισοφόρτωση των 
πρωτεϊνών ανιχνεύτηκε με την έκφραση της β-ακτίνης. (Β) Έκφραση της ολικής ρ53 και του 
γονιδίου-στόχου της p 2 iCip1/Waf1 σε δυο αντιπροσωπευτικές καλλιέργειες, #1 και #2, 
ινοβλαστών IMR-90 που συν-εκφράζανε IKI^T/Ras\/i2, οι οποίες κατασκευάστηκαν με 
ανεξάρτητες επιμολύνσεις.
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Η πρωτεΐνη Chk2 προστατεύει τα κύτταρα από την είσοδο τους στη μίτωση, 

αναστέλλοντας τη φωσφορυλίωση της Cdc2. Πρόσφατες μελέτες, έδειξαν ότι τμήμα 

του σημείου ελέγχου στη φάση G 2/M  είναι η μετατόπιση του Cdc25C στον πυρήνα. 

Αυτό ρυθμίζεται μέσω φωσφορυλίωσης της Ser216 της Cdc25C και ως συνέπεια 

δεσμεύεται σε 14-3-3 πρωτεΐνες. Η πρωτεΐνη Chk2 έχει δειχτεί ότι φωσφορυλιώνει 

την Cdc25C στη Ser216 in vitro. Αυτή η τροποποίηση πιθανά διατηρεί τη 

φωσφορυλίωση της Cdc25C σε κύπαρα που υφίστανται διακοπή του κυπαρικού 

κύκλου στη φάση ως απόκριση σε βλάβες στο DNA.

Παρόμοια, ενώ η υπερέκφραση του H a-R asV 12  προκάλεσε τη φωσφορυλίωση 

της ρ53 στις Ser15 και Ser20 και επήγαγε την έκφραση των ολικών επιπέδων της 

ρ53, η υπερέκφραση της ΙΚΚβΤ όμως, κατέστειλε και τη φωσφορυλίωση και την 

επαγωγή της ρ53 που προκλήθηκε από το ογκογόνο H a-R asV 12  (Σχήμα 23.3Α).

Αυτά τα ευρήματα συμφωνούν με τον ήδη μελετημένο φαινότυπο, 

επιβεβαιώνοντας πως η υπερέκφραση της ΙΚΚβΤ διασώζει τις ινοβλάστες IMR-90  

από την H a-R asV 12  επαγόμενη κυπαρική γήρανση.

Για να μελετηθεί επιπλέον η σχέση μεταξύ της ΙΚΚβΤ και του άξονα ρ53- 

p2 -|CiP/wafi καγασκευάστηκαν διαφορετικές καλλιέργειες κυττάρων ΙΚΚβΤIR asV12  και 

παρατηρήθηκε μετά από τη συνεχή ανακαλλιέργεια τους in vitro πως οι ινοβλάστες 

που διασώζονται από την Ha-R asV12-vnay0\izvr\ πρόωρη κυτταρική γήρανση από 

την ΙΚΚβΤ ήταν εκείνες στις οποίες τα επίπεδα έκφρασης της ρ53 και του γονιδίου- 

στόχου της P2 i c,p/Waf1 ήταν χαμηλά, δηλαδή η ενεργοποίηση του NF-κΒ είχε σαν 

αποτέλεσμα τη μειορρύθμιση της έκφρασης της ρ53, και αυτή η αντίστροφη σχέση 

οδηγεί στη μειορρύθμιση της p 2 ic'p1/Wan (Σχήμα 23.3Β), και επομένως στην χαμηλή 

ενεργότητα του άξονα p53-p21Clp1/Wa<1, που εμπλέκεται στη διακοπή του κυπαρικού 

πολλαπλασιασμού και στη καθιέρωση της κυπαρικής γήρανσης. Συνολικά, τα 

αποτελέσματα έδειξαν ότι το H a-R asV 12  επήγαγε την πρόωρη κυπαρική γήρανση 

των φυσιολογικών ινοβλαστών IM R -90 διαμέσου της ενεργοποίησης της πορείας 

απόκρισης βλαβών στο DNA, η οποία καταστάλθηκε από την εκτοπική και 

ιδιοστατική έκφραση της ενεργοποιημένης ΙΚΚβ, της κύριας κινάσης ενεργοποίησης 

της κανονικής πορείας του N F-kB.
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3. H Pim-2, ένας μεταγραφικός στόχος του NF-κΒ, δρα ως 

εττιβιοτικός παράγοντας σε ανθρώπινες ινοβλάστες



6.3.1. Ε ισαγω γή

Βλάβες στο DNA και η ενεργοποίηση των υποδοχέων θανάτου έχουν 

αναγνωρισθεί ως τα εναρκτήρια ερεθίσματα της απόπτωσης, επάγοντας τη 

διαπερατότητα της μιτοχονδριακής μεμβράνης και/ή την ενεργοποίηση των 

κασπασών. Μια πληθώρα ευρημάτων δείχνει ότι και άλλα κυπαρικά οργανίδια, όπως 

το ενδοπλασματικό δίκτυο, τα λυσοσωμάτια, και η συσκευή Golgi, είναι επίσης κύρια 

σημεία ενσωμάτωσης των προ-αποπτωτικών πορειών μεταγωγής σήματος ή 

ανίχνευσης βλάβης. Κάθε ένα κυτταρικό οργανίδιο ανιχνεύει συγκεκριμένες 

μεταβολές και ενεργοποιεί τοπικά πορείες μεταγωγής σήματος και εκπέμπει σήματα 

τα οποία διασφαλίζουν τη διεπικοινωνία μεταξύ των διαφορετικών κυτταρικών 

οργανιδίων.

Η παραγωγή “δραστικών μορφών οξυγόνου, Δ Μ Ο ” είναι μια αιτία πρόκλησης 

της κυτταρικής απόπτωσης. Πολλές κυτταροκίνες, όπως TN Fa, όταν συνδεθούν 

στους αντίστοιχους υποδοχείς τους αυξάνουν τη δημιουργία Δ Μ Ο  και έχει δειχθεί ότι 

αυτή η αύξηση είναι απαραίτητη για την περαιτέρω μεταγωγή του σήματος για τους 

παράγοντες αυτούς. Οι ακριβείς μοριακοί μηχανισμοί, όμως, αυτής της αλληλουχίας 

των γεγονότων παραμένουν εν πολλοίς άγνωστοι.

Η ρύθμιση της επιβίωσης των κυττάρων παίζει ρόλο στη διατήρηση της 

ομοιόστασης και στην απόκριση σε βλάβες, ενώ απορυθμίζεται σε διάφορες 

ασθένειες. Επιβιοτικοί παράγοντες αυξάνουν την επιβίωση των κυττάρων μέσω της 

ενεργοποίησης πορειών μεταγωγής σήματος που αποτελούνται συχνά από 

καταρράκτες πρωτεϊνικών κινασών, μεταξύ των οποίων είναι και η πορεία των 

IKK/NF-κΒ. Μέσω φωσφορυλίωσης συγκεκριμένων υποστρωμάτων, η επιβίωση 

μπορεί να είναι προφανής με πολλούς τρόπους που εκτείνονται από τη ρύθμιση της 

μεταγραφής μέσω της άμεσης τροποποίησης των αποπτωτικών επηρεαστών. 

Μεταξύ των γονιδίων-στόχων του πυρηνικού μεταγραφικού παράγοντα N F -κΒ είναι 

και το Pim-2.

Η Pim-2 είναι μέλος μιας οικογένειας των πρωτεϊνικών κινασών 

σερίνης/θρεονίνης που αποτελούνται από δύο άλλα μέλη, Pim-1 και Pim -3. Τα  

πρωτεϊνικά επίπεδα της Pim-2 καθώς επίσης και η ενεργότητα του ενζύμου 

καταστέλλονται δραματικά με την αφαίρεση της IL-3 από λεμφοκύτταρα των οποίων 

ο πολλαπλασιασμός και η επιβίωση εξαρτούνται από την παρουσία της IL-3. Επίσης
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η υπερέκφραση της Pim-2 εμποδίζει την απόπτωση που προκαλείται στα κύτταρα
*

που στερούνται IL-3. Τέλος, η απάλειψη της Pim-2 (knock-down), ή η υπερέκφραση 

μιας κυρίαρχης-αρνητικής (μεταλλαγμένης) μορφής της Pim-2, απέτρεψαν την 

αποτελεσματική επιβίωση από IL-3, ενισχύοντας το ρόλο της Pim-2 ως μεσολαβητή 

της παρεμπόδισης της απόπτωσης από την IL-3. Ένας από τους μηχανισμούς με 

τους οποίους οι κυτταροκίνες ασκούν τις επιδράσεις τους είναι μέσω της 

ενεργοποίησης της πορείας μεταγωγής σήματος των JAK-STAT. Η επίπτωση της 

Pim -2 στην επιβίωση των κυττάρων είναι ιδιαίτερου ενδιαφέροντος λαμβάνοντας 

υπόψη τον προηγούμενο γνωστό ρόλο της για την προαγωγή της λεμφωμαγένεσης. 

Ό μω ς ο μηχανισμός με τον οποίο οι κινάσες της οικογένειας Pirn προάγουν την 

ανάπτυξη των λεμφωμάτων παραμένει να καθοριστεί.

Είναι ενδιαφέρον να σημειωθεί ότι η υπερέκφραση της Pim-2 προάγει τη 

μακροπρόθεσμη επιβίωση των κυττάρων και όχι μόνο στη στέρηση IL-3, αλλά σε μια 

μυριάδα άλλων τοξικών ερεθισμάτων. Αυτό δείχνει ότι τουλάχιστον ένας στόχος της 

Pim-2 είναι κοινός για πολλές αποπτωτικές πορείες. Μια καλή αφετηρία θα ήταν να 

καθοριστεί εάν το η Pim-2 παρεμποδίζει την αποπτωτική πορεία μέσω των 

μιτοχονδρίων, και σε αυτή την περίπτωση, εάν προάγει την επιβίωση με το να δρα 

ανάρρους ή κατάρρους των μιτοχονδρίων. Η προ-αποπτωτική πρωτεΐνη Bad 

φωσφορυλιώνεται στο κατάλοιπο σερίνης 112 από την Pim-2 αποτρέποντας την 

αλληλεπίδραση Bad-BcI-XL και επομένως την απόπτωση. Επίσης η Pim-2 διατηρεί το 

δυναμικό των μιτοχονδρίων (ΔΨπι) κυττάρων που καλλιεργούνται απουσία 

αυξητικών παραγόντων, τον αναερόβιο μεταβολισμό τους, τη γλυκόλυση και επιφέρει 

προστασία από την ατροφία. Αυτά τα αποτελέσματα δείχνουν ότι η Pim-2 ρυθμίζει 

μάλλον περισσότερο την κυτταρική επιβίωση από ότι τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό 

και επομένως μπορεί να εξηγήσει την ικανότητα της να συνεργεί με το ογκογονίδιο c- 

myc στον νεοπλασματικό μετασχηματισμό λεμφοκυττάρων. Άλλο ένα μέλος της 

υπεροικογένειας του Bcl-2 που μπορεί να εξετασθεί ως στόχος της Pim-2 είναι η Bim- 

1 που δρα ανταγωνιστικά προς τη Bcl-2. Έχει δειχτεί ότι η Βίιπ-1 ρυθμίζεται με 

φωσφορυλίωση. Η έκφραση της Bim-1 αυξάνονται επίσης μετά την αφαίρεση της IL-3 

και bim'1' κύτταρα είναι ανθεκτικά στην απόπτωση που προκαλείται από την 

αφαίρεση κυτταροκινών. Θα είναι ενδιαφέρον να εξετασθεί αν η Bim-1 είναι 

υπόστρωμα της Pim-2. Με οποιοδήποτε μηχανισμό και αν η Pim-2 προάγει την
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κυτταρική επιβίωση από κυπαροκίνες, είναι βέβαιο ότι μπορεί να θεω ρηθεί στόχος 

για την αντικαρκινική ανακάλυψη φαρμάκων.

6.3.2. Κατασκευή τελομερισμένων ανθρωπίνων ινοβλαστών MRC-5, MRC- 

5TERT, που υπερεκφράζανε την Pim-2

Η κατασκευή των τελομερισμένων ινοβλαστών M R C -5T E R T

πραγματοποιήθηκε στο Εργαστήριο Φυσιολογίας και έχει περιγραφθεί αναλυτικά σε 

προηγούμενες μελέτες (Bartkova et al. 2006).

Οι ινοβλάστες M R C -5TE R T  επιμολύνθηκαν με ρετροϊκούς φορείς που έφεραν  

είτε τον πρότυπο φορέα ΒΙΒ που επιφέρει ανθεκτικότητα στη βλαστισιδίνη (BSR), ή 

το φορέα ΒΙΒ που έφερε το αγρίου-τύπου ανθρώπινο γονίδιο της Pim -2, B IB-Pim 2  

(wt) ή με μια μεταλλαγμένη κυρίαρχη-αρνητικά μορφή της Pim -2, BIB-Pim 2 (DN), που 

φέρει μια μετάλλαξη στην περιοχή πρόσδεσης του Α ΤΡ  και επομένως δεν δύναται να 

φωσφορυλιώσει τα υποστρώματα-στόχους της (Σχήμα 5.2).

Μετά την επιλογή των κυπάρων σε βλαστισιδίνη για την παραγωγή σταθερών  

κυτταρικών πληθυσμών, αναλύθηκε η έκφραση της Pim -2 στις ινοβλάστες M R C - 

5TE R T με ανοσο-αποτύπωμα κατά western (Σχήμα 23.3). Ενώ οι ινοβλάστες M R C - 

5TE R T και M R C -5TE R T/B IB  είχαν μη-ανιχνεύσιμα επίπεδα έκφρασης της 

ενδογενούς Pim-2, οι ινοβλάστες M R C -5TE R T που έφεραν είτε την Pim -2 (wt) ή Pim- 

2 (DN) υπερεκφράζανε την εξωγενή πρωτεΐνη (Σχήμα 24.3).
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MRC-5TERT
Con BIB Pim2 Pim2 

(wt) (DN)
Pim-2

β-actin

Σχήμα 24.3. Έκφραση της Pim-2 στις μη-επιμολυσμένες ινοβλάστες MRC-5TERT και 
στους ανθεκτικούς σε βλαστισιδίνη σταθερούς κυτταρικούς πληθυσμούς των 
επιμολυσμένων ινοβλαστών MRC-5TERT. Ολικά κυτταρικά εκχυλίσματα απομονώθηκαν 
από μη-επιμολυσμένες ινοβλάστες MRC-5TERT και από MRC-5TERT επιμολυσμένες με 
τους ρετροϊούς BIB, BIB-Pim2 (wt) ή BIB-Pim2 (DN) και αναλύθηκαν για την έκφραση της 
Pim-2 με ανοσο-αποτύπωμα κατά western χρησιμοποιώντας ένα πολυκλωνικό αντίσωμα 
αιγός ενάντια στην ανθρώπινη πρωτεΐνη Pim-2. Η ισοφόρτωση των πρωτεϊνών ανιχνεύθηκε 
με την έκφραση της β-ακτίνης.
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6.3.3. H Pim-2 αύξησε την επιβίωση των MRC-5TERT κάτω από συνθήκες 

απουσίας ορού

Προκειμένου να μελετηθεί αν η υπερέκφραση της Pim -2 στις ινοβλάστες M R C - 

5TE R T αυξάνει την κυτταρική επιβίωση τους, όλοι οι διαφορετικοί κυτταρικοί 

πληθυσμοί των ινοβλαστών καλλιεργήθηκαν σε πλήρες ταπήτιο παρουσία ή απουσία 

ορού για 24 και 48  ώρες. Χαμηλού μοριακού βάρους DNA απομονώθηκε και 

αναλύθηκε με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης προκειμένου να μελετηθεί η 

επαγωγή της απόπτωσης των κυττάρων, ιδιαίτερα κάτω από συνθήκες απουσίας 

ορού (Σχήμα 25.3).

Ενώ κάτω από συνθήκες παρουσίας ορού δεν παρατηρήθηκε τμηματοποίηση 

του DNA των κυττάρων M R C -5TE R T, χαρακτηριστικό της κυπαρικής απόπτωσης 

(Σχήμα 25.3, FCS), κάτω από συνθήκες απουσίας ορού ανιχνεύθηκαν στις 

ινοβλάστες M R C -5TE R T και M R C -5TE R T/V ec τμήματα DNA πολλαπλά των 180 bp 

σχηματίζοντας μια κλίμακα ή σκάλα DNA (DNA ladder), χαρακτηριστικό των 

κυττάρων που υφίστανται απόπτωση, ιδιαίτερα μετά την καλλιέργεια τους για 48  h 

απουσία ορού (Σχήμα 25.3 , SF). Η απόπτωση των ινοβλαστών που καλλιεργήθηκαν 

απουσία ορού πιθανά οφείλονταν, όπως είναι γνωστό και από άλλες μελέτες, στην 

έλλειψη αυξητικών παραγόντων και κυττοκινών. Σε αντίθεση, η υπερέκφραση της 

αγρίου-τύπου Pim -2 (wt) πρωτεΐνης προστάτευσε τις ινοβλάστες M R C -5T E R T  από 

την απόπτωση επαγόμενη από την απουσία ορού (Σχήμα 25.3, SF). Η υπερέκφραση 

της κυρίαρχα-αρνητικής μορφής της Pim-2 (D N ) συνέβαλε στην επαγωγή της 

απόπτωσης των M R C -5T E R T  που καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 48  h (Σχήμα

25.3, SF).



MRC-5 TERT

Σχήμα 25.3. H Pim-2 κατέστειλε την απόπτωση των ινοβλαστών MRC-5TERT 
που επάγεται κάτω από συνθήκες απουσίας ορού. Μη-επιμολυσμένες 
ινοβλάστες M R C -5TE R T (Con) και ινοβλάστες επιμολυσμένες με τους ρετροϊούς ΒΙΒ 
(Vec), BIB-Pim2 (wt) ή BIB-Pim2 (DN) καλλιεργήθηκαν σε πλήρες ταπήτιο παρουσία 
ή απουσία ορού για 24 h και 48  h, χαμηλού μοριακού βάρους DNA απομονώθηκε και 
αναλύθηκε σε πηκτή αγαρόζης προκειμένου να εξετασθεί η απόπτωση των 
κυττάρων.
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Καθώς η ένταση των τμημάτων DNA που ανιχνεύθηκαν ήταν μεγαλύτερη στις 

ινοβλάστες M R C -5TER T/P im 2 (D N ) σε σύγκριση με αυτήν που παρατηρήθηκε στις 

M R C -5TE R T και M R C -5TE R T/Vec, τα αποτελέσματα υποδήλωσαν ότι η μορφή Pim- 

2 (DN) πιθανά έδρασε ανταγωνιστικά με την αγρίου-τύπου ενδογενή πρωτεΐνη Pim-2, 

παρεμποδίζοντας τη λειτουργία της ενδογενούς πρωτεΐνης Pim-2, δρώντας έτσι 

συνεργειακά με την απουσία αυξητικών παραγόντων (ορού) προκαλώντας την 

εντονότερη απόπτωση των ινοβλαστών M R C -5T E R T  (Σχήμα 25.3 , SF), 

υποδηλώνοντας ότι η Pim-2 εμπλέκεται στην επιβίωση των κυττάρων που 

καλλιεργούνται απουσία αυξητικών παραγόντων.

6.3.4. Η Pim-2 κατέστειλε την απόπτωση των MRC-5TERT που επάγεται από το 

Η20 2

) Καθώς η μεταγραφική ενεργότητα του N F-κΒ επάγεται από οξειδωτικό στρες,

, οδηγώντας στην επαγωγή της έκφρασης γονιδίων-στόχων του μεταξύ των οποίων 

 ̂ είναι το γονίδιο της Pim-2, μελετήθηκαν οι επιδράσεις του υπεροξειδίου του

} υδρογόνου (Η 20 2) στην κυπαρική επιβίωση των διαφορετικών κυτταρικών
!
ί πληθυσμών των ινοβλαστών M R C -5TE R T.

; Αυξανόμενες συγκεντρώσεις Η 2Ο 2 με εύρος από 0 -  1000 μΜ χορηγήθηκαν
ί
ί στους διαφορετικούς κυτταρικούς πληθυσμούς των ινοβλαστών M R C -5T E R T  [Con, 

I BIB, Pim2 (wt) και Pim2 (DN)] για 24  h και χαμηλού μοριακού βάρους D N A  

απομονώθηκε και αναλύθηκε σε πηκτή αγαρόζης (Σχήμα 26.3).

Το Η20 2 προκάλεσε την απόπτωση των M R C -5T E R T  και M R C -5TE R T/B IB  

κατά δοσο-εξαρτώμενο τρόπο, όπως ανιχνεύθηκε με την τμηματοποίηση του DNA, η 

οποία ήταν εμφανής στη συγκέντρωση των 100 μΜ, εντονότερη στα 200  μΜ και 

χαρακτηριστική στα 500 και 1000 μΜ Η20 2 (Σχήμα 26.3). 

t Σε αντίθεση, η υπερέκφραση της Pim -2 (wt) κατέστειλε πλήρως τη δοσο-

εξαρτώμενη απόπτωση επαγόμενη από το Η20 2. Η υπερέκφραση της Pim -2 (D N ) 

| δεν κατέστειλε τη χαρακτηριστική απόπτωση των ινοβλαστών M R C -5T E R T  που 

επάγεται σε συγκέντρωση > 500 μΜ Η20 2 (Σχήμα 26.3), υποδηλώνοντας ότι η Pim -2  

εμπλέκεται στην επιβίωση των κυττάρων που εκτίθενται σε οξειδωτικό στρες.
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M R C -5TE R T

Σχήμα 26.3. Η Pim-2 κατέστειλε την απόπτωση των ινοβλαστών MRC-5TERT που 
επάγεται από το Η20 2. Μη-επιμολυσμένες ινοβλάστες MRC-5TERT (Con) και ινοβλάστες 
επιμολυσμένες με τους ρετροϊούς BIB, BIB-Pim2(wt) ή BIB-Pim2(DN) καλλιεργήθηκαν σε 
παρουσία ή απουσία αυξανόμενων συγκεντρώσεων Η26 2 (0 - 1000 μΜ) για 24 h, χαμηλού 
μοριακού βάρους DNA απομονώθηκε και αναλύθηκε σε πηκτή αγαρόζης προκειμένου να 
εξετασθεί η απόπτωση των κυττάρων.
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6.3.5. Ανάλυση των επιδράσεων του Η20 2 στην έκφραση των πρωτεϊνών που 

εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυπαρικού κύκλου στις ινοβλάστες MRC-5TERT

Προκειμένου να διερευνηθούν οι επιδράσεις αυξανόμενων συγκεντρώσεων 

Η20 2 στην έκφραση των πρωτεϊνών που εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυτταρικού 

κύκλου, ολικά κυτταρικά εκχυλίσματα απομονώθηκαν από τις ινοβλάστες M RC- 

5TERT/B IB , M R C -5TER T/P im 2(w t) και M R C -5TE R T/P im 2(D N ) που καλλιεργήθηκαν 

απουσία ή παρουσία 50, 100 και 200 μΜ Η20 2 και αναλύθηκαν με ανοσο-

αποτύπωμα κατά western για την έκφραση της κυκλίνης D1, της ρ53 και της 

p21ciPi/wafi (Σχήμα 27.3).

Στις ινοβλάστες M R C -5TE R T , μολονότι δεν παρατηρήθηκε καμιά μεταβολή 

στην έκφραση της κυκλίνης D1 24 h μετά τη χορήγηση Η20 2, τα επίπεδα έκφρασης 

της ήταν υψηλότερα μετά από 48  h, ιδιαίτερα μετά τη χορήγηση 100 και 200 μΜ 

Η20 2 (Σχήμα 27.3). Αντίθετα στις ινοβλάστες M R C -5TE R T  που υπερεκφράζανε είτε 

Pim -2(wt) ή Pim -2(DN) τα επίπεδα έκφρασης της κυκλίνης D1 ήταν χαμηλότερα από 

εκείνα που ανιχνεύθηκαν στις M R C -5TE R T  και παρατηρήθηκε μια ελάχιστη αύξηση 

των επιπέδων της 48 h μετά τη χορήγηση 200 μΜ Η20 2 (Σχήμα 27.3).

Στις ινοβλάστες M R C -5T E R T  ανιχνεύθηκε μια δοσο-εξαρτώμενη επαγωγή της 

ρ53 24 h μετά τη χορήγηση αυξανόμενω συγκεντρώσεων Η 20 2 η οποία ήταν σαφώς 

μικρότερη ιδιαίτερα στις ινοβλάστες M R C -5TE R T/P im -2(w t) (Σχήμα 27.3). Η 

επαγωγή της έκφρασης της ρ53, 24  h μετά την έκθεση των M R C -5T E R T  και M R C - 

5TE R T/P im 2(D N ) σε Η 20 2 ακολουθήθηκε από τη δοσο-εξαρτώμενη επαγωγή της 

έκφρασης του προϊόντος του γονιδίου-στόχου της p 2 iCip1/Waf1j και σε πολύ μικρότερο 

βαθμό στις ινοβλάστες Μ RC-5TER T/P im 2(w t) (Σχήμα 27.3).



MRC-5 TERT (24 h) MRC-5 TERT (48 h)
μΜ Vector Pim-2 (wt) Pim-2 (DN) Vector Pim-2 (wt) Pim-2 (DN)

H,Q,: 0 SO 100 200 0 50 100 200 0 50 100 200 0 SO 100 200 0 SO 100 200 0 50 100 200
Cyc Dt

p53

p-actin

4.p21apW'W1 

»4-β-actin

Σχήμα 27.3. Ανάλυση των πρωτεϊνών, που εμπλέκονται στην ρύθμιση του κυτταρικού 
κύκλου στις ινοβλάστες MRC-5TERT που εκτίθενται σε Η20 2. Ολικά πρωτεϊνικά 
εκχυλίσματα, απομονώθηκαν από τους διαφορετικούς κυπαρικούς πληθυσμούς των 
ινοβλαστών MRC-5TERT παρουσία ή απουσία αυξανόμενων συγκεντρώσεων Η20 2 και 
αναλύθηκαν με ανοσο-αποτύπωμα κατά western για την έκφραση πρωτεϊνών που 
εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου όπως κυκλίνης D1, ρ53 και p21Cip/Waf1 
χρησιμοποιώντας ειδικά αντισώματα. Η ισοφόρτωση των δειγμάτων έγινε με την ανίχνευση 
των επιπέδων της β-ακτίνης.
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Μολονότι η έκφραση της ρ53 επέστρεψε στα φυσιολογικά επίπεδα και στις τρεις 

διαφορετικές καλλιέργειες των ινοβλαστών, M R C -5TE R T, M R C -5TE R T/P im 2(w t) και 

M R C -5TER T/P im 2(D N ), 48  h μετά την έκθεση των κυττάρων σε Η 2Ο 2, τα επίπεδα 

έκφρασης της p2 i c,p1/Waf1 διατηρήθηκαν σε υψηλά επίπεδα στις ινοβλάστες M R C - 

5TE R T και M R C -5TE R T/P im 2(D N ) αλλά επέστρεψαν σε φυσιολογικά επίπεδα στις 

ινοβλάστες M R C -5TE R T που υπερεκφράζανε την Pim 2(wt). Τα  αποτελέσματα  

συμβαδίζουν με τα παραπάνω ευρήματα της διδακτορικής διατριβής, όπου η 

ενεργοποίηση του NF-κΒ διαμέσου της υπερέκφρασης της ΙΚΚβΤ απέτρεψε την 

επαγωγή της ρ53 από το Η20 2 (Σχήμα 14.3Β), ή η καταστολή της ενεργοποίησης του 

NF-κΒ με χρήση του υπερκαταστολέα του, IkBoS R  οδήγησε στην επαγωγή της ρ53 

σε πολύ υψηλότερα επίπεδα (Σχήμα 15.3).
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ
Φυσιολογικά κύπαρα θηλαστικών, υφίστανται ένα συγκεκριμένο αριθμό 

κυτταρικών διαιρέσεων στην καλλιέργεια και στη συνέχεια εισέρχονται σε περίοδο 

‘κρίσης’ κατά την οποία παραμένουν μεταβολικά ενεργά αλλά δεν διαιρούνται. Αυτό 

το φαινόμενο ονομάζεται κυτταρική γήρανση. Μελέτες έδειξαν ότι η γήρανση 

φυσιολογικών κυττάρων ρυθμίζεται από τα τελομερή και τις πορείες των 

ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών ρ53 και pRb (Campisi, 2005)

Η επαγωγή της κυτταρικής γήρανσης λόγω της απώλειας των τελομερών, που 

ανιχνεύεται ως βλάβες στο DNA, ενεργοποιεί μια πορεία απόκρισης σε βλάβες στο 

DNA (DNA Damage Checkpoint Response ή DD R) κατά την οποία ενεργοποιούνται 

οι κινάσες ΑΤΜ  και Chk2 καθώς επίσης και ο τελεστής τους ρ53. Η αναστολή της 

ενεργοποίησης των ΑΤΜ  και Chk2 επιβραδύνει την επαγωγή της κυτταρικής 

γήρανσης, επιβεβαιώνοντας τον κρίσιμο ρόλο της D D R στην κυτταρική γήρανση 

(Longhese, Mantiero et al. 2006).

Όμως, η διάβρωση των τελομερών δεν είναι ο μοναδικός επαγωγέας της 

κυπαρικής γήρανσης. Τα φυσιολογικά κύπαρα διαθέτουν αμυντικούς μηχανισμούς 

για να ελαχιστοποιήσουν τα καταστροφικά αποτελέσματα μεταλλάξεων που 

αδρανοποιούνται ή απαλείφονται κατά την πολυσταδιακή καρκινογένεση. Τέτοιους 

προστατευτικούς μηχανισμούς αποτελούν οι αντί-πολλαπλασιαστικές αποκρίσεις των 

κυπάρων - διακοπή του πολλαπλασιασμού ή πρόωρη γήρανση και απόπτωση - σε 

υπερβολικά μιτογόνα μηνύματα ή/και σε ογκογόνο στρες.

Επιπλέον, πληθώρα ερεθισμάτων μπορεί να επάγει την πρόωρη κυπαρική 

γήρανση φυσιολογικών ανθρώπινων ινοβλαστών. Για παράδειγμα, η ενεργοποίηση 

ογκογονιδίων, όπως το ογκογόνο R asV 12  μπορούν να οδηγήσουν τα κύπαρα σε 

πρόωρη κυπαρική γήρανση γνωστή ως επαγομένη από ογκογονίδια γήρανση 

(oncogene-induced senescence, O IS) (Collado et al. 2005; Sharpless and DePinho  

2005), καθώς και παράγοντες που προκαλούν βλάβες στο DNA όπως το Η2Ό2 που 

αναφέρεται ως στρεσο-επαγόμενη κυτταρική γήρανση (Stress-induced Prem ature  

Senescence; SIPS).

Ένας από τους μεταγραφικούς παράγοντες που εμπλέκονται στη ρύθμιση του 

πολλαπλασιασμού, στις κυτταρικές αποκρίσεις σε βλάβες στο DNA και στην 

κυπαρική επιβίωση, είναι ο πυρηνικός μεταγραφικός παράγοντας N F -κΒ. Μελέτες

177



έδειξαν πως ο NF-κΒ προάγει τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, αλλά ο 

σημαντικότερος ρόλος του είναι η αύξηση της κυτταρικής επιβίωσης μετά από 

ογκογόνο ή γονοτοξικό στρες (Karin et al. 2002; Karin and Lin, 2002; Karin and 

Greten, 2002), που υποστηρίζεται και από διαγονιδιακά μοντέλα που εμφανίζουν 

εμβρυϊκό θάνατο με την απάλειψη της ρ65 ή των IKKs (Beg et al. 1995; Li et al. 1999; 

Senftleben et al. 2005; M aeda et al. 2005).

Ο μεταγραφικός παράγοντας N F-κΒ, ανήκει σε μια οικογένεια μεταγραφικών 

παραγόντων που παίζουν σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση προγραμμάτων γονιδιακής 

έκφρασης τα οποία ρυθμίζουν τις αποκρίσεις των κυττάρων στο στρες και την γένεση 

της επίκτητης και της έμφυτης ανοσίας. Τα μέλη της οικογένειας του NF-kB 

δεσμεύονται στο DNA ως έτερο- η ομο-διμερή τα οποία προκύπτουν επιλεκτικά από 

πέντε π ιθανές υπομονάδες: RelA/p65, c-Rel, RelB, ρ50/ρ105 (N F-κ Β Ι)  και ρ52/ρ100  

(NF-KB2). Ό λες οι υπομονάδες του N F -κΒ έχουν μια Rel ομόλογη περιοχή (RHD) η 

οποία παρουσιάζει ικανότητα δέσμευσης με το DNA (Tergaonkar, 2006).

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή, έγιναν προσπάθειες να αποσαφηνιστεί ο 

ρόλος του πυρηνικού μεταγραφικού παράγοντα N F-κΒ όσον το δυνατόν περισσότερο 

τόσο στη φυσιολογική όσο και στην επαγόμενη από ογκογόνο ή οξειδωτικό στρες 

κυτταρική γήρανση φυσιολογικών ανθρώπινων ινοβλαστών. Προκειμένου να 

μελετηθεί η έκφραση των πρωτεϊνών που εμπλέκονται στην ενεργοποίηση του NF-kB 

κατά τη φυσιολογική γήρανση ανθρώπινων ινοβλαστών απομονώθηκαν και 

αναλύθηκαν κυτταροπλασματικά και πυρηνικά εκχυλίσματα από κύπαρα τα οποία 

βρίσκονται σε διαφορετικές κυτταρικές διαιρέσεις με ένα εύρος από 15 έως 40  

κυτταρικών διαιρέσεων ώστε να μελετηθεί η έκφραση των πρωτεϊνικών κινασών 

ΙΚΚα και ΙΚΚβ, καθώς και των υπομονάδων του N F-κΒ ρ50 και ρ65. Οι ινοβλάστες 

IM R -90 εκφράζανε σημαντικά χαμηλότερα επίπεδα της ΙΚΚβ, σε σύγκριση με τα 

αντίστοιχα της ΙΚΚα, η έκφρασή της όμως ήταν παρόμοια τόσο στο 

κυτταροπλασματικό όσο και στο πυρηνικό διαμέρισμα (Fig. 1.3Α), δείχνοντας ότι η 

ΙΚΚβ ήταν πιθανά ο περιοριστικός παράγοντας που συμβάλλει στην ενεργοποίηση 

της πορείας του N F -kB.

Επιπλέον, η έκφραση των μελών του ετεροδιμερούς N F-κΒ ρ50-ρ65 που 

εμπλέκεται στην κανονική πορεία ενεργοποίησης του NF-κΒ δεν μεταβλήθηκε κατά 

τη φυσιολογική κυτταρική γήρανση των ανθρώπινων ινοβλαστών, δείχνοντας πως η 

διατήρηση του N F-κΒ πιθανά να οφείλεται στο γεγονός ότι ο NF-κΒ, ως επιβιωτικός
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παράγοντας, ήταν απαραίτητος για την επιβίωση φυσιολογικών ανθρώπινων 

ινοβλαστών.

Για να διερευνηθεί περαιτέρω, ο τρόπος με τον οποίο η πορεία ενεργοποίησης 

του NF-κΒ εμπλέκεται στην κυτταρική γήρανση των HDFs, η οποία επάγεται από 

στρες, υποθέσαμε, ότι η καταστολή ενεργοποίησης του NF-κΒ, θα μας δώσει μια 

σαφή εικόνα για τον ρόλο του ως επιβιωτικού παράγοντα.

Η καταστολή της πορείας ενεργοποίησης του NF-κΒ επιτεύχθηκε αρχικά με τη 

χρήση ενός υπερκαταστολέα του NF-κΒ, την IkBoSR, προκειμένου να κατασταλεί η 

ενεργοποίησή του, και ιδιαίτερα της κανονικής πορείας ενεργοποίησης του. Η 

k B a S R  είναι μια μεταλλαγμένη μορφή της ΙκΒα στην οποία τα δυο κατάλοιπα 

σερίνης Ser32 και 36 μεταλλάχθηκαν και δεν μπορούν να φωσφορυλιωθούν ως 

απόκριση σε εξωγενή ερεθίσματα, και επομένως δεν μπορεί να αποδομηθεί από το 

πρωτεόσωμα 26S. Ωστόσο μπορεί να δεσμεύσει τα ετεροδιμερή NF-κΒ ρ50-ρ65, να 

τα συγκροτήσει στο κυτταρόπλασμα και ως εκ τούτου το σύμπλοκο δεν μπορεί να 

μετατοπιστεί στον πυρήνα και να δεσμευτεί σε προαγωγείς γονιδίων-στόχων του. 

Επιπλέον, χρησιμοποιήθηκαν shRNAs (sh ολιγονουκλεοτίδια) για τη μειορρύθμιση 

της έκφρασης των δύο πρωτεϊνικών κινασών σερίνης/θρεονίνης που ενεργοποιούν 

τον N F-κΒ, ΙΚΚα ή ΙΚΚβ, προκειμένου να διεξαχθούν συμπεράσματα σε σχέση με την 

πορεία ενεργοποίησης του μεταγραφικού παράγοντα που είναι επικρατής στις 

ανθρώπινες φυσιολογικές ινοβλάστες.

Τα πειράματά μας, διεξήχθησαν σε δυο διαφορετικά στελέχη φυσιολογικών 

ινοβλαστών πνεύμονα M R C -5 και IM R-90.

Προκειμένου να αναλυθούν οι επιδράσεις του υπερκαταστολέα k B a S R  στον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό αναλύθηκε ο κυτταρικός κύκλος των ινοβλαστών IM R -90  

και M R C -5 με κυτταρομετρία ροής και με την κατασκευή καμπύλών 

πολλαπλασιασμού. Ανάλυση με κυτταρομετρία ροής ασύγχρονων καλλιεργειών των 

διαφορετικών πληθυσμών ινοβλαστών έδειξε ότι η υπερέκφραση της k B a S R  στις 

ινοβλάστες IM R -90 οδήγησε στην επιβράδυνση τους στη φάση G 1-S  του κυτταρικού 

κύκλου (Σχήμα 3.3Α), ενώ στις ινοβλάστες M R C -5 στη φάση G 2-M  (Σχήμα 3 .3 .C). Η 

διαφορά μεταξύ των δύο κυτταρικών στελεχών των ινοβλαστών πιθανά οφείλεται στο 

γεγονός ότι η ανάλυση τους έγινε, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, σε ασύγχρονες 

καλλιέργειες. Για να επιβεβαιωθεί η επιβράδυνση του ρυθμού του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού παρουσία της k B a S R  κατασκευάσθηκαν καμπύλες

179

k



πολλαπλασιασμού. Η υπερέκφραση της k B a S R  οδήγησε σε δραματική επιβράδυνση 

του ρυθμού του κυτταρικού πολλαπλασιασμού σε σύγκριση με τα κύτταρα ελέγχου 

και στα δύο κυτταρικά στελέχη των ινοβλαστών IM R -90 και M R C -5 (Σχήματα 3.3.Β 

και 3.3 .D ).

Για να διερευνηθούν περεταίρω οι επιδράσεις της k B a S R  στην επιβράδυνση 

του ρυθμού πολλαπλσιασμού των ινοβλαστών IM R -90 και M RC-5, μελετήθηκε η 

έκφραση πρωτεϊνών που εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου σε πλήρες 

ταπήτιο (confluent) κυττάρων ύστερα από τη διέγερσή τους με ορό (Σχήμα 4.3.).

Η υπερέκφραση της k B a S R  ενώ δεν μεταβάλλει τα επίπεδα έκφρασης των 

πρωτεϊνών κυκλίνης D1, Cdc6, FoxM1 και ρ53 επήγαγε όμως την έκφραση της ρ53 

και κατ’ ακολουθία της πρωτεΐνης-στόχου της p 2 iClp1/Waf1 (Σχήμα 4.3.). Μολονότι ο 

προαγωγέας του ανθρωπίνου γονιδίου της p2 l Cip1/Waf1 δεν φέρει NF-κΒ ρυθμιστικά 

στοιχεία, φέρει ρυθμιστικά στοιχεία για τους μεταγραφικούς παράγοντες ρ53, 

Myc/Miz, E2F1 και SP1 (Ocker and Schneider-Stock, 2007). Επομένως, παρουσία 

του υπερκαταστολέα k B a S R  οδηγεί στην επαγωγή της έκφρασης της p 2 lClp1/Waf1 

διαμέσου της επαγωγής της έκφρασης της ρ53, που δρα ως θετικός ρυθμιστής της 

έκφρασης της p2 l Cip1/Waf1. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι ο NF-κΒ δρα ως αρνητικός 

ρυθμιστής της ρ53 πιθανά διαμέσου των N F-κΒ ρυθμιστικών στοιχείων στον 

προαγωγέα του γονιδίου της ρ53 (Wu and Lozano, 1994; Sun et al., 1995; Sakaida 

et al., 2003). Κατ’ ακολουθία, η συνεχής υψηλή έκφραση του άξονα p53-p21c,p1/Waf1 

πιθανά ήταν ένας από τους παράγοντες που συνέβαλε στην επιβράδυνση της 

προόδου του κυτταρικού κύκλου και τη μείωση του ρυθμού πολλαπλασιασμού των 

ινοβλαστών με αποτέλεσμα την επαγωγή της πρόωρης γήρανσης των κυττάρων 

επιβεβαιώνοντας τον σημαντικό ρόλο του N F-κΒ στην κυτταρική γήρανση.

Ο υπερκαταστολέας του NF-κΒ, kB aS R , οδήγησε στην ενεργοποίηση της 

πορείας απόκρισης σε βλάβες στο DNA (D N A  Dam age Checkpoint Response) που 

επιβεβαιώθηκε με την ανίχνευση της φωσφορυλιωμένης μορφής γ-Η2ΑΧ, η οποία 

εντοπίζεται σε εστίες βλαβών στο DNA, της ενεργοποιημένης μορφής της κινάσης 

Chk2, p-Chk2(T68) και της φωσφορυλιωμένης μορφής της ογκοκατασταλτικής 

πρωτεΐνης ρ53 στη σερίνη 20, p-p53(Ser20). Η επαγωγή βλαβών στο DNA και η 

συνάθροιση τους απουσία NF-κΒ κατά τη συνεχή ανακαλλιέργεια των HDFs οδηγεί 

τις ινοβλάστες σε πρόωρη κυτταρική γήρανση (Premature Cellular Senescence).
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Η ενεργοποίηση του N F-κΒ κάτω από συνθήκες στρες μπορεί να διεξαχθεί 

διαμέσου δύο πορειών: της κανονικής (canonical pathway) και μη-κανονικής (non- 

canonical pathway) πορείας ενεργοποίησης. Όμως, η καταστολή της πορείας 

ενεργοποίησης του N F-κΒ με χρήση του υπερκαταστολέα, k B a S R , επιτρέπει 

μερικώς την εξαγωγή συμπερασμάτων σε σχέση με την πορεία ενεργοποίησης που 

είναι επικρατής στις ανθρώπινες φυσιολογικές ινοβλάστες.

Γι’ αυτό το σκοπό χρησιμοποιήθηκαν shRNAs (sh ολιγονουκλεοτίδια) για τη 

μειορρύθμιση της έκφρασης των δύο πρωτεϊνικών κινασών σερίνης/θρεονίνης που 

ενεργοποιούν τον NF-κΒ, ΙΚΚα ή ΙΚΚβ, καθώς επίσης και shRNAi για τη 

λουσιφεράση ως πρότυπο ελέγχου.

Ανάλυση με κυπαρομετρία ροής ασύγχρονων καλλιεργειών των διαφορετικών 

πληθυσμών των ινοβλαστών IM R -90 έδειξε ότι η μειορρύθμιση της ΙΚΚβ και σε πολύ 

μικρότερο βαθμό της ΙΚΚα στις ινοβλάστες IM R-90 οδήγησε στην επιβράδυνση τους 

στη φάση G 1-S του κυπαρικού κύκλου (Σχήμα 9.3Α) δείχνοντάς μας ότι η κανονική 

πορεία (διαμέσου της ΙΚΚβ) είναι πιθανά σημαντικότερη από τη μη-κανονική πορεία 

(διαμέσου της ΙΚΚα) ενεργοποίησης του NF-κΒ στον πολλαπλασιασμό των 

φυσιολογικών ανθρωπίνων ινοβλαστών.

Για να διερευνηθούν οι επιδράσεις της μειορρύθμισης των ΙΚΚα και ΙΚΚβ στην 

επιβράδυνση του ρυθμού πολλαπλασιασμού των ινοβλαστών IM R -90 και M R C -5, 

μελετήθηκε η έκφραση πρωτεϊνών που εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυτταρικού 

κύκλου σε πλήρες ταπήτιο (confluent) κυπάρων ύστερα από τη διέγερσή τους με ορό 

(Σχήμα 10.3).

Η μειορρύθμιση της ΙΚΚα ή της ΙΚΚβ είχαν διαφορετικές επιδράσεις στην 

έκφραση των πρωτεϊνών που εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυπαρικού κύκλου, 

καθώς εμπλέκονται σε διαφορετικές πορείες ενεργοποίησης του N F-κΒ -  η μεν 

πρώτη στη μη-κανονική πορεία, η δε δεύτερη στην κανονική πορεία (Σχήμα 10.3).

Η μειορρύθμιση της ΙΚΚα ή της ΙΚΚβ δεν μετέβαλλε τα επίπεδα έκφρασης της 

κυκλίνης D1 ή της FoxM1. Όμως, η μειορρύθμιση της ΙΚΚβ επήγαγε την έκφραση της 

Cdc6, της ρ53 και του γονιδίου-στόχου της p2 i Cip1/Waf1. η  επαγωγή της Cdc6 έχει 

ενοχοποιηθεί στην κυπαρική γήρανση (Di Micco et al., 2006; Bartkova et al, 2006) 

και η επαγωγή της επάγει τη γήρανση φυσιολογικών ανθρωπίνων ινοβλαστών IM R- 

90 και M R C -5 (Barkova et al., 2006). Επιπλέον, η ενεργοποίηση του άξονα ρ53-ρ21 

που ανιχνεύθηκε στις ινοβλάστες παρουσία του υπερκαταστολέα του N F-κΒ, k B a S R
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(Σχήμα 4 .3Α ) οφείλεται στην απουσία της ΙΚΚβ και όχι της ΙΚΚα (Σχήμα 10.3). Σε 

αντίθεση, η μειορρύθμιση της ΙΚΚα κατέστειλε την έκφραση της Cdc6 και του άξονα 

p53-p21Cip1/Waf\  με αποτέλεσμα να μην παρατηρηθεί γήρανση των ινοβλαστών IMR- 

90 και M R C -5 στις οποίες είχε αποσιωποιηθεί το γονίδιο της ΙΚΚα (Σχήμα 10.3). Η 

μειορρύθμιση της έκφρασης της Cdc6 από την απουσία της ΙΚΚα, ανιχνεύθηκε 

επίσης σε καρκινικά επιθηλιακά κύτταρα πνεύμονα Α549 (αδημοσίευτες 

παρατηρήσεις) που δείχνει ότι η έκφραση της Cdc6, ο πραγωγέας του γονιδίου της 

οποίας φέρει ένα N F-κΒ ρυθμιστικό στοιχείο -1 5 0  βάσεις ανάρρους της θέσης 

έναρξης της μεταγραφής, υπόκειται στον έλεγχο της μη-κανονικής πορείας 

ενεργοποίησης του N F -κΒ. Ο ι διαφορές μεταξύ των ΙΚΚα και ΙΚΚβ πιθανά να 

οφείλονται στο ότι η πρώτη εκτός από του ότι ενεργοποιεί την μη-κανονική πορεία 

του N F-κΒ, έχει και NF-κΒ-ανεξάρτητες επιδράσεις λόγω της πυρηνικής εντόπισης 

της, με άλλα λόγια η ΙΚΚα έχει και πυρηνικό ρόλο τόσο στην τροποποίηση της 

χρωματίνης όσο και στην έκφραση γονιδίων όπως του c-myc, κυκλίνης D1 και c-fos 

(Gloire et al., 2006; Perkins, 2007). Η συνεχής υψηλή έκφραση της p21CiP1/Waf1 

πιθανά ήταν ένας από τους παράγοντες που συνέβαλε στην επιβράδυνση της 

προόδου του κυτταρικού κύκλου και στη μείωση του ρυθμού πολλαπλασιασμού των 

ινοβλαστών IM R -90 και M R C -5 που είχαν χαμηλά επίπεδα ΙΚΚβ, αλλά δεν μπορεί 

από μόνη της να δικαιολογήσει τις διαφορές σε σχέση με την επαγωγή της 

κυτταρικής γήρανσης μεταξύ των ινοβλαστών που έφεραν χαμηλά επίπεδα ΙΚΚβ και 

εκείνων με χαμηλά επίπεδα ΙΚΚα. Η ανάλυση των πρωτεϊνών που εμπλέκονται στην 

πορεία απόκρισης βλαβών στο DNA έδειξε μια επαγωγή των επιπέδων έκφρασης 

των γ-Η2ΑΧ, p-Chk2(T68) και p -p53(S20) και στα δύο κυτταρικά στελέχη των 

ινοβλαστών IM R -90 και M R C -5 που είχαν μειορρυθμισμένα επίπεδα έκφρασης της 

ΙΚΚβ αλλά όχι ΙΚΚα.

Επομένως, τα αποτελέσματα έδειξαν ότι οι φυσιολογικές ανθρώπινες 

ινοβλάστες με μειωμένα επίπεδα της κινάσης ΙΚΚβ, αλλά όχι της ΙΚΚα, που 

ενεργοποιεί την κανονική πορεία του N F-κΒ, είναι περισσότερο επιρρεπή σε βλάβες 

στο DNA, που οδηγούν στην ενεργοποίηση της πορείας απόκρισης σε βλάβες στο 

DNA, και επομένως στην πρόωρη κυτταρική γήρανση των φυσιολογικών 

ανθρώπινων ινοβλαστών.

Συνολικά τα αποτελέσματα έδειξαν, ότι η ΙΚΚβ και όχι η ΙΚΚα είναι ο κύριος 

ενεργοποιητής του NF-κΒ. Η συνεχής ανακαλλιέργεια των φυσιολογικών ινοβλαστών
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ιδιαίτερα απουσία της ΙΚΚβ και σε πολύ μικρότερο βαθμό της ΙΚΚα πιθανά επιφέρει 

στρες, το οποίο απουσία του NF-κΒ οδηγεί στη συνάθροιση βλαβών στο DNA με 

αποτέλεσμα την ενεργοποίηση της πορείας απόκρισης σε βλάβες στο DNA με την 

ενεργοποίηση της Chk2 και του τελεστής της ρ53. Η φωσφορυλίωση της ρ53 στη Ser 

20, απουσία ενεργούς πορείας μεταγωγής σήματος του N F-κΒ, σταθεροποιεί την 

ογκοπρωτεΐνη που με τη σειρά της οδηγεί στην επαγωγή της p 2 ic,p1/Waf1) ενός 

γονιδίου-στόχου της. Ο άξονας ρ53 - p 2 iCip1/Waf1 ήταν επομένως η σημαντικότερη 

πορεία επαγωγής των αντί-πολλαπλασιαστικών αποκρίσεων κυττάρων, και ιδιαίτερα 

σε φυσιολογικές ινοβλάστες εκείνος που παίζει τον κρισιμότερο ρόλο τόσο στην 

επαγωγή όσο και στη διατήρηση της κυπαρικής γήρανσης (Lou and Chen, 2006).

Για να διερευνηθεί περαιτέρω, ο τρόπος με τον οποίο η πορεία ενεργοποίησης 

του NF-κΒ εμπλέκεται στην κυτταρική γήρανση των HDFs, η οποία επάγεται από 

στρες, υποθέσαμε, ότι η καταστολή ενεργοποίησης του N F-κΒ, θα μας δώσει μια 

σαφή εικόνα για τον ρόλο του ως επιβιωτικός παράγοντας, καθώ ς ο N F-κΒ είναι ο 

κύριος μεταγραφικός παράγοντας αποκρίσεων των κυττάρων θηλαστικών σε στρες.

Για το σκοπό αυτό, χορηγήθηκε στις ινοβλάστες Η2θ 2 το οποίο έχει δειχθεί ότι 

επάγει βλάβες στο DNA και προκαλεί την πρόωρη γήρανση φυσιολογικών 

ανθρώπινων ινοβλαστων (Dumont et al., 2001; Petropoulou et al., 2001;Toussaint et 

al., 2002). Αυξανόμενες συγκεντρώσεις H20 2 σε φυσιολογικές ινοβλάστες οδήγησαν 

σε μερική ενεργοποίηση του NF-κΒ, αλλά επήγαγαν σημαντικά τα επίπεδα έκφρασης 

της ρ53, και της p 2 iClp1/Waf1 επάγοντας έτσι τη γήρανση των φυσιολογικών 

I ινοβλαστών M R C -5 (Stress-induced Premature Senescence; S IPS).

Η χορήγηση Η20 2 στις M R C -5 Vector οδήγησε στην δοσο-εξαρτώμενη  

συνάθροιση των κυττάρων στη φάση G2 του κυτταρικού κύκλου. Η παρουσία της 

IkBo SR  είχε σαν αποτέλεσμα τη μεγαλύτερη συνάθροιση των κυττάρων στη φάση 

G 2 με λιγότερα κύπαρα να εισέρχονται στη φάση G1 του κυτταρικού κύκλου μετά 

από έκθεση σε Η20 2 (Σχήμα 13.3). Είναι φανερό ότι η k B a S R  καθυστέρησε τη 

πρόοδο του κυτταρικού κύκλου των ινοβλαστών M R C -5 ακόμη και απουσία Η20 2.

Επιπλέον, παρουσία του IkBo SR  υπήρχε σημαντικά μειωμένη μετατόπιση του 

ετεροδιμερούς NF-κΒ ρ50-ρ65 από το κυτταρόπλασμα στον πυρήνα μετά τη 

I χορήγηση του Η20 2 σε σύγκριση με τα κύτταρα ελέγχου M R C -5Vec, αλλά 

αυξορρυθμίστηκαν σημαντικά τα πυρηνικά επίπεδα της ρ53 αλλά και η σταθερότητα  

της ρ53, λόγω φωσφορυλίωσης της στη Ser20, που οδήγησε στην ακόλουθη
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επαγωγή της έκφρασης της p21c,p1/Waf1 (Σχήμα 15.3). Η συνεχής έκφραση του άξονα 

p53-p21clp1/Waf1 μολονότι ήταν ο κρισιμότερος και κύριος παράγοντας της 

επιβράδυνσης της πρόοδου του κυτταρικού κύκλου και της μείωσης του ρυθμού 

πολλαπλασιασμού των HDFs, δεν ήταν όμως ο μοναδικός παράγοντας. Λεπτομερή 

ανάλυση και σύγκριση των αποτελεσμάτων έδειξε μεταβολές τόσο στην έκφραση 

όσον και στον κυτταρικό εντοπισμό της κυκλίνης D1 μεταξύ των κυττάρων M RC- 

5Vec και M R C -5k B aS R , ιδιαίτερα μετά τη χορήγηση Η2Ο 2 (Σχήμα 15.3). Πρώτον, η 

κυκλίνη D1 ρυθμίζεται από τον N F-κΒ σε ινοβλάστες ποτνικού σε μεταγραφικό 

(Albanese et al.t 2003) και μετα-μεταγραφικό (Kwak et al., 2005) επίπεδο. Δεύτερον, 

η κυκλίνη D1 παίζει σημαντικό ρόλο στην είσοδο των κυτάρων στη φάση-S του 

κυτταρικού κύκλου μετά από διέγερση τους με αυξητικούς παράγοντες ή μιτογόνα, 

και ινοβλάστες στις οποίες έχει απαληφθεί το γονίδιο της κυκλίνης D1 εμφανίζουν 

επιβράδυνση στην πρόοδο του κυτταρικού κύκλου (Albanese et al., 2003; Kwak et 

al., 2005). Τρίτον, κυτταρική εντόπιση της κυκλίνη D1 στο κυταροπλασματικό- 

πυρηνικό διαμέρισμα μεταβάλλεται με τις φάσεις του κυτταρικού κύκλου, και 

εντοπίζεται αποκλειστικά στο κυτταρόπλασμα κατά τη φάση-S του κυτταρικού κύκλου 

πολλαπλασιαζόμενων ινοβλαστών, ενώ ινοβλάστες σε κατάσταση ηρεμίας 

(quiescent) εντοπίζεται κυρίως στον πυρήνα (Baldin et al., 1993; Diehl et al., 1998). 

Ενώ στις ινοβλάστες M RC-5Vec, η κυκλίνη D1 απουσία ή μετά τη χορήγηση Η2θ 2 

εντοπίστηκε κυρίως στο κυτταρόπλασμα, στις ινοβλάστες M R C -5 IkBoSR  ήταν 

κυρίως εντοπισμένη στον πυρήνα των κυττάρων και εκφράζονταν σε υψηλότερα 

επίπεδα (Σχήμα 15.3). Επομένως, ο υπερκαταστολέας του NF-κΒ, kB aS R , 

παρεμπόδισε την πυρηνική εξαγωγή της κυκλίνης D1 κατά την πρόοδο του 

κυτταρικού κύκλου και επομένως ήταν ένας δεύτερος παράγοντας που συνέβαλε στη 

μείωση της προόδου του κυπαρικού κύκλου και του ρυθμού πολλαπλασιασμού των 

ινοβλαστών M R C -5k B aS R  σε σύγκριση με τις ινοβλάστες M RC-5Vec. Επομένως, η 

πυρηνική εντόπιση της κυκλίνης D1 πιθανά να σχετίζεται άμεσα με την απώλεια της 

ενεργοποίησης της κανονικής πορείας του N F -kB.

Συνοψίζοντας, η k B a S R  κατέστειλε τον πολλαπλασιασμό και επιτάχυνε τη 

γήρανση των M RC-5 που επάγεται από το Η2θ 2· Επομένως, η καταστολή της 

ενεργοποίησης του NF-κΒ από το Η 2Ο 2, παρουσία του υπερκαταστολέα kB aS R , 

ενεργοποίησε και σταθεροποίησε τον άξονα p53-p21c,p1/Waf1, και παρεμπόδισε την 

πυρηνική εξαωγή της κυκλίνης D1 που συνολικά οδήγησαν στην στρεσο-επαγόμενη
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πρόωρη κυπαρική γήρανση των ινοβλαστών M R C -5. Επιπλέον, η παρουσία του 

I υπερκαταστολέα IkBoSR  είχε σαν αποτέλεσμα πιθανά την ταχύτερη συνάθροιση 

| βλαβών στο DNA καθώς είναι γνωστό ότι η ΑΤΜ  αλληλεπιδρά με πρωτεΐνες που 

εμπλέκονται στην ενεργοποίηση της κανονικής πορείας του N F-κΒ, όπως η NEM O  

(Janssens and Tschopp, 2006; Habraken and Piette, 2006).

Στη συνέχεια της διδακτορικής διατριβής, μελετήθηκε ο ρόλος του πυρηνικού 

μεταγραφικού παράγοντα N F -κΒ στην επαγόμενη από ογκογόνο στρες πρόωρη 

κυταρική γήρανση φυσιολογικών ανθτώπινων ινοβλαστών. Για το σκοπό αυτό 

χρησιμοποιήθηκε το κλασσικό μοντέλο της H a -R asV 12 -zaaγόμενης πρόωρης 

I κυπαρικής γήρανσης φυσιολογικών ανθρώπινων ινοβλαστών IM R -90 (Serrano et al., 

1997; Mason et al., 2004; Di Micco et al., 2006; Mallette et al., 2007). Φυσιολογικές 

ινοβλάστες IM R -90 επιμολύνθηκαν σταθερά με το ογκογόνο H a-R asV 12  ή την ΙΚΚβΤ  

η οποία είναι μια μεταλλαγμένη μορφή της ΙΚΚβ, που ενεργοποιεί ιδιοστατικά τον NF- 

κΒ ή και τα δυο μαζί.

Η υπερέκφραση του H a-R asV 12, οδήγησε σε μια αύξηση των επιπέδων 

j φωσφορυλίωσης της ΙκΒα στις S er32/36 στις IM R -90 σε σύγκριση με τις μη- 

επιμολυσμένες φυσιολογικές ινοβλάστες ή ινοβλάστες που έφεραν τους πρότυπους 

φορείς, Hyg και G FP (Σχήμα 19.3Α). Για να διερευνηθεί περαιτέρω, αν η έκφραση 

του N F -κΒ μεταβλήθηκε ως απόκριση στο H a-R asV 12, στην ΙΚΚβΤ ή και στα δυο 

γονίδια μαζί, η έκφραση των υπομονάδων του N F-κΒ, ρ50 και ρ65 διερευνήθηκε σε 

ολικά κυτταρικά εκχυλίσματα (Σχήμα 19.3Α). Η ΙΚΚβΤ, και σε σημαντικά μεγαλύτερο 

j βαθμό το ογκογόνο H a-R asV12, επήγαγαν την έκφραση και των δύο υπομονάδων 

' του N F-κΒ, ρ50 και ρ65 στις ινοβλάστες IM R -90 (Σχήμα 19.3Α).

' Το ογκογόνο RasV12, επήγαγε την πρόωρη κυπαρική γήρανση (Σχήματα

20.3 και 21 .3 ) μέσω της επαγωγής υπερπολλαπλασιαστικών σημάτων που 

( αποδείχθηκε μέσω της υπερέκφρασης της κυκλίνης D1 και της Cdc6 (Σχήμα 22.3), 

που έχει ενεχοποιηθεί στη γήρανση των ινοβλαστών (Barkova et al., 2006; Di Micco 

et al., 2006), οδηγώντας στην ενεργοποίηση της πορείας απόκρισης βλαβών στο 

DNA, που αποδείχθηκε από την υπερέκφραση τω ν δεικτών της πορείας αυτής όπως 

η υπερέκφραση της φωσφορυλιωμένης ιστόνης Η2ΑΧ, γ-Η2ΑΧ, της 

5 φωσφορυλιωμένης ρ53, ρ-ρ53 (Ser15 και Ser20), της φωσφορυλιωμένης Chk2, ρ- 

Chk2 (Τ68), καθώς και της επαγωγής του άξονα p53-p21Cip1/Waf1 (Σχήμα 23.3).

*

1
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Επιπλέον, τα αποτελέσματα των πειραμάτων έδειξαν ότι ενώ η ΙΚΚβΤ από
%

μόνη της δεν επιμήκυνε τη διάρκεια ζωής των κυττάρων IM R -90 η συνεκφρασή της 

με το ογκογόνο R asV 12  διέσωσε τις ινοβλάστες από την πρόωρα επαγόμενη 

κυπαρική γήρανση παρεμποδίζοντας την ενεργοποίηση της πορείας απόκρισης 

βλαβών του DNA και καταστέλλοντας την επαγωγή της ρ53 και της p21 c,p1/WaM 

(Σχήμα 23.3).

Συνολικά τα ευρήματα αυτά, επιβεβαίωσαν τον σημαντικό ρόλο του N F-kB 

στην κυπαρική γήρανση και απέδειξαν ότι ο N F-kB εμπλέκεται στις αποκρίσεις των 

κυπάρων σε βλάβες του DNA, καθορίζοντας την έκβαση των κυπαρικών 

αποκρίσεων.

Μελέτες έχουν δείξει ότι η υπερέκφραση της Pim -2 προάγει τη μακροπρόθεσμη 

επιβίωση των κυπάρων και όχι μόνο στη στέρηση IL-3, αλλά σε μια μυριάδα άλλων 

τοξικών ερεθισμάτων όπως η στοροσπορίνη, ένας ευρέως φάσματος αναστολέας 

των κινασών, που επάγει την απόπτωση διαφόρων κυπαρικών σειρών, θαψιγαργίνη, 

η οποία επάγει την απόπτωση αναστέλλοντας την Ο θ2+Ά ΤΡασ η του 

ενδοπλασματικού δικτύου και ραπαμυκίνη (Fox et al., 2003).

Λαμβάνοντας υπόψη τα παραπάνω ευρήματα σε σχέση του NF-kB και 

οξειδωτικού στρες και με βάση το γεγονός ότι η Ρίπι-2 είναι μεταγραφικός στόχος του 

N F-κΒ (Li et al., 2001; Ham m erm an et al., 2004), μελετήθηκαν οι επιδράσεις του 

H 2O 2 σε κύπαρα που υπερεκφράζανε την αγρίου-τύπου ή μια κυρίαρχη-αρνητική 

μορφή της πρωτεϊνικής κινάσης Pim -2. Για την διεξαγωγή των πειραμάτων, 

χρησιμοποιήθηκε η κυπαρική σειρά M R C 5-TE R T. Πρόκειται για φυσιολογικές 

ανθρώπινες ινοβλάστες M R C -5 οι οποίες επιμολύνθηκαν με ελαπωματικής 

αντιγραφής αμφοτροπικούς ρετροϊκούς φορείς έκφρασης που έφεραν την καταλυτική 

υπομονάδα της ανθρώπινης τελομεράσης h T E R T  (Babe-Puro/hTERT\ ευγενική 

προσφορά της J. Campisi, Lawrence Berkley National Laboratory, California) και την 

Pim 2(wt) ή την κυρίαρχη-αρνητική μεταλλαγμένη μορφή της P im 2(DN) (Ευγενική 

προσφορά του Κ. Marcu, Stony Brook University of New  York).

Προκειμένου να μελετηθεί αν η υπερέκφραση της Pim -2 στις ινοβλάστες MRC- 

5T E R T  αυξάνει την κυπαρική επιβίωση τους, όλοι οι διαφορετικοί κυπαρικοί 

πληθυσμοί των ινοβλαστών καλλιεργήθηκαν σε πλήρες ταπήτιο παρουσία ή απουσία 

ορού για 24 και 48 ώρες. Χαμηλού μοριακού βάρους DNA απομονώθηκε και 

αναλύθηκε με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης προκειμένου να μελετηθεί η
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επαγωγή της απόπτωσης των κυττάρων, ιδιαίτερα κάτω από συνθήκες απουσίας 

ορού (Σχήμα 24.3).

Ενώ κάτω από συνθήκες παρουσίας ορού δεν παρατηρήθηκε τμηματοποίηση 

του DNA των κυττάρων M R C -5TE R T, χαρακτηριστικό της κυτταρικής απόπτωσης 

(Σχήμα 24.3, FCS), κάτω από συνθήκες απουσίας ορού ανιχνεύθηκαν στις 

ινοβλάστες M R C -5TE R T και M R C -5TE R TA /ec τμήματα DNA πολλαπλά των 180 bp 

σχηματίζοντας μια κλίμακα ή σκάλα DNA (DNA ladder), χαρακτηριστικό των 

κυπάρων που υφίστανται απόπτωση, ιδιαίτερα μετά την καλλιέργεια τους για 48  h 

απουσία ορού (Σχήμα 24.3, SF). Η απόπτωση των ινοβλαστών που καλλιεργήθηκαν 

απουσία ορού πιθανά οφείλονταν, όπως είναι γνωστό και από άλλες μελέτες, στην 

έλλειψη αυξητικών παραγόντων και κυττοκινών. Σε αντίθεση, η υπερέκφραση της 

αγρίου-τύπου Pim-2 (wt) πρωτεΐνης προστάτευσε τις ινοβλάστες M R C -5T E R T  από 

την απόπτωση επαγόμενη από την απουσία ορού (Σχήμα 24 .3 , SF). Η υπερέκφραση 

της κυρίαρχα-αρνητικής μορφής της Pim-2 (D N ) συνέβαλε στην επαγωγή της 

απόπτωσης των M R C -5TE R T  που καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 48  h (Σχήμα

24.3, SF).

Καθώς η μεταγραφική ενεργότητα του NF-κΒ επάγεται από οξειδωτικό στρες 

(Σχήμα 15.3), οδηγώντας στην επαγωγή της έκφρασης γονιδίων-στόχων του μεταξύ 

των οποίων είναι το γονίδιο της Pim-2, μελετήθηκαν οι επιδράσεις του Η 2Ο 2 στην 

κυτταρική επιβίωση των διαφορετικών κυπαρικών πληθυσμών των ινοβλαστών 

M R C -5TER T.

Το Η2θ 2 προκάλεσε την απόπτωση των M R C -5T E R T  και M R C -5TE R T/B IB  

κατά δοσο-εξαρτώμενο τρόπο, όπως ανιχνεύθηκε με την τμηματοποίηση του DNA, η 

οποία ήταν εμφανής στη συγκέντρωση των 100 μΜ, εντονότερη στα 200  μΜ και 

χαρακτηριστική στα 500 και 1000 μΜ Η20 2 (Σχήμα 26 .3 ). Σε αντίθεση, η 

υπερέκφραση της Pim-2 (wt) κατέστειλε πλήρως τη δοσο-εξαρτώμενη απόπτωση 

επαγόμενη από το H2C>2. Η υπερέκφραση της Pim -2 (D N ) δεν κατέστειλε τη 

χαρακτηριστική απόπτωση των ινοβλαστών M R C -5T E R T  που επάγεται σε 

συγκέντρωση > 500 μΜ Η20 2 (Σχήμα 26.3), υποδηλώνοντας ότι η Pim-2 εμπλέκεται 

στην επιβίωση των κυττάρων που εκτίθενται σε οξειδωτικό στρες.
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ΣΥ Μ Π Ε Ρ Α Σ Μ Α ΤΑ

Η έκφραση των μορίων που εμπλέκονται στην πορεία ενεργοποίησης του NF- 

κΒ δεν μεταβάλλεται κατά τη φυσιολογική κυτταρική γήρανση των HDFs οδηγώντας 

μας στο συμπέρασμα πως η διατήρηση της πορείας του N F-κΒ πιθανά να οφείλεται 

στο γεγονός ότι ο N F-κΒ είναι επιβιωτικός παράγοντας.

Ο υπερκαταστολέας του NF-κΒ, k B a S R , οδηγεί στην ενεργοποίηση της 

πορείας απόκρισης σε βλάβες στο DNA (D N A  D am age Checkpoint Response) που 

οδηγεί στη σταθεροποίηση της ρ53, λόγω φωσφορυλίωσης, και στην ακόλουθη 

επαγωγή της έκφραση της ρ 2 ΐClp1/Waf1. Η συνεχής έκφραση του άξονα ρ53- 

p21c,p1/Wa{1 ήταν ένας από τους παράγοντες που συνέβαλαν στην επιβράδυνση της 

πρόοδο του κυπαρικού κύκλου και στη μείωση του ρυθμού πολλαπλασιασμού των 

HDFs.

Η επαγωγή βλαβών στο DNA και η συνάθροιση τους απουσία N F-κΒ κατά τη 

συνεχή ανακαλλιέργεια των HDFs οδηγεί τις ινοβλάστες σε πρόωρη κυπαρική 

γήρανση (Premature Cellular Senescence).

Η ΙΚΚβ και όχι η ΙΚΚα ήταν ο κύριος ενεργοποιητής του N F -kB.

Η συνεχής ανακαλλιέργεια των φυσιολογικών ινοβλαστών ιδιαίτερα απουσία της 

ΙΚΚβ και σε πολύ μικρότερο βαθμό της ΙΚΚα πιθανά επέφερε στρες, το οποίο 

απουσία του N F-κΒ οδήγησε στη συνάθροιση βλαβών στο D N A με αποτέλεσμα την 

ενεργοποίηση της πορείας απόκρισης σε βλάβες στο D N A με την ενεργοποίηση της 

Chk2 και του τελεστής της ρ53. Η φωσφορυλίωση της ρ53 στη Ser 20, απουσία 

ενεργούς πορείας μεταγωγής σήματος του N F -κΒ, σταθεροποιεί την ογκοπρωτεΐνη 

που με τη σειρά της οδηγεί στην επαγωγή της p21Cip1/Waf1, ενός γονιδίου-στόχου της.

Ο άξονας ρ53 - p2 i c'p1/Waf1 ήταν επομένως η σημαντικότερη πορεία επαγωγής 

των αντί-πολλαπλασιαστικών αποκρίσεων κυττάρων και ιδιαίτερα σε φυσιολογικές 

ινοβλάστες εκείνος που παίζει τον κρισιμότερο ρόλο τόσο στην επαγωγή όσο και στη 

διατήρηση της κυτταρικής γήρανσης (Lou and Chen, 2006).

Ο υπερκαταστολέας του NF-κΒ, k B a S R , καταστέλλει την ενεργοποίηση του 

NF-κΒ από το Η2Ο 2. Παρουσία του k B a S R  αυξάνονται τα επίπεδα και η 

σταθεροποίηση της ρ53, λόγω φωσφορυλίωσης, και η ακόλουθη επαγωγή της 

έκφραση της p 2 lCip1/Waf1. Η συνεχής έκφραση του άξονα p 5 3 -p 2 1 °p1/Waf1 και η 

μεταβολή στην κυτταρική διαμερισματοποίηση της κυκλίνης D1 ήταν δύο από τους 

παράγοντες που συνέβαλαν στην επιβράδυνση της πρόοδο του κυτταρικού κύκλου
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και στη μείωση του ρυθμού πολλαπλασιασμού των HDFs. Επομένως, ο IkBoSR  

κατέστειλε τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και επιτάχυνε τη γήρανση των M RC-5  

που επάγεται από το Η20 2.

Η υπερέκφραση του H a -R asV 12  ενεργοποίησε τον N F-κΒ σε σύγκριση με τις 

μη-επιμολυσμένες φυσιολογικές ινοβλάστες ή ινοβλάστες που έφεραν τους 

πρότυπους φορείς, Hyg και G FP, πιθανά ως απόκριση στην επαγωγή βλαβών στο 

DNA, λόγω υπερπολλαπλασιαστικών μηνυμάτων που διοχετεύονται στο κύπαρα 

από την υπερέκφραση του ογκογόνου H a-R asV12.

Το ογκογόνο R asV 12  επήγαγε την πρόωρη κυτταρική γήρανση μέσω της 

επαγωγής υπερπολλαπλασιαστικών σημάτων που αποδεικνύεται μέσω της 

υπερέκφρασης της κυκλίνης D1 και της Cdc6 οδηγώντας στην ενεργοποίηση της 

πορείας απόκρισης βλαβών DNA, που αποδεικνύεται από την υπερέκφραση των 

δεικτών της πορείας αυτής όπως γ-Η2Α Χ, φωσφο-ρ53, (ρ-ρ53), <pu)oq>o-Chk2 καθώς 

και της επαγωγής του άξονα ρ53 -  p 2 lc,p1/Waf1.

Ενώ η ΙΚΚβΤ από μόνη της δεν επιμήκυνε τη διάρκεια ζωής των κυπάρων IMR- 

90, διέσωσε τις ινοβλάστες από την πρόωρα επαγόμενη κυτταρική γήρανση από το 

ογκογόνο H a-R asV 12  , παρεμποδίζοντας την ενεργοποίηση της πορείας απόκρισης 

βλαβών στο D N A και καταστέλλοντας την επαγωγή του άξονα ρ53 - p21 c,P1/Waf1.

Το Η20 2 προκάλεσε την απόπτωση των M R C -5TE R T και M RC-5TERT/BIB  

κατά δοσο-εξαρτώμενο τρόπο. Σε αντίθεση, η υπερέκφραση της Pim-2 (wt) 

κατέστειλε πλήρως τη δοσο-εξαρτώμενη απόπτωση επαγόμενη από το Η20 2. Η 

υπερέκφραση της Pim-2 (D N ) δεν κατέστειλε τη χαρακτηριστική απόπτωση των 

ινοβλαστών M R C -5TE R T που επάγεται σε συγκέντρωση £ 500 μΜ Η20 2, 

υποδηλώνοντας ότι η Pim-2 εμπλέκεται στην επιβίωση των κυττάρων που εκτίθενται 

σε οξειδωτικό στρες
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Π Ε ΡΙΛΗ Ψ Η  ΣΤΑ  Ε Λ Λ Η Ν ΙΚ Α

Ο σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής ήταν η διερεύνηση του ρόλου 

του μεταγραφικού παράγοντα N F-κΒ στη γήρανση φυσιολογικών εμβρυϊκών 

ανθρωπίνων ινοβλαστών, και ειδικότερα: 1. στη φυσιολογική κυτταρική γήρανση 

(cellular ή replicative senescence), 2. στην επαγόμενη από στρες πρόωρη κυτταρική 

γήρανση (ή στρεσο-επαγόμενη κυτταρική γήρανση-, stress-induced prem ature  

senescence; SIPS), όπως αυτή που προκαλείται από οξειδωτικό στρες με τη 

χορήγηση Η 2θ 2ι και 3. στην επαγομένη από ογκογονίδια πρόωρη κυτταρική γήρανση 

(oncogene-induced senescence  ή OIS), όπως αυτή που επάγεται από το ογκογόνο 

Ha-R asV12.

Ως μοντέλο για τη φυσιολογική κυπαρική γήρανση χρησιμοποιήθηκαν δύο 

κυτταρικά στελέχη φυσιολογικών ανθρωπίνων εμβρυϊκών ινοβλαστών M R C -5 και 

IM R -90, τα οποία καλλιεργήθηκαν μέχρι το τέλος του χρόνου ζωής τους (life-span).

Αρχικά, αποσαφηνίστηκε πως ο πυρηνικός μεταγραφικός παράγοντας N F -kB 

είναι επιβιωτικός παράγοντας και δεν μεταβάλλεται κατά την in vitro γήρανση των 

ινοβλαστών IMR-90.

Στη συνέχεια, για να διερευνηθεί περαιτέρω αν η πορεία ενεργοποίησης του 

NF-κΒ εμπλέκεται στη φυσιολογική κυπαρική γήρανση των HDFs, υποθέσαμε, ότι η 

καταστολή ενεργοποίησης του N F-κΒ, θα μας δώσει μια σαφή εικόνα για το ρόλο του 

ως επιβιωτικού παράγοντα, τόσο κατά τη φυσιολογική κυτταρική γήρανση όσον και 

στη γήρανση επαγόμενη από στρες, καθώς ο N F-κΒ είναι ο κύριος μεταγραφικός 

παράγοντας αποκρίσεων των κυττάρων θηλαστικών σε στρες.

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η συνεχής ανακαλλιέργεια των φυσιολογικών 

ινοβλαστών επιφέρει στρες, το οποίο απουσία του N F-κΒ πιθανά οδηγεί στη 

συνάθροιση βλαβών στο DNA με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση της πορείας 

απόκρισης σε βλάβες στο DNA με την ενεργοποίηση της Chk2 και του τελεστής της 

ρ53. Η φωσφορυλίωση της ρ53 στη Ser 20, απουσία ενεργούς πορείας μεταγωγής 

σήματος του N F-κΒ, σταθεροποιεί την ογκοπρωτεΐνη που με τη σειρά της οδηγεί 

στην επαγωγή της p 2 iCip1/Waf\  ενός γονιδίου-στόχου της. Ο άξονας ρ53 - p 2 iCipl/Waf1 

είναι η σημαντικότερη πορεία επαγωγής των αντί-πολλαπλασιαστικών αποκρίσεων 

κυττάρων, και ιδιαίτερα σε φυσιολογικές ινοβλάστες εκείνος που παίζει τον 

σημαντικότερο ρόλο τόσο στην επαγωγή όσο και στη διατήρηση της κυτταρικής 

γήρανσης (Lou and Chen, 2006).
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Προκειμένου να διερευνηθεΙ αν το Η20 2 επιταχύνει την κυπαρική γήρανση των 

ινοβλαστών M R C -5  που υπερεκφράζουν τον υπερκαταστολέα του NF-kB, IkBoSR, 

ανιχνεύθηκε η έκφραση της ΒΑ-β-G al στις ινοβλάστες M RC-5Vector και M RC- 

5 k B a S R  παρουσία ή απουσία Η20 2. Παρατηρήθηκε πως η iKBaSR κατέστειλε τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό και επιτάχυνε τη γήρανση των M R C -5 που επάγεται από 

το Η20 2.

Για να διερευνηθεί ο ρόλος του N F-κΒ στην επαγομένη από ογκογονίδια 

πρόωρη κυτταρική γήρανση (oncogene-induced senescence  ή 0 /S ),

χρησιμοποιήθηκε το καλά μελετημένο μοντέλο της H a-R asV 12  επαγόμενης 

κυτταρικής γήρανσης των ινοβλαστών IM R -90.

Ενώ η ενεργοποίηση του N F-κΒ (με την υπερέκφραση της ΙΚΚβΤ που εμφανίζει 

ιδιοστατική έκφραση/ενεργότητα) δεν επιμήκυνε τη διάρκεια ζωής των κυττάρων IMR- 

90, η συνέκφρασή της ΙΚΚβΤ με το ογκογόνο H a-R asV 12  διέσωσε τις ινοβλάστες 

από την πρόωρα επαγόμενη κυτταρική γήρανση παρεμποδίζοντας την ενεργοποίηση 

της πορείας απόκρισης βλαβών του DNA και καταστέλλοντας την επαγωγή της ρ53 

και της p21Cie1/Waf1.

Μελετήθηκαν επίσης οι επιδράσεις της Pim -2, μιας δυνητικά ανπ-αποπτωτικής 

πρωτεΐνης που αποτελεί μεταγραφικό στόχο του NF-κΒ, σε ανθρώπινες 

τελομερισμένες ινοβλάστες M R C -5TE R T. Η υπερέκφραση της αγρίου-τύπου Pim-2 

(wt) κατέστειλε πλήρως τη δοσο-εξαρτώμενη απόπτωση επαγόμενη από το Η20 2, 

ενώ η υπερέκφραση μιας κυρίαρχα-αρνητικής μεταλλαγμένης μορφής της Pim-2, 

Pim-2 (DN), δεν κατέστειλε τη χαρακτηριστική απόπτωση των ινοβλαστών M RC- 

5TE R T  που επάγεται από το Η20 2, υποδηλώνοντας ότι η Pim -2 εμπλέκεται στην 

επιβίωση των κυττάρων που εκτίθενται σε οξειδωτικό στρες.

Συνολικά, οι μελέτες της παρούσας διατριβής έδειξαν ότι ο NF-κΒ συμβάλλει 

στην αύξηση της επιβίωσης ανθρωπίνων ινοβλαστών που εκτίθενται σε οξειδωτικό 

και ογκογόνο στρες.
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Π Ε ΡΙΛΗ Ψ Η  ΣΤΑ  Α Γ ΓΛ ΙΚ Α

Normal diploid mammalian cells undergo a finite number of cell divisions in culture, a 

phenomenon termed cellular senescence. Several possible mechanisms have been 

suggested to explain the manner in which diploid cells senesce and by which 

immortal cells evade senescence. In addition to telomere length and telom erase  

activity, the pRb and p53 pathways are also involved in regulating cellular 

senescence.

Telomere shortening is not the only inducer of the senescent phenotype. 

Normal cells possess natural defences that minimize the deleterious consequenses  

of mutations, and these safeguards are often disrupted during multistep 

carcinogenesis. One such safeguard involves antiproliferative responses - growth 

arrest or premature senescence and apoptosis - to excess mitogenic signalling or 

oncogenic and oxidative stress. Oncogenic Ras  promotes uncontrolled mitogenesis 

but when overexpressed in primary cells including normal human diploid fibroblasts 

(H D F) provokes a perm anent cell cycle arrest with features of senescence, in the 

absence of telomere shortening.

The NF-κΒ transcription factors are pivotal regulators of gene expression 

programs culminating in stress-like responses and the genesis of innate and 

acquired immunity. They bind to DNA as hetero- or homodimers arising from five 

possible subunits: p50/p105 N F-κ Β Ι, p52/p100 NF-kB2, p65 (RelA), c-Rel and RelB. 

Cytoplasmic p50/p65 heterodimers are bound to IkBs (NF-κΒ inhibitors) thereby 

sequestering them in the cytoplasm of most cells that are not experiencing a stress

like response. Activators of N F-κΒ mediate the phosphorylation of IkBs resulting in 

their degradation by the proteosome. N F-κΒ is then free to translocate to the nucleus 

and bind DNA leading to the activation of target genes.

N F-κΒ signalling pathway did not appear to diminish during in vitro cellular 

senescence of HDF, suggesting that NF-κΒ may be required for cell survival.

Furthermore, to address the role of NF-κΒ on normal in vitro replicative and 

stress-induced cellular senescence such as induced by oxidative stress, the N F -kB 

signalling pathway was suppressed using a super repressor and RNA interference. It 

was demonstrated that suppression of the NF-κΒ activation pathway provoked 

premature in vitro replicative and accelerated hydrogen peroxide-induced 

senescence of HDFs, through the induction of the DNA dam age checkpoint response
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pathway. Knocking-down ΙΚΚβ but not IKKa induced premature senescence
%

suggesting that the canonical pathway of N F-κΒ was most likely involved In the 

regulation of cellulr senescence.

To further address the role of N F-κΒ on cellular senescence, the classical 

model of oncogenic R asW 2-induced senescence of IM R -90 HDFs was used. To this 

end, IM R -90 cells w ere generated to stably express oncogenic RasV12, ΙΚΚβΤ  a 

mutant form of ΙΚΚβ which constitutively activates N F -κΒ or both genes together. 

Oncogenic R asV12 -induced premature senescence through the induction of 

hyperproliferative signals, documented by the expression of cyclin D1 and Cdc6, 

leading to the initiation of a DNA dam age checkpoint response, documented by the 

expression of y-H2AX, phospho-p53 and phospho-Chk2, and to sustained 

expression of p53-p21c,p1/Waf1. Constitutively activated ΙΚΚβΤ, although did not 

extend the lifespan of the cells, rescued IM R -90 form RasV12 -induced senescence 

by blocking the initiation of D D R  and suppressing the induction of p53-p21Clp1/Waf1 

axis.

Finally, overexpression of human wild-type Pim-2, a  N F -κΒ target gene, 

suppressed the dose-dependent H 202-induced apoptosis of telomerised human 

fibroblasts, M R C -5TE R T, but overexpression of a dominant negative form of Pim-2 

failed to do so. The data suggested that Pim -2 is implicated in the survival of cells 

undergoing oxidative stress.

Collectively, the data of the present thesis showed that the activation of N F -kB 

contributes to the increase in cell survival of normal human diploid fibroblasts 

exposed to oxidative and oncogenic stress.
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Π ίνα κα ς 4 .2 . Κατάλογος αντισωμάτων που χρησιμοποιήθηκαν 76
Π ίνα κα ς 5.2 . Κατασκευή κυτταρικών πληθυσμών ανθρωπίνων 

ινοβλαστών M R C -5 και IM R -90 που εκφράζανε 
διαφορετικά γονίδια

90

Π ίνα κα ς 1.3. Διάρκεια ζωής κυττάρων IM R -90 και M R C -5 που 
υπερεκφράζανε την k B a S R

110

Π ίνα κα ς 2.3 . Διάρκεια ζωής κυπάρω ν IM R -90 και M R C -5 που 
είχαν μειωμένα επίπεδα έκφρασης της ΙΚΚα ή της 
ΙΚΚβ

125
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