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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

 

     Σν έλδπκν ΡΗ3 θηλάζε είλαη έλα εηεξνδηκεξέο κόξην πνπ απνηειείηαη από κηα ξπζκηζηηθή 

(p85α) θαη κηα θαηαιπηηθή (p110α) ππνκνλάδα. Ζ θαηαιπηηθή ππνκνλάδα p110α (PIK3CA) 

βξίζθεηαη ζπρλά κεηαιιαγκέλε ζε πνιινύο ηύπνπο θαξθίλνπ ηνπ αλζξώπνπ. Οη κεηαιιαγέο 

ζε απηό ην γνλίδην εληνπίδνληαη ζπλήζσο ζε ζπγθεθξηκέλα ζεκεία πνπ νλνκάδνληαη ‘ζεξκά 

ζεκεία’. Γύν από ηηο ζπρλόηεξεο κεηαιιαγέο είλαη ε Δ545Κ θαη H1047R, ζηελ ειηθνεηδή θαη 

ζηελ θαηαιπηηθή πεξηνρή ηνπ ελδύκνπ, αληίζηνηρα. Μεγάιν ελδηαθέξνλ ζηε δηεζλή 

βηβιηνγξαθία παξνπζηάδεη ε εύξεζε αλαζηνιέσλ πνπ ζηνρεύνπλ εηδηθά ελάληηα ζηε 

κεηαιιαγκέλε κνξθή ηνπ ελδύκνπ, ελώ αθήλνπλ αλέπαθν ην θπζηνινγηθό, κε ζθνπό ηε 

κεησκέλε ηνμηθόηεηα. 

     θνπόο ηεο παξνύζαο εξγαζίαο ήηαλ ε παξαγσγή ιεηηνπξγηθήο ΡΗ3Κ ζε αλαζπλδπαζκέλε 

κνξθή, ηόζν ηεο θπζηνινγηθήο όζν θαη ησλ κεηαιιαγκέλσλ κνξθώλ ηεο, θαη ε εύξεζε 

εηδηθώλ αλαζηνιέσλ έλαληη ησλ κεηαιιαγκέλσλ κνξθώλ. Γηα ηνλ ζθνπό απηό 

ρξεζηκνπνηήζεθε ην ζύζηεκα έθθξαζεο βαθνπιντνύ Bac-to-Bac (Invitrogen), πνπ επηηξέπεη 

ηελ ηαρεία παξαγσγή ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλώλ ζε κεγάιεο πνζόηεηεο, αθόκα θαη 

πξσηετλώλ κεγάινπ κνξηαθνύ βάξνπο, όπσο ε p110α. 

 Αλ θαη ε απόδνζε ηεο έθθξαζεο δελ ήηαλ πςειή, πξαγκαηνπνηήζεθε ε έθθξαζε ηόζν ηεο 

θπζηνινγηθήο (wt) όζν θαη ηεο κεηαιιαγκέλεο (Δ545Κ, H1047R) θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο 

(p110α). Ο έιεγρνο ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε βνήζεηα αληηζώκαηνο 

αληη-p110α. Καιύηεξε έθθξαζε θάλεθε λα έρεη ην γνλίδην ηεο ξπζκηζηηθήο ππνκνλάδαο 

(PIK3R1). Γηα λα δηεξεπλεζεί εάλ ηα ρακειά επίπεδα έθθξαζεο ηεο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο 

νθείινληαη ζε ρακειή αληρλεπηηθή ηθαλόηεηα ηνπ αληηζώκαηνο, ην cDNA ηεο θαηαιπηηθήο 

ππνκνλάδαο εθθξάζηεθε ζπληεγκέλν κε ηελ EGFP ζηα θύηηαξα ΖΔΚ293. Ζ ζύγθξηζε ηεο 

εηθόλαο ηεο έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο, κε ηε ρξήζε ησλ αληηζσκάησλ αληη-GFP θαη αληη-

PIK3CA, έδεημε όηη ην αληίζσκα ηεο p110α ππνιείπεηαη ζε επαηζζεζία έλαληη ηνπ αληη-GFP 

αληηζώκαηνο, γεγνλόο πνπ πξέπεη λα ιεθζεί ππόςε θαηά ηελ εθηίκεζε ηεο έθθξαζεο ηεο 

p110α.  

 Παξάιιεια, κειεηήζεθαλ κόξηα πνπ ζρεδηάζηεθαλ σο ππνςήθηνη αλαζηνιείο ηεο 

κεηαιιαγκέλεο κνξθήο Δ545Κ, ζε in vitro πεηξάκαηα κέηξεζεο ελεξγόηεηαο ηεο θηλάζεο. Σν 

κόξην BRF-037 θαίλεηαη λα απνηειεί έλαλ ηθαλνπνηεηηθό αλαζηνιέα, εηδηθό γηα ηελ 

κεηαιιαγκέλε κνξθή. 
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     πκπεξαζκαηηθά, ζηελ παξνύζα εξγαζία κπήθαλ νη βάζεηο ώζηε, κεηά από κηα 

κειινληηθή βειηίσζε ησλ ζπλζεθώλ έθθξαζεο θαη θαζαξηζκνύ ηνπ πξσηετληθνύ ζπκπιόθνπ 

p85α/p110α, λα παξαρζεί ε PI3K ζε αλαζπλδπαζκέλε κνξθή. Δπηπιένλ, ηαπηνπνηήζεθε έλαο 

λένο, εμεηδηθεπκέλνο, αλαζηνιέαο ηεο p110α Δ545Κ, ν νπνίνο πηζαλά λα απνδεηρζεί έλα λέν 

θάξκαθν έλαληη ηεο κεηαιιαγκέλεο κνξθήο ηεο ΡΗ3Κ. 
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ABSTRACT 

 

     PI3K is a heterodimer consisted by a regulatory (p85α) and a catalytic (p110α) subunit. 

The catalytic subunit p110α (encoded by PIK3CA gene) is frequently mutated in many types 

of human cancer. Mutations on the gene are mainly found on specific regions named 

‘hotspots’. H1047R and E545K are two ‘hot spot’ mutations on the catalytic and on the 

helical domain of the enzyme, respectively. Recent studies are focusing on discovering 

inhibitors that will specifically target the mutated form of the enzyme, leaving intact the 

normal one, thus eliminating toxicity. 

     The aim of this study was the production of functional normal and mutated ΡΗ3Κ in the lab 

and the discovery of potent inhibitors that will specifically target the mutated forms. In order 

to do that, the baculovirus expression system Bac-to-Bac (Invitrogen) was used, which allows 

the rapid production of recombinant proteins in large amounts, even for those with high 

molecular weight, like p110α.  

     The production of the normal (wt) and mutated (E545K, H1047R) catalytic subunit was 

achieved, although the expression levels weren’t high. For the detection of the levels of 

protein expression an anti-p110α antibody was used. The gene of the regulatory subunit 

(PIK3R1) seemed to be expressed better than the other subunits. To examine if the low 

expression levels of the catalytic subunit were due to the low detection efficiency of the 

p110α antibody, the cDNA of the catalytic subunit was expressed in HEK293 cells, in fusion 

with the EGFP protein. The comparison of the expression levels detected by the two 

antibodies, anti-GFP and anti-PIK3CA, showed that the sensitivity of the antibody for the 

p110α subunit was inferior to that of the anti-GFP antibody, a fact that should be considered 

when evaluating the expression of p110α.        

     In parallel, compounds designed as candidate inhibitors of the mutated form E545K, were 

tested in an in vitro assay for the PI3 kinase activity. BRF-037 compound was found to be an 

efficient and specific inhibitor of the mutated protein. 

     In conclusion, the foundations were laid in this dissertation, so that the production of 

recombinant PI3K will be achieved, after future optimization of the parameters of expression 

and purification of the p85α/p110α protein complex. Furthermore, a new specific inhibitor of 

the p110α-Δ545Κ was identified, which can possibly be proved to be a new drug against the 

mutated PI3K. 
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1. ΔΗΑΓΧΓΖ 

 

1.1 Οη πνιιαπιέο ηζνκνξθέο ησλ PI3 θηλαζώλ θαη ν θπζηνινγηθόο ηνπο ξόινο 

 

     Οη θηλάζεο ηεο θσζθαηηδπιν-ηλνζηηόιεο-3 (ΡΗ3Κ) είλαη κηα νηθνγέλεηα θηλαζώλ ιηπηδίσλ 

πνπ ελζσκαηώλνπλ ζήκαηα από απμεηηθνύο παξάγνληεο, θπηνθίλεο, θαη άιια πεξηβαιινληηθά 

ζήκαηα, κεηαηξέπνληάο ηα ζε ελδνθπηηαξηθά ζήκαηα ηα νπνία ξπζκίδνπλ πνιιαπιά 

ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα. Απηά ηα κνλνπάηηα ειέγρνπλ πνιιέο θπζηνινγηθέο ιεηηνπξγίεο θαη 

θπηηαξηθέο δηαδηθαζίεο, όπσο ηνλ πνιιαπιαζηαζκό, ηελ αλάπηπμε, ηελ επηβίσζε, ηελ 

θηλεηηθόηεηα θαη ηνλ κεηαβνιηζκό ησλ θπηηάξσλ (Engelman et al., 2006; Liu et al., 2009; 

Vanhaesebroeck et al., 2010; Thorpe et al., 2015). 

     Οη  πξσηεΐλεο ΡΗ3Κ θσζθνξπιηώλνπλ ηελ 3'-πδξνμπινκάδα ηεο θσζθαηίδπιν-ηλνζηηόιεο 

(ΡΗ, PtdIns). Απηέο ρσξίδνληαη ζε ηξεηο ηάμεηο κε βάζε ηε δνκή ηνπο θαη ηελ εμεηδίθεπζε ηνπ 

ππνζηξώκαηνο (Δηθόλα 1.1). Σα κέιε ηεο πξώηεο ηάμεο (Η) ελεξγνπνηνύληαη από ηνπο 

ππνδνρείο RTK (receptor tyrosine kinases) θαη ηνπο θσζθνξπιησκέλνπο πξνζαξκνγείο ηνπο, 

ηνπο ππνδνρείο GPCR (G protein coupled receptors) θαη κέιε ηεο νηθνγέλεηαο Ras (Burke and 

Williams, 2015). 

     ηα ζειαζηηθά, ε ηάμε Η ησλ PI3K ππνδηαηξείηαη ζηηο ππνηάμεηο ΗΑ θαη ΗΒ, αλάινγα κε ην 

κεραληζκό ξύζκηζήο ηνπο. Ζ ηάμε ΗΑ απνηειείηαη από εηεξνδηκεξή κόξηα, κηαο θαηαιπηηθήο 

ππνκνλάδαο (p110) θαη κηαο ξπζκηζηηθήο ππνκνλάδαο (p85). Ζ θαηαιπηηθή ππνκνλάδα 

εκθαλίδεηαη ζε ηξεηο ηζνκνξθέο κε πςειή νκνινγία, ηηο p110α, p110β θαη p110δ, νη νπνίεο 

θσδηθνπνηνύληαη από ηα γνλίδηα PIK3CA, PIK3CB θαη PIK3CD,αληίζηνηρα. Απηέο νη 

ηζνκνξθέο ζπλδένληαη κε νπνηαδήπνηε από ηηο πέληε ξπζκηζηηθέο ηζνκνξθέο: ηηο p85α, p55α 

θαη p50α πνπ θσδηθνπνηνύληαη από ην γνλίδην PIK3R1 (κε ηηο p55α θαη p50α λα παξάγνληαη 

από ελαιιαθηηθό κάηηζκα ηνπ κεηαγξάθνπ ηνπ γνληδίνπ), ηελ p85β πνπ πξνέξρεηαη από ην 

γνλίδην PIK3R2, θαη ηελ p55γ (γνλίδην PIK3R3). Απηέο ζπιινγηθά νλνκάδνληαη p85 

ξπζκηζηηθέο ππνκνλάδεο. Ζ ηάμε IB απνηειείηαη από εηεξνδηκεξή κόξηα πνπ πξνθύπηνπλ από 

ην ζπλδπαζκό ηεο p110γ θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο, πνπ θσδηθνπνηείηαη από ην γνλίδην 

PIK3CG, κε κία από ηηο ξπζκηζηηθέο ππνκνλάδεο p101 θαη p87 (Ρ84 ή p87
PIKAP

), πνπ 

θσδηθνπνηνύληαη από ην PIK3R5 θαη ην PIK3R6 γνλίδην αληίζηνηρα. H p110 θαηαιπηηθή 

ππνκνλάδα θαη ησλ δπν ππνηάμεσλ θσζθνξπιηώλεη ηo ιηπίδην PIP2 (4,5-δηθσζθνξηθή 

θσζθαηηδπιν-ηλνζηηόιε) παξάγνληαο ην ΡΗΡ3 (3,4,5-ηξηθσζθνξηθή θσζθαηηδπιν-ηλνζηηόιε) 

(Engelman et al., 2006; Mellor et al., 2012; Thorpe et al., 2015).  
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     Ζ δεύηεξε ηάμε (ΗΗ) PI3K απνηειείηαη από κνλνκεξείο ηζνκνξθέο πνπ θσδηθνπνηνύληαη 

από ηξία γνλίδηα, ηα  PIK3C2A, PIK3C2B θαη PIK3C2G. Απηά θσδηθνπνηνύλ ηηο θαηαιπηηθέο 

ππνκνλάδεο PI3K-C2α, PI3K-C2β, θαη PI3K-C2γ αληίζηνηρα, ελώ ξπζκηζηηθή ππνκνλάδα δελ 

ππάξρεη. Σν ππόζηξσκα θαη ην πξνïόλ ηεο δξάζεο απηήο ηεο ηάμεο δελ είλαη αθόκε πιήξσο 

απνζαθεληζκέλν θαη πηζαλώο λα δηαθέξεη από in vitro ζε in vivo. Σν θύξην ππόζηξσκα in 

vivo θαίλεηαη λα είλαη ε θσζθαηηδπιν-ηλνζηηόιε (PtdIns), ελώ ην θύξην πξνïόλ ε 3-

θσζθνξηθή θσζθαηηδπιν-ηλνζηηόιε PtdIns(3)P (Maffucci and Falasca, 2014). 

     Σειεπηαία ηάμε ησλ ΡΗ3Κ θηλαζώλ απνηειεί ε ηξίηε ηάμε (ΗΗΗ), ε νπνία απνηειείηαη από 

κία θαηαιπηηθή ππνκνλάδα, ηελ VPS34 πνπ θσδηθνπνηείηαη από ην γνλίδην PIK3C3, θαη από 

κία ξπζκηζηηθή ππνκνλάδα, ηελ VPS15 πνπ θσδηθνπνηείηαη από ην PIK3R4 γνλίδην. Μαδί 

ζρεκαηίδνπλ έλα εηεξνδηκεξέο ην νπνίν θσζθνξπιηώλεη ηελ PtdIns πξνο PtdIns(3)P (Thorpe 

et al., 2015).  

 

 

 

Εικόνα 1.1: Οη ηάμεηο ησλ PI3K πξσηετλώλ κε βάζε ηελ δνκή ηνπο θαη ηελ εμεηδίθεπζε ηνπ  

ππνζηξώκαηνο (Thorpe et al., 2015). 
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     Οη ζπιινγηθέο ιεηηνπξγίεο γηα ηελ νηθνγέλεηα ΡΗ3Κ εθηείλνληαη ζε όια ηα κέξε ησλ 

θπηηάξσλ, ησλ θπηηαξηθώλ ηύπσλ θαη ζηα δηάθνξα αλαπηπμηαθά ζηάδηα. Κάζε ηάμε PI3K 

έρεη πνιιαπινύο θπηηαξηθνύο ξόινπο κέζσ ηεο ξύζκηζεο ησλ δηαθξηηώλ νκάδσλ 

θσζθντλνζηηηδίσλ. Οη άκεζνη ξόινη ησλ ΡΗ3Κ κπνξνύλ λα θαηεγνξηνπνηεζνύλ θπξίσο ζηελ 

θπηηαξηθή ζεκαηνδόηεζε (ηάμε I, II) ή ζηελ ελδνθπηηαξηθή κεηαθνξά (ηάμε II, III). Tα κέιε 

ησλ δηαθόξσλ ηάμεσλ PI3K θαίλεηαη όηη κπνξνύλ λα δξάζνπλ ζε δηαδνρηθά βήκαηα ζε θνηλά 

κνλνπάηηα θαη δηαδηθαζίεο (Dou et al., 2010; Lu et al., 2012; Jean and Kiger, 2014). 

     Οη ηέζζεξηο θαηαιπηηθέο ηζνκνξθέο ηεο πξώηεο ηάμεο έρνπλ επηθαιππηόκελεο αιιά θαη 

δηαθξηηέο ιεηηνπξγίεο. Οη ιεηηνπξγίεο ησλ ηζνκνξθώλ p110γ θαη p110δ πεξηνξίδνληαη θπξίσο 

ζηα θύηηαξα ηνπ αλνζνπνηεηηθνύ ζπζηήκαηνο όπνπ εθθξάδνληαη. Οη ηζνκνξθέο p110α θαη 

p110β εθθξάδνληαη επξέσο, αιιά επίζεο κπνξνύλ λα επηδεηθλύνπλ εμεηδίθεπζε εληόο 

νξηζκέλσλ πιαηζίσλ ζε ζπγθεθξηκέλνπο θπηηαξηθνύο ηύπνπο (Jean and Kiger, 2014). ηνλ 

πνληηθό, knockout κεηαιιαγέο ησλ γνληδίσλ ησλ p110α θαη p110β νδεγνύλ ζε εκβξπτθή 

ζλεζηκόηεηα, γεγνλόο πνπ θαηαδεηθλύεη ηνλ απαξαίηεην ραξαθηήξα απηώλ ησλ ηζνκνξθώλ 

ζηελ εκβξπηθή αλάπηπμε. Φαίλεηαη όηη ε p110α κπνξεί λα παίδεη ξόιν ζηελ επηβίσζε ησλ 

θπηηάξσλ, ελώ ε p110β κπνξεί λα είλαη πην ζεκαληηθή γηα ηελ πξνώζεζε ηνπ θπηηαξηθνύ 

πνιιαπιαζηαζκνύ (Benistant et al., 2000).  Δπηπξόζζεηα, ε α ηζνκνξθή θαίλεηαη λα έρεη 

θπξίαξρν ξόιν ζηε ζεκαηνδόηεζε ηεο ηλζνπιίλεο θαη ηνλ κεηαβνιηζκό ηεο γιπθόδεο, ελώ 

ζεκαληηθή είλαη ε ζπκκεηνρή θαη ηεο β ηζνκνξθήο (Foukas et al., 2006; Ciraolo et al., 2008). 

Οη ηζνκνξθέο p110γ θαη p110δ θαίλεηαη πσο παίδνπλ ξόιν ζην αλνζνπνηεηηθό ζύζηεκα, κε 

ηελ δ ηζνκνξθή λα έρεη ζεκαληηθό ξόιν ζηελ αλάπηπμε θαη ηε ιεηηνπξγία ησλ B 

ιεκθνθπηηάξσλ (Jou et al., 2002), θαη ηε γ ηζνκνξθή λα εκπιέθεηαη ζηελ αλάπηπμε θαη 

ελεξγνπνίεζε ησλ Σ ιεκθνθπηηάξσλ (Sasaki et al., 2000), ζηελ επηβίσζε ησλ νπδεηεξόθηισλ 

(Juss et al., 2012) θαη ζηε κεηαλάζηεπζε ησλ καθξνθάγσλ, νπδεηεξόθηισλ θαη εσζηλόθηισλ 

(Patrucco et al., 2004; Lim et al., 2009; Mothes et al., 2016). 

     Δλώ ηα κέιε ηεο ηάμεο Η βξίζθνληαη θπξίσο ζην θπηηαξόπιαζκα κέρξη λα  ζπγθεληξσζνύλ 

ζε ελεξγά ζύκπινθα ζεκαηνδόηεζεο ζηε πιαζκαηηθή κεκβξάλε, νη θηλάζεο ηεο ηάμεο II 

εληνπίδνληαη θπξίσο ζε κεκβξαληθέο δνκέο, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ηεο πιαζκαηηθήο 

κεκβξάλεο θαη ησλ ελδνθπηηαξηθώλ κεκβξαλώλ, αιιά θαη ζηνλ ππξήλα (Fry, 2001). Λόγσ 

ηεο κε εθηεηακέλεο έξεπλαο γηα ηελ ηάμε απηή, είλαη δύζθνιν λα γεληθεπζνύλ νη ιεηηνπξγίεο 

ηνπο. κσο, θαίλεηαη πσο νη ιεηηνπξγίεο ηνπο εληνπίδνληαη θπξίσο ζηνλ θπηηαξηθό θινηό, 

όπσο πξνθύπηεη από ηνπο δηαθνξεηηθνύο ξόινπο ηνπο όζνλ αθνξά ηελ θπηηαξηθή 

κεηαλάζηεπζε, ηελ αλαδηακόξθσζε θινηνύ, ηελ κεηαθνξά γιπθόδεο, ηε ζεκαηνδόηεζε ηεο 

ηλζνπιίλεο, ηε ξύζκηζε δίαπισλ ηόλησλ, ηελ ελδνθπηηάξσζε θαη ηελ εμσθπηηάξσζε (Mazza 
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and Maffucci, 2011; Falasca and Maffucci, 2012; Jean and Kiger, 2014). Αλ θαη αθόκε δελ 

ζεσξνύληαη ππαίηηεο γηα αλζξώπηλεο λόζνπο, θάπνηεο ηζνκνξθέο είλαη πηζαλό λα ζπκκεηέρνπλ 

ζηνλ δηαβήηε (PI3KC2 α θαη -γ) θαη ζηνλ θαξθίλν (PI3KC2α θαη -β) (Falasca and Maffucci, 

2012). Πξόζθαηε έξεπλα ζηα πνληίθηα πξνηείλεη έλα πηζαλό ξόιν γηα ηελ αλζξώπηλε PI3K-

C2α ζηελ αγγεηνγέλεζε (Yoshioka et al., 2012), ελώ κειέηε ηνπ ξόινπ ηεο PI3K-C2β ζηνλ 

θαξθίλν ηνπ καζηνύ ππνδεηθλύεη όηη ζπκβάιιεη ζηελ εμέιημε ηεο λόζνπ θαη ζηελ κεηάζηαζε 

(Chikh et al., 2016). 

     Ζ ηάμε ΗΗΗ ησλ PI3K είλαη ε κόλε ηάμε πνπ εληνπίδεηαη ζπληεξεκέλε από ηελ δύκε σο θαη 

ηνλ άλζξσπν. Ζ Vps34 ξπζκίδεη θπξίσο ηελ ελδνθπηηαξηθή κεηαθνξά, έρνληαο θεληξηθό ξόιν 

ζηελ δηαινγή πξσηετλώλ ζηα ελδνζώκαηα, ζηελ σξίκαλζε ελδνζώκαηνο-ιπζνζώκαηνο, ζηνλ 

ζρεκαηηζκό ησλ απηνθαγνζσκάησλ, ζηελ απηνθαγία θαη ηελ θπηηαξνθίλεζε (Backer, 2008; 

Simonsen and Tooze, 2009; Nezis et al., 2010;  Raiborg et al., 2013). Ζ Vps34 εληνπίδεηαη ζε 

δηάθνξα ξπζκηζηηθά πνιππξσηετληθά ζύκπινθα πνπ πξνάγνπλ ηε ζύλζεζε ηεο PtdIns(3)Ρ ζε 

δηαθξηηέο ελδνθπηηάξηεο κεκβξάλεο (Backer, 2008). Μέρξη ζηηγκήο, δελ ππάξρνπλ 

αλζξώπηλεο αζζέλεηεο πνπ λα ζρεηίδνληαη κε κεηαιιαγέο ζηελ Vps34 (Jean and Kiger, 2014). 

      

 

1.2 Σν ζεκαηνδνηηθό κνλνπάηη ηεο PI3K θαη ν ξόινο ηνπ ζηνλ θαξθίλν 

    

     Ζ νδόο ηεο ΡΗ3Κ είλαη εμειηθηηθά ζπληεξεκέλε από ηε δύκε σο ηα ζειαζηηθά. ηνπο 

αλώηεξνπο επθαξπσηηθνύο νξγαληζκνύο, ε νδόο ΡΗ3Κ ξπζκίδεη δηάθνξεο θπηηαξηθέο 

δηαδηθαζίεο, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηνπ κεηαβνιηζκνύ, ηεο επηβίσζεο, ηνπ 

πνιιαπιαζηαζκνύ, ηεο απόπησζεο θαη ηεο κεηαλάζηεπζεο ησλ θπηηάξσλ (Engelman et al., 

2006; Chalhoub and Baker, 2009).  Ωο ζεκαληηθνί ηειεζηέο θαζνδηθά ησλ ππνδνρέσλ RTK 

θαη GPCR, νη πξσηεΐλεο ΡΗ3Κ κεηάγνπλ ζήκαηα από δηάθνξνπο απμεηηθνύο παξάγνληεο θαη 

θπηνθίλεο, ηα νπνία κεηαηξέπνπλ ζε ελδνθπηηαξηθά κελύκαηα κέζσ ηεο παξαγσγήο 

θσζθνιηπηδίσλ, ηα νπνία κε ηε ζεηξά ηνπο ελεξγνπνηνύλ ηελ θηλάζε ζεξίλεο/ζξενλίλεο ΑΚΣ 

θαη άιια θαζνδηθά κνλνπάηηα (Liu et al., 2009).  

     Οη PI3K ηεο ΗΑ ηάμεο ελεξγνπνηνύληαη θαζνδηθά ησλ πνιπάξηζκσλ ππνδνρέσλ RTK, 

άκεζα ή κέζσ ησλ πξνζαξκνγέσλ ηνπο. Έηζη, ε δξάζε ηεο  ΡΗ3Κ ξπζκίδεηαη από 

αιιειεπηδξάζεηο απμεηηθνύ παξάγνληα-ππνδνρέα. ηελ πξαγκαηηθόηεηα, ζηελ ζπληξηπηηθή 

ηνπο πιεηνςεθία, νη ΡΗ3Κ παξακέλνπλ ζηελ αλελεξγή ηνπο κνξθή ζην θπηηαξόπιαζκα, 

καθξηά από ηα ππνζηξώκαηα ηνπο πνπ βξίζθνληαη ζηε πιαζκαηηθή κεκβξάλε, θαη κόλν έλα 
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κηθξό πνζνζηό ησλ ΡΗ3Κ ελεξγνπνηείηαη θαηόπηλ δηέγεξζεο. Ωο εθ ηνύηνπ, αθόκε θαη 

ειαθξέο ηξνπνπνηήζεηο ζηε δξάζε ησλ ππνδνρέσλ κπνξνύλ λα νδεγήζνπλ ζε πνιιαπιάζηα 

αύμεζε ηεο δξάζεο ηεο ΡΗ3Κ (Yuan and Cantley, 2008).  

     ε απόθξηζε πξνο εμσθπηηαξηθά εξεζίζκαηα, ε θαηαιπηηθή ππνκνλάδα ηεο ΡΗ3Κ 

πξνζειθύεηαη ζε ελεξγνπνηεκέλνπο ππνδνρείο ηεο κεκβξάλεο, κέζσ ηεο ξπζκηζηηθήο 

ππνκνλάδα ηεο. Ζ ελεξγνπνηεκέλε ΡΗ3Κ θαηαιύεη ην ζρεκαηηζκό ηνπ ΡΗΡ3 από ην ΡΗΡ2, ελώ 

ε θσζθαηάζε ησλ ιηπηδίσλ ΡΣΔΝ (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 

10) αληηηίζεηαη άκεζα ζηε δξάζε ηεο ΡΗ3Κ απνθσζθνξπιηώλνληαο ην ΡΗΡ3 ζε ΡΗΡ2, 

ελεξγώληαο έηζη σο θεληξηθόο αξλεηηθόο ξπζκηζηήο ηεο ΡΗ3Κ. Σν ΡΗΡ3 κεηάγεη ζήκαηα 

ελεξγνπνίεζεο κέζσ ηεο πξόζδεζεο ηνπ ζε πξσηεΐλεο πνπ θέξνπλ ην κνηίβν ΡΖ (pleckstrin 

homology), πξνζειθύνληάο ηεο έηζη ζηε κεκβξάλε. Μία από απηέο είλαη ε θηλάζε ΑΚΣ 

(γλσζηή θαη σο ΡΚΒ), ε νπνία απνηειεί έλα θεληξηθό θαζνδηθό ηειεζηή ηνπ ΡΗΡ3 (Δηθόλα 

1.2). Ζ ΑΚΣ πξνζειθύεηαη ζηε κεκβξάλε κέζσ ηεο ζύλδεζεο ηεο PH πεξηνρήο ηεο κε ην 

ΡΗΡ3, θαη ελεξγνπνηείηαη πιήξσο από ηελ αθόινπζε θσζθνξπιίσζε ηεο από ηελ PDK1 

(phosphoinositide-dependent kinase 1) ζηε ζξενλίλε 308 θαη από ην ζύκπινθν mTORC2 ζηε 

ζεξίλε 473, ή δπλεηηθά θαη από άιιεο θηλάζεο (Engelman et al., 2006; Mora et al., 2004; 

Sarbassov et al., 2005; Feng et al., 2004; Chalhoub and Baker, 2009). 

     Ζ AΚΣ/PKB, από κόλε ηεο, ξπζκίδεη πνιιέο θπηηαξηθέο δηεξγαζίεο πνπ εκπιέθνληαη ζηελ 

θπηηαξηθή επηβίσζε θαη ηελ εμέιημε ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ. ζνλ αθνξά ηελ επηβίσζε ησλ 

θπηηάξσλ, ε AΚΣ κπνξεί λα απελεξγνπνηήζεη ηνπο πξν-απνπησηηθνύο παξάγνληεο BAD θαη 

Procaspase-9, θαζώο επίζεο θαη ηελ νηθνγέλεηα κεηαγξαθηθώλ παξαγόλησλ Forkhead πνπ 

επάγνπλ ηελ έθθξαζε άιισλ πξν-απνπησηηθώλ παξαγόλησλ, όπσο ηνλ πξνζδέηε Fas (FasL). 

Ζ AΚΣ ελεξγνπνηεί επίζεο ηελ θηλάζε ΗθΒ (ΗΚΚ), έλαλ ζεηηθό ξπζκηζηή ηνπ παξάγνληα 

επηβίσζεο NF-kB (Pawson and Nash, 2000;  Testa and Bellacosa, 2001;  Porta et al., 2014). 

     ζνλ αθνξά ηελ πξόνδν ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ θαη ηελ αλάπηπμε ησλ θπηηάξσλ, νη 

δηάθνξνη ζηόρνη ηεο AΚΣ εκπιέθνληαη ζηελ πξσηετλoζύλζεζε, ζην κεηαβνιηζκό ηνπ 

γιπθνγόλνπ θαη ζηε ξύζκηζε ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ. Έηζη, ε δξάζε ηεο ΑΚΣ κπνξεί λα 

ξπζκίδεη ηε δξάζε ηεο πξσηεΐλεο mTOR, ηεο θηλάζεο GSK3, ηεο πξσηεΐλεο IRS-1, ησλ 

θπθιηλν-εμαξηώκελσλ αλαζηνιέσλ ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ p21 θαη p27, θαη ελδερνκέλσο ηεο  

Raf-1, έλα κέινο ηεο νδνύ ΜΑΡΚ. ζνλ αθνξά ηελ GSK3, ε AΚΣ ελεξγνπνηεί έλα δίθηπν 

πνπ ξπζκίδεη ζεηηθά ηελ πξόνδν ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ από ηελ θάζε G1 ζηε θάζε S, κέζσ 

ηεο αδξαλνπνίεζεο ηνπ GSK3-β πνπ νδεγεί ζε απμεκέλα επίπεδα ηεο θπθιίλεο D1, θαη ηεο 

αλαζηνιήο ησλ κεηαγξαθηθώλ παξαγόλησλ ηεο νηθνγέλεηαο Forkhead θαη ηεο 
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νγθνθαηαζηαιηηθήο πξσηεΐλεο TSC2, κε ηειηθό απνηέιεζκα ηε κείσζε ηεο p27 (Fresno-Vara 

et al., 2004; Liang and Slingerland, 2003; Porta et al., 2014). 

 

      

 

 

 

 

Εικόνα 1.2: Σν ζεκαηνδνηηθό κνλνπάηη ηεο ΡΙ3Κ/ΑΚΣ. Με καύξα βέιε ζεκεηώλνληαη νη ζεηηθέο θαη κε 

θόθθηλα νη αξλεηηθέο επηδξάζεηο ησλ κνξίσλ (Chalhoub and Baker, 2009). 

 

 

      

     Σν ΡΗ3Κ/Akt κνλνπάηη απνηειεί ζεκαληηθό ξπζκηζηή ηεο επηβίσζεο θαηά ηελ δηάξθεηα 

θπηηαξηθνύ ζηξεο. Γεδνκέλνπ όηη νη όγθνη αλαπηύζζνληαη ζε έλα εγγελώο ζηξεζνγόλν 

πεξηβάιινλ (πνπ ραξαθηεξίδεηαη από πεξηνξηζκέλε παξνρή ζξεπηηθώλ ζπζηαηηθώλ θαη 

νμπγόλνπ, θαζώο επίζεο θαη από ρακειό pΖ), ν ξόινο απηήο ηεο νδνύ ζηνλ θαξθίλν θαίλεηαη 

λα είλαη θξίζηκνο (Porta et al., 2014). Ζ επηβίσζε ησλ θαξθηληθώλ θπηηάξσλ επηηπγράλεηαη 

κέζσ ηεο ξύζκηζεο ηεο αγγεηνγέλεζεο. Ζ PI3K θαη ε AKT κπνξνύλ λα ξπζκίδνπλ ηελ 
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θαξθηληθή αγγεηνγέλεζε κέζσ ησλ θαζνδηθώλ ηνπο ζηόρσλ, όπσο είλαη ε ζεκαηνδόηεζε ηεο 

mTOR/p70S6K, ε αλαζηνιή ησλ FOXO, ε επαγσγή ησλ NOS θαη ε αλαζηνιή ηεο GSK-3β. 

Οη ζηόρνη απηνί απμάλνπλ ζπλήζσο ηελ έθθξαζε ηνπ παξάγνληα HIF-1α (Hypoxia-inducible 

factor 1α), ν νπνίνο κε ηε ζεηξά ηνπ επάγεη ηε κεηαγξαθηθή ελεξγνπνίεζε ηνπ VEGF. Ο 

VEGF είλαη ν πην γλσζηόο επαγσγέαο ηεο αγγεηνγέλεζεο θαζόια ηα ζηάδηα ηεο. Παξάιιεια, 

ην ΡΗ3Κ/Akt κνλνπάηη θαίλεηαη όηη θαηαζηέιιεη ηνλ TSP-1, έλαλ ελδνγελή αλαζηνιέα ηεο 

αγγεηνγέλεζεο, ηόζν ζηα θαξθηληθά όζν θαη ζηα ελδνζειηαθά θύηηαξα (Jiang and Liu, 2009). 

     Ζ ππεξελεξγνπνίεζε ηνπ κνλνπαηηνύ ηεο ΡΗ3Κ είλαη έλα από ηα πην ζπρλά γεγνλόηα ζε 

αλζξώπηλνπο θαξθίλνπο. Ο πην θνηλόο κεραληζκόο πνπ νδεγεί ζε κε θπζηνινγηθή 

ζεκαηνδόηεζε ηεο ΡΗ3Κ είλαη ε ζσκαηηθή απώιεηα ηεο θσζθαηάζεο ΡΣΔΝ κέζσ γελεηηθώλ 

ή επηγελεηηθώλ αιιαγώλ. Σν κνλνπάηη ηεο ΡΗ3Κ κπνξεί επίζεο λα επάγεηαη κε ηελ 

ελεξγνπνίεζε ησλ RTK ή κε αιιαγέο ζηηο ηζνκνξθέο ηεο ίδηαο ηεο ΡΗ3Κ (Thorpe et al., 

2015). 

     Παξά ην γεγνλόο όηη ε ζεκαηνδόηεζε κέζσ όισλ ησλ ηάμεσλ PI3K ζπλδέεηαη κε βαζηθέο 

δηεξγαζίεο ηεο αλάπηπμεο, κέρξη ζήκεξα θεληξηθό ξόιν ζηνλ θαξθίλν θαίλεηαη πσο έρεη 

εηδηθά ε ΗΑ ηάμε ησλ PI3K. Ζ ηάμε απηή ζπκκεηέρεη ζηελ κεηαγσγή ζεκάησλ θαζνδηθά ησλ 

νγθνγόλσλ RTK, θαη ην γνλίδην ηεο p110α θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο (PIK3CA) είλαη ην κόλν 

γνλίδην PI3K πνπ ηαπηνπνηείηαη κε ζπρλέο κεηαιιαγέο ζηνλ θαξθίλν ηνπ αλζξώπνπ 

(Chalhoub and Baker, 2009). 

 

1.3 Δλεξγνπνηεηηθέο κεηαιιαγέο ζην γνλίδην PIK3CA 

 

     Δλεξγνπνηεηηθέο κεηαιιαγέο ζην γνλίδην PIK3CA πνπ θσδηθνπνηεί ηελ θαηαιπηηθή 

ππνκνλάδα ηεο ΡΗ3Κ, p110α, έρνπλ ηαπηνπνηεζεί σο λένη κεραληζκνί επαγσγήο ηεο 

νγθνγόλνπ ζεκαηνδόηεζεο ηεο ΡΗ3Κ (Samuels et al., 2004). Απηέο νη κεηαιιαγέο κπνξνύλ λα 

εληαρζνύλ καδί κε απηέο ηεο ελίζρπζεο ηνπ PIK3CA, ηεο απώιεηα ηεο PTEN, ησλ 

κεηαιιαγώλ ζηελ ΑΚΣ θαη ηεο ελίζρπζεο ησλ RTK, ζε κηα νκάδα ζπρλώλ γελσκηθώλ 

αλσκαιηώλ πνπ πξνσζεί ηελ νγθνγέλεζε κέζσ ηεο επαγσγήο ηνπ άμνλα ζεκαηνδόηεζεο 

PI3K/AKT (Yuan and Cantley, 2008). 

     Σν γνλίδην PIK3CA βξίζθεηαη ζπρλά κεηαιιαγκέλν ζε θνηλνύο ηύπνπο θαξθίλνπ ζηνλ 

άλζξσπν (πρ. ηνπ παρένο εληέξνπ, ηνπ καζηνύ, ηνπ πλεύκνλα θα.). σκαηηθέο κεηαιιαγέο 

ζην γνλίδην ηεο p110α ζπκβαίλνπλ ζε νιόθιεξε ηελ αιιεινπρία ηνπ, κε έλα κεγάιν πνζνζηό 

(πάλσ από 75%) λα παξαηεξείηαη ζε δπν πεξηνρέο ηεο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο, ηελ 
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ειηθνεηδή θαη ηελ θαηαιπηηθή (πεξηνρή ηεο θηλάζεο). Οη δπν ζπρλόηεξεο κεηαιιαγέο 

(‘hotspot’) είλαη ε H1047R θαη ε E545K, ζηελ ειηθνεηδή θαη ζηελ θαηαιπηηθή πεξηνρή 

αληίζηνηρα, νη νπνίεο θαζηζηνύλ ηελ θηλάζε ηδηνζπζηαηηθά ελεξγή. Απηέο δξνπλ ζπλεξγηζηηθά 

όηαλ ζπλππάξρνπλ ζην ίδην κόξην ηεο p110α. Οη κεηαιιαγέο απηέο θαίλεηαη λα δξνπλ κέζσ 

αλεμάξηεησλ κεραληζκώλ (Samuels et al., 2004; Zhao and Vogt, 2008). 

      

 

1.3.1 Ζ δνκή θαη ιεηηνπξγία ηνπ εηεξνδηκεξνύο p85α-p110α 

 

     Ζ p110α θαηαιπηηθή ππνκνλάδα απνηειείηαη από πέληε πεξηνρέο-επηθξάηεηεο: ηελ 

ακηλνηειηθή πεξηνρή πνπ νλνκάδεηαη ΑΒD (adaptor binding domain) πνπ δεζκεύεη ηελ p85α, 

ηελ πεξηνρή δέζκεπζεο ηεο πξσηεΐλεο Ras (RBD), ηελ C2, ε νπνία πξνζδέλεηαη ζε 

θπηηαξηθέο κεκβξάλεο, κηα ειηθνεηδή πεξηνρή πνπ θαίλεηαη λα είλαη ν ππξήλαο ηνπ κνξίνπ, 

θαη ηελ θαηαιπηηθή πεξηνρή ηεο θηλάζεο, ε νπνία είλαη κηα δίινβε δνκή, κε έλαλ κηθξόηεξν 

ακηλνηειηθό Ν-ινβό θαη έλαλ κεγαιύηεξν θαξβνμπηειηθό C-ινβό, δνκή ηππηθή ησλ 

ιηπηδηαθώλ θαη πξσηετληθώλ θηλαζώλ (Huang et al., 2007). 

     Ζ ξπζκηζηηθή ππνκνλάδα p85α επίζεο απνηειείηαη από πέληε επηθξάηεηεο: ηελ SH3 (Src 

homology 3) ζην ακηλνηειηθό άθξν ηεο, ηελ BH (BCR homology) πεξηνρή θαη από δπν 

πεξηνρέο SH2 (Src homology 2), ηελ ακηλνηειηθή nSH2 θαη ηελ θαξβνμπηειηθή cSH2, νη 

νπνίεο δεζκεύνπλ pTyr-X-X-Met κνηίβα ζε ελεξγνπνηεκέλνπο ππνδνρείο θαη ηoπο 

πξνζαξκνγείο ηνπο,  ελώ αλάκεζα ηνπο παξεκβάιιεηαη ε ελδηάκεζε πεξηνρή iSH2, ε νπνία 

είλαη ππεύζπλε γηα ηελ πξόζδεζε ηεο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο p110α (Mellor et al., 2012). 

Πηζηεύεηαη όηη ε θύξηα ιεηηνπξγία ηεο πεξηνρήο iSH2 είλαη λα ελεξγεί σο πεξηνρή ζύλδεζεο 

γηα ηελ p110α θξαηώληαο ηηο ππνκνλάδεο p85α/p110α καδί θαη όηη απηή ε αιιειεπίδξαζε 

επηηξέπεη κία δεύηεξε ξπζκηζηηθή επαθή κεηαμύ ηεο nSH2 θαη ηεο p110α πνπ αλαζηέιιεη ηελ 

ελεξγόηεηα ηεο p110α επάγνληαο αιιαγή ηεο δηακόξθσζεο (Liu et al., 2014). 

     Οη κεηαιιαγέο πνπ ζρεηίδνληαη κε θαξθίλν ηαπηνπνηνύληαη ζηελ ABD, ζηελ C2, ζηελ 

ειηθνεηδή θαη ζηελ πεξηνρή ηεο θηλάζεο ηεο p110α. Αξθεηέο από απηέο ηηο κεηαιιαγέο έρνπλ 

απνδεηρζεί όηη νδεγνύλ ζε απμεκέλε ελδπκηθή ελεξγόηεηα in vitro θαη in vivo (Huang et al., 

2007). Ζ ξπζκηζηηθή ππνκνλάδα p85α ζπλαληάηαη επίζεο ζπρλά ζε ζσκαηηθέο κεηαιιαγέο ζε 

θαξθίλνπο ηνπ αλζξώπνπ θαη νη πεξηζζόηεξεο από απηέο ηηο κεηαιιαγέο επάγνπλ ηελ 

ελεξγόηεηα ηεο ΡΗ3Κ. Πνιιέο ζεκεηαθέο κεηαιιαγέο ζπζζσξεύνληαη ζηηο πεξηνρέο iSH2 θαη 

nSH2, νη νπνίεο ζρεκαηίδνπλ επαθέο κε ηελ p110 θαηαιπηηθή ππνκνλάδα θαη είλαη δσηηθήο 

ζεκαζίαο γηα ηε ξύζκηζε ηεο ελεξγόηεηαο ηεο ΡΗ3Κ. Έρεη ηαπηνπνηεζεί έλαο κηθξόο αξηζκόο 
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κεηαιιαγώλ ζηελ p85α πνπ ζρεηίδνληαη κε ηνλ θαξθίλν, νη νπνίεο δελ ζπλδένληαη κε ηελ 

p110 θαηαιπηηθή ππνκνλάδα θαη ν κεραληζκόο ελεξγνπνίεζεο ηνπο έρεη πξνηαζεί λα είλαη 

αλεμάξηεηνο από ηελ θαηαιπηηθή δξάζε ηεο ΡΗ3Κ (Burke and Williams, 2015). ηελ Δηθόλα 

1.3 θαίλνληαη νη πεξηνρέο ηεο ξπζκηζηηθήο θαη ηεο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο καδί κε ηηο 

ζπρλόηεηεο ησλ κεηαιιαγώλ ηνπο. 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.3: Γνκή θαη αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ησλ ππνκνλάδσλ ηεο ΡΙ3Κα, θαζώο θαη ε ζπρλόηεηα 

κεηαιιαγώλ ζε θάζε πεξηνρή (Burke and Williams, 2015). 

 

 

     Αλάιπζε ησλ νγθνγόλσλ κεηαιιαγώλ δείρλεη όηη όιεο επάγνπλ ην έλδπκν. ρεδόλ όιεο νη 

νγθνγόλεο κεηαιιαγέο απμάλνπλ ηελ ηθαλόηεηα πξόζδεζεο ζηε κεκβξάλε θαη ηε βαζηθή 

ελεξγόηεηα ηεο θηλάζεο, αθόκε θαη αλ απηέο νη κεηαιιαγέο δελ εληνπίδνληαη ζηηο ζέζεηο πνπ 

αιιειεπηδξνύλ κε ηε κεκβξάλε (Burke et al., 2012). 
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1.3.2 Ζ κεηαιιαγή Δ545Κ ζηελ ειηθνεηδή πεξηνρή ηεο ΡΗ3Κ 

 

     Ζ ειηθνεηδήο πεξηνρή πεξηέρεη δύν ακηλνμηθά θαηάινηπα, ηα Glu542 θαη Glu545 

(γινπηακηληθό νμύ), πνπ ζπρλά βξίζθνληαη  κεηαιιαγκέλα ζε θαξθίλνπο. Σα θαηάινηπα απηά, 

ιόγσ ηνπ όμηλνπ θνξηίνπ ηνπο,  αιιειεπηδξνύλ κε ηελ ιπζίλε379 θαη ηελ αξγηλίλε340 ηεο 

nSH2 πεξηνρήο ηεο p85α, πνπ έρνπλ βαζηθό θνξηίν, θαη ε αιιειεπίδξαζε απηή αλαζηέιιεη 

ηελ ελεξγόηεηα ηεο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο (Miled et al., 2007). ηελ πιεηνλόηεηα ησλ 

πεξηπηώζεσλ, απηά ηα δύν όμηλα θαηάινηπα έρνπλ κεηαιιαρζεί ζε ιπζίλε, πξνθαιώληαο κηα 

αληηζηξνθή θνξηίνπ. Μεηαιιαγέο ζηα θαηάινηπα 542 θαη 545 θαηαξγνύλ ηελ αλαζηαιηηθή 

δξάζε ηεο nSH2 ηεο p85α.  

     Γύν κεραληζκνί ζα κπνξνύζαλ λα εμεγήζνπλ ηηο επηπηώζεηο ησλ κεηαιιαγώλ απηώλ. 

Πξώηνλ, oη κεηαιιαγέο ελδέρεηαη λα ηξνπνπνηνύλ ηνλ πξνζαλαηνιηζκό ηεο nSH2 ζε ζρέζε 

κε ηελ ειηθνεηδή θαη ηελ πεξηνρή ηεο θηλάζεο. Ζ πξόζδεζε ηεο ειηθνεηδνύο πεξηνρήο ηεο 

p110α ή ησλ θσζθνπεπηηδίσλ ηπξνζίλεο ζηελ nSH2 πεξηνρή ηεο p85α είλαη ακνηβαία 

απνθιεηόκελα γεγνλόηα. Πηζηεύεηαη όηη ε κεηαιιαγκέλε ιπζίλε545 ηεο p110α θαηαιακβάλεη 

ην ρώξν πνπ, ππό θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο, ζα θαηαιακβαλόηαλ κόλν από θσζθνηπξνζίλεο 

θαη σο εθ ηνύηνπ ζα κπνξνύζε λα νδεγήζεη ζε αλαίξεζε ηεο αλαζηαιηηθήο πξόζδεζεο ηεο 

nSH2 ζηελ p110, θαη άξα ζε ηδηνζπζηαηηθή  ελεξγνπνίεζε ηεο (Miled et al., 2007; Liu et al., 

2014). Έηζη, ε κεηαιιαγή απηή (Δηθόλα 1.4) θαίλεηαη όηη κηκείηαη ηε θπζηνινγηθή 

ελεξγνπνίεζε ηεο αγξίνπ ηύπνπ πξσηεΐλεο από πεπηίδηα θσζθνηπξνζίλεο (Burke et al., 

2012). Δπηπιένλ, είλαη πηζαλό αιιάδνληαο ηελ αιιειεπίδξαζε ηεο ειηθνεηδνύο πεξηνρήο κε 

ηελ nSH2, λα κεηαβάιινληαη νη ζρεηηθέο ζέζεηο ησλ ειίθσλ a11K θαη a12K ηνπ C-ινβνύ ηεο 

πεξηνρήο ηεο θηλάζεο (Huang et al., 2007). 
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Εικόνα 1.4: Η Δ545Κ κεηαιιαγή θαηαξγεί ηελ αλαζηαιηηθή αιιειεπίδξαζε nSH2-p110α. Με γθξη 

ρξώκα θαίλνληαη νη πεξηνρέο ηεο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο, ελώ κε πξάζηλν νη πεξηνρέο ηεο ξπζκηζηηθήο. 

Η ζέζε ηεο κεηαιιαγήο θαίλεηαη κε θίηξηλε ζθαίξα ζηελ θξπζηαιιηθή δνκή (αξηζηεξά) θαη κε αζηέξη ζην 

ζρήκα (δεμηά) (Burke et al., 2012). 

 

 

1.3.3 Ζ κεηαιιαγή Ζ1047R ζηελ πεξηνρή ηεο θηλάζεο 

 

     Ζ ηζηηδίλε1047 ζηελ πεξηνρή ηεο θηλάζεο είλαη έλα άιιν ‘ζεξκό ζεκείν’ γηα ζσκαηηθέο 

κεηαιιαγέο ζηνλ θαξθίλν. Δίλαη ελδηαθέξνλ όηη ε ηζηηδίλε1047 κεηαιιάζζεηαη ζε αξγηλίλε 

ζηελ πιεηνλόηεηα ησλ πεξηπηώζεσλ, ελώ ε αξγηλίλε είλαη θπζηνινγηθά παξνύζα ζηελ 

νκόινγε ζέζε ζηελ αλζξώπηλε p110γ. ηε δνκή ηνπ ζπκπιόθνπ p110α/p85, ε ηζηηδίλε1047 

βξίζθεηαη εληόο ηεο έιηθαο a12K ηνπ C-ινβνύ ηεο πεξηνρήο ηεο θηλάζεο θαη είλαη θνληά ζην 

θαξβνμπηειηθό άθξν ηνπ βξόρνπ ελεξγνπνίεζεο, πηζαλώο ζρεκαηίδνληαο έλα δεζκό 

πδξνγόλνπ κε ηε ιεπθίλε956, εληόο ηνπ βξόρνπ ελεξγνπνίεζεο. Μεηαιιαγέο ζηελ 

ηζηηδίλε1047 είλαη πηζαλό λα έρνπλ άκεζε επίδξαζε ζηε δηακόξθσζε ηνπ βξόρνπ 

ελεξγνπνίεζεο, αιιάδνληαο ηελ αιιειεπίδξαζή ηνπ κε ππνζηξώκαηα ηεο θσζθαηηδπιν-

ηλνζηηόιεο (Huang et al., 2007). 

     Ζ δνκή ηνπ ζπρλνύ κεηαιιάγκαηνο H1047R ζε ζύκπινθν κε ηελ p85α απνθάιπςε 

νξηζκέλεο θξίζηκεο δηαθνξέο ζε ζύγθξηζε κε ηε δνκή ηνπ αγξίνπ ηύπνπ ζπκπιόθνπ. ε 

αληίζεζε κε ην θαηάινηπν ηζηηδίλεο ηεο άγξηνπ ηύπνπ ππνκνλάδαο, ε αξγηλίλε δελ 

αιιειεπηδξά κε ηελ ιεπθίλε956 ηνπ βξόρνπ ελεξγνπνίεζεο αιιά πξνζαλαηνιίδεη ηελ 

πιεπξηθή αιπζίδα ηεο καθξηά από ηελ θαηαιπηηθή πεξηνρή, δηεπθνιύλνληαο ηελ  πξνζέιθπζε 

ηεο κεκβξάλεο. Ζ κεηαιιαγή επάγεη δνκηθέο αιιαγέο ζε κηα πεξηνρή ζην θαξβνμπηειηθό 

άθξν ηεο p110α (θαηάινηπα 1050-1062) θαη ζην βξόρν πνπ εθηείλεηαη ζηα θαηάινηπα 864-

874, ελώ θαη νη δύν πεξηνρέο είλαη γλσζηό όηη είλαη ζεκαληηθέο γηα ηελ πξνζέιθπζε ηεο 

θηλάζεο πξνο ηε πιαζκαηηθή κεκβξάλε (Mandelker et al., 2009; Liu et al., 2014). 

     Πξόζθαηα έλαο κεραληζκόο ππεξελεξγνπνίεζεο ηεο κεηαιιαγκέλεο πξσηεΐλεο πξνηάζεθε 

από ηνπο Gkeka et al. (2014). ύκθσλα κε απηήλ, παξαηεξείηαη κηα εθηεηακέλε θαηαλνκή 

ζεηηθνύ  θνξηίνπ ζηηο πεξηνρέο ηεο κεηαιιαγκέλεο πξσηεΐλεο πνπ είλαη ππεύζπλεο γηα ηελ 

πξόζδεζε ζηε κεκβξάλε ζε ζρέζε κε ηελ θπζηνινγηθή πξσηεΐλε, ε νπνία δηθαηνινγεί ηελ 

απμεκέλε ηθαλόηεηα ηεο κεηαιιαγκέλεο  πξσηεΐλεο λα ζπλδέεηαη κε κεκβξάλεο πινύζηεο ζε 

αληνληθά ιηπίδηα. Δπηπξόζζεηα, παξαηεξείηαη έλαο απηναλαζηαιηηθόο ξόινο ηεο 

θαξβνμπηειηθήο νπξάο ζηελ θπζηνινγηθή πξσηεΐλε, ε νπνία θαηαξγείηαη ζηελ κεηαιιαγκέλε 
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πξσηεΐλε ιόγσ ηεο απώιεηαο ζεκαληηθώλ δηακνξηαθώλ αιιειεπηδξάζεσλ, γεγνλόο πνπ 

κπνξεί λα ζπλδξάκεη ζηελ εληζρπκέλε δξαζηηθόηεηα ηνπ κεηαιιάγκαηνο. Δπηπιένλ, ε 

κεηαιιαγή H1047R κεηαβάιιεη ηελ πεξηζηξνθηθή θίλεζε ηνπ Ν-ινβνύ ηεο θαηαιπηηθήο 

πεξηνρήο ζε ζρέζε κε ην C-ινβό, δεκηνπξγώληαο κεγαιύηεξν άλνηγκα ηεο θαηαιπηηθήο 

ζρηζκήο πνπ κπνξεί λα επλνεί ηελ πξόζδεζε ηνπ ΑΣP θαη κεηαηνπίδεη ηε ζέζε ησλ 

ζπληεξεκέλσλ θαηαινίπσλ ηνπ  Ρ-βξόγρνπ ζηελ πεξηνρή ηνπ ελεξγνύ θέληξνπ, επεξεάδνληαο 

έηζη ηε δξάζε ηεο θηλάζεο. Σν κνληέιν ζηελ Δηθόλα 1.5 ζπλνςίδεη ηα παξαπάλσ επξήκαηα. 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.5: Μνληέιν ηνπ κεραληζκνύ ελεξγνπνίεζεο ηεο ΡΙ3Κ από ηελ κεηαιιαγή Η1047R. Η 

ππεξελεξγνπνίεζε ζηελ κεηαιιαγκέλε πξσηεΐλε (κε πνξηνθαιί ρξώκα) νθείιεηαη ζηελ ζπγθέληξσζε 

ζεηηθνύ θνξηίνπ ζηηο ζέζεηο πξόζδεζεο ζηελ κεκβξάλε, πνπ δηεπθνιύλεη ηελ πξόζδεζε ζηελ αξλεηηθά 

θνξηηζκέλε κεκβξάλε, ζηελ απώιεηα ηεο απηναλαζηαιηηθήο δξάζεο ηνπ θαξβνμπηειηθνύ ηκήκαηνο θαη 

ζηελ επαθόινπζε αιιαγή ηεο δηεύζπλζεο ηεο ηζηηδίλεο917 πξνο ην ελεξγό θέληξν ηνπ κνξίνπ, πνπ νδεγεί 

ζηελ πδξόιπζε ηνπ ΑΣΡ (Gkeka et al., 2014). 
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1.4 Αλάπηπμε αλαζηνιέσλ γηα ηε δξάζε ηεο PI3K 

 

     Δπεηδή ν άμνλαο PI3K/AKT/mTOR έρεη ραξαθηεξηζηεί σο έλα από ηα πην ζπρλά 

ελεξγνπνηεκέλα κνλνπάηηα ζηνλ θαξθίλν, ηα κέιε ηνπ απνηεινύλ ζηόρν γηα ηελ αλάπηπμε 

αληηθαξθηληθήο ζεξαπείαο. Έλαο αξηζκόο κνξίσλ πνπ ζηνρεύνπλ ηα κέιε ηεο νδνύ ηεο ΡΗ3Κ 

έρνπλ αλαπηπρζεί θαη αμηνινγεζεί ζε πξνθιηληθέο κειέηεο, θαζώο θαη ζε θιηληθέο δνθηκέο 

(Martini et al., 2013). 

     ηελ  πξώηε γεληά ησλ αλαζηνιέσλ PI3K πεξηιακβάλνληαη ελώζεηο όπσο ε Wortmannin 

θαη ε LY294002, νη νπνίεο δεζκεύνπλ όιεο ηηο ηζνκνξθέο ΡΗ3Κ ηεο ηάμεο Η, γη’ απηό θαη  

νλνκάδνληαη θαζνιηθνί αλαζηνιείο. Ωζηόζν, ιόγσ ησλ πνιύ θησρώλ θαξκαθνθηλεηηθώλ 

ηνπο ηδηνηήησλ, ηεο έιιεηςεο εμεηδίθεπζεο θαη ηεο απμεκέλεο ηνμηθόηεηαο πνηέ δελ είραλ 

αλαπηπρζεί πιήξσο σο αληηθαξθηληθά θάξκαθα γηα θιηληθή ρξήζε. Πην πξόζθαηα, ελώζεηο κε 

θαιύηεξεο θαξκαθνθηλεηηθέο ηδηόηεηεο έρνπλ αλαπηπρζεί θαη αμηνινγνύληαη επί ηνπ παξόληνο 

ζε θιηληθέο δνθηκέο ζε δηάθνξεο θαθνήζεηεο. Απηνί νη αλαζηνιείο δεύηεξεο γεληάο 

ραξαθηεξίδνληαη από κεγαιύηεξε θαη εηδηθή δξάζε έλαληη ησλ δηάθνξσλ ηζνκνξθώλ ΡΗ3Κ 

(πρ. ν GDC-0032 γηα ηελ ΡΗ3Κα). Ζ ηξίηε γεληά αλαζηνιέσλ πεξηιακβάλεη ηνπο ιεγόκελνπο 

‘δηπινύο αλαζηνιείο PI3K/mTOR’ (πρ. NVP-BEZ235). Σν πηζαλό πιενλέθηεκα απηώλ ησλ 

ελώζεσλ (έλα πιενλέθηεκα πνπ πξέπεη αθόκε λα επηβεβαησζεί in vivo) είλαη όηη αλαζηέιινπλ 

όρη κόλν όιεο ηηο ηζνκνξθέο ΡI3K ηεο ηάμεο Η, αιιά επηπξόζζεηα θαη ην ζύκπινθν mTORC1 

θαη mTORC2. Θεσξεηηθά, απηή ε ζπλδπαζηηθή δξάζε ζα νδεγήζεη ζηελ ηζρπξόηεξε 

αλαζηνιή όιεο ηεο νδνύ ΡΗ3Κ/Akt/mTOR (Martini et al., 2013; Martelli et al., 2012; Porta et 

al., 2014). 

     Σν ζεξαπεπηηθό εύξνο θαη ε απνηειεζκαηηθόηεηα ησλ θαζνιηθώλ αλαζηνιέσλ 

πεξηνξίδεηαη ζε νξηζκέλεο πεξηπηώζεηο από ηηο παξελέξγεηεο. Από ηελ άιιε, θαη νη 

εμεηδηθεπκέλνη γηα κηα ηζνκνξθή αλαζηνιείο έρνπλ αξλεηηθέο επηπηώζεηο ιόγσ ηεο 

αλαζηνιήο ησλ βαζηθώλ ιεηηνπξγηώλ ηεο θπζηνινγηθήο PI3K, πρ. ε αλαζηνιή ηεο 

θπζηνινγηθήο α ηζνκνξθήο επεξεάδεη ηελ νκνηόζηαζε ηεο γιπθόδεο. Ωζηόζν, νη θαζνιηθνί 

αλαζηνιείο έρνπλ πξόζζεηεο αξλεηηθέο ζπλέπεηεο ιόγσ ηεο κε εηδηθήο αλαζηνιήο ησλ 

θπζηνινγηθώλ ηζνκνξθώλ. πλεπώο, είλαη θαλεξή ε αλάγθε γηα δεκηνπξγία εμεηδηθεπκέλσλ 

αλαζηνιέσλ κε κεγαιύηεξε απνηειεζκαηηθόηεηα θαη ιηγόηεξεο ηνμηθέο επηπηώζεηο (Thorpe et 

al., 2015). 

     Γεδνκέλνπ ηνπ νπζηαζηηθνύ ξόινπ ηεο p110α ζηελ θπηηαξηθή θπζηνινγία, ε αλάπηπμε 

αλαζηνιέσλ εηδηθώλ γηα ηε κεηαιιαγκέλε ηεο κνξθή απνηειεί έλαλ ηδηαίηεξν ζηόρν γηα 

ζεξαπεία. Σέηνηνη αλαζηνιείο ζα ειαρηζηνπνηήζνπλ πηζαλέο παξελέξγεηεο, δειαδή κεηαβνιή 
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ζηε ζεκαηνδόηεζε ηεο ηλζνπιίλεο, πνπ είλαη ζρεδόλ βέβαην όηη ζρεηίδνληαη κε ηελ αλαζηνιή 

ηεο θπζηνινγηθήο ππνκνλάδαο, εηδηθά θαηά ηε δηάξθεηα παξαηεηακέλεο ζεξαπείαο. Οη 

πεξηζζόηεξνη κηθξνκνξηαθνί αλαζηνιείο πνπ ζηνρεύνπλ ηελ ΡΗ3Κ ζηελ ηξέρνπζα αλάπηπμε, 

όπσο θαη νη πεξηζζόηεξνη αλαζηνιείο πξσηετληθώλ θηλαζώλ, ιεηηνπξγνύλ κε ζύλδεζε ζηελ 

ζέζε πξόζδεζεο ηνπ ΑΣΡ θαη έηζη αληαγσλίδνληαη κε ην ΑΣΡ. Ζ δνκή ηεο θπζηνινγηθήο 

p110α ππνδεηθλύεη όηη ε κεηαιιαγή H1047R ζηελ πεξηνρή ηεο θηλάζεο πηζαλόηαηα βειηηώλεη 

ηε δέζκεπζε ηνπ ππνζηξώκαηνο κέζσ κηαο άκεζεο επίδξαζεο ζηελ δηακόξθσζε ηνπ βξόρνπ 

ελεξγνπνίεζεο. Λόγσ ηεο εγγύηεηαο ηνπ βξόρνπ ελεξγνπνίεζεο πξνο ηε ζέζε ζύλδεζεο ηνπ 

ΑΣΡ, έλαο αλαζηνιέαο εηδηθόο γηα ηελ κεηαιιαγκέλε πεξηνρή ηεο θηλάζεο κπνξεί λα είλαη 

εθηθηόο κε ηε ρξήζε πθηζηάκελσλ δνκώλ θαξκάθσλ. Μπνξεί λα είλαη, όκσο, πνιύ πην 

δύζθνιν λα ζηνρεπζεί ε κεηαιιαγκέλε ειηθνεηδήο πεξηνρή ηεο θηλάζεο (E542K ή E545Κ), 

γηαηί απηέο νη κεηαιιαγέο θαίλεηαη λα επεξεάδνπλ ηελ αιιειεπίδξαζε πξσηεΐλεο-πξσηεΐλεο, 

εμαιείθνληαο κηα απηναλαζηαιηηθή επαθή κε ηελ p85 (Miled et al., 2007; Liu et al., 2009). 

     Ο πξώηνο εηδηθόο αλαζηνιέαο γηα ηελ PI3Kα ηζνκνξθή ήηαλ ν NVP-BYL719, παξάγσγν 

ηεο 2-ακηλνζεηαδόιεο, θαη δείρλεη παξόκνηα δξαζηηθόηεηα πξνο κεηαιιαγκέλεο κνξθέο 

H1047R θαη E545K. Οκνίσο, ν INK1117 έρεη αλαθεξζεί σο εηδηθόο αλαζηνιέαο ηεο PI3Kα 

θαη επί ηνπ παξόληνο ππνβάιιεηαη ζε θιηληθέο δνθηκέο Φάζεο Η. Πξόζθαηα, έλα λέν κόξην, ν 

GDC-0032, έρεη αλαθεξζεί όηη είλαη έλαο πνιύ ηζρπξόο θαη εθιεθηηθόο αλαζηνιέαο ηεο 

PI3Kα θαη ηεο PI3Kδ, αιιά δείρλεη 3 θνξέο ηζρπξόηεξε δξάζε πξνο ηηο νγθνγόλεο 

κεηαιιαγέο H1047R θαη E545K. Ο GDC-0032 είλαη επί ηνπ παξόληνο ζε θιηληθέο δνθηκέο 

Φάζεο Η, από ηηο νπνίεο πξνέθπςαλ ειπηδνθόξα απνηειέζκαηα. Παξ' όια απηά, νη αλαζηνιείο 

ηεο ΡΗ3Κ έρνπλ πεξηνξηζκέλε απνηειεζκαηηθόηεηα όηαλ ρξεζηκνπνηνύληαη σο κεκνλσκέλνη 

παξάγνληεο, ελ κέξεη ιόγσ ηεο ελεξγνπνίεζεο αληηζηαζκηζηηθώλ κνλνπαηηώλ, όπσο ηνπ 

RAS/RAF/MEK/ERK. Έηζη, ε θαιύηεξε ζεξαπεπηηθή πξνζέγγηζε θαίλεηαη λα είλαη ε 

ζπλδπαζηηθή αλαζηνιή απηώλ ησλ κνλνπαηηώλ (Furet at al., 2013; Jessen et al., 2009; Juric et 

al., 2013; Castel et al., 2014). 

 

 

1.5 Ο βαθνπιντόο σο ζύζηεκα έθθξαζεο εηεξόινγσλ πξσηετλώλ 

 

Καηά ηελ πξνζπάζεηα παξαγσγήο πξσηετλώλ ησλ αλώηεξσλ επθαξπσηηθώλ νξγαληζκώλ 

ζε βαθηεξηαθά ζπζηήκαηα έθθξαζεο, έλα ζεκαληηθό εκπόδην πξνθύπηεη από ηελ έιιεηςε 

κεηα-κεηαθξαζηηθώλ ηξνπνπνηήζεσλ ζηα θύηηαξα απηά. Ζ δηαθνξά ηνπο απηή, ζε ζρέζε κε 

ηα επθαξπσηηθά θύηηαξα, κπνξεί λα νδεγήζεη ζηελ έθθξαζε κε ιεηηνπξγηθώλ 
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αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλώλ. Δπηπξόζζεην πξόβιεκα πνπ ζπρλά παξαηεξείηαη ζηα 

κηθξνβηαθά ζπζηήκαηα έθθξαζεο απνηειεί ε κόιπλζε ηεο αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο κε 

ελδνηνμίλεο πνπ παξάγνληαη παξάιιεια. Ωο εθ ηνύηνπ, έρνπλ αλαπηπρζεί θαη πξνηηκώληαη, 

ζε απηέο ηηο πεξηπηώζεηο, ζπζηήκαηα έθθξαζεο αλώηεξσλ επθαξπσηηθώλ νξγαληζκώλ. 

     Έλα από ηα πην θνηλά ζπζηήκαηα έθθξαζεο επθαξπσηηθώλ θπηηάξσλ είλαη ην ζύζηεκα 

έθθξαζεο βαθνπιντνύ (BEVS), ην νπνίν έρεη πςειά επίπεδα έθθξαζεο εηεξόινγσλ γνληδίσλ 

ζε ζύγθξηζε κε ηα άιια επθαξπσηηθά ζπζηήκαηα έθθξαζεο, ηδηαίηεξα γηα ελδνθπηηαξηθέο 

πξσηεΐλεο. ηα πιενλεθηήκαηα απηνύ ηνπ ζπζηήκαηνο είλαη ε αζθάιεηα ησλ ηώλ, θαζώο 

έρνπλ έλα πεξηνξηζκέλν εύξνο μεληζηώλ πνπ πεξηνξίδνληαη ζε ζπγθεθξηκέλα αζπόλδπια, θαη 

ε νξζή πηύρσζε θαη κεηα-κεηαθξαζηηθή ηξνπνπνίεζε ηεο αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο. Με 

ην ζύζηεκα απηό νη αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο πνπ παξάγνληαη είλαη όκνηεο κε ηηο 

αληίζηνηρεο αλζξώπηλεο, όζνλ αθνξά ηηο κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο (Ν,Ο- 

γιπθνδπιίσζε θαη θσζθνξπιίσζε) θαη ηε βηνινγηθή ηνπο δξάζε (Yazdani et al., 2016). 

 

 

 

 

Εικόνα 1.6: Οη δπν κνξθέο ηνπ βαθνπιντνύ, ηα εθβιαζηάλνληα ηνζσκάηηα (BVs) δεμηά θαη ηα 

έγθιεηζηα ζηελ πνιπεδξίλε ηνζσκάηηα (ODVs) αξηζηεξά (Au et al., 2013). 

 

     

     Μεηαμύ ησλ δηαθόξσλ κεζόδσλ BEVS είλαη θαη ην ζύζηεκα έθθξαζεο Bac-to-Bac ην 

νπνίν αλαπηύρζεθε από ηνλ Luckow et al. (1993) θαη ην νπνίν βαζίδεηαη ζηελ ηθαλόηεηα 

παξαγσγήο αλαζπλδπαζκέλνπ ηνύ κέζσ κεηάζεζεο εηδηθήο ζέζεο ζηελ E.coli. Έλα mini-F 

ξεπιηθόλην, έλαο δείθηεο θαλακπθίλεο, κηα ζέζε-ζηόρνο attTn7 γηα ην βαθηεξηαθό 
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ηξαζπνδόλην Tn7, θαη κηα lacZ’ (lacZα) θαζέηα εηζήρζεζαλ ζην DNA ηνπ AcMNPV 

(Autographa californica multicapsid nucleopolyhedrovirus, Δηθόλα 1.6)  γηα λα 

θαηαζθεπαζηεί έλαο παιηλδξνκηθόο θνξέαο βαθνπιντνύ (Bacmid) πνπ ζα κπνξεί λα  

αληηγξάθεηαη ζηελ E. coli σο έλα πιαζκίδην θαη ζα κπνξεί λα κνιύλεη θύηηαξα εληόκσλ. Σν 

εηεξόινγν γνλίδην πνπ θισλνπνηήζεθε ζηνλ θαηάιιειν θνξέα (πιαζκίδην) έθεξε 

εθαηέξσζελ ηνπ ην αξηζηεξό θαη ην δεμηό άθξν ηνπ Tn7, θαη κπνξνύζε λα κεηαηεζεί ζην  

Bacmid, όηαλ νη ιεηηνπξγίεο ηεο κεηάζεζεο Tn7 παξέρνληαη από έλα βνεζεηηθό πιαζκίδην. 

Σν αλαζπλδπαζκέλν Bacmid επηιέγεηαη κε βάζε ην ρξώκα ησλ απνηθηώλ πνπ ζρεκαηίδνπλ ηα 

βαθηήξηα πνπ ην πεξηέρνπλ, επεηδή ε θαζέηα ηνπ lacZα θαηαζηξέθεηαη θαηά ηε δηαδηθαζία 

ηεο κεηάζεζεο. Ο αλαζπλδπαζκέλνο βαθνπιντόο πνπ θέξεη ην μέλν γνλίδην ζα κπνξνύζε λα 

θαηαζθεπαζηεί ζε 7-10 εκέξεο κε ζύζηεκα Bac-to-Bac (Luckow et al., 1993; Yao et al., 

2006). 

 

 

2. ΚΟΠΟ 

 

     θνπόο ηεο παξνύζαο εξγαζίαο ήηαλ ε παξαγσγή ησλ θπζηνινγηθώλ ππνκνλάδσλ ηεο 

ΡΗ3Κ (p85α, p110α), αιιά θαη ησλ κεηαιιαγκέλσλ κνξίσλ p110α-E545K, p110α-H1047R, κε 

ην ζύζηεκα έθθξαζεο εηεξόινγσλ πξσηετλώλ Bac-to-Bac ζε θύηηαξα εληόκσλ. Σν ζύζηεκα 

απηό παξέρεη ηηο θαηάιιειεο κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο γηα ηελ παξαγσγή 

ιεηηνπξγηθώλ επθαξπσηηθώλ πξσηετλώλ, ελώ, επηπιένλ, επηηπγράλεηαη πςειή έθθξαζε αθόκα 

θαη πξσηετλώλ κεγάινπ κνξηαθνύ κεγέζνπο, όπσο απηό ηεο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο 

PIK3CA. Οη πξσηεΐλεο πνπ ζα παξαρζνύλ κε ην ζύζηεκα ηνπ βαθνπιντνύ ζα 

ρξεζηκνπνηεζνύλ ζηελ παξαθάησ δνθηκαζία, ηόζν γηα ηνλ έιεγρν ηεο ιεηηνπξγηθόηεηαο ηνπο, 

όζν θαη γηα ηνλ εληνπηζκό λέσλ εηδηθώλ αλαζηνιέσλ.  

     Παξάιιεια κε ηελ παξαγσγή ηεο πξσηεΐλεο, ζηόρνο ηεο εξγαζίαο ήηαλ ε εύξεζε 

αλαζηνιέσλ, εηδηθώλ γηα ηε κεηαιιαγκέλε κνξθή ηεο πξσηεΐλεο, ρξεζηκνπνηώληαο κηα 

δνθηκαζία in vitro κέηξεζεο ηεο ελεξγόηεηαο ηεο θηλάζεο, απνπζία θπηηάξσλ. Βαζηθόο 

ζηόρνο ήηαλ ε εύξεζε εμεηδηθεπκέλσλ αλαζηνιέσλ έλαληη ησλ κεηαιιαγκέλσλ κνξθώλ ηεο 

θηλάζεο, νη νπνίνη ζα αθήλνπλ αλεπεξέαζηε ηε θπζηνινγηθή. Με ηνλ ηξόπν απηό, νη λένη 

αλαζηνιείο πνπ ζα αλαθαιπθζνύλ ζα έρνπλ ιηγόηεξεο πηζαλόηεηεο λα εκθαλίζνπλ ηνμηθόηεηα 

ζε πξνθιηληθέο κειέηεο θαη θιηληθέο δνθηκέο. 
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3. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 
3.1 Φνξείο θισλνπνίεζεο θαη έθθξαζεο ζηα ζπζηήκαηα έθθξαζεο 

 

 

3.1.1 Φνξείο πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη ζην ζύζηεκα έθθξαζεο βαθνπιντoύ Bac-to-Bac®   

 
      Σν πξώην ζεκαληηθό ζπζηαηηθό ηνπ ζπζηήκαηνο έθθξαζεο κε βαθνπιντό είλαη έλαο 

θνξέαο pFastBac™ ζηνλ νπνίν θισλνπνηείηαη ηo γνλίδην πνπ καο ελδηαθέξεη. ηελ παξνύζα 

εξγαζία ρξεζηκνπνηήζεθαλ δύν ηύπνη θνξέσλ pFastBac™, ν pFastBac™ 1 θαη ν pFastBac™ 

HTb. ηνλ πξώην θισλνπνηήζεθε ην cDNA ηεο ξπζκηζηηθήο ππνκνλάδαο p85α ηεο PI3K, ελώ 

ζηνλ δεύηεξν θισλνπνηήζεθε ην cDNA ηεο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο, ηόζν ηεο θπζηνινγηθήο 

όζν θαη απηώλ πνπ θέξνπλ ηηο κεηαιιαγέο Δ545Κ θαη Ζ1047R.  

     Ο pFastBac™ 1 (Δηθόλα 3.1, Invitrogen)  θέξεη ηνλ ηζρπξό ππνθηλεηή ηεο πνιπεδξίλεο 

ηνπ βαθνπιντνύ από ηνλ νπνίν εμαξηάηαη ε έθθξαζε ηνπ θισλνπνηεκέλνπ γνληδίνπ, θαη ην 

ζήκα πνιπαδελπιίσζεο ηνπ Simian virus 40  (SV40) πνπ είλαη ππεύζπλν γηα ηελ ιήμε ηεο 

κεηαγξαθήο θαη ηελ πνιπαδελπιίσζε ηνπ mRNA. Δπηπξόζζεηα, θέξεη ηα γνλίδηα 

αλζεθηηθόηεηαο ζηελ ακπηθηιιίλε θαη ζηελ γεληακπθίλε, γνλίδηα επηινγήο γηα ηα βαθηήξηα 

E.coli πνπ πεξηέρνπλ ην πιαζκίδην θαη γηα ηα ζηειέρε DH10Bac™  E. coli πνπ πεξηέρνπλ ην 

αλαζπλδπαζκέλν bacmid, αληίζηνηρα. Οη ζύληνκεο Tn7 αθνινπζίεο πνπ ππάξρνπλ δεμηά 

(Tn7R) θαη αξηζηεξά (Tn7L) ηεο θαζέηαο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ επηηξέπνπλ ηελ κεηάζεζε 

εηδηθήο ζέζεο ζην γνληδίσκα ηνπ ηνύ (bacmid).  

     Ο pFastBac™ HTb (Δηθόλα 3.2, Invitrogen) ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ θισλνπνίεζε ηεο 

θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο ηεο θηλάζεο, ηόζν ηεο θπζηνινγηθήο όζν θαη ησλ πην ζπρλώλ 

κεηαιιαγώλ ηεο Δ545Κ θαη Ζ1047R. Σν πιαζκίδην απηό θέξεη όια ηα γελεηηθά ζηνηρεία ηνπ 

παξαπάλσ θνξέα, όκσο ζε αληίζεζε κε απηό απνηειεί θνξέα ζύληεμεο, θαζώο ε 

αλαζπλδπαζκέλε πξσηεΐλε πνπ πξνθύπηεη θέξεη ζην ακηλνηειηθό άθξν ηεο ηελ εηηθέηα από 6 

ηζηηδίλεο, πνπ θσδηθνπνηνύληαη από ην πιαζκίδην. Με απηόλ ηνλ ηξόπν επηηπγράλεηαη ν 

θαζαξηζκόο ηεο ζπληεγκέλεο πξσηεΐλεο ζε ζηήιε ληθειίνπ. Ζ ζέζε αλαγλώξηζεο ΣΔV 

επηηξέπεη ηελ αθαίξεζε ηεο Ν-ηειηθήο εηηθέηαο από ηελ αλαζπλδπαζκέλε πξσηεΐλε 

ρξεζηκνπνηώληαο ηελ AcTEV ™ πξσηεάζε. 
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Εικόνα 3.1: Γελεηηθόο ράξηεο ηνπ θνξέα θισλνπνίεζεο pFastBac™ 1. Σν cDNA ηεο p85α 

θισλνπνηείηαη ζηελ ζέζε πνιιαπιήο θισλνπνίεζεο (MCS). 

 

 

Εικόνα 3.2: Γελεηηθόο ράξηεο ηνπ pFastBac™ HTb θνξέα θισλνπνίεζεο. Η θαηαιπηηθή ππνκνλάδα, 

ζηελ θπζηνινγηθή θαη ζηηο δπν πην ζπρλέο κεηαιιαγκέλεο κνξθέο ηεο,  θισλνπνηείηαη ζηελ ζέζε MCS. 
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     Σα πιαζκίδηα κε ηηο θισλνπνηεκέλεο αιιεινπρίεο ησλ Δ545Κ θαη Ζ1047R αγνξάζηεθαλ 

από ηελ Addgene, ελώ ε αιιεινπρία ηεο p85α θισλνπνηήζεθε ζηνλ pFastBac1. Σν πιαζκίδην 

πνπ θέξεη ηελ αιιεινπρία ηεο θπζηνινγηθήο ππνκνλάδαο p110α, πξνέθπςε από ηελ 

ζπλδπαζκό ησλ δπν πιαζκηδίσλ πνπ θέξνπλ ηηο κεηαιιαγέο θαηά ην αθόινπζν ζρήκα 

(Δηθόλα 3.3): 

 

                            BamHI                                     EcoRI                                    HindIII 

 

H1047R  

 

E545K 

 

Εικόνα  3.3: ηελ εηθόλα απεηθνλίδνληαη ηα ελζέκαηα (inserts) ησλ πιαζκηδηαθώλ θνξέσλ πνπ θέξνπλ 

ηηο κεηαιιαγέο ηνπ γνληδίνπ PIK3CA. Με ηα βέιε ζεκαίλνληαη νη ζέζεηο θνπήο ησλ πεξηνξηζηηθώλ 

ελδύκσλ, ελώ κε ηα άζηξα ζεκεηώλνληαη νη ζέζεηο ησλ κεηαιιαγώλ. Σα ελζέκαηα έρνπλ ίδην κέγεζνο θαη 

κπνξνύλ λα αθαηξεζνύλ από ηνλ θνξέα κε ηε ρξήζε ησλ BamH I θαη  Hind III ζηα άθξα ηνπο.                 

 

 

     Γηα ηελ παξαγσγή, ζπλεπώο, ηνπ θνξέα κε ηελ θπζηνινγηθή PI3K ην ηκήκα (BamH I, 

EcoRI) ηνπ άλσ ελζέκαηνο θισλνπνηείηαη ζηελ αληίζηνηρε ζέζε ηνπ θάησ ελζέκαηνο, 

απαιείθνληαο έηζη ηε κεηαιιαγή E545K θαη δεκηνπξγώληαο ηε θπζηνινγηθή ππνκνλάδα. 

 

3.1.2 Φνξείο πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη ζην ζύζηεκα έθθξαζεο ζηελ θπηηαξηθή ζεηξά 

ΖΔΚ293 

 

     Ο θνξέαο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζην ζύζηεκα έθθξαζεο ζηα θύηηαξα HEK293, ήηαλ ν 

pEGFP-C1 από ηελ Clontech. ηνλ θνξέα απηόλ θισλνπνηήζεθε ην cDNA ηεο PIK3CA πνπ 

θέξεη ηε κεηαιιαγή E545K, δηαδηθαζία από ηελ νπνία ζα πξνθύςεη ε κεηαιιαγκέλε 

ππνκνλάδα ηεο p110α, ζπληεγκέλε κε ηελ πξσηεΐλε ΔGFP ζην ακηλνηειηθό ηεο άθξν.  
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3.2 Καιιηέξγεηα βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ 

 

     ηελ παξνύζα εξγαζία, ρξεζηκνπνηήζεθαλ δπν ζηειέρε βαθηεξίσλ E. coli, ηα DH10B, γηα 

ηελ παξαγσγή ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πιαζκηδίσλ θαη ηα επηδεθηηθά MAX Efficiency® 

DH10Bac™, γηα ηελ παξαγσγή ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ κνξίσλ ηνπ βαθνπιντνύ (bacmid) θαη 

ηελ έθθξαζε ησλ επθαξπσηηθώλ πξσηετλώλ. ηα DH10Β, έγηλε ε παξαγσγή ηόζν ησλ 

αλαζπλδπαζκέλσλ πιαζκηδίσλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ κεηέπεηηα παξαγσγή ησλ 

αλαζπλδπαζκέλσλ βαθνπιντώλ, όζν θαη ε παξαγσγή ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ θνξέα πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ έθθξαζε ηεο κεηαιιαγκέλεο πξσηεΐλεο PI3K-Δ545Κ ζηα ΖΔΚ293 

θύηηαξα. 

     Σα βαθηήξηα αλαπηύζζνληαη ζε ζξεπηηθό κέζν LB (1% Tryptone, 0,5% yeast extract, 1% 

NaCl, pH=7), ζε πγξέο ή ζηεξεέο θαιιηέξγεηεο (κε πξνζζήθε 1,5%  agar) ζηνπο 37 ⁰C. Γηα 

ηελ επηινγή ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ βαθηεξίσλ πξνζηίζεηαη ζην ζξεπηηθό κέζν θαηάιιειε 

πνζόηεηα αληηβηνηηθνύ/αληηβηνηηθώλ, ζηα νπνία έρνπλ αλζεθηηθόηεηα κόλν ηα 

κεηαζρεκαηηζκέλα ζηειέρε.  

     Ζ επηινγή ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ βαθηεξίσλ DH10Bac™ πνπ θέξνπλ ηνπο 

αλαζπλδπαζκέλνπο θνξείο, κπνξεί λα γίλεη θαη κε ηελ πξνζζήθε ζην κέζν, ππνζηξσκάησλ 

ελδπκηθώλ ρξσκαηηθώλ αληηδξάζεσλ (πρ. Bluo-gal). Σα ζηειέρε DH10Bac™ αλαπηύζζνληαη 

παξνπζία IPTG θαη Bluo-gal, έηζη ώζηε λα επηιεγνύλ νη θαηάιιειεο απνηθίεο κε ηα 

αλαζπλδπαζκέλα bacmid (άζπξεο απνηθίεο) ζε έλα ζύλνιν άζπξσλ-κπιε απνηθηώλ. Σν Bluo-

gal, παξνπζία ελεξγήο β-γαιαθηνζηδάζεο, πδξνιύεηαη θαη παξάγεη έλα κπιε πξντόλ (κπιε 

απνηθίεο). Σα ζηειέρε απηά (§ 3.3) πεξηέρνπλ ηνλ παιηλδξνκηθό θνξέα ηνπ βαθνπιντνύ 

(bacmid) πνπ θέξεη ηνλ lacZa παξάγνληα, ππεύζπλν γηα ηελ παξαγσγή ελεξγνύ ελδύκνπ β-

γαιαθηνζηδάζεο, ιόγσ ηεο ζπκπιεξσκαηηθόηεηαο πνπ παξέρεη ζην ειιεηκκαηηθό γνλίδην πνπ 

θέξεη ην γνληδίσκα απηώλ ησλ βαθηεξίσλ. ηα αλαζπλδπαζκέλα bacmid, ε αιιεινπρία πνπ 

θσδηθνπνηεί απηόλ ηνλ παξάγνληα δηαθόπηεηαη από ηελ κεηάζεζε εηδηθήο ζέζεο πνπ 

ζπκβαίλεη κεηαμύ ηνπ bacmid θαη ηνπ θνξέα pFastBac, κε απνηέιεζκα λα κελ παξάγεηαη 

ελεξγό έλδπκν (άζπξεο απνηθίεο). 

     Σα βαθηήξηα κπνξνύλ λα δηαηεξεζνύλ παξνπζία γιπθεξόιεο ζηνπο -80 ⁰C, γηα κεγάια 

ρξνληθά δηαζηήκαηα. 
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3.3 Σν ζύζηεκα έθθξαζεο βαθνπιντνύ Bac-to-Bac® 

 

     Σν ζύζηεκα έθθξαζεο Bac-to-Bac® απνηειεί κία ηαρεία θαη απνηειεζκαηηθή κέζνδν γηα 

ηελ παξαγσγή αλαζπλδπαζκέλσλ βαθνπιντώλ. ε πξώην ζηάδην ρξεζηκνπνηείηαη έλαο 

θνξέαο pFastBac ζηνλ νπνίν θισλνπνηείηαη ην γνλίδην ηεο πξσηεΐλεο-ζηόρνπ, ππό ηνλ έιεγρν 

ηνπ ππνθηλεηή ηεο πνιπεδξίλεο. Σν αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ 

κεηαζρεκαηηζκό εηδηθνύ ζηειέρνπο Δ. coli, ηνπ DH10Bac, ην νπνίν πεξηέρεη έλαλ 

παιηλδξνκηθό θνξέα ηνπ γνληδηώκαηνο ηνπ βαθνπιντνύ (bacmid) θαη έλα βνεζεηηθό 

πιαζκίδην. ηε ζπλέρεηα, αθνινπζεί κεηάζεζε εηδηθήο ζέζεο ηνπ ηκήκαηνο ηνπ pFastBac πνπ 

θέξεη ην γνλίδην ζην bacmid, κε ηε βνήζεηα ηνπ βνεζεηηθνύ πιαζκηδίνπ πνπ θσδηθνπνηεί ηελ 

ππεύζπλε πξσηεΐλε γηα απηήλ ηε δηαδηθαζία. Με απηό ηνλ ηξόπν παξάγνληαη ηα 

αλαζπλδπαζκέλα bacmids πνπ πεξηέρνπλ ην επηζπκεηό γνλίδην θαη κπνξνύλ λα 

ρξεζηκνπνηεζνύλ γηα ηε δηακόιπλζή ησλ θαηάιιεισλ θπηηάξσλ εληόκνπ (Sf9). Σν 

απνηέιεζκα ηεο δηακόιπλζεο είλαη ε παξαγσγή αλαζπλδπαζκέλσλ βαθνπιντώλ πξώηεο 

γεληάο, νη νπνίνη κπνξνύλ λα ρξεζηκνπνηεζνύλ γηα ηελ ελίζρπζε ηνπ ηνύ θαη ηελ παξαγσγή 

δεύηεξεο θαη ηξίηεο γεληάο ηώλ. Ζ ηξίηε γεληά ζεσξείηαη πςειόο ηίηινο ηνύ θαη κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηεζεί γηα λα κνιύλεη θύηηαξα εληόκσλ γηα κεγάιεο θιίκαθαο έθθξαζε ηεο 

αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο (Invitrogen, 2013). 

 

3.3.1 Kαιιηέξγεηα ησλ Sf9 θπηηάξσλ ηνπ εληόκνπ Spodoptera frugiperda 

 

     Σα Sf9 θύηηαξα πξνέξρνληαη από ηζηό ησλ σνζεθώλ ηνπ εληόκνπ Spodoptera frugiperda 

θαη απνηεινύλ θιώλν ησλ Sf21 θπηηάξσλ. Αλαπηύζζνληαη ζε θιάζθεο Σ75 ζε 15-20 ml 

ζξεπηηθό πιηθό Sf-900™ III SFM ηεο Gibco™ (ρσξίο νξό, κε ηελ πξνζζήθε ησλ 

αληηβηνηηθώλ ζηξεπηνκπθίλε/πεληθηιίλε), κε ππθλόηεηα επίζηξσζεο 1-2*10⁶ θύηηαξα/ml. 

      ηαλ ηα θύηηαξα αλαπηύζζνληαη ζε βαζκό πνπ λα θαιύπηεηαη ην 90-100% ηεο επηθάλεηαο 

ηεο θιάζθαο (2-3 εκέξεο ζηνπο 27 ⁰C), γίλεηαη απνθόιιεζή ηνπο θαη επίζηξσζε ζε λέα 

θιάζθα, κε ηελ επηζπκεηή αξαίσζε (1:2-1:4). πγθεθξηκέλα, αθαηξείηαη ην ζξεπηηθό πιηθό, 

ηα θύηηαξα απνθνιιώληαη κε ρηύπεκα ηεο θιάζθαο θαη ζπιιέγνληαη κε ζπγθεθξηκέλε 

πνζόηεηα ζξεπηηθνύ ζε θάιθνλ, θαη θαηόπηλ κνηξάδνληαη ζηελ θαηάιιειε πνζόηεηα ζε λέεο 

θιάζθεο, πνπ πεξηέρνπλ ηελ επίζεο θαηάιιεια ππνινγηζκέλε πνζόηεηα ζξεπηηθνύ.  

     Γηα ηελ απνζήθεπζε ηνπο γηα κεγάια ρξνληθά δηαζηήκαηα ηα θύηηαξα κεηαθέξνληαη ζηνπο 

-80 ⁰C. Από κηα γεκάηε θιάζθα ζπιιέγεηαη ην ζξεπηηθό κέζν, ελώ ηα θύηηαξα απνθνιιώληαη 
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κε ρηύπεκα θαη επαλαησξνύληαη ζε 5 ml από απηό ην ζξεπηηθό. Έπεηηα, θπγνθεληξνύληαη ζηηο 

1000 rpm γηα 7 ιεπηά. Δηνηκάδεηαη ην freezing media, ην νπνίν απνηειείηαη από 46 % 

ζξεπηηθό κέζν ηεο θαιιηέξγεηαο, 46 % θξέζθν ζξεπηηθό κέζν θαη 7,5 % DMSO. Σν 

ππεξθείκελν από ηελ θπγνθέληξεζε ησλ θπηηάξσλ απνκαθξύλεηαη θαη ην ίδεκα 

επαλαησξείηαη κε 1 ml από ην freezing media. Σα θύηηαξα κεηαθέξνληαη ζηνπο -80 ⁰C. 

     Ζ επαλαθαιιηέξγεηα ζε θαλνληθή ζεξκνθξαζία γίλεηαη κε επώαζε ηνπ παγσκέλνπ vial ζε 

πδαηόινπηξν (37 ⁰C) κέρξη λα μεπαγώζεη, θαη κεηαθνξά ηνπ πεξηερνκέλνπ ηνπ ζε θάιθνλ κε 

5 ml ζξεπηηθό κέζν. Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζηηο 1000 rpm γηα 5 ιεπηά ζηνπο 25 ⁰C. Σν 

ππεξθείκελν πεηηέηαη, ελώ ην ίδεκα επαλαησξείηαη ζε 5-10 ml ζξεπηηθνύ κέζνπ θαη 

κεηαθέξεηαη ζε θιάζθα πνπ πεξηέρεη 10 ml θξέζθν ζξεπηηθό κέζν.  

     Οη ρεηξηζκνί ησλ παξαπάλσ δηαδηθαζηώλ γίλνληαη ζε εζηία λεκαηηθήο ξνήο (hood) ππό 

άζεπηεο ζπλζήθεο. 

 

3.3.2 Γηακόιπλζε ησλ Sf9 θπηηάξσλ γηα ηελ παξαγσγή αλαζπλδπαζκέλσλ ηώλ 

 

     Γηα ηελ παξαγσγή ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ ηώλ ηα bacmids πνπ θέξνπλ ηα γνλίδηα ησλ ππό 

έθθξαζε ππνκνλάδσλ (p110α, p110α-E545K, p110α-H1047R, p85α) ρξεζηκνπνηνύληαη γηα 

ηελ δηακόιπλζε θπηηάξσλ Sf9. Γηα ηελ επηηπρή δηακόιπλζή ηνπο, ηα θύηηαξα πξέπεη λα 

βξίζθνληαη ζε εθζεηηθή θάζε αλάπηπμεο. Ζ δηαδηθαζία γίλεηαη ζε 6-well πηάηα, κε ην θάζε 

πεγαδάθη λα είλαη επηζηξσκέλν κε ~8*10⁵ θύηηαξα. Έηζη, ηα θύηηαξα κεηαθέξνληαη από ηηο 

θιάζθεο, επηζηξώλνληαη ζηελ επηζπκεηή πνζόηεηα ζηα πεγαδάθηα θαη αθήλνληαη λα 

πξνζθνιιεζνύλ γηα 30 ιεπηά. Παξάιιεια, παξαζθεπάδεηαη ην plating medium κε ζύζηαζε 

15% Supplemented Grace’s Insect Medium (κε 10% νξό FBS, ρσξίο αληηβηνηηθά) θαη 85% 

Unsupplemented Grace’s Insect Medium (ρσξίο νξό θαη αληηβηνηηθά). Με ην πέξαο ησλ 30 

ιεπηώλ, ην ζξεπηηθό απνκαθξύλεηαη θαη ζε θάζε πεγαδάθη πξνζηίζεηαη 2,5 ml plating 

medium. Έπεηηα εηνηκάδεηαη ην κίγκα ιηπηδίνπ-DNA. Σν δηάιπκα θαηηνληθνύ ιηπηδίνπ 

Cellfectin® II Reagent αλακηγλύεηαη κε ην Unsupplemented Grace’s Medium (8 κl ιηπηδίνπ 

ζε 100 κl ζξεπηηθό αλά πεγαδάθη) θαη αθνινπζεί ήπηα αλάδεπζε. Αλακηγλύνληαη 2 κg από ην 

θάζε bacmid κε 100 κl κε ην Unsupplemented Grace’s Medium θαη ην κίγκα αλαθηλείηαη. Σν 

δηάιπκα κε ην ιηπίδην αλακηγλύεηαη κε ην δηάιπκα ηνπ DNA, θαη αθήλεηαη γηα 30 ιεπηά ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Έπεηηα, ~210 κl από απηό πξνζηίζεηαη ζε ζηαγόλεο ζην θάζε 

πεγαδάθη θαη επσάδεηαη γηα 4 ώξεο ζηνπο 27 ⁰C. ηε ζπλέρεηα, ην κίγκα  αθαηξείηαη θαη ζην 

θάζε πεγαδάθη πξνζηίζεηαη 2,5 ml Sf-900™ III SFM (κε ηα αληηβηνηηθά 

ζηξεπηνκπθίλε/πεληθηιίλε). Σα θύηηαξα επσάδνληαη ζηνπο 27 ⁰C, παξαηεξνύληαη θαζεκεξηλά 
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γηα ζεκάδηα ηεο κόιπλζεο θαη ζπιιέγνληαη κεηά από 5 κέξεο. Ωο κάξηπξεο ηεο δηακόιπλζεο 

θαη ηεο κεηέπεηηα παξαγσγήο ησλ πξσηετλώλ, ρξεζηκνπνηείηαη bacmid πνπ έρεη 

αλαζπλδπαζηεί κε ηνλ άδεην θνξέα pFastBac HTb  θαη θύηηαξα πνπ δελ έρνπλ δηακνιπλζεί. 

     Ζ ζπιινγή ηνπ ηνύ γίλεηαη κε αλαξξόθεζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ θαη θπγνθέληξεζε ηνπ γηα 5 

ιεπηά ζηηο 500 g, γηα ηελ απνκάθξπλζε θπηηαξηθώλ ππνιεηκκάησλ. ηε ζπλέρεηα, ην 

ππεξθείκελν δηεζείηαη από θίιηξν 0,22 κm θαη ζπιιέγεηαη ζε θάιθνλ, ζην νπνίν πξνζηίζεηαη 

2% νξόο FBS θαη θπιάζζεηαη κε αινπκηλόραξην ζηνπο 4 ⁰C, θαζώο ν ηόο είλαη 

θσηνεπαίζζεηνο. Απηό απνηειεί ηελ πξώηε γεληά ηνπ ηνύ P1.      

     Σα θύηηαξα από ηα πηάηα επίζεο ζπιιέγνληαη, κεηά ηελ ζπιινγή ηνπ ηνύ, γηα ηνλ έιεγρν 

παξαγσγήο ηεο πξσηεΐλεο. πγθεθξηκέλα, πξνζηίζεηαη 1 ml PBS ζε θάζε πεγαδάθη, 

ζπιιέγνληαη ηα θύηηαξα θαη θπγνθεληξνύληαη ζηηο 1700 rpm γηα 6 ιεπηά. Σν ππεξθείκελν 

απνξξίπηεηαη, θαη ην ίδεκα επαλαησξείηαη κε 1 ml PBS θαη θπγνθεληξείηαη μαλά ζηηο ίδηεο 

ζπλζήθεο. ηελ ζπλέρεηα, ην ππεξθείκελν απνξξίπηεηαη θαη ην ίδεκα δηαιύεηαη κε δηπιάζηα 

πνζόηεηα όγθνπ δηαιύκαηνο ιύζεο (PBS+ 0,2% Triton), κε επώαζε ηνπ ζηνπο 4 ⁰C, ππό 

θίλεζε γηα 15 ιεπηά. Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζηηο 14000 rpm, ζηνπο 4 ⁰C γηα 2 ιεπηά, θαη 

ηέινο ζπιιέγεηαη ην ππεξθείκελν, ην νπνίν θέξεη ην εθρύιηζκα ησλ πξσηετλώλ. 

 

3.3.3 Δπηκόιπλζε ησλ Sf9 θπηηάξσλ κε ηνλ ηό γηα ηελ παξαγσγή πςειόηεξνπ ηίηινπ ηνύ 

θαη παξαγσγή ηεο πξσηεΐλεο  

 

     Ζ Ρ1 γεληά ηνπ ηνύ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ επηκόιπλζε Sf9 θπηηάξσλ ζε θιάζθεο Σ75 κε 

ππθλόηεηα επηθάιπςεο 50-60 % ηεο θιάζθαο θαη κε αιιαγή ηνπ κηζνύ ζξεπηηθνύ κε θξέζθν. 

Υξεζηκνπνηνύληαη 500 κl από ηνλ θάζε αλαζπλδπαζκέλν ηό (θαη από ην control), ηα νπνία 

πξνζηίζεληαη ζηηο θιάζθεο θαη αλαθηλνύληαη. Αθνινπζεί επώαζε ηνπο ζηνπο 27 ⁰C. Μεηά 

από 5 εκέξεο, ν ηόο απνκνλώλεηαη, κε ηελ δηαδηθαζία πνπ πεξηγξάθεθε πην πάλσ, θαη απηό 

απνηειεί ηελ P2 γεληά ηνπ ηνύ. Σα θύηηαξα, επίζεο, ζπιιέγνληαη κε ηελ παξαπάλσ δηαδηθαζία 

κε ηελ αύμεζε ηεο πνζόηεηαο ησλ δηαιπκάησλ, αλάινγε πξνο ηελ αύμεζε ηνπ αξηζκνύ ησλ 

θπηηάξσλ.  

     Με ηνλ ίδην ηξόπν γίλεηαη θαη ε παξαγσγή ηεο Ρ3 γεληάο ηνπ ηνύ (κε ηε δηαθνξά όηη 

ζπιιέγεηαη κεηά από 3 εκέξεο, αλάινγα κε ηελ εηθόλα ησλ επηκνιπζκέλσλ θπηηάξσλ). Ζ 

γεληά απηή ζεσξείηαη ε ηδαληθόηεξε γηα ηελ παξαγσγή ηεο πξσηεΐλεο, αθελόο επεηδή ν ηίηινο 

ηνπ ηνύ είλαη πςειόο, θαη αθεηέξνπ επεηδή νη ηνί κεγαιύηεξεο γεληάο κπνξεί λα θέξνπλ 

επηβιαβείο κεηαιιαγέο. Γηα ηελ παξαγσγή ηεο πξσηεΐλεο, ρξεζηκνπνηήζεθαλ δηαθνξεηηθέο 

πνζόηεηεο (10κl, 30κl, 90κl) από θάζε ηό ηεο γεληάο απηήο θαη δηαθνξεηηθνί ρξόλνη ζπιινγήο 
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ησλ θπηηάξσλ (24, 48 θαη 72 ώξεο). Ωο κάξηπξεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ θύηηαξα ζηα νπνία δελ 

έγηλε επηκόιπλζε, αιιά θαη θύηηαξα επηκνιπζκέλα κε ηνλ ηό πνπ παξάρζεθε κε ηνλ άδεην 

θνξέα pFastBac HTb (30κl). Υξεζηκνπνηήζεθαλ πηάηα 6-well, ζηα νπνία είραλ επηζηξσζεί 

θύηηαξα ζε ππνινγηζκέλεο πνζόηεηεο. Σα θύηηαξα ζπιιέγνληαη όπσο αλαθέξεηαη παξαπάλσ, 

θαη ην εθρύιηζκα πξσηεΐλεο κεηξάηαη κε ηε κέζνδν Bradford. 

 

3.4 ύζηεκα έθθξαζεο ζε επθαξσηηθά θύηηαξα ΖΔΚ293 

 

3.4.1 Καιιηέξγεηα ΖΔΚ293 θπηηάξσλ 

 

     Ζ θπηηαξηθή ζεηξά HEK293 πξνέξρεηαη από αλζξώπηλα εκβξπηθά θύηηαξα λεθξνύ, ηα 

νπνία είραλ κεηαζρεκαηηζηεί κε DNA ηνπ αδελντνύ ηύπνπ 5. Σα θύηηαξα αλαπηύζζνληαη ζε 

ζξεπηηθό κέζν DMEM ηεο Gibco™ (κε ηελ πξνζζήθε 10% νξνύ FCS, παξνπζία ησλ 

αληηβηνηηθώλ ζηξεπηνκπθίλε/πεληθηιίλε θαη γινπηακίλεο) ζε επσαζηηθό θιίβαλν ζηνπο 37 ⁰C. 

      

3.4.2 Γηακόιπλζε ΖΔΚ293 θπηηάξσλ κε ην αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην pEGFP-C1 

 

     Γηα ηελ εηζαγσγή ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ πιαζκηδίνπ pEGFP-C1, πνπ θέξεη ην γνλίδην ηεο 

p110α κε ηε κεηαιιαγή Δ545Κ, ρξεζηκνπνηήζεθε ην θαηηνληθό πνιπκεξέο ηεο 

πνιπαηζπιεληκίλεο (ΡΔΗ). Σα θύηηαξα πξέπεη λα βξίζθνληαη ζηελ εθζεηηθή θάζε ηεο 

αλάπηπμεο ηνπο, ρσξίδνληαη κία κέξα πξηλ ηελ δηακόιπλζε θαη κεηαθέξνληαη ζε 6-well πηάηα, 

όπνπ ζα πξέπεη λα έρνπλ θαιύςεη πεξίπνπ ην 50% ηεο επηθάλεηαο ηνπ θάζε πεγαδηνύ πξηλ 

μεθηλήζεη ε δηαδηθαζία ηεο δηακόιπλζεο. Κξίζεθε ζθόπηκν λα ζπιιερζνύλ ηα θύηηαξα ζε 

δηαθνξεηηθέο ρξνληθέο ζηηγκέο κεηά ηελ δηακόιπλζή ηνπο (24, 48 θαη 72 ώξεο κεηά), 

παξαθνινπζώληαο ηνλ θζνξηζκό, ιόγσ ηεο EGFP, θαζεκεξηλά. 

     Ζ δηαδηθαζία πεξηιακβάλεη δηαδνρηθέο αξαηώζεηο ηεο PEI. Αξρηθά, παξαζθεπάδεηαη 

δηάιπκα 25% ΡΔΗ ζε λεξό. ηε ζπλέρεηα παξαζθεπάδεηαη ην working solution, ην νπνίν 

απνηειείηαη από 9 κl ηνπ δηαιύκαηνο ΡΔΗ (25%) δηαιπκέλν ζε 500 κl λεξό. Γηα ηελ 

παξαζθεπή ηνπ ηειηθνύ δηαιύκαηνο ηνπ πνιπκεξνύο, ρξεζηκνπνηείηαη 1 κl από ην working 

solution ηεο PEI, ην νπνίν αλακηγλύεηαη κε 55 κl ζξεπηηθνύ κέζνπ DMEM (ρσξίο νξό), 

πνζόηεηεο ππνινγηζκέλεο γηα 1 πεγαδάθη. Έπεηηα, παξαζθεπάδεηαη ην δηάιπκα πνπ θέξεη ην 

πιαζκηδηαθό DNA κε πξνζζήθε 1,8 κg DNA ζε 9 κl ζξεπηηθνύ κέζνπ DMEM (ρσξίο νξό). 

Σα δηαιύκαηα ηεο ΡΔΗ θαη ηνπ DNA αλακηγλύνληαη θαιά θαη αθήλνληαη ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ γηα 30 ιεπηά, γηα λα δεκηνπξγεζεί ην ζύκπινθν DNA-πνιπκεξνύο. 
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     Από θάζε πεγαδάθη αθαηξείηαη ην ~70% ηνπ ζξεπηηθνύ κέζνπ θαιιηέξγεηαο (κε νξό) πνπ 

πεξηέρεη, θαη όηαλ νινθιεξσζεί ε επώαζε ηνπ κίγκαηνο DNA-πνιπκεξνύο, ην ζύκπινθν πνπ 

πξνθύπηεη πξνζηίζεηαη ζε ζηαγόλεο ζε απηό, ην πηάην αλαθηλείηαη θαιά θαη επσάδεηαη ζηνπο 

37 ⁰C γηα 3 ώξεο. Έπεηηα, πξνζηίζεηαη θξέζθν ζξεπηηθό πιηθό (κε νξό) ζην θάζε πεγαδάθη, 

ζε πνζόηεηα αλάινγε απηήο πνπ είρε αθαηξεζεί, ώζηε ν ζπλνιηθόο όγθνο λα αληηζηνηρεί ζηηο 

θαλνληθέο ζπλζήθεο θαιιηέξγεηαο. Σν πηάην επσάδεηαη ζηνπο 37 ⁰C, θαη ηα πεγαδάθηα 

παξαηεξνύληαη αλά 24 ώξεο γηα θζνξηζκό, ώζηε λα απνθαζηζηεί ν ρξόλνο ζπιινγήο ησλ 

θπηηάξσλ. 

     Γηα ηελ ζπιινγή ησλ θπηηάξσλ από ην πεγαδάθη, αθαηξείηαη ην ζξεπηηθό πιηθό 

πξνζεθηηθά, γηαηί ηα θύηηαξα απνθνιιώληαη εύθνια. Αθνινπζεί κία πιύζε κε 1 ml PBS, θαη 

αλαξξνθάηαη. Σα θύηηαξα ζπιιέγνληαη κε 300 κl δηαιύκαηνο ιύζεο (PBS θαη 0,2% Triton) 

θαη θπγνθεληξνύληαη ζηηο 12000 rpm, ζηνπο 4 ⁰C γηα 10 ιεπηά. πιιέγεηαη ην ππεξθείκελν, 

ζην νπνίν βξίζθεηαη ην εθρύιηζκα πξσηετλώλ θαη αθνινπζεί κέηξεζε ηεο πνζόηεηαο ηεο 

πξσηεΐλεο κε ηε κέζνδν Bradford. 

 

 

3.5 Αλνζναπνηύπσζε πξσηετλώλ (Western blotting) θαη αληίδξαζε εληζρπκέλεο 

ρεκεηνθσηαύγεηαο (ECL) 

 

     Γηα ηνλ έιεγρν ηεο έθθξαζεο ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλώλ ζηα δπν ζπζηήκαηα 

έθθξαζεο, ην νιηθό εθρύιηζκα πξσηετλώλ ειεθηξνθνξείηαη ζε πεθηή πνιπαθξπιαµηδίνπ, ππό 

απνδηαηαθηηθέο ζπλζήθεο (SDS-PAGE). Οη πξσηεΐλεο δηαρσξίδνληαη κε βάζε ην κνξηαθό 

ηνπο βάξνο θαη έπεηηα κεηαθέξνληαη ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο. Ζ κεκβξάλε επσάδεηαη 

αξρηθά κε ην πξσηνγελέο αληίζσκα, εηδηθό γηα ηελ αλαζπλδπαζκέλε πξσηεΐλε, θαη ζηε 

ζπλέρεηα κε ην δεπηεξνγελέο αληίζσκα, ην νπνίν είλαη ζπδεπγκέλν κε ηελ ππεξνμεηδάζε ηνπ 

ξαπαληνύ (HRP). Σν δεπηεξνγελέο αληίζσκα αληρλεύεη ην πξσηνγελέο αληίζσκα, θαη ε δξάζε 

ηεο ζπδεπγκέλεο ζε απηό ππεξνμεηδάζεο είλαη ππεύζπλε γηα ηελ εθπνκπή θσηόο.      

     Σα αληηζώκαηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ήηαλ:  

 ην PI3K p85α (N-18) πνιπθισληθό IgG αληίζσκα θαηζίθαο (Santa Cruz Biotechnology), 

πνπ είλαη εηδηθό γηα έλαλ επίηνπν θνληά ζην ακηλνηειηθό άθξν ηεο αλζξώπηλεο p85α θαη 

ρξεζηκνπνηήζεθε σο πξσηνγελέο αληίζσκα κε αξαίσζε 1:200. 
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 ην ζπδεπγκέλν κε ηελ ππεξνμεηδάζε ηνπ ξαπαληνύ (HRP) IgG (H+L) πνιπθισληθό   

αληίζσκα βνεηνύο (Jackson Immunoresearch), πνπ είλαη εηδηθό γηα αλνζνζθαηξίλεο 

θαηζίθαο θαη ρξεζηκνπνηήζεθε σο δεπηεξνγελέο κε αξαίσζε 1:5000. 

 ην PI3Κ p110α (H-201) πνιπθισληθό IgG αληίζσκα θνπλειηνύ (Santa Cruz 

Biotechnology), πνπ είλαη εηδηθό γηα έλαλ επίηνπν θνληά  ζην ακηλνηειηθό άθξν ηεο 

αλζξώπηλεο p110α, πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε σο πξσηνγελέο αληίζσκα κε αξαίσζε 1:200 

 ην ζπδεπγκέλν κε ηελ ππεξνμεηδάζε ηνπ ξαπαληνύ (HRP) IgG (H+L) πνιπθισληθό 

αληίζσκα θαηζίθαο (Jackson Immunoresearch), πνπ είλαη εηδηθό γηα αλνζνζθαηξίλεο 

θνπλειηνύ θαη ρξεζηκνπνηήζεθε σο δεπηεξνγελέο κε αξαίσζε 1:5000 

 ην αληίζσκα θνπλειηνύ εηδηθό γηα ηελ GFP (Δξεπλεηηθό Κέληξν Βηνταηξηθώλ Δπηζηεκώλ 

"Αιέμαλδξνο Φιέκηλγθ") πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε σο πξσηνγελέο κε αξαίσζε 1:1000. 

     Μεηά ηελ επώαζε κε ηα αληηζώκαηα, ε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο επσάδεηαη κε έλα 

δηάιπκα δύν αληηδξαζηεξίσλ ECL (Roche) ηα νπνία αλακηγλύνληαη ζε ηζόπνζεο πνζόηεηεο. 

Σν έλα απνηειεί έλα δηάιπκα ππεξνμεηδίνπ θαη ην άιιν έλα δηάιπκα εληζρπηή ηνπ ζήκαηνο. Ζ 

δηάξθεηα ηεο επώαζεο είλαη ιίγα ιεπηά (ζπλήζσο 5 ιεπηά) θαη γίλεηαη ζε ζπλζήθεο έιιεηςεο 

θσηόο, όπνπ θαη πξαγκαηνπνηείηαη ε αληίδξαζε ρεκεηνθσηαύγεηαο κεηαμύ ελδύκνπ-

ππνζηξώκαηνο. Καηά ηελ αληίδξαζε απηή παξάγεηαη θσο από ηελ ελδπκαηηθή δξάζε ηεο 

HRP, ην νπνίν εληζρύεηαη από ηνλ εληζρπηή ηνπ ζήκαηνο. ηε ζπλέρεηα, ε κεκβξάλε 

κεηαθέξεηαη ζε ζθνηεηλό ζάιακν, όπνπ πξαγκαηνπνηείηαη ε εκθάληζε ηνπ ζήκαηνο ηεο 

αληίδξαζεο πάλσ ζε εηδηθά θηικ. 

 

 

3.6 Γνθηκαζία ηεο δξάζεο ηεο PI3 θηλάζεο in vitro 

 

3.6.1 Βαζηθέο αξρέο ηεο κεζόδνπ 

 

     Ο βαζκόο ηεο επίδξαζεο δηαθόξσλ κνξίσλ ή νπζηώλ ζηελ ελεξγόηεηα ηεο θηλάζεο είλαη 

δπλαηόλ λα κεηξεζεί κε ηελ in vitro δνθηκαζία ηεο ελεξγόηεηαο ηεο θηλάζεο. Ζ κέζνδνο απηή 

κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε ηεο δξάζεο θαη ησλ 4 ηζνκνξθώλ ηεο 

ηάμεο Η ηεο θπζηνινγηθήο PI3Κ θηλάζεο, αιιά θαη ηεο κεηαιιαγκέλεο κνξθήο ηεο. 

     Ζ κέζνδνο ζηεξίδεηαη ζηε θπζηνινγηθή ιεηηνπξγία ηεο θηλάζεο λα θσζθνξπιηώλεη ην 

PIP2 θαη λα ην κεηαηξέπεη ζε PIP3. πγθεθξηκέλα γηα ηελ δνθηκαζία απηή, ρξεζηκνπνηνύληαη 

πηάηα επηθαιπκκέλα κε γινπηαζεηόλε (GSH), ζηα νπνία γίλεηαη ζηαδηαθά ε δέζκεπζε κνξίσλ 
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πνπ αιιειεπηδξνύλ κεηαμύ ηνπο. Αξρηθά, ζηα πηάηα πξνζδέλεηαη ε GST-GRP1, κηα 

ζπληεγκέλε πξσηεΐλε πνπ απνηειείηαη από ηελ GST (Glutathione S-transferase) πξσηεΐλε, 

πνπ δεζκεύεη κε πςειή ζπγγέλεηα ηε γινπηαζεηόλε, θαη από ηελ GRP1 (General Receptor of 

Phosphoinositides 1) πξσηεΐλε, ε νπνία θέξεη ηελ πεξηνρή νκνινγίαο κε ηελ πιεθζηξίλε (PH 

domain) πνπ δεζκεύεη επηιεθηηθά θαη ηζρπξά ην PIP3. ηε ζπλέρεηα, ζηα πηάηα πξνζδέλεηαη 

ην βηνηηλπιησκέλν PIP3 (biotin-PIP3, b-PIP3), ην νπνίν δεζκεύεηαη ζηελ GRP1. Ζ βηνηίλε 

πνπ θέξεη απηό, δεζκεύεηαη παξάιιεια από ηε ζπληεγκέλε κε ηελ HRP ζηξεπηαβηδίλε. 

Παξνπζία θαηάιιεινπ ππνζηξώκαηνο, όπσο ηνπ OPD πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζε απηήλ ηελ 

δνθηκαζία, ε αληίδξαζε κε ηελ HRP παξάγεη έλα πξνηόλ πνπ έρεη κέγηζηε απνξξόθεζε ζηα 

492 nm. 

     Ζ κέζνδνο είλαη αληαγσληζηηθή θαζώο ην PIP3 θαη ην b-PIP3 αληαγσλίδνληαη κεηαμύ ηνπο 

γηα ηελ ζέζε πξόζδεζεο ζηελ GRP1. Έηζη, παξνπζία ελεξγήο θηλάζεο, ην PIP3 πνπ 

παξάγεηαη εκπνδίδεη ηελ πξόζδεζε ηνπ b-PIP3 (πνπ πξνζδέλεη ηελ ζηξεπηαβηδίλε-HRP θαη 

παξάγεη θίηξηλν ρξώκα), κε απνηέιεζκα ην ρακειό ζήκα θαηά ηελ κέηξεζε ζηα 492 nm. 

Παξνπζία θάπνηνπ αλαζηνιέα ηεο θηλάζεο, ηα πξάγκαηα αληηζηξέθνληαη, θαη ην b-PIP3 πνπ 

ππεξηεξεί ζε πνζόηεηα από ην PIP3, δίλεη πςειόηεξν ζήκα θαηά ηελ κέηξεζε ζηα 492 nm.  

 

3.6.2  Μέζνδνο ηεο in vitro δνθηκαζία ηεο δξάζεο ηνπ ελδύκνπ 

 

     Παξαθάησ ζηνλ Πίλαθα 3.1, παξνπζηάδνληαη ηα δηαιύκαηα πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη ζηελ 

δηάξθεηα ηεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο: 

 

Πίλαθαο 3.1: Πξνεηνηκαζία ησλ δηαιπκάησλ θαη ε ηειηθή ζύζηαζε ηνπο γηα ηελ in vitro δνθηκαζία 

ηεο PI3K. 

Γηάιπκα  ύζηαζε δηαιύκαηνο 

TBS+0,2% gelatin 50 mM Tris pH=7.4, 150 mM NaCl θαη 0,2% gelatin ζε απηνληζκέλν 

H₂O 

TBST+0,2 % gelatin 50 mM Tris pH=7.4, 150 mM NaCl 0,2% gelatin θαη 0,05% Σween 20 

ζε απηνληζκέλν H₂O 

GST-GRP1 1 κg/100 κl TBS + 0,2 % gelatin 

5x reaction buffer 250 mM Tris pH=7.4, 10 mM MgCl₂ 

ATP  1 mM (1 κl 100 mM ATP ζε 99 κl H₂O) 

PIP2+lipids 40 ng/κl ζε H₂O 
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PI3K wt 2,5 ng/ κl ζε 25 mM Hepes pH=7.5, 10 mM MgCl₂, 1 mg/ml BSA 

PI3K mutant 2,5 ng/ κl ζε 25 mM Hepes pH=7.5, 10 mM MgCl₂, 1 mg/ml BSA 

b-PIP3 0,25 ng/κl ζε TBS +0,2% gelatin 

Streptavidin-HRP 1:500 ζε PBS  θαη 1% BSA 

OPD 6,075 ml θηηξηθνύ νμένο (2,1 g/100 ml H₂O) , 6,425 ml Νa2HPO4  

(2,87 g/100 ml H₂O) θαη 12,5 ml H₂O 

 

 

     Αξρηθά, γίλεηαη ην κπινθάξηζκα ησλ πεγαδηώλ γινπηαζεηόλεο κε ηελ πξνζζήθε ηνπ 

δηαιύκαηνο TBST+0,2% gelatin (220 κl/πεγαδάθη), ην νπνίν αθήλεηαη γηα 40 ιεπηά ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ππό θίλεζε. ηε ζπλέρεηα ηα πεγαδάθηα μεπιέλνληαη κε TBS+0,2% 

gelatin (220 κl/πεγαδάθη) 2 θνξέο, θαη πξνζηίζεηαη ζε απηά 100 κl δηάιπκα GST-GRP1 (1 κg 

πξσηεΐλεο/πεγαδάθη) θαη επσάδεηαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 1 ώξα, ππό θίλεζε.  

     ην ρξνληθό δηάζηεκα απηό, παξαζθεπάδνληαη ηα δηαιύκαηα ηα νπνία ζα πξνζηεζνύλ ζηα 

ζσιελάξηα (αξηζκεκέλα θαηά αληηζηνηρία κε ηα πεγαδάθηα), ζηα νπνία γίλεηαη θαη ε 

αληίδξαζε. Σα πξώηα 8 δείγκαηα πνπ εηνηκάδνληαη ρξεζηκνπνηνύληαη σο κάξηπξεο γηα ηελ 

αληίδξαζε, ελώ κεηά από απηά ην θάζε ππό κειέηε κόξην (compound) εμεηάδεηαη αλά 

ηξηπιέηα, ζηελ ίδηα ζπγθέληξσζε. ην ίδην πείξακα κπνξεί λα κειεηεζεί ην ίδην κόξην ζε 

δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξώζεηο, αιιά θαη πεξηζζόηεξα κόξηα  ζε δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξώζεηο. 

ηνλ παξαθάησ πίλαθα (Πίλαθαο 3.2), θαίλεηαη ε ζύζηαζε ησλ ζσιελαξίσλ ηεο αληίδξαζεο: 

 

 

Πίλαθαο 3.2: Πνζόηεηεο ησλ αληηδξαζηεξίσλ ζε θάζε ζσιελάξην. 

σιελά- 

ξην 

 

5x 

reaction 

buffer 

(κl) 

1 mM 

ATP 

(κl) 

BSA 

10% 

(κl) 

PIP2 

+lipids 

40 ng/κl 

(κl) 

PI3K 

wt/mutant 

2,5 ng/κl 

(κl) 

DMSO 

100% 

(κl) 

H₂O 

(κl) 

Compound 

(κl) 

1 5 2,5 2 5 - 1 9,5 - 

2 5 2,5 2 5 - 1 9,5 - 

3 5 2,5 2 5 2 1 7,5 - 

4 5 2,5               2               5 2 1 7,5 - 

5 5 2,5 2 5 2 1 7,5 - 

6 5 2,5 2 5 2 1 7,5 - 

7 5 2,5 2 5 1 1 8,5 - 
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8 5 2,5 2 5 1 1 8,5 - 

9,10,11 5 2,5 2 5 2 - 7,5 1 

 

     Σα δείγκαηα-κάξηπξεο εμεηάδνληαη δηπιά. Πην ζπγθεθξηκέλα ηα δείγκαηα 1 θαη 2 

απνηεινύλ αξλεηηθνύο κάξηπξεο ηεο αληίδξαζεο, θαζώο δελ πεξηέρνπλ θαζόινπ θηλάζε. Σα 

δείγκαηα 3 θαη 4 αληηπξνζσπεύνπλ ηελ αληίδξαζε ζε αξρηθό ρξόλν t=0, ελώ ηα δείγκαηα 5 

θαη 6 ζε ηειηθό ρξόλν t=8 ιεπηά. Σέινο, ζηα δείγκαηα 7 θαη 8 πξαγκαηνπνηείηαη ε αληίδξαζε 

κε ηελ κηζή πνζόηεηα θηλάζεο. 

     ην ζεκείν απηό, ην κόλν πνπ δελ έρεη πξνζηεζεί ζηα ζσιελάξηα αθόκα είλαη ην 

ππόζηξσκα ηεο θηλάζεο (PIP2+lipids). Σα ζσιελάξηα κεηαθέξνληαη ζην πδαηόινπηξν ζηνπο 

25 ⁰C γηα 10 ιεπηά, ελώ παξάιιεια εηνηκάδνληαη ηα δηαιύκαηα δηαθνπήο. 

     Γηα ηα δείγκαηα 1 θαη 2, ην δηάιπκα δηαθνπήο πεξηέρεη: 57 κl TBS (ρσξίο gelatin), 10 κl 

10% BSA in TBS, 7 κl sodium deoxycholate 10% θαη 1κl 0,5M EDTA pH=8.0 γηα θάζε 

δείγκα. Γηα ηα ππόινηπα δείγκαηα εηνηκάδεηαη δηάιπκα δηαθνπήο ώζηε ζε θάζε δείγκα λα 

αληηζηνηρνύλ νη παξαθάησ πνζόηεηεο: 55,8 TBS, 10 κl 10% BSA in TBS, 7 κl sodium 

deoxycholate 10%  θαη 1,2 κl 0,25 ng/κl b-PIP3. 

     Γηα ηελ αληίδξαζε ζην πδαηόινπηξν αθνινπζείηαη ε εμήο δηαδηθαζία: 

 ζηα δείγκαηα 3,4  πξνζηίζεληαη 75 κl δηαιύκαηνο δηαθνπήο θαη έπεηηα 5 κl PIP2 

 ζηα δείγκαηα 1,2 πξνζηίζεληαη 5 κl PIP2 

 ζηα ππόινηπα δείγκαηα πξνζηίζεληαη 5 κl PIP2, αλά 15’’ κε ρξνλόκεηξν, ώζπνπ λα 

ζπκπιεξσζνύλ 8 ιεπηά αληίδξαζεο 

 κόιηο ζπκπιεξσζνύλ 8 ιεπηά ζην ρξνλόκεηξν, πξνζηίζεληαη 75 κl δηαιύκαηνο δηαθνπήο 

θαη ζηα ππόινηπα δείγκαηα, αλά 15’’ ώζηε ν ρξόλνο αληίδξαζεο ζε θάζε ζσιελάξην λα 

είλαη 8 ιεπηά 

     Ο ζπλνιηθόο όγθνο ζε απηά είλαη 100 κl. 

    Σα πεγαδάθηα μεπιέλνληαη κε TBST+0,2% gelatin (220 κl) 4 θνξέο, θαη 2 θνξέο κε 

TBS+0,2% gelatin (220 κl). Σν πεξηερόκελν ησλ ζσιελαξίσλ κεηαθέξεηαη ζε απηά θαηά 

αληηζηνηρία θαη επσάδνληαη γηα 1 ώξα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ (ππό θίλεζε). Έπεηηα,  

αθνινπζνύλ 3 πιύζεηο κε TBST+0,2% gelatin θαη 2 κε TBS+0,2% gelatin. ηα πεγαδάθηα 

πξνζηίζεληαη 100 κl δηαιύκαηνο streptavidin-HRP θαη αθήλνληαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 

γηα 40 ιεπηά, ππό θίλεζε. Αθνύ νινθιεξσζεί ε επώαζε ησλ 40 ιεπηώλ, αθνινπζνύλ πιύζεηο 

ζηα πεγαδάθηα 3 θνξέο κε TBST+0,2% gelatin (220κl) θαη 2 θνξέο κε TBS+0,2% gelatin 

(220κl). Αθξηβώο, πξηλ ηελ πξνζζήθε ηνπ OPD ζηα πεγαδάθηα, πξνζηίζεληαη ζε απηό 10 κl  

Ζ2Ο2 30% (γηα 25 ml OPD), θαη έπεηηα πξνζηίζεληαη 200 κl από απηό ζε θάζε πεγαδάθη. Σα 
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δείγκαηα επσάδνληαη γηα 10 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη κεηά, ε αληίδξαζε 

ζηακαηάεη κε πξνζζήθε 50 κl 1M (2N) Ζ2SO4. Σν απνηειέζκαηα ηεο δηαδηθαζίαο απηήο 

κεηξώληαη ζηα 492 nm (Δlisa reader) θαη θαηαγξάθνληαη. 

 

3.6.3 Αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ 

 

     Σα απνηειέζκαηα ησλ ηηκώλ ηεο απνξξόθεζεο ζηα 492 nm κεηαθέξνληαη ζε ππνινγηζηηθά 

θύιια Excel. Γηα ηνλ ππνινγηζκό ηεο δξάζεο ηεο θηλάζεο νη απνξξνθήζεηο 

θαλνληθνπνηνύληαη κε βάζε ηνλ παξαθάησ ηύπν: 

 

Καλνληθνπνηεκέλε απνξξόθεζε = απνξξόθεζε ζηα 492 nm * 2/ κέζνο όξνο             

απνξξνθήζεσλ γηα t=0 

 

     Ζ θαλνληθνπνηεκέλε απνξξόθεζε έρεη θιίκαθα από 0 έσο 2. Σν 0 αληηζηνηρεί ζηνλ 

κέγηζην αξηζκό κνξίσλ PIP3, ελώ ην 2 ζην κέγηζην αξηζκό κνξίσλ b-PIP3. Με βάζε απηέο ηηο 

απνξξνθήζεηο θαη ηελ πξόηππε θακπύιε απνξξόθεζεο (Δηθόλα 3.4), ππνινγίδνληαη ελ 

ζπλερεία ηα κόξηα PIP3 πνπ αληηζηνηρνύλ ζε απηέο. 

 

 

 

Εικόνα 3.4: Πξόηππε θακπύιε απνξξόθεζεο θαη αξηζκνύ κνξίσλ PIP3. 

 

     ηε ζπλέρεηα, πξνζδηνξίδεηαη ε % αλαζηνιή ηεο θηλάζεο, θαη άξα ε απνηειεζκαηηθόηεηα 

ηνπ θαξκάθνπ, κε βάζε ηνλ παξαθάησ ηύπν:  
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% αλαζηνιή ηεο θηλάζεο = (κ.ν κνξίσλ PIP3 γηα t=8 ιεπηά – κόξηα ΡΗΡ3 ζηελ ηηκή 

απνξξόθεζεο) / (κ.ν. κνξίσλ ΡΗΡ3 γηα t=8 ιεπηά) *100 

 

     Δάλ, ην θάξκαθν πξνθαιέζεη ζεκαληηθή αλαζηνιή ηεο δξάζεο ηεο θηλάζεο, ηόηε θξίλεηαη 

ζθόπηκνο ν πξνζδηνξηζκόο ηεο ηηκήο IC50 ηνπ θαξκάθνπ. 

 

3.6.4 Πξνζδηνξηζκόο ηεο ηηκήο IC50 ησλ αλαζηνιέσλ 

 

     Ζ ηηκή IC50 απνηειεί πνζνηηθό κέηξν ηεο απνηειεζκαηηθόηεηαο κηαο νπζίαο λα αλαζηέιιεη 

κηα ζπγθεθξηκέλεο βηνινγηθή ή βηνρεκηθή δηαδηθαζία θαηά ην ήκηζπ. Υξεζηκνπνηνύληαη 

δηαδνρηθέο αξαηώζεηο ηνπ ππό εμέηαζε κνξίνπ θαηά ηελ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία, ελώ ν 

ππνινγηζκόο ηεο ηηκήο ηνπ IC50 γίλεηαη κε ππνινγηζηηθά πξνγξάκκαηα (Sigma Plot). 
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4. ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ  

 

4.1 Τπεξέθθξαζε ησλ ππνκνλάδσλ ηεο PI3 θηλάζεο κε ην ζύζηεκα έθθξαζεο  

βαθνπιντνύ Bac-to-Bac® 

 

     Γηα ηελ ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο ζε θύηηαξα εληόκνπ Sf9, ρξεζηκνπνηήζεθε ην 

ζύζηεκα έθθξαζεο βαθνπιντνύ Bac-to-Bac® (Invitrogen). Έηζη, νη πιαζκηδηαθνί θνξείο 

ζηνπο νπνίνπο έρνπλ θισλνπνηεζεί νη θπζηνινγηθέο ππνκνλάδεο ηεο πξσηεΐλεο p110α θαη 

p85α, ή ε p110α κε ηηο δπν πην ζπρλέο κεηαιιαγέο ηεο (E545K, H1047R), ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

γηα ηνλ κεηαζρεκαηηζκό ελόο εηδηθνύ ζηειέρνπο E.coli, ην ζηέιερνο DH10Bac™, ην νπνίν 

θέξεη ηνλ παιηλδξνκηθό θνξέα ηνπ βαθνπιντνύ bMON14272 (bacmid) θαη έλα βνεζεηηθό 

πιαζκίδην (pMON7124). Μεηά ηνλ κεηαζρεκαηηζκό ησλ βαθηεξίσλ κε ηνπο αληίζηνηρνπο 

πιαζκηδηαθνύο θνξείο, ηα αλαζπλδπαζκέλα bacmids πξνθύπηνπλ από ηελ κεηάζεζε πνπ 

ζπκβαίλεη κεηαμύ ηνπ πιαζκηδίνπ πνπ θέξεη ην γνλίδην πνπ καο ελδηαθέξεη θαη ηνπ bacmid 

ηνπ βαθνπιντνύ, κε ηε βνήζεηα ηνπ βνεζεηηθνύ πιαζκηδίνπ, ην νπνίν θσδηθνπνηεί ηελ 

πξσηεΐλε κεηαζεηάζε. 

     Σα αλαζπλδπαζκέλα bacmids πνπ πξνέθπςαλ, ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηε ζπλέρεηα γηα ηε 

δηακόιπλζε ηεο θπηηαξηθήο ζεηξάο Sf9. Ωο αξλεηηθόο κάξηπξαο ρξεζηκνπνηήζεθε ν άδεηνο 

θνξέαο pFastBacHTb. Μεηά ηελ δηαδηθαζία ηεο δηακόιπλζεο ηα θύηηαξα παξαηεξήζεθαλ 

ζην κηθξνζθόπην αλά 24 ώξεο γηα λα δηαπηζησζεί εάλ ππήξραλ ζεκάδηα κόιπλζεο. Σα 

ζεκάδηα απηά πεξηιακβάλνπλ αύμεζε ζην κέγεζνο ησλ θπηηάξσλ θαη ηνπ ππξήλα (αξρηθά 

ζεκάδηα ηεο κόιπλζεο), εκθάληζε θνθθίσλ, ζηαζηκόηεηα ζηελ αλάπηπμε θαη απνθόιιεζε 

ηνπο από ηελ επηθάλεηα ηνπ πηάηνπ (κεηέπεηηα ζεκάδηα ηεο κόιπλζεο) θαη ηέινο, ιύζε ησλ 

θπηηάξσλ (ηειηθό ζηάδην ηεο κόιπλζεο). Σα ζεκάδηα απηά αλακέλνληαη πεξίπνπ 3 εκέξεο 

κεηά ηελ δηακόιπλζε ησλ θπηηάξσλ, νπόηε θαη ζπιιέρζεθε ην ππεξθείκελν ηεο θαιιηέξγεηαο 

ζην νπνίν εθθξίλεηαη ν παξαγόκελνο ηόο (πξώηε γεληά ηνπ ηνύ, Ρ1).  

     Δπεηδή ηα ζεκάδηα κόιπλζεο δελ ήηαλ εκθαλή θαηά ηηο 3 πξώηεο κέξεο, ηα θύηηαξα 

αθέζεθαλ ζε θαιιηέξγεηα, κεηά ηε δηακόιπλζε, γηα 5 εκέξεο θαη ζηε ζπλέρεηα 

παξαηεξήζεθαλ ζην κηθξνζθόπην θαη θσηνγξαθήζεθαλ (Δηθόλα 4.1). Αλ θαη ηα θύηηαξα δελ 

είραλ έληνλα ηα ζεκάδηα ηεο κόιπλζεο, σζηόζν παξαηεξήζεθε ζε έλα βαζκό αύμεζε ηνπ 

κεγέζνπο ηνπο, θαζώο θαίλνληαλ πην δηνγθσκέλα, ελώ θάπνηνη ππξήλεο θαίλνληαλ λα 

θαηαιακβάλνπλ κεγάιν κέξνο ηνπ θπηηάξνπ ζε ζρέζε κε ηνπο ππξήλεο ζηα θύηηαξα-

κάξηπξεο. Δπηπιένλ, ζηα θύηηαξα πνπ δηακνιύλζεθαλ κε ην bacmid ηεο p110α WT, 



39 
 

παξαηεξήζεθε ζηαζηκόηεηα ζηελ πεξαηηέξσ αλάπηπμή ηνπο (παξαηεξήζεθαλ κεγάια θελά 

ζηελ επηθάλεηα ηνπ πηάηνπ). 

 

 

 

Εικόνα 4.1: Παξαηήξεζε ηεο κνξθνινγίαο ησλ θπηηάξσλ Sf9, έπεηηα από δηακόιπλζή ηνπο κε ηνπο  

αλαζπλδπαζκέλνπο θνξείο ηνπ βαθνπιντνύ: θύηηαξα-κάξηπξεο πνπ δελ δηακνιύλζεθαλ (control), 

θύηηαξα-κάξηπξεο πνπ δηακνιύλζεθαλ κε ην άδεην bacmid θαη θύηηαξα πνπ δηακνιύλζεθαλ κε ην  

bacmid ηεο p110α-Δ545Κ, ηεο p110α-H1047R, ηεο wt p110α ή ηεο p85α, αληίζηνηρα.  

 

      

     Πέξα από ην ππεξθείκελν ηεο θαιιηέξγεηαο πνπ ζπιιέρζεθε ώζηε λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα 

κόιπλζε λέσλ θπηηάξσλ, γηα παξαγσγή ηνύ κε πςειόηεξν ηίηιν, γεληάο P2, ζπιιέρζεθαλ 

επίζεο ηα θύηηαξα, ζηα νπνία πξαγκαηνπνηήζεθε αλάιπζε ηεο έθθξαζεο ηεο εθάζηνηε 

πξσηεΐλεο. Γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο πξσηεΐλεο, ηα θύηηαξα ιύζεθαλ θαη ζηε ζπλέρεηα, ην 

εθρύιηζκα πξσηετλώλ πνπ απνκνλώζεθε ειεθηξνθνξήζεθε ζε πεθηή πνιπαθξπιαµηδίνπ. 

Έπεηηα, αθνινύζεζε κεηαθνξά ησλ πξσηετληθώλ δσλώλ ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο θαη 

αλνζναπνηύπσζε κε ρξήζε θαηάιιεισλ αληηζσκάησλ γηα ηηο επηζπκεηέο πξσηεΐλεο 

(πνιπθισληθά αληη-p110α θαη αληη-p85α). Σα απνηειέζκαηα ηεο αλάιπζεο απηήο θαίλνληαη 

ζηελ Δηθόλα 4.2. 
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Εικόνα 4.2: Μειέηε ηεο πξσηετληθήο έθθξαζεο κε αλνζναπνηύπσζε θαηά Western, ύζηεξα από 

δηακόιπλζε ησλ θπηηάξσλ κε ηα αλαζπλδπαζκέλα bacmids. Ωο κάξηπξεο (control cells) 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ θύηηαξα ηα νπνία δελ δηακνιύλζεθαλ, θαζώο θαη θύηηαξα πνπ δηακνιύλζεθαλ από 

ην άδεην bacmid. 

 

 

      Γηα ηνλ έιεγρν ηεο έθθξαζεο, θνξηώζεθαλ ζηελ πεθηή δείγκαηα νιηθνύ εθρπιίζκαηνο 

πξσηεΐλεο 150 κg. Γηα ην δείγκα ηεο ξπζκηζηηθήο ππνκνλάδαο p85α θνξηώζεθαλ 50 κg 

ζπλνιηθήο πξσηεΐλεο, θαζώο από πξνεγνύκελα πεηξάκαηα έθθξαζεο είρε θαλεί όηη ε 

ζπγθεθξηκέλε πξσηεΐλε (p85α) εθθξάδεηαη ζε αξθεηά απμεκέλα επίπεδα. Ζ έθθξαζε ηεο 

κεηαιιαγκέλεο ππνκνλάδαο Ζ1047R ήηαλ αξθεηά ρακειή. Αληηζέησο, ε έθθξαζε ηεο 

θπζηνινγηθήο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο θαη ηεο κεηαιιαγκέλεο Δ545Κ θάλεθε λα είλαη 

αξθεηά θαιή. 

     ηε ζπλέρεηα, πξαγκαηνπνηήζεθε ελίζρπζε ηνπ ηίηινπ ηνπ ηνύ, θαζώο ν ηόο πξώηεο γεληάο 

(Ρ1) δελ ζεσξείηαη ηόο πςεινύ ηίηινπ. Γηα ηνλ ζθνπό απηό θύηηαξα Sf9 επηκνιύλζεθαλ κε 

ηελ P1 γεληά ηνπ ηνύ πξνο παξαγσγή ηνύ κε πςειόηεξν ηίηιν, γεληάο Ρ2. Ζ επηκόιπλζε 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε 500 κl ηνπ ηνύ Ρ1 θαη ηα θύηηαξα επσάζηεθαλ ζηνπο 27 ⁰C γηα 5 

εκέξεο. Μεηά ην πέξαο ηεο επώαζεο, ηα θύηηαξα παξαηεξήζεθαλ ζην κηθξνζθόπην γηα 

έιεγρν ζεκαδηώλ κόιπλζεο (Δηθόλα 4.3). 
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Εικόνα 4.3: Έιεγρνο ηεο κνξθνινγίαο ησλ θπηηάξσλ, έπεηηα από επηκόιπλζε ηνπο κε ηνπο  

αλαζπλδπαζκέλνπο ηνύο Ρ1. Ωο κάξηπξεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ θύηηαξα (control) πνπ δελ επηκνιύλζεθαλ 

θαη θύηηαξα πνπ επηκνιύλζεθαλ κε ηνλ ηό πνπ πξνέθπςε από ην άδεην bacmid.  

 

      

     Σα θύηηαξα πνπ επηκνιύλζεθαλ κε ηνπο ηνύο γεληάο Ρ1 είραλ έληνλα ηα ζεκάδηα κόιπλζεο 

(Δηθόλα 4.3). Ήηαλ εκθαλώο δηνγθσκέλα θαη αξθεηά ιηγόηεξα ζε αξηζκό ζε ζρέζε κε ηα 

θύηηαξα κάξηπξεο (control), ελώ παξάιιεια είραλ θνθθηώδε κνξθνινγία, ε νπνία νθείιεηαη 

ζηελ εθβιάζηεζε ηνπ ηνύ γεληάο Ρ2. Παξάιιεια, παξαηεξήζεθε έληνλε ιύζε ησλ θπηηάξσλ 

θαη θπηηαξηθόο ζάλαηνο ζηα επηκνιπζκέλα θύηηαξα (Δηθόλα 4.3), ζε ζρέζε κε ηα θύηηαξα-

κάξηπξεο (control), αιιά θαη ζε ζρέζε κε ηα δηακνιπζκέλα θύηηαξα (Δηθόλα 4.1). Απηό 

νθείιεηαη ζηελ απνηειεζκαηηθή κόιπλζε ησλ θπηηάξσλ κε ηνλ αλαζπλδπαζκέλν ηό, θαζώο 

θαη ζηελ παξαγσγή ηνύ κε ηζρπξόηεξν ηίηιν, ν νπνίνο εθβιαζηάλεη από απηά. 

     Έπεηηα, αθνινύζεζε ε ζπιινγή ηνπ ππεξθεηκέλνπ ηεο θαιιηέξγεηαο ησλ επηκνιπζκέλσλ 

θπηηάξσλ από όπνπ ζπιιέρζεθε ν ηόο Ρ2, αιιά θαη ε ζπιινγή ησλ θπηηάξσλ γηα ηνλ έιεγρν 

ηεο έθθξαζεο ησλ αληίζηνηρσλ πξσηετλώλ. Σα απνηειέζκαηα ηεο πξσηετληθήο έθθξαζεο 

θαίλνληαη ζηελ Δηθόλα 4.4. 
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Εικόνα 4.4: Μειέηε ηεο πξσηετληθήο έθθξαζεο κε αλνζναπνηύπσζε θαηά Western, ύζηεξα από 

επηκόιπλζε ησλ θπηηάξσλ κε ηνπο αλαζπλδπαζκέλνπο ηνύο Ρ1 γεληάο. Ωο κάξηπξεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

θύηηαξα ηα νπνία κνιύλζεθαλ κε ηνλ ηό πνπ πξνέθπςε από ην άδεην bacmid. 

 

 

     Καη ζε απηή ηελ πεξίπησζε, θνξηώζεθαλ ζηελ πεθηή δείγκαηα νιηθνύ εθρπιίζκαηνο 

πξσηεΐλεο 150 κg, κε εμαίξεζε ηα δείγκαηα wt p110α (90 κg) θαη p85α (50 κg), γηα ηα νπνία 

δελ ππήξρε επαξθήο πνζόηεηα δείγκαηνο. Ζ έθθξαζε ηεο κεηαιιαγήο Ζ1047R ήηαλ αξθεηά 

ρακειή αλ θαη θάλεθε λα βειηηώλεηαη ζε κηθξό βαζκό κε ηελ ελίζρπζε ηνπ ηνύ. Αληηζέησο, ε 

έθθξαζε ηεο θπζηνινγηθήο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο θαη ηεο κεηαιιαγήο ηεο Δ545Κ, ε νπνία 

ήηαλ αξθεηά θαιή θαηά ηελ δηακόιπλζε, θάλεθε λα είλαη ρακειόηεξε θαηά ηελ ελίζρπζε ηνπ 

ηνύ, γεγνλόο κε αλακελόκελν. Δλδερνκέλσο, απηό λα νθείιεηαη ζηελ ηνμηθόηεηα ηνπ ηνύ πνπ 

πξνθαιεί θπηηαξηθό ζάλαην πξηλ παξαρζεί επαξθήο πνζόηεηα πξσηεΐλεο. Σέινο, όζνλ αθνξά 

ηελ p85α, ε έθθξαζε ηεο ήηαλ πνιύ θαιύηεξε ζε ζρέζε κε απηήλ ηεο θαηαιπηηθήο 

ππνκνλάδαο θαη θάλεθε λα απμάλεηαη ζε ζρέζε κε ηε δηακόιπλζε. 

     Γηα κηα πην νινθιεξσκέλε εηθόλα ηεο έθθξαζεο, κε ηελ ίδηα πεηξακαηηθή δηαδηθαζία, 

ειέγρζεθε ε έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο πνπ πξνθύπηεη από ηελ επηκόιπλζε κε ηό γεληάο Ρ2 

(Δηθόλα 4.5). ε απηήλ ηελ πεξίπησζε θνξηώζεθαλ ζηελ πεθηή δείγκαηα πξσηεΐλεο 100 κg. 

Παξαηεξήζεθε έθθξαζε όισλ ησλ πξσηετλώλ, αθόκα θαη ηεο Ζ1047R ππνκνλάδαο πνπ δελ 

είρε εθθξαζηεί ηθαλνπνηεηηθά ζηα πξνεγνύκελα πεηξάκαηα, ελώ ηελ θαιύηεξε έθθξαζε 

ζπλέρηζε λα έρεη ε ξπζκηζηηθή ππνκνλάδα. Ζ έθθξαζε, αλ θαη θαιύηεξε γηα θάπνηεο 

ππνκνλάδεο, δε θάλεθε λα είλαη ζεκαληηθά απμεκέλε ζε ζρέζε κε ηα πξνεγνύκελα 

πεηξάκαηα, γεγνλόο πνπ κπνξεί λα εμεγεζεί θαη από ηελ κηθξόηεξε πνζόηεηα δείγκαηνο πνπ 
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θνξηώζεθε,  αιιά θαη από ην γεγνλόο όηη ηα θύηηαξα ζπιιέρζεθαλ λσξίηεξα (3 κέξεο κεηά 

ηε κόιπλζε). 

 

 

 

Εικόνα 4.5: Αλνζναπνηύπσζε θαηά Western γηα ηελ ππεξέθθξαζε ησλ πξσηετληθώλ ππνκνλάδσλ ηεο 

θηλάζεο, ύζηεξα από επηκόιπλζε κε ηνπο αλαζπλδπαζκέλνπο ηνύο γεληάο Ρ2. Ωο κάξηπξεο 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ θύηηαξα ηα νπνία δελ είραλ κνιπλζεί (control), αιιά θαη θύηηαξα πνπ είραλ κνιπλζεί 

κε ηό πνπ δελ θέξεη ην γνλίδην θάπνηαο ππνκνλάδαο (άδεην bacmid). 

 

 

     Ο παξαγόκελνο ηόο, γεληάο Ρ3, ζπιιέρζεθε, όπσο θαη ηα επηκνιπζκέλα θύηηαξα, κεηά από 

3 κέξεο θαζώο ηα ζεκάδηα ηεο κόιπλζεο παξαηεξήζεθαλ λσξίηεξα θαη ήηαλ πην έληνλα. 

Απηή ε γεληά ηνπ ηνύ ζεσξείηαη ε ηδαληθόηεξε γηα ηελ επηκόιπλζε θπηηάξσλ γηα ηελ 

απνηειεζκαηηθή παξαγσγή ηεο πξσηεΐλεο. Γηα ηνλ ζθνπό απηό, θξίζεθε ρξήζηκν λα ειεγρζεί 

θαη λα θαζνξηζηεί ηόζν ε βέιηηζηε ζπγθέληξσζε ηνπ ηνύ πνπ επηκνιύλεη ηα θύηηαξα, όζν θαη 

ν θαηάιιεινο ρξόλνο ζπιινγήο ησλ θπηηάξσλ, ζε πξνθαηαξθηηθά πεηξάκαηα έθθξαζεο. Ωο 

εθ ηνύηνπ, ζηα πεηξάκαηα απηά ρξεζηκνπνηήζεθαλ δηαθνξεηηθέο πνζόηεηεο ηνπ εθάζηνηε ηνύ 

(10, 30, 90 κl) γηα ηελ επηκόιπλζε ησλ θπηηάξσλ (επηζηξσκέλσλ ζε πεγαδάθηα πηάηνπ 6-

well) θαη ε ζπιινγή απηώλ έγηλε ζε δηαθνξεηηθέο ρξνληθέο ζηηγκέο (24, 48 θαη 72 ώξεο κεηά 

ηε κόιπλζε). 

     πσο θαίλεηαη θαη ζηελ Δηθόλα 4.6, γηα ηνλ θάζε ηό εμεηάζηεθαλ δπν παξάκεηξνη, ε 

πνζόηεηα ηνπ ηνύ θαη ν ρξόλνο ηεο κόιπλζεο. Ωο κάξηπξεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ θύηηαξα Sf9 

πνπ αλαπηύρζεθαλ ζηα ίδηα πηάηα ρσξίο λα επηκνιπλζνύλ (control cells), αιιά θαη θύηηαξα 

πνπ επηκνιύλζεθαλ κε 30 κl ηνπ ηνύ πνπ είρε πξνθύςεη από ηνλ άδεην θνξέα pFastBac HTb 
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(άδεην bacmid).  πσο θαίλεηαη ζηελ Δηθόλα 4.6, ην γνλίδην ηεο ξπζκηζηηθήο ππνκνλάδαο 

εθθξάζηεθε πνιύ θαιύηεξα ζε ζρέζε κε ην γνλίδην ηεο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο θαη ησλ 

κεηαιιαγώλ ηνπ, θαη κε ηξόπν πνπ θάλεθε λα εμαξηάηαη ηόζν από ηνλ ρξόλν επηκόιπλζεο 

όζν θαη από ηελ πνζόηεηα ηνπ ηνύ, θαζώο ε θαιύηεξε παξαγσγή παξαηεξήζεθε ζηε κέγηζηε 

δόζε θαη κεηά από 72 ώξεο επώαζεο κε ηνλ ηό. Δπηπξόζζεηα, ήδε από ηα πξνεγνύκελα 

πεηξάκαηα είρε θαλεί όηη ε ξπζκηζηηθή ππνκνλάδα έρεη απνηειεζκαηηθή έθθξαζε, ε νπνία 

εληζρύεηαη παξάιιεια κε ηελ ελίζρπζε ηνπ ηνύ.  

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.6: Δπηκόιπλζε ησλ θπηηάξσλ κε δηαθνξεηηθέο πνζόηεηεο ηώλ γεληάο Ρ3 (νη πξνο έθθξαζε 

ππνκνλάδεο θαίλνληαη ζηα αξηζηεξά) θαη ζπιινγή ηεο πξσηεΐλεο ζε δηαθνξεηηθέο ρξνληθέο ζηηγκέο. Ωο 

κάξηπξεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ θύηηαξα (control) πνπ δελ επηκνιύλζεθαλ, ή  θύηηαξα πνπ επηκνιύλζεθαλ 

κε ηνλ άδεην ηό. Με θόθθηλα βέιε ζεκεηώλνληαη νη δώλεο πνπ αληηζηνηρνύλ ζηελ p110α-Δ545Κ, ελώ νη 

ππόινηπεο δώλεο ζε απηή ηε ζεηξά έρνπλ ηξέμεη ιίγν πην ςειά θαη πηζαλώο αλήθνπλ ζε άιιεο πξσηεΐλεο 

πνπ αληρλεύζεθαλ κε εηδηθά από ην αληίζσκα. 
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     πσο αλαθέξζεθε, ην γνλίδην ηεο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο δελ θάλεθε λα έρεη θαιή 

έθθξαζε. εκαληηθό ξόιν ζηελ έθθξαζή ηνπ θαίλεηαη λα παίδεη ν ρξόλνο ζπιινγήο ησλ 

θπηηάξσλ, θαζώο ε έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο γηα ηε WT p110α αληρλεύεηαη ζηηο 72 ώξεο, αιιά 

θαη ε πνζόηεηα ηνπ ηνύ, θαζώο ζηε κηθξόηεξε ζπγθέληξσζε (10 κl) ε παξαγσγή πξσηεΐλεο 

είλαη αηζζεηά κεησκέλε. ζνλ αθνξά ηε κεηαιιαγή H1047R, ε έθθξαζε ηεο ήηαλ πνιύ 

ρακειή έσο αλύπαξθηε, ελώ ε έθθξαζε ηεο Δ545Κ ήηαλ επίζεο αλύπαξθηε ζηηο 

πεξηζζόηεξεο ώξεο θαη ζπγθεληξώζεηο, κε εμαίξεζε δύν ζρεηηθά έληνλεο δώλεο (κε θόθθηλα 

βέιε ζηελ εηθόλα) πνπ αληρλεύζεθαλ ζηηο 48 ώξεο κεηά ηελ κόιπλζε κε ηηο δπν πςειέο 

ζπγθεληξώζεηο ηνπ ηνύ. Ζ αδπλακία παξαγσγήο ηεο p110α, θαη εηδηθά ησλ κεηαιιαγκέλσλ 

κνξθώλ ηεο πνπ είλαη ζεκαληηθά πην ελεξγέο από ηελ θπζηνινγηθή ππνκνλάδα, κπνξεί λα 

εξκελεπηεί από ηελ πηζαλή ηνμηθόηεηα πνπ πξνθαιεί ε έθθξαζε απηώλ ζηα θύηηαξα, κε 

ζπλέπεηα ηνλ ζάλαην ηνπο. Γηα παξάδεηγκα, απμεκέλα επίπεδα ελεξγόηεηαο ηεο ΑΚΣ 

(θαζνδηθόο ζηόρνο ηεο ΡΗ3Κ) κπνξεί λα νδεγήζνπλ, ζε νξηζκέλεο πεξηπηώζεηο, ζε απμεκέλε 

ηνμηθόηεηα θαη θπηηαξηθό ζάλαην (Nogueira et al., 2008).  

     ηα θύηηαξα, ηα νπνία ήηαλ επηκνιπζκέλα κε ηνπο αλαζπλδπαζκέλνπο ηνύο ηεο E545K 

θαη H1047R κεηαιιαγήο, παξαηεξήζεθε κηα δώλε ζην κάξηπξα (άδεην bacmid), γεγνλόο κε 

αλακελόκελν, πνπ πηζαλόηαηα νθείιεηαη ζηελ κε εηδηθή αλίρλεπζε άιιεο πξσηεΐλεο 

αληίζηνηρνπ κνξηαθνύ βάξνπο. Ζ παξαηήξεζε απηή, ζε ζπλδπαζκό κε ην γεγνλόο όηη ην 

αληίζσκα θαηλόηαλ λα ζπλδέεηαη κε εηδηθά θαη ζε άιιεο δώλεο (δηαθνξεηηθνύ κνξηαθνύ 

κεγέζνπο), νδήγεζε ζηελ αλάγθε πεξαηηέξσ δηεξεύλεζεο ηεο εηδηθόηεηαο θαη επαηζζεζίαο 

ηνπ αληηζώκαηνο. Αθνύ πξνζδηνξηζηεί ε απνηειεζκαηηθόηεηα ηνπ αληηζώκαηνο, ζα είλαη 

δπλαηόλ λα εμαρζνύλ αζθαιέζηεξα ζπκπεξάζκαηα γηα ηελ έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο κε ην 

ζύζηεκα ηνπ βαθνπιντνύ. 

 

 

4.2 Τπεξέθθξαζε ηνπ γνληδίνπ ηεο κεηαιιαγήο Δ545Κ ηεο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο ηεο 

θηλάζεο ζε θύηηαξα ΖΔΚ293 

 

     Γηα ηελ κειέηε ηεο απνηειεζκαηηθόηεηαο ηνπ αληηζώκαηνο ηεο p110α, έγηλε ε έθθξαζε 

ηεο Δ545Κ κεηαιιαγήο ηεο πξσηεΐλεο ζε άιιν ζύζηεκα, απηό ησλ θπηηάξσλ ΖΔΚ293. Γηα 

ηνλ ζθνπό απηό, ρξεζηκνπνηήζεθε ην πιαζκίδην pEGFP-C1, ζην νπνίν ην γνλίδην πνπ 

θισλνπνηείηαη, εθθξάδεηαη ππό ηνλ έιεγρν ηνπ ππνθηλεηή ηνπ ηνύ Human Cytomegalovirus 

θαη παξάγεη πξσηεΐλε ε νπνία είλαη ζπληεγκέλε κε ηελ EGFP ζην ακηλνηειηθό άθξν ηεο. 
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4.2.1 Καηαζθεπή ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ πιαζκηδίνπ pEGFP-C1 κε ην γνλίδην ηεο 

PIK3CA E545K 

 

     Γηα ηελ έθθξαζε ηεο κεηαιιαγκέλεο πξσηεΐλεο ζηα θύηηαξα, ρξεζηκνπνηήζεθε ην cDNA 

ηνπ γνληδίνπ πνπ ήηαλ θισλνπνηεκέλν ζηνλ pFastBac HTb (~8000 bp). Σν γνλίδην (3100 bp) 

αλαθηήζεθε κε ηε βνήζεηα ησλ πεξηνξηζηηθώλ ελδύκσλ BamH I θαη Hind III, ηα νπνία 

θόβνπλ ζηα 5΄ θαη 3΄άθξα ηνπ αληίζηνηρα. Γηα ηελ ζσζηή ηνπνζέηεζε ηνπ ζην λέν θνξέα 

pEGFP-C1 (~4700 bp), απηόο θόπεθε από ηα έλδπκα Bgl II θαη Hind III, ζηα 5΄ θαη 3΄ άθξα 

αληίζηνηρα. Σν Bgl II είλαη ζπκπιεξσκαηηθό έλδπκν ηεο BamH I, γηα απηό θαη ζηελ 

ζπγθεθξηκέλε πεξίπησζε  ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηε δεκηνπξγία ζπκπιεξσκαηηθώλ άθξσλ. 

     ηελ Δηθόλα 4.7, θαίλνληαη νη δώλεο πνπ πξνθύπηνπλ από ηηο πέςεηο ησλ δπν πιαζκηδίσλ, 

ηνπ pEGFP-C1 θαη ηνπ pFastBacHTb-E545K.  

  

 

 

 

Εικόνα 4.7: Γηαγλσζηηθή ειεθηξνθόξεζε ζε πεθηή αγαξόδεο 0,8 % ζε ΣΑΔ. Σα δείγκαηα (5κl) 

θνξηώλνληαη ύζηεξα από ηελ 1
ε
, αιιά θαη ηελ 2

ε
 πέςε, θαη ειεθηξνθνξνύληαη κε ζθνπό λα 

επηβεβαησζνύλ νη πέςεηο, αιιά θαη λα πνζνηηθνπνηεζνύλ ηα απνηειέζκαηα ησλ πέςεσλ. ηα πξώηα δπν 

πεγαδάθηα θνξηώλνληαη ηα πξντόληα ησλ πέςεσλ πνπ αλήθνπλ ζην θνξέα πνπ ζα θισλνπνηεζεί ην 
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γνλίδην, ελώ ζηα επόκελα δπν ηα πξντόληα ησλ πέςεσλ ηνπ θνξέα κε ην θισλνπνηεκέλν γνλίδην. Με 

θόθθηλα βέιε ζεκεηώλνληαη ηα πξντόληα ησλ πέςεσλ πνπ καο ελδηαθέξνπλ. 

 

 

     ηε ζπλέρεηα, ην ζύλνιν ησλ δεηγκάησλ ησλ πέςεσλ ειεθηξνθνξήζεθε ζε πεθηή 

αγαξόδεο, από όπνπ εμήρζεζαλ νη δώλεο πνπ καο ελδηέθεξαλ θαη θαζαξίζηεθαλ. Απηέο 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ αληίδξαζε ζύλδεζεο κεηαμύ ηνπο, κε ηελ βνήζεηα ηεο Σ4 DNA 

ιηγάζεο. Σν απνηέιεζκα απηήο ηεο δηαδηθαζίαο απνηειεί ν λένο αλαζπδπαζκέλνο θνξέαο κε 

ην γνλίδην ηεο PIK3CA-E545K (Δηθόλα 4.8), κε κέγεζνο ~8000 βάζεηο. 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.8: ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ θνξέα θισλνπνίεζεο θαη ηνπ cDNA ηεο p110α. Σν cDNA 

θισλνπνηήζεθε ζηελ ζέζε MCS ηνπ θνξέα, κε ηε ρξήζε ησλ θαηάιιεισλ ελδύκσλ πεξηνξηζκνύ. 
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     Μεηά ηελ παξαγσγή ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ πιαζκηδίνπ, απηό ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηνλ 

κεηαζρεκαηηζκό επηδεθηηθώλ DH10B E.coli θπηηάξσλ, ηα νπνία αλαπηύρζεθαλ ζε ζξεπηηθό 

κέζν LB κε ην αληηβηνηηθό θαλακπθίλε, ζην νπνίν έρνπλ αλζεθηηθόηεηα κόλν ηα βαθηήξηα 

πνπ έρνπλ πξνζιάβεη ην αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην. Από απηήλ ηελ θαιιηέξγεηα 

αλαιύζεθαλ 5 απνηθίεο, από ηηο νπνίεο απνκνλώζεθε ην πιαζκηδηαθό DNA. Έπεηηα, 

αθνινύζεζε πέςε κε ην έλδπκν Hind III θαη ειεθηξνθόξεζε ησλ απνηειεζκάησλ ζε πεθηή 

αγαξόδεο, κε ζθνπό ηνλ έιεγρν ηεο παξνπζίαο ηνπ πιαζκηδίνπ (Δηθόλα 4.9Α).  

     Από ηα απνηειέζκαηα θάλεθε όηη όιεο νη απνηθίεο είραλ πιαζκίδην κεγέζνπο ~8000 

βάζεσλ. Οη δπν πξώηεο έθεξαλ κόλν απηό, ελώ νη ππόινηπεο έθεξαλ θαη θάπνην άιιν 

κεγαιύηεξνπ κεγέζνπο. Γηα λα επηβεβαησζεί όηη ην πιαζκίδην ήηαλ ην ζσζηό, αθνινύζεζαλ 

πέςεηο ηνπ πιαζκηδηαθνύ DNA πνπ απνκνλώζεθε από ηηο 3 πξώηεο απνηθίεο, κε ηα έλδπκα 

Hind III θαη Xba I, ηα νπνία θόβνπλ ην αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην ζε ηκήκαηα κεγέζνπο 

πεξίπνπ 6500 θαη 1500 βάζεσλ. Σα δείγκαηα ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε πεθηή αγαξόδεο 

(Δηθόλα 4.9Β) θαη επηβεβαίσζαλ ηελ παξνπζία ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ πιαζκηδίνπ ζηηο 

απνηθίεο πνπ αλαπηύρζεθαλ. 

  

                      

       

 

Εικόνα 4.9: (Α) Ηιεθηξνθόξεζε ηνπ πιαζκηδηαθνύ DNA πνπ απνκνλώζεθε από ηηο απνηθίεο πνπ 

πξνέθπςαλ, ύζηεξα από κεηαζρεκαηηζκό κε ην αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην. Σα δείγκαηα έρνπλ ππνζηεί 

πέςε κε ην έλδπκν Hind III. (Β) Γηαγλσζηηθή ειεθηξνθόξεζε ύζηεξα από πέςεηο ηνπ πιαζκηδηαθνύ 

DNA ησλ απνηθηώλ κε ηα έλδπκα Hind III θαη Xba I, γηα ηελ επηβεβαίσζε ηεο παξνπζίαο ηνπ 

αλαζπλδπαζκέλνπ πιαζκηδίνπ. 

Α 

 

Β 
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4.2.2 Τπεξέθθξαζε ηεο ζπληεγκέλεο κε ηελ EGFP πξσηεΐλεο PI3K ζηελ θπηηαξηθή 

ζεηξά ΖΔΚ293 

 

     Σν αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην εηζήρζε ζηα θύηηαξα ΖΔΚ293 (αλζξώπηλα εκβξπηθά 

λεθξηθά θύηηαξα), κε ηε βνήζεηα ηεο πνιπαηζπιεληκίλεο (ΡΔΗ) θαη ηα θύηηαξα επσάζηεθαλ 

ζηνπο 37 ⁰C. Δμεηάζηεθαλ ζε κηθξνζθόπην θζνξηζκνύ αλά 24 ώξεο, γηα ζεκάδηα παξαγσγήο 

ηεο ζπληεγκέλεο πξσηεΐλεο. Ζ ζπιινγή θαη ιύζε ησλ θπηηάξσλ έγηλε ζε δπν ρξνληθέο 

ζηηγκέο, κεηά από 48 θαη από 72 ώξεο δηακόιπλζεο.  

     ηε ζπλέρεηα, ηα δείγκαηα κεηξήζεθαλ γηα ην νιηθό εθρύιηζκα πξσηεΐλεο πνπ πεξηέρνπλ,  

θαη 40 κg από ην θαζέλα ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ειεθηξνθόξεζε SDS-PAGE. ηε ζπλέρεηα, 

νη πξσηετληθέο δώλεο κεηαθέξζεθαλ ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο θαη αθνινύζεζε  

αλνζναπνηύπσζε κε ην εηδηθό αληίζσκα γηα ηελ p110α πξσηεΐλε. Ζ ίδηα πεηξακαηηθή 

δηαδηθαζία αθνινπζήζεθε θαη γηα ηελ ειεθηξνθόξεζε θαη αλνζναπνηύπσζε ηεο κεκβξάλεο 

κε ην εηδηθό αληίζσκα γηα ηελ EGFP πξσηεΐλε, κε ηε δηαθνξά όηη θνξηώζεθαλ 30 κg 

ζπλνιηθήο πξσηεΐλεο.  

     Ωο κάξηπξεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ θύηηαξα ηα νπνία δελ δηακνιύλζεθαλ κε θάπνην 

πιαζκίδην, αιιά θαη θύηηαξα ηα νπνία δηακνιύλζεθαλ κε ηνλ άδεην θνξέα pEGFP-C1. Σα 

θύηηαξα πνπ δηακνιύλζεθαλ κε ην αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην, εκθάληζαλ δηαθνξέο ζηελ 

εηθόλα ηνπ επηπέδνπ έθθξαζήο ηνπο όηαλ εμεηάζηεθαλ κε ην έλα ή κε ην άιιν αληίζσκα, 

σζηόζν δελ παξαηεξήζεθαλ ζεκαληηθέο δηαθνξέο ζηα επίπεδα έθθξαζεο ηνπο πνπ λα 

ζρεηίδνληαη κε ην ρξόλν ζπιινγήο ηνπο (Δηθόλα 4.10). Ζ εηθόλα ηεο έθθξαζεο, όηαλ απηή 

κειεηήζεθε κε ην αληίζσκα γηα ηελ p110α, ήηαλ δηαθνξεηηθή (ζεκαληηθά ρακειόηεξε) 

ζπγθξηηηθά κε ηελ εηθόλα ηεο έθθξαζεο, όηαλ κειεηήζεθε κε ην άιιν αληίζσκα (αληη-GFP). 

Δπηπιένλ, ην αληίζσκα ηεο p110α θάλεθε λα πξνζδέλεηαη κε εηδηθά θαη ζε άιιεο δώλεο 

δηαθνξεηηθνύ κνξηαθνύ κεγέζνπο. Από ηα παξαπάλσ επξήκαηα πξνθύπηεη πσο ην αληίζσκα 

ηεο p110α θαίλεηαη λα κελ είλαη απόιπηα εηδηθό γηα ηελ πξσηεΐλε, νύηε απνηειεζκαηηθό γηα 

ηζρπξή πξόζδεζε. Απηό πηζαλώο ππνδειώλεη όηη ηα επίπεδα έθθξαζεο πνπ αληρλεύνληαη από 

ην αληίζσκα (ζηα πεηξάκαηα έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο κε ην ζύζηεκα ηνπ βαθνπιντνύ, 

Δηθόλεο 4.4 - 4.6) δελ αληηθαηνπηξίδνπλ ηα πξαγκαηηθά επίπεδα έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο 

(ππνεθηηκνύλ ηελ έθθξαζε).  
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Εικόνα 4.10: Αλνζναπνηύπσζε ηεο ππεξέθθξαζεο ηεο p110α-Δ545Κ ππνκνλάδαο ζε θύηηαξα ΗΔΚ293 

θαη έιεγρνο ηεο έθθξαζεο ηεο ζπληεγκέλεο πξσηεΐλεο κε δπν δηαθνξεηηθά αληηζώκαηα, κε ην έλα έλαληη 

ηεο p110α θαη ην άιιν έλαληη ηεο ΔGFP πξσηεΐλεο. 

 

 

 

4.3 Έιεγρνο ηεο αλαζηνιήο ηεο δξάζεο ηεο θηλάζεο ζε in vitro πεηξάκαηα, απνπζία 

θπηηάξσλ 

 

     Γηα ηελ εύξεζε εμεηδηθεπκέλσλ αλαζηνιέσλ ησλ κεηαιιαγκέλσλ κνξθώλ ηεο θηλάζεο, 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ in vitro πεηξάκαηα πνζνηηθνπνίεζεο ηεο ελεξγόηεηαο ηεο θηλάζεο, 

παξνπζία ησλ ππνςήθησλ αλαζηνιέσλ. Οη ππνςήθηνη αλαζηνιείο πξνθύπηνπλ από de novo 

(εμαξρήο) ζρεδηαζκό θαη εηθνληθή αμηνιόγεζε ρεκηθώλ κνξίσλ, κέζσ ππνινγηζηή θαη κε 

βάζε ηε δνκή ηεο κεηαιιαγκέλεο πξσηεΐλεο, ελ πξνθεηκέλσ ηεο E545K (ζπλεξγαζία κε ην 

εξγαζηήξην ηεο Γξ. Εσήο Κνύξληα, ΗΒΔΑΑ). Σα ππνςήθηα θάξκαθα ζα πξέπεη λα ζηνρεύνπλ 

απνθιεηζηηθά ηε κεηαιιαγκέλε κνξθή ηεο θηλάζεο, αθήλνληαο αλέπαθε ηελ θπζηνινγηθή.  

     Αξρηθά, πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα ζηελ κεηαιιαγκέλε πξσηεΐλε. πσο θαίλεηαη 

ζηελ Δηθόλα 4.11, ηξία κόξηα από ηνπο ππνςήθηνπο αλαζηνιείο πξνθάιεζαλ αλαζηνιή ηεο 

θηλάζεο, όπνπ ηα BRF-037 θαη -038 πξνθαινύλ ηθαλνπνηεηηθή αλαζηνιή θαη ζηηο δύν 

ζπγθεληξώζεηο. 
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Εικόνα 4.11: Δπίδξαζε δύν ζπγθεληξώζεσλ (50 θαη 200 κΜ) ησλ κνξίσλ BRF027, -037 θαη  -038 

ζηελ ελεξγόηεηα ηεο κεηαιιαγκέλεο PI3K (Δ545Κ). Ο έιεγρνο πξαγκαηνπνηήζεθε ζε 3 αλεμάξηεηα 

πεηξάκαηα. 

 

 

 

     Έπεηηα, εμεηάζηεθε ε επίπησζε ηνπο ζηελ θπζηνινγηθή θηλάζε, θαζώο νη εμεηδηθεπκέλνη 

αλαζηνιείο δελ ζα πξέπεη λα επεξεάδνπλ ηελ ελεξγόηεηα ηεο θπζηνινγηθήο πξσηεΐλεο. ηελ 

Δηθόλα 4.12 θαίλεηαη ε επίδξαζε ησλ κνξίσλ BRF-027, -037 θαη -038, ζηελ δξάζε ηεο PI3K 

αγξίνπ ηύπνπ. πσο πξνθύπηεη από ηελ εηθόλα, ν BRF-027 πξνθάιεζε αλαζηνιή ζηελ 

θπζηνινγηθή  θηλάζε, ελώ ηα άιια δύν κόξηα όρη. πλεπώο, o BRF-027 δελ απνηειεί εηδηθό 

αλαζηνιέα ηεο κεηαιιαγκέλεο κνξθήο θαη απνθιείζηεθε από πεξαηηέξσ κειέηε. 
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Εικόνα 4.12: Δπίδξαζε δύν ζπγθεληξώζεσλ (50 θαη 200 κΜ) ησλ κνξίσλ BRF-027, -037 θαη -038 

ζηελ ελεξγόηεηα ηεο θπζηνινγηθήο PI3K. Ο έιεγρνο πξαγκαηνπνηήζεθε ζε 3 αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. 

 

 

 

     Έηζη, ηα πεηξάκαηα ζπλερίζηεθαλ κε πξνζδηνξηζκό ηεο ηηκήο IC50 γηα απηά ηα δπν κόξηα 

ζηελ κεηαιιαγκέλε θηλάζε. Ζ κειέηε γηα ην BRF-038 έδεημε πσο ην κόξην απηό δελ είρε 

αλαζηνιή ζηελ κεηαιιαγκέλε θηλάζε, ζε αληίζεζε κε ηα πξνεγνύκελα πεηξάκαηα. Ωζηόζν, 

ην BRF-037 είρε αλαζηνιή ζηε κεηαιιαγκέλε θηλάζε θαη πξνζδηνξίζηεθε θαη ε 

ζπγθέληξσζε ηνπ κνξίνπ πνπ κπνξεί λα πξνθαιέζεη 50% αλαζηνιή ηεο θηλάζεο, ε νπνία 

είλαη 29,5 κΜ. (Δηθόλα 4.13). Σν γεγνλόο απηό θαζηζηά ην ζπγθεθξηκέλν κόξην σο έλα 

ηθαλνπνηεηηθό αλαζηνιέα ηεο πξσηεΐλεο, ν νπνίνο κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα κειινληηθά 

πεηξάκαηα πξνζδηνξηζκνύ ηνπ ηξόπνπ δξάζεο ηνπ κνξίνπ. 
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Εικόνα 4.13: Δπίδξαζε απμαλόκελσλ ζπγθεληξώζεσλ (6,75, 12,5, 25, 50, 100  θαη 200 κΜ) ηνπ κνξίνπ  

ΒRF-037 ζηελ ελεξγόηεηα ηεο κεηαιιαγκέλεο θηλάζεο (Δ545Κ). Ο έιεγρνο πξαγκαηνπνηήζεθε ζε 3 

αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. 
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5.  ΤΕΖΣΖΖ 

 

5.1 Παξαγσγή ηεο πξσηεΐλεο κε ην ζύζηεκα ηνπ βαθνπιντνύ 

 

     Πξσηαξρηθόο ζηόρνο ηεο παξνύζαο εξγαζίαο ήηαλ ε παξαγσγή ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ 

ππνκνλάδσλ, p110α θαη p85α, αιιά θαη ησλ δπν πην ζπρλώλ κεηαιιαγώλ ηεο θαηαιπηηθήο 

ππνκνλάδαο Δ545Κ θαη H1047R, κε ην ζύζηεκα Bac-to-Bac (Invitrogen, 2013) ην νπνίν 

επηηξέπεη κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο θαη πςειή παξαγσγηθόηεηα αθόκα θαη 

πξσηετλώλ κεγάινπ κνξηαθνύ κεγέζνπο (άλσ ησλ 130 kDa). 

     Ζ έθθξαζε ησλ WT p110α, E545K θαη p85α ήηαλ ηθαλνπνηεηηθή κεηά ηε δηακόιπλζε κε 

ηα αλαζπλδπαζκέλα bacmids, κε εμαίξεζε ηελ H1047R πνπ δελ θάλεθε λα εθθξάδεηαη ην 

ίδην θαιά. Ωζηόζν, όζνλ αθνξά ηελ έθθξαζε ηνπο έπεηηα από επηκόιπλζε κε ηνλ 

παξαγόκελν ηό γεληάο Ρ1, αλ θαη παξαηεξήζεθε έθθξαζε όισλ ησλ ππνκνλάδσλ, ε έθθξαζε 

ηεο Δ545Κ θαη ηεο WT ήηαλ ζεκαληηθά κεησκέλε, ελώ ηεο Ζ1047R θπκαηλόηαλ ζηα ίδηα 

ρακειά επίπεδα. Σν γεγνλόο απηό δελ ήηαλ αλακελόκελν, θαζώο θαηά ηελ επηκόιπλζε 

αλακέλεηαη θαιύηεξε έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο (ε κόιπλζε ησλ θπηηάξσλ επηβεβαηώζεθε από 

ηα έληνλα κνξθνινγηθά ζεκάδηα ησλ θπηηάξσλ, Δηθόλα 4.3). Ζ έθθξαζε ηεο θπζηνινγηθήο 

ξπζκηζηηθήο ππνκνλάδαο ήηαλ απμεκέλε ζηε δεύηεξε πεξίπησζε, όπσο αλακέλνληαλ, θαη 

ζπλνιηθά θαιύηεξε ζε ζρέζε κε ηελ έθθξαζε ηεο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο. Ο ηόο γεληάο Ρ2 

πνπ παξάρζεθε ήηαλ πην απνηειεζκαηηθόο, θαζώο ηα ζεκάδηα ηεο κόιπλζεο ήηαλ νξαηά 

λσξίηεξα (3 κέξεο κεηά ηελ επηκόιπλζε ζε αληίζεζε κε ηηο 5 εκέξεο ζηα πξνεγνύκελα 

πεηξάκαηα) θαη παξαηεξήζεθε έθθξαζε όισλ ησλ ππνκνλάδσλ, αθόκα θαη ηεο Ζ1047R πνπ 

ήηαλ πνιύ ρακειή. πλεπώο, επηβεβαηώζεθε ε ελίζρπζε ηνπ ηίηινπ ηνπ ηνύ. 

     Σειηθά, απνκνλώζεθε ν ηόο γεληάο Ρ3, ν νπνίνο ζύκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηεο εηαηξείαο 

(Invitrogen, 2013), ζεσξείηαη ε θαηάιιειε γεληά γηα ηελ απνηειεζκαηηθή έθθξαζε ηεο 

πξσηεΐλεο. Γηεξεπλήζακε ηηο παξακέηξνπο (ρξόλνο κεηά ηελ κόιπλζε θαη πνζόηεηα ηνπ ηνύ) 

γηα ηελ απνδνηηθή παξαγσγή ηεο πξσηεΐλεο ζε κηθξή θιίκαθα, ώζηε λα θαζνξηζηνύλ νη 

βέιηηζηεο ζπλζήθεο πξηλ ηελ ηειηθή παξαγσγή πξσηεΐλεο ζε κεγάιεο θιίκαθαο θαιιηέξγεηα 

θπηηάξσλ. Ωζηόζν ε εηθόλα ηεο έθθξαζεο δελ ήηαλ ηδηαίηεξα ηθαλνπνηεηηθή. Δλώ γηα ηελ 

ξπζκηζηηθή ππνκνλάδα θάλεθε όηη ν ηόο ιεηηνπξγεί πνιύ θαιά θαη ε έθθξαζε ηεο ζρεηίδεηαη 

κε ηελ πνζόηεηα ηνπ ηνύ θαη ην ρξόλν ζπιινγήο (ε κέγηζηε πνζόηεηα πξσηεΐλεο ζηα 90 κl 

θαη κεηά από 72 ώξεο), ε έθθξαζε ηεο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο ήηαλ ρακειόηεξε (κε ηε 

ρξήζε ηνπ ηνύ Ρ3) ζε ζρέζε κε ηελ παξαγσγή κε ηό πξνεγνύκελεο γεληάο. ηε WT θαη ζηελ 
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Δ545Κ παξαηεξήζεθε κηα κηθξή παξαγσγή, ζηηο 72 θαη 48 ώξεο αληίζηνηρα, θαη ζηηο 

κεγαιύηεξεο ζπγθεληξώζεηο ηνπ ηνύ 30-90 κl, ελώ ζηελ H1047R δελ παξαηεξήζεθε θακία 

δώλε, πηζαλώο ιόγσ απμεκέλεο ηνμηθόηεηαο. 

     Από ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα θάλεθε πσο ν θαηαιιειόηεξνο ρξόλνο ζπιινγήο 

θπκαίλεηαη κεηαμύ 48 θαη 72 σξώλ, γεγνλόο πνπ είλαη αλακελόκελν θαζώο ην cDNA ηεο 

ΡΗ3Κ βξίζθεηαη ππό ηε δξάζε ηνπ ππνθηλεηή ηνπ γνληδίνπ ηεο πνιπεδξίλεο, ην νπνίν είλαη 

ελεξγό ζηα ηειεπηαία ζηάδηα ηεο κόιπλζεο. ζν πην ελεξγή είλαη κνξθή ηεο ΡΗ3Κ ηόζν πην 

ζύληνκνο είλαη ν ρξόλνο έθθξαζεο ηεο (Burke et al., 2012), γεγνλόο πνπ εξκελεύεη ηελ 

ζύληνκε έθθξαζε ηεο Δ545Κ (48 ώξεο). Οη πξνηηκώκελεο πνζόηεηεο ηνπ ηνύ θαίλεηαη λα 

είλαη νη δύν κεγαιύηεξεο. Παξόια απηά, ε έθθξαζε ησλ δπν κεηαιιαγκέλσλ ππνκνλάδσλ 

πνπ είλαη πην ελεξγέο ζε ζρέζε κε ηε WT, θαη ηδηαηηέξσο ηεο H1047R πνπ ζεσξείηαη ε πην 

ελεξγή από ηηο δπν, θάλεθε λα είλαη δύζθνιε, πηζαλώο ιόγσ ηνμηθόηεηαο πνπ επεξεάδεη ηε 

βησζηκόηεηα ησλ θπηηάξσλ. Παξόκνην πξόβιεκα αληηκεησπίζηεθε από ηνπο Madleker et al. 

(2009) κε ηελ πξνζζήθε αλαζηνιέα ηεο ΡΗ3Κ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο επηκόιπλζεο, γεγνλόο πνπ 

αύμεζε ζεκαληηθά ηελ απόδνζε.  

     Έλα άιιν πηζαλό ζελάξην είλαη ε απνηθνδόκεζε ηεο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο από 

θπηηαξηθέο ή/θαη ηηθέο πξσηεάζεο. Γηα ηελ απνθπγή ηεο απνηθνδόκεζεο ηεο πξσηεΐλεο θαηά 

ηελ ζπιινγή θαη ιύζε ησλ θπηηάξσλ, κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί κίγκα αλαζηνιέσλ ησλ 

πξσηεαζώλ πνπ ζα εμαζθαιίζεη ηελ αθεξαηόηεηα ηεο παξαγόκελεο πξσηεΐλεο. 

     Δπηπξόζζεηα, έλα ζεκαληηθό πξόβιεκα θαηά ηελ πξνζπάζεηα παξαγσγήο ηεο p110α 

θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο είλαη ε εμάξηεζή ηεο από ηελ p85α ξπζκηζηηθή ππνκνλάδα, ε νπνία 

θαίλεηαη πσο ζηαζεξνπνηεί ηε κνλνκεξή αζηαζή θαηαιπηηθή ππνκνλάδα θαη ηαπηόρξνλα 

θαηαζηέιιεη ηε δξάζε ηεο (Yu et al., 1998). Έηζη, γηα ηελ έθθξαζε ελεξγνύο ζπκπιόθνπ, 

πξνηηκάηαη ε ζπλέθθξαζε ησλ δπν ππνκνλάδσλ ζε θύηηαξα εληόκσλ, θαζώο νη πξνζπάζεηεο 

γηα ηελ παξαγσγή κνλνκεξνύο p110α δελ είραλ ζεηηθά απνηειέζκαηα. Πξνθαλώο, ε έθθξαζε 

ελόο ζηαζεξνύ εηεξνδηκεξνύο εμαξηάηαη από ηελ αιιειναλαδίπισζε ησλ δύν ππνκνλάδσλ 

θαηά ηε δηάξθεηα ηεο έθθξαζεο (Meier et al., 2004; Sinnamon et al., 2010). 

     Πνιινί παξάγνληεο κπνξνύλ λα επεξεάζνπλ ηελ παξαγσγή ηεο πξσηεΐλεο, αλάκεζα ζε 

απηνύο θαη ν ηίηινο ηνπ ηνύ πνπ ρξεζηκνπνηείηαη. Με ην ζύζηεκα Bac-to-Bac (Invitrogen, 

2013) o ηίηινο ηνπ ηνύ πνπ παξάγεηαη ζε θάζε γεληά κπνξεί λα ζεσξεζεί όηη θπκαίλεηαη εληόο 

θάπνησλ νξίσλ θαη ε Ρ3 γεληά πξνηείλεηαη σο ε ηδαληθόηεξε γηα απηόλ ηνλ ζθνπό. Ωζηόζν, 

ζηα πεηξάκαηά καο ε εηθόλα ήηαλ δηαθνξεηηθή γηα ην γνλίδην ηεο ξπζκηζηηθήο θαη ηεο 

θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο. Ίζσο ε Ρ3 γεληά ηνπ ηνύ λα κελ είλαη ε θαηαιιειόηεξε γηα ηελ 

έθθξαζε ηεο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο, θαη ν θαηάιιεινο ηόο λα είλαη ηεο γεληάο Ρ2. 
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     Σέινο έλα πξόβιεκα πνπ παξαηεξήζεθε θαηά ηε δηάξθεηα ησλ πεηξακάησλ ήηαλ ε κε 

εηδηθή αλίρλεπζε ησλ πξσηετληθώλ δσλώλ από ην αληίζσκα ηεο p110α, γεγνλόο πνπ 

δηεξεπλήζεθε ζε δηαθνξεηηθό ζύζηεκα έθθξαζεο, απηό ησλ ΖΔΚ293 θπηηάξσλ κε ηε ρξήζε 

θνξέα πνπ νδεγεί ζηε ζύληεμε ηνπ γνληδίνπ κε ηελ EGFP πξσηεΐλε. Καηά ηε ζύγθξηζε ηεο 

εηθόλαο ηεο έθθξαζεο κε ηα δύν αληηζώκαηα, αληη-p110α θαη αληη-EGFP, θάλεθε όηη ην 

αληίζσκα ηεο p110α δελ ήηαλ ηθαλό λα αληρλεύζεη κε ηελ ίδηα απνηειεζκαηηθόηεηα ηελ 

έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο θαη δελ είλαη απόιπηα εηδηθό. πλεπώο, ηα επίπεδα έθθξαζεο πνπ 

παξαηεξήζεθαλ κε ηε ρξήζε ηνπ κπνξεί λα κελ αληηθαηνπηξίδνπλ ηα πξαγκαηηθά επίπεδα 

έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο.  

     Γηα ηελ βειηηζηνπνίεζε ηεο έθθξαζεο, πξηλ απηή πξαγκαηνπνηεζεί ζε κεγάιε θιίκαθα, 

ρξεηάδεηαη λα γίλνπλ ηερληθέο δηνξζώζεηο θαη κέλεη λα αμηνινγεζεί αλ ην θόζηνο απηνύ ηνπ 

ζπζηήκαηνο είλαη ζπκθεξόηεξν από ηελ αγνξά ησλ αληίζηνηρσλ πξσηετλώλ. Αθνύ 

ζπλεθθξαζζνύλ νη ππνκνλάδεο γηα ηε δεκηνπξγία ηνπ εηεξνδηκεξνύο κνξίνπ, κέλεη λα 

πξνζδηνξηζζεί αλ ζα είλαη ελεξγό κε πεηξάκαηα πξνζδηνξηζκνύ ηεο ελεξγόηεηαο ηνπ. 

 

 

5.2 Δύξεζε αλαζηνιέσλ εηδηθώλ γηα ηε κεηαιιαγκέλε κνξθή ηεο θηλάζεο 

 

     ηελ παξνύζα εξγαζία κειεηήζεθαλ κόξηα ηα νπνία έρνπλ ζρεδηαζηεί εηδηθά γηα ηελ 

αλαζηνιή ηεο κεηαιιαγκέλεο κνξθήο ηεο θηλάζεο Δ545Κ, ζε in vitro πεηξάκαηα κέηξεζεο 

ηεο ελεξγόηεηαο ηεο θηλάζεο παξνπζία ηνπ θπζηθνύ ηεο ππνζηξώκαηνο (ΡΗΡ2 ζε 

ιηπνζώκαηα). Ζ ζεκαζία εύξεζεο αλαζηνιέσλ πνπ ζα είλαη όρη κόλν εηδηθνί γηα ηελ α 

ηζνκνξθή ηεο πξσηεΐλεο, αιιά πην ζπγθεθξηκέλα γηα ηηο κεηαιιαγκέλεο κνξθέο ηεο, έρεη 

ηνληζηεί ζηε δηεζλή βηβιηνγξαθία, θαζώο απηό ζα κείσλε ζεκαληηθά ηηο πηζαλέο παξελέξγεηεο 

ηνπ αλαζηνιέα ζε πεηξάκαηα in vivo.  

     Γηα ηνλ ζθνπό απηό, ηα αξρηθά πεηξάκαηα έγηλαλ κε ηελ κεηαιιαγκέλε θαη έπεηηα κε ηελ 

αγξίνπ ηύπνπ θηλάζε, κε ζηόρν λα απνθιεηζηνύλ ηα κόξηα πνπ ζα πξνθαινύζαλ ηελ 

αλαζηνιή ηεο θπζηνινγηθήο πξσηεΐλεο θαη επνκέλσο, δελ ζα ήηαλ εμεηδηθεπκέλνη αλαζηνιείο 

ηεο κεηαιιαγκέλεο κνξθήο. Με απηόλ ηνλ ηξόπν απνθιείζηεθε ν αλαζηνιέαο BRF-027, 

θαζώο θάλεθε λα αλαζηέιιεη ζεκαληηθά ηελ θπζηνινγηθή θηλάζε θαη ζπλεπώο δελ είρε 

ελδηαθέξνλ γηα ηε ζπλέρεηα ηεο κειέηεο. ηελ επόκελε θάζε πξνζδηνξίζηεθε ην IC50 ησλ 

κνξίσλ πνπ δελ πξνθάιεζαλ αλαζηνιή ζηελ θπζηνινγηθή θηλάζε θαη ζα κπνξνύζαλ ζπλεπώο 

λα απνηεινύλ εηδηθνύο αλαζηνιείο ηεο κεηαιιαγκέλεο κνξθήο. O BRF-038 δελ θαίλεηαη λα 

πξνθαιεί αλαζηνιή ηεο κεηαιιαγήο, ελώ ν BRF-037 πξνθαιεί 50% αλαζηνιή ηεο 
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ελεξγόηεηαο θηλάζεο ζηελ ηηκή ησλ 29,5 κΜ θαη ζπλεπώο απνηειεί ηθαλνπνηεηηθό αλαζηνιέα 

πνπ κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί ζε επόκελα πεηξάκαηα. 

     Μέρξη ζήκεξα νη αλαζηνιείο ηεο PI3Κ είλαη θπξίσο αληαγσληζηηθνί αλαζηνιείο ηεο ζέζεο 

δέζκεπζεο ηνπ ΑΣΡ ζην ελεξγό θέληξν ηεο θηλάζεο. κσο απηή ε ζέζε είλαη πςειά 

ζπληεξεκέλε κεηαμύ ησλ ηζνκνξθώλ ηεο Η ηάμεο ηεο ΡΗ3Κ κε απνηέιεζκα λα είλαη δύζθνιν 

λα βξεζνύλ εηδηθνί αλαζηνιείο γηα ηελ θάζε ηζνκνξθή. Ωζηόζν, απηό δελ είλαη αθαηόξζσην 

δηόηη ππάξρνπλ αξθεηά θνκβηθά θαηάινηπα πνπ είλαη δηαθνξεηηθά ζηηο ηέζζεξηο απηέο 

ηζνκνξθέο θαη κπνξνύλ λα ρξεζηκνπνηεζνύλ γηα ηελ αλάπηπμε ηέηνησλ αλαζηνιέσλ (Sabbah 

et al., 2016). 

     κσο, αθόκα θαη έλαο εμεηδηθεπκέλνο αλαζηνιέαο γηα ηελ α ηζνκνξθή κπνξεί λα 

πξνθαιέζεη ηνμηθόηεηα, πρ. ιόγσ ηεο ζεκαζίαο ηεο θπζηνινγηθήο p110α ζην κεηαβνιηζκό 

ηεο γιπθόδεο (Foukas et al., 2006). Οη δπν πην ζπρλέο κεηαιιαγέο ηεο p110α, E545K θαη 

H1047R, εληνπίδνληαη ζηελ ειηθνεηδή θαη ηελ πεξηνρή ηεο θηλάζεο αληίζηνηρα, όρη όκσο ζηελ 

ζέζε πξόζδεζεο ηνπ ΑΣΡ. Σν γεγνλόο απηό κπνξεί λα ζπκβάιιεη ζηελ πξνζπάζεηα 

αλάπηπμεο αλαζηνιέσλ πνπ ζα ζηνρεύνπλ ζε άιιεο πεξηνρέο ηεο θηλάζεο (αιινζηεξηθνί 

αλαζηνιείο) θαη πνπ είλαη πην πηζαλό λα δξνπλ εμεηδηθεπκέλα γηα απηέο ηηο κεηαιιαγκέλεο 

κνξθέο. Γηα παξάδεηγκα, ε Ζ1047R πξνθαιεί αιιαγή ζηε δηακόξθσζε ηεο θηλάζεο, ε νπνία 

επλνεί ηελ πξόζδεζε ηεο ζηε κεκβξάλε θαη ηελ απμεκέλε πξόζδεζε ηνπ ΑΣΡ. Απηέο νη 

εθηεηακέλεο αιιαγέο ζηε δνκή ηνπ κνξίνπ κπνξνύλ λα ρξεζηκνπνηεζνύλ σο ζέζεηο-ζηόρνη 

γηα ηελ αλάπηπμε αιινζηεξηθώλ αλαζηνιέσλ πνπ ζα επεξεάδνπλ ηε ζύλδεζε κε ηε 

κεκβξάλε. 

     Ζ ζπγθεθξηκέλε in vitro δνθηκαζία πνπ εθαξκόζηεθε ζε απηή ηελ εξγαζία απνηειεί ην 

πξώην βήκα γηα ηελ αλαθάιπςε πηζαλώλ εηδηθώλ αλαζηνιέσλ. Αθνύ βξεζνύλ κόξηα ηα νπνία 

αλαζηέιινπλ ηε δξάζε ηεο θηλάζεο, ε ζπγθεθξηκέλε δνθηκαζία επηηξέπεη ηελ ηξνπνπνίεζε 

ησλ παξακέηξσλ ηεο ώζηε λα δηεξεπλεζεί ν πηζαλόο ηξόπνο δξάζεο ησλ κνξίσλ απηώλ, γηα 

παξάδεηγκα θαζνξηζκόο ζπλαγσληζηηθνύ-αιινζηεξηθνύ αλαζηνιέα, κε ηελ ρξήζε πςειήο θαη 

θπζηνινγηθήο ζπγθέληξσζεο ΑΣΡ θαηά ηελ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία. ηε ζπλέρεηα, κέλεη λα 

αμηνινγεζεί ε δξάζε ησλ αλαζηνιέσλ κε κειέηεο ζε δηάθνξεο θαξθηληθέο θπηηαξηθέο ζεηξέο. 

Έπεηηα, ε ζπλέρηζε ηεο αμηνιόγεζεο ησλ κνξίσλ πεξηιακβάλεη καθξνρξόληεο κειέηεο ζε 

πεηξακαηόδσα θαη, ηειηθώο, ζηνλ ίδην ηνλ άλζξσπν. 
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