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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1. Θεμελιώδεις αρχές της καρκινογένεσης 

Σύμφωνα με τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας ο καρκίνος αποτελεί τη δεύτερη συχνότερη 

αιτία θανάτου παγκοσμίως. Κύρια αίτια εμφάνισης του καρκίνου αποτελούν περιβαλλοντικοί 

καρκινογόνοι παράγοντες, όπως η υπεριώδης και υπέρυθρη ακτινοβολία, οι χημικές 

καρκινογόνες ουσίες που περιέχονται στον καπνό, η συχνή έκθεση σε παράγοντες όπως ο 

αμίαντος και το ραδόνιο, αλλά και η μόλυνση από κάποιους τύπους ιών και βακτηρίων, 

όπως οι ιοί της ηπατίτιδας. Επιπλέον, παράγοντες που αυξάνουν σημαντικά τον κίνδυνο 

εμφάνισης καρκίνου αποτελούν η κακή διατροφή, η έλλειψη άσκησης και η κατανάλωση 

αλκοόλ. 

Η μεταλλαγή ενός φυσιολογικού κυττάρου σε καρκινικό κύτταρο, γνωστή ως 

καρκινογένεση, είναι μια πολύπλοκη διαδικασία πολλών σταδίων και οφείλεται στη 

συσσώρευση γενετικών και επιγενετικών μεταβολών σε γονίδια που ελέγχουν βασικές 

κυτταρικές λειτουργίες, όπως τις μεταβολικές πορείες, τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, τον 

κυτταρικό θάνατο, τη διαφοροποίηση, και την επιδιόρθωση του DNA. Μεταξύ αυτών των 

γονιδίων είναι τα πρωτο-ογκογονίδια, τα ογκοκατασταλτικά ογκογονίδια και οι επιγενετικοί 

ρυθμιστές (1-9).  

Έχει προταθεί ότι απαιτούνται περίπου 4 έως 7 γενετικές αλλαγές για τη μετατροπή ενός 

φυσιολογικού κυττάρου σε καρκινικό, και το γεγονός αυτό αποτελεί ένα λόγο που ο καρκίνος 

εμφανίζεται συχνότερα σε πιο προχωρημένη ηλικία (10). Τα αποτέλεσμα αυτών των 

γενετικών και επιγενετικών μεταβολών, είναι τα καρκινικά κύτταρα να αποκτούν κάποιες 

ξεχωριστές ικανότητες, διακριτές από τα φυσιολογικά κύτταρα, οι οποίες πλέον είναι 

γνωστές ως «χαρακτηριστικά του καρκίνου» ή ως «hallmarks of cancer» και αφορούν 

σχεδόν όλους τους τύπους καρκίνου (Εικόνα 1.1). (1). Οι 6 χαρακτηριστικές ικανότητες των 

καρκινικών κυττάρων απαρτίζουν ένα θεμελιώδες πλαίσιο για την κατανόηση της 

αξιοσημείωτης ποικιλομορφίας των νεοπλασματικών νόσων.  
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Εικόνα 1.1. Οι επίκτητες χαρακτηριστικές ικανότητες των καρκινικών κυττάρων (Hallmarks of 

cancer). Οι 6 επίκτητες ικανότητες των καρκινικών κυττάρων είναι χαρακτηριστικές και 

συμπληρωματικές που επιτρέπουν τον πολλαπλασιασμό και τη μετάστασή τους, συμβάλλοντας 

στην κατανόηση της βιολογίας του καρκίνου (1). 

 

Έχει καταδειχθεί ότι οι όγκοι δεν αποτελούν μια απλή, απομονωμένη μάζα 

πολλαπλασιαζόμενων κυττάρων, αλλά είναι σύνθετοι ιστοί οι οποίοι αποτελούνται από 

πολλούς διαφορετικούς τύπους κυττάρων που αναπτύσσουν ετεροτυπικές 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ τους. Τα φυσιολογικά κύτταρα που στρατολογούνται και τα οποία 

σχηματίζουν το συνοδευτικό στρώμα του όγκου (tumor-associated stroma), συμμετέχουν 

ενεργά και όχι παθητικά στην καρκινογένεση, και επομένως συμβάλλουν στην ανάπτυξη 

και στην έκφραση συγκεκριμένων χαρακτηριστικών δυνατοτήτων του όγκου. Είναι πλέον 

φανερό ότι η βιολογία των όγκων δεν μπορεί απλά να κατανοηθεί καταγράφοντας τα 

χαρακτηριστικά και τις δυνατότητες των καρκινικών κυττάρων αλλά θα πρέπει να 

λαμβάνεται υπόψη και η συμβολή του «μικροπεριβάλλοντος του όγκου» στην 

πολυσταδιακή διαδικασία της καρκινογένεσης. 
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Οι 6 χαρακτηριστικές ικανότητες των καρκινικών κυττάρων περιλαμβάνουν (1, 3, 11-16): 

1. Τη διατήρηση μιτογόνων ερεθισμάτων του κυτταρικού πολλαπλασιασμού:  

Αυτό επιτυγχάνεται με τη απορρύθμιση της βιοσύνθεσης και της έκκρισης αυξητικών 

παραγόντων και κυτταροκινών, καθώς επίσης και της ενεργότητας των διαμεμβρανικών 

υποδοχέων τους που οφείλεται σε γενετικές μεταλλάξεις που συσσωρεύουν τα καρκινικά 

κύτταρα. 

2. Την απορρύθμιση των ογκοκατασταλτικών γονιδίων: 

Τα καρκινικά κύτταρα θα πρέπει να υπερβούν τους μηχανισμούς που καταστέλλουν τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό, όπως μηχανισμούς που εξαρτώνται από την δράση των 

ογκοκατασταλτικών γονιδίων. Τα ογκοκατασταλτικά γονίδια RB και p53 παίζουν κεντρικό 

ρόλο σε ρυθμιστικά δίκτυα τα οποία προάγουν ή καταστέλλουν τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό ή επάγουν την γήρανση και την απόπτωση των καρκινικών κυττάρων. 

Ενώ η pRb ενσωματώνει ανασταλτικά εξωκυτταρικά σήματα, η p53 ενσωματώνει 

ανασταλτικά ενδοκυτταρικά στρεσογόνα σήματα. Επίσης οι διακυτταρικές επαφές που 

σχηματίζονται σε πληθυσμούς κυττάρων που αναπτύσσονται σε πλήρη καλλιέργεια 2D 

οδηγούν στην καταστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού. Τέτοιες διακυτταρικές επαφές 

ελέγχονται επίσης από ογκοκατασταλτικά γονίδια όπως το NF2, που κωδικοποιεί για τη 

μερλίνη, μια πρωτεΐνη που εμπλέκεται στις διακυτταρικές επαφές με τη σύζευξη μορίων 

προσκόλλησης της κυτταρικής επιφάνειας όπως της Ε-καντερίνης με διαμεμβρανικούς 

υποδοχείς κινάσης τυροσίνης, όπως ο EGFR. 

3. Την αποφυγή της απόπτωσης, και γενικότερα αντίσταση στον κυτταρικό θάνατο:  

Ο προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος με απόπτωση αποτελεί ένα φυσικό 

προστατευτικό μηχανισμό ενάντια στην ανάπτυξη του καρκίνου. Η απόπτωση 

ενεργοποιείται από διάφορα στρεσογόνα ερεθίσματα που προσλαμβάνουν τα καρκινικά 

κύτταρα κατά την προοδευτική διαδικασία της καρκινογένεσης ή ως απόκριση σε 

αντικαρκινικές θεραπείες όπως η χρήση χημειοθεραπευτικών φαρμάκων. Μεταξύ των 

ενδογενών στρεσογόνων ερεθισμάτων είναι η ενεργοποίηση ογκογόνων σηματοδοτικών 

πορειών και η επαγωγή βλαβών στο DNA. Παρόλα αυτά, η απόπτωση καταστέλλεται σε 

καρκινικά κύτταρα στα όψιμα στάδια της καρκινογένεσης τα οποία αποκτούν και 

ανθεκτικότητα στις αντικαρκινικές θεραπείες. Τα καρκινικά κύτταρα είναι ανθεκτικά στην 

απόπτωση είτε με την αυξορρύθμιση των επιπέδων έκφρασης των αντι-αποπτωτικών 

πρωτεϊνών της υπεροικογένειας Bcl-2 ή διαμέσου μεταλλάξεων και απώλειας του 

ογκοκατασταλτικού γονιδίου TP53. 
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4. Τον ανεξέλεγκτο κυτταρικό πολλαπλασιασμό και την αθανατοποίηση:  

Σε αντίθεση με τα φυσιολογικά κύτταρα που έχουν ένα περιορισμένο δυναμικό κυτταρικών 

διαιρέσεων μετά το οποίο εισέρχονται σε κυτταρική γήρανση, τα καρκινικά κύτταρα θα 

πρέπει να έχουν ένα απεριόριστο δυναμικό κυτταρικών διαιρέσεων ώστε να μπορούν να 

σχηματίσουν μακροσκοπικούς όγκους. Αυτή η μετάβαση από ένα περιορισμένο σε ένα 

απεριόριστο δυναμικό κυτταρικών διαιρέσεων ονομάζεται αθανατοποίηση (immortalisation). 

Η κυτταρική γήρανση οφείλεται στη διάβρωση (ελάττωση του μεγέθους ή απώλεια) των 

τελομερών στα άκρα των χρωμοσωμάτων κατά την αντιγραφή του DNA λόγω της έλλειψης 

ενεργούς τελομεράσης (TERT), ενός ενζύμου που δύναται να αντιγράψει τα τελομερή. Σε 

αντίθεση, τα καρκινικά κύτταρα διατηρούν τα τελομερή με την ενεργοποίηση της TERT, η 

οποία φαίνεται να έχει και άλλες επιδράσεις καθώς εντοπίζεται σε πολλαπλές θέσεις στην 

χρωματίνη και όχι μόνον στα τελομερή. 

5. Την επαγωγή της αγγειογένεσης: 

Όπως και οι φυσιολογικοί ιστοί, οι καρκινικοί όγκοι χρειάζονται θρεπτικά συστατικά και 

οξυγόνο για να μεταβολίσουν και να απομακρύνουν τα καταβολικά προϊόντα και το CO2 ώστε 

να διατηρηθούν και να αναπτυχθούν. Η νεο-αγγειογένεση (σχηματισμός και εκβλάστηση 

νέων αγγείων) και αιμάτωση του όγκου που διεγείρεται από τα καρκινικά κύτταρα διασφαλίζει 

αυτές τις ανάγκες του όγκου (angiogenic switch). Η νεο-αγγειογένεση εξαρτάται από την 

ισορροπία μεταξύ διεγερτικών και κατασταλτικών σηματοδοτικών μορίων και παραγόντων 

της αγγειογένεσης, όπως ο αγγειακός ενδοθηλιακός παράγοντας-Α (Vascular Endothelial 

Growth Factor-A; VEGF-A), και η θρομβοσποντίνη-1 (thrombospondin-1; TSP-1), αντίστοιχα.  

6. Την ενεργοποίηση της διαδικασίας διείσδυσης και μετάστασης (invasion-metastasis 

cascade):  

Τα καρκινώματα που προέρχονται από επιθηλιακούς ιστούς εξελίσσονται προοδευτικά σε 

υψηλότερα στάδια κακοήθειας, με αποτέλεσμα να διεισδύουν στους παρακείμενους ιστούς, 

και διαμέσου του κυκλοφορικού και λεμφικού συστήματος να εγκαθιδρύουν μεταστάσεις σε 

απομακρυσμένους ιστούς/όργανα. Αυτές οι δύο ιδιότητες οφείλονται σε μεταβολές στο 

σχήμα των κυττάρων και της έκφρασης των μορίων προσκόλλησης που συμβάλλουν στις 

διακυτταρικές επαφές και στην προσκόλληση των κυττάρων στην εξωκυτταρική θεμέλια 

ουσία (Extracellular matrix; ECM). Η πιο καλά χαρακτηρισμένη μεταβολή είναι η 

μειορρύθμιση ή απώλεια της έκφρασης της Ε-καντερίνης (E-cadherin), ενός μορίου 

προσκόλλησης που συμβάλλει στις διακυτταρικές επαφές σχηματίζοντας συνδέσμους 

προσκόλλησης (adherens junctions) μεταξύ των παρακείμενων κυττάρων, και στη 

συγκρότηση επιθηλιακών στοιβάδων, διατηρώντας τα κύτταρα σε κατάσταση ηρεμίας σ’ 
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αυτές τις επιθηλιακές στιβάδες. Αυξημένα επίπεδα έκφρασης της Ε-καντερίνης συμβάλλουν 

στην καταστολή της διεισδυτικής και μεταστατικής ικανότητας των καρκινικών κυττάρων, 

ενώ χαμηλά επίπεδα έκφρασής της συμβάλλουν στην ενίσχυση αυτών των ιδιοτήτων. 

Επομένως δεν είναι τυχαίο ότι σε ανθρώπινα καρκινώματα ανιχνεύονται μεταλλάξεις στο 

γονίδιο της Ε-καντερίνης (CDH1) που οδηγούν στην απενεργοποίηση της πρωτεΐνης. Σε 

αντίθεση, μόρια που εμπλέκονται στην κυτταρική κινητικότητα και μετανάστευση κατά την 

εμβρυογένεση και τη φλεγμονή συνήθως αυξορρυθμίζονται. Για παράδειγμα, η Ν-καντερίνη 

(N-cadherin) που εκφράζεται σε νευρικά και μεσεγχυματικά (π.χ., ινοβλάστες) κύτταρα, 

υπερεκφράζεται σε μεταστατικά καρκινικά κύτταρα. Επομένως, οι ικανότητες διείσδυσης και 

μετάστασης των καρκινικών κυττάρων οφείλονται στην απώλεια ή υπερέκφραση μορίων 

προσκόλλησης που εμπλέκονται στις διακυτταρικές επαφές και στις αλληλεπιδράσεις 

μεταξύ κυττάρων και ECM. Η διείσδυση και η μετάσταση είναι πολυσταδιακές διαδικασίες 

που συνολικά αναφέρονται ως η διαδικασία διείσδυσης-μετάστασης (invasion-metastasis 

cascade).  

Τα καρκινικά κύτταρα αποκτούν αυτές τις ιδιότητες της διείσδυσης και μετάστασης 

ενεργοποιώντας τη διαδικασία της επιθηλιακής-προς-μεσεγχυματική μετατροπής (EMT). Η 

ΕΜΤ επάγεται από μια ομάδα πλειοτροπικών μεταγραφικών παραγόντων (Transcription 

Factors; TFs), όπως οι Snail (SNAI1), Slug (SNAI2), Twist και Zeb1/2. Οι πλειοτροπικοί TFs 

διεγείρουν την EMT και την διαδικασία διείσδυσης-μετάστασης, εκτός από το τελευταίο 

στάδιο της αποίκισης του ιστού/οργάνου από τα μεταστατικά καρκινικά κύτταρα. Αυτοί οι 

TFs ρυθμίζουν ο ένας τον άλλο και γονίδια-στόχους τους που εμπλέκονται στην ΕΜΤ. 

Μερικοί απ’ αυτούς τους μεταγραφικούς ρυθμιστές καταστέλλουν άμεσα την έκφραση της 

Ε-καντερίνης η οποία καταστέλλει την κινητικότητα και την διεισδυτικότητα των καρκινικών 

κυττάρων. Επιπλέον, οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ των καρκινικών κυττάρων και των 

παρακείμενων κυττάρων του στρώματος προάγουν τον μεταστατικό φαινότυπο που 

ρυθμίζεται από τους πλειοτροπικούς TFs. Αυτό υποστηρίζεται από το γεγονός ότι τα 

καρκινικά κύτταρα των καρκινωμάτων που εντοπίζονται στο μέτωπο διείσδυσης υπόκεινται 

σε ερεθίσματα του μικροπεριβάλλοντος τους και εμφανίζουν ΕΜΤ σε σύγκριση με τα 

αντίστοιχα καρκινικά κύτταρα στον πυρήνα του όγκου. Επομένως, τα καρκινικά κύτταρα 

εκκρίνουν παράγοντες που συμβάλλουν στην διέγερση των κυττάρων του στρώματος του 

όγκου και στην στρατολόγηση και ενεργοποίηση μακροφάγων (Tumour-associated 

Macrophages; TAMs). 

Τα καρκινικά κύτταρα τα οποία υπέστησαν EMT κατά τη διαδικασία της διείσδυσης-

μετάστασης σε έναν απομακρυσμένο ιστό/όργανο μετατρέπονται πάλι σε επιθηλιακά 

κύτταρα με την αντίστροφη διαδικασία της μεσεγχυματικής-επιθηλιακής μετατροπής 
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(Mesenchymal-Epithelial Transition; MET). Αυτή η πλαστικότητα επιτρέπει στα καρκινικά 

κύτταρα να σχηματίσουν αποικίες επιθηλιακών καρκινικών κυττάρων, με ιστοπαθολογία 

όμοια με εκείνη των επιθηλιακών καρκινικών κυττάρων του πρωτοπαθούς όγκου πριν να 

υποστούν ΕΜΤ. Να σημειωθεί ότι τα επιθηλιακά καρκινικά κύτταρα μπορεί να μην 

υποστούν πλήρη ΕΜΤ αλλά μερική ΕΜΤ αποκτώντας μερικά χαρακτηριστικά των 

μεσεγχυματικών κυττάρων που συμβάλλουν στην κινητικότητα και στην διεισδυτικότητα 

τους, διατηρώντας παράλληλα ορισμένα χαρακτηριστικά των επιθηλιακών κυττάρων του 

ιστού από τον οποίο προέρχονται. 

 

Οι χαρακτηριστικές ικανότητες των καρκινικών κυττάρων θεωρούνται επίκτητες 

λειτουργικές ιδιότητες οι οποίες επιτρέπουν στα καρκινικά κύτταρα να επιβιώσουν, να 

πολλαπλασιαστούν και να μεταναστεύσουν, και αποκτώνται σε διαφορετικούς όγκους με 

διαφορετικούς μηχανισμούς και σε διαφορετικές περιόδους κατά την πολυσταδιακή 

διαδικασία της καρκινογένεσης. Αυτές οι επίκτητες χαρακτηριστικές ικανότητες οφείλονται 

σε επιπλέον δύο ενεργοποιητικά χαρακτηριστικά (enabling characteristics) που 

δημιουργούν ένα ευνοϊκό περιβάλλον: τη γενωμική αστάθεια (genomic instability) που 

αναπτύσσουν τα καρκινικά κύτταρα και η οποία δημιουργεί τυχαίες μεταλλάξεις 

συμπεριλαμβανομένων των χρωμοσωμικών αναδιατάξεων (17-19), και την προ-

φλεγμονώδη κατάσταση των προ-καρκινικών και καρκινικών αλλοιώσεων η οποία 

οφείλεται στα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος και προάγεται από τα καρκινικά 

κύτταρα που είναι γνωστή ως ογκο-επαγόμενη φλεγμονή (Tumour-promoting 

inflammation) (1, 20-24) (Εικόνα 1.2). 

Αυτά τα δύο ενεργοποιητικά χαρακτηριστικά δημιουργούν ένα ευνοϊκό περιβάλλον 

και οδηγούν στην απόκτηση νέων χαρακτηριστικών ιδιοτήτων των καρκινικών κυττάρων, 

όπως η απορρύθμιση και επαναπρογραμματισμός του κυτταρικού μεταβολισμού, 

γνωστός ως το «φαινόμενο Warburg», ώστε να υποστηριχτεί ο πολλαπλασιασμός των 

καρκινικών κυττάρων, και η αποφυγή της καταστροφής τους από το ανοσοποιητικό 

σύστημα (Εικόνα 1.2) (1, 25). 
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Εικόνα 1.2. Ενεργοποιητικά χαρακτηριστικά (enabling characteristics) που δημιουργούν ένα 

ευνοϊκό περιβάλλον που οδηγούν σε νέες ικανότητες των καρκινικών κυττάρων (emerging 

hallmarks). Ένας αυξανόμενος αριθμός ερευνών υποδηλώνει ότι δύο επιπλέον χαρακτηριστικά του 

καρκίνου εμπλέκονται στην παθογένεση ορισμένων και ίσως όλων των μορφών καρκίνου. Το ένα 

περιλαμβάνει την ικανότητα τροποποίησης ή επαναπρογραμματισμού του κυτταρικού μεταβολισμού 

προκειμένου να υποστηρίξει αποτελεσματικότερα τον νεοπλασματικό πολλαπλασιασμό. Το δεύτερο 

επιτρέπει στα καρκινικά κύτταρα να αποφεύγουν την ανοσολογική καταστροφή. Επειδή καμία από αυτές 

τις ικανότητες δεν είναι ακόμη γενικευμένη και πλήρως βεβαιωμένη, χαρακτηρίζονται ως αναδυόμενες 

νέες χαρακτηριστικές ιδιότητες. Επιπλέον, δύο επακόλουθα χαρακτηριστικά της νεοπλασίας 

διευκολύνουν την απόκτηση τόσο των βασικών όσο και των αναδυόμενων χαρακτηριστικών. Η 

γενωμική αστάθεια (genomic instability) και επομένως η μεταλλαξιγένεση προσδίδουν στα καρκινικά 

κύτταρα γενετικές αλλοιώσεις που προάγουν την εξέλιξη του όγκου. Η φλεγμονή (inflammation) από 

έμφυτα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος (innate immune cells) που έχει εξελιχθεί για την 

καταπολέμηση λοιμώξεων και για την επούλωση τραυμάτων, μπορεί αντίθετα να οδηγήσει στην 

ακούσια υποστήριξη πολλαπλών χαρακτηριστικών ιδιοτήτων των καρκινικών κυττάρων, εκδηλώνοντας 

έτσι τις ευρέως εκτιμώμενες συνέπειες των φλεγμονωδών αποκρίσεων που προάγουν τον όγκο (1). 

 

1.2. Ογκογόνοι μεταγραφικοί παράγοντες 

Τα πυρηνικά πρωτο-ογκογονίδια κωδικοποιούν υπομονάδες μεταγραφικών παραγόντων 

μεταξύ των οποίων η ογκοπρωτεΐνες myc (Myc-Max) (26, 27) και fos (AP-1: Fos/Jun) (28, 

29), οι οποίες αλληλεπιδρούν μεταξύ τους και σχηματίζουν ομοδιμερείς και ετεροδιμερείς 

μεταγραφικούς παράγοντες οι οποίοι ενεργοποιούν ή καταστέλλουν την έκφραση γονιδίων-

στόχων τους. Τα πρωτο-ογκογονίδια MYC και FOS μπορούν να ενεργοποιηθούν με 

διαφόρους μηχανισμούς μεταξύ των οποίων με μεταλλάξεις, γονιδιακή ενίσχυση και 

χρωμοσωμική μετατόπιση, αλλά και διά μέσου της ενεργοποίησης σηματοδοτικών 

πρωτεϊνών όπως οι Ras/Raf-ERK και PI3K-Akt (30). 

Πρωτεϊνικά προϊόντα ογκοκατασταλτικών γονιδίων επίσης κωδικοποιούν πρωτεΐνες 

ρύθμισης της γονιδιακής έκφρασης, όπως οι πρωτεΐνες p53 και pRb. H ογκοκατασταλτική 
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πρωτεΐνη p53 είναι ένας μεταγραφικός παράγοντας ο οποίος ενεργοποιεί ή καταστέλλει μια 

πληθώρα γονιδίων που εμπλέκονται στη διακοπή του κυτταρικού κύκλου στις φάσεις G1/S 

και G2/M, στον κυτταρικό μεταβολισμό, και την απόπτωση. Η p53 επάγεται από 

σηματοδοτικές πορείες ως απόκριση σε στρεσογόνα και κατασταλτικά σήματα που 

λαμβάνουν τα κύτταρα ή από παράγοντες που προκαλούν βλάβες στο DNA και ιδιαίτερα 

από αμφίκλωνες ρήξεις. Η p53 απενεργοποιείται διά μέσου μεταλλάξεων, απαλείψεων ή 

απώλειας ετεροζυγωτίας με αποτέλεσμα τον ανεξέλεγκτο κυτταρικό πολλαπλασιασμό και 

την ανθεκτικότητα στην απόπτωση (31-34).  

Η pRb επάγει τη διακοπή του κυτταρικού κύκλου στις φάσεις G1, G1/S και S του 

κυτταρικού κύκλου, καθώς δεσμεύει τους ογκογόνους μεταγραφικούς παράγοντες E2F οι 

οποίοι απαιτούνται για την επαγωγή γονιδίων που εμπλέκονται στην πρόοδο του 

κυτταρικού κύκλου. Η λειτουργική αδρανοποίηση του RB θέτει σε κίνδυνο την ικανότητα 

των κυττάρων να ανταποκρίνονται στα σήματα που συνήθως καταστέλλουν τον 

πολλαπλασιασμό των κυττάρων και οδηγούν στην ιδιοστατική έκφραση των γονιδίων που 

οδηγούν στην κυτταρική διαίρεση (35, 36). Πολυάριθμα γονίδια εκφράζονται σε αυξημένα 

επίπεδα με τρόπο εξαρτώμενο από τον Ε2F μετά την αδρανοποίηση του RB. Αυτά 

περιλαμβάνουν αρκετά γονίδια, τα προϊόντα των οποίων εμπλέκονται στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό, τη σύνθεση του DNA και στη μίτωση, και επομένως οι μεταγραφικοί 

μεταγραφικοί παράγοντες E2F εμπλέκονται στην καρκινογένεση (37-40). 

Όμως, υπάρχει και μια σειρά άλλων μεταγραφικών παραγόντων οι οποίοι λειτουργούν 

εκτός του κυτταρικού κύκλου και ενεργοποιούνται ως απόκριση σε στρεσογόνα και προ-

φλεγμονώδη ερεθίσματα. Μία τέτοια οικογένεια μεταγραφικών παραγόντων που 

ενεργοποιείται από στρεσογόνα ερεθίσματα που προκαλούν βλάβες στο DNA (41-44), αλλά 

και από προ-φλεγμονώδη ερεθίσματα (45-48), είναι η οικογένεια μεταγραφικών παραγόντων 

NF-κB, η οποία εμπλέκεται στην καρκινογένεση (49-51) συμπεριλαμβανομένου και της 

καρκινογένεσης του πνεύμονα (52, 53). 

 

1.3. Η οικογένεια των μεταγραφικών παραγόντων NF-κΒ 

Οι μεταγραφικοί παράγοντες NF-κB (Nuclear Factor-κB) συγκροτούν μια οικογένεια 

μεταγραφικών παραγόντων οι οποίοι συντονίζουν τη μεταγραφική ρύθμιση πληθώρας γονιδίων 

ως απόκριση σε διάφορα ερεθίσματα. Ο πιο γνωστός και εξελικτικά συντηρημένος ρόλος του 

NF-κΒ αφορά τη ρύθμιση των προ-φλεγμονωδών και ανοσολογικών αποκρίσεων του κυττάρου. 

Ωστόσο, ο NF-κΒ συμβάλλει στη ρύθμιση και άλλων μοριακών πορειών που μεταξύ άλλων 

εμπλέκονται στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, την απόπτωση, την κυτταρική προσκόλληση, τη 

διαφοροποίηση, την αυτοφαγία, τον καρκίνο αλλά και την κυτταρική γήρανση (48, 49, 54-56).  
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Η ενεργοποίηση του NF-κΒ μπορεί να προκληθεί από ένα μεγάλο εύρος εξωκυτταρικών 

και ενδοκυτταρικών ερεθισμάτων που περιλαμβάνει ιικές και βακτηριακές μολύνσεις, βλάβες 

στο DNA, οξειδωτικό στρες και προ-φλεγμονώδεις κυτταροκίνες. Πλέον είναι γνωστό ότι οι 

μεταγραφικοί παράγοντες NF-κΒ ρυθμίζουν την ενεργότητα μιας πληθώρας γονιδίων. 

Μερικοί από τους πιο κλασσικούς στόχους του NF-κΒ αποτελούν γονίδια που κωδικοποιούν 

προ-φλεγμονώδεις κυτταροκίνες (TNFα, IL-1, IL-6), αυξητικούς παράγοντες, χημειοκίνες (IL-

8, CXCL1, CCL3, CXCL2, CCL2, CCL5), μεταλλοπρωτεϊνάσες (MMP9), πρωτεΐνες που 

προάγουν τον πολλαπλασιασμό (Cyclin D1, Myc), αντι-αποπτωτικές πρωτεΐνες (Bcl­XL, 

Bcl­2), προ-φλεγμονώδη ένζυμα (COX2, iNOS), αγγειογενετικούς παράγοντες (VEGF), 

μόρια προσκόλλησης (VCAM1, ICAM1, E­selectin), αλλά και αναστολείς της ενεργοποίησής 

του (IκBα, A20). (http://www.nf-kb.org) (Εικόνα 1.3.). Επομένως, η απορρύθμιση της 

λειτουργίας του NF-κΒ σχετίζεται με ένα μεγάλο εύρος ασθενειών, συμπεριλαμβανομένου 

του καρκίνου, αυτοάνοσων νοσημάτων, νευροεκφυλιστικών ασθενειών, διαβήτη, αλλά και 

πολλών ακόμη (57-59).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.3. Ο μεταγραφικός παράγοντας NF-κΒ. Ο παράγοντας NF-κΒ ενεργοποιείται από ποικιλία 

εξωκυτταρικών αλλά και ενδοκυτταρικών ερεθισμάτων, όπως γενετικές μεταλλάξεις, προ-

φλεγμονώδης κυτταροκίνες και διάφορες μορφές κυτταρικού στρες μεταξύ των οποίων το οξειδωτικό 

στρες και βλάβες στο DNA. Η ενεργοποίηση του NF-κΒ έχει σαν αποτέλεσμα τη μεταγραφική ρύθμιση 

πληθώρας γονιδίων που κωδικοποιούν μεταξύ άλλων, αυξητικούς παράγοντες, κυτταροκίνες, 

χημειοκίνες, παράγοντες που συμμετέχουν στην έμφυτη και επίκτητη ανοσολογική απόκριση και μικρο-

RNA (microRNA, miRNA, miR). PAMPs: Pathogen-associated Molecular Pattern (60). 

http://www.nf-kb.org/
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Η ενεργοποίηση του NF-κΒ πραγματοποιείται κυρίως διαμέσου δύο κεντρικών 

σηματοδοτικών πορειών οι οποίες αναφέρονται ως κανονική και μη-κανονική πορεία 

ενεργοποίησης. Εκτός από την οικογένεια των μεταγραφικών παραγόντων του NF-κΒ 

κεντρικό ρόλο και στις δύο πορείες διαδραματίζουν οι πρωτεΐνες ΙκΒ και ΙΚΚ. 

 

1.3.1. Η οικογένεια των μεταγραφικών υπομονάδων του ΝF-κΒ 

Στα θηλαστικά, η οικογένεια των μεταγραφικών παραγόντων ΝF-κΒ αποτελείται από πέντε 

δομικά όμοια και εξελικτικά συντηρημένα μέλη, τις υπομονάδες RelA/p65, RelB, c-Rel, p105/p50 

και p100/p52 που κωδικοποιούνται από τα γονίδια RELA, RELB, REL, NFKB1 και NFKB2 

αντίστοιχα. Οι μεταγραφικοί παράγοντες NF-κΒ σχηματίζουν ομοδιμερή ή ετεροδιμερή 

σύμπλοκα, τα οποία προσδένονται στις αλληλουχίες κΒ του γονιδιώματος, οι οποίες 

εμφανίζονται με μια συντηρημένη, αλλά ταυτόχρονα μεταβλητή, αλληλουχία 10 νουκλεοτιδίων 5’-

GGGRNWYYCC-3’ [N = οποιαδήποτε βάση, R = πουρίνη (A, G), Y = πυριμιδίνη (C, T), W = A 

ή T], στους υποκινητές και ενισχυτές των γονιδίων στόχων του NF-κB (61, 62) (Εικόνα 1.4.) 

 

 

 
Εικόνα 1.4. Συγκαταβατική αλληλουχία κB στο DNA: Οι δύο ημίσειες θέσεις κΒ αριθμούνται από 

το ± 1 ως το 4/5, και η κεντρική θέση αριθμείται ως 0 [N = οποιαδήποτε βάση, R = πουρίνη (A, G), 

Y = πυριμιδίνη (C, T), W = A ή T] (63). 

 

Τα διμερή φυσιολογικά βρίσκονται ανενεργά στο κυτταρόπλασμα, ενώ υπό την επίδραση 

του κατάλληλου ερεθίσματος μετατοπίζονται στον πυρήνα όπου ασκούν θετική ή αρνητική 

ρύθμιση στη μεταγραφική ενεργότητα ενός πολύ μεγάλου αριθμού γονιδίων. Ωστόσο, στον 

πυρήνα η δράση και ενεργότητα των διμερών ρυθμίζεται είτε θετικά είτε αρνητικά από μια 

ποικιλία πρωτεϊνών (64, 65), αλλά και μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων, με συχνότερη 

τη φωσφορυλίωση και την ακετυλίωση (66-69), που μπορούν να μεταβάλουν την ικανότητα 

πρόσδεσής τους στο DNA ή την αλληλεπίδρασή τους με άλλους παράγοντες αλλά και να 

καθορίσουν τη διάρκεια και την ένταση της σηματοδότησης.  

Χαρακτηριστικό όλων των πρωτεϊνών NF-κB αποτελεί η συντηρημένη επικράτεια 300 

αμινοξέων, RHD (Rel Homology Domain), η οποία βρίσκεται στο αμινο-τελικό άκρο των 

μορίων και ευθύνεται για την ικανότητα πρόσδεσής τους στο DNA, το διμερισμό τους με 

άλλα μόρια NF-κB, αλλά και την αλληλεπίδρασή τους με τις κατασταλτικές πρωτεΐνες ΙκΒ. 

Οι υπομονάδες RelA/p65, RelB και c-Rel, στο καρβοξυ-τελικό τους άκρο, διαθέτουν 

επιπλέον και μια επικράτεια ενεργοποίησης της μεταγραφής, TAD (Transactivation Domain) 

(Εικόνα 1.5.). Παρά το γεγονός ότι οι υπομονάδες p50 και p52, οι οποίες προέρχονται από 

την πρωτεολυτική επεξεργασία των μεγαλύτερων πρόδρομων μορίων p105 και p100, 
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αντίστοιχα, δεν διαθέτουν TAD, διατηρούν επίσης την ικανότητα επαγωγής της μεταγραφής, 

μέσω του σχηματισμού συμπλόκων με πρωτεΐνες που διαθέτουν επικράτεια TAD, όπως 

RelA/p65 (p65-p50) και RelB (RelB-p52) (55, 61, 70). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.5. Σχηματική απεικόνιση των πρωτεϊνών NF-κΒ, ΙκΒ και ΙΚΚ. Απεικονίζονται τα κύρια 

δομικά χαρακτηριστικά των πρωτεϊνών που αποτελούν μέλη των υποοικογενειών NF-κΒ και ΙκΒ, 

καθώς και των ΙΚΚ. Η υποοικογένεια του NF-κΒ αποτελείται από τις μεταγραφικές υπομονάδες 

(RelA/p65, RelB, c-Rel, p50 και p52), η υποοικογένεια της ΙκΒ αποτελείται από τις ανασταλτικές 

πρωτεΐνες του NF-κΒ οι οποίες δεσμεύουν τις μεταγραφικές του υπομονάδες (ΙκΒα, ΙκΒβ, ΙκΒε, ΙκΒζ, 

Bcl-3) ή που δρουν ανασταλτικά ως πρόδρομα μόρια (p100, p105), και η υποοικογένεια των ΙΚΚ 

που αποτελείται από μόρια του σηματοδοτικού συμπλόκου ΙΚΚ, όπως οι κινάσες σερίνης/θρεονίνης 

ΙΚΚα και ΙΚΚβ, και η προσαρμοστική/ρυθμιστική πρωτεΐνη ΝΕΜΟ/ΙΚΚγ. Επίσης, απεικονίζονται οι 

θέσεις ουβικιτινίωσης (Ub) και φωσφορυλώσης (P) των πρωτεϊνών ΙκΒα και p100 που οδηγούν στην 

πρωτεολυτικής τους επεξεργασία. Δεξιά αναγράφεται ο αριθμός των αμινοξέων (aa) κάθε πρωτεΐνης. 

RHD, επικράτεια Rel; TAD, επικράτεια ενεργοποίησης της μεταγραφής; NBD, επικράτεια πρόσδεσης 

NEMO; LZ, φερμουάρ λευκίνης; GRR, περιοχή πλούσια σε γλυκίνη; DD, επικράτεια θανάτου; HLH, 

δομή έλικα-βρόγχος-έλικα; CC, σπειραμένο σπείραμα; Z, δάκτυλος ψευδαργύρου. (71).  
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Από τις πέντε υπομονάδες της οικογένειας του NF-κΒ προκύπτουν πολλά διαφορετικά 

σύμπλοκα τα οποία σχετίζονται με συγκεκριμένες βιολογικές λειτουργίες. Για παράδειγμα 

ομοδιμερή σύμπλοκα p50 και p52 εμφανίζονται ιδιοστατικά στον πυρήνα των κυττάρων 

καταστέλλοντας τη μεταγραφή γονιδίων. Αντίθετα, διμερή που περιέχουν τις υπομονάδες 

RelA (RelA/p65:p50) και c-Rel (c-Rel:p50) ενεργοποιούν τη μεταγραφή, ενώ διμερή που 

περιέχουν την υπομονάδα RelB (RelB:p52) μπορούν να δρουν κυρίως ως θετικοί ρυθμιστές 

της μεταγραφής, αλλά και ως αρνητικοί ρυθμιστές της μεταγραφής. Φυσιολογικά στα 

κύτταρα έχουν παρατηρηθεί οι περισσότεροι πιθανοί συνδυασμοί συμπλόκων, άλλοι 

συχνότερα και άλλοι σπανιότερα, με ελάχιστες εξαιρέσεις, όπως για παράδειγμα τα διμερή 

σύμπλοκα RelB (61, 72, 73).  

 

1.3.2. Η οικογένεια των πρωτεϊνών ΙκΒ 

Απουσία κάποιου ερεθίσματος τα διμερή σύμπλοκα του NF-κB συγκρατούνται στο 

κυτταρόπλασμα από μέλη της οικογένειας των πρωτεϊνών ΙκΒ (Inhibitors of κΒ). Το πρώτο 

μέλος που ανακαλύφθηκε είναι η ΙκΒα ενώ ακολούθησαν η ΙκΒβ και η ΙκΒε, οι οποίες 

αποτελούν και τα πρωτότυπα μέλη της οικογένειας. Εμφανίζουν σταθερή έκφραση ενώ υπό 

την επίδραση διάφορων ερεθισμάτων υφίστανται φωσφορυλίωση και πρωτεολυτική 

αποικοδόμηση με την επακόλουθη απελευθέρωση των λειτουργικά ενεργών ετεροδιμερών 

του NF-κΒ. Αργότερα προστέθηκαν στην οικογένεια τα μέλη Bcl-3, IκΒζ, ΙκΒns και ΙκΒδ τα 

οποία συνολικά αναφέρονται ως άτυπα. Με εξαίρεση την ΙκΒη, οι πρωτεΐνες αυτές 

εκφράζονται σε πολύ χαμηλά επίπεδα ενώ η έκφρασή τους αυξάνεται με την επίδραση των 

κατάλληλων ερεθισμάτων. Οι ανασταλτικές πρωτεΐνες ρυθμίζουν τη μεταγραφική 

ενεργότητα των διμερών του NF-κΒ. Για παράδειγμα, η ΙκΒα και η ΙκΒε παλινδρομούν 

μεταξύ κυτταροπλάσματος και πυρήνα (μολονότι με διαφορετική κινητική) καταστέλλοντας 

την πυρηνική είσοδο και προάγοντας την πυρηνική έξοδο των πρωτεϊνών Rel (RelA/p65, 

c-Rel). Στην οικογένεια ανήκουν επίσης τα πρόδρομα μόρια p100 και p105 καθώς έχουν 

επίσης την ικανότητα να συγκρατούν τα διμερή του NF-κΒ ανενεργά στο κυτταρόπλασμα. 

Σε αντίθεση με τα πρωτότυπα μέλη της οικογένειας οι πρωτεΐνες p100 και p105 δεν 

αποικοδομούνται πλήρως από το πρωτεάσωμα αλλά υφίστανται πρωτεολυτική 

επεξεργασία από την οποία προκύπτουν οι ώριμες υπομονάδες p52 και p50, αντίστοιχα. Η 

μερική πρωτεόλυση των πρόδρομων μορίων οφείλεται στην παρουσία μιας περιοχής 

πλούσιας σε κατάλοιπα γλυκίνης (glycine-rich region; GRR), η οποία λειτουργεί ως σήμα 

τερματισμού της πρωτεόλυσης (Εικόνα 1.5.) (61, 70, 74, 75). 
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Δομικό χαρακτηριστικό όλων των μελών της οικογένειας ΙκΒ αποτελούν οι πολλαπλές 

επαναλήψεις αγκυρίνης στο καρβοξυ-τελικό τους άκρο. Μέσω αυτών των επαναλήψεων, οι 

πρωτεΐνες ΙκΒ δρουν κυρίως καλύπτοντας τη συντηρημένη αλληλουχία πυρηνικού 

εντοπισμού, NLS (Nuclear Localisation Signal), η οποία βρίσκεται στις περιοχές RHD των 

μεταγραφικών υπομονάδων NF-κB, συγκρατώντας έτσι τα μόρια στο κυτταρόπλασμα 

(Εικόνα 1.5.). Εξαίρεση αποτελεί η ΙκΒα καθώς η κρυσταλλική δομή του συμπλόκου ΙκΒα-

p65-p50 έχει καταδείξει ότι η ΙκΒα καλύπτει την περιοχή NLS μόνο της υπομονάδας p65 και 

όχι της p50, με αποτέλεσμα τα σύμπλοκα NF-κB:ΙκΒα να παλινδρομούν μεταξύ του πυρήνα 

και του κυτταροπλάσματος, απουσία κάποιου ερεθίσματος (74, 76). 

 

1.3.3. Οι σηματοδοτικές πρωτεΐνες ΙΚΚ  

Το σύμπλοκο ΙΚΚ αποτελεί ένα σύμπλοκο υψηλού μοριακού βάρους (700 - 900 kDa), το 

οποίο αποτελείται από τις καταλυτικές υπομονάδες ΙΚΚα (ή ΙΚΚ1) και ΙΚΚβ (ή ΙΚΚ2) και τη 

ρυθμιστική/προσαρμοστική υπομονάδα ΝΕΜΟ (ΙΚΚγ). Οι υπομονάδες ΙΚΚα και ΙΚΚβ 

ανήκουν στην οικογένεια κινασών σερίνης/θρεονίνης και οι αλληλουχίες τους εμφανίζουν 

ιδιαίτερα υψηλή ομολογία (~50%). Δομικά φέρουν μια αμινο-τελική επικράτεια κινάσης 

(Kinase Domain; KD), μια επικράτεια διμερισμού και μια καρβοξυ-τελική επικράτεια 

πρόσδεσης με την καταλυτική υπομονάδα ΝΕΜΟ (NEMO binding domain; NBD) (Εικόνα 

1.4.). Η ενεργότητα κινάσης καθορίζεται από το κατάλοιπο λυσίνη 44 (Lys44) και τα 

φωσφορυλιωμένα κατάλοιπα σερίνης στον Τ-βρόγχο ενεργοποίησης, στις σερίνες 176 και 

180 για την ΙΚΚα και στις σερίνες 177 και 181 για την ΙΚΚβ, αντίστοιχα (70, 77, 78). 

Η υπομονάδα ΝΕΜΟ διαφέρει δομικά και είναι υπεύθυνη για τη μεταβίβαση των 

σημάτων από διαμεμβρανικούς υποδοχείς και σηματοδοτικά μόρια που οδηγούν στην 

ενεργοποίηση των κινασών ΙΚΚα και ΙΚΚβ. Η συγκρότηση του σηματοδοτικού συμπλόκου 

των ΙΚΚ (IKK signalsome complex) απαιτείται για την ενεργοποίηση της δράσης κινάσης 

και συνηθέστερα αποτελείται από ένα ετεροδιμερές ΙΚΚα και ΙΚΚβ και δύο υπομονάδες της 

ΝΕΜΟ, καθώς επίσης και από μια σειρά πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν με τις ΙΚΚ (IKK-

associated proteins). Η ενεργοποίηση ενός επιφανειακού υποδοχέα έχει σαν αποτέλεσμα 

τη στρατολόγηση διαφόρων πρωτεϊνών που λειτουργούν ως πρωτεΐνες προσαρμογείς και 

με τη σειρά τους στρατολογούν την υπομονάδα ΝΕΜΟ και κατ’ επέκταση το σύμπλοκο ΙΚΚ. 

Στη συνέχεια, οι κινάσες ΙΚΚα και ΙΚΚβ ενεργοποιούνται με φωσφορυλίωση στον Τ-βρόγχο 

ενεργοποίησης είτε από άλλες κινάσες είτε μέσω αυτό-φωσφορυλίωσης. Στόχοι των 

κινασών αποτελούν τα μέλη της οικογένειας ΙκΒ, και κυρίως η ΙκΒα την οποία 

φωσφορυλιώνουν στα κατάλοιπα σερίνη 32 και σερίνη 36, και η ΙκΒβ την οποία 
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φωσφορυλιώνουν στα κατάλοιπα σερίνη 19 και σερίνη 23. (77, 79). Οι κινάσες ΙΚΚα και 

ΙΚΚβ εκτός από τη δράση τους ως υπομονάδες του σηματοδοτικού συμπλόκου ΙΚΚ, 

μπορούν να φωσφορυλιώσουν υποστρώματα ανεξάρτητα από τις πορείες ενεργοποίησης 

του NF-κΒ, αλλά και να εισέλθουν στον πυρήνα όπου ρυθμίζουν την έκφραση γονιδίων, 

όπως συζητείται σε επόμενη ενότητα (70, 77, 78). 

 

1.4. Πορείες ενεργοποίησης των μεταγραφικών παραγόντων NF-κΒ 

Δύο κεντρικές σηματοδοτικές πορείες, γνωστές ως κανονική ή κλασσική και μη-κανονική ή 

εναλλακτική πορεία ενεργοποίησης του NF-κΒ, οδηγούν στην ενεργοποίηση των 

ετεροδιμερών του NF-κΒ και τη μετατόπισή τους στον πυρήνα όπου επηρεάζουν την 

έκφραση γονιδίων-στόχων τους. Και οι δύο πορείες απαιτούν τη δράση τουλάχιστον μιας 

κινάσης ΙΚΚ, η κάθε μια από τις οποίες συνηθέστερα οδηγεί στην ενεργοποίηση 

συγκεκριμένων ετεροδιμερών του NF-κΒ. Με μικρότερη συχνότητα παρατηρείται η 

ενεργοποίηση του NF-κΒ από σηματοδοτικές πορείες ανεξάρτητες από τις κινάσες ΙΚΚ οι 

οποίες συνολικά αναφέρονται ως άτυπες σηματοδοτικές πορείες. 

 

1.4.1. Κανονική πορεία ενεργοποίησης του NF-κΒ 

Η ενεργοποίηση του NF-κΒ διαμέσου της κανονικής πορείας είναι ταχεία και παροδική. 

Επάγεται από σειρά ερεθισμάτων που περιλαμβάνουν προ-φλεγμονώδης κυτταροκίνες 

όπως ο παράγοντας νέκρωσης όγκων TNF-α (Tumor necrosis Factor-α) και η ιντερλευκίνη 

1 (IL-1), αλλά και σήματα που μεταβιβάζονται μέσω των υποδοχέων Toll (Toll-like 

receptors; TLRs) και των υποδοχέων αντιγόνων. Συνηθέστερα, η πορεία αυτή περιλαμβάνει 

την επαγώγιμη αποικοδόμηση της ΙκΒα και την ενεργοποίηση των ετεροδιμερών 

RelA/p65:p50 τα οποία αναγνωρίζουν την συγκαταβατική αλληλουχία κΒ, συνήθως όταν η 

κεντρική βάση της αλληλουχίας είναι A/T (63, 71).  
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Εικόνα 1.6. Πορείες ενεργοποίησης των μεταγραφικών παραγόντων NF-κΒ. (Α) Ερεθίσματα 

όπως ο TNFα και η IL-1, επάγουν τη κανονική πορεία ενεργοποίησης του NF-κΒ. Η πορεία 

χαρακτηρίζεται από την ταχεία φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης ΙκΒα, κυρίως από την κινάση ΙΚΚβ, η 

οποία ακολούθως αποικοδομείται από το πρωτεόσωμα 26S με αποτέλεσμα την απελευθέρωση, 

συνηθέστερα, διμερών p65:p50, τη μετακίνησή τους στον πυρήνα και τη μεταγραφή των γονιδίων 

στόχων. (Β) Ερεθίσματα όπως ο προσδέτης CD40 ενεργοποιούν τη μη κανονική πορεία 

ενεργοποίησης, στην οποία κεντρικό ρόλο διαδραματίζει η ΙΚΚα, η οποία φωσφορυλιώνεται από την 

ανοδική κινάση ΝΙΚ. Η ΙΚΚα προάγει την επεξεργασία της υπομονάδας p100 από την οποία 

προκύπτει η ώριμη υπομονάδα p52. Τα σύμπλοκα RelB-p52 εισέρχονται στον πυρήνα όπου 

ρυθμίζουν τη μεταγραφή γονιδίων. (C) Η ΙΚΚ εξαρτώμενη πορεία ενεργοποίησης μπορεί να επαχθεί 

και από την επίδραση γονοτοξικού στρες. Κύριο ρόλο διαδραματίζει η υπομονάδα ΝΕΜΟ, η οποία 

εισέρχεται στον πυρήνα όπου σουμοϋλιώνεται και ακολούθως ουβικιτινιώνεται με έναν ΑΤΜ 

εξαρτώμενο τρόπο. Η ΝΕΜΟ εξέρχεται από τον πυρήνα σε σύμπλοκο με την ΑΤΜ όπου και 

πραγματοποιείται η ενεργοποίηση της ΙΚΚβ. Ub; ουβικιτινίωση, Ρ; φωσφορυλίωση, Su; 

σουμοϋλίωση, TAD; Κ; λυσίνη, Μ; μεθειονίνη (80). 
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Ένα από τα καλύτερα μελετημένα ερεθίσματα που ενεργοποιεί την κανονική πορεία του 

NF-κΒ αποτελεί ο TNFα. Η πρόσδεση του TNFα στον υποδοχέα του, TNFR1, έχει σαν 

αποτέλεσμα τη διαδοχική στρατολόγηση στη μεμβράνη πρωτεϊνών προσαρμογέων όπως 

η TRADD (TNFR1-associated death domain protein), η RIP (receptor-interacting protein) 

και η TRAF2 (TNF-receptor-associated factor 2). Στη συνέχεια, η TRAF2, που εμφανίζει 

δράση Ε3 λιγάσης ουβικιτίνης σε συνεργασία και με άλλα ένζυμα σχηματίζει μια αλυσίδα 

ουβικιτίνης η οποία παρέχει μια θέση πρόσδεσης για επιπλέον μόρια όπως οι ρυθμιστικές 

πρωτεΐνες ΝΕΜΟ και ΤΑΒ και οι συνδεδεμένες με αυτές κινάσες ΙΚΚ και ΤΑΚ1 αντίστοιχα. 

Σε αυτή την πορεία η ΙΚΚβ αποτελεί την κύρια κινάση ενεργοποίησης των διμερών του NF-

κΒ. Η ΙΚΚβ ενεργοποιείται είτε μέσω της κινάσης ΤΑΚ1 είτε μέσω αυτοφωσφορυλίωσης και 

με τη σειρά της φωσφορυλιώνει την κινάση ΙκΒα στις σερίνες 32 και 36 γεγονός που 

προκαλεί την β-TRCP-εξαρτώμενη ουβικιτίνωσή της από το σύμπλοκο λιγάσης ουβικιτίνης 

SCF/UbcH5 (ή CRL). Η ΙκΒα αναγνωρίζεται και αποικοδομείται από το πρωτεόσωμα 26S 

αφήνοντας ελεύθερο το ετεροδιμερές σύμπλοκο RelA/p65:p50 να μετατοπισθεί στον 

πυρήνα και να επάγει ή να καταστείλει τη μεταγραφή των γονιδίων στόχων του (Εικόνα 1.6.) 

(70, 71, 77, 80, 81).  

 

1.4.2. Μη-κανονική πορεία ενεργοποίησης του NF-κΒ  

Η μη κανονική πορεία ενεργοποίησης του NF-κΒ διαφέρει αρκετά και σε αντίθεση με την 

κανονική πορεία, είναι σημαντικά πιο αργή καθώς εξαρτάται από τη de novo σύνθεση της 

κινάσης ΝΙΚ (NF-κΒ Inducing Kinase). Επίσης, είναι ανεξάρτητη τόσο από την κινάση ΙΚΚβ 

όσο και από την υπομονάδα ΝΕΜΟ. Ενεργοποιείται από ένα μικρό σύνολο κυτταροκινών 

που ανήκουν στην οικογένεια TNF και περιλαμβάνουν τη λεμφοτοξίνη (LT), τη RANKL 

(Receptor Activator of NF-κB Ligand), τη CD40L (CD40 Ligand) και τη BAFF (B cell 

Activating Factor of the TNF family), αλλά και από ιούς όπως ο ανθρώπινος Τ-λεμφοτρόπος 

ιός (HTLV-1) και ο ιός Epstein-Barr. Φυσιολογικά, η πορεία αυτή διαδραματίζει κεντρικό 

ρόλο στην ωρίμανση των Β-κυττάρων και το σχηματισμό των λεμφοειδών ιστών (82). 

Σε κύτταρα που δεν υπόκεινται σε κάποιο ερέθισμα η κινάση ΝΙΚ είναι δεσμευμένη από 

ένα σύμπλοκο TRAF-cIAP (TRAF3:TRAF2:cIAP1/2) το οποίο καταλύει την ουβικιτινίωση και 

την αποικοδόμηση της. Με την επίδραση του κατάλληλου ερεθίσματος το σύμπλοκο αυτό 

στρατολογείται στον ενεργό υποδοχέα όπου και επάγεται η αποικοδόμησή του με 

αποτέλεσμα την ελευθέρωση της ΝΙΚ και την αύξηση των επιπέδων της. Στην υπομονάδα 

p100 τα κατάλοιπα σερίνης 866 και 870 λειτουργούν ως θέσεις πρόσδεσης της ΝΙΚ η οποία 

στρατολογεί και την κινάση ΙΚΚα την οποία και φωσφορυλιώνει. Στη συνέχεια η ενεργή κινάση 

ΙΚΚα φωσφορυλιώνει με τη σειρά της την p100 σε πολλαπλά κατάλοιπα σερίνης γεγονός που 
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οδηγεί στην ουβικιτινίωση και την επεξεργασία της από το πρωτεάσωμα. Αποτέλεσμα της 

πρωτεολυτικής επεξεργασίας είναι ο σχηματισμός της ώριμης υπομονάδας p52, η οποία 

συνηθέστερα σε σύμπλοκο με τη RelB μπορεί πλέον να εισέλθει στον πυρήνα του κυττάρου 

για τη ρύθμιση των γονιδίων στόχων τα οποία αναγνωρίζουν την συγκαταβατική αλληλουχία 

κΒ, συνήθως όταν η κεντρική βάση της αλληλουχίας είναι G/C (Εικόνα 1.6.) (63, 67, 82, 83).  

 

1.4.3. Άτυπες πορείες ενεργοποίησης του NF-κΒ 

Όπως αναφέρθηκε εκτός από την κανονική και μη κανονική πορεία, η ενεργοποίηση του NF-

κΒ μπορεί να είναι αποτέλεσμα της δράσης και άλλων σηματοδοτικών πορειών οι οποίες 

απαντώνται λιγότερο συχνά γι’ αυτό αναφέρονται και ως άτυπες σηματοδοτικές πορείες 

ενεργοποίησης του NF-κΒ. Μια από αυτές τις πορείες περιλαμβάνει την ενεργοποίηση του 

NF-κΒ υπό την επίδραση γονοτοξικού στρες. Με εξαίρεση την υπεριώδη ακτινοβολία (UV), 

γονοτοξικοί παράγοντες που προκαλούν αμφίκλωνες ρήξεις στο DNA (DSBs), όπως η 

ιονίζουσα ακτινοβολία (IR) και οι αναστολείς των τοποϊσομερασών (καμπτοθεκίνη και 

ετοποσίδιο), οδηγούν στην IKKβ-διαμεσολαβούμενη ενεργοποίηση της κανονικής πορείας 

του NF-κB, μιας πορείας εξαρτώμενης από την κινάση ΑΤΜ (Εικόνα 1.6.). Πιο συγκεκριμένα, 

η δράση δύο παράλληλων πορειών οδηγεί στην ενεργοποίηση του NF-κΒ έπειτα από την 

πρόκληση αμφίκλωνων ρήξεων στο DNA. Ένα στρεσογόνο ερέθισμα προάγει την πυρηνική 

εισαγωγή των πρωτεϊνών PIDD και RIP1, οι οποίες σχηματίζουν σύμπλοκο με τη ΝΕΜΟ και 

προάγουν τη σουμοϋλίωσή της. Παράλληλα, οι αμφίκλωνες ρήξεις του DNA ενεργοποιούν 

την κινάση ΑΤΜ, η οποία αναγνωρίζει τη σουμοϋλιωμένη ΝΕΜΟ και τη φωσφορυλιώνει. 

Ακολούθως η ΝΕΜΟ (σε σύμπλοκο με την ΑΤΜ) αποσουμοϋλιώνεται και στη συνέχεια 

ουβικιτινιώνεται, γεγονός που αποτελεί το σήμα πυρηνικής εξόδου του συμπλόκου. Στο 

κυτταρόπλασμα, το διμερές ΝΕΜΟ-ΑΤΜ προσδένεται με τις κινάσες ΙΚΚα και ΙΚΚβ, αλλά και 

την πρωτεΐνη ELKS (πλούσια σε γλουταμινικό οξύ, λευκίνη, λυσίνη και σερίνη). Ο 

σχηματισμός του πολυπρωτεϊνικού συμπλόκου προάγει την αποδόμηση της ΙκΒα και την 

επακόλουθη απελευθέρωση των διμερών NF-κΒ, τα οποία εισέρχονται στον πυρήνα για τη 

ρύθμιση των γονιδίων στόχων. Αυτή η άτυπη σηματοδοτική πορεία ενεργοποίησης του NF-

κΒ διεξάγεται από μέσα (πυρήνας) προς τα έξω (κυτταρόπλασμα) ως απόκριση σε βλάβες 

στο DNA (41-43, 84-86). 

Άλλες πορείες περιλαμβάνουν κινάσες τυροσίνης ή την κινάση καζεΐνης 2 (CK2). Μια 

σειρά από ερεθίσματα όπως το υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2) (87), ο νευρικός 

αυξητικός παράγοντας (Nerve Growth Factor; NGF) (88) και η υποξία (89, 90) έχουν βρεθεί 

ότι οδηγούν στη φωσφορυλίωση της ΙκΒα από κινάσες τυροσίνης με συνέπεια την 

απομάκρυνση της ΙκΒα από το σύμπλοκο με τον NF-κΒ και την ακόλουθη ενεργοποίησή 
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του. Ανεξάρτητα από το σύμπλοκο ΙΚΚ η ακτινοβολία UV έχει σαν αποτέλεσμα την 

ενεργοποίηση της CK2 η οποία φωσφορυλιώνει την ΙκΒα και, σε αντίθεση με τις κινάσες 

τυροσίνης, προάγει την αποδόμησή της (55, 91). 

 

1.4.4. Μηχανισμοί τερματισμού της σηματοδότησης του NF-κΒ 

Ο τερματισμός της κανονικής σηματοδοτικής πορείας του NF-κΒ μπορεί να επιτευχθεί με 

διάφορους μηχανισμούς. Ο κύριος και πιο καλά χαρακτηρισμένος μηχανισμός 

περιλαμβάνει την άμεση μεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου της ΙκΒα, από τον ίδιο τον 

NF-κΒ, η οποία εισέρχεται στον πυρήνα, δεσμεύει τα ετεροδιμερή του NF-κΒ και τα 

απομακρύνει από το DNA τερματίζοντας τη σηματοδότηση. Εκτός από την ΙκΒα, ο NF-κΒ 

προάγει την έκφραση και του παράγοντα Α20, μέλος της οικογένειας πρωτεασών OTU 

(ovarian tumour-related), ο οποίος διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στον τερματισμό της 

σηματοδότησης του NF-κΒ που επάγεται από υποδοχείς που συμμετέχουν στην έμφυτη 

ανοσία όπως οι TNFR και TLR. Ο παράγοντας Α20 δρα απομακρύνοντας τις αλυσίδες 

ουβικιτίνης από τις ρυθμιστικές πρωτεΐνες TRAF, RIP και ΝΕΜΟ τερματίζοντας έτσι τη 

σηματοδότηση του NF-κΒ (92-95). 

Εκτός από αυτούς τους δύο κεντρικούς μηχανισμούς ρύθμισης της σηματοδότησης του 

NF-κΒ, ένας άλλος μηχανισμός που φαίνεται να αφορά κυρίως την αναστολή της δράσης της 

υπομονάδας p65 περιλαμβάνει τη δράση μορίων λιγάσης ουβικιτίνης τα οποία πολύ-

ουβικιτινιώνουν την υπομονάδα p65 και την οδηγούν προς αποικοδόμηση (96, 97). Ένα 

ακόμη επίπεδο ρύθμισης αποτελεί η φωσφορυλίωση της ΝΕΜΟ σε πολλαπλά κατάλοιπα 

σερίνης από την ΙΚΚβ. Η φωσφορυλίωση αυτή περιορίζει το διμερισμό της ΝΕΜΟ και την 

ικανότητα της ΝΕΜΟ να ενεργοποιεί τις κινάσες ΙΚΚ μειώνοντας τη σηματοδότηση της 

κανονικής πορείας (98, 99). Τέλος, στα μακροφάγα, η κινάση ΙΚΚα μπορεί να φωσφορυλιώνει 

τις υπομονάδες p65 και c-Rel στο καρβοξυ-τελικό τους άκρο επάγοντας την αποικοδόμησή 

τους με αποτέλεσμα τη διακοπή της μεταγραφής των γονιδίων στόχων τους και τον 

τερματισμό της φλεγμονώδους απόκρισης (100). 

Η μη κανονική πορεία ενεργοποίησης εξαρτάται από τη σταθερότητα της κινάσης ΝΙΚ. 

Όπως συζητήθηκε, η κινάση ΝΙΚ παράγεται συνεχώς όμως παραμένει ανενεργή καθώς το 

σύμπλοκο TRAF-cIAP προάγει την αποδόμησή της. Επομένως, η μη κανονική πορεία 

επάγεται μόνον παρουσία του κατάλληλου ερεθίσματος. Ένας δεύτερος μηχανισμός 

ελέγχου των επιπέδων της ΝΙΚ προέρχεται από την κινάση ΙΚΚα και είναι ανεξάρτητος από 

τις πρωτεΐνες TRAF και cIAP. Η κινάση ΙΚΚα φωσφορυλιώνει την ενεργή κινάση ΝΙΚ η 

οποία πολυ-ουβικιτινιώνεται, από μια άγνωστη μέχρι στιγμής λιγάση ουβικιτίνης, και 

αποικοδομείται από το πρωτεάσωμα (83, 95, 101, 102).  
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1.5. Δράση των κινασών ΙΚΚ ανεξάρτητα από την ενεργοποίηση του NF-κΒ 

Οι κινάσες ΙΚΚα και ΙΚΚβ, όπως αναφέρθηκε, παρά την υψηλή ομολογία τους 

παρουσιάζουν διακριτές και μη επικαλυπτόμενες δράσεις. Εκτός από τον κεντρικό τους 

ρόλο στην ενεργοποίηση των υπομονάδων του NF-κΒ μέσω της φωσφορυλίωσης των 

πρωτεϊνών της οικογένειας ΙκΒ, οι κινάσες αυτές συμμετέχουν στη ρύθμιση της ενεργότητας 

των υπομονάδων του NF-κΒ και με εναλλακτικούς μηχανισμούς αλλά στη ρύθμιση 

διαφόρων άλλων σηματοδοτικών πορειών, ανεξάρτητα από την κανονική και μη κανονική 

πορεία (77, 78, 103, 104). 

 

1.5.1. Ρύθμιση της ενεργότητας του NF-κΒ μέσω εναλλακτικών μηχανισμών 

Η κινάση ΙΚΚα μπορεί να μετακινείται από το κυτταρόπλασμα στον πυρήνα, ανεξάρτητα 

από τα σύμπλοκα ενεργοποίησης του NF-κΒ. Υπό την επίδραση κυτταροκινών, όπως ο 

TNFα, η ΙΚΚα έχει δειχθεί ότι μετατοπίζεται στον πυρήνα όπου δρα ως νουκλεοσωμική 

κινάση ιστονών καθώς φωσφορυλιώνει τη σερίνη 10 της ιστόνης Η3 προάγοντας τη 

μεταγραφή γονιδίων όπως η ΙκΒα και η IL-6, διαμέσου του NF-κΒ (105, 106). 

Η ΙΚΚα μπορεί επίσης να φωσφορυλιώσει μια σειρά από άλλα υποστρώματα μεταξύ των 

οποίων τον παράγοντα CBP (CREB-Binding protein), ένα μεταγραφικό ενεργοποιητή, 

επηρεάζοντας έτσι τη δέσμευσή του με άλλους μεταγραφικούς παράγοντες. Πιο συγκεκριμένα, 

υπό την επίδραση του TNFα η ΙΚΚα φωσφορυλιώνει τον CBP στις σερίνες 1382 και 1386 

ευνοώντας τη δέσμευση του παράγοντα με την p65 έναντι της ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης 

p53 με αποτέλεσμα την αναστολή της απόπτωσης και την επαγωγή του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού (107). Ένας άλλος μηχανισμός μέσω του οποίου η ΙΚΚα προάγει τη 

μεταγραφική ενεργοποίηση των γονιδίων στόχων του NF-κΒ είναι και η φωσφορυλίωση του 

καταστολέα SMRT (Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid hormone receptors). Ο 

παράγοντας SMRT σε σύμπλοκο με την απακετυλάση των ιστονών HDAC3 και διμερή p50 του 

NF-κΒ καταστέλλουν τη μεταγραφική ενεργοποίηση. Η φωσφορυλίωση του SMRT από την 

ΙΚΚα έχει σαν αποτέλεσμα τη στρατολόγηση της 14-3-3ε και την απομάκρυνση του συμπλόκου 

από τη χρωματίνη, τη θέση του οποίου καταλαμβάνουν τα σύμπλοκα ενεργοποίησης p65:p50 

(108, 109). Σε άλλες περιπτώσεις, η ΙΚΚα απαιτείται επίσης και για την πρόσδεση του 

παράγοντα p65 στους υποκινητές των γονιδίων όπως στα γονίδια ICAM-1 (intercellular 

adhesion molecule-1) και MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), ενώ απαιτείται και για 

τη μεταγραφική ενεργοποίηση αυτών των γονιδίων καθώς φαίνεται ότι παράλληλα προάγει και 

την απομάκρυνση της απακετυλάσης των ιστονών HDAC3 από τη χρωματίνη (110). Αντίθετα, 

όπως αναφέρθηκε ήδη, στα μακροφάγα η ΙΚΚα φωσφορυλιώνει άμεσα τους παράγοντες p65 

και c-Rel με αποτέλεσμα την αποικοδόμησή τους και τον τερματισμό της φλεγμονώδους 
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αντίδρασης (100). Ένας άλλος μηχανισμός διαμέσου του οποίου η ΙΚΚα συμβάλλει στη 

διακοπή της μεταγραφής προ-φλεγμονωδών γονιδίων είναι η φωσφορυλίωση και 

ενεργοποίηση του καταστολέα PIAS1 (Protein Inhibitor of Activated STAT1) ο οποίος 

στρατολογείται στους υποκινητές των γονιδίων στόχων του NF-κΒ όπου και απομακρύνει τον 

παράγοντα p65 τερματίζοντας τη μεταγραφή τους (111).  

Στην κανονική πορεία ενεργοποίησης, η ουβικιτινίωση της πρωτεΐνης TRAF2 είναι 

απαραίτητη για την ενεργοποίηση του συμπλόκου ΙΚΚ. Ωστόσο, το ένζυμο CYLD 

απομακρύνει τα μόρια ουβικιτίνης από την TRAF2 μειώνοντας τη δράση της. Υπό την 

επίδραση του TNFα η ΙΚΚβ φωσφορυλιώνει τη CYLD και την απενεργοποιεί ενισχύοντας 

έτσι τη σηματοδότηση του NF-κΒ (112).  

 

1.5.2. Ρύθμιση ανεξάρτητων κυτταρικών σηματοδοτικών πορειών από τις ΙΚΚ  

Εκτός από τις πρωτεΐνες ΙκΒ, ένα από τα πρώτα μόρια που αποδείχθηκε ότι αποτελεί 

υπόστρωμα των ΙΚΚ είναι η β-κατενίνη. Οι δυο κινάσες φωσφορυλιώνουν τη β-κατενίνη 

επηρεάζοντας τα επίπεδα και κατ’ επέκταση τη μεταγραφική της ενεργότητα. Ωστόσο, ενώ 

η ΙΚΚβ μειώνει τα επίπεδα της β-κατενίνης, η ΙΚΚα συμβάλλει στη σταθεροποίηση της 

πρωτεΐνης και την αύξηση των επιπέδων της. Η διαφορική δράση των κινασών μπορεί να 

οφείλεται στο γεγονός ότι οι δυο κινάσες φωσφορυλιώνουν τη β-κατενίνη σε διαφορετικά 

κατάλοιπα συνεπώς μπορεί να επηρεάζουν διαφορετικές επικράτειες της πρωτεΐνης, όμως 

είναι πιθανό να εμπλέκονται και επιπρόσθετα μόρια με τα οποία αλληλεπιδρούν οι κινάσες 

ΙΚΚ για τη ρύθμιση των επιπέδων της β-κατενίνης (113-115).  

Αντίθετη δράση παρουσιάζουν οι δυο κινάσες και όσον αφορά τη ρύθμιση των επιπέδων 

της ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης p53. Ως απόκριση στο οξειδωτικό στρες η ΙΚΚα προάγει 

την έκφραση προ-αποπτωτικών γονιδίων μέσω της φωσφορυλίωσης της p53 στη σερίνη 

20 και τη σταθεροποίηση των επιπέδων της (116). Αντίθετα, η ΙΚΚβ φωσφορυλιώνει την 

p53 στις σερίνες 362 και 366 με αποτέλεσμα την ουβικιτινίωση και αποδόμησή της (117), 

ενώ ένας δεύτερος μηχανισμός ρύθμισης περιλαμβάνει την αύξηση των επιπέδων του 

αναστολέα της p53, Mdm2 (118). 

Όπως αναφέρθηκε η ΙΚΚα μπορεί να δρα ως νουκλεοσωμική κινάση ιστονών 

φωσφορυλιώνοντας τη σερίνη 10 της Η3. Μέσω του ίδιου μηχανισμού, η ΙΚΚα είναι 

απαραίτητη για τη μεταγραφική ενεργοποίηση γονιδίων που επάγονται από τη 

σηματοδότηση του υποδοχέα οιστρογόνων (Estrogen Receptor; ER) όπως τα γονίδια της 

κυκλίνης D1 (Cyclin D1) και του c-Myc (119), αλλά και του c-fos που επάγεται από τον 

επιδερμικό αυξητικό παράγοντα (Epidermal Growth Factor; EGF) (120).  
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Η δράση της ΙΚΚα μπορεί να επηρεάσει την έκφραση γονιδίων που εμπλέκονται στη 

ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου. Εκτός από τη ρύθμιση της κυκλίνης D1, καθοδικά της 

σηματοδότησης του υποδοχέα οιστρογόνων, η ΙΚΚα προάγει την ακετυλίωση του 

μεταγραφικού παράγοντα E2F1 από τον παράγοντα PCAF (P300/CBP-associated factor), 

με αποτέλεσμα την αύξηση της σταθερότητας και μεταγραφικής ενεργότητας του E2F1, η 

δράση του οποίου είναι απαραίτητη για την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου και τη μετάβαση 

από τη φάση G1 στη φάση S (121). Ως απόκριση σε μιτογόνα ερεθίσματα η ΙΚΚα επάγει την 

έκφραση της κυκλίνης D1 μέσω της ενίσχυσης της σηματοδότησης της β-κατενίνης (113), 

ενώ αντίθετα με την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου η ΙΚΚα μπορεί να φωσφορυλιώσει 

άμεσα την κυκλίνη D1 μειώνοντας τα επίπεδά της και μεταβάλλοντας τον υποκυτταρικό 

εντοπισμό της από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα (122). Στα κερατινοκύτταρα, η ΙΚΚα 

συμμετέχει στην ενεργοποίηση του σημείου ελέγχου G2/M του κυτταρικού κύκλου υπό την 

επίδραση βλαβών στο DNA και την προστασία του κυττάρου από την εισαγωγή λαθών στο 

γονιδίωμα. Συγκεκριμένα, η ΙΚΚα, ανεξάρτητα από τη δράση της ως κινάση, προάγει την 

έκφραση του παράγοντα 14-3-3σ που αποτελεί κύριο ρυθμιστή του σημείου ελέγχου, καθώς 

προσδένεται στην ιστόνη Η3 παρεμποδίζοντας την πρόσδεση της μεθυλοτρανσφεράσης 

Suv39h1 και την υπερμεθυλίωση και απενεργοποίηση του γονιδίου της 14-3-3σ (123). 

Επιπλέον, η ΙΚΚα εμπλέκεται στη ρύθμιση της φάσης Μ του κυτταρικού κύκλου καθώς έχει 

βρεθεί ότι φωσφορυλιώνει τη μιτωτική κινάση Aurora A (124).  

Η κινάση ΙΚΚβ μπορεί να αναστέλλει την απόπτωση και ανεξάρτητα από την 

ενεργοποίηση της κανονικής πορείας. Εκτός από την αρνητική ρύθμιση της p53, η ΙΚΚβ 

φωσφορυλιώνει και αναστέλλει τη δράση του προ-αποπτωτικού παράγοντα FOXO3a 

προάγοντας την αποδόμησή του (125). Επιπλέον, η ΙΚΚβ μπορεί να αναστείλει την TNFα-

επαγόμενη απόπτωση μέσω φωσφορυλίωσης και απενεργοποίησης της προ-αποπτωτικής 

πρωτεΐνης BAD (126). Ωστόσο, υπό την επίδραση οξειδωτικού στρες η ΙΚΚβ προάγει το 

κυτταρικό θάνατο διαμέσου της ενεργοποίησης της κινάσης p83 S6K1 με αποτέλεσμα την 

αύξηση των επιπέδων της p53 (127). Σε αντίθεση, ευρήματα του εργαστηρίου μας 

καταδεικνύουν ότι η ΙΚΚβ καταστέλλει την H2O2-διαμεσολαβούμενη απόπτωση ανθρώπινων 

καρκινικών κυττάρων λόγω επαγωγής βλαβών στο DNA μέσω της ενεργοποίησης της 

κανονικής πορείας του NF-κΒ (128). 

Στα μακροφάγα, η ΙΚΚβ συμβάλλει στην ενεργοποίηση της πορείας Tpl2/MEK/Erk, η 

οποία σε αντίθεση με την κλασική πορεία Raf/MEK/Erk δεν αποκρίνεται σε μιτογόνα 

ερεθίσματα αλλά σε ανοσογόνα ερεθίσματα όπως ο LPS. Απουσία ερεθίσματος, η κινάση 

Tpl2 δεσμεύεται από την υπομονάδα p105 της οικογένειας του NF-κΒ αναστέλλοντας τη 

σηματοδότηση. Αντίθετα, παρουσία LPS, η ΙΚΚβ φωσφορυλιώνει την p105 με αποτέλεσμα 

την πρωτεολυτική της αποδόμηση, την απελευθέρωση της Tpl2, την ενεργοποίηση της 
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πορείας ERK και τη μεταγραφή προ-φλεγμονωδών γονιδίων (129, 130). Αντίθετα, η ΙΚΚβ 

μπορεί να φωσφορυλιώσει την πρωτεΐνη Dok1, η οποία αναστέλλει την πορεία 

σηματοδότησης μέσω των κινασών ERK και τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό (131).  

Η ΙΚΚβ επίσης, μπορεί να προάγει τη γενωμική σταθερότητα. Ως απόκριση σε βλάβες 

του DNA, εκτός από την ενεργοποίηση της κανονικής πορείας, η ΙΚΚβ μετατοπίζεται στον 

πυρήνα όπου φωσφορυλιώνει άμεσα την κινάση ΑΤΜ προάγοντας την επιδιόρθωση του 

DNA (132). Η δράση της πυρηνικής ΙΚΚβ στην επιδιόρθωση βλαβών στο DNA έχει 

επιβεβαιωθεί και από άλλες μελέτες (133, 134). Ακόμη, εμπλέκεται στη ρύθμιση της 

διαδικασίας της μίτωσης αναστέλλοντας τη δράση της μιτωτικής κινάσης Aurora A η οποία 

ρυθμίζει το σχηματισμό της μιτωτικής ατράκτου. Απώλεια της ΙΚΚβ και αυξημένη 

ενεργότητα της Aurora A έχει σαν αποτέλεσμα το μη φυσιολογικό διαχωρισμό των 

χρωμοσωμάτων και την εμφάνιση ανευπλοειδίας (135). 

Όλες οι παραπάνω μελέτες έχουν ταυτοποιήσει μια σειρά εναλλακτικών υποστρωμάτων 

για της κινάσες ΙΚΚα και ΙΚΚβ ανεξάρτητα από τον κεντρικό τους ρόλο στην ενεργοποίηση 

του NF-κΒ. Συνολικά, η δράση τους φαίνεται να σχετίζεται με ποικίλες σηματοδοτικές 

πορείες και να εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από το είδος του ερεθίσματος που πυροδοτεί τη 

δράση τους αλλά και τον κυτταρικό τύπο στον οποίο ενεργοποιούνται. 

 

1.6. Ο ρόλος του NF-κΒ στον καρκίνο 

Όπως συζητήθηκε στην Ενότητα 1.1., η μετατροπή ενός φυσιολογικού κυττάρου σε 

καρκινικό, μεταστατικό κύτταρο να οφείλεται σε μια πληθώρα παραγόντων και αποτελεί μια 

πολύπλοκη διαδικασία πολλών σταδίων κατά την οποία το κύτταρο αποκτά διακριτές 

ικανότητες οι οποίες είναι γνωστές ως «hallmarks of cancer» και αφορούν σχεδόν όλους 

τους τύπους καρκίνου (Εικόνα 1.1.). Συνοπτικά, οι ικανότητες αυτές περιλαμβάνουν τον 

ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό, την αποφυγή της απόπτωσης, την αποφυγή της κυτταρικής 

γήρανσης, την επαγωγή της αγγειογένεσης και τις ικανότητες της διείσδυσης και της 

μετάστασης, ενώ τα τελευταία χρόνια έχουν προστεθεί σε αυτά τα χαρακτηριστικά η 

ικανότητα αποφυγής της ανοσολογικής επιτήρησης αλλά και ο επαναπρογραμματισμός του 

μεταβολισμού της ενέργειας που είναι γνωστός ως το «φαινόμενο Warburg». Επιπλέον, 

έχει γίνει σαφές ότι για την απόκτηση κάποιων από αυτών των ικανοτήτων σημαντικό ρόλο 

διαδραματίζουν και τα φυσιολογικά κύτταρα που αποτελούν το μικρο-περιβάλλον του 

όγκου, γεγονός που προσθέτει ένα ακόμη επίπεδο δυσκολίας στη μελέτη της συγκεκριμένης 

νόσου και τονίζει το γεγονός πως για την καλύτερη κατανόηση της βιολογίας του καρκίνου 

δεν επαρκεί η μελέτη των καρκινικών κυττάρων και μόνο (1).  
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Όπως θα συζητηθεί στη συνέχεια ο NF-κΒ συμβάλλει στη ρύθμιση σηματοδοτικών 

πορειών που εμπλέκονται σε όλες αυτές τις μοριακές διαδικασίες, γεγονός που τον καθιστά 

ένα σημαντικό μεταγραφικό παράγοντα για τη μελέτη της δημιουργίας και εξέλιξης του 

καρκίνου. 

 

1.6.1. Ενεργοποίηση του NF-κΒ στον καρκίνο 

Όπως περιγράφεται στην Ενότητα 1.4, υπό φυσιολογικές συνθήκες η ενεργότητα του NF-

κΒ υπόκειται σε αυστηρό έλεγχο καθώς παράλληλα με την ενεργοποίησή ενεργοποιούνται 

και βρόγχοι αρνητικής ανατροφοδότησης (negative feedback loops) που αποτρέπουν την 

παρατεταμένη δράση του. Ωστόσο, στον καρκίνο η πορείες αυτές απορρυθμίζονται και 

συχνά ο NF-κΒ εντοπίζεται ιδιοστατικά ενεργός. Αυξημένη ενεργότητα του NF-κΒ έχει 

παρατηρηθεί σε πολλούς τύπους καρκίνου συμπεριλαμβανομένου του καρκίνου του 

πνεύμονα (52-54, 136-138), του παχέος εντέρου (139), του προστάτη (140), του στομάχου 

(141), του παγκρέατος (142), του μαστού (143, 144), στο μελάνωμα (145) αλλά και σε 

αρκετούς τύπους λευχαιμίας (146, 147) και λεμφώματος (148).  

Πολλοί καρκινογόνοι παράγοντες μεταξύ των οποίων ο καπνός, η ηλιακή και υπεριώδης 

ακτινοβολία μπορεί να οδηγήσουν στην ενεργοποίηση του NF-κΒ, αλλά και ιοί όπως ο HIV 

και οι ιοί της ηπατίτιδας Β και C (149) (Εικόνα 1.7.). Τα υψηλά επίπεδα σηματοδότησης 

διαμέσου του NF-κΒ είναι συχνά αποτέλεσμα γονιδιακών μεταλλάξεων. Πολλά ογκογονίδια 

δρουν μέσω της ενεργοποίησης του NF-κΒ, όπως για παράδειγμα τα γονίδια που 

κωδικοποιούν για τα μέλη της οικογένειας Ras (KRAS, NRAS, HRAS). Επιπλέον, αυξητικοί 

παράγοντες όπως ο επιδερμικός αυξητικός παράγοντας (Epidermal Growth Factor; EGF) 

ο οποίος σχετίζεται με ένα μεγάλο εύρος καρκινικών τύπων, επίσης ενεργοποιούν τον NF-

κΒ, ενώ αυξημένη ενεργότητα παρατηρείται και κατά την απώλεια ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων όπως τα γονίδια PTEN και TP53. Ωστόσο, μεταλλάξεις στα γονίδια που 

κωδικοποιούν τις υπομονάδες του NF-κB, όπως τις υπομονάδες p100/p52, RelA, c-Rel 

αλλά και την πρωτεΐνη Bcl-3 αφορούν κυρίως τα λεμφώματα και τις λευχαιμίες, ενώ σπάνια 

παρατηρούνται στους επιθηλιακούς τύπους καρκίνου (49, 59, 150, 151).  

Η φλεγμονή αποτελεί μέρος της ανοσολογικής απόκρισης ενάντια σε ιικές και βακτηριακές 

μολύνσεις, προάγει την επούλωση πληγών και συμβάλλει στη διατήρηση της ομοιόστασης του 

ιστού. Η οξεία φλεγμονή σχετίζεται με την έμφυτη ανοσία, έχει μικρή διάρκεια και βοηθά τον 

οργανισμό να καταπολεμήσει τους παθογόνους παράγοντες. Ωστόσο, η επίμονη ή αλλιώς 

χρόνια φλεγμονή είναι πλέον γνωστό ότι σχετίζεται με χρόνιες παθήσεις συμπεριλαμβανομένου 

του καρκίνου (149). Κεντρικό ρόλο στις φλεγμονώδεις αποκρίσεις διαδραματίζει μεταξύ άλλων 

και ο NF-κΒ ο οποίος αποτελεί σημαντικό κρίκο μεταξύ της φλεγμονώδους αντίδρασης και της 
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καρκινογένεσης, όπως έχει δειχθεί σε in vivo μοντέλα καρκίνου του πνεύμονα, του παχέος 

εντέρου και του ήπατος (46, 48, 52, 56, 152). Στα μυελοειδή κύτταρα (ανοσοκύτταρα) τα οποία 

στρατολογούνται στο σημείο της φλεγμονής η αυξημένη ενεργότητα του NF-κΒ έχει σαν 

αποτέλεσμα τη συνεχή παραγωγή και έκκριση κυτταροκινών οι οποίες προάγουν την ανάπτυξη 

των παρακείμενων καρκινικών κυττάρων (152). Από την άλλη, αυτή η αυξημένη έκκριση 

κυτταροκινών από τα μυελοειδή κύτταρα, όπως του TNFα, έχει σαν αποτέλεσμα την 

ενεργοποίηση του NF-κΒ στα παρακείμενα επιθηλιακά κύτταρα του ιστού, στα οποία επάγει τη 

μεταγραφή αντιαποπτωτικών γονιδίων προάγοντας την καρκινογένεση (152-154). Επομένως, 

η δράση του NF-κΒ σχετίζεται άμεσα με τον τύπο κυττάρου στο οποίο εκφράζεται. Στην 

περιοχή του όγκου στρατολογείται μεγάλος αριθμός μακροφάγων κυττάρων τα οποία 

ονομάζονται ογκο-συσχετιζόμενα μακροφάγα (Tumor-Associated macrophages; TAMs). Τα 

μακροφάγα μπορεί να εμφανίζουν δύο κύριους φαινοτύπους. Τα κλασικής ενεργοποίησης 

μακροφάγα (Μ1) παράγουν μεγάλες ποσότητες προφλεγμονοδών κιτοκινών και μορίων 

ΜΗC (Major Histocompatibility Complex) και προάγουν τη φαγοκυττάρωση των καρκινικών 

κυττάρων, ενώ αντίθετα, τα εναλλακτικής ενεργοποίησης μακροφάγα (Μ2) προάγουν την 

αποκατάσταση του εξωκυττάριου χώρου και την επούλωση, έχουν χαμηλή ικανότητα 

φαγοκυττάρωσης, παρουσιάζουν αντιφλεγμονώδη δράση (έκκριση IL-10) και προάγουν την 

αγγειογένεση (155). Ο NF-κΒ έχει δειχθεί ότι προάγει τη διατήρηση του φαινοτύπου Μ2, ενώ 

αναστολή της δράσης του έχει σαν αποτέλεσμα τη μετατροπή του φαινοτύπου Μ2 σε Μ1 

ενισχύοντας την αντικαρκινική δράση των ΤΑΜ (156, 157).  

Παραδόξως, ο NF-κΒ επάγεται και από πολλούς χημειοθεραπευτικούς παράγοντες αλλά 

και την ακτινοβολία που χρησιμοποιούνται ως μέσο θεραπείας επηρεάζοντας σε μεγάλο 

βαθμό την πορεία και εξέλιξη της νόσου. Αρκετές μελέτες έχουν συνδέσει τις σηματοδοτικές 

πορείες αποκρίσεων σε βλάβες στο DNA με την ενεργοποίηση του NF-B και τη φλεγμονή 

μέσω της άτυπης πορείας που ενεργοποιείται από βλάβες στο DNA (41-43, 133), που 

οδηγούν στη διακοπή του κυτταρικού κύκλου και στην επιδιόρθωση και διατήρηση της 

σταθερότητας του γονιδιώματος (132, 134, 158). Η αυξημένη ενεργότητα του NF-κΒ 

αποτελεί κακό δείκτη πρόγνωσης και σχετίζεται με αυξημένη ανθεκτικότητα των ασθενών 

στη θεραπεία (159). In vitro αλλά και in vivo μελέτες έχουν δείξει ότι χημειοθεραπευτικοί 

παράγοντες σε συνδυασμό με την αναστολή της ενεργοποίησης του NF-κΒ είχαν σαν 

αποτέλεσμα τη μείωση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και την αυξημένη απόπτωση 

μεταξύ άλλων στον καρκίνο του μαστού (160), του πνεύμονα (161) το πολλαπλό μυέλωμα 

(162) και το μελάνωμα (163). Ωστόσο, δεδομένου του κεντρικού ρόλου του NF-κΒ στην 

ανοσολογική απόκριση η στοχευμένη ρύθμιση της ενεργότητας του NF-κΒ μόνο στα 

κύτταρα του όγκου είναι ζωτικής σημασίας. 
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Εικόνα 1.7. Η ενεργοποίηση και ο ρόλος του NF-κΒ στον καρκίνο. Η ενεργοποίηση του NF-κΒ 

οφείλεται σε πληθώρα ερεθισμάτων μεταξύ άλλων, στο στρες, την ακτινοβολία, χημικές κακρινογόνες 

ουσίες, μολυσματικούς παράγοντες αλλά και κακές διατροφικές συνήθειες. Η ενεργοποίηση του NF-

κΒ στον καρκίνο έχει συσχετιστεί με την πρόκληση της φλεγμονής αλλά και με τη ρύθμιση πληθώρας 

γονιδίων στόχων που συμβάλλουν στην κυτταρική επιβίωση, τον πολλαπλασιασμό, την κυτταρική 

διείσδυση, την αγγειογένεση αλλά και τη μετάσταση (149) 
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1.6.2. Ο ρόλος του NF-κΒ στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και στην καταστολή της 

απόπτωσης 

Η αυξημένη ικανότητα πολλαπλασιασμού και η αποφυγή της απόπτωσης αποτελούν 

βασικά χαρακτηριστικά των καρκινικών κυττάρων. Ο NF-κΒ μπορεί να προάγει τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό επάγοντας την έκφραση γονιδίων που ρυθμίζουν τον κυτταρικό 

κύκλο όπως τα γονίδια της κυκλίνης D1 (164, 165) και του c-Myc (166). Ο NF-κΒ συμβάλλει 

σημαντικά και στην αποφυγή της απόπτωσης διαμέσου διαφόρων μηχανισμών αλλά 

κυρίως μέσω της ενεργοποίησης αντι-αποπτωτικών γονιδίων όπως αυτά που 

κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες Bcl-XL, Bcl-2, c-IAP, XIAP, TRAF-2 και c-FLIP, οι οποίες 

προάγουν την επιβίωση και μειώνουν την ευαισθησία των κυττάρων στην απόπτωση που 

επάγεται μεταξύ άλλων από τους χημειοθεραπευτικούς παράγοντες (152, 153, 167, 168). 

Εκτός από την άμεση μεταγραφική ρύθμιση γονιδίων ο NF-κΒ ρυθμίζει τις διαδικασίες του 

πολλαπλασιασμού και της απόπτωσης διαμέσου της ρύθμισης άλλων μεταγραφικών 

παραγόντων όπως η ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη p53. Η ενεργοποίηση της πορείας 

ΙΚΚβ/p65 προάγει τη σταθεροποίηση της Mdm2, αναστολέα της p53, μειώνοντας έτσι 

σημαντικά την p53-επαγόμενη απόπτωση (117, 118). Ένας άλλος μηχανισμός αρνητικής 

ρύθμισης της p53 αποτελεί ο «ανταγωνισμός» των δύο μεταγραφικών παραγόντων για την 

πρόσδεση με τον συν-ενεργοποιητή CBP/p300. Δέσμευση του παράγοντα από την 

υπομονάδα p65 έχει σαν αποτέλεσμα τη μείωση της ενεργότητας της p53 (169). Μέσω του 

ίδιου μηχανισμού ο NF-κΒ ρυθμίζει αρνητικά τη μεταγραφική ενεργοποίηση του ΡΤΕΝ, ενός 

καταστολέα της πορείας PI3K/Akt που προάγει την επιβίωση των κυττάρων (170).  

 

1.6.3. O ρόλος του NF-κΒ στην αγγειογένεση και τη μετάσταση 

Η διαφορά που χαρακτηρίζει ένα κακόηθες νεόπλασμα από ένα καλόηθες είναι η ικανότητα 

των καρκινικών κυττάρων να διηθούν τους παρακείμενους ιστούς αλλά και να εισέρχονται 

στην κυκλοφορία του αίματος μέσω της οποίας μεταφέρονται σε απομακρυσμένους ιστούς 

όπου αναπτύσσουν νέους όγκους, διαδικασία που ονομάζεται μετάσταση. Τα κακοήθη 

νεοπλάσματα χαρακτηρίζονται επίσης από εκτεταμένη αγγειογένεση, διαδικασία που 

επάγεται από το υποξικό περιβάλλον του όγκου, και περιλαμβάνει το σχηματισμό νέων 

αιμοφόρων αγγείων απαραίτητων για την κάλυψη των αναγκών των καρκινικών κυττάρων 

σε θρεπτικά συστατικά και οξυγόνο. Ο NF-κΒ ρυθμίζει την έκφραση γονιδίων τα οποία 

εμπλέκονται στις ανωτέρω διαδικασίες, προάγοντας την αγγειογένεση, τη διήθηση αλλά και 

τη μετάσταση των κυττάρων σε διαφόρους τύπους καρκίνου. 
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Έναν από τους κύριους ρυθμιστές της αγγειογένεσης αποτελεί ο VEGF (Vascular 

Endothelial Growth Factor), η δράση του οποίου έχει δειχθεί ότι ρυθμίζεται θετικά από τον 

NF-κΒ μεταξύ άλλων στον καρκίνο των ωοθηκών (171, 172), του παχέος εντέρου (173, 

174), του μαστού (175) και στο γλοιοβλάστωμα (176). Άλλοι ρυθμιστές της αγγειογένεσης 

οι οποίοι ρυθμίζονται από τον NF-κΒ αποτελούν μεταγραφικοί παράγοντες και κυτταροκίνες 

όπως ο bFGF (basic Fibroblast-like Growth Factor), η αγγειοποιητίνη 2 (Ang2), η 

ιντερλευκίνη-8 (IL-8) και η ιντερλευκίνη-1β (IL-1β) αλλά και ο TGFβ (Transforming Growth 

Factor beta), η δράση των οποίων προάγει τον πολλαπλασιασμό των ενδοθηλιακών 

κυττάρων. Επιπλέον, την έκφραση πολλών από αυτούς τους αυξητικούς παράγοντες 

ρυθμίζει και ο μεταγραφικός παράγοντας HIF-1α (Hypoxia-Inducible factor) προάγοντας την 

αγγειογένεση σε συνθήκες υποξίας, ο οποίος αποτελεί επίσης μεταγραφικό στόχο του NF-

κΒ (177-179). 

Μια διαδικασία η οποία αποτελεί πρώιμο στάδιο της μετάστασης είναι η επιθηλιακή προς 

μεσεγχυματική μετατροπή (Epithelial to Mesechymal Transition, EMT), κατά την οποία τα 

επιθηλιακά κύτταρα αποκτούν μεσεγχυματικό φαινότυπο. Κεντρικοί ρυθμιστές της ΕΜΤ 

αποτελούν μεταξύ άλλων οι παράγοντες Twist1, Snail και Slug, η έκφραση των οποίων 

ρυθμίζεται από τον NF-κΒ (3, 180-182). Ο NF-κΒ έχει δειχθεί ότι προάγει την ΕΜΤ και τη 

μετάσταση μεταξύ άλλων στον καρκίνο του μαστού (181, 183, 184), του πνεύμονα (185) 

και του παχέος εντέρου (186, 187). Για την μετάσταση των κυττάρων απαιτείται επίσης η 

έκφραση διαφόρων μορίων προσκόλλησης συμπεριλαμβανομένων των ICAM-1, VCAM-1 

και ELAM-1, αλλά και μορίων που προάγουν τη διηθητική ικανότητα των καρκινικών 

κυττάρων, όπως οι μεταλλοπρωτεϊνάσες (Matrix Metaloproteinases, MMPs), το uPA 

(urokinase type of Plasminogen Activator), η ηπαρανάση, και η IL-8, η έκφραση των οποίων 

ρυθμίζεται από τον NF-κΒ (188-190). Ακόμη, ο NF-κΒ συμβάλλει στη μεταγραφική ρύθμιση 

χημειοκινών, όπως η CXCL1, αλλά και σε υποδοχείς χημειοκινών, όπως οι υποδοχείς 

CXCR4 και CCR7, που διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην κινητικότητα, την 

εγκατάσταση και την ανάπτυξη των καρκινικών κυττάρων στο νέο ιστό (191-193). 

Συνολικά, η δράση του NF-κΒ επηρεάζει μια ποικιλία μοριακών διαδικασιών οι οποίες 

απαιτούνται για τη δημιουργία και την ανάπτυξη ενός όγκου. Στα αρχικά στάδια ο ρόλος του 

NF-κΒ είναι σημαντικός για την επιβίωση και τον πολλαπλασιασμό των καρκινικών 

κυττάρων, ενώ σε μετέπειτα στάδια προάγει την ικανότητα των κυττάρων να διηθούν 

παρακείμενους αλλά και απομακρισμένους ιστούς. Επίσης συμβάλλει σημαντικά στην 

ανθεκτικότητα των κυττάρων στην ακτινο- και χημειοθεραπεία.  
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1.7. Ο ρόλος του NF-κΒ στον καρκίνο του πνεύμονα 

1.7.1. Ο καρκίνος του πνεύμονα 

Ο καρκίνος του πνεύμονα αποτελεί την πρώτη αιτία θανάτου από καρκίνο παγκοσμίως 

(194) (Εικόνα 1.8.). Κύριο αίτιο αποτελεί το κάπνισμα (80-90% των περιπτώσεων) και σε 

μικρότερο ποσοστό η έκθεση σε βλαβερές ουσίες όπως ο αμίαντος και το ραδόνιο. Η 

χρόνια αποφρακτική πνευμονοπάθεια έχει επίσης συσχετιστεί με την εμφάνιση του 

καρκίνου του πνεύμονα, ενώ σημαντικό ρόλο παίζει και η κληρονομικότητα. Το γεγονός ότι 

τα αρχικά στάδια της νόσου συνήθως δεν εμφανίζουν συμπτώματα και η διάγνωση συχνά 

γίνεται σε αρκετά προχωρημένο στάδιο σε συνδυασμό με τη μεγάλη ετερογένεια της νόσου 

και την υψηλή ανθεκτικότητα στη θεραπεία έχει σαν αποτέλεσμα το ποσοστό πενταετούς 

επιβίωσης των ασθενών να βρίσκεται μόλις στο 15%. Επομένως, η ανάγκη για την 

ταχύτερη διάγνωση και αποτελεσματικότερη θεραπεία είναι επιτακτική και αυτό θα 

μπορούσε να επιτευχθεί με την καλύτερη κατανόηση των μοριακών διαδικασιών που 

διέπουν τη νόσο. 

Κλινικά, ο καρκίνος του πνεύμονα διακρίνεται σε δύο μεγάλες κατηγορίες, το 

μη-μικροκυτταρικό καρκίνο του πνεύμονα (Non-Small Cell Lung Cancer; NSCLC) και 

το μικροκυτταρικό καρκίνο του πνεύμονα (Small Cell Lung Cancer; SCLC) που 

αντιπροσωπεύουν περίπου το 85% και 15% όλων των περιπτώσεων συνολικά. 

Ιστολογικά, ο NSCLC χωρίζεται σε δύο κύριους υποτύπους που αποτελούν το 

αδενοκαρκίνωμα (Lung Adenocarcinoma; LUAD, ~55%) και το καρκίνωμα πλακωδών 

κυττάρων (Lung Squamous Cell Carcinoma; LUSC, ~35%), ενώ σε μικρότερο ποσοστό 

παρατηρείται και το καρκίνωμα των μεγαλοκυττάρων (Large Cell Carcinoma; LCC, ~10%) 

(195, 196) (Εικόνα 1.9.). 
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Εικόνα 1.8. Εκτιμώμενη συχνότητα εμφάνισης και θνησιμότητας για τους κύριους τύπους 

καρκίνου το 2018. Ο καρκίνος του πνεύμονα αποτελεί τη συχνότερη μορφή καρκίνου και αποτελεί 

κύρια αιτία θνησιμότητας από καρκίνο και στα δύο φύλα παγκοσμίως (194). 

 

Η σταδιακή ανάπτυξη των αδενοκαρκινωμάτων, στα οποία και θα εστιάσουμε στην 

παρούσα μελέτη, οφείλεται στη συσσώρευση επιγενετικών και γενετικών μεταβολών. Με 

μεγαλύτερη συχνότητα παρατηρούνται αμοιβαία αποκλειόμενες μεταλλάξεις στα 

ογκογονίδια KRAS (~30%) και EGFR (10-15%), ενώ στο ~50% των περιπτώσεων 

παρατηρείται μετάλλαξη και απώλεια λειτουργίας στο ογκοκατασταλτικό γονίδιο ΤΡ53 (195, 

197-201). Σε μικρότερο ποσοστό ακολουθούν μεταλλάξεις μεταξύ άλλων στα γονίδια BRAF, 

ERBB2, MET, FGFR1 και FGFR2 (Fibroblast Growth Factor Receptor). Ακόμη, 

παρατηρούνται χρωμοσωμικές μετατοπίσεις στα γονίδια ALK (Anaplastic Lymphoma 

Kinase) και ROS1 (Receptor Tyrosine Kinase) ενώ σε ένα μεγάλο ποσοστό των 

περιπτώσεων οι αρχικές μεταλλάξεις δεν είναι γνωστές. Μεταλλάξεις παρατηρούνται και σε 

ογκοκατασταλτικά γονίδια, εκτός του TP53, όπως LKB1 (STK11), NF1 and PTEN (195, 196, 

198, 199, 202, 203) (Εικόνα 1.8).  
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Εικόνα 1.9. Υπότυποι και μεταλλάξεις του μη-μικροκυτταρικού καρκίνου του πνεύμονα. 

Παρουσιάζονται οι δύο κύριοι υπότυποι του NSCLC που αποτελούν το αδενοκαρκίνωμα (AdC) και 

το καρκίνωμα των πλακωδών κυττάρων (SqCC) καθώς και οι κύριες γονιδιακές μεταλλάξεις που 

παρατηρούνται συχνότερα στους δύο υποτύπους (204) 

 

Σε αντίθεση με το ADC, τα δεδομένα για το SCC είναι λιγότερα και σε αυτό τον τύπο 

καρκίνου πιο συχνά παρατηρούνται μεταλλάξεις στα γονίδια TP53, MLL2, PIK3CA, 

CDKN2A, KEAP1, PTEN και RB1, αλλά και στα γονίδια DDR2 (discoidin domain-containing 

receptor 2) και FGFR1-3 (205).  

Μελέτες αλληλούχισης νέας γενιάς (Next Generation Sequencing; NGS) έχουν 

αποκαλύψει την πολυπλοκότητα των σωματικών μεταλλάξεων που παρατηρούνται στο 

NSCLC και περιλαμβάνουν επιπλέον μεταλλάξεις σε γονίδια που κωδικοποιούν μόρια 

επιγενετικής τροποποίησης, παράγοντες ματίσματος, μεταγραφικούς παράγοντες αλλά και 

μόρια που συμμετέχουν στην κυτταρική ανοσία (196, 202).  
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1.7.2. Πειραματικά μοντέλα μυών στον καρκίνο του πνεύμονα 

Οι αυθόρμητοι όγκοι που παρατηρούνται στους πνεύμονες μυών προσομοιάζουν 

μορφολογικά, ιστοπαθολογικά αλλά και σε μοριακό επίπεδο το ανθρώπινο αδενοκαρκίνωμα. 

Επομένως, τα μοντέλα μυών αποτελούν ένα πολύτιμο εργαλείο για τη μελέτη της 

καρκινογένεσης στον πνεύμονα, την απόκριση στη θεραπεία αλλά και την ταυτοποίηση 

βιοδεικτών με σκοπό την έγκαιρη διάγνωση της νόσου. Μέχρι σήμερα έχουν περιγραφεί 

διάφορα πειραματικά μοντέλα μυός για τη μελέτη του καρκίνου του πνεύμονα και 

περιλαμβάνουν μοντέλα τα οποία αναπτύσσουν αυθόρμητα όγκους στον πνεύμονα, 

μοντέλα στα οποία οι όγκοι επάγονται μέσω της χορήγησης κάποιας καρκινογόνου ουσίας 

αλλά και διαγονιδιακά μοντέλα (206-208). 

Η ευαισθησία και η συχνότητα τυχαίας εμφάνισης όγκων στον πνεύμονα διαφέρει 

μεταξύ των διάφορων στελεχών μυών. Στελέχη τα οποία παρουσιάζουν μεγάλη 

πιθανότητα εμφάνισης τυχαίων όγκων αποκρίνονται πολύ καλά στην ανάπτυξη όγκων 

που επάγεται από χημικούς παράγοντες. Τα στελέχη A/J και SWR ανήκουν στα πιο 

ευαίσθητα στελέχη ενώ άλλα στελέχη κυμαίνονται από ενδιάμεση ανθεκτικότητα (O20 και 

BALB/c), μεγάλη ανθεκτικότητα (CBA και C3H) έως και σχεδόν πλήρη ανθεκτικότητα 

(C57BL/6 και DBA) στην εμφάνιση όγκων (208, 209). Η επαγωγή όγκων με τη χρήση 

χημικών καρκινογόνων αποτελεί κλασική μέθοδο η οποία σχεδόν πάντα έχει σαν 

αποτέλεσμα την ανάπτυξη αδενώματος και αδενοκαρκινώματος στον πνεύμονα. Από τα 

πιο ευρέως χρησιμοποιούμενα χημικά καρκινογόνα για την ογκογένεση στον πνεύμονα 

είναι ο καπνός και ο καρβαμικός αιθυλεστέρας ή πιο συχνά αναφερόμενος ως ουρεθάνιο 

(ή ουρεθάνη). Μετά τη χορήγηση του καρκινογόνου παράγοντα αρχικά παρατηρούνται 

πολλαπλές υπερπλαστικές εστίες (hyperplastic foci) στα βρογχιόλια και τις κυψελίδες, 

πολλές από τις οποίες αναπτύσσονται σε αδένωμα και τελικά μετά από κάποιους μήνες 

σε αδενοκαρκίνωμα. (206-209). 

Για την αποφυγή της τυχαίας μεταλλαξιγένεσης ιδιαίτερα διαδεδομένη είναι και η χρήση 

των διαγονιδιακών μοντέλων μυών στα οποία η έκφραση ενός συγκεκριμένου 

ογκογονιδίου καθιστά δυνατή τη μελέτη του ρόλου του στην ογκογένεση και ανάπτυξη του 

καρκίνου του πνεύμονα. Το KRAS αποτελεί το κύριο ογκογονίδιο σε ένα μεγάλο ποσοστό 

περιπτώσεων NSCLC ωστόσο, σε αντίθεση με τον EGFR, η θεραπευτική στόχευσή του 

μέχρι σήμερα δεν έχει καταστεί δυνατή (210-212) με αποτέλεσμα τα διαγονιδιακά μοντέλα 

KRAS να αποτελούν τα πιο συχνά μοντέλα μελέτης της καρκινογένεσης στον πνεύμονα. 

Το πρωτο-ογκογονίδιο KRAS κωδικοποιεί μια GTPάση η οποία ενεργοποιεί σηματοδοτικές 

πορείες που προάγουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και την επιβίωση, όπως η πορεία 

των MAP κινασών, Ras/Raf/MAPK(ERK), και η πορεία PI3K/Akt. Η υδρόλυση του GTP σε 
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GDP αναστέλλει τη σηματοδότηση μέσω των πρωτεϊνών Ras, ωστόσο ογκογόνες 

μεταλλάξεις σε αυτό το γονίδιο παρεμποδίζουν την υδρόλυση του GTP με αποτέλεσμα την 

ιδιοστατική ενεργοποίηση και σηματοδότηση διαμέσου των πρωτεϊνών Ras. Οι 

περισσότερες σημειακές μεταλλάξεις σε αυτό το γονίδιο αφορούν μετατροπές G–T και 

εντοπίζονται συχνότερα στο κωδικόνιο 12, ενώ ακολουθούν μεταλλάξεις στα κωδικόνια 13 

και 61 (213).  

Διάφορα μοντέλα έχουν χρησιμοποιηθεί για τη μελέτη της KRAS-επαγόμενης 

ογκογένεσης του πνεύμονα. Το αρχικό διαγονιδιακό μοντέλο υπερέκφρασης του γονιδίου 

Ras σε όλα τα κύτταρα ενός ιστού ακολούθησε το μοντέλο KrasLA2, στο οποίο το ενδογενές 

αλληλόμορφο του Kras έχει αντικατασταθεί από ένα αλληλόμορφο που φέρει μια 

λανθάνουσα μετάλλαξη. Η ενεργοποίηση του μεταλλαγμένου γονιδίου συμβαίνει τυχαία σε 

οποιονδήποτε ιστό κατά τη διάρκεια ανάπτυξης του ποντικού προσομοιάζοντας την 

ενεργοποίηση του μεταλλαγμένου Ras στον άνθρωπο. Τα ζώα αυτά αναπτύσσουν όγκους 

στον πνεύμονα οι οποίοι εξελίσσονται από υπερπλαστικές αλλοιώσεις σε κυψελιδικά 

αδενώματα και τέλος αδενοκαρκινώματα τα οποία προσομοιάζουν σε μεγάλο βαθμό τα 

ανθρώπινα αδενοκαρκινώματα πνεύμονα (207, 214). Σε ένα άλλο μοντέλο, το KrasLSL, η 

έκφραση του μεταλλαγμένου Kras μπορεί να επαχθεί στον πνεύμονα οποιαδήποτε στιγμή 

κατά την ανάπτυξη του ποντικού με τη χορήγηση ενός ανασυνδυασμένου ιού που παράγει 

τη ρεκομπινάση Cre. Σε αυτό το μοντέλο πριν από το μεταλλαγμένο γονίδιο Kras βρίσκεται 

μια αλληλουχία τερματισμού της μεταγραφής ενδιάμεσα από δύο αλληλουχίες LoxP. Η 

χορήγηση του ιού έχει σαν αποτέλεσμα την αναγνώριση των στοιχείων LoxP από τη 

ρεκομπινάση Cre η οποία και αποκόπτει το στοιχείο τερματισμού, με αποτέλεσμα την 

έκφραση του μεταλλαγμένου γονιδίου(215). Σε ένα άλλο μοντέλο, η έκφραση του 

μεταλλαγμένου K-Ras μπορεί να είναι επαγώγιμη και αναστρέψιμη. Σε αυτό το μοντέλο, 

χρησιμοποιείται το σύστημα tet-on στο οποίο το διαγονίδιο βρίσκεται υπό τον έλεγχο ενός 

υποκινητή που απαιτεί για την επαγωγή του την ταυτόχρονη παρουσία μιας τετρακυκλίνης 

(π.χ. δοξοκυκλίνη; Dox) και την πρωτεϊνη rtTA (reverse tetracycline transactivator protein). 

Οι μύες αυτοί διασταυρώνονται με ένα δεύτερο διαγονιδιακό μοντέλο στο οποίο η έκφραση 

της πρωτεϊνης rtTA βρίσκεται υπό τον έλεγχο ενός υποκινητή ειδικό για ένα συγκεκριμένο 

κυτταρικό τύπο, όπως για παράδειγμα τα κύτταρα των αεραγωγών Clara ή τα 

πνευμονοκύτταρα τύπου ΙΙ (Alveolar Type II; ΑΤ ΙΙ) τα οποία θεωρούνται τα κύτταρα 

προέλευσης του αδενοκαρκινώματος (216, 217). Επομένως, τα ζώα που προκύπτουν θα 

εκφράζουν το μεταλλαγμένο KRAS μόνο υπό την παρουσία τετρακυκλίνης και μόνο στον 

επιθυμητό τύπο κυττάρων (218).  
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Δεδομένου ότι τα καρκινικά κύτταρα χαρακτηρίζονται από μια πληθώρα μεταλλάξεων, η 

χρήση αυτών των μοντέλων με την ταυτόχρονη γενετική τροποποίηση και άλλων γονιδίων 

έχουν βοηθήσει να κατανοήσουμε το ρόλο διαφόρων πορειών στην ογκογένεση του 

πνεύμονα. Έχουν περιγραφεί πολλά μοντέλα στα οποία η υπερέκφραση του KRAS 

παράλληλα συνοδεύεται και από μεταλλάξεις σε άλλα γονίδια όπως το TP53 και το 

CDKN2A. Επίσης βασισμένα στις ίδιες μοριακές τεχνικές έχουν κατασκευαστεί διαγονιδιακά 

μοντέλα με μεταλλάξεις στα γονίδια EGFR και PIK3CA, αλλά και χρωμοσωμικές 

μετατοπίσεις στα γονίδια EML4-ALK και ROS1 (206, 207). Ωστόσο, αξίζει να σημειωθεί ότι 

τα μοντέλα αυτά ενέχουν και κάποιους περιορισμούς. Ένα μεγάλο μειονέκτημα των 

διαγονιδιακών μοντέλων αποτελεί η μικρή γενετική πολυπλοκότητα και ο μικρός αριθμός 

μεταλλάξεων σε σύγκριση με τον ανθρώπινο καρκίνο, γεγονός αναμενόμενο αν αναλογιστεί 

κανείς ότι ο μέσος όρος ζωής των μυών είναι τα δύο χρόνια ενώ ο καρκίνος στον άνθρωπο 

αναπτύσσεται σε δεκαετίες. Επιπλέον, στα μοντέλα αυτά δεν παρατηρούνται συχνές 

μεταστάσεις σε αντίθεση με την υψηλή μεταστατικότητα του καρκίνου του πνεύμονα στον 

άνθρωπο. Μια ακόμη διαφορά αποτελεί η συνήθης ύπαρξη παράλληλων παθήσεων καθώς 

σε μεγάλο ποσοστό ο καρκίνος στον άνθρωπο εμφανίζεται σε προχωρημένη ηλικία, 

γεγονός που μπορεί να επηρεάσει την απόκριση στη θεραπεία. Παρά τα όποια 

μειονεκτήματα, αναμφίβολα τα μοντέλα αυτά αποτελούν πολύτιμα εργαλεία για τη μελέτη 

της κυτταρικής προέλευσης και της σταδιακής εξέλιξης του καρκίνου του πνεύμονα, της 

εξάρτησης από τα ογκογονίδια, της απόκρισης στη θεραπεία, αλλά και την ταυτοποίηση 

νέων βιοδεικτών (206, 207).  

 

1.7.3. Ο ρόλος των πορειών ΙΚΚβ-RelA/p65 και ΙΚΚα-p52 στον καρκίνο του πνεύμονα 

Όπως συζητήθηκε στην Ενότητα 1.6.1, ο NF-κΒ συχνά εμφανίζεται ιδιοστατικά ενεργός σε 

διάφορους τύπους καρκίνου συμπεριλαμβανομένου και του καρκίνου του πνεύμονα. 

Δείγματα από ασθενείς με καρκίνο του πνεύμονα εμφανίζουν υψηλά επίπεδα έκφρασης 

του NF-κΒ τόσο στο SCLC όσο και στο NSCLC γεγονός που σχετίζεται σημαντικά με την 

εξέλιξη της νόσου και αποτελεί δείκτη κακής πρόγνωσης (136-138, 219-221). Όπως θα 

συζητηθεί, στον καρκίνο του πνεύμονα ο NF-κΒ έχει συσχετιστεί με την κυτταρική 

επιβίωση, την αγγειογένεση, τη μετάσταση αλλά και τη φλεγμονή. Επιπλέον, μοριακές 

μελέτες έχουν δείξει ότι η στόχευση του NF-κΒ αναστέλλει την επιβίωση και τον 

πολλαπλασιασμό των καρκινικών κυττάρων αλλά και την ανάπτυξη των όγκων σε ζωικά 

μοντέλα και επομένως θα μπορούσε να αποτελέσει πιθανό στόχο θεραπευτικής 

προσέγγισης (52, 53, 222-224).  
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Η δράση ογκογονιδίων έχει συσχετιστεί άμεσα με την ενεργοποίηση του NF-κΒ στον 

καρκίνο του πνεύμονα. Το ογκογονίδιο KRAS, το οποίο βρίσκεται μεταλλαγμένο σε μεγάλο 

ποσοστό των περιπτώσεων NSCLC, έχει δειχθεί ότι προάγει την καρκινογένεση του 

πνεύμονα μέσω της ενεργοποίησης του NF-κΒ τόσο in vitro όσο και in vivo. Μελέτες με 

διαγονιδιακούς μύες αλλά και κυτταρικές σειρές έχουν δείξει την εξάρτηση της K-Ras-

επαγόμενης ογκογένεσης από την ενεργοποίηση του NF-κΒ ενώ η μείωση της έκφρασης 

του NF-κΒ στα ίδια μοντέλα συμβάλλει στη σημαντική μείωση των όγκων in vivo και ενισχύει 

την K-Ras-επαγόμενη απόπτωση των κυττάρων in vitro (225, 226). Σημαντικό ρόλο 

φαίνεται να παίζει και η πρωτεΐνη p53 καθώς ταυτόχρονη απώλεια της δράσης της έχει 

δειχθεί ότι ενισχύει τη δράση του NF-κΒ και την επιβίωση των καρκινικών κυττάρων in vitro 

και in vivo (225, 227).  

Το K-Ras ενεργοποιεί τον μεταγραφικό παράγοντα NF-κΒ διαμέσου της ενεργοποίησης 

της ΙΚΚβ ωστόσο ο μοριακός μηχανισμός που συνδέει το Ras με την ενεργοποίηση των 

ΙΚΚ δεν είναι πλήρως κατανοητός. Μια μελέτη έχει καταδείξει ως πιθανά σημαντικό κρίκο 

την πρωτεΐνη p62, δεδομένου ότι η αναστολή της έκφρασής της αναστέλλει την 

ενεργοποίηση του NF-κΒ και τον K-Ras-επαγόμενο μετασχηματισμό των κυττάρων. Ο 

μοριακός μηχανισμός περιλαμβάνει την ενεργοποίηση της έκφρασης της p62 από το K-Ras 

διαμέσου των πορειών ERK και Αkt, η οποία με τη σειρά της προάγει την TRAF6-

διαμεσολαβούμενη ενεργοποίηση των ΙΚΚ (228). Τα αποτελέσματα αυτά ενισχύει και μια 

δεύτερη μελέτη στην οποία η πρωτεΐνη TRAF6 φαίνεται να είναι απαραίτητη για την K-Ras-

επαγόμενη ογκογένεση διαμέσου της ενεργοποίησης του NF-κΒ τόσο in vitro όσο και in vivo 

(229). Και καθοδικά της ενεργοποίησης του NF-κΒ, λίγα είναι γνωστά για τους μοριακούς 

μηχανισμούς που προάγουν την K-Ras-επαγόμενη ογκογένεση στον πνεύμονα. Μια 

πρόσφατη έρευνα ταυτοποίησε την Timp-1 (Tissue inhibitor of metalloproteinases-1) η 

οποία φαίνεται να προάγει τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων και την ανάπτυξη των 

όγκων ανεξάρτητα από τη δράση της ως αναστολέας των μεταλλοπρωτεϊνασών. 

Συγκεκριμένα, η Timp-1 ενεργοποιείται διαμέσου της πορείας K-Ras/Erk/NF-κΒ και με τη 

σειρά της ενισχύει την ενεργοποίηση της πορείας Erk σχηματίζοντας ένα βρόγχο θετικής 

ανατροφοδότησης (230). Εκτός από την κλασσική πορεία ενεργοποίησης του NF-κΒ 

διαμέσου της κινάσης ΙΚΚβ, τo K-Ras έχει δειχθεί ότι μπορεί να επάγει την ενεργοποίηση 

του NF-κΒ με εναλλακτικούς μηχανισμούς. Μελέτη σάρωσης RNAi σε ανθρώπινες 

κυτταρικές σειρές αδενοκαρκινώματος ταυτοποίησε την κινάση TBK1, η οποία δρα 

καθοδικά της πρωτεΐνης Ras και ενεργοποιεί την υπομονάδα c-Rel που με τη σειρά της 

επάγει την αντιαποπτωτική πρωτεΐνη Bcl-XL (231).  
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Σε μεγάλο ποσοστό η εμφάνιση του καρκίνου του πνεύμονα σχετίζεται με την ύπαρξη 

χρόνιας φλεγμονής. Μελέτες έχουν καταδείξει ότι η ενεργοποίηση του NF-κΒ προάγει τη 

δημιουργία φλεγμονής στον πνεύμονα (232-234), γεγονός που ενισχύει σημαντικά την 

ογκογένεση που επάγεται από διάφορα ερεθίσματα (235, 236). Για παράδειγμα, η 

χορήγηση ουρεθανίου έχει σαν αποτέλεσμα την ταχεία ενεργοποίηση του NF-κB και τη 

δημιουργία φλεγμονής, με τον NF-κΒ να εντοπίζεται ενεργός στα επιθηλιακά κύτταρα του 

πνεύμονα αλλά και τα μακροφάγα. Η αναστολή της ενεργοποίησης του NF-κΒ στα 

επιθηλιακά κύτταρα, αποτρέπει τη δημιουργία φλεγμονής έπειτα από τη χορήγηση 

ουρεθανίου και μειώνει σε πολύ μεγάλο ποσοστό την εμφάνιση όγκων καθώς παρατηρείται 

αυξημένη απόπτωση των επιθηλιακών κυττάρων και μείωση της έκφρασης της αντι-

αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-2 (235). Κυριότερο αίτιο της χρόνιας φλεγμονής στον 

πνεύμονα αποτελεί το κάπνισμα (237-239). Η χορήγηση συστατικών του καπνού σε 

επιθηλιακά κύτταρα πνεύμονα επάγει βλάβες στο DNA και παύση του κυτταρικού κύκλου, 

ωστόσο δεν προκαλεί απόπτωση αλλά αντίθετα, προάγει την επιβίωση των κυττάρων και 

τον αυξημένο πολλαπλασιασμό διαμέσου της ενεργοποίησης του NF-κΒ και την ακόλουθη 

έκφραση αντι-αποπτωτικών γονιδίων όπως το Bcl-XL (240), αλλά και γονιδίων που 

προάγουν τον κυτταρικό κύκλο όπως η κυκλίνη D1 (164). Επιπλέον, in vivo, ο καπνός έχει 

δειχθεί ότι προάγει την ανάπτυξη του όγκου διαμέσου της ενεργοποίησης της πορείας ΙΚΚβ, 

την παραγωγή κυτταροκινών και τη δημιουργία φλεγμονής (241).  

Εκτός από τα ίδια τα καρκινικά κύτταρα, σημαντικό ρόλο στην καρκινογένεση που 

επάγεται από τη φλεγμονή διαδραματίζουν και τα κύτταρα του ανοσοποιητικού 

συστήματος. Η ενεργοποίηση του NF-κΒ στα μυελοειδή κύτταρα και κυρίως στα ογκο-

συσχετιζόμενα μακροφάγα (Rumor Associated macrophages; TAMs) συνοδεύεται από 

αυξημένη έκφραση και έκκριση κυτταροκινών που συμβάλλουν σημαντικά στην ανάπτυξη 

του όγκου (242). Αναστολή της δράσης του NF-κΒ στα μυελοειδή κύτταρα έχει σαν 

αποτέλεσμα τη μειωμένη έκφραση κυτταροκινών και χημειοκινών όπως ο TNFα, οι CCL2 

και CCL3 (C-C Motif Chemokine Ligand) και η IL-6, με αποτέλεσμα τη μείωση της διήθησης 

των φλεγμονοδών κυττάρων και τον περιορισμό της ανάπτυξη του όγκου (225, 241). Σε 

μια άλλη μελέτη, η χορήγηση ουρεθανίου και η ενεργοποίηση του NF-κΒ στο αναπνευστικό 

επιθήλιο ποντικών είχε σαν αποτέλεσμα τη στρατολόγηση μακροφάγων και 

λεμφοκυττάρων συμπεριλαμβανομένων και ενεργών ρυθμιστικών Τ λεμφοκυττάρων 

(regulatory T lymphocytes; Tregs), ο ρόλος των οποίων είναι ο περιορισμός της δράσης 

των κυτταροτοξικών Τ λεμφοκυττάρων. Παρεμπόδιση της δράσης των κυττάρων Treg είχε 

σαν αποτέλεσμα τη σημαντική μείωση σχηματισμού όγκων στα ποντίκια, καταδεικνύοντας 

το σημαντικό ρόλο που διαδραματίζει ο NF-κΒ στη διαμόρφωση του ανοσολογικού 

περιβάλλοντος στον πνεύμονα και την προαγωγή της ογκογένεσης (243). 
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Όπως και σε άλλους τύπους καρκίνου έτσι και στον καρκίνο του πνεύμονα, εκτός από 

την ανάπτυξη του όγκου, ο NF-κΒ συμβάλλει σημαντικά και στις διαδικασίες της 

αγγειογένεσης και της μετάστασης. Φυσιολογικά, ο NF-κΒ συμβάλλει στην αγγειογένεση 

του αναπτυσσόμενου πνεύμονα μέσω της ρύθμισης του VEGFR2 (244), ενώ στον καρκίνο, 

το γονίδιο RAS έχει συσχετιστεί με την επαγωγή της διαδικασίας της αγγειογένεσης 

διαμέσου πορειών που τελικά οδηγούν στην αύξηση των επιπέδων μεταξύ άλλων του 

VEGF και της IL-8 (245-247). Μια πρόσφατη μελέτη κατέδειξε ότι ο NF-κΒ συμβάλλει στη 

αγγειογένεση που επάγεται από μεταλλάξεις στο KRAS διαμέσου της ρύθμισης αυτών των 

γονιδίων. Η στόχευση του NF-κΒ σε κυτταρικές σειρές πνεύμονα μείωσε σημαντικά την 

έκφραση και έκκριση των VEGF και IL-8, ενώ σε ξενομοσχεύματα in vivo είχε σαν 

αποτέλεσμα τη μείωση του μεγέθους και της αγγείωσης του όγκου (248).  

Αναστολή της ενεργότητας του NF-κΒ σε καρκινικές σειρές πνεύμονα μειώνει τη 

μεταστατική ικανότητα των κυττάρων in vitro και in vivo (249). Αντίθετα, αυξημένη έκφραση 

του NF-κΒ στα επιθηλιακά κύτταρα του πνεύμονα με τη χρήση ενός αδενοϊού που εκφράζει 

το p65 έχει δειχθεί ότι προάγει τη δημιουργία φλεγμονής, την ογκογένεση στον πνεύμονα 

και τη μετάσταση. Σημαντικό ρόλο στη διαδικασία της μετάστασης, σε αυτό το μοντέλο, 

φαίνεται να παίζουν τα μακροφάγα τα οποία στρατολογούνται στην περιοχή του όγκου ως 

αποτέλεσμα της φλεγμονής, ωστόσο ο ακριβής μηχανισμός με τον οποίο προάγουν τη 

μετάσταση δεν έχει μελετηθεί (250). Σε μια άλλη μελέτη, ο NF-κΒ έχει δειχθεί ότι προάγει τη 

μετάσταση στον πνεύμονα διαμέσου της αύξησης της έκφρασης της ΜΜΡ9, του uPA και 

της ηπαρανάσης και την ταυτόχρονη μείωση των ΜΜΡ1 και ΜΜΡ2 και του αναστολέα του 

ΡΑ 2 (190). Επιπλέον, μόρια τα οποία προάγουν τη μετάσταση έχουν δειχθεί ότι δρουν 

διαμέσου του NF-κΒ και την έκφραση ιντεγκρινών. Σε καρκινικές σειρές πνεύμονα, η 

χημειοκίνη SDF-1α (stromal-derived factor-1α) δρα διαμέσου του υποδοχέα CXCR4 και 

ενεργοποιεί την πορεία ERK/NF-κΒ. Ο NF-κΒ με τη σειρά του προάγει την έκφραση των 

ιντεγκρινών β1 και β3 που αποτελούν διαμεμβρανικούς υποδοχείς αλληλεπίδρασης με 

μόρια της εξωκυτταρικής θεμέλιας ουσίας και οι οποίες προάγουν τη μεταστατική ικανότητα 

των κυττάρων (251). Η ίδια ερευνητική ομάδα κατέδειξε ένα παρόμοιο μηχανισμό για τη 

δράση της κυτταροκίνης CCL5, η οποία σχετίζεται με καταστάσεις χρόνιας φλεγμονής. Η 

CCL5, προάγει τη μετάσταση μέσω της ενεργοποίησης της πορείας PI3K/Akt και 

ακολούθως του NF-κΒ, που με τη σειρά του επάγει τη μεταγραφή της ιντεγκρίνης ανβ3 

(252). Μια άλλη μελέτη κατέδειξε ότι και η ιντεγκρίνη ανβ3 μπορεί να επάγει την 

ενεργοποίηση του NF-κΒ διαμέσου της πορείας FAK (Focal Adhesion Kinase)/Akt, 

υποδηλώνοντας την ύπαρξη ενός θετικού μηχανισμού ανατροφοδότησης μεταξύ του NF-

κΒ και της ανβ3 που προάγει τη μεταστατική ικανότητα των κυττάρων τουλάχιστον in vitro 

(253).  
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Σε αντίθεση με την κανονική πορεία ενεργοποίησης του NF-κΒ, ο ρόλος της μη-

κανονικής πορείας στον καρκίνο του πνεύμονα παραμένει σε μεγάλο βαθμό 

ανεξερεύνητος. Σε ένα από τα λίγα in vivo μοντέλα που έχουν περιγραφεί για τη μη-

κανονική πορεία, η υπερέκφραση της υπομονάδας p52 στο αναπνευστικό επιθήλιο μυών 

προάγει την ανάπτυξη περισσότερων και μεγαλύτερων όγκων σε σύγκριση με τους μύες 

αγρίου τύπου έπειτα από χορήγηση ουρεθανίου (254). Τα αποτελέσματα αυτά ενισχύουν 

δεδομένα από δείγματα ασθενών με καρκίνο του πνεύμονα, όπου παρατηρούνται 

αυξημένα επίπεδα έκφρασης και ενεργότητας των υπομονάδων p52 και RelB στα 

καρκινικά κύτταρα σε σύγκριση με το φυσιολογικό παρέγχυμα (254, 255). Παραδόξως, δύο 

πρόσφατες μελέτες παρουσιάζουν αντικρουόμενα αποτελέσματα για το ρόλο της ΙΚΚα 

στην καρκινογένεση του πνεύμονα in vivo. Ενώ η μελέτη των Vreka et. al. υποστηρίζει ότι 

η ΙΚΚα δρα προάγοντας το σχηματισμό αδενοκαρκινωμάτων στους πνεύμονες ποντικών 

είτε μεμονωμένα είτε συνεργικά με το ογκογονίδιο KRASG12D (256), η μελέτη των Song et. 

al. παρουσιάζει έναν ογκοκατασταλτικό ρόλο στην KRASG12D-επαγόμενη ογκογένεση. 

Επιπλέον, στη δεύτερη μελέτη η IKKα φαίνεται να περιορίζει το σχηματισμό όγκων μέσω 

της ρύθμισης γονιδίων των υπομονάδων του συμπλόκου NOX (NADPH oxidase) που 

εμπλέκονται στη δημιουργία δραστικών μορφών οξυγόνου (Reactive Oxygen Species; 

ROS) (257). Σε συμφωνία με την ομάδα των Song et. al. η ΙΚΚα φαίνεται να δρα 

ογκοκατασταλτικά και σε ένα in vivo μοντέλο SCC (258). Αντίθετα, η έκφραση της ΙΚΚα σε 

μια ανθρώπινη κυτταρική σειρά του καρκίνου του πνεύμονα βρέθηκε να προάγει την 

πολλαπλασιαστική και μεταστατική ικανότητα των κυττάρων αλλά και την ανάπτυξη των 

όγκων σε ξενομοσχεύματα in vivo, ενώ ο μηχανισμός δράσης της φαίνεται να διαφέρει 

ανάλογα με τον υποκυτταρικό εντοπισμό της. Πιο συγκεκριμένα, ενώ στο κυτταρόπλασμα 

η ΙΚΚα προάγει την αύξηση των επιπέδων του EGFR και του NF-κΒ, όταν βρίσκεται στον 

πυρήνα προάγει την ενεργοποίηση του c-Myc, των Smad2/3 και του παράγοντα Snail που 

εμπλέκεται στη μετάσταση (259).  

Συνολικά, η συμβολή του NF-κΒ στην ανάπτυξη του καρκίνου του πνεύμονα ενέχει 

πολύπλοκους μηχανισμούς, και ενώ αρκετές μελέτες έχουν καταδείξει το σημαντικό ρόλο 

του NF-κΒ στην ανάπτυξη και πρόοδο του καρκίνου του πνεύμονα οι μοριακές πορείες που 

συμβάλλουν σε αυτό το φαινότυπο δεν είναι πλήρως κατανοητές. Ακόμη, δεδομένου ότι οι 

περισσότερες μελέτες έχουν εστιάσει στο ρόλο της κανονικής πορείας του NF-κΒ, ο ρόλος 

της μη κανονικής πορείας στην καρκινογένεση του πνεύμονα επίσης παραμένει σε μεγάλο 

βαθμό ανεξερεύνητος. 
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1.8. Σκοπός 

Ο καρκίνος του πνεύμονα αποτελεί την κύρια αιτία θανάτου από καρκίνο παγκοσμίως. 

Αυτό οφείλεται στην αδυναμία έγκαιρης διάγνωσης λόγω έλλειψης εμφανών 

συμπτωμάτων με αποτέλεσμα το πενταετές προσδόκιμο ζωής των ασθενών με 

μεταστατικό καρκίνο του πνεύμονα να μην ξεπερνά το 5%, γεγονός που καθιστά επιτακτική 

την ανάγκη ταυτοποίησης νέων μοριακών δεικτών και πιθανών θεραπειών. Κλινικά, 

διακρίνεται στο μικροκυτταρικό (SCC) και στο μη-μικροκυτταρικό καρκίνο του πνεύμονα 

(NSCLC) ο οποίος αποτελεί και το συχνότερο υπότυπο καθώς αφορά περίπου το 85% 

όλων των περιπτώσεων καρκίνου του πνεύμονα. Η ανάπτυξη του NSCLC οφείλεται στην 

προοδευτική συσσώρευση γενετικών και επιγενετικών μεταβολών κυρίως στα ογκο-

γονίδια KRAS και EGFR αλλά και στο ογκοκατασταλτικό γονίδιο ΤΡ53. Οι μεταλλάξεις 

αυτές έχουν συσχετιστεί με την ενεργοποίηση του NF-κΒ ο οποίος συχνά παρατηρείται 

ιδιοστατικά ενεργοποιημένος. Αρκετές μελέτες έχουν καταδείξει τον ογκογόνο ρόλο της 

κανονικής πορείας IKKβ-RelA/p65 στην καρκινογένεση του πνεύμονα, ωστόσο οι ακριβείς 

μηχανισμοί που διέπουν τη δράση της δεν είναι πλήρως μελετημένοι και σαφής. Ομοίως, 

ενώ η δράση της μη-κανονικής πορείας ΙΚΚα-p52 προάγει την καρκινογένεση του 

πνεύμονα, ο μοριακός μηχανισμός που χαρακτηρίζει τη δράση της είναι ελάχιστα 

μελετημένος. Επιπρόσθετα, η κινάση ενεργοποίησης της μη-κανονικής πορείας ΙΚΚα στον 

καρκίνο του πνεύμονα είναι ασαφής. 

 

Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν η διερεύνηση του ρόλου των δύο κεντρικών 

σηματοδοτικών πορειών του NF-κΒ και των ανοδικών κινασών ενεργοποίησής του, ΙΚΚα 

και ΙΚΚβ στην καρκινογένεση του πνεύμονα, με στόχο την ταυτοποίηση νέων πιθανών 

γονιδίων στόχων που διέπουν τη δράση αυτών των πορειών, καθώς επίσης και οι 

λειτουργικοί ρόλοι αυτών των γονιδίων-στόχων, τα οποία θα μπορούσαν να αποτελέσουν 

πιθανούς νέους βιοδείκτες διάγνωσης του καρκίνου του πνεύμονα ή παράγοντες στόχευσης 

για το μελλοντικό σχεδιασμό νέων θεραπειών.  

Για την επίτευξη αυτού του στόχου χρησιμοποιήθηκαν νέα διαγονιδιακά μοντέλα μυών 

και μοντέλα καρκίνου του πνεύμονα ανθρώπου.  

 

 

 

 

 

  



2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.1. Βακτηριακές Τεχνικές 

2.1.1. Παρασκευή L-broth (Luria-Bertani; LΒ) και τρυβλίων με L-άγαρ (L-agar) 

Η παρασκευή των τρυβλίων L-άγαρ έγινε παράλληλα με την παρασκευή διαλύματος L- 

Broth. 10 g θρυπτόνης (Bacteriological thryptone), 5 g εκχυλίσματος ζύμης (yeast extract 

powder) και 10 g χλωριούχου νατρίου (LAB M), διαλύθηκαν με ανάδευση σε 1 lt δις 

απεσταγμένου νερού και το διάλυμα μεταβιβάστηκε σε 2 φιάλες των 500 ml. Στη μια φιάλη 

προστέθηκαν 7.5 g άγαρ (LAB M) και αφού έγινε αποστείρωση σε αυτόκαυστο, η φιάλη 

αφέθηκε σε θερμοκρασία δωματίου για να κατέβει η θερμοκρασία στους 55οC, προστέθηκε 

το κατάλληλο αντιβιοτικό, αμπικιλλίνη (100 μg/ml) ή καναμυκίνη (50μg/ml), το υλικό 

μοιράστηκε σε τρυβλία και αφέθηκε να πολυμεριστεί σε θερμοκρασία δωματίου. Στη 

συνέχεια τα τρυβλία αποθηκεύτηκαν στους 4oC για περαιτέρω χρήση (260). 

 

2.1.2. Παρασκευή βακτηρίων επιδεκτικών προς μετασχηματισμό (competent cells) 

Η δημιουργία επιδεκτικών προς μετασχηματισμό βακτηρίων, απαιτεί την κατεργασία τους με 

παράγοντες που σχηματίζουν πόρους στο κυτταρικό τους τοίχωμα, επιτρέποντας την 

εισαγωγή με παθητική διάχυση, εξωγενώς προστιθέμενου DΝΑ. Τα βακτηριακά στελέχη που 

χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή επιδεκτικών βακτηρίων ικανών προς μετασχηματισμό 

με πλασμίδια (competent cells) ήταν τα στελέχη E. Coli Stable 3 και TOP10F. 

Αρχικά, μη επιδεκτικά βακτήρια τοποθετήθηκαν σε 4 ml L-Broth και επωάστηκαν σε 

θερμαινόμενο τροχιακό αναδευτήρα στους 37οC ολονύκτια ώστε να αναπτυχθούν. Την 

επόμενη ημέρα, 0.2 ml της ολονύχτιας υγρής βακτηριακής καλλιέργειας χρησιμοποιήθηκαν 

για τον εμβολιασμό 20 ml L-broth (αραίωση 1/100) σε αποστειρωμένη κωνική φιάλη 25 cm2, 

όπου επωάστηκαν για 2-3 ώρες στους 37οC, μέχρι η OD600 να φτάσει 0.5. Έπειτα, η 

καλλιέργεια μοιράστηκε σε 2 σωλήνες των 15 ml και φυγοκεντρήθηκε για 10 λεπτά σε 3000g 

στους 4οC. Το βακτηριακό ίζημα επανεωρήθηκε σε 4 ml διαλύματος χλωριούχου ασβεστίου 

(CaCl2) και φυγοκεντρήθηκε για 10 λεπτά στις 2000Xg στους 4οC. Το ίζημα επανεωρήθηκε 

με άλλα 4 ml CaCl2 και επωάστηκε για 30 λεπτά στον πάγο. Ακολούθως πραγματοποιήθηκε 

φυγοκέντρηση για 7 λεπτά στις 2500 στροφές και τους 4οC. Το ίζημα επανεωρήθηκε σε 1,5 

ml CaCl2 και δείγματα των 100 μl βακτηρίων τοποθετήθηκαν σε αποστειρωμένους σωλήνες 

eppendorff και αποθηκεύτηκαν στους -80oC για μελλοντική χρήση (260). 

Διάλυμα χλωριούχου ασβεστίου (CaCl2): 60 mM CaCl2, 15% γλυκερόλη, 10 mM PIPES 

pH 7.0. 
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2.1.3. Μετασχηματισμός βακτηρίων με πλασμιδιακό DΝΑ 

100 μl επιδεκτικών βακτηριακών στελεχών Ε. Cοli Stable 3 αναμίχθηκαν με ~50 ng 

πλασμιδιακού DΝΑ σε σωλήνες eppendorff και επωάστηκαν στον πάγο για 10 λεπτά έτσι 

ώστε να γίνει η εισαγωγή του πλασμιδίου στα βακτηριακά κύτταρα. Στη συνέχεια τα 

βακτήρια επιστρώθηκαν σε τρυβλία L-άγαρ που περιείχαν 100 μg/ml αμπικιλλίνη ή 50μg/ml 

καναμυκίνη με τη βοήθεια μιας γυάλινης ράβδου. Τα τρυβλία αφέθηκαν για 5 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου για να απορροφηθεί το εμβολίασμα και στη συνέχεια 

τοποθετήθηκαν σε επωαστικό κλίβανο στους 37οC ολονύκτια, προς σχηματισμό ανθεκτικών 

στο αντιβιοτικό αποικιών βακτηρίων (260). 

 

2.1.4. Ανάπτυξη υγρών καλλιεργειών βακτηρίων 

Για απομόνωση πλασμιδιακού DΝΑ σε μικρούς όγκους (mini prep) ήταν απαραίτητη η 

ανάπτυξη υγρών καλλιεργειών βακτηρίων. 4 ml L-Broth που περιείχε κατάλληλη ποσότητα 

αντιβιοτικού εμβολιάσθηκαν με αποικίες ή αποθέματα γλυκερόλης βακτηρίων, με τη χρήση 

κρικοφόρου στυλεού και επωάστηκαν σε θερμαινόμενο τροχιακό αναδευτήρα στους 37οC 

για όλη τη νύχτα (>16 ώρες). 

Για την απομόνωση πλασμιδιακού DΝΑ σε μεγάλους όγκους (maxi prep), η ανάπτυξη 

υγρών καλλιεργειών βακτηρίων πραγματοποιήθηκε με ανάμιξη 0.5 ml ανεπτυγμένης 

καλλιέργειας βακτηρίων σε 4 ml L-Broth παρουσία αντιβιοτικού σε θερμαινόμενο τροχιακό 

αναδευτήρα στους 37οC για όλη τη νύχτα (>16 ώρες) και στη συνέχεια με τον εμβολιασμό 

200 ml L-Broth παρουσία αντιβιοτικού με 5 ml της ολονύχτιας αναπτυγμένης βακτηριακής 

καλλιέργειας και επώαση σε θερμαινόμενο τροχιακό αναδευτήρα στους 37οC για όλη τη 

νύχτα. 

 

2.1.5. Παρασκευή βακτηριακών αποθεμάτων γλυκερόλης 

Τα αποθέματα βακτηρίων παρασκευάστηκαν αναμιγνύοντας μέρος της αναπτυγμένης 

υγρής καλλιέργειας βακτηρίων με γλυκερόλη (10% τελική συγκέντρωση γλυκερόλης), και 

διατηρήθηκαν στους -80°C για περαιτέρω χρήση. 

 

2.1.6. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μικρή κλίμακα (mini prep) 

1.5 ml υγρής καλλιέργειας βακτηρίων, προερχόμενες από αποικίες (§ 2.1.4.), τοποθετήκαν 

σε έναν αποστειρωμένο σωλήνα eppendorff και φυγοκεντρήθηκαν στις 6500 στροφές για 2 

λεπτά στους 4οC. Στη συνέχεια, το βακτηριακό ίζημα εναιωρήθηκε με δίνη (vortexing) σε 70 
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μl ρυθμιστικού διαλύματος STET και 25 μl λυσοζύμης (10 mg/ml). Μετά από 5 λεπτά 

επώασης σε θερμοκρασία δωματίου, τα δείγματα θερμάνθηκαν στους 100οC για 45 

δευτερόλεπτα και στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν για 15 λεπτά στις 13000 στροφές. Το 

υπερκείμενο συλλέχθηκε προσεκτικά και μεταφέρθηκε σε καθαρό σωλήνα eppendorff, 

όπου προστέθηκαν 100 μl ισοπροπανόλης. Το πλασμιδιακό DNA αφέθηκε να 

κατακρημνιστεί για 5 λεπτά στους -70οC και συλλέχθηκε με φυγοκέντρηση για 7 λεπτά στις 

13000 στροφές. Το ίζημα επανεωρήθηκε σε 25 μl διαλύματος 1Χ ΤΕ και αποθηκεύτηκε 

στους -20°C για περαιτέρω χρήση (260). 

Ρυθμιστικό διάλυμα STET: 8% σουκρόζη (σακχαρόζη), 5% Triton X-100, 50 mM EDTA 

pH8.0, 50 mM Tris-HCl pH8.0 

1xΤΕ pΗ 8.0: 10 mM Tris pH8.0, 1 mM EDTA pH8.0 

 

2.1.7. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μεγάλη κλίμακα (midi prep) 

Η απομόνωση του πλασμιδιακού DNA έγινε με τη χρήση του Nucleobond kit Xtra Midi 

EF/Maxi EF (Macherey-Nagel) από 100ml βακτηριακής καλλιέργειας, σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο του κατασκευαστή. Μετά την απομόνωση, το DNA αποθηκεύτηκε στους -20°C 

για περαιτέρω χρήση. Η συγκέντρωση του απομονωμένου DΝΑ υπολογίστηκε στο 

φασματοφωτόμετρο Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).  

 

2.2. Κυτταρική Καλλιέργεια 

2.2.1. Κυτταρικές σειρές και καλλιέργεια 

Οι κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη αναφέρονται στον 

Πίνακα 2.1. και λεπτομέρειες για το γενετικό υπόβαθρό των κυτταρικών σειρών μη 

μικροκυτταρικού καρκίνου του πνεύμονα παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.2. Οι κυτταρικές 

σειρές NSCLC διαφέρουν ως προς τα γονίδια KRAS, P16, ARF και Ρ53 ενώ όλες φέρουν 

την αγρίου τύπου μορφή του γονιδίου EGFR. (wild type; wt). 
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Πίνακας 2.1. Κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη  

Κυτταρική 
σειρά 

Περιγραφή Πηγή 

Α549 Ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα πνεύμονα (κακοήθη επιθηλιακά) ATCC 

Η1299 Ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα πνεύμονα (κακοήθη επιθηλιακά) ATCC 

H1437 Ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα πνεύμονα (κακοήθη επιθηλιακά) ATCC 

   

Phoenix Ανθρώπινα κύτταρα από νεφρό εμβρύου ATCC 

HEK293T Ανθρώπινα κύτταρα από νεφρό εμβρύου ATCC 

   

Κυτταρικό 
στέλεχος 

  

HFL-1 Φυσιολογικές ανθρώπινες εμβρυϊκές ινοβλάστες πνεύμονα ATCC 

MRC-5 Φυσιολογικές ανθρώπινες εμβρυϊκές ινοβλάστες πνεύμονα NIBSC, UK 

 

Πίνακας 2.2. Γενετικό υπόβαθρο ανθρώπινων καρκινικών κυτταρικών σειρών 

NSCLC  

Κυτταρική 
σειρά 

KRAS EGFR P16 ARF P53 

Α549 KRASG12S wt -/- (del) -/- (del) wt 

Η1299 wt wt wt wt null 

Η1437 wt wt mut mut p53R267 

 

Οι κυτταρικές σειρές Α549 και Η1299 και τα κυτταρικά στελέχη HFL-1 και MRC-5 

καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) με χαμηλή 

συγκέντρωση γλυκόζης (DMEM-low glucose, 1000 mg/L) (Sigma), οι σειρές Phoenix και 

ΗΕΚ293Τ σε DMEM με υψηλή συγκέντρωση γλυκόζης (DMEM-high glucose, 4500mg/L) 

(Sigma) και η σειρά Η1437 σε θρεπτικό υλικό RPMI-1640 (Sigma). Τα θρεπτικά υλικά 

εμπλουτίστηκαν με 10% εμβρυϊκό ορό μόσχου (Foetal Calf Serum; FCS) (Gibco), 100 IU/ml 

πενικιλίνη, 100 μg/ml στρεπτομυκίνη (Biowest) και 1.4 mM L-γλουταμίνη (Biowest). Οι 

κυτταρικές σειρές καλλιεργήθηκαν σε επωαστικό κλίβανο στους 37°C, 5% CO2.  
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2.2.2. Ανακαλλιέργεια κυττάρων 

Καλλιεργούμενα κύτταρα σε πλήρες ταπήτιο (confluent) εκπλύθηκαν δύο φορές με 10 ml 

PBS και ύστερα προστέθηκε 1 ml διάλυμα θρυψίνης-EDTA (Gibco). Τα κύτταρα αφέθηκαν 

στον επωαστικό κλίβανο στους 37οC, 5%CO2 για περίπου 2-5 λεπτά, ώστε να 

αποκολληθούν από το τρυβλίο. Μετά την επώαση, προστέθηκε πλήρες θρεπτικό υλικό και 

το εναιώρημα των κυττάρων μεταφέρθηκε σε νέα τρυβλία, σε επιθυμητές αραιώσεις, σε 

αναλογίες 1:2, 1:4 ή 1:8 και συμπληρώθηκε θρεπτικό υλικό μέχρι τα 10 ml. Τέλος, τα 

τρυβλία τοποθετήθηκαν στον επωαστικό κλίβανο στους 37οC, 5% CO2, ώστε να 

αναπτυχθούν τα κύτταρα εκ νέου. 

Ρυθμιστικό διάλυμα φυσιολογικού ορού - φωσφορικού άλατος (Phosphate Buffered Saline; 

PBS): Μία ταμπλέτα PBS (Gibco) διαλύθηκε με ανάδευση σε 500ml δις-απεσταγμένου 

νερού και προέκυψαν οι εξής συγκεντρώσεις: 0.01 Μ ρυθμιστικού φωσφορικού άλατος, 

0.0027 Μ χλωριούχου καλίου και χλωριούχου νατρίου σε pH 7.4. Το PBS αποστειρώθηκε 

στο αυτόκαυστο. 

 

2.2.3. Διατήρηση των κυττάρων στο υγρό άζωτο 

Για τη διατήρηση και τη βαθιά κατάψυξη των κυττάρων, επιλέχθηκαν τρυβλία με κύτταρα σε 

ημι-πλήρες ταπήτιο (semi-confluent) και αποκολλήθηκαν με θρυψίνη - EDTA (§ 2.2.2.). Στη 

συνέχεια προστέθηκε διάλυμα PBS και τα εναιωρήματα των κυττάρων μεταβιβάστηκαν σε 

αποστειρωμένους σωλήνες Falcon των 15 ml. Έγινε φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 1500 

στροφές και το κυτταρικό ίζημα επαναιωρήθηκε διάλυμα FCS που περιείχε 10% διμέθυλο-

σουλφοξείδιο (DMSO) και στη συνέχεια μεταφέρθηκε σε ειδικές αμπούλες (cryovials) των 2 

ml. Οι αμπούλες τοποθετήθηκαν σε ισοθερμικό δοχείο που περιείχε ισοπροπανόλη και 

μεταφέρθηκαν στους -80oC ώστε να παγώσουν σταδιακά (1οC/λεπτό). Την επόμενη ημέρα 

μεταφέρθηκαν στο υγρό άζωτο (-196οC) για μακροπρόθεσμη διατήρηση. 

Για την ανασύστασή τους, οι αμπούλες από το υγρό άζωτο τοποθετήθηκαν για περίπου 

1-2 λεπτά σε υδατόλουτρο στους 37οC ώστε να ξεπαγώσουν τα κύτταρα και το περιεχόμενο 

μεταβιβάστηκε σε τρυβλία κυτταροκαλλιέργειας διαμέτρου 100 mm όπου προστέθηκε 

πλήρες θρεπτικό υλικό. Τα κύτταρα διατηρήθηκαν στον επωαστικό κλίβανο στους 37oC, 

5% CO2. 
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2.2.4. Κατασκευή κυτταρικών σειρών 

2.2.4.1. Λεντι-ιικοί φορείς 

Για την κατασκευή σταθερών κυτταρικών σειρών Α549, Η1299 και Η1437 που 

μειορρυθμίζουν την κινάση ΙΚΚα χρησιμοποιήθηκε ένας λεντι-ιικός φορέας έκφρασης ο 

οποίος ήταν ευγενική προσφορά του Καθηγητή K. Marcu (261). Ο φορέας έφερε ένα 

shRNA, καθώς και το γονίδιο που κωδικοποιεί για την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη GFP 

(Green Fluorescent Protein), υπό τον έλεγχο του υποκινητή του κυτταρομεγαλοϊού CMV 

(Cto), ο οποίος επάγεται από τη δράση τετρακυκλίνης. Το sh-ολιγονουκλεοτίδιο είχε ως 

στόχο τη λουσιφεράση (control), είτε την κινάση ενεργοποίησης του NF-κΒ, ΙΚΚα. Για την 

επιλογή των κυττάρων, ο φορέας έφερε και το γονίδιο που προσδίδει ανθεκτικότητα στην 

πουρομυκίνη (Εικόνα 2.1.). 

 

 

 

 

Εικόνα 2.1. Σχηματική αναπαράσταση του λεντι-ιικού φορέα έκφρασης για τη μειορρύθμιση της 

ΙΚΚα. Ο φορέας φέρει τον υποκινητή του κυτταρομεγαλοϊού, CMV (Cto), ο οποίος ρυθμίζει την έκφραση 

μιας πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης GFP και ενός sh-ολιγονουκλεοτιδίου το οποίο στοχεύει τη 

λουσιφεράση (control) ή την ΙΚΚα. Επίσης, φέρει γονίδιο ανθεκτικότητας στην πουρομυκίνη. 

 

Για την παραγωγή λεντι-ιικών σωματιδίων χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά ΗΕΚ293Τ, 

η οποία διαμολύνθηκε με τους επιθυμητούς λεντι-ιικούς φορείς με τη χρήση λιπιδίων PEI. 

4.5 μg του επιθυμητού πλασμιδίου, 2.2 μg του πλασμιδίου VSV-G (κωδικοποιεί για τις G 

γλυκοπρωτεΐνες του ιού VSV) και 3.3 μΙ του πλασμιδίου pBR8.91 (κωδικοποιεί για τις κύριες 

δομικές πρωτεΐνες του ιοσωματίου) αναμείχθηκαν με 125 μΙ θρεπτικού υλικού (χωρίς 

προσθήκη ορού) και 30 μg ΡΕΙ (polyethylenimine, Polysciences Inc. #23966), για κάθε 

διαμόλυνση, και αφέθηκαν για 20 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Σε καλλιεργούμενα 

κύτταρα ΗΕΚ293Τ πραγματοποιήθηκε μία πλύση με PBS και ακολούθησε προσθήκη 10 ml 

πλήρους θρεπτικού υλικού στο οποίο προστέθηκε στάγδην το διάλυμα των πλασμιδίων. Τα 

κύτταρα τοποθετήθηκαν στον επωαστικό κλίβανο 37οC, 5% CO2. 

Έπειτα από 24 ώρες στα κύτταρα ΗΕΚ293Τ πραγματοποιήθηκε αλλαγή του θρεπτικού 

υλικού και έπειτα από άλλες 24 ώρες η συλλογή των ιικών σωματίων. Το θρεπτικό υλικό 

συλλέχθηκε, φυγοκεντρήθηκε στις 1500 στροφές για 3 λεπτά και φιλτραρίστηκε μέσω ενός 

αποστειρωμένου μικροφίλτρου 0.45 μm. Στη συνέχεια προστέθηκε πολυβρίνη (8 μΙ ανά 10 

ml ιού) και το διάλυμα χρησιμοποιήθηκε για την επιμόλυνση καλλιεργούμενων κυττάρων 

Α549, Η1299 και Η1437. 
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Η επιλογή των επιμολυσμένων κυττάρων έγινε με χορήγηση πουρομυκίνης σε 

συγκέντρωση 5 μg/ml για 8 ημέρες. Το θρεπτικό υλικό με το αντιβιοτικό επιλογής 

ανανεώνονταν κάθε 2 - 3 ημέρες καθ’ όλη τη διάρκεια της επιλογής των επιμολυσμένων 

κυττάρων. Πριν την απομόνωση πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων από τα κύτταρα, χορηγήθηκε 

1 μg/ml δοξυκυκλίνης (Dox) (Clontech, 631311) για 24 ώρες, και παράλληλα παρατηρήθηκε 

η έκφραση της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης GFP σε μικροσκόπιο φθορισμού. 

 

2.2.4.2. Ρετρο-ιικοί φορείς 

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν δύο ρετρο-ιικοί φορείς, για την αποσιώπηση της 

τετρασπανίνης CD82 και του μεταγραφικού παράγοντα p52. Πιο συγκεκριμένα, για την 

αποσιώπηση του CD82 χρησιμοποιήθηκε ο φορέας ελέγχου pSIREN–RetroQ–ZsGreen 

και ο φορέας pSIREN–RetroQ–ZsGreen-shCD82 για την αποσιώπηση του CD82 ο 

οποίος εκφράζει ένα sh-ολιγονουκλεοτίδιο (GAGCAGCTTCATTTCCGTC) ενάντια στο 

CD82. Επιπλέον ο φορέας εκφράζει τη φθορίζουσα πρωτεΐνη ZsGreen. Οι φορείς ήταν 

ευγενική προσφορά του Καθηγητή J.E. Goldman (262). Για την αποσιώπηση του p52 

χρησιμοποιήθηκε ο ρετρο-ιικός φορέας ελέγχου pSuper.retro-puro και ο φορέας 

pSuper.retro-puro-shp52 ο οποίος έφερε ένα sh-ολιγονουκλεοτίδιο ενάντια στο 

μεταγραφικό παράγοντα p52 και γονίδιο ανθεκτικότητας στην πουρομυκίνη. Οι φορείς 

ήταν ευγενική προσφορά του Καθηγητή K. Marcu, Τμήμα Βιοχημείας και Κυτταρικής 

Βιολογίας, Πανεπιστήμιο του Stony Brook, Νέα Υόρκη (261, 263).  

Για την παραγωγή των ρετρο-ιικών σωματιδίων χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά 

Phoenix, η οποία διαμολύνθηκε με τους επιθυμητούς ρετροϊικούς φορείς με τη χρήση 

λιπιδίων PEI. 6 μg του επιθυμητού πλασμιδίου αναμείχθηκαν με 125 μΙ θρεπτικού υλικού 

(χωρίς προσθήκη ορού) και 30 μg ΡΕΙ, για κάθε διαμόλυνση, και αφέθηκαν για 20 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. Σε καλλιεργούμενα κύτταρα Phoenix πραγματοποιήθηκε μία 

πλύση με PBS και ακολούθησε προσθήκη 10 ml πλήρους θρεπτικού υλικού στο οποίο 

προστέθηκε στάγδην το διάλυμα των πλασμιδίων. Τα κύτταρα τοποθετήθηκαν στον 

επωαστικό κλίβανο 37οC, 5% CO2. 

Έπειτα από 24 ώρες στα κύτταρα Phoenix πραγματοποιήθηκε αλλαγή του θρεπτικού 

υλικού και έπειτα από άλλες 24 ώρες η συλλογή των ιικών σωματίων. Το θρεπτικό υλικό 

συλλέχθηκε, φυγοκεντρήθηκε στις 1500 στροφές για 3 λεπτά και φιλτραρίστηκε μέσω ενός 

αποστειρωμένου μικροφίλτρου 0.45 μm. Στη συνέχεια προστέθηκε πολυβρίνη (8 μΙ ανά 

10ml ιού) και το διάλυμα χρησιμοποιήθηκε για την επιμόλυνση καλλιεργούμενων κυττάρων 

Α549, Η1299 και Η1437. 
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Η επιλογή των επιμολυσμένων κυττάρων με τους φορείς pSuper.retro και pSuper.retro-

shp έγινε με χορήγηση πουρομυκίνης σε συγκέντρωση 5 μg/ml για 8 ημέρες. Το θρεπτικό 

υλικό με το αντιβιοτικό επιλογής ανανεώνονταν κάθε 2 - 3 ημέρες καθ’ όλη τη διάρκεια της 

επιλογής των επιμολυσμένων κυττάρων. Η επιτυχής επιμόλυνση των κυττάρων με τους 

φορείς pSIREN–RetroQ–ZsGreen και pSIREN–RetroQ–ZsGreen-shCD82 επιβεβαιώθηκε 

με την παρατήρηση της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης ZsGreen σε μικροσκόπιο 

φθορισμού.  

 

2.2.4.3. Πλασμιδιακοί φορείς 

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν δύο πλασμιδιακοί φορείς, για την αποσιώπηση 

του μεταγραφικού παράγοντα p65 και την υπερέκφραση της τετρασπανίνης CD82. Η 

επιμόλυνση των κυττάρων με τους πλασμιδιακούς φορείς πραγματοποιήθηκε με τη χρήση 

λιπιδίων ΡΕΙ. Σε σωλήνα eppendorff προστέθηκαν σε 100 μl θρεπτικού υλικού DMEM 

απουσία ορού και αντιβιοτικών, 4 μg του επιθυμητού πλασμιδίου και 30 μg ΡΕΙ. Το διάλυμα 

αφέθηκε για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Παράλληλα, σε καλλιεργούμενα κύτταρα 

σε τρυβλία διαμέτρου 60mm και πληρότητας 60-70% πραγματοποιήθηκε μία πλύση με PBS 

και ακολούθησε προσθήκη 4 ml πλήρους θρεπτικού υλικού στο οποίο προστέθηκε στάγδην 

το διάλυμα των πλασμιδίων. Τα κύτταρα τοποθετήθηκαν στον επωαστικό κλίβανο 37οC, 

5% CO2. Έπειτα από 24 ώρες στα κύτταρα πραγματοποιήθηκε αλλαγή του θρεπτικού 

υλικού και έπειτα από άλλες 24 ώρες ξεκίνησε η επιλογή με το κατάλληλο αντιβιοτικό. 

Για την αποσιώπηση του μεταγραφικού παράγοντα p65 οι κυτταρικές σειρές Α549 και 

Η1437 επιμολύνθηκαν είτε με το φορέα ελέγχου pSuper-puro, είτε με τον φορέα pSuper-

puro-shp65 ο οποίος φέρει ένα shRNA-ολιγονουκλεοτίδιο ενάντια στο p65 και ήταν ευγενική 

προσφορά του Καθηγητή M. Kracht, Ινστιτούτο Φαρμακολογίας, Τμήμα Ιατρικής, 

πανεπιστήμιο Justus Liebig Giessen, Γερμανία (264). Για την κατασκευή των σταθερών 

κυτταρικών σειρών τα επιμολυσμένα κύτταρα επιλέχθηκαν για δέκα μέρες σε 5 μg/ml 

πουρομυκίνη.  

Για την υπερέκφραση της τετρασπανίνης CD82 οι κυτταρικές σειρές Α549 και Η1437 

επιμολύνθηκαν είτε με το φορέα ελέγχου pmCherry-C1, είτε με τον φορέα mCherry-CD82 ο 

οποίος ήταν ευγενική προσφορά της Καθηγήτριας J.M. Gillette, Τμήμα Παθολογίας, Ιατρική 

Σχολή, Πανεπιστήμιο του New Mexico, ΗΠΑ (265). Για την κατασκευή των σταθερών 

κυτταρικών σειρών τα επιμολυσμένα κύτταρα επιλέχθηκαν για δύο εβδομάδες σε 500 μg/ml 

νεομυκίνη (G418). Επιπρόσθετα, τα φθορίζοντα κύτταρα συλλέχθηκαν με κυτταρομερία 

ροής (FACS sorting). 
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2.2.5. Καλλιέργεια κυττάρων σε συνθήκες χαμηλής προσκόλλησης για τη δημιουργία 

σφαιρών (Tumor sphere assay) 

Κύτταρα ελέγχου και κύτταρα Η1437-ΙΚΚαKD καλλιεργήθηκαν κάτω από συνθήκες 

φυσιολογικού οξυγόνου (normoxia) και υπό συνθήκες ήπιας υποξίας (mild hypoxia, 3% 

οξυγόνο). Σε πολυτρυβλία χαμηλής συγγένειας 96 θέσεων (3474; Corning Incorporated) 

καλλιεργήθηκαν 1000 κύτταρα/θέση σε θρεπτικό υλικό DMEM/F12 medium (D8437; 

SigmaAldrich) απουσία προσθήκης ορού. Το θρεπτικό υλικό εμπλουτίστηκε με 20 ng/ml 

του επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (EGF; epidermal growth factor) (E5036; Sigma-

Aldrich), 10 ng/ml του βασικού αυξητικού παράγοντα των ινοβλαστών (b-FGF, basic 

fibroblast growth factor) (F0291; Sigma-Aldrich), 5 μg/ml ινσουλίνης (A11429IJ; Invitrogen), 

1XB27 συμπλήρωμα (17504-044, Invitrogen), και 0.4% αλβουμίνη βόειου ορού (BSA; 

bovine serum albumin) (A9576; Sigma-Aldrich). Στο θρεπτικό υλικό προστέθηκαν επίσης 2 

μg/ml Dox. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες φυσιολογικού οξυγόνου, 5% CO2 at 

37°C (normoxia) ή σε συνθήκες ήπιας υποξίας (mild hypoxia) σε υποξικό θάλαμο όπου τα 

επίπεδα του οξυγόνου διατηρήθηκαν στο 3% για επτά ημέρες. Μετά το πέρας των επτά 

ημερών η σφαίρες μετρήθηκαν και φωτογραφήθηκαν. 

 

2.2.6. Καταμέτρηση κυττάρων με αιμοκυτταρόμετρο 

Καλλιεργούμενα κύτταρα αποκολλήθηκαν από το τρυβλίο με διάλυμα θρυψίνης (§ 2.2.2.). 

Μετά την αποκόλληση των κυττάρων προστέθηκε πλήρες θρεπτικό υλικό και 10μl από το 

εναιώρημα των κυττάρων τοποθετήθηκαν στο αιμοκυτταρόμετρο (Neubauer Chamber), 

όπου μετρήθηκαν τα κύτταρα στα 4 μεγάλα γωνιακά εξωτερικά τετράγωνα μήκους 1mm, το 

κάθε ένα από τα οποία υποδιαιρείται σε 16 μικρότερα τετράγωνα. Ο μέσος όρος των 

κυττάρων των τεσσάρων τετραγώνων πολλαπλασιάστηκε x104 δίνοντας έτσι τον αριθμό 

των κυττάρων ανά 1ml του αρχικού εναιωρήματος. Η κάθε μέτρηση επαναλήφθηκε 2 φορές. 

 

2.2.7. Καμπύλες ανάπτυξης κυττάρων 

Για την εκτίμηση του ρυθμού του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, 2x104 κύτταρα 

επιστρώθηκαν σε πολυτρυβλία 24 θέσεων τα οποία καλλιεργήθηκαν και παρατηρήθηκαν 

με τη χρήση του συστήματος απεικόνισης πραγματικού χρόνου IncuCyte ZOOM (Essen 

BioScience). Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 92 ώρες κατά τη διάρκεια των οποίων 

λαμβάνονταν φωτογραφίες των καλλιεργούμενων κυττάρων κάθε 4 ώρες από 9 

διαφορετικά πεδία κάθε δείγματος με τη χρήση αντικειμενικού φακού 10Χ. Οι καμπύλες 
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ανάπτυξης δημιουργήθηκαν στο excel από τα δεδομένα που συλλέχθηκαν με τη χρήση του 

λογισμικού IncuCyte ZOOM αναφορικά με το ποσοστό πληρότητας των κυττάρων (% 

confluence) σε κάθε θέση. Τα δεδομένα είναι αποτέλεσμα τριών επαναλήψεων. 

 

2.2.8. Προσδιορισμός κυτταρικής απόπτωσης  

Για την εκτίμηση της απόπτωσης των κυττάρων χρησιμοποιήθηκε το Annexin V-FITC/PI 

staining kit (Biolegend #640914) και σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Εν 

συντομία, καλλιεργούμενα κύτταρα θρυψινοποιήθηκαν, εκπλύθηκαν 2 Χ με PBS και 

επανεωρήθηκαν σε διάλυμα πρόσδεσης σε αναλογία 1 x 106 κύτταρα/100 μl διαλύματος. 

Ακολούθησε προσθήκη 5 μl ανεξίνης V (Annexin V-FITC) και 10 μl ιωδιούχου προπιδίου 

(ΡΙ). Τα δείγματα επωάστηκαν για 15 λεπτά στο σκοτάδι και αναλύθηκαν αμέσως με 

κυτταρομετρία ροής (BD FACSAria III, BD Biosciences, US). Τα κύτταρα τα οποία 

ανιχνεύονται θετικά για την ανεξίνη V αντιστοιχούν στα πρώιμα αποπτωτικά κύτταρα 

(Annexin V+), τα διπλά θετικά για ανεξίνη V και ΡΙ στα όψιμα αποπτωτικά και νεκρά κύτταρα 

(Annexin V+/PI+) και τα διπλά αρνητικά στα ζωντανά κύτταρα. 

Τα ποσοστά των πρώιμων και όψιμων αποπτωτικών Α549-p65KD και Η1437-p65KD 

κυττάρων υπολογίστηκαν και παρουσιάστηκαν με τη μορφή γραφήματος σε σύγκριση με τα 

αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου.  

 

2.2.9. Προσδιορισμός κυτταρικής μετανάστευσης (Scratch assay) 

Ο προσδιορισμός της κυτταρικής μετανάστευσης in vitro μελετήθηκε με τη μέθοδο scratch 

assay κατά την οποία πραγματοποιείται μια αμυχή σε κύτταρα που έχουν σχηματίσει μια 

πλήρη στοιβάδα και εν συνεχεία παρακολουθείται ο ρυθμός με τον οποίο τα κύτταρα 

καλύπτουν την αμυχή που έχει δημιουργηθεί.  

Για τη μέθοδο πρόκλησης αμυχής (scratch assay) επιστρώθηκαν 2Χ105 κύτταρα σε 

πολυτρυβλία 24 θέσεων και έπειτα από 24 ώρες το θρεπτικό υλικό των κυττάρων 

αντικαταστάθηκε με θρεπτικό υλικό απουσία ορού με σκοπό τον περιορισμό του 

πολλαπλασιασμού των κυττάρων. Έπειτα από 24 ώρες καλλιέργειας σε συνθήκες 

στέρησης ορού, με τη χρήση αποστειρωμένου πλαστικού ρύγχους δημιουργήθηκε μια 

κάθετη αμυχή στην πλήρη κυτταρική στοιβάδα. Τα κύτταρα εκπλύθηκαν 2Χ με PBS για την 

απομάκρυνση των αποκολλημένων κυττάρων και καλλιεργήθηκαν με θρεπτικό υλικό 

απουσία ορού για 24 ώρες. 
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Για κάθε αμυχή φωτογραφήθηκαν 2 οπτικά πεδία στις 0 και 24 ώρες μετά τη δημιουργία 

της αμυχής, σε οπτικό μικροσκόπιο με τη χρήση φωτογραφικής κάμερας nickon. Το 

ποσοστό κάλυψης της αμυχής υπολογίστηκε με το πρόγραμμα ImageJ.  

 

2.3. Απομόνωση και ανάλυση RNA 

2.3.1. Απομόνωση RNA 

2.3.1.1. Απομόνωση RNA καλλιεργούμενων κυττάρων 

Ολικό RNA από καλλιεργούμενα κύτταρα απομονώθηκε με τη χρήση του NucleoSpin-

miRNA kit της εταιρείας Macherey-Nagel σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Η 

συγκέντρωση και καθαρότητα του RNA υπολογίστηκε με τη χρήση του Nanodrop 2000. To 

RNA διατηρήθηκε στους -80οC μέχρι την περεταίρω χρήση.  

 

2.3.1.2. Απομόνωση RNA από τους όγκους των μυών  

H απομόνωση ολικού RNA από τους όγκους των ποντικών πραγματοποιήθηκε με τη χρήση 

του TRIzol™ (Invitrogen, #15596018) και σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

Περιληπτικά, 50-100mg ιστού ομογενοποιήθηκαν σε 1 ml TRIzol και αφέθηκαν σε 

θερμοκρασία δωματίου για 5’ για τη λύση των κυττάρων. Ακολούθησε προσθήκη 200 μl 

χλωροφορμίου και επώαση για 3’. Στη συνέχεια, τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν σε 

12000Χg για 15’. Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης στα δείγματα δημιουργήθηκαν τρεις 

διακριτές φάσεις. Η ανώτερη υδάτινη, διάφανη φάση χρησιμοποιήθηκε για την απομόνωση 

του RNA και η κατώτερη οργανική φάση για την απομόνωση των πρωτεϊνών. Η ανώτερη 

υδάτινη φάση μεταφέρθηκε προσεκτικά σε νέο eppendorff, προστέθηκε 0.5 ml 

ισοπροπανόλης για την κατακρήμνιση του RNA και αφέθηκε για 10 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου. Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στα 12000Xg στους 4oC. Το ίζημα 

επανεωρήθηκε σε 1 ml 75% αιθανόλης, αναδεύθηκε με δίνη και φυγοκεντρήθηκε για 5 

λεπτά στα 7500 x g στους 4oC. Το υπερκείμενο απομακρύνθηκε και αφέθηκε να στεγνώσει 

πλήρως από την αιθανόλη για 5-10 λεπτά. Τέλος το ίζημα επανεωρήθηκε σε 30-60 μl 

νερού ελεύθερου RNAσών (RNAse-free water). Η συγκέντρωση του RNA υπολογίστηκε 

με τη χρήση του Nanodrop 2000. Τα δείγματα αποθηκεύτηκαν στους -80οC για περεταίρω 

χρήση.  
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2.3.2. Αντίστροφη μεταγραφή 

Η αντίστροφη μεταγραφή του RNA (0.5 μg) σε cDNA πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του 

PrimeScript™ RT reagent Kit (Takara, #RR037A) και σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. Το cDNA διατηρήθηκε στους -20οC μέχρι την περαιτέρω χρήση. 

 

2.3.3. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (qRT-PCR) 

Για την ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης τα δείγματα cDNA ενισχύθηκαν για τους 

επιθυμητούς στόχους με τη χρήση του KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix (Kapa 

Biosystems) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή και τη χρήση κατάλληλων εκκινητών 

οι οποίοι σχεδιάστηκαν με το πρόγραμμα Primer BLAST και παρουσιάζονται στον Πίνακα 

2.3. Όλες οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν στο θερμοκυκλοποιητή StepOne Real-Time 

PCR system (Applied Biosystems) Η ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης πραγματοποιήθηκε 

με τη μέθοδο ΔΔCT και την έκφραση του PRII ή 18sRNA ως εσωτερικούς μάρτυρες. 

 

Πίνακας 2.3. Ζεύγη εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη 

Εκκινητής Αλληλουχία 

CD82  F: 5’- GCTCATTCGAGACTACAACAGC-3’ 

 R: 5’-GTGACCTCAGGGCGATTCA-3’ 

ROS1  F: 5’-TGTCTGCTGAATGAACCCCAA-3’ 

 R: 5’-TGCCAGATCCCTGTGAATGAAA-3’ 

Human HIF-1α  F: 5’-CATAAAGTCTGCAACATGGAAGGT-3’ 

 R: 5’-ATTTGATGGGTGAGGAATGGGTT-3’ 

Mouse HIF-1α  F: 5’-ACAGAAATGGCCCAGTGAGAAA-3’ 

 R: 5’-AAATCAGCACCAAGCACGTC-3’ 

Human HK2 F: 5’-AGTACATGGGCATGAAGGGC-3’ 

 R: 5’-CAGGTCAAACTCCTCTCGCC-3’ 

Mouse HK2 F: 5’- TGATCGCCTGCTTATTCACGG-3’ 

 R: 5’- AACCGCCTAGAAATCTCCAGA-3’ 

Human Slc2a1 F: 5’-TCTGGCATCAACGTGTCTTC-3’ 

 R: 5’-CGATACCGGAGCCAATGGT-3’ 

Mouse Slc2a1 F: 5’- CAGTTCGGCTATAACACTGGTG-3’ 

 R: 5’- GCCCCCGACAGAGAAGATG-3’ 

RPII  F: 5’-TCAATGCTGGTTTTGGTGACG-3’ 

 R: 5’-GCATGTTGGACTCGATGCAG-3’ 

Human 18sRNA F: 5’- CTACCACATCCAAGGAAGCA-3’ 

 R: 5’- TTTTTCGTCACTACCTCCCCG-3’ 

Mouse 18sRNA F: 5’- GTAACCCGTTGAACCCCATT-3’ 

 R: 5’- CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3’ 
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2.3.4. Αλληλούχιση RNA (RNA-seq) 

Τα πειράματα RNA-Seq πραγματοποιήθηκαν στο Ελληνικό Κέντρο Γονιδιωματικής του 

ΙΙΒΕΑΑ. Η ποσότητα του συνολικού RNA όλων των δειγμάτων μετρήθηκε με Nanodrop, ενώ 

η ποιότητα τους πιστοποιήθηκε με το Agilent bioanalyzer RNA 6000 nano kit. Οι βιβλιοθήκες 

RNA-Seq παρασκευάστηκαν με το TruSeq RNA v2 kit της Illumina, χρησιμοποιώντας 1 μg 

συνολικού RNA σαν αρχικό υλικό. Η ποιότητα των βιβλιοθηκών πιστοποιήθηκε με το Agilent 

bioanalyzer DNA1000 kit και η ποσότητα τους μετρήθηκε με το φασματοφωτόμετρο Qubit και 

το Qubit HS kit. Η αλληλούχιση πραγματοποιήθηκε με το NextSeq500 sequencer της Illumina 

και για κάθε δείγμα παρήχθησαν περίπου 25 εκατομμύρια single-end reads μήκους 75 bp. 

Πραγματοποιήθηκε ανάλυση RNA-seq, χρησιμοποιώντας πρώτα απ' όλα το πρόγραμμα 

ποιοτικού ελέγχου, FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). To 

quality score σε όλες τις βάσεις και σε όλα τα δείγματα ήταν καλές. Αφού ελέγχθηκε η 

ποιότητα, χρησιμοποιήθηκε το εργαλείο tophat2 με τυπικές παραμέτρους για ευθυγράμμιση. 

Χρησιμοποιήθηκε το γονιδίωμα αναφοράς hg19. Έπειτα χρησιμοποιήθηκε το εργαλείο 

Samtools για την ταξινόμηση και φιλτράρισμα των παραπάνω, προκειμένου να επιτευχθούν 

σημαντικά αποτελέσματα. Το τελευταίο βήμα για να αποκτήσουμε τη διαφορική έκφραση 

ήταν να χρησιμοποιηθεί το cuffdiff με τυπικές παραμέτρους. Οι χάρτες θερμότητας 

(heatmaps) δημιουργήθηκαν στο R studio με τη χρήση του heatmap, ενώ τα διαγράμματα 

Venn δημιουργήθηκαν από το διαδικτυακό εργαλείο Meta-Chart (https://www.meta-

chart.com/venn#). Τα αποτελέσματα προέκυψαν από τρεις βιολογικές επαναλήψεις για τα 

ξενομοσχεύματα in vivo ενώ για τη μελέτη της γονιδιακής έκφρασης στους όγκους του 

διαγονιδιακού μοντέλου μυός αναλύθηκαν 9 όγκοι από τους μύες αγρίου τύπου (ΙΚΚαWT) και 

9 μεγάλοι όγκοι από τους μύες ΙΚΚαΚΟ.  

 

2.4. Απομόνωση και ανάλυση πρωτεϊνών 

2.4.1. Απομόνωση ολικών πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων  

2.4.1.1. Απομόνωση ολικών πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων καλλιεργούμενων κυττάρων 

Τρυβλία διαμέτρου 100mm εκπλύθηκαν αρχικά δύο φορές με 5ml ψυχρής PBS-1 mM EDTA 

pH8.0 και στη συνέχεια προστέθηκε 1.0 ml ψυχρής PBS-1mM EDTA pH 8.0 και τα κύτταρα 

συλλέχθηκαν με ειδικό σιλικονούχο υλικό σε σωλήνα eppendorf. Το εναιώρημα 

φυγοκεντρήθηκε στις 6500 στροφές για 1.5 λεπτό στους 4οC και το υπερκείμενο 

απομακρύνθηκε. Κατόπιν, προστέθηκαν 60-200 μl διαλύματος RIPA αναλογικά με το μέγεθος 

του ιζήματος, το ίζημα επαναιωρήθηκε με δίνη (vortex) και το μίγμα παρέμενε στον πάγο για 

20 λεπτά. Ακολούθησε ανάδευση με δίνη για περίπου 1 λεπτό και φυγοκέντρηση στις 13000 

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc
https://www.meta-chart.com/venn
https://www.meta-chart.com/venn


60 

στροφές για 20 λεπτά στους 4οC. Tο υπερκείμενο μεταφέρθηκε σε καθαρό, αποστειρωμένο 

σωλήνα eppendorf και μικρή ποσότητα των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκε για τον υπολογισμό 

της συγκέντρωσης πρωτεΐνης με τη χρήση του Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo 

Fischer Scientific, #23225) και σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Ο υπολογισμός 

της συγκέντρωσης πρωτεΐνης των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του Nanodrop 

2000. Τέλος, τα δείγματα αποθηκεύτηκαν στους -80οC για περαιτέρω χρήση. 

Διάλυμα RIPA: 150 mM NaCl, 50 mM Tris-Cl, pH 7.5, 1% NP-40, 0,5% Triton X-100, 1 mM 

EDTA pH8.0, 0.5% δεοξυχολικό άλας του νατρίου (Sodium Deoxycholate), 1mM 

Dithiothreitol (DTT), 1 mM PMSF, 1 mM ορθοβαναδικό άλας του νατρίου (Na3VO4) και 1Χ 

αναστολείς πρωτεασών (Sigma, S8820). 

 

2.4.1.2. Απομόνωση ολικών πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων από τους όγκους των μυών 

Ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα των όγκων που απομονώθηκαν από τους διαγονιδιακούς ή 

ανοσοκατεσταλμένους μύες απομονώθηκαν με τη χρήση του TRIzol™ (Invitrogen, 

#15596018) και σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

Περιληπτικά, εν συνεχεία της απομόνωσης του RNA, στην κατώτερη στοιβάδα 

προστέθηκαν 300 μl 100% αιθανόλης για την κατακρήμνιση και απομάκρυνση του DNA. Τα 

δείγματα αφέθηκαν σε θερμοκρασία δωματίου για 2-3 λεπτά και ακολούθως 

φυγοκεντρήθηκαν για 5 λεπτά στα 2000Xg στους 4οC. Το υπερκείμενο που περιείχε τις 

πρωτεΐνες μεταφέρθηκε σε νέο eppendorf και ακολούθως προστέθηκε 1.5 ml 

ισοπροπανόλης για την κατακρήμνιση των πρωτεϊνών. Ακολούθησε επώαση για 10 λεπτά 

και φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στα 12000Xg στους 4οC. Το υπερκείμενο απομακρύνθηκε 

και το ίζημα εκπλύθηκε τρεις φορές με διάλυμα 0.3 Μ υδροχλωρικής γουανιδίνης σε 95% 

αιθανόλη. Σε κάθε πλύση το ίζημα των πρωτεϊνών επωάστηκε για 20 λεπτά με το διάλυμα 

πλύσης με ακόλουθη φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στα 7500Xg στους 4οC. Μετά την τελευταία 

πλύση το ίζημα επανεωρήθηκε σε 100% αιθανόλη. Ακολούθησε επώαση για 20 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου και φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στα 7500 x g στους 4οC. Το 

υπερκείμενο απομακρύνθηκε και το ίζημα αφέθηκενα στεγνώσει για 5-10 λεπτά. Τέλος, το 

ίζημα επανεωρήθηκε σε 200-400 μl 2% SDS και 8 Μ ουρίας σε αναλογία 1:1. Ακολούθησε 

φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στα 10000Xg στους 4oC. Το υπερκείμενο που περιείχε τα 

πρωτεϊνικά εκχυλίσματα μεταφέρθηκε σε νέο eppendorf. 

Η συγκέντρωση των πρωτεϊνών υπολογίστηκε με τη χρήση του Pierce™ BCA Protein 

Assay Kit (Thermo Fischer Scientific, #23225) και σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

Ο υπολογισμός της συγκέντρωσης πρωτεΐνης των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε με τη χρήση 

του Nanodrop 2000. Τέλος, τα δείγματα αποθηκεύτηκαν στους -80οC για περαιτέρω χρήση. 
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2.4.2. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου  

Με την ηλεκτροφόρηση πηκτής SDS-πολυακρυλαμιδίου επιτυγχάνεται ο διαχωρισμός των 

πρωτεϊνών με βάση το μοριακό τους βάρος. Η ηλεκτροφόρηση έγινε σε σύστημα κάθετων 

γυάλινων πλακών. Η πηκτή αποτελείται από δύο μέρη: Από την πηκτή επιστοίβαξης με 

μεγάλο μέγεθος πόρων και την πηκτή διαχωρισμού με μικρότερο μέγεθος πόρων. Τα 

πρωτεϊνικά μόρια διαπερνούν γρήγορα την πρώτη συσσωρεύονται σε μια λεπτή στιβάδα 

και εισέρχονται ταυτόχρονα στη δεύτερη πηκτή όπου και γίνεται ο διαχωρισμός. Η αναλογία 

όγκων πηκτής διαχωρισμού:πηκτή επιστοίβαξης είναι ~5:1 και η σύστασή τους 

περιγράφεται στον Πίνακα 2.4.  

Για το διαχωρισμό των πρωτεϊνών με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή SDS-πολυακρυλαμιδίου 

(SDS-PAGE), που πραγματοποιήθηκε σε μικρή διπλή συσκευή Mini-Protean gel 

electrophoresis tank (Bio-Rad), παρασκευάσθηκαν και χρησιμοποιήθηκαν πηκτές 

διαχωρισμού συγκέντρωσης ακρυλαμιδίου 10% (Πίνακας 2.4.), σύμφωνα με προηγούμενες 

μεθόδους. Το μίγμα αφέθηκε να πολυμεριστεί σε θερμοκρασία δωματίου. Στα πρωτεϊνικά 

δείγματα (40-60 μg πρωτεΐνης) προστέθηκε 1X διάλυμα φόρτωσης πρωτεϊνών (loading 

buffer) και αφού θερμάνθηκαν για 10 λεπτά στους 100°C, φορτώθηκαν στην πηκτή. Η 

ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε στα 100 V σε ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης για 

~2 ώρες. Ως δείκτης του μοριακού βάρους των πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκε ο πρότυπος 

έγχρωμος μάρτυρας πρωτεϊνών BlueStar Plus Prestained Protein Marker (Nippon 

Genetics, MWP04) 

4Χ ρυθμιστικό διάλυμα φόρτωσης πρωτεϊνών: 250 mM Tris-Cl pH6.8, 40% γλυκερόλη, 8% 

SDS, 2.8 M β-μερκαπτοαιθανόλη, 0.2% κυανούν της βρωμοφαινόλης 

Διάλυμα ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών (1Χ Tris – γλυκίνη/SDS): 25 mM Tris, 250 mM 

γλυκίνη, 0.1% SDS 
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Πίνακας 2.4. Πηκτές SDS-Πολυακρυλαμιδίου ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών  

Πηκτή επιστίβαξης 5% 

Διάλυμα Όγκος (ml) Τελική συγκέντρωση 

Αποστειρωμένο ddΗ2O 1.4  

30% μίγμα ακρυλαμιδίου 

(29.2% ακρυλαμίδιο, 0.8% Δις-ακρλυλαμίδιο) 

0.33 5% w/v 

1.0 Μ Tris pΗ 6.8 0.25 0.125 Μ 

10% SDS 0.02 0.1% 

10% υπερθειϊκό αμμώνιο 0.02 0.1% 

ΤΕΜΕD 0.002  

Τελικός όγκος (ml) 2  

Πηκτή διαχωρισμού 10% 

Διάλυμα  Όγκος (ml) Τελική συγκέντρωση 

Αποστειρωμένο ddΗ2O 4  

30% μίγμα ακρυλαμιδίου 

 

3.3 10% w/v 

1.5 Μ Tris pH 8.8 2.5 0.375 Μ 

10% SDS 0.1 0.1% 

10% υπερθειϊκό αμμώνιο 0.1 0.1% 

ΤΕΜΕD 0.004  

Τελικός όγκος (ml) 10  

 

2.4.3. Ανάλυση πρωτεϊνών με ανοσοαποτύπωμα κατά Western (Western blot) 

Μετά την ηλεκτροφόρηση σε 1X ρυθμιστικό διάλυμα Tris-γλυκίνης που περιείχε SDS, οι 

πρωτεΐνες μεταφέρθηκαν σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης (Macherey-Nagel, #741280) σε 1X 

ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς πρωτεϊνών για όλη τη νύχτα (>16 ώρες) στους 4oC και τάση 35V. 

Μετά την μεταφορά των πρωτεϊνών, οι μεμβράνες επωάστηκαν για 1 ώρα σε 5% άπαχο 

γάλα σε σκόνη ελεύθερο λιπιδίων διαλυμένο σε PBS (5% blocking solution). Στην συνέχεια, οι 

μεμβράνες επωάστηκαν με το κατάλληλο πρωτογενές αντίσωμα (Πίνακας 2.5.) σε 3.5% 

blocking solution ολονύκτια στους 4oC υπό ανάδευση. Οι μεμβράνες εκπλύθηκαν 3 φορές για 

10’ με PBS και επωάστηκαν με κατάλληλο δευτερογενές αντίσωμα (Jackson Immunoresearch) 

σε 3.5% blocking solution για 1.5 ώρα, υπό ανάδευση. Οι μεμβράνες εκπλύθηκαν 3 φορές για 

10’ με PBS και στη συνέχεια αναπτύχθηκαν σε σκοτεινό θάλαμο με τη χρήση του Clarity 

Western ECL Substrate (Bio-Rad). Η έκθεση των μεμβρανών πραγματοποιήθηκε στο 

Molecular Imager® Chemi Doc™ XRS της εταιρίας Bio-Rad και η ποσοτικοποίηση των 

αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του λογισμικού Chemi Doc™ XRS. 

1XΡυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς πρωτεϊνών (Transfer blotting buffer):  

0.0025 M Tris, 0.192 M γλυκίνη, 20% μεθανόλη 
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Πίνακας 2.5. Αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη 

Αντίσωμα Κωδικός Εταιρεία Αραίωση 

p65 sc-372 Santa Cruz 1/1500 

phospho-p65 (Ser536) sc-136548 Santa Cruz 1/1000 

ΙΚΚα sc-87606 Santa Cruz 1/1500 

p52 sc-298 Santa Cruz 1/1000 

Hif-1α #3716 Cell Signaling 1/1000 

E-cadherin sc-8426 Santa Cruz 1/1000 

N-cadherin sc-59987 Santa Cruz 1/1500 

Vimentin sc-6260 Santa Cruz 1/1500 

CD82 sc-1087 Santa Cruz 1/300 

mCherry ΑΒ0040-200 OriGene 1/1000 

GAPDH #2118 Cell Signaling 1/3000 

β-actin Α5441 Sigma 1/5000 

 

2.4.4. Έμμεσος ανοσοφθορισμός  

Για τη μελέτη πρωτεϊνών με έμμεσο ανοσοφθορισμό τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε 

καλυπτρίδες διαμέτρου 10mm σε πλήρες θρεπτικό υλικό για 24 ώρες. Έπειτα από 24 

ώρες, τα κύτταρα εκπλύθηκαν 3Χ με PBS και μονιμοποιήθηκαν σε 3,5% φορμαλδεϋδη για 

20’. Στη συνέχεια, τα κύτταρα εκπλύθηκαν 3Χ με PBS και φράχτηκαν γενετικά με 10% 

FCS/PBS για 45’. Έπειτα, προστέθηκε το πρωτογενές αντίσωμα anti-CD82 (11-559-100, 

Exbio) σε αναλογία 1:50 για 1.5 ώρα. Ακολούθως, τα κύτταρα εκπλύθηκαν με 3Χ PBS και 

προστέθηκε το δευτερογενές αντίσωμα Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse (Jackson 

ImmunoResearch labs, UK). σε αναλογία 1:200 για 45’ στο σκοτάδι.  

Για την οπτικοποίηση των πυρήνων, τα κύτταρα επωάστηκαν με τη χρωστική DRAQ5 

(Biostatus, DR50050) σε αναλογία 1:5000 σε PBS για 5’ στο σκοτάδι. Τα κύτταρα 

εκπλύθηκαν 3Χ με PBS και οι καλυπτρίδες τοποθετήθηκαν σε αντικειμενοφόρο πλάκα. Οι 

εικόνες συλλέχθηκαν με το μικροσκόπιο Leica TCS-SP scanning confocal microscope και 

με τη χρήση του λογισμικού Leica TCS. 

 

2.4.5. Ανοσοϊστοχημική χρώση 

Η ανοσοϊστοχημική χρώση των δειγμάτων έγινε σε συνεργασία με τις κυρίες Γεωργία 

Παπασπύρου και Αντιγόνη Χριστοδούλου, ΕΤΕΠ του Εργαστηρίου της Παθολογικής-

Ανατομικής του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων και η εκτίμηση των αποτελεσμάτων έγινε σε 

συνεργασία με την Καθηγήτρια κα. Άννα Γούσια και την κα. Γεωργία Καρπαθίου, Ιατρούς 

Παθολογοανατόμους του Πανεπιστημιακού Γενικού Νοσοκομείου Ιωαννίνων.  
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Τομές ιστών πάχους 2 μm μονιμοποιημένων σε παραφίνη αναλύθηκαν για την έκφραση 

των αντιγόνων CD82 και Ki67 με ανοσοϊστοχημική χρώση. Πριν τη χρώση των τομών 

πραγματοποιήθηκε αυτοματοποιημένη αποπαραφίνωση, ενυδάτωση και παρουσίαση των 

αντιγόνων με τη χρήση του συστήματος PT Link pre-treatment system (Dako) και του 

διαλύματος EnVision FLEX Target Retrieval Solution (#K8004, Dako) σύμφωνα με τις 

οδηγίες του κατασκευαστή. Ακολούθησε η αυτοματοποιημένη ανοσοϊστοχημική χρώση των 

τομών με τη χρήση του Autostainer Link automated immunohistochemistry system (Dako) 

και σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Για τη χρώση του αντιγόνου CD82 

χρησιμοποιήθηκε το αντίσωμα anti-CD82 (11-559-C100, Exbio) για 20 λεπτά σε αραίωση 

1:200 και για το αντιγόνο Ki67 το αντίσωμα anti-Ki67 (Clone MIB-1, Zeta Corporation) για 

30 λεπτά σε αραίωση 1:200. Μετά την ανοσοϊστοχημική χρώση οι τομές επωάστηκαν με 

αιματοξυλίνη για 5 λεπτά, ξεπλύθηκαν σε νερό και αφυδατώθηκαν με διαδοχικές 

εμβαπτίσεις σε 95% και 100% αιθανόλη και τέλος καλύφθηκαν με καλυπτρίδα για την 

παρατήρηση στο μικροσκόπιο. 

 

2.5. Πειράματα in vivo  

2.5.1. Ανάπτυξη καρκινικών κυττάρων ως ξενομοσχεύματα in vivo 

Η ανάπτυξη των καρκινικών κυτταρικών σειρών ως ξενομοσχεύματα in vivo 

πραγματοποιήθηκε στο Ίδρυμα Ιατροβιολογικών Ερευνών της Ακαδημίας Αθηνών (ΙΙΒΕΑ), 

σε συνεργασία με τον Δρ. Απόστολο Κλινάκη, Ερευνητή Α’ και τη μεταδιδακτορική 

ερευνήτρια Ευαγγελία Χαβδούλα και σύμφωνα με τους Ευρωπαϊκούς κανονισμούς 

χειρισμών πειραματοζώων (Federation of Laboratory Animal Science Associations), την 

κείμενη Ελληνική Νομοθεσία και τους κανονισμούς της Μονάδας Ζωικών Προτύπων του 

ΙΙΒΕΑΑ. Η φροντίδα των ζώων και όλοι οι πειραματικοί χειρισμοί είναι εγκεκριμένοι από το 

Τμήμα Προστασίας Παραγωγικών Ζωών και Ζωών Εργαστηρίων, Διεύθυνση Προστασίας 

των Ζωών, Φαρμάκων και Κτηνιατρικών Εφαρμογών, Γενική Διεύθυνση Κτηνιατρικής, 

Υπουργείο Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίμων (ΥΑΑΤ). 

Για την ανάπτυξη των ανθρώπινων καρκινικών κυττάρων ως ξενομοσχεύματα in vivo, 2 

x 106 κύτταρα σε 200 μl PBS εμβολιάσθηκαν υποδόρια σε ανοσοκατεσταλμένους μύες NSG 

(NOD-SCID-IL2Rgamma) ηλικίας 5 εβδομάδων. Κάθε ζώο εμβολιάσθηκε αμφίπλευρα και 

συγκεκριμένα στη δεξιά πλευρά εμβολιάσθηκαν τα τροποποιημένα κύτταρα (ΙΚΚαKD, p52KD 

ή p65KD) και στην αριστερή πλευρά εμβολιάσθηκαν τα αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου. Στην 

περίπτωση εμβολιασμού των κυττάρων ΙΚΚαKD στο νερό των μυών προστέθηκαν 2 mg/ml 

δοξυκυκλίνης για την επαγωγή της αποσιώπησης της ΙΚΚα.  
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Τα ζώα θυσιάστηκαν με τη μέθοδο της αυχενικής μετατόπισης 3-4 εβδομάδες μετά τον 

εμβολιασμό των κυττάρων για την απομόνωση των όγκων. Οι όγκοι που απομονώθηκαν 

ζυγίστηκαν και τμήματα αυτών (50-100 mg) εμβαπτίστηκαν άμεσα σε υγρό άζωτο (snap 

freeze) και διατηρήθηκαν στους -80οC για την απομόνωση RNA και πρωτεϊνών. Άλλα 

τμήματα αυτών επεξεργάστηκαν κατάλληλα για ανοσοϊστοχημική χρώση και πιο 

συγκεκριμένα, μονιμοποιήθηκαν ολονύκτια σε 10% φορμαλίνη, στη συνέχεια μεταφέρθηκαν 

σε διάλυμα 70% αιθανόλης και τέλος, πραγματοποιήθηκε εγκλεισμός αυτών σε παραφίνη 

(Formalin-fixed paraffin embedded-tissues; FFPE).  

 

2.5.2. Διαγονιδιακό μοντέλο μυός για την απαλοιφή της ΙΚΚα 

Η κατασκευή του δυ-διαγονιδιακού μοντέλου μυός Spc-CreERT2:IKKαfl/fl προέκυψε από τη 

διασταύρωση διαγονιδιακών μυών Spc-CreERT2 (ευγενική παραχώρηση της Καθηγήτριας 

Brigid Hogan, FRS, του Τμήματος Κυτταρικής Βιολογίας του Πανεπιστημίου Duke, ΗΠΑ 

στον κ. Ε. Κωλέττα), και διαγονιδιακών μυών ΙΚΚαfl/fl (παραχώρηση του συνεργάτη 

Καθηγητή K. Marcu). Η κατασκευή του δυ-διαγονιδιακού μοντέλου μυός Spc-

CreERT2:IKKαfl/fl εγκρίθηκε από την επιτροπή IACUC (Institutional Animal Care & Use 

Committee) του Πανεπιστημίου Stony Brook σύμφωνα με τις οδηγίες του Αμερικανικού 

NIH (Stony Brook University’s IACUC committee in accordance with the USA NIH grant 

guidelines). Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν στο Ίδρυμα Ιατροβιολογικών Ερευνών 

της Ακαδημίας Αθηνών (ΙΙΒΕΑ), από τη μεταδιδακτορική ερευνήτρια Ευαγγελία Χαβδούλα 

και υπό την επίβλεψη του Δρ. Απόστολου Κλινάκη, Ερευνητή Α’, και σύμφωνα με τις 

οδηγίες της Ομοσπονδίας Ενώσεων Εργαστηριακών Επιστημών Ζώων (Federation of 

Laboratory Animal Science Associations). Η φροντίδα των ζώων και όλοι οι πειραματικοί 

χειρισμοί είναι εγκεκριμένοι από τη Γενική Διεύθυνση Κτηνιατρικής, του ΥΑΑΤ, όπως 

αναφέρθηκε παραπάνω. 

Για την κατασκευή του δυ-διαγονιδιακού μοντέλου μυός Spc-CreERT2:IKKαfl/fl 

διασταυρώθηκαν μύες που φέρουν αλληλόμορφα του γονιδίου της ΙΚΚα (CHUK) που 

περιέχουν θέσεις ανασυνδυασμού LoxP (266) με μύες Spc-CreERT2 (267) οι οποίοι 

εκφράζουν την επαγόμενη από ταμοξιφένη ρεκομπινάση CreERT2 υπό τον έλεγχο του 

υποκινητή του γονιδίου SFTPC (Surfactant protein C) που εκφράζεται αποκλειστικά στα 

πνευμονοκύτταρα τύπου ΙΙ (Alveolar type II; AT-II). Για την απαλοιφή της ΙΚΚα στα 

κύτταρα ΑΤ-ΙΙ, σε δυ-διαγονιδιακούς μύες ηλικίας περίπου έξι εβδομάδων χορηγήθηκαν 

ενδοπεριτοναϊκά 2 mg ταμοξιφένης (Sigma-Aldrich) καθημερινά για πέντε συνεχόμενες 

ημέρες. Για την επαγωγή της καρκινογένεσης του πνεύμονα, μια εβδομάδα μετά τη 

χορήγηση της ταμοξιφένης χορηγήθηκαν εβδομαδιαία ενδοπεριτοναϊκές ενέσεις 
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ουρεθανίου (1 g/kg) (Sigma-Aldrich) διαλυμένου σε PBS για 12 συνεχόμενες εβδομάδες. 

Οι μύες θυσιάστηκαν με τη μέθοδο της αυχενικής μετατόπισης 6 μήνες μετά την πρώτη 

ένεση ουρεθάνης για την απομόνωση και ανάλυση των όγκων (261).  

 

2.6. Στατιστική ανάλυση 

Η στατιστική ανάλυση πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του λογισμικού GraphPad Prism 5 

Software. Η ανάλυση της ανοσοϊστοχημικής έκφρασης του CD82 στα δείγματα των 

ασθενών με NSCLC και στα δείγματα φυσιολογικού ιστού πνεύμονα πραγματοποιήθηκε με 

τη μέθοδο Fisher’s exact test (Εικόνα 3.22). Όλες οι υπόλοιπες αναλύσεις της παρούσας 

διατριβής πραγματοποιήθηκαν με τη μέθοδο two-tailed Student’s t test. Τα αποτελέσματα 

παρουσιάζονται ως ο μέσος όρος τριών επαναλήψεων ± τη μέση διακύμανση (SD). Η τιμή 

p value < 0.05 θεωρήθηκε στατιστικά σημαντική. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

ΜΕΡΟΣ ΠΡΩΤΟ 

Ο ρόλος της μη-κανονικής πορείας ενεργοποίησης του NF-κΒ στο μη-

μικροκυτταρικό καρκίνο του πνεύμονα 

3.1. Η κινάση ΙΚΚα καταστέλλει την ανάπτυξη του NSCLC in vivo 

Όπως συζητήθηκε στην Πρώτη Ενότητα της παρούσας μελέτης, ο ρόλος της μη-κανονικής 

πορείας ενεργοποίησης του NF-κΒ στην ανάπτυξη του καρκίνου του πνεύμονα παραμένει 

σε μεγάλο βαθμό ασαφής και ανεξερεύνητος. Σκοπός του πρώτου μέρους της παρούσας 

μελέτης ήταν η διερεύνηση του ρόλου της μη-κανονικής πορείας του NF-κΒ και της ανοδικής 

κινάσης που την ενεργοποιεί, της κινάσης σερίνης/θρεονίνης ΙΚΚα, στην ανάπτυξη του μη-

μικροκυτταρικού καρκίνου του πνεύμονα (Non-small cell lung cancer; NSCLC). 

Αρχικά πειράματα του εργαστηρίου μας, σε συνεργασία με το Ίδρυμα Ιατροβιολογικών 

Ερευνών της Ακαδημίας Αθηνών (ΙΙΒΕΑ) και με το Τμήμα Βιοχημείας και Κυτταρικής Βιολογίας 

του Πανεπιστημίου Stony Brook της Νέας Υόρκης, κατέδειξαν την ογκοκατασταλτική δράση 

της κινάσης ΙΚΚα στο NSCLC σε ένα διαγονιδιακό μοντέλο μυός έπειτα από τη χορήγηση 

ουρεθανίου (urethane) (261), μιας καρκινογόνου ουσίας που χρησιμοποιείται ευρέως για την 

επαγωγή της καρκινογένεσης του πνεύμονα σε πειραματικά μοντέλα in vivo (235, 268). Πιο 

συγκεκριμένα, κατασκευάστηκε ένα νέο δυ-διαγονιδιακό μοντέλο μυός (Spc-CreERT2:IKKαfl/fl), 

στο οποίο η απαλοιφή της ΙΚΚα επάγεται μετά από τη χορήγηση ταμοξιφένης, αποκλειστικά 

στα επιθηλιακά πνευμονοκύτταρα τύπου ΙΙ (alveolar type II; ΑΤ-ΙΙ). Η απαλοιφή της ΙΚΚα είχε 

σαν αποτέλεσμα την εμφάνιση σημαντικά περισσότερων αλλά και μεγαλύτερου μεγέθους 

όγκων στους πνεύμονες των διαγονιδιακών ζώων (IKKαfl/fl), 6 μήνες μετά τη χορήγηση της 

πρώτης δόσης ουρεθανίου, σε σύγκριση με τα ζώα ελέγχου που έφεραν την αγρίου τύπου 

ΙΚΚα (ΙΚΚαWT) καταδεικνύοντας τον ογκοκατασταλτικό ρόλο της ΙΚΚα στην εμφάνιση και 

ανάπτυξη του NSCLC in vivo (261). 

Εν συνεχεία αυτών των αποτελεσμάτων, για τη μελέτη του ρόλου της μη-κανονικής 

σηματοδοτικής πορείας του NF-κΒ στην ανάπτυξη του ανθρώπινου NSCLC, 

χρησιμοποιήθηκαν τρεις ανθρώπινες κυτταρικές σειρές NSCLC, οι Α549, Η1437 και 

Η1299, στις οποίες μειορρυθμίστηκαν τα επίπεδα έκφρασης της κινάσης ΙΚΚα. Για τη 

μειορρύθμιση της ΙΚΚα, κύτταρα Α549, Η1437 και Η1299 επιμολύνθηκαν με έναν 

επαγόμενο από δοξυκυκλίνη (Dox) λεντιικό φορέα ο οποίος κωδικοποιεί ένα sh-RNA 

ολιγονουκλεοτίδιο ενάντια στην ΙΚΚα (ΙΚΚαKD) (Εικόνα 2.1.), είτε με τον αντίστοιχο 

φορέα ελέγχου (control). Έπειτα από τη δημιουργία σταθερών κυτταρικών σειρών με τη 
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χρήση πουρομυκίνης, χορηγήθηκε στα κύτταρα 1 μg/ml δοξυκυκλίνη (Dox) για 24 ώρες 

για την επαγωγή της αποσιώπησης της ΙΚΚα. Η επιτυχής και επαγόμενη μειορρύθμιση 

της ΙΚΚα επιβεβαιώθηκε με ανοσοαποτύπωμα κατά Western σε ολικά πρωτεϊνικά 

εκχυλίσματα (Εικόνα 3.1.). 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.1. Αποσιώπηση της κινάσης ΙΚΚα στις ανθρώπινες κυτταρικές σειρές NSCLC. Οι 

κυτταρικές σειρές Α549, Η1437 και Η1299 επιμολύνθηκαν είτε με τον πρότυπο λεντιφορέα είτε με 

ένα λεντιφορέα που έφερε ένα sh (small hairpin)-ολιγονουκλεοτίδιο ενάντια στην ΙΚΚα (ΙΚΚαKD) 

επαγόμενο από δοξυκυκλίνη (Dox). Τα κύτταρα επιλέχθηκαν σε πουρομυκίνη για την κατασκευή 

σταθερών κυτταρικών σειρών και τα επίπεδα έκφρασης της ΙΚΚα αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα 

κατά Western με ή χωρίς τη χορήγηση 1 μg/μl Dox για 24 ώρες. Η β-ακτίνη χρησιμοποιήθηκε ως 

μάρτυρας ελέγχου. 

 

Στη συνέχεια, για τη μελέτη του ρόλου της κινάσης ΙΚΚα στην ανάπτυξη του NSCLC in 

vivo, κύτταρα Α549-ΙΚΚαKD, Η1437-ΙΚΚαKD και Η1299-ΙΚΚαKD καθώς και τα αντίστοιχα 

κύτταρα ελέγχου εμβολιάσθηκαν υποδόρια αμφίπλευρα σε αθυμικούς μύες NSG για την 

ανάπτυξη όγκων. Έπειτα από τρεις εβδομάδες, οι μύες θυσιάστηκαν για την απομόνωση 

και ανάλυση των όγκων. Και στις τρεις περιπτώσεις, η απώλεια της ΙΚΚα είχε σαν 

αποτέλεσμα την ανάπτυξη στατιστικά σημαντικά μεγαλύτερων όγκων σε σύγκριση με τα 

αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου. Πιο συγκεκριμένα, η κυτταρική σειρά Η1437 παρουσίασε τη 

μεγαλύτερη διαφορά στο μέγεθος των όγκων καθώς η αποσιώπηση της ΙΚΚα είχε σαν 

αποτέλεσμα την ανάπτυξη όγκων με βάρος περίπου 3.5 φορές μεγαλύτερο από τα κύτταρα 

ελέγχου. Ακολούθησε η κυτταρική σειρά Η1299 με το βάρος των όγκων να εμφανίζεται 

περίπου 2.5 φορές μεγαλύτερο και τέλος η κυτταρική σειρά Α549 όπου οι όγκοι που 

αναπτύχθηκαν ήταν περίπου 2 φορές μεγαλύτεροι σε σύγκριση με αυτούς που 

αναπτύχθηκαν από τα κύτταρα ελέγχου (Εικόνα 3.2.). Επομένως, τα αποτελέσματα αυτά 

επιβεβαιώνουν τον ογκοκατασταλτικό ρόλο της κινάσης ΙΚΚα και στην ανάπτυξη του 

ανθρώπινου NSCLC.  

 

 

 



69 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.2. Η μειορρύθμιση της ΙΚΚα προάγει την ανάπτυξη του NSCLC in vivo. Τα ανθρώπινα 

καρκινικά κύτταρα Α549-ΙΚΚαKD, Η1437-ΙΚΚαKD και Η1299-ΙΚΚαKD καθώς και τα αντίστοιχα κύτταρα 

ελέγχου εμβολιάσθηκαν υποδόρια αμφίπλευρα σε αθυμικούς μύες NSG για την ανάπτυξη όγκων. 

Έπειτα από 3 εβδομάδες, οι μύες θυσιάστηκαν για την απομόνωση και ανάλυση των όγκων. 

Αντιπροσωπευτικοί όγκοι των κυττάρων που αναπτύχθηκαν ως ξενομοσχεύματα in vivo (Α549 n=5, 

H1437 n=6, H1299 n=7). Η μειορρύθμιση της ΙΚΚα έχει σαν αποτέλεσμα τη στατιστικά σημαντική 

αύξηση του μεγέθους των όγκων (*p<0.05, ***p<0.0001). 

 

Για να επιβεβαιωθεί ότι η διαφορά στο μέγεθος των όγκων που αναπτύχθηκαν οφείλεται 

στην απώλεια της έκφρασης της ΙΚΚα, απομονώθηκαν ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από 

τους όγκους που αναπτύχθηκαν από τα κύτταρα ΙΚΚαKD και τα αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου, 

τα οποία αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά Western για την έκφραση της ΙΚΚα 

(Εικόνα 3.3.). Και στις τρεις περιπτώσεις η ΙΚΚα παρουσίασε στατιστικά σημαντική 

μειωμένη έκφραση. 
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Εικόνα 3.3. Επίπεδα έκφρασης της ΙΚΚα στους όγκους που αναπτύχθηκαν από τις 

ανθρώπινες κυτταρικές σειρές NSCLC ως ξενομοσχεύματα in vivo. Ολικά πρωτεϊνικά 

εκχυλίσματα που απομονώθηκαν από τους όγκους που αναπτύχθηκαν μετά τον υποδόριο 

ενοφθαλμισμό κυττάρων ελέγχου και Α549-ΙΚΚαKD, Η1437-ΙΚΚαKD και Η1299-ΙΚΚαKD σε αθυμικούς 

μύες NSG, αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά Western για την έκφραση της ΙΚΚα και της β-

ακτίνης που χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας αναφοράς (n=3, ***p<0.001).  

 

3.2. Η ογκοκατασταλτική δράση της κινάσης ΙΚΚα είναι ανεξάρτητη από την 

ενεργοποίηση της μη κανονικής πορείας του NF-κΒ 

Όπως συζητήθηκε στην Ενότητα 1.5., οι κινάσες ΙΚΚα και ΙΚΚβ μπορούν να 

φωσφορυλιώσουν και άλλα υποστρώματα ανεξάρτητα από την ενεργοποίηση των 

μεταγραφικών υπομονάδων του NF-κΒ, ρυθμίζοντας έτσι ποικίλες κυτταρικές διαδικασίες. 

Επομένως, στη συνέχεια, για να μελετηθεί εάν η ογκοκατασταλτική δράση της κινάσης 

ΙΚΚα, όπως προέκυψε από τα αποτελέσματά μας, σχετίζεται με την ενεργοποίηση του NF-

κΒ, κατασκευάστηκαν κυτταρικές σειρές με μειωμένη έκφραση της υπομονάδας p52, της 

κύριας υπομονάδας της μη-κανονικής πορείας που ενεργοποιείται από την ΙΚΚα, και 

σχηματίζει λειτουργικά, ενεργά ετεροδιμερή RelB/p52 τα οποία δεσμεύονται σε υποκινητές 

γονιδίων-στόχων τους και επάγουν την έκφρασή τους. Για τη μειορρύθμιση των επιπέδων 

του p52, οι κυτταρικές σειρές Α549 και Η1299 επιμολύνθηκαν με τον ρετροϊικό φορέα 

pSuper.retro-shp52 (p52KD) ή με τον πρότυπο ρετροϊικό φορέα ελέγχου pSuper.retro-vector 

(control). Μετά την επιλογή των επιμολυσμένων κυττάρων με τη χρήση πουρομυκίνης για 
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την κατασκευή σταθερών κυτταρικών σειρών, απομονώθηκαν ολικά πρωτεϊνικά 

εκχυλίσματα τα οποία αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά Western για τα επίπεδα 

έκφρασης του p52, όπου και επιβεβαιώθηκε η επιτυχής μείωση της πρωτεϊνικής του 

έκφρασης (Εικόνα 3.4.).  

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.4. Μειορρύθμιση της υπομονάδας p52 στα ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα πνεύμονα. 

Οι κυτταρικές σειρές Α549 και Η1299 επιμολύνθηκαν με τον ρετροϊικό φορέα pSuper.retro-shp52 

(p52KD) ή τον αντίστοιχο ρετροϊικό φορέα ελέγχου pSuper.retro-vector (control). Τα κύτταρα 

επιλέχθηκαν σε πουρομυκίνη για την κατασκευή σταθερών κυτταρικών σειρών και τα επίπεδα 

έκφρασης της p52 αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά Western. Η β-ακτίνη χρησιμοποιήθηκε 

ως μάρτυρας αναφοράς. 

 

Στη συνέχεια, για τη μελέτη του ρόλου της υπομονάδας p52 στην ανάπτυξη του NSCLC 

in vivo, τα κύτταρα p52KD καθώς και τα αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου εμβολιάσθηκαν 

υποδόρια αμφίπλευρα σε αθυμικούς μύες NSG για την ανάπτυξη όγκων. Μετά το πέρας 

τεσσάρων εβδομάδων οι μύες θυσιάστηκαν για την απομόνωση των όγκων. Και στις δύο 

περιπτώσεις η μειορρύθμιση της υπομονάδας p52 είχε σαν αποτέλεσμα την ανάπτυξη 

στατιστικά σημαντικά μικρότερων όγκων σε σύγκριση με τα αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου 

(Εικόνα 3.5.Α.).  

Για να επιβεβαιωθεί η μειορρύθμιση του p52 στους όγκους των μυών, απομονώθηκαν 

ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από τους όγκους που προέκυψαν από τα p52KD κύτταρα και 

τα αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου, τα οποία αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά Western 

για την έκφραση του p52. Τα αποτελέσματα κατέδειξαν την επιτυχή μειορρύθμιση της 

υπομονάδας p52 κατά τη διάρκεια ανάπτυξης των όγκων in vivo (Εικόνα 3.5.Β.). 
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Εικόνα 3.5. Ο παράγοντας p52 προάγει την ανάπτυξη του NSCLC in vivo. Μετά τον 

υποδόριο ενοφθαλμισμό κυττάρων ελέγχου και A549-p52KD ή Η1299-p52KD σε αθυμικούς μύες NSG, 

τα ζώα διατηρήθηκαν για ένα διάστημα 4 εβδομάδων κατά το οποίο ανέπτυξαν όγκους. 

(Α) Αντιπροσωπευτικές εικόνες των όγκων που απομονώθηκαν από τους αθυμικούς μύες. Στα 

διαγράμματα απεικονίζεται το μέσο βάρος των όγκων σε χιλιογραμμάρια (Α549 n=6, H1299 n=5, 

*p<0.05). (Β) Ανάλυση ολικών πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων που απομονώθηκαν από τους όγκους με 

ανοσοαποτύπωμα κατά Western για την έκφραση του μεταγραφικού παράγοντα p52 και της β-

ακτίνης ως μάρτυρα αναφοράς (n=3, ***p<0.001). 

 

Τα αποτελέσματα αυτά παρουσίασαν ιδιαίτερο ενδιαφέρον καθώς η κινάση ΙΚΚα 

φαίνεται να αναστέλλει την ανάπτυξη του NSCLC in vivo, ενώ αντίθετα η κύρια υπομονάδα 

του NF-κΒ που ενεργοποιείται διαμέσου της μη-κανονικής πορείας, η p52, παρουσιάζει 

αντίθετη δράση, προάγοντας την ανάπτυξη του NSCLC. Επομένως, τα αποτελέσματα αυτά 

καταδεικνύουν ότι η ογκοκατασταλτική δράση της κινάσης ΙΚΚα στην ανάπτυξη του NSCLC 

είναι ανεξάρτητη από την ενεργοποίηση της υπομονάδας p52 του NF-κΒ, και κατ’ επέκταση 

της μη-κανονικής πορείας ενεργοποίησης του NF-κΒ.  
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Δεδομένου των αντικρουόμενων αποτελεσμάτων που υπάρχουν μέχρι σήμερα για το 

ρόλο και τη δράση της κινάσης ΙΚΚα στον καρκίνο του πνεύμονα, στη συνέχεια της 

παρούσας μελέτης αποφασίσαμε να εστιάσουμε το ενδιαφέρον μας στη διερεύνηση του 

πιθανού μοριακού μηχανισμού δράσης της κινάσης ΙΚΚα διαμέσου του οποίου αναστέλλει 

την ανάπτυξη του NSCLC σε αυτά τα δύο διαφορετικά μοντέλα μυός. 

 

3.3. Ταυτοποίηση γονιδίων που ρυθμίζονται από την ΙΚΚα 

Στην προσπάθεια ταυτοποίησης ενός εξελικτικά συντηρημένου μηχανισμού δράσης της 

κινάσης ΙΚΚα στην ανάπτυξη του NSCLC μεταξύ του μυός και του ανθρώπου, 

απομονώθηκαν δείγματα RNA από τους μεγάλους όγκους που αναπτύχθηκαν στους 

πνεύμονες των διαγονιδιακών μυών μετά τη χορήγηση ουρεθανίου ως αποτέλεσμα της 

αποσιώπησης της κινάσης ΙΚΚα (ΙΚΚαf/f), αλλά και από τους μικρούς όγκους που 

αναπτύχθηκαν στους πνεύμονες των διαγονιδιακών ζώων ελέγχου (ΙΚΚαWT). Επίσης, 

απομονώθηκαν δείγματα RNA από τους όγκους που αναπτύχθηκαν στους αθυμικούς μύες 

μετά τον εμβολιασμό τους με τις ανθρώπινες καρκινικές κυτταρικές σειρές Α549-ΙΚΚαKD, 

Η1299-ΙΚΚαKD και Η1437-ΙΚΚαKD αλλά και τα αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου. Τα δείγματα αυτά 

υποβλήθηκαν σε ανάλυση αλληλούχισης RNA (RNA-seq) στο Ελληνικό Κέντρο 

Γονιδιωματικής Έρευνας (Μονάδα Μεταφραστικής Έρευνας του Καρκίνου) του Ιδρύματος 

Ιατροβιολογικών Ερευνών της Ακαδημίας Αθηνών (ΙΙΒΕΑΑ), και ακόλουθη βιοπληροφορική 

ανάλυση για την ταυτοποίηση κοινών διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων κατά την 

αποσιώπηση της κινάσης ΙΚΚα. 

Η εκτενής βιοπληροφορική ανάλυση των δεδομένων της αλληλούχισης του RNA με το 

πρόγραμμα Ingenuity pathway βασισμένη στο λογισμικό Morpheus του Broad Institute of MIT 

and Harvard Universities (https://software.broadinstitute.org/morpheus) (πραγματοποιήθηκε 

από τον Dr. David Habiel, Cedars-Sinai Medical Center, LA, CA, USA) κατέδειξε αρκετά κοινά 

μεταβαλλόμενα γονίδια μεταξύ του διαγονιδιακού μοντέλου μυός και της κυτταρικής σειράς 

Η1437. Ενδιαφέρον παρουσίασαν αρκετά γονίδια τα οποία αποτελούν στόχους του 

μεταγραφικού παράγοντα HIF-1α και συμμετέχουν στη γλυκολυτική πορεία, όπως είναι τα 

γονίδια GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; Αφυδρογονάση της 3-

φωσφορικής γλυκεραλδεύδης), GPI (Glucose-6-Phosphate Isomerase; Ισομεράση της 6-

φωσφορικής γλυκόζης), PFKL (6-Phosphofructokinase; 6-Φωσφοφρουκτοκινάση), και 

SLC2A1 (Glucose Transporter Type 1 ή GLUT1; Μεταφοράς της γλυκόζης GLUT1) (269, 

270) (Εικόνα 3.6).  
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Επίσης η βιοπληροφορική ανάλυση κατέδειξε μια αύξηση της τάξης του 1.5-2.0 φορές 

της έκφρασης του γονιδίου HIGD2A (Hypoxia-inducible domain family member 2A) τόσο 

στο διαγονιδιακό μοντέλο μυός όσο και στις τρεις ανθρώπινες καρκινικές κυτταρικές σειρές 

NSCLC μετά την αποσιώπηση της ΙΚΚα (Εικόνα 3.6.). Το HIGD2A κωδικοποιεί την 

πρωτεΐνη HIGD2A, που αποτελεί έναν παράγοντα συναρμολόγησης/συγκρότησης 

(assembly factor) του συμπλόκου IV ή αλλιώς της οξειδάσης του κυτοχρώματος c, του 

τελικού ενζύμου της αλυσίδας μεταφοράς ηλεκτρονίων της αναπνευστικής πορείας στα 

μιτοχόνδρια. Ελάχιστες παλαιότερες αλλά και μεταγενέστερες μελέτες κατέδειξαν ότι η 

πρωτεΐνη HIGD2A ρυθμίζεται από τον μεταγραφικό παράγοντα HIF-1α και προάγει την 

επιβίωση των κυττάρων σε συνθήκες υποξίας (271-273). Να σημειωθεί ότι κάτω από 

συνθήκες υψηλής συγκέντρωσης γλυκόζης τα κύτταρα προσαρμόζουν ένα γλυκολυτικό 

(αναερόβιο) φαινότυπο (παράγουν 2 μόρια ATP), ενώ σε συνθήκες φυσιολογικής ή 

χαμηλής συγκέντρωσης γλυκόζης τα κύτταρα μεταβολίζουν αερόβια και παράγουν 36 μόρια 

ATP μέσω της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης. Μια πρόσφατη μελέτη κατέδειξε ότι η έκφραση 

της πρωτεΐνης HIGD2A επάγεται σε συνθήκες υποξίας υπό την παρουσία υψηλής αλλά όχι 

χαμηλής συγκέντρωσης γλυκόζης, υποδηλώνοντας ένα ρόλο της HIG2DA στη 

μιτοχονδριακή λειτουργία κάτω από συνθήκες υποξίας (272).  

Σε αυτό το πλαίσιο, έχει καταδειχθεί ότι ο HIF-1α διαμορφώνει επίσης τη λειτουργία της 

αλυσίδας μεταφοράς των ηλεκτρονίων κατά την υποξία μέσω της ανακατάταξης των 

υπομονάδων του συμπλοκου IV/οξειδάσης του κυτοχρώματος c. Αυτή η μεταβολή πιθανά 

συμβάλλει στην αποτελεσματικότητα του συμπλόκου IV υπό μειωμένες συνθήκες οξυγόνου 

και στο να αποτρέψει μια αναποτελεσματική μεταφορά ηλεκτρονίων καθώς επίσης και την 

πιθανή παραγωγή ROS από τα μιτοχόνδρια κατά την υποξία (274). Συνολικά φαίνεται ότι ο 

HIF-1α αυξάνει τη γλυκολυτική πορεία αλλά διατηρεί και τη λειτουργία της αναπνευστικής 

αλυσίδας υπό συνθήκες υποξίας. 

Επομένως, με βάση τα παραπάνω και το γεγονός ότι αρκετά γονίδια που 

ταυτοποιήθηκαν με βιοπληροφορική ανάλυση αποτελούν στόχους του HIF-1α, μελετήθηκε 

στη συνέχεια κατά πόσο η ΙΚΚα μπορεί να επηρεάζει την ενεργοποίηση του παράγοντα 

HIF-1α και την ανάπτυξη των κυττάρων σε συνθήκες υποξίας. 
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Εικόνα 3.6. Διαφορική έκφραση γονιδίων έπειτα από τη μειορρύθμιση της κινάσης ΙΚΚα. 

Χάρτης θερμότητας (Heat map) για τη διαφορική έκφραση γονιδίων έπειτα από την απαλοιφή της 

ΙΚΚα στους διαγονιδιακούς μύες (mouse) αλλά και την αποσιώπηση της ΙΚΚα στις 3 ανθρώπινες 

κυτταρικές σειρές πνεύμονα Η1437, Α549 και Η1299, οι οποίες εμβολιάστηκαν σε αθυμικούς μύες 

NSG, σε σύγκριση με τα αντίστοιχα δείγματα ελέγχου σε κάθε περίπτωση. Η ανάλυση προέκυψε 

μετά από βιοπληροφορική ανάλυση με βάση το πρόγραμμα Ingenuity pathway. Η κλίμακα αντιστοιχεί 

στον πολλαπλάσιο βαθμό διαφορικής έκφρασης των γονιδίων σε σύγκριση με τα αντίστοιχα δείγματα 

ελέγχου. 
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3.4. Η ΙΚΚα καταστέλλει την ανάπτυξη του NSCLC περιορίζοντας τον 

πολλαπλασιασμό των κυττάρων σε συνθήκες υποξίας 

Για να διερευνηθεί κατά πόσο η ΙΚΚα μπορεί να καταστέλλει την ανάπτυξη του NSCLC 

διαμέσου της ρύθμισης του μεταγραφικού παράγοντα HIF-1α και των πορειών που 

ενεργοποιούνται σε συνθήκες υποξίας, μελετήθηκε, αρχικά, με qPCR η έκφραση του HIF-

1α σε δείγματα ολικού RNA που απομονώθηκαν από τους μεγάλους όγκους που 

αναπτύχθηκαν στους διαγονιδιακούς μύες έπειτα από την αποσιώπηση της ΙΚΚα (ΙΚΚαΚΟ) 

σε σύγκριση με τους μικρότερους όγκους που αναπτύχθηκαν στα διαγονιδιακά ζώα ελέγχου 

(ΙΚΚαWT) και σε δείγματα από τους όγκους που αναπτύχθηκαν από τα κύτταρα ελέγχου και 

τα Η1437-ΙΚΚαKD ως ξενομοσχεύματα in vivo. Τα αποτελέσματα δεν κατέδειξαν καμία 

στατιστικά σημαντική μεταβολή στα επίπεδα έκφρασης του HIF-1α, τόσο στους 

διαγονιδιακούς μύες (Εικόνα 3.7.Β.) όσο και στους όγκους που αναπτύχθηκαν από τα 

κύτταρα Η1437 (Εικόνα 3.7.Α.), έπειτα από την αποσιώπηση της ΙΚΚα, γεγονός που 

καταδεικνύει ότι η ΙΚΚα δεν ρυθμίζει τα επίπεδα του HIF-1α σε μεταγραφικό επίπεδο. 

Επομένως, στη συνέχεια μελετήθηκαν τα επίπεδα του HIF-1α σε πρωτεϊνικό επίπεδο. 

Για το σκοπό αυτό απομονώθηκαν ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από κύτταρα Η1437-

ΙΚΚαKD και κύτταρα ελέγχου που αναπτύχθηκαν ως ξενομοσχεύματα in vivo, αλλά και από 

τους μεγάλους ΙΚΚαΚΟ και τους μικρούς ΙΚΚαWT όγκους των διαγονιδιακών ζώων. Τα 

δείγματα αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά Western όπου παρατηρήθηκε η 

στατιστικά σημαντική αύξηση της έκφρασης του HIF-1α κατά την απώλεια της ΙΚΚα και στις 

δύο περιπτώσεις κατά περίπου τρεις με τέσσερις φορές (Εικόνα 3.7. Γ,Δ). Επομένως, η 

απώλεια της ΙΚΚα φαίνεται να προάγει την σταθερότητα και ενεργοποίηση του παράγοντα 

HIF-1α. 
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Εικόνα 3.7. Η ΙΚΚα προάγει την σταθερότητα του μεταγραφικού παράγοντα HIF-1α. 

(Α) Έκφραση του παράγοντα HIF-1α σε ολικά δείγματα RNA που απομονώθηκαν από τους όγκους 

που αναπτύχθηκαν από τα κύτταρα ελέγχου και τα κύτταρα Η1437-ΙΚΚαKD (n=3) και (Β) από τους 

μεγάλους όγκους (n=5, L1-L5) που απομονώθηκαν από τους διαγονιδιακούς μύες ΙΚΚαΚΟ σε 

σύγκριση με τους μικρούς όγκους (n=3) που αναπτύχθηκαν στα διαγονιδιακά ζώα ελέγχου (IKKαWT) 

(control). Η έκφραση του HIF-1α δεν παρουσίασε στατιστικά σημαντικές διαφορές. Ως γονίδιο 

ελέγχου χρησιμοποιήθηκε η έκφραση του 18SrRNA. (Γ) Ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα που 

απομονώθηκαν από κύτταρα Η1437-ΙΚΚαKD που αναπτύχθηκαν ως ξενομοσχεύματα in vivo (n=3), 

αλλά και (Δ) από τους μεγάλους όγκους που αναπτύχθηκαν στα διαγονιδιακά ζώα ΙΚΚαΚΟ (n=6), 

αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά Western για τα επίπεδα έκφρασης του παράγοντα HIF-1α 

σε σύγκριση με τα αντίστοιχα δείγματα ελέγχου (*p<0.05, **p<0.01).  
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Στη συνέχεια, μελετήθηκε με qPCR η έκφραση δύο επιλεγμένων στόχων του HIF-1α, των 

SLC2A1 και HK2 που κωδικοποιούν το μεταφορέα της γλυκόζης 1 (Glut1) και την εξοκινάση 

2, αντίστοιχα, μόρια τα οποία αποτελούν σημαντικούς ρυθμιστές της γλυκολυτικής πορείας. 

Η έκφραση των SLC2A1 και HK2 μελετήθηκε σε δείγματα RNA των μεγάλων όγκων των 

διαγονιδιακών ζώων σε σύγκριση με τους μικρούς όγκους από ζώα ελέγχου και των όγκων 

που αναπτύχθηκαν από τα κύτταρα Η1437-ΙΚΚαKD και τα κύτταρα ελέγχου. Τα 

αποτελέσματα κατέδειξαν τη στατιστικά σημαντική αύξηση και των δύο γονιδίων στόχων του 

HIF-1α και στις δύο περιπτώσεις, και ιδιαίτερα του SLC2A1 (Εικόνα 3.8). 
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Εικόνα 3.8. Επίπεδα έκφρασης των ΗΚ2 και SLC2A1 στους διαγονιδιακούς μύες και τους 

όγκους που αναπτύχθηκαν από τα κύτταρα Η1437-ΙΚΚαKD. Έκφραση των ΗΚ2 και SLC2A1 σε 

ολικά δείγματα RNA που απομονώθηκαν από τους όγκους που αναπτύχθηκαν από τα κύτταρα 

ελέγχου και τα Η1437-ΙΚΚαKD (n=3), ως ξενομοσχεύματα in vivo (Α), και από τους μεγάλους όγκους 

(n=5, L1-L5) που απομονώθηκαν από τους διαγονιδιακούς μύες ΙΚΚαΚΟ σε σύγκριση με τους μικρούς 

όγκους (n=3) που αναπτύχθηκαν στα διαγονιδιακά ζώα ελέγχου (IKKαWT) (control) (Β). Ως γονίδιο 

ελέγχου χρησιμοποιήθηκε η έκφραση του 18S rRNA (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 
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Η έκφραση των HIF1A, ΗΚ2 και SLC2A1 μελετήθηκε με qPCR και σε δείγματα RNA των 

όγκων που αναπτύχθηκαν από τις κυτταρικές σειρές A549-IKKαKD και Η1299-ΙΚΚαKD όπου 

σύμφωνα και με τα αποτελέσματα της βιοπληροφορικής ανάλυσης δεν παρατηρήθηκαν 

στατιστικά σημαντικές αλλαγές (Εικόνα 3.9.). Μάλιστα, στα κύτταρα A549-IKKαKD η 

έκφραση του SLC2A1 φαίνεται να μειώνεται κατά την αποσιώπηση της ΙΚΚα, 

καταδεικνύοντας την ύπαρξη ενός διαφορετικού μηχανισμού ρύθμισης σε αυτά τα κύτταρα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.9. Επίπεδα έκφρασης των HIF1A, ΗΚ2 και SLC2A1 στους τους όγκους που 

αναπτύχθηκαν από τα κύτταρα Α549-ΙΚΚαKD και Η1299-ΙΚΚαKD. Έκφραση των HIF1A, ΗΚ2 και 

SLC2A1 σε ολικά δείγματα RNA που απομονώθηκαν από τους όγκους που αναπτύχθηκαν από τα 

κύτταρα Α549-ΙΚΚαKD και Η1299-ΙΚΚαKD και τα αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου (n=3). Ως γονίδιο 

ελέγχου χρησιμοποιήθηκε η έκφραση του 18S rRNA (*p<0.05). 

 

Μολονότι η απώλεια της ΙΚΚα φαίνεται να προάγει την σταθερότητα και ενεργοποίηση 

του HIF-1α, για να επιβεβαιωθεί ότι η αύξηση της ανάπτυξης των όγκων που παρατηρείται 

κατά την απώλεια της ΙΚΚα, οφείλεται, τουλάχιστον εν μέρει, στη δράση του μεταγραφικού 

παράγοντα HIF-1α και στην ικανότητα των κυττάρων να αναπτύσσονται καλύτερα σε 

συνθήκες υποξίας, καλλιεργήθηκαν κύτταρα ελέγχου και κύτταρα Η1437-ΙΚΚαKD σε 
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πολυτρυβλία χαμηλής συγγένειας ως εναιώρημα για το σχηματισμό σφαιρών (tumour 

sphere formation assay) τόσο σε φυσιολογικές συνθήκες όσο και σε συνθήκες ήπιας 

υποξίας (3%). Τα αποτελέσματα κατέδειξαν ότι ενώ σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου τα 

κύτταρα σχηματίζουν σφαίρες με τον ίδιο ρυθμό ανεξάρτητα από την έκφραση της ΙΚΚα, σε 

συνθήκες υποξίας η ΙΚΚα φαίνεται να καταστέλλει τη δημιουργία σφαιρών σε σύγκριση με 

τα κύτταρα ΙΚΚαKD τα οποία αναπτύσσονται καλύτερα σε συνθήκες υποξίας (Εικόνα 3.10.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.10. Η ΙΚΚα αναστέλλει την ανάπτυξη σφαιρών in vitro σε συνθήκες υποξίας. Κύτταρα 

ελέγχου και κύτταρα Η1437-ΙΚΚαKD καλλιεργήθηκαν in vitro ως εναιωρήματα για το σχηματισμό 

τρισδιάστατων σφαιρών σε συνθήκες φυσιολογικού οξυγόνου και σε συνθήκες ήπιας υποξίας (3%) 

για επτά ημέρες (*p<0,05), και παρουσιάζονται αντιπροσωπευτικές εικόνες των κυττάρων. 

 

Συμπερασματικά, τα αποτελέσματα του πρώτου μέρους της παρούσας μελέτης 

κατέδειξαν τον ογκοκατασταλτικό ρόλο της κινάσης ΙΚΚα στην ανάπτυξη και εξέλιξη του 

NSCLC, τόσο σε ένα νέο διαγονιδιακό μοντέλο μυός στο οποίο η ΙΚΚα στοχεύεται στα 

πνευμονοκύτταρα τύπου ΙΙ, τον κύριο κυτταρικό τύπο αδενοκαρκινωμάτων NSCLC (201, 

216, 217, 275), όσο και σε τρεις ανθρώπινες καρκινικές κυτταρικές σειρές οι οποίες 

αναπτύχθηκαν ως ξενομοσχεύματα in vivo. Η δράση αυτή, ωστόσο, της ΙΚΚα φαίνεται να 

είναι ανεξάρτητη από την ενεργοποίηση της μη κανονικής πορείας ενεργοποίησης του 

NF-κΒ, καθώς η κύρια υπομονάδα που ενεργοποιείται διαμέσου αυτής της πορείας, 

η υπομονάδα p52, παρουσίασε αντίθετη δράση και προήγαγε την ανάπτυξη του NSCLC 

in vivo.  
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Επιπλέον, η ογκοκατασταλτική δράση της κινάσης ΙΚΚα τόσο στο μοντέλο μυός όσο και 

στον ανθρώπινο NSCLC φαίνεται να βασίζεται, τουλάχιστον εν μέρει, στην παρεμβολή της 

δράσης του μεταγραφικού παράγοντα HIF1-α, ο οποίος επάγεται σε συνθήκες υποξίας, 

και την ακόλουθη ενεργοποίηση των γονιδίων στόχων του, όπως τα γονίδια SLC2A1 και 

ΗΚ2.  

Συνολικά, το πρώτο μέρος της παρούσας μελέτης κατέδειξε έναν πιθανό, νέο, εξελικτικά 

συντηρημένο μηχανισμό δράσης της κινάσης ΙΚΚα στο NSCLC διαμέσου του οποίου η ΙΚΚα 

καταστέλλει την ανάπτυξη του NSCLC μέσω της αρνητικής ρύθμισης του HIF-1α και των 

γονιδίων στόχων του. Ο μηχανισμός αποσταθεροποίησης του μεταγραφικού παράγοντα 

HIF-1α από την ΙΚΚα παραμένει άγνωστος και αποτελεί αντικείμενο περαιτέρω 

διερεύνησης. 
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ΜΕΡΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ 

Ο ρόλος της κανονικής πορείας ενεργοποίησης του NF-κΒ στο μη-μικροκυτταρικό 

καρκίνο του πνεύμονα 

3.5. Η κανονική πορεία του NF-κΒ προάγει την ανάπτυξη του NSCLC in vivo 

Η κανονική πορεία ενεργοποίησης του NF-κΒ είναι γνωστό ότι στην πλειοψηφία των 

περιπτώσεων προάγει την ανάπτυξη διαφόρων τύπων καρκίνου συμπεριλαμβανομένου και 

του NSCLC. Ωστόσο, ο μοριακός μηχανισμός δράσης της κανονικής πορείας του NF-κΒ 

στον καρκίνο του πνεύμονα δεν έχει διευκρινιστεί, καθώς ελάχιστες μελέτες εστιάστηκαν 

στην ταυτοποίηση γονιδίων-στόχων της που προάγουν την ανάπτυξη του NSCLC. 

Σκοπός του δεύτερου μέρους της παρούσας μελέτης ήταν η διερεύνηση του ρόλου της 

κανονικής σηματοδοτικής πορείας του NF-κB στην ανάπτυξη του NSCLC, η ταυτοποίηση 

νέων πιθανών στόχων του NF-κΒ p65, αλλά και η διερεύνηση του πιθανού μηχανισμού 

δράσης τους στον NSCLC. Όπως και στην περίπτωση της μη-κανονικής πορείας, έτσι και 

για τη μελέτη του ρόλου της κανονικής πορείας ενεργοποίησης του NF-κΒ στο NSCLC, σε 

συνεργασία με το ΙΙΒΕΑ, κατασκευάστηκε ένα διαγονιδιακό μοντέλο μυός (Spc-

CreERT2:IKKβfl/fl), στο οποίο η απαλοιφή της ΙΚΚβ επάγεται μετά τη χορήγηση ταμοξιφένης, 

αποκλειστικά στα επιθηλιακά πνευμονοκύτταρα ΑΤ-ΙΙ. Στους μύες χορηγήθηκε η 

καρκινογόνος ουσία ουρεθάνιο για το σχηματισμό όγκων και οι μύες θυσιάστηκαν μετά από 

έξι μήνες για την ανάλυση των όγκων. Η απαλοιφή της ΙΚΚβ είχε σαν αποτέλεσμα την 

εμφάνιση στατιστικά σημαντικά λιγότερων αλλά και μικρότερου μεγέθους όγκων στους 

πνεύμονες των διαγονιδιακών ζώων σε σύγκριση με τα ζώα ελέγχου καταδεικνύοντας τον 

ρόλο της ΙΚΚβ ως προαγωγέα της ανάπτυξης του NSCLC in vivo (261). 

Στη συνέχεια, για τη μελέτη του ρόλου της κανονικής σηματοδοτικής πορείας του NF-κΒ 

στον ανθρώπινο NSCLC, χρησιμοποιήθηκαν οι κυτταρικές σειρές Α549 και Η1437, στις 

οποίες με τη χρήση κατάλληλου πλασμιδιακού φορέα μειορρυθμίστηκε η έκφραση της 

υπομονάδας p65, της κύριας υπομονάδας που ενεργοποιείται διαμέσου της κανονικής 

πορείας του NF-κΒ. Τα κύτταρα επιμολύνθηκαν είτε με τον πλασμιδιακό φορέα ελέγχου 

pSuper-Puro (control), είτε με τον φορέα pSuper-Puro-shp65 (p65KD) (264) για τη 

μειορρύθμιση του p65. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε πουρομυκίνη για τη δημιουργία 

σταθερών κυτταρικών σειρών και η επιτυχής μειορρύθμιση του μεταγραφικού παράγοντα 

p65 ελέγχθηκε με ανοσοαποτύπωμα κατά western σε ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα 

(Εικόνα 3.11.).  
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Εικόνα 3.11. Μειορρύθμιση του μεταγραφικού παράγοντα p65 στις ανθρώπινες κυτταρικές 

σειρές NSCLC. Οι κυτταρικές σειρές Α549 και Η1437 διαμολύνθηκαν με τον πλασμιδιακό φορέα 

έκφρασης pSuper-Puro-shp65 (p65KD) ή τον αντίστοιχο πρότυπο φορέα ελέγχου pSuper-Puro 

(control). Τα κύτταρα επιλέχθηκαν σε πουρομυκίνη για τη δημιουργία σταθερών κυτταρικών σειρών 

και ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα απομονώθηκαν και αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά 

Western για την έκφραση της υπομονάδας p65, και την έκφραση της β-ακτίνης ως μάρτυρα 

αναφοράς. 

 

Για τη μελέτη του ρόλου της κανονικής πορείας του NF-κΒ στον ανθρώπινο NSCLC, οι 

p65-τροποποιημένες κυτταρικές σειρές και οι κυτταρικές σειρές ελέγχου Α549 και Η1437 

αναπτύχθηκαν ως ξενομοσχεύματα in vivo. Τα κύτταρα Α549-p65KD και Η1437-p65KD 

καθώς και τα αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου εμβολιάσθηκαν υποδόρια αμφίπλευρα σε 

αθυμικά ποντίκια NSG, τα οποία και θυσιάστηκαν έπειτα από τέσσερις εβδομάδες για την 

απομόνωση και ανάλυση των όγκων. Η μειορρύθμιση της έκφρασης της πρωτεΐνης p65 

είχε σαν αποτέλεσμα τη στατιστικά σημαντική μείωση του μεγέθους των όγκων και στις δύο 

κυτταρικές σειρές και ιδιαίτερα στα Α549 (Εικόνα 3.12.). Πιο συγκεκριμένα, στα κύτταρα 

Α549, απουσία της p65, οι όγκοι που σχηματίζονται είναι κατά μέσο όρο 3 φορές μικρότεροι 

σε σύγκριση με τους όγκους που αναπτύχθηκαν από τα κύτταρα ελέγχου, ενώ στην 

κυτταρική σειρά Η1437 οι όγκοι ήταν περίπου 1.5 φορά μικρότεροι (Εικόνα 3.12.). Η 

διαφορά στο μέγεθος των όγκων που αναπτύχθηκαν πιθανά οφείλεται στο διαφορετικό 

βαθμό μειορρύθμισης του p65 που επετεύχθη στις δύο κυτταρικές σειρές (Εικόνα 3.11.) ή 

πιθανά στο γεγονός ότι τα κύτταρα Η1437 φέρουν μια μεταλλαγμένη μορφή της p53, ενώ 

τα Α549 φέρουν αγρίου-τύπου p53 η οποία ανταγωνίζεται τη δράση του NF-κΒ (49, 225, 

276, 277). 
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Εικόνα 3.12. Ο μεταγραφικός παράγοντας p65 προάγει την ανάπτυξη του ανθρώπινου 

NSCLC in vivo. Αντιπροσωπευτικές εικόνες των όγκων που απομονώθηκαν από τους αθυμικούς 

μύες NSG, που προέρχονται από τον εμβολιασμό των κυττάρων Α549-p65KD και Η1437-p65KD 

καθώς και τα αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου (n=5, **p<0.001, ***p<0.0001). 

 

Τμήματα των όγκων που αφαιρέθηκαν χρησιμοποιήθηκαν για την απομόνωση RNA και 

πρωτεϊνών. Για την επιβεβαίωση της επιτυχούς μειορρύθμισης της πρωτεΐνης p65 στους 

όγκους, ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα των όγκων αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά 

Western για την έκφραση της πρωτεΐνης p65, αλλά και για την ενεργή, φωσφορυλιωμένη, 

μορφή της, στη σερίνη 536 (p-p65) (Εικόνα 3.13.).  
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Εικόνα 3.13. Αποσιώπηση του μεταγραφικού παράγοντα p65 in vivo. Για την επιβεβαίωση της 

μειορρύθμισης του p65 στους όγκους που αναπτύχθηκαν μετά τον εμβολιασμό των κυτταρικών 

σειρών (Α) Α549-p65KD και (Β) Η1437-p65KD και των αντίστοιχων κυττάρων ελέγχου, 

απομονώθηκαν ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα τα οποία αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά 

Western για την έκφραση του p65 και της φωσφορυλιωμένης, ενεργής, μορφής του στη σερίνη 536 

(p-p65). Ως μάρτυρας αναφοράς χρησιμοποιήθηκε η έκφραση της GAPDH. (n=3, *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001).  

 

3.6. Η επίδραση της υπομονάδας p65 στον πολλαπλασιασμό και την 

απόπτωση των κυττάρων 

Καθώς η μειορρύθμιση της υπομονάδας p65 είχε σαν αποτέλεσμα τη σημαντική μείωση 

της ανάπτυξης των όγκων in vivo, μελετήθηκε κατά πόσο ο μεταγραφικός παράγοντας 

p65 μπορεί να επηρεάζει την απόπτωση και τον πολλαπλασιασμό των καρκινικών 

κυττάρων.  



86 

Για τη μελέτη της απόπτωσης κύτταρα Α549-p65KD και H1437-p65KD και τα αντίστοιχα 

κύτταρα ελέγχου επωάστηκαν με αννεξίνη V (Annexin V-FITC) και ιωδιούχο προπίδιο 

(Propidium Iodide, PI) ώστε να καταστεί δυνατή η ανίχνευση των αποπτωτικών και νεκρών 

κυττάρων, αντίστοιχα, με κυτταρομετρία ροής. Η μέθοδος αυτή επιτρέπει τη διάκριση μεταξύ 

των κυττάρων που βρίσκονται στα πρώιμα στάδια της απόπτωσης (αννεξίνη V+/PI-), 

κυττάρων που βρίσκονται στο τελικό στάδιο της απόπτωσης ή είναι νεκρά (αννεξίνη V+/PI+) 

και υγιών κυττάρων (αννεξίνη V-/PI-). Η μειορρύθμιση της p65 δεν είχε καμία σημαντική 

επίδραση στην απόπτωση των κυττάρων σε καμία από τις δύο κυτταρικές σειρές (Εικόνα 

3.14.Α.). 

Στη συνέχεια μελετήθηκε η επίδραση της p65 στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Για 

το σκοπό αυτό κύτταρα ελέγχου και κύτταρα Α549-p65KD και H1437-p65KD 

καλλιεργήθηκαν για 92 ώρες στο σύστημα IncuCyte ZOOM το οποίο επιτρέπει την 

παρακολούθηση της ανάπτυξης των κυττάρων σε πραγματικό χρόνο. Στο διάστημα των 

92 ωρών ελήφθησαν φωτογραφίες των κυττάρων κάθε τέσσερις ώρες, και στη συνέχεια 

υπολογίστηκε το ποσοστό πληρότητας με τη χρήση του λογισμικού IncuCyte ZOOM. Τα 

αποτελέσματα κατέδειξαν ότι η μειορρύθμιση της p65 δεν επηρέασε στατιστικά 

σημαντικά τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων στην καλλιέργεια. Πιο συγκεκριμένα, η 

μειορρύθμιση της p65 είχε σαν αποτέλεσμα την επιβράδυνση του ρυθμού του 

πολλαπλασιασμού των κυττάρων κατά περίπου 2% και 8% στα Α549 και Η1437 

αντίστοιχα (Εικόνα 3.14.Β.).  
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Εικόνα 3.14. Επίδραση του μεταγραφικού παράγοντα p65 στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό 

και την απόπτωση in vitro. (Α) Μεταβολή της απόπτωσης των κυττάρων Α549 και Η1437 έπειτα 

από την αποσιώπηση του p65 σε σύγκριση με τα κύτταρα ελέγχου, μέσω της σήμανσης με αννεξίνη 

V (Annexin V-FITC) και ιωδιούχο προπίδιο (ΡΙ) και την ανάλυση με κυτταρομετρία ροής. 

(Β) Καμπύλες αύξησης των κυττάρων Α549-p65KD και H1437-p65KD σε σύγκριση με τα κύτταρα 

ελέγχου όπως υπολογίστηκε από το σύστημα IncuCyte ZOOM σε ποσοστό κάλυψης της επιφάνειας 

του τρυβλίου.  

 

Για να μελετηθεί η επίδραση του p65 στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό in vivo, τομές 

παραφίνης από τους όγκους που αναπτύχθηκαν μετά τον εμβολιασμό των κυττάρων 

ελέγχου και των κυττάρων Α549-p65KD και H1437-p65KD, αναλύθηκαν ανοσοϊστοχημικά, 

σε συνεργασία με την Καθηγήτρια κα Α. Γούσια του Εργαστηρίου Παθολογικής Ανατομικής 

του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, για την έκφραση του αντιγόνου Ki67, ενός δείκτη του 
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κυτταρικού πολλαπλασιασμού, ο οποίος απουσιάζει από τα κύτταρα που βρίσκονται στη 

φάση ηρεμίας. Σε αντίθεση με τα αποτελέσματα που παρατηρήθηκαν in vitro, in vivo η 

αποσιώπηση του p65 μείωσε σημαντικά τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων και ιδιαίτερα 

των κυττάρων Α549 όπου παρατηρήθηκε μια μείωση των πολλαπλασιαζόμενων κυττάρων 

στο 6% του συνόλου των κυττάρων από το 25% που παρατηρήθηκε στα δείγματα ελέγχου. 

Εξίσου σημαντική μείωση παρατηρήθηκε και στην κυτταρική σειρά Η1437 όπου κατά την 

αποσιώπηση του p65 μόνον το 3% του συνόλου των κυττάρων βρέθηκε θετικό για το δείκτη 

Ki67 σε σύγκριση με τα δείγματα ελέγχου όπου θετικό βρέθηκε το 9% των κυττάρων 

(Εικόνα 3.15.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.15. Η αποσιώπηση του μεταγραφικού παράγοντα p65 μειώνει τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό in vivo. Ανοσοϊστοχημική χρώση για την έκφραση του αντιγόνου Ki67, ως δείκτη 

του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, σε τομές παραφίνης των όγκων που αναπτύχθηκαν σε 

αθυμικούς μύες NSG μετά τον εμβολιασμό των κυττάρων Α549-p65KD και H1437-p65KD και των 

κυττάρων ελέγχου (μεγέθυνση 200Χ).  
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3.7. Ταυτοποίηση γονιδίων που ρυθμίζονται από την κανονική σηματοδοτική 

πορεία ΙΚΚβ - NF-κB RelA/p65 

Για να διερευνηθεί ο μηχανισμός με τον οποίο ο μεταγραφικός παράγοντας p65 επηρεάζει 

την ανάπτυξη του NSCLC, απομονώθηκε RNA από τους όγκους που αναπτύχθηκαν από 

τα κύτταρα Α549 p65KD και Η1437 p65KD και τα αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου που 

εμβολιάσθηκαν ως ξενομοσχεύματα in vivo, το οποίο αναλύθηκε με την τεχνολογία RNA-

seq για την ταυτοποίηση γονιδίων που ρυθμίζονται από την κανονική σηματοδοτική πορεία 

ΙΚΚβ-RelA/p65. Η ανάλυση ταυτοποίησε 10 κοινά γονίδια με μειωμένη έκφραση και 13 

κοινά γονίδια με αυξημένη έκφραση στους όγκους που προήλθαν από τα κύτταρα Α549-

p65KD και Η1437-p65KD, σε σύγκριση με τα κύτταρα ελέγχου (Εικόνα 3.16.).  

Ειδικότερα, παρουσιάζονται οι χάρτες θερμότητας (heat maps) των γονιδίων που 

παρουσίασαν διαφορική έκφραση (Differentially Expressed Genes; DEGs) στους όγκους 

που αναπτύχθηκαν στα αθυμικά ποντίκια NSG οι οποίοι προήρθαν από τα ξενομοσχεύματα 

in vivo των ανθρώπινων κυττάρων ελέγχου A549 και H1437 σε σύγκριση με των 

αντίστοιχων κυττάρων p65KD. Η ανάλυση ταυτοποίησε ένα μικρό αριθμό κοινών γονιδίων η 

έκφραση των οποίων αυξάνεται ή μειώνεται. Όπως φαίνεται στους χάρτες θερμότητας, τα 

13 κοινά γονίδια των οποίων η έκφραση παρατηρήθηκε αυξημένη στα κύτταρα A549-p65KD 

και H1437-p65KD σε σύγκριση με την έκφρασή τους στα αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου ήταν 

τα: TMPRSS2, HMGSB2, FUT8, SLC16A9, B3GNT6, TMEM125, CACNA1H, CERS4, 

SCNN1A, CRACR2A, CD82, SYTL5 και CRABP1, ενώ τα 10 γονίδια που είχαν μειωμένη 

έκφραση ήταν τα: CHL1, LGR6, FAM20A, PLAU, DEFB1, CYP2C9, ANXA10, ROS1, C1R 

και C1S (Εικόνα 3.16.). 
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Εικόνα 3.16. Διαφορική έκφραση γονιδίων έπειτα από τη μειορρύθμιση του μεταγραφικού 

παράγοντα p65. (Α) Διαγράμματα Venn που προέκυψαν από την ανάλυση RNA-seq των γονιδίων 

που εκφράζονται διαφορικά στους όγκους των κυττάρων Α549 p65KD και Η1437 p65KD, σε σχέση με 

τους όγκους των κυττάρων ελέγχου. Μεταξύ των δύο κυτταρικών σειρών ταυτοποιήθηκαν 13 κοινά 

γονίδια που παρουσιάζουν αυξημένη έκφραση και 10 κοινά γονίδια με μειωμένη έκφραση, έπειτα 

από την αποσιώπηση της p65. (Β) Χάρτες θερμότητας (Heat maps) που απεικονίζουν τα κοινά 

γονίδια που παρουσιάζουν διαφορική έκφραση. Αριστερά παρουσιάζονται τα κοινά γονίδια που 

εμφανίζουν αυξημένη έκφραση στα κύτταρα ΙΚΚαKD μεταξύ των δύο κυτταρικών σειρών, ενώ δεξιά 

απεικονίζονται τα κοινά γονίδια που εμφανίζουν μειωμένη έκφραση. Τα χρώματα αντιπροσωπεύουν 

το βαθμό της διαφορικής έκφρασης σε σύγκριση με τα δείγματα ελέγχου (fold change).  

 

Μερικά από τα γονίδια που παρουσίασαν αυξημένη έκφραση κωδικοποιούν μεταβολικά 

ένζυμα όπως το HMGSB2 που κωδικοποιεί το μιτοχονδριακό ένζυμο συνθετάση 2 του 3-
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υδροξυ-3-μεθυλογλουταρυλ-CoA, το οποίο καταλύει την πρώτη αντίδραση της κετογένεσης 

και το CERS4 που κωδικοποιεί το ένζυμο συνθετάση 4 του κεραμιδίου που καταλύει τον 

σχηματισμό του κεραμιδίου από σφιγγανίνη και άκυλο-CoA.  

Επίσης ταυτοποιήθηκαν γονίδια που κωδικοποιούν μεμβρανικές πρωτεΐνες 

συμπεριλαμβανομένων των TMEM125, CACNA1H, SCNN1A και CRACR2A. Ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον παρουσίασε το γεγονός ότι δύο από τα γονίδια που ταυτοποιήθηκαν, τα 

TMPRSS2 και SLC16A9 (B0AT1), εμπλέκονται στην είσοδο του ιού SARS-CoV-2 στα 

επιθηλιακά πνευμονοκύτταρα των αεραγωγών. Ειδικότερα, το TMPRSS2 κωδικοποιεί μια 

διαμεμβρανική πρωτεάση σερίνης 2 που απαιτείται για την είσοδο του ιού SARS-CoV-2 στα 

επιθηλιακά κύτταρα των αεραγωγών, και το SLC16A9 (B0AT1) κωδικοποιεί έναν 

εξαρτώμενο από νάτριο μεταφορέα ουδέτερου αμινοξέος που αλληλεπιδρά με τον 

κυτταρικό υποδοχέα-ένζυμο μετατροπής της αγγειοτενσίνης ACE2, τον υποδοχέα 

χρησιμοποιείται από τον ιό SARS-CoV-2 για την είσοδό του στα κύτταρα. 

Μερικά από τα κοινά γονίδια που βρέθηκαν να έχουν μειωμένη έκφραση στα κύτταρα 

A549-p65KD και H1437-p65KD σε σχέση με την έκφραση τους στα αντίστοιχα κύτταρα 

ελέγχου περιλαμβάνουν το CHL1 που κωδικοποιεί το μόριο προσκόλλησης κυττάρων L1-

ike (L1CAM2) που εμπλέκεται στην κυτταρική πρόσφυση, το CYP2C9 που κωδικοποιεί το 

μέλος 9 της υπο-οικογένειας C της οικογένειας 2 του κυτοχρώματος P450 (Cytochrome 

P450 family 2 subfamily C member 9), το οποίο εμπλέκεται στον μεταβολισμό φαρμάκων, 

και τα γονίδια C1R και C1S που κωδικοποιούν συστατικά του του πρωτεϊνικού συμπλόκου 

του συστήματος συμπληρώματος C1.  

Επίσης, μειωμένη έκφραση παρουσίασε και το γονίδιο LGR6 [Leucine Rich Repeat Containing 

G Protein-Coupled Receptor (GPCR) 6], το οποίο κωδικοποιεί ένα μεμβρανικό υποδοχέα ο οποίος 

αναφέρεται ως βιοδείκτης βλαστικών επιθηλιακών πνευμονοκυττάρων ενήλικα πνεύμονα και 

εμπλέκεται στην ενεργοποίηση της σηματοδοτικής πορείας Wnt/β-cateninς. Συγκεκριμένα, ο 

LGR6 συμβάλει στη συνάθροιση των μεμβρανικών υποδοχέων Frizzled (Fzd) και σταθεροποιεί 

το σύμπλοκο υποδοχέα Wnt/Fzd στην κυτταρική επιφάνεια οδηγώντας στη στρατολόγηση της β-

κατενίνης και στην ενεργοποίηση της κανονικής σηματοδοτικής πορείας του Wnt που εξαρτάται 

από τη β-κατενίνη, μια πορεία που διεγείρει την παραγωγή και τη διατήρηση καρκινικών 

βλαστικών κυττάρων και προάγει τη μετάσταση (278-280).  

Μεταξύ των γονιδίων που ταυτοποιήθηκαν, το ενδιαφέρον μας κέντρισε το πρωτο-ογκογονίδιο 

ROS1 το οποίο εμφανίζει μειωμένη έκφραση, και το γονίδιο CD82 το οποίο εμφανίζει αυξημένη 

έκφραση κατά την αποσιώπηση του p65, καθώς έχουν συσχετιστεί με την ανάπτυξη και πρόοδο 

του καρκίνου. Πιο συγκεκριμένα, το πρωτο-ογκογονίδιο ROS1, που κωδικοποιεί τον ορφανό 

υποδοχέα κινάσης τυροσίνης ROS1, έχει ενοχοποιηθεί για την ανάπτυξη του NSCLC, καθώς τα 

τελευταία χρόνια χρωμοσωμικές αναδιατάξεις (fusions) του γονιδίου ROS1 έχουν προστεθεί στις 
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ογκογόνες μεταλλάξεις (driver mutations) που ευθύνονται για 1-2% των περιπτώσεων του 

NSCLC (281-283). Αντίθετα, το γονίδιο CD82/ΚΑΙ1 κωδικοποιεί την TSPAN27 μια διαμεμβρανική 

πρωτεΐνη τύπου ΙΙΙ πολλαπλής διέλευσης με 4 διαμεμβρανικούς α-έλικες, η οποία ανήκει στην 

υπεροικογένεια των τετρασπανινών (tetraspanins; TSPANs) και έχει χαρακτηριστεί ως 

αναστολέας της μετάστασης σε αρκετούς τύπους καρκίνου (284, 285) 

Το επόμενο βήμα ήταν η επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων της ανάλυσης RNA-seq για 

τα επίπεδα έκφρασης των ROS1 και CD82 με qPCR σε δείγματα ολικού RNA από τις 

κυτταρικές σειρές in vitro, αλλά και από του όγκους που αναπτύχθηκαν ως ξενομοσχεύματα 

in vivo. Τα αποτελέσματα επαλήθευσαν τη στατιστικά σημαντική μείωση της έκφρασης του 

ROS1 mRNA και την αύξηση του CD82 mRNA σε όλες τις περιπτώσεις (Εικόνα 3.17.Α,Β).  
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Εικόνα 3.17. Μεταβολή των επιπέδων έκφρασης των mRNA των ROS1 και CD82 in vitro και in 

vivo. Ολικά δείγματα RNA απομονώθηκαν από (Α) καλλιεργούμενα κύτταρα ελέγχου και κύτταρα 

Α549-p65KD και Η1437-p65KD, και (Β) τους αντίστοιχους όγκους των κυττάρων που αναπτύχθηκαν ως 

ξενομοσχεύματα in vivo, και αναλύθηκαν για την έκφραση των ROS1 και CD82 με qPCR. Ως γονίδιο 

αναφοράς χρησιμοποιήθηκε η έκφραση της RPII (RNA πολυμεράση ΙΙ) (n=3, *p<0.05, **p<0.01). 

 

Από τους δύο αυτούς σημαντικούς στόχους επιλέχθηκε για περεταίρω μελέτη η 

τετρασπανίνη CD82, καθώς σύμφωνα με δημοσιευμένες μελέτες, στα κύτταρα Α549 δεν 

ανιχνεύονται πρωτεϊνικά επίπεδα της πρωτεΐνης ROS1 (286, 287) 
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Αρχικά μελετήθηκαν τα επίπεδα έκφρασης του CD82 σε πρωτεϊνικό επίπεδο με 

ανοσοαποτύπωμα κατά Western, σε ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα των καλλιεργούμενων 

κυττάρων αλλά και των όγκων που απομονώθηκαν και προέρχονταν από τα κύτταρα ελέγχου 

και τα κύτταρα Α549-p65KD και Η1437-p65KD. Ως θετικά δείγματα ελέγχου χρησιμοποιήθηκαν 

φυσιολογικές ανθρώπινες ινοβλάστες πνεύμονα, και συγκεκριμένα τα κυτταρικά στελέχη 

HFL-1 και MRC-5, καθώς το CD82 εκφράζεται σε αρκετούς φυσιολογικούς ιστούς, 

συμπεριλαμβανομένου και του πνεύμονα, ενώ, αντίθετα σύμφωνα με μελέτες η έκφρασή του 

φαίνεται να μειώνεται σημαντικά στα καρκινικά κύτταρα (288). Πράγματι, τα αποτελέσματα 

επιβεβαίωσαν την αυξημένη έκφραση του επιφανειακού αντιγόνου CD82 στα φυσιολογικά 

κύτταρα, η οποία εμφανίζεται σημαντικά μειωμένη στις καρκινικές κυτταρικές σειρές πνεύμονα, 

ενώ τα επίπεδα αυξάνονται και πάλι κατά την απώλεια έκφρασης του μεταγραφικού παράγοντα 

p65 (Εικόνα 3.18.Α). Ομοίως, και στα δείγματα που απομονώθηκαν από τους όγκους των μυών 

η έκφραση της πρωτεΐνης CD82 αυξάνεται σημαντικά κατά τη μειορρύθμιση του p65 

(Εικόνα 3.18.Β,Γ). Επομένως, η απώλεια του μεταγραφικού παράγοντα p65 οδηγεί στην αύξηση 

των μεταγραφικών (mRNA) και πρωτεϊνικών επιπέδων του CD82 τόσο in vitro όσο και in vivo. 
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Εικόνα 3.18. Η αποσιώπηση του παράγοντα p65 επάγει την έκφραση του CD82. (Α) Ολικά 

πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από καλλιεργούμενα κύτταρα Α549-p65KD και H1437-p65KD και τα αντίστοιχα 

κύτταρα ελέγχου αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά Western για την έκφραση του CD82. Ως θετικά 

δείγματα ελέγχου χρησιμοποιήθηκαν ανθρώπινες φυσιολογικές ινοβλάστες πνεύμονα, τα κυτταρικά 

στελέχη HFL-1 και MRC-5, και η έκφραση της β-ακτίνης ως μάρτυρας ελέγχου. (Β, Γ) Ολικά πρωτεϊνικά 

εκχυλίσματα απομονώθηκαν από τα ίδια κύτταρα, που αναπτύχθηκαν ως ξενομοσχεύματα in vivo και 

αναλύθηκαν για την έκφραση του αντιγόνου CD82 αλλά και της GAPDH ως μάρτυρα ελέγχου. (n=3, 

*p<0.05, **p<0.01). 
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Το αντιγόνο CD82 είναι μια διαμεμβρανική πρωτεΐνη η οποία εντοπίζεται κυρίως στην 

κυτταροπλασματική μεμβράνη, ωστόσο εντοπίζεται επίσης σε ενδοκυτταρικά οργανίδια 

όπως τα ενδοσώματα και τα λυσοσώματα (289). Επομένως στη συνέχεια μελετήθηκε με 

συνεστιακή μικροσκοπία φθορισμού ο κυτταρικός εντοπισμός του αντιγόνου CD82 στις 

κυτταρικές σειρές Α549-p65KD και Η1437-p65KD και στα αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου. Στα 

κύτταρα Η1437 η πρωτεΐνη CD82 εντοπίζεται σχεδόν αποκλειστικά στην 

κυτταροπλασματική μεμβράνη των κυττάρων, ενώ αντίθετα στα Α549 η έκφραση του CD82 

εντοπίζεται κυρίως στο κυτταρόπλασμα ενώ παρατηρείται μια πιο έντονη μεμβρανική 

χρώση κατά την αποσιώπηση του p65 (Εικόνα 3.19.).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.19. Υποκυτταρικός εντοπισμός του αντιγόνου CD82. Ο κυτταρικός εντοπισμός του 

CD82 αναλύθηκε με συνεστιακή μικροσκοπία φθορισμού με λέιζερ στα κύτταρα Α549-p65KD, H1437-

p65KD και τα αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου. Στα κύτταρα Η1437 το CD82 εντοπίζεται κυρίως στην 

κυτταροπλασματική μεμβράνη, ενώ αντίθετα στα κύτταρα Α549 το CD82 εντοπίζεται κυρίως στο 

κυτταρόπλασμα των κυττάρων ενώ παρατηρείται μια αύξηση του εντοπισμού του στην 

κυτταροπλασματική μεμβράνη κατά την αποσιώπηση του p65. Για την απεικόνιση των πυρήνων των 

κυττάρων χρησιμοποιήθηκε η χρωστική DRAQ5 (κλίμακα 30 μm). 
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3.8. Τα επίπεδα του CD82 μειώνονται σημαντικά σε ασθενείς με NSCLC 

Η έκφραση του CD82 μελετήθηκε ανοσοϊστοχημικά σε δείγματα ασθενών με NSCLC. Σε 

συνεργασία με το Εργαστήριο Παθολογικής Ανατομικής του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων και 

το Παθολογοανατομικό Εργαστήριο του Πανεπιστημιακού Γενικού Νοσοκομείου Ιωαννίνων 

μελετήθηκε ένα σύνολο 150 δειγμάτων υπό τη μορφή μικροσυστοιχιών (Tissue 

Microarrays, TMA), ευγενική προσφορά των Δρ. Mark και Katharina Kriegsmann του 

Παθολογοανατομικού Ινστιτούτου του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου της Χαϊδελβέργης, 

για την έκφραση του CD82 με ανοσοϊστοχημεία. Τα δείγματα αποτελούνταν από 50 

δείγματα φυσιολογικού ιστού πνεύμονα, 50 δείγματα ασθενών με αδενοκαρκίνωμα NSCLC, 

(Lung adenocarcinoma; LUAD) και 50 δείγματα ασθενών με καρκίνωμα του πλακώδους 

επιθηλίου του NSCLC, (Lung Squamous carcinoma; LUSC) (Εικόνα 3.20.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.20. Δείγματα ασθενών με καρκίνο του πνεύμονα και δείγματα φυσιολογικού ιστού 

πνεύμονα σε μορφή μικροσυστοιχιών. (κλίμακα: φυσιολογικός ιστός πνεύμονα και LUAD 5 mm, 

LUSC 4 mm). 

 

Η ανοσοϊστοχημική ανάλυση κατέδειξε τη στατιστικά σημαντική απώλεια της έκφρασης 

του αντιγόνου CD82 στους ασθενείς που πάσχουν από LUAD και LUSC σε σύγκριση με τα 

δείγματα του φυσιολογικού ιστού (p<0.0001), ενώ σημαντική διαφορά παρατηρήθηκε και 

μεταξύ του ιστολογικού τύπου της νόσου (p<0.04). Αντίθετα, καμία στατιστικά σημαντική 

διαφορά δεν παρατηρήθηκε στην έκφραση του CD82 αναφορικά με το φύλο (p=0.8), την 

ηλικία (p>0.9) ή το στάδιο της νόσου (p=0.2) (Εικόνες 3.21 και 3.22).  
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Εικόνα 3.21. Ανοσοϊστοχημική έκφραση του CD82 σε δείγματα ασθενών με LUAD και LUSC 

και σε δείγματα φυσιολογικού ιστού πνεύμονα. (Α) Δείγμα πλήρους ιστού από πλακούντα που 

χρησιμοποιήθηκε ως θετικός μάρτυρας ελέγχου για τη χρώση του CD82. (Β) Θετικό δείγμα ΤΜΑ 

φυσιολογικού ιστού όπου το CD82 εντοπίζεται στη μεμβράνη των επιθηλιακών κυττάρων. (Γ, Δ) 

Αρνητικό και θετικό δείγμα αντίστοιχα ΤΜΑ ασθενών με LUAD όπου το CD82 παρουσιάζει 

κυτταροπλασματική χρώση. (Ε, ΣΤ) Αρνητικό και θετικό δείγμα αντίστοιχα ΤΜΑ ασθενών με LUSC. 

(κλίμακα Α, Γ, Δ, Ε, ΣΤ 200 μm, Β, 300 μm). 

 

 

 

 

 

 



97 

  
CD82 

 
Κλινικο- 

παθολογικές 

παράμετροι 

Αριθμός 

δειγμάτων 
 

Θετικά Αρνητικά  p-value 

Ιστολογικός Τύπος 
   

<0.0001**** 

LUAD 50 3 47 
 

LUSC 50 11 39 
 

NLT 50 29 21 
 

Στάδιο 
   

0.2 

I 31 2 29 
 

II 30 6 24 
 

III 39 6 33 
 

Ηλικία 
   

>0.9 

<60 30 4 26 
 

≥60 70 10 60 
 

Φύλο 
   

0.8 

Άρρεν 90 20 70 
 

Θήλυ 60 23 37 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.22. Η έκφραση του αντιγόνου CD82 μειώνεται σημαντικά σε ασθενείς με NSCLC. 

Συσχέτιση μεταξύ των κλινικο-παθολογικών χαρακτηριστικών των ασθενών NSCLC που 

μελετήθηκαν με την ανοσοϊστοχημική έκφρασης του CD82. Το CD82 μειώνεται σημαντικά στους 

ασθενείς με ADC και SCC σε σύγκριση με τον φυσιολογικό ιστό και ιδιαίτερα σε ασθενείς με ADC. 

Αντίθετα, η έκφρασή του είναι ανεξάρτητη με το στάδιο της νόσου, την ηλικία ή το φύλο των ασθενών 

(*p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001).  
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3.9. Ο μεταγραφικός παράγοντας p65 προάγει τη μεταναστευτική ικανότητα 

των κυττάρων 

Αρκετές μελέτες έχουν καταδείξει το σημαντικό ογκοκατασταλτικό ρόλο του CD82 

σε διάφορους τύπους καρκίνου καθώς ρυθμίζει ποικίλες μοριακές διαδικασίες 

συμπεριλαμβανομένου της κυτταρικής προσκόλλησης, της κινητικότητας και της 

επιβίωσης των κυττάρων, αλλά και της κυτταρικής γήρανσης, ωστόσο μια από τις 

σημαντικότερες δράσης της CD82 αφορά την καταστολή της κυτταρικής διείσδυσης και της 

μετάστασης (284, 290). Επομένως, στη συνέχεια μελετήθηκε κατά πόσο η απώλεια του 

παράγοντα p65, και η ακόλουθη αύξηση των επιπέδων του CD82, επηρεάζουν τη 

μεταναστευτική ικανότητα των κυττάρων.  

Για το σκοπό αυτό, μελετήθηκε τη μεταναστευτική ικανότητα των κυττάρων με την 

κλασσική δοκιμασία πρόκλησης αμυχής (scratch assay), κατά την οποία πραγματοποιείται 

μια αμυχή σε καλλιέργεια κυττάρων σε πλήρες ταπήτιο και κατόπιν παρακολουθείται ο 

ρυθμός κάλυψης της αμυχής. Αρχικά, μελετήθηκε η μεταναστευτική ικανότητα των 

κυττάρων Α549-p65KD και Η1437-p65KD. Και στις δύο περιπτώσεις και ιδιαίτερα στα κύτταρα 

Α549, η απώλεια του p65 είχε σαν αποτέλεσμα τη μειωμένη κινητικότητα των κυττάρων σε 

σύγκριση με τα κύτταρα ελέγχου (Εικόνα 3.23.). 
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Εικόνα 3.23. Ο παράγοντας p65 προάγει τη μεταναστευτική ικανότητα των κυττάρων. Σε 

καλλιεργούμενα κύτταρα ελέγχου και Α549-p65KD και Η1437-p65KD σε πλήρες ταπήτιο 

πραγματοποιήθηκε μια αμυχή με τη χρήση πλαστικού ρύγχους και στη συνέχεια παρατηρήθηκε η 

κάλυψη ή «επούλωση» της αμυχής για 24 ώρες. (n=3 **p<0.01, ***p<0.001). 

 

Ένα απαραίτητο στάδιο για τη μετάσταση των κυττάρων είναι η επιθηλιακή-προς-

μεσεγχυματική μετατροπή (ΕΜΤ), κατά την οποία τα κύτταρα μεταβάλλουν τον 

επιθηλιακό τους φαινότυπο και αποκτούν έναν πιο μεσεγχυματικό φαινότυπο που 

χαρακτηρίζεται από την έκφραση συγκεκριμένων δεικτών αλλά και την ενεργοποίηση 

συγκεκριμένων γονιδίων (12, 291, 292). Επειδή ο NF-κΒ διαδραματίζει σημαντικό ρόλο 

στη διαδικασία της ΕΜΤ (3, 180), μελετήθηκε στη συνέχεια η έκφραση επιθηλιακών και 

μεσεγχυματικών δεικτών κατά την αποσιώπηση του παράγοντα p65. Πιο συγκεκριμένα, 

αναλύθηκε με ανοσοαποτύπωμα κατά Western σε ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα η 

έκφραση του επιθηλιακού δείκτη Ε-καντερίνη (E-cadherin) και των μεσεγχυματικών 

δεικτών Ν-καντερίνη (N-cadherin) και βιμεντίνη (vimentin). Στα κύτταρα Α549, η απώλεια 

του p65 είχε σαν αποτέλεσμα την αύξηση των επιπέδων της Ε-καντερίνης και μείωση 
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των επιπέδων των Ν-καντερίνης και βιμεντίνης, τόσο in vitro όσο και in vivo. Ομοίως, 

στα κύτταρα Η1437 παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική αύξηση των επιπέδων της 

Ε-καντερίνης, ωστόσο τα κύτταρα αυτά δεν εκφράζουν τους μεσεγχυματικούς δείκτες 

Ν-καντερίνη και βιμεντίνη (293, 294) επομένως δεν παρατηρήθηκε η έκφρασή τους 

(Εικόνα 3.24.).  

Από τα αποτελέσματα αυτά συνολικά προέκυψε το συμπέρασμα ότι ο μεταγραφικός 

παράγοντας p65 προάγει την μεταναστευτική ικανότητα των κυττάρων τόσο in vivo όσο και 

in vitro, προάγοντας τη διαδικασία της ΕΜΤ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.24. Ο μεταγραφικός παράγοντας p65 προάγει την έκφραση των δεικτών της ΕΜΤ in 

vitro και in vivo. Ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από καλλιεργούμενα κύτταρα ελέγχου και p65KD 

Α549 και Η1437, καθώς επίσης και τα αντίστοιχα κύτταρα που αναπτύχθηκαν ως ξενομοσχεύματα 

in vivo, αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά Western για την έκφραση του επιθηλιακού δείκτη Ε-

καντερίνη και των μεσεγχυματικών δεικτών Ν-καντερίνη και βιμεντίνη. Ως μάρτυρας αναφοράς 

χρησιμοποιήθηκε η έκφραση της β-ακτίνης και της GAPDH.  

 

3.10. Η απώλεια του μεταγραφικού παράγοντα p65 αναστέλλει την 

κινητικότητα των κυττάρων και την ΕΜΤ εν μέρει μέσω της αύξησης των 

επιπέδων του CD82 

Δεδομένου ότι ο NF-κΒ έχει συσχετιστεί με την άμεση ρύθμιση εκατοντάδων γονιδίων 

συμπεριλαμβανομένων και γονιδίων που συμμετέχουν στην ΕΜΤ (3, 180), στη συνέχεια 

μελετήθηκε εάν οι αλλαγές που παρατηρήθηκαν στα κύτταρα κατά την αποσιώπηση του 

μεταγραφικού παράγοντα p65 οφείλονται στην αύξηση της έκφρασης του διαμεμβρανικού 

αντιγόνου CD82. Για το σκοπό αυτό, το CD82 υπερεκφράστηκε στα κύτταρα Α549 και 

Η1437 με τη χρήση κατάλληλων πλασμιδιακών φορέων. Πιο συγκεκριμένα, τα κύτταρα 

επιμολύνθηκαν είτε με τον πρότυπο πλασμιδιακό φορέα ελέγχου mCherry (control), ο 

οποίος εκφράζει την κόκκινη φθορίζουσα πρωτεΐνη mCherry, είτε με τον πλασμιδιακό 



101 

φορέα έκφρασης του CD82, mCherry-CD82 (CD82OE), όπου τα κύτταρα εκφράζουν το 

CD82 συντηγμένο με την πρωτεΐνη mCherry (265). Τα επιμολυσμένα κύτταρα επιλέχθηκαν 

σε νεομυκίνη (G418) και ακολούθως τα φθορίζοντα κύτταρα συλλέχθηκαν με κυτταρομετρία 

ροής (FACS sorting).  

Η επιτυχής έκφραση του CD82 επιβεβαιώθηκε με ανάλυση της έκφρασης του CD82 με 

qPCR σε ολικά δείγματα RNA των κυττάρων που κατασκευάστηκαν, όπου επιβεβαιώθηκε 

αρχικά η επιτυχής αύξηση των επιπέδων του CD82 σε μεταγραφικό επίπεδο (Εικόνα 

3.25.Α). Επιπλέον, η επιτυχής υπερέκφραση του CD82 επιβεβαιώθηκε και σε πρωτεϊνικό 

επίπεδο με την παρατήρηση της φθορίζουσας πρωτεΐνης mCherry. Αρχικά, τα 

επιμολυσμένα κύτταρα παρατηρήθηκαν σε μικροσκόπιο φθορισμού, όπου η πρωτεΐνη 

mCherry στα κύτταρα υπερέκφρασης του CD82 εντοπίστηκε στη μεμβράνη των κυττάρων, 

καθώς βρίσκεται συντηγμένη με το CD82, σε αντίθεση με τα κύτταρα ελέγχου όπου το 

mCherry εντοπίστηκε στο κυτταρόπλασμα (Εικόνα 3.25.Β.). Επιπλέον, η έκφραση της 

πρωτεΐνης mCherry αναλύθηκε και σε ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα των κυττάρων Η1437-

CD82OE και των κυττάρων ελέγχου με ανοσοαποτύπωμα κατά Western. Η πρωτεΐνη 

mCherry διαθέτει μοριακό βάρος ~30 kDa όπως και εντοπίστηκε στο δείγμα ελέγχου, ενώ 

αντίθετα κατά την υπερέκφραση του CD82 το mCherry εντοπίστηκε στα ~70 kDa καθώς 

εκφράζεται σε σύντηξη με την πρωτεΐνη CD82, καταδεικνύοντας και με αυτή τη μέθοδο την 

επιτυχή υπερέκφραση του CD82 (Εικόνα 3.25.Γ.). 
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Εικόνα 3.25. Υπερέκφραση του CD82 in vitro. Καλλιεργούμενα κύτταρα Α549 και Η1437 

επιμολύνθηκαν με τον πρότυπο πλασμιδιακό φορέα mCherry (control), ο οποίος εκφράζει τη 

φθορίζουσα πρωτεΐνη mCherry, είτε με τον πλασμιδιακό φορέα mCherry-CD82 (CD82OE), όπου τα 

κύτταρα εκφράζουν την πρωτεΐνη CD82 συντηγμένη με την πρωτεΐνη mCherry. Η επιτυχής 

υπερέκφραση του CD82 επιβεβαιώθηκε σε μεταγραφικό επίπεδο με qPCR (Α), αλλά και σε 

πρωτεϊνικό επίπεδο με συνεστιακή μικροσκοπία φθορισμού με λέιζερ, όπου το mCherry εντοπίστηκε 

στη μεμβράνη των κυττάρων CDΟΕ σε αντίθεση με τον κυτταροπλασματικό εντοπισμό του στα 

κύτταρα ελέγχου (κλίμακα 20 μm) (Β), και με ανοσοαποτύπωμα κατά Western σε ολικά πρωτεϊνικά 

εκχυλίσματα, όπου στα κύτταρα ελέγχου η πρωτεΐνη mCherry ανιχνεύθηκε στο φυσιολογικό μοριακό 

της βάρος (~30 kDa), ενώ στα κύτταρα CD82ΟΕ ανιχνεύθηκε υψηλότερα (~70 kDa) καθώς εκφράζεται 

συντηγμένη με το CD82 (Γ). Ως μάρτυρας ελέγχου χρησιμοποιήθηκε η έκφραση της β-ακτίνης.  

 

 



103 

Μετά την κατασκευή των κυττάρων που υπερεκφράζουν το CD82, μελετήθηκε κατά πόσο 

τα κύτταρα αυτά παρουσιάζουν μειωμένη κινητικότητα καθώς και η ικανότητα του CD82 

να επηρεάζει την έκφραση των δεικτών της ΕΜΤ. Όπως και προηγουμένως, η μεταναστευτική 

ικανότητα των κυττάρων μελετήθηκε με τη δοκιμασία πρόκλησης αμυχής (scratch assay). 

Τα αποτελέσματα κατέδειξαν στη στατιστικά σημαντική μείωση της κινητικότητας των 

κυττάρων κατά την υπερέκφραση του CD82 και στις δύο κυτταρικές σειρές, Α549 και Η1437 

(Εικόνα 3.26 Α,Γ). Επιπλέον, η ανάλυση ολικών πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων των κυττάρων 

mCherry-CD82OE και των αντίστοιχων κυττάρων ελέγχου για την έκφραση των μεσεγχυματικών 

και επιθηλιακών δεικτών κατέδειξαν τη σημαντική αύξηση των επιπέδων έκφρασης της 

Ε-καντερίνης και στις δύο κυτταρικές σειρές και τη μείωση των επιπέδων της Ν-καντερίνης και 

της βιμεντίνης στα κύτταρα Α549, λόγω της υπερέκφρασης του CD82 (Εικόνα 3.26 Β,Δ). 
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Εικόνα 3.26. Το διαμεμβρανικό αντιγόνο CD82 αναστέλλει την κινητικότητα των κυττάρων. Η 

κινητικότητα των κυττάρων μελετήθηκε με τη δοκιμασία πρόκλησης αμυχής (scratch assay) στα κύτταρα 

A549-mCherry-CD82OE (Α) και Η1437-mCherry-CD82OE (Β) σε σύγκριση με τα αντίστοιχα κύτταρα 

ελέγχου. Ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα των ίδιων κυττάρων αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά 

Western για την έκφραση της Ε-καντερίνης, της Ν-καντερίνης και της βιμεντίνης (Γ,Δ). Ως μάρτυρας 

ελέγχου χρησιμοποιήθηκε η έκφραση της β-ακτίνης. (*p<0.05). 
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Για την περεταίρω επιβεβαίωση ότι το CD82 συμβάλλει στο μηχανισμό δράσης του 

παράγοντα p65, τα επίπεδα έκφρασης του CD82 μειορρυθμίστηκαν στα κύτταρα Α549-

p65KD. Για το σκοπό αυτό, κύτταρα Α549-p65KD επιμολύνθηκαν με το ρετροϊικό φορέα 

ελέγχου pSIREN–RetroQ–ZsGreen ή τον pSIREN–RetroQ–ZsGreen-shCD82 (262) οι 

οποίοι εκφράζουν την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη ZsGreen. Η επιτυχής επιμόλυνση 

των κυττάρων επιβεβαιώθηκε με παρατήρηση της φθορίζουσας πράσινης πρωτεΐνης 

ZsGreen με μικροσκοπία φθορισμού (Εικόνα 3.27.Α), ενώ ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα 

αναλύθηκαν για την έκφραση του CD82 με ανοσοαποτύπωμα κατά Western. Επιπλέον, 

στα κύτταρα αυτά επιβεβαιώθηκε και η αποσιώπηση του p65 με ανοσοαποτύπωμα κατά 

Western (Εικόνα 3.27.Β.). 
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Εικόνα 3.27. Μειορρύθμιση του CD82 στα κύτταρα p65KD. (Α) Μικροσκοπία φθορισμού για τα 

κύτταρα Α549-p65KD που επιμολύνθηκαν με τον ρετροϊικό φορέα ελέγχου pSIREN–RetroQ–ZsGreen 

(pSuper-shp65/ZsGreen-control) ή τον pSIREN–RetroQ–ZsGreen-shCD82 (pSuper-shp65/ZsGreen-

shCD82) για την αποσιώπηση του CD82. (Β) Ανάλυση ολικών πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων με 

ανοσοαποτύπωμα κατά Western για την έκφραση των CD82 και p65. Η έκφραση της β-ακτίνης 

χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας ελέγχου.  

 

Στη συνέχεια, μελετήθηκε η έκφραση των δεικτών Ε-καντερίνης, Ν-καντερίνης και 

βιμεντίνης με ανοσοαποτύπωμα κατά Western σε ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα. Τα 

αποτελέσματα κατέδειξαν ότι η αποσιώπηση του CD82 επαναφέρει τα επίπεδα έκφρασης 

της Ν-καντερίνης και σε μικρότερο βαθμό τα επίπεδα της Ε-καντερίνης και της βιμεντίνης 

(Εικόνα 3.28.), επιβεβαιώνοντας την υπόθεση ότι η δράση της υπομονάδας p65 στο 

NSCLC βασίζεται, τουλάχιστον εν μέρει, στη ρύθμιση των επιπέδων της τετρασπανίνης 

CD82.  
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Εικόνα 3.28. Ρύθμιση της έκφρασης των δεικτών της ΕΜΤ από το CD82. Ολικά πρωτεϊνικά 

εκχυλίσματα των κυττάρων Α549-p65KD (pSuper-shp65+), των κυττάρων Α549-p65KD/CD82OE 

(pSuper-shp65+/pSIREN-ZsGreen-shCD82+) αλλά και των κυττάρων ελέγχου Α549 (pSuper+) και 

Α549 (pSuper-shp65+/Psiren-ZsGreen+) αντίστοιχα, αναλύθηκαν για την έκφραση των πρωτεϊνών 

Ε-καντερίνης, Ν-καντερίνης και βιμεντίνης. Ως μάρτυρας ελέγχου χρησιμοποιήθηκε η έκφραση της 

β-ακτίνης.  

 

Τα αποτελέσματα του δεύτερου μέρους της παρούσας μελέτης κατέδειξαν ότι η δράση 

του μεταγραφικού παράγοντα p65 προάγει την ανάπτυξη του NSCLC in vivo. Η δράση αυτή 

χαρακτηρίζεται από τη μεταβολή μιας σειράς γονιδίων, μεταξύ των οποίων και η 

τετρασπανίνη CD82 η έκφραση της οποίας μειορρυθμίζεται σημαντικά ή σχεδόν χάνεται σε 

ασθενείς με NSCLC. Η τετρασπανίνη CD82 χαρακτηρίζεται ως καταστολέας της 

μετάστασης ενώ και ο NF-κΒ αποτελεί ρυθμιστή της EMT και της μετάστασης και γι’ αυτό 

μελετήθηκε η επίδραση του p65 και του αντιγόνου CD82 στην μετανάστευση των 

καρκινικών κυττάρων και στη ρύθμιση δεικτών της ΕΜΤ. Τόσο η αποσιώπηση του p65 όσο 

και η υπερέκφραση του CD82 κατέστειλαν την κινητικότητα των καρκινικών κυττάρων in 

vitro διαμέσου της μεταβολής στην έκφραση του επιθηλιακού δείκτη Ε-καντερίνη και των 

μεσεγχυματικών δεικτών Ν-καντερίνη και βιμεντίνη, Τέλος, η παράλληλη αποσιώπηση του 

p65 και του CD82 είχε σαν αποτέλεσμα την επαναφορά στην έκφραση των δεικτών της 

ΕΜΤ ως ένα βαθμό, καταδεικνύοντας ότι ο μεταγραφικός παράγοντας p65 προάγει την 

ανάπτυξη του NSCLC εν μέρει μέσω της μείωσης των επιπέδων του CD82. Συνολικά, τα 

δεδομένα αυτά παρέχουν ένα νέο μηχανισμό δράσης του NF-κΒ στον καρκίνο του 

πνεύμονα. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

4.1. Εισαγωγή 

Ο μη-μικροκυτταρικός καρκίνος του πνεύμονα (NSCLC) είναι ο συχνότερος καρκίνος με την 

υψηλότερη θνησιμότητα παγκοσμίως (194). Το αδενοκαρκίνωμα του NSCLC (Lung 

Adenocarcinoma; LUAD), που αποτελεί τον κύριο ιστοπαθολογικό υπότυπο, οφείλεται στη 

συσσώρευση κυρίως ογκογόνων μεταλλάξεων (195) οι οποίες οδηγούν στην ενεργοποίηση 

της ΙΚΚβ-εξαρτώμενης κανονικής σηματοδοτικής πορείας του NF-κΒ (225, 226, 241). Η 

πορεία αυτή, που φυσιολογικά εμπλέκεται στη ρύθμιση των προ-φλεγμονωδών (48) και 

στρεσογόνων κυτταρικών αποκρίσεων (42, 43), εμφανίζεται ιδιοστατικά ενεργή σε πολλούς 

τύπους καρκίνου, συμπεριλαμβανομένου του NSCLC, προάγοντας την ανάπτυξη του 

όγκου (52-54). Ωστόσο, οι μοριακοί μηχανισμοί δράσης της δεν έχουν αποσαφηνιστεί 

πλήρως. Αντίθετα, ο ρόλος της μη κανονικής πορείας ενεργοποίησης του NF-κΒ που 

επάγεται διαμέσου της κινάσης ΙΚΚα εμφανίζεται ογκοκατασταλτικός σε ορισμένους τύπους 

καρκίνου και ογκογόνος σε κάποιους άλλους, ενώ στον καρκίνο του πνεύμονα ο ρόλος της 

παραμένει ασαφής (256-258). Η διάγνωση του καρκίνου του πνεύμονα συχνά σε ήδη 

προχωρημένα στάδια της νόσου έχει σαν αποτέλεσμα το προσδόκιμο ζωής των ασθενών 

να είναι αρκετά μικρό γεγονός που καθιστά επιτακτική τη διερεύνηση των μοριακών 

μηχανισμών που διέπουν τη νόσο με σκοπό την ταχύτερη διάγνωση και την 

αποτελεσματικότερη αντιμετώπισή του. 

 

4.2. Η ΙΚΚα καταστέλλει την ανάπτυξη του μη-μικροκυτταρικού καρκίνου του 

πνεύμονα in vivo ανεξάρτητα από την ενεργοποίηση της μη κανονικής 

σηματοδοτικής πορείας του NF-κΒ 

Στο πρώτο μέρος της παρούσας διατριβής, μελετήθηκε ο ρόλος της μη κανονικής πορείας 

του NF-κΒ στην ανάπτυξη του NSCLC. Για το σκοπό αυτό, σε συνεργασία με Ίδρυμα 

Ιατροβιολογικών Ερευνών της Ακαδημίας Αθηνών (ΙΙΒΕΑΑ) και με το Τμήμα Βιοχημείας και 

Κυτταρικής Βιολογίας του Πανεπιστημίου Stony Brook της Νέας Υόρκης, κατασκευάστηκαν 

δυ-διαγονιδιακοί μύες στους οποίους η υπό συνθήκη απαλοιφή της ΙΚΚα επιτυγχάνεται 

ειδικά στα πνευμονοκύτταρα τύπου ΙΙ (alveolar type II; AT-II) μόνο μετά τη χορήγηση 

ταμοξιφένης. Στους μύες χορηγήθηκε η καρκινογόνος ουσία ουρεθάνιο, η οποία επάγει την 

ανάπτυξη όγκων κυρίως μέσω μεταλλάξεων του γονιδίου KRAS (295, 296). Έξι μήνες μετά 

τη χορήγηση ουρεθανίου οι μύες θυσιάστηκαν για την απομόνωση των όγκων. Τα 

αποτελέσματα κατέδειξαν πως η απαλοιφή της ΙΚΚα είχε σαν αποτέλεσμα την ανάπτυξη 
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στατιστικά σημαντικά περισσότερων, αλλά και μεγαλύτερων όγκων στους πνεύμονες των 

διαγονιδιακών μυών σε σύγκριση με τα ζώα ελέγχου (261), καταδεικνύοντας την ΙΚΚα ως 

καταστολέα της ανάπτυξης του NSCLC in vivo.  

Εν συνεχεία αυτών των αποτελεσμάτων που κατέδειξαν τον ογκοκατασταλτικό ρόλο της 

ΙΚΚα στην καρκινογένεση του πνεύμονα μυών, για να μελετηθεί ο ρόλος της μη κανονικής 

πορείας του NF-κΒ και στον ανθρώπινο NSCLC in vivo, κατασκευάστηκαν τρεις 

ανθρώπινες κυτταρικές σειρές NSCLC, οι Α549, Η1437 και Η1299, στις οποίες 

μειορρυθμίστηκαν τα επίπεδα της κινάσης ΙΚΚα (Εικόνα 3.1.). Τα κύτταρα αυτά καθώς και 

τα αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου εμβολιάσθηκαν υποδόρια σε αθυμικούς μύες NSG για τη 

μελέτη της ανάπτυξης του ανθρώπινου NSCLC in vivo. Τα αποτελέσματα, κατέδειξαν πως 

η απώλεια της ΙΚΚα προάγει και την ανάπτυξη του ανθρώπινου NSCLC, καθώς οι όγκοι 

που αναπτύχθηκαν από τα ΙΚΚαKD κύτταρα ήταν σημαντικά μεγαλύτεροι σε σύγκριση με τα 

κύτταρα ελέγχου (Εικόνα 3.2.). Μάλιστα, δεδομένου ότι οι τρεις κυτταρικές σειρές NSCLC 

διαθέτουν διαφορετικό γενετικό υπόβαθρο (Πίνακας 2.2.) φαίνεται ότι η ΙΚΚα δρα 

ογκοκατασταλτικά στην ανάπτυξη του NSCLC ανεξάρτητα από δράση του ογκογονιδίου 

KRAS ή της ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης p53. 

Όπως συζητήθηκε στην ενότητα 1.5. οι ανοδικές κινάσες ενεργοποίησης των 

υπομονάδων του NF-κΒ μπορούν να εμφανίζουν και άλλες δράσεις ανεξάρτητες από τις 

υπομονάδες του NF-κΒ. Επομένως, στο επόμενο βήμα μελετήθηκε εάν η ογκοκατασταλτική 

δράση της ΙΚΚα στο NSCLC εξαρτάται από την ενεργοποίηση της μη κανονικής πορείας 

ενεργοποίησης του NF-κΒ που οδηγεί στη συγκρότηση των ετεροδιμερών RelB-p52 (48, 

49, 70). Για το σκοπό αυτό, κατασκευάστηκαν κύτταρα Α549 και Η1299 στα οποία 

μειορρυθμίστηκε η υπομονάδα p52 (p52KD) (Εικόνα 3.4.), η κύρια υπομονάδα που 

ενεργοποιείται διαμέσου της μη κανονικής πορείας. Στη συνέχεια, τα p52-τροποποιημένα 

κύτταρα καθώς και τα αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου εμβολιάσθηκαν υποδόρια σε αθυμικούς 

μύες NSG για την ανάπτυξη των όγκων. Σε αντίθεση με την ΙΚΚα, η απώλεια της 

υπομονάδας p52 είχε σαν αποτέλεσμα την ανάπτυξη μικρότερων όγκων (Εικόνα 3.5), 

γεγονός που υποδηλώνει ότι η υπομονάδα p52 προάγει την ανάπτυξη του NSCLC. Τα 

αποτελέσματα αυτά είναι σύμφωνα με πρόσφατη μελέτη όπου η υπερέκφραση του p52 

ενισχύει την ανάπτυξη καρκίνου του πνεύμονα σε μύες έπειτα από τη χορήγηση 

ουρεθανίου, ενώ παράλληλα η υψηλή του έκφραση σε ασθενείς με καρκίνο του πνεύμονα 

φαίνεται να αποτελεί δείκτη κακής πρόγνωσης (138, 254). Ωστόσο, ο μηχανισμός με τον 

οποίο ενεργοποιείται η υπομονάδα p52 αλλά και ο μηχανισμός με το οποίο προάγει την 

ανάπτυξη του καρκίνου του πνεύμονα δεν είναι ακόμη πλήρως κατανοητά.  

Επομένως, η ΙΚΚα φαίνεται να δρα ανεξάρτητα από την ενεργοποίηση του NF-κΒ στην 

ανάπτυξη του NSCLC και ο ογκοκατασταλτικός της ρόλος και στα δύο in vivo μοντέλα 
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καρκίνου μυός και ανθρώπου παρουσίασε ιδιαίτερο ενδιαφέρον, δεδομένου ότι τα μέχρι 

σήμερα ευρήματα εμφανίζονται αντιφατικά. Πιο συγκεκριμένα, σε μια προηγούμενη μελέτη 

στην οποία η ενδογενής κινάση ΙΚΚα αντικαταστάθηκε με μια ανενεργή κινάση ΙΚΚα σε 

διαγονιδιακούς μύες (kinase-dead IKKα knockin mice), τα ζώα ανέπτυξαν αυθόρμητα 

καρκίνο του πλακώδους επιθηλίου του πνεύμονα (Lung squamous cell carcinoma; LUSC) 

και πνευμονική φλεγμονή, καταδεικνύοντας τον ογκοκατασταλτικό ρόλο της ΙΚΚα στην 

καρκινογένεση του πνεύμονα (258). Επιπλέον, δύο πολύ πρόσφατες μελέτες παρουσίασαν 

αντίθετα αποτελέσματα όσον αφορά το ρόλο της ΙΚΚα στην KRAS-επαγόμενη 

καρκινογένεση του πνεύμονα in vivo και την ανάπτυξη αδενοκαρκινώματος. Και οι δύο 

μελέτες χρησιμοποίησαν παρόμοια πειραματική προσέγγιση, που περιλαμβάνει την 

απαλοιφή του γονιδίου της ΙΚΚα (CHUK) στα επιθηλιακά κύτταρα του πνεύμονα των 

διαγονιδιακών ζώων με το σύστημα της ρεκομπινάσης Cre (Cre-LoxP), παράλληλα με την 

ενεργοποίηση του ογκογονιδίου KRASG12D. Ωστόσο, τα αποτελέσματα που παρατηρήθηκαν 

ήταν αντίθετα καθώς στη μία περίπτωση η απώλεια της ΙΚΚα προήγαγε (257), ενώ στην 

άλλη περίπτωση κατέστειλε (256) την KRAS-επαγόμενη ανάπτυξη του καρκίνου του 

πνεύμονα. Τα αίτια αυτών των αντιφατικών παρατηρήσεων δεν είναι γνωστά και γι’ αυτό το 

λόγο κατέστησαν επιτακτική την ανάγκη για περεταίρω διερεύνηση του ρόλου της ΙΚΚα στο 

NSCLC. Επομένως, στη συνέχεια της παρούσας μελέτης εστιάσαμε το ενδιαφέρον μας στη 

διερεύνηση του πιθανού μοριακού μηχανισμού δράσης της κινάσης ΙΚΚα. 

 

4.3. Η ΙΚΚα δρα ανοδικά του μεταγραφικού παράγοντα HIF-1α 

καταστέλλοντας την ανάπτυξη των καρκινικών κυττάρων σε συνθήκες 

υποξίας 

Για να μελετηθεί ο μηχανισμός με τον οποίο η ΙΚΚα καταστέλλει την ανάπτυξη του NSCLC 

συλλέχθηκαν δείγματα ολικού RNA από τους όγκους που αναπτύχθηκαν τόσο στους 

διαγονιδιακούς μύες όσο και στους μύες NSG που προήλθαν από την ανάπτυξη των 

ανθρώπινων καρκινικών κυτταρικών σειρών πνεύμονα (Α549, Η1437 και Η1299) ως 

ξενομοσχεύματα in vivo, τα οποία υποβλήθηκαν σε αλληλούχιση RNA (RNA-seq). Στη 

συνέχεια ακολούθησε βιοπληροφορική ανάλυση των αποτελεσμάτων της αλληλούχισης για 

την ταυτοποίηση πιθανά κοινά μεταβαλλόμενων γονιδίων μεταξύ του διαγονιδιακού 

μοντέλου μυός και των ανθρώπινων κυτταρικών σειρών. Η ανάλυση κατέδειξε ένα κοινό 

πρότυπο μεταβαλλόμενων γονιδίων μεταξύ του διαγονιδιακού μοντέλου μυός και των 

κυττάρων Η1437, κατά την απαλοιφή ή μειορρύθμιση της ΙΚΚα (Εικόνα 3.6). Μεταξύ αυτών 

των γονιδίων παρατηρήθηκαν αρκετά γονίδια τα οποία αποτελούν μεταγραφικούς στόχους 
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του μεταγραφικού παράγοντα HIF-1 τα οποία συμμετέχουν στη γλυκολυτική πορεία όπως 

είναι τα γονίδια GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; Αφυδρογονάση της 

3-φωσφορικής γλυκεραλδεύδης), GPI (Glucose-6-Phosphate Isomerase; Ισομεράση της 6-

φωσφορικής γλυκόζης), PFKL (6-Phosphofructokinase; 6-Φωσφοφρουκτοκινάση) και 

SLC2A1 (Glucose Transporter Type 1 ή GLUT1; Μεταφοράς της γλυκόζης GLUT1) και τα 

οποία μας κέντρισαν το ενδιαφέρον. Ακόμη παρατηρήθηκε μια αύξηση του γονιδίου 

HIGD2A (Hypoxia Inducible Domain Family Member 2A) σε όλες τις κυτταρικές σειρές και 

στους διαγονιδιακούς μύες, το οποίο κωδικοποιεί ένα παράγοντα συγκρότησης του 

συμπλόκου της οξειδάσης του κυτοχρώματος c (Σύμπλοκο IV) που είναι το τελικό ένζυμο 

της μιτοχονδριακής αναπνευστικής αλυσίδας, και ρυθμίζεται από το μεταγραφικό 

παράγοντα HIF-1α.  

Επομένως στη συνέχεια μελετήθηκε η επίδραση της ΙΚΚα στην έκφραση του 

μεταγραφικού παράγοντα HIF-1α και επιλεγμένων γονιδίων στόχων του.  

Η υποξία αποτελεί χαρακτηριστικό των συμπαγών όγκων και διαδραματίζει κεντρικό 

ρόλο στην ανάπτυξη και εξέλιξή τους, ενώ συχνά ευθύνεται για την ανθεκτικότητα των 

ασθενών στη θεραπεία (270, 297, 298). Κύριοι παράγοντες που ενεργοποιούνται σε 

συνθήκες υποξίας είναι οι ετεροδιμερείς μεταγραφικοί παράγοντες HIF (Hypoxia-Inducible 

Factors): HIF-1, HIF-2 και HIF-3, οι οποίοι αποτελούνται από μια εξαρτώμενη από την 

παρουσία οξυγόνου υπομονάδα α (HIF-1α, HIF-2α ή HIF-3α) και μια σταθερή υπομονάδα 

HIF-1β (299, 300). Ο παράγοντας HIF-1 αποτελεί τον κύριο και πιο καλά χαρακτηρισμένο 

ρυθμιστικό παράγοντα στην υποξία. Σε συνθήκες φυσιολογικού οξυγόνου, υδροξυλάσες 

προλίνης (prolyl hydroxylase; PHD), υδροξυλιώνουν δύο κατάλοιπα προλίνης της 

υπομονάδας HIF-1α (pro-402, pro-564) με αποτέλεσμα την ουβικιτινίωση του HIF-1α από 

την πρωτεΐνη pVHL (von-Hippel-Lindau) και την ακόλουθη πρωτεολυτική του 

αποικοδόμηση. Αντίθετα, σε συνθήκες χαμηλού οξυγόνου οι PHD δεν μπορούν να 

υδροξυλιώσουν τα κατάλοιπα προλίνης του HIF-1α και ακολούθως η pVHL δεν την 

ουβικιτινιώνει με αποτέλεσμα τη σταθεροποίηση του HIF-1α. Στη συνέχεια, ο HIF-1α 

εισέρχεται στον πυρήνα όπου προσδένεται στην υπομονάδα HIF-1β με συνέπεια τη 

δημιουργία του ενεργού παράγοντα HIF-1 ο οποίος θα προσδεθεί στα στοιχεία απόκρισης 

στην υποξία (Hypoxia-responsive elements; HRE) των γονιδίων στόχων του ρυθμίζοντας 

έτσι την έκφρασή τους (Εικόνα 4.1.) (270, 299, 301, 302).  
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Εικόνα 4.1. Σχηματική απεικόνιση της ρύθμισης των μεταγραφικών παραγόντων HIF-1/2. 

Αριστερά Σε συνθήκες φυσιολογικού οξυγόνου (Normoxia) οι PHD και FIH υδοξυλιώνουν τους 

παράγοντες HIF-1/2α σε κατάλοιπα προλίνης και ασπαραγίνης. Παράλληλα, η pVHL επάγει τη 

συγκρότηση ενός συμπλόκου που περιλαμβάνει τα μόρια VHL, Elongin B, Elongin C, CUL2 και 

RBX1, το οποίο προσδένεται με τη συζευγμένη με ουβικιτίνη λιγάση Ε2 με σκοπό την ουβικιτινίωση 

των πρωτεϊνών HIF-1/2α. Επίσης, η p53 στρατολογεί την Ε3 λιγάση ουβικιτίνης, Mdm2, ώστε να 

συμβάλλει στην πρωτεολυτική αποικοδόμηση του HIF-1α. Δεξιά Σε συνθήκες υποξίας (Hypoxia) η 

δράση των pVHL, PHD και FIH αναστέλλονται από την περιορισμένη διαθεσιμότητα οξυγόνου και τη 

δημιουργία ROS στα μιτοχόνδρια αλλά και μέσω άλλων μηχανισμών όπως οι οξειδάσες NADPH 

(NOX), με αποτέλεσμα την διαφυγή των HIF-1/2α από την πρωτεολυτική αποικοδόμηση. Ακολούθως 

το διμερές HIF σε σύμπλοκο και με άλλους μεταγραφικούς παράγοντες προσδένεται στοιχεία HRE 

(Ηypoxia response elements) στο DNA των γονιδίων στόχων του με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση 

της μεταγραφής τους (299) 

 

Η αποσιώπηση της ΙΚΚα δεν επέφερε μεταβολές στα μεταγραφικά επίπεδα του HIF-1α 

(Εικόνα 3.7.Α.). Αντίθετα, η αποσιώπηση της ΙΚΚα οδήγησε στη σημαντική αύξηση των 

πρωτεϊνικών επιπέδων του HIF-1α τόσο στο διαγονιδιακό μοντέλο μυός όσο και στα 

κύτταρα Η1437 που αναπτύχθηκαν ως ξενομοσχεύματα in vivo (Εικόνα 3.7.Β.), 

καταδεικνύοντας ότι η απουσία έκφρασης ΙΚΚα προάγει τη σταθερότητα και συσσώρευση 

των επιπέδων του HIF-1α, διαμέσου ενός άγνωστου μηχανισμού. Τα αποτελέσματα αυτά 

επιβεβαιώθηκαν και in vitro με την καλλιέργεια κυττάρων Η1437-ΙΚΚαKD και κυττάρων 

ελέγχου σε συνθήκες χαμηλής προσκόλλησης για τη δημιουργία σφαιρών. Ενώ σε 

φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου η απώλεια της ΙΚΚα δεν είχε καμία επίδραση στην 

ανάπτυξη των σφαιρών κυττάρων ως εναιωρήματα, σε συνθήκες 3% υποξίας 
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παρατηρήθηκε ο σχηματισμός περισσότερων κυτταρικών σφαιρών σε σύγκριση με τα 

κύτταρα ελέγχου παράλληλα με την αύξηση των πρωτεϊνικών επιπέδων του HIF-1α 

(Εικόνα 3.10.). 

Τα γονίδια στόχοι του HIF-1 και κατ’ επέκταση ο μεταγραφικός παράγοντας HIF-1 

διαδραματίζει κεντρικό ρόλο στη βιολογία του καρκίνου ρυθμίζοντας μεταξύ άλλων τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό, την αγγειογένεση, τη διαδικασία της ΕΜΤ αλλά και την 

τροποποίηση του μεταβολισμού των κυττάρων (269, 270, 298, 301, 303). Φυσιολογικά, η 

ενέργεια των κυττάρων προέρχεται από την οξειδωτική φωσφορυλίωση, ωστόσο οι 

συνθήκες υποξίας προκαλούν μια μεταβολική αλλαγή (metabolic switch) από την 

οξειδωτική φωσφορυλίωση στη γλυκόλυση, διαδικασία που χαρακτηρίζεται από την υψηλή 

πρόσληψη γλυκόζης και την παραγωγή γαλακτικού. Ο παράγοντας HIF-1 προάγει τη 

διαδικασία της γλυκόλυσης επάγοντας την έκφραση γονιδίων που κωδικοποιούν 

μεταφορείς της γλυκόζης (glucose transporters; GLUT1, GLUT3), αλλά και ενζύμων που 

συμμετέχουν στη διαδικασία της γλυκόλυσης, όπως οι εξοκινάσες HK1, ΗΚ2, η αλδολάση 

ALDOA, η ενολάση ENO1, GAPDH, PFKL, η κινάση-1 του φωσφογλυκερικού (PGK1), η 

πυροσταφυλική κινάση Μ2 (PKM2), και η γαλακτική αφυδρογονάση (LDHA), τα οποία στα 

καρκινικά κύτταρα μετατρέπουν τη γλυκόζη σε γαλακτικό, μια μεταβολική διαδικασία που 

ονομάζεται «φαινόμενο Warburg» (Εικόνα 4.2.) (269, 270, 298, 301). 

Επομένως, στη συνέχεια μελετήθηκε η έκφραση δύο από αυτούς τους στόχους, του 

γονιδίου HK2 που κωδικοποιεί την εξωκινάση 2 και του γονιδίου SLC2A1 το οποίο 

κωδικοποιεί το μεταφορέα GLUT1 τα επίπεδα του οποίου παρατηρούνται αυξημένα σε 

ασθενείς με καρκίνο του πνεύμονα (304), ενώ σχετίζονται και θετικά και με μεταλλάξεις του 

ογκογονιδίου K-RAS (305). Τα αποτελέσματα κατέδειξαν τη στατιστικά σημαντική αύξηση 

των μεταγραφικών επιπέδων και των δύο στόχων τόσο στο διαγονιδιακό μοντέλο μυός, όσο 

και στα κύτταρα Η1437 που αναπτύχθηκαν ως ξενομοσχεύματα in vivo έπειτα από την 

αποσιώπηση της ΙΚΚα (Εικόνα 3.8.), γεγονός που επιβεβαιώνει την ενεργοποίηση του 

μεταγραφικού παράγοντα HIF-1α.  

Σε αντίθεση με το γονιδιακό μοντέλο μυός και τα κύτταρα Η1437, τα επίπεδα έκφρασης 

τόσο του HIF-1α όσο και των γονιδίων στόχων του, SLC2A1 και HK2, δεν φαίνεται να 

μεταβάλλονται στις άλλες δύο κυτταρικές σειρές, Α549 και Η1299 (Εικόνα 3.9.). Επίσης, το 

γεγονός αυτό υποδεικνύει την ύπαρξη ενός εναλλακτικού μηχανισμού ρύθμισης σε αυτές 

τις κυτταρικές σειρές από την ΙΚΚα το οποίο χρήζει περαιτέρω διερεύνησης. 
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Εικόνα 4.2. Γονίδια στόχοι του HIF-1 που εμπλέκονται στον επαναπρογραμματισμό του 

ενεργειακού μεταβολισμού των κυττάρων. Τα γονίδια-στόχοι του HIF-1 που εμπλέκονται στον 

επαναπρογραμματισμό του ενεργειακού μεταβολισμού των κυττάρων περιλαμβάνουν τους 

μεταφορείς γλυκόζης 1 και 3 (glucose transporter 1 and 3; GLUT1, GLUT3), τις εξοκινάσες 1 και 2 

(hexokinase 1 and 2; HK1, HK2), τα γλυκολυτικά ένζυμα αλδολάση Α (aldolase A; ALDOA), ενολάση 

1 (enolase 1; ENO1), αφυδρογονάση της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης (glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase; GAPDH), φωσφοφρουκτοκινάση L (phosphofructokinase L; PFKL), 

κινάση του φωσφογλυκερικού 1 (phosphoglycerate kinase 1; PGK1), κινάση του πυροσταφυλικού 

Μ2 (pyruvate kinase M2; PKM2) και αφυδρογονάση του γαλακτικού Α (lactate dehydrogenase A; 

LDHA). Η ενζυματική δράση της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού (pyruvate dehydrogenase; 

PDH) αναστέλλεται από την κινάση PDH (PDH kinase 1; PDK1), με αποτέλεσμα την παρεμπόδιση 

της μετατροπής του πυροσταφυλικού σε ακετυλο-CoA (AcCoA) για την είσοδό του στον κύκλο του 

τρικαρβοξυλικού οξέος (tricarboxylic acid (TCA) cycle). Το γαλακτικό και το ιόν υδρογόνου (H+) που 

παράγονται από τη γλυκόλυση εκρέουν από το κύτταρο διαμέσου του μονοκαρβοξυλικού 

μεταφορέα 4 (monocarboxylate transporter 4; MCT4), του εναλλάκτη χλωρίου-υδρογόνου 1 

(sodium–hydrogen exchanger 1; NHE1) και της καρβονικής ανυδράσης 9 (carbonic anhydrase 9; 

CAR9) [τροποποιημένο από (269)] 

 

Τα αποτελέσματα του πρώτου μέρους της παρούσας μελέτης καταδεικνύουν τον 

ογκοκατασταλτικό ρόλο της κινάσης ΙΚΚα στην ανάπτυξη του NSCLC ο οποίος ωστόσο 

είναι ανεξάρτητος από την ενεργοποίηση των υπομονάδων του μεταγραφικού παράγοντα 

NF-κΒ. Επιπλέον, ταυτοποιήθηκε ένας εξελικτικά συντηρημένος μηχανισμός δράσης της 

ΙΚΚα στο NSCLC η οποία αναστέλλει την ανάπτυξη των καρκινικών κυττάρων σε 

συνθήκες υποξίας μέσω της αρνητικής ρύθμισης των πρωτεϊνικών επιπέδων του 



114 

μεταγραφικού παράγοντα HIF-1α και της ακόλουθης ρύθμισης των γονιδίων στόχων του, 

όπως τα γονίδια SLC2A1 και HK2. Τα αποτελέσματα αυτά ενισχύουν τα αποτελέσματα 

της πρόσφατης μελέτης των Song et al. όπου η απαλοιφή της ΙΚΚα προάγει την K-Ras-

επαγόμενη καρκινογένεση του πνεύμονα μέσω της αύξησης των επιπέδων του NOX2 

που κωδικοποιεί μια υπομονάδα του ενζυμικού συμπλόκου της οξειδάσης NADPH/NOX 

που εμπλέκεται στην παραγωγή δραστικών μορφών οξυγόνου (Reactive Oxygen 

Species; ROS), και παράλληλα της καταστολής της έκφρασης του μεταγραφικού 

παράγοντα NRF2 ο οποίος ρυθμίζει αρνητικά την παραγωγή ROS, με αποτέλεσμα την 

αύξηση των επιπέδων ROS, τον αυξημένο κυτταρικό πολλαπλασιασμό και την αποφυγή 

της γήρανσης (257).  

Να σημειωθεί ότι η ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης (RNA-seq) ταυτοποίησε επίσης 

και το γονίδιο NRF2/NFE2L2 ως ένα από εκείνα των οποίων η έκφραση μεταβάλλεται με 

τη μειορρύθμισης της ΙΚΚα τόσο σε όγκους NSCLC μυός όσο και ανθρώπου. 

Συγκεκριμένα, τα αποτελέσματα μας κατέδειξαν ότι το γονίδιο NRF2/NFE2L2 ήταν μεταξύ 

των γονιδίων που αυξορρυθμίστηκαν σε μεγάλους όγκους του πνεύμονα στους μύες 

ΙΚΚαΚΟ που προκλήθηκαν από το ουρεθάνιο και επίσης και σε ξενομοσχεύματα όγκου 

των κυττάρων A549 IKKαKD που φέρουν μεταλλαγμένο ογκογονίδιο K-RasG12C. Σε 

αντίθεση, η έκφραση του NRF2/NFE2L2 ήταν μειωμένη στους όγκους των 

ξενομοσχευμάτων των κυττάρων H1437 IKKαKD, και δε υπήρχε καμιά μεταβολή στην 

έκφραση του στους όγκους των ξενομοσχευμάτων των κυττάρων H1299 IKKαKD, σε δύο 

κυτταρικές σειρές που δεν φέρουν μεταλλάξεις στο ογκογονίδιο K-Ras (Εικόνα 3.7). 

παρόμοια αποτελέσματα που αφορούν τη διαφορική έκφραση του NRF2 εξαρτώμενη από 

τη κατάσταση του ογκογονιδίου K-Ras, έχουν αναφερθεί σε προηγούμενες μελέτες (Tao 

et al 2014 Cancer Res). 

Συμπερασματικά, τα ευρήματά μας παρέχουν στοιχεία για πρώτη φορά ότι η 

ογκοκτασταλτική δράση της ΙΚΚα στην ανάπτυξη του NSCLC σε επιθηλιακά κύτταρα 

πνεύμονα μπορεί να συσχετιστεί με την ικανότητά της να λειτουργεί ως αρνητικός 

ρυθμιστής ανοδικά της πρωτεΐνης HIF-1α, και επομένως να συνδέεται με τη ρύθμιση της 

ικανότητας των καρκινικών κυττάρων να μεγαλώνουν σε υποξικό περιβάλλον. Ωστόσο, 

περεταίρω διερεύνηση απαιτείται για την ταυτοποίηση του ακριβούς μοριακού μηχανισμού 

που συνδέει την έκφραση της ΙΚΚα με την αποσταθεροποίηση του μεταγραφικού 

παράγοντα HIF-1α.  
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4.4. Η κανονική πορεία ενεργοποίησης ΙΚΚβ - RelA/p65 προάγει την 

ανάπτυξη του NSCLC in vivo 

Στο δεύτερο μέρος της παρούσας μελέτης διερευνήθηκε ο μηχανισμός δράσης της 

κανονικής πορείας ΙΚΚβ-RelA/p65 στην ανάπτυξη του ανθρώπινου NSCLC. Για το σκοπό 

αυτό χρησιμοποιήθηκαν οι κυτταρικές σειρές NSCLC A549 και Η1437 στις οποίες 

μειορρυθμίστηκε η κύρια μεταγραφική υπομονάδα του NF-κΒ που ενεργοποιείται διαμέσου 

αυτής της πορείας, η υπομονάδα RelA/p65 (p65KD) (Εικόνα 3.11). Τα κύτταρα ελέγχου 

καθώς επίσης και τα κύτταρα p65KD εμβολιάσθηκαν υποδόρια αμφίπλευρα σε αθυμικούς 

μύες NSG και διατηρήθηκαν ως ξενομοσχεύματα in vivo για την ανάπτυξη όγκων, με σκοπό 

τη μελέτη της επίδρασης του μεταγραφικού παράγοντα RelA/p65 στον ανθρώπινο NSCLC 

in vivo.  

Τα αποτελέσματα κατέδειξαν ότι η μειορρύθμιση του p65 οδηγεί στην ανάπτυξη 

σημαντικά μικρότερων όγκων σε σύγκριση με τα δείγματα ελέγχου καταδεικνύοντας τον 

ογκογόνο ρόλο του p65 στην ανάπτυξη του NSCLC (Εικόνα 3.12.). Τα αποτελέσματα αυτά 

υποστηρίζουν και προηγούμενες μελέτες του εργαστηρίου μας σε συνεργασία με το ΙΙΒΕΑ 

και το Πανεπιστήμιο Stony Brook, ΝΥ, ΗΠΑ, όπου η απαλοιφή της κινάσης ΙΚΚβ, που 

ενεργοποιεί την κανονική πορεία του NF-κΒ, στα κύτταρα ΑΤΙΙ, είχε σαν αποτέλεσμα την 

εμφάνιση λιγότερων και μικρότερων όγκων στους πνεύμονες των διαγονιδιακών ζώων μετά 

τη χορήγηση ουρεθανίου (261). Παρόμοια αποτελέσματα έχουν αναφερθεί και από άλλες 

ερευνητικές ομάδες όπου η ενεργοποίηση της πορείας ΙΚΚβ και/ή p65 προάγει την K-Ras-

επαγόμενη (225, 226, 230), αλλά και τη χημειο-επαγόμενη (235, 241, 243) καρκινογένεση 

του πνεύμονα.  

Δεδομένου ότι η μειορρύθμιση του p65 οδήγησε στην ανάπτυξη σημαντικά μικρότερων 

όγκων σε σύγκριση με τα κύτταρα ελέγχου, στη συνέχεια μελετήθηκε κατά πόσο το p65 

μπορεί να επηρεάζει τον πολλαπλασιασμό και την απόπτωση των κυττάρων. Έτσι σε 

καλλιεργούμενα κύτταρα Α549-p65KD και Η1437-p65KD μελετήθηκε ο ρυθμός 

πολλαπλασιασμού και το ποσοστό απόπτωσης των κυττάρων σε σύγκριση με τα κύτταρα 

ελέγχου (Εικόνα 3.15.). Η μειορρύθμιση του p65 δεν επέφερε στατιστικά σημαντικές 

διαφορές στον πολλαπλασιασμό, αλλά ούτε και στην απόπτωση των κυττάρων in vitro. 

Ωστόσο, η ανοσοϊστοχημική ανάλυση δειγμάτων των όγκων που απομονώθηκαν από τους 

αθυμικούς μύες που προκλήθηκαν από την αύξηση των κυττάρων Α549-p65KD και Η1437-

p65KD ως ξενομοσχεύματα in vivo, για την έκφραση του αντιγόνου Ki67 ως δείκτη του 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού κατέδειξε τη στατιστικά σημαντική μείωση των ενεργά 

πολλαπλασιαζόμενων κυττάρων κατά τη μειορρύθμιση του p65 in vivo (Εικόνα 3.16.). 

Παρόμοια, αδημοσίευτα αποτελέσματα του εργαστηρίου μας καταδεικνύουν ότι και η 
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απαλοιφή της κινάσης ΙΚΚβ στους διαγονιδιακούς μύες in vivo αναστέλλει τον 

πολλαπλασιασμό των κυττάρων, όπως παρατηρήθηκε σε τομές των πνευμόνων που 

απομονώθηκαν και αναλύθηκαν για την έκφραση του αντιγόνου Ki67. Η παρατηρούμενη 

διαφορά πιθανά οφείλεται στο διαφορετικό σύστημα που μελετήθηκε ο πολλαπλασιασμός 

των καρκινικών κυττάρων (δισδιάστατη καλλιέργεια των κυττάρων σε τρυβλίο σε αντίθεση 

με την ανάπτυξη των κυττάρων σε ένα ζωντανό οργανισμό), καθώς και στον χρονικό 

διάστημα στο οποίο παρατηρήθηκαν αυτές οι αλλαγές (92 ώρες για τα καλλιεργούμενα 

κύτταρα σε αντίθεση με τις τέσσερις εβδομάδες ανάπτυξης στους αθυμικούς μύες). 

Θεωρούμε όμως ότι το σύστημα in vivo είναι πιο φυσιολογικό για τη μελέτη του ρόλου και 

των επιδράσεων ενός γονιδίου στην ανάπτυξη καρκίνου, καθώς τα καρκινικά κύτταρα 

αλληλεπιδρούν με μια σειρά άλλων κυτταρικών τύπων in vivo όπως τα κύτταρα του 

συνδετικού ιστού, άλλα κύτταρα του στρώματος, και πιθανά ενδοθηλιακά κύτταρα (1). 

 

4.5. Πρότυπο γονιαδιακής έκφρασης NF-κΒ RelA/p65: Η κανονική πορεία 

ΙΚΚβ - RelA/p65 επάγει μεταξύ άλλων την έκφραση του πρωτο-ογκογονιδίου 

ROS1 και τη μείωση της έκφρασης του αντιγόνου CD82 στο NSCLC 

Παρά το γεγονός ότι αρκετές μελέτες έχουν καταδείξει το σημαντικό ρόλο της κανονικής 

πορείας ΙΚΚβ/ΝF-κΒ-p65 στην ανάπτυξη του καρκίνου του πνεύμονα και του NSCLC 

ειδικότερα, οι γνώσεις μας για τους μηχανισμούς δράσης καθοδικά της κανονικής πορείας 

ενεργοποίησης του NF-κΒ είναι περιορισμένες.  

Με σκοπό τη μελέτη του μοριακού μηχανισμού που διέπει την ογκογόνο δράση του 

παράγοντα p65, στοχεύσαμε στην ταυτοποίηση νέων πιθανών γονιδίων στόχων της 

κανονικής πορείας του NF-κΒ στο NSCLC. Για το σκοπό αυτό απομονώθηκαν δείγματα 

ολικού RNA από τους όγκους που αναπτύχθηκαν ως ξενομοσχεύματα in vivo μετά τον 

ενοφθαλμισμό των κυττάρων Α549-p65KD και Η1437-p65KD και των κυττάρων ελέγχου, τα 

οποία υποβλήθηκαν σε ανάλυση RNA-seq. Ακολούθησε βιοπληροφορική ανάλυση των 

αποτελεσμάτων, η οποία ταυτοποίησε 13 κοινά γονίδια με αυξημένη έκφραση και 10 κοινά 

γονίδια με μειωμένη έκφραση έπειτα από την αποσιώπηση του p65 και στις δύο κυτταρικές 

σειρές, σε σύγκριση με τα αντίστοιχα δείγματα ελέγχου (Εικόνα 3.15.).  

Μεταξύ των γονιδίων ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσίασαν τα γονίδια, ROS1 και CD82 των 

οποίων η έκφραση παρατηρήθηκε μειωμένη και αυξημένη αντίστοιχα, κατά τη μειορρύθμιση 

του p65, καθώς έχουν συσχετιστεί με διάφορες μορφές καρκίνου συμπεριλαμβανομένου 

του NSCLC.  
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Το γονίδιο ROS1 κωδικοποιεί έναν ορφανό διαμεμβρανικό υποδοχέα που ανήκει στην 

οικογένεια των υποδοχέων της ινσουλίνης, και εμφανίζει ενεργότητα κινάσης τυροσίνης, 

ωστόσο ελάχιστα είναι γνωστά για το φυσιολογικό ρόλο της αγρίου τύπου πρωτεΐνης (306, 

307). Αντίθετα, χρωμοσωμικές αναδιατάξεις του γονιδίου ROS1 ευθύνονται για το 1-2% των 

περιπτώσεων του NSCLC, ενώ έχουν ανιχνευθεί και σε άλλους τύπους καρκίνου όπως ο 

καρκίνος των ωοθηκών και του στομάχου αλλά και στο γλοιοβλάστωμα όπου και 

ανιχνεύθηκαν για πρώτη φορά. Χρωμοσωμικές αναδιατάξεις παρατηρούνται μεταξύ του 

γονιδίου ROS1 και γονιδίων που εδράζονται σε άλλα χρωμοσώματα, όπως τα γονίδια 

CD74, CDC6, LRIG3, SDC4, SLC34A2 και ΤΡΜ3, αλλά και γονιδίων που εδράζονται στο 

ίδιο χρωμόσωμα όπως τα EZR και FIG1. Όλες οι αναδιατάξεις κωδικοποιούν συντηγμένες 

πρωτεΐνες που αποτελούνται από την επικράτεια κινάσης του υποδοχέα ROS1 και την 

εξωκυττάρια επικράτεια του γονιδίου σύντηξης (306-310). Στο NSCLC, οι πιο κοινές 

αναδιατάξεις εμφανίζονται στο αδενοκαρκίνωμα και περιλαμβάνουν το γονίδιο SLC34A2 

(Solute Carrier Family 34 Member 2) που κωδικοποιεί ένα μεταφορέα φωσφορικού, και το 

γονίδιο CD74 που κωδικοποιεί μια διαμεμβρανική πρωτεΐνη τύπου ΙΙ η οποία δρα ως 

υποδοχέας για τον ανασταλτικό παράγοντα μετανάστευσης των μακροφάγων αλλά και ως 

μοριακός συνοδός για τα μόρια τάξης ΙΙ του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας 

(MHC II) (282, 311). Με άγνωστο μέχρι σήμερα μηχανισμό, οι συντηγμένες πρωτεΐνες που 

προκύπτουν από αυτές τις χρωμοσωμικές αναδιατάξεις εμφανίζουν ιδιοστατική ενεργότητα 

της επικράτειας κινάσης του ROS1, με συνέπεια τη σηματοδότηση πορειών που προάγουν 

τον πολλαπλασιασμό και την επιβίωση των κυττάρων όπως είναι οι πορείες των κινασών 

ΜΑΡ αλλά και οι πορείες PI3K/mTOR και JAK/STAT (307, 308, 312, 313). Μέχρι σήμερα 

στο NSCLC έχουν αναπτυχθεί θεραπείες στόχευσης του ROS1 με τη χρήση αναστολέων 

(Tyrosine Kinase Inhibitors; TKIs), ωστόσο μεγάλο ποσοστό των ασθενών αποκτά τελικά 

ανθεκτικότητα σε αυτές τις θεραπείες και επομένως είναι ιδιαίτερα σημαντικό να μελετηθούν 

οι μηχανισμοί που διέπουν τη δράση του ογκογονιδίου ROS1 (283, 314-318). 

Τα δεδομένα που προέκυψαν από την παρούσα μελέτη καταδεικνύουν για πρώτη φορά 

την ικανότητα του NF-κΒ RelA/p65 να ρυθμίζει τα μεταγραφικά επίπεδα του ROS1. Τα 

αποτελέσματα της βιοπληροφορικής ανάλυσης επιβεβαιώθηκαν με qPCR όπου 

παρατηρήθηκε η στατιστικά σημαντική μειωμένη έκφραση του ROS1 τόσο στα 

καλλιεργούμενα κύτταρα in vitro, όσο και σε αυτά που αναπτύχθηκαν ως ξενοσμοσχεύματα 

in vivo, έπειτα από την αποσιώπηση του p65 (Εικόνα 3.16.). Ωστόσο, σύμφωνα με 

δημοσιευμένες μελέτες, στα κύτταρα Α549 δεν ανιχνεύονται πρωτεϊνικά επίπεδα της 

πρωτεΐνης ROS1 (286, 287). Περεταίρω πειράματα εκτεταμένης αλληλούχισης (deep 

sequencing) DNA θα μπορούσαν να παρέχουν περισσότερες πληροφορίες για την ύπαρξη 

πιθανών συντήξεων του γονιδίου ROS1 με άλλα γονίδια σε αυτά τα κύτταρα, ενώ η πιθανή 
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ρύθμιση της έκφρασης του ROS1 διαμέσου του μεταγραφικού παράγοντα p65 θα 

μπορούσε να μελετηθεί σε ένα διαφορετικό κυτταρικό σύστημα όπως για παράδειγμα τα 

κύτταρα HCC78 τα οποία είναι γνωστό ότι εκφράζουν τη συντηγμένη πρωτεΐνη SLC34Α2-

ROS1.  

Ο δεύτερος στόχος που κέντρισε το ενδιαφέρον ήταν το γονίδιο KAI/CD82. Σε μια 

πρόσφατη μελέτη σε καρκινικά κύτταρα παγκρέατος το αντιγόνο CD82 έχει δειχθεί ότι 

προσδένεται άμεσα με την πρωτεΐνη Timp-1 (Tissue inhibitor of metalloproteinases-1) στην 

επιφάνεια των κυττάρων, προάγοντας την ενδοκυττάρωσή της (319). Στον καρκίνο του 

πνεύμονα, η πρωτεΐνη Timp-1 επάγεται από την ΙΚΚβ σε ένα μοντέλο μυός K-RasG12D-

επαγόμενης ογκογένεσης, προάγοντας τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων και την 

ανάπτυξη των όγκων ανεξάρτητα από τη δράση της ως αναστολέας των 

μεταλλοπρωτεϊνασών. Συγκεκριμένα, η Timp-1 ενεργοποιείται διαμέσου της πορείας K-

Ras/ERK/NF-κΒ και με τη σειρά της ενισχύει την ενεργοποίηση της πορείας Erk 

σχηματίζοντας ένα βρόγχο θετικής ανατροφοδότησης. Επιπλέον, η μελέτη κατέδειξε ότι η 

δράση της Timp-1 εξαρτάται από την πρόσδεσή της με την τετρασπανίνη CD63 (230).  

Το CD82 κωδικοποιεί μια διαμεμβρανική πρωτεΐνη τύπου ΙΙΙ η οποία ανήκει στην 

οικογένεια των τετρασπανινών (tetraspanins) ή αλλιώς TM4SF (Transmembrane 4 

Superfamily), και συγκεκριμένα την τετρασπανίνη TSPAN27. Οι τετρασπανίνες αποτελούν 

μικρές διαμεμβρανικές πρωτεΐνες, που όπως υποδηλώνει και το όνομά τους διαπερνούν τη 

μεμβράνη τέσσερις φορές. Δομικά, χαρακτηρίζονται από τις τέσσερις διαμεμβρανικές 

επικράτειες, έναν μικρό (EC1) και ένα μεγάλο (EC2) εξωκυτταρικό βρόγχο, ένα μικρό 

κυτταροπλασματικό βρόγχο (IL) και 2 μικρές κυτταροπλασματικές επικράτειες που 

αποτελούν το καρβοξυ-τελικό (C-terminal) και αμινο-τελικό άκρο (N-terminal) (Εικόνα 4.3.) 

(320, 321). Στον άνθρωπο, η οικογένεια αποτελείται από 33 μέλη. Τα περισσότερα μέλη 

της οικογένειας απαντώνται σχεδόν σε όλους τους ιστούς και τους κυτταρικούς τύπους (π.χ. 

CD9, CD63, CD81, CD82, CD151), ενώ άλλα μέλη περιορίζονται στα αιμοποιητικά κύτταρα 

(π.χ. CD37, CD53). Η δράση των τετρασπανινών έχει συσχετιστεί με διάφορες βιολογικές 

λειτουργείες όπως η ανοσολογική απόκριση, η διακυτταρική επικοινωνία, ο κυτταρικός 

πολλαπλασιασμός και η κυτταρική διαφοροποίηση ωστόσο κάποια μέλη έχουν κεντρίσει 

ιδιαίτερα το ενδιαφέρον των επιστημόνων καθώς έχουν συσχετιστεί με την πρόοδο 

διαφόρων μορφών καρκίνου κυρίως εξ’ αιτίας της συμβολής τους στη διαδικασία της 

κυτταρικής προσκόλλησης (cell adhesion), της κυτταρικής διείσδυσης (cell invasion) αλλά 

και της μετάστασης (322-327). 
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Εικόνα 4.3. Δομή των τετρασπανινών. Χαρακτηριστική δομή των τετρασπανινών οι οποίες 

διαθέτουν τέσσερις διαμεμβρανικές επικράτειες (ΤΜ1-ΤΜ4) οι οποίες σχηματίζουν ένα μικρό (EC1) 

και ένα μεγάλο (EC2) εξωκυττάριο βρόγχο καθώς και ένα μικρό ενδοκυττάριο βρόγχο. Το αμινο- και 

καρβοξυ-τελικό άκρο των τετρασπανινών βρίσκεται στην ενδοκυττάρια πλευρά της μεμβράνης. 

Απεικονίζονται επίσης το πρότυπο αμινοξέων Cys-Cys-Gly καθώς και οι δύο χαρακτηριστικοί 

δισουλφιδικοί δεσμοί που σχηματίζονται στον EC2 (320).  

 

Οι τετρασπανίνες, δεν διαθέτουν εγγενή δράση χαρακτηρίζονται από την ικανότητά τους να 

συγκροτούν οργανωμένα πολυμερή σύμπλοκα, τόσο με μέλη της οικογένειας των 

τετρασπανινών όσο και με άλλες πρωτεΐνες της κυτταροπλασματικής μεμβράνης, 

σχηματίζοντας μεμβρανικές μικρο-επικράτειες πλούσιες σε τετρασπανίνες (Tetraspanin-

enriched microdomains; TEMs) ή, όπως αλλιώς αναφέρεται, ένα δίκτυο τετρασπανινών 

(Tetraspanin web) (Εικόνα 4.4.) (328). Μελέτες έχουν καταδείξει την αλληλεπίδραση των 

τετρασπανινών, συμπεριλαμβανομένου και του CD82, με διάφορους τύπους ιντεγκρινών, με 

υποδοχείς των Β κυττάρων (CD4, CD8, CD19), με άλλες τετρασπανίνες (CD81, CD63 και 

CD9), με μόρια του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας (MHCI, MHCII), με 

κυτταροπλασματικά σηματοδοτικά μόρια (κινάση σερίνης/θρεονίνης PKCα) αλλά και 

μεμβρανικούς υποδοχείς (EGFR, ErbB2) (320, 323, 327, 329). Βασικός ρόλος των 

τετρασπανινών αποτελεί η οργάνωση των ανωτέρω μορίων σε λειτουργικά σηματοδοτικά 

σύμπλοκα στη μεμβράνη του κυττάρου. Η δράση τους μπορεί να είναι άμεση ή να 

πραγματοποιείται διαμέσου άλλων πρωτεϊνών που βρίσκονται στην ΤΕΜ. Επιπλέον, σε κάθε 

κυτταρικό τύπο, οι ΤΕΜ αποτελούνται από διαφορετικούς τύπους τετρασπανινών και 

πρωτεϊνών που σχετίζονται με αυτές, και επομένως οι τετρασπανίνες συμμετέχουν σε μοριακές 

διαδικασίες που μπορεί να αφορούν συγκεκριμένους κυτταρικούς τύπους (320, 330). 

Παρά την πρόοδο των τελευταίων ετών, οι μοριακοί μηχανισμοί που διέπουν τις δράσεις 

των τετρασπανινών στον καρκίνο παραμένουν σε μεγάλο βαθμό άγνωστοι, επομένως, στη 

συνέχεια της παρούσας μελέτης εστιάσαμε στη διερεύνηση του πιθανού μηχανισμού δράσης 
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του μεταγραφικού παράγοντα p65 στο NSCLC διαμέσου της ρύθμισης της τετρασπανίνης 

CD82. Αρχικά, τα αποτελέσματα της ανάλυσης RNA-seq τα οποία ταυτοποίησαν την αύξηση 

του CD82 κατά την αποσιώπηση του p65 επιβεβαιώθηκαν σε μεταγραφικό και πρωτεϊνικό 

επίπεδο με qRT-PCR (Εικόνα 3.16.) και ανοσοαπωτύπωμα κατά Western (Εικόνα 3.17.) 

αντίστοιχα, τόσο στα καλλιεργούμενα κύτταρα in vitro, όσο και στα αντίστοιχα κύτταρα που 

αναπτύχθηκαν ως ξενομοσχεύματα in vivo. Η αποσιώπηση του p65 είχε σαν αποτέλεσμα τη 

στατιστικά σημαντική αύξηση των μεταγραφικών και πρωτεϊνικών επιπέδων του CD82 in vitro 

αλλά και in vivo, γεγονός που καταδεικνύεται για πρώτη φορά μέσα από την παρούσα μελέτη.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Εικόνα 4.4. Δίκτυο τετρασπανινών (tetraspanin web). Το δίκτυο τετρασπανινών σχηματίζει 

παροδικά συμπλέγματα που περιλαμβάνουν διαμεμβρανικά αλλά και κυτταροπλασματικά 

σηματοδοτικά μόρια, προάγοντας τη σηματοδότηση από εξωκυτταρικά ερεθίσματα. Για παράδειγμα, 

οι χημειοκίνες που προσδένονται στους υποδοχείς GPCR (G-protein-coupled receptors) ενισχύουν την 

κυτταρική προσκόλληση διαμέσου των ιντεγκρινών. ΟΙ τετρασπανίνες συνδέονται με τις ιντεγκρίνες 

προάγοντας τη μεταγωγή σήματος μεταξύ των υποδοχέων GPCR και των ιντεγκρινών. Επιπλέον, οι 

τετρασπανίνες έχουν την ικανότητα να στρατολογούν ενδοκυτταρικά σηματοδοτικά ένζυμα, όπως η 

πρωτεϊνική κινάση C (PKC) η οποία εμπλέκεται στη φωσφορυλίωση των ιντεγκρινών αλλά και των 

υπομονάδων των πρωτεϊνών G, που αποτελούν μέλη του ενδοκυτταρικού συμπλόκου GPCR. Άλλες 

αλληλεπιδράσεις μπορεί να αφορούν την οικογένεια πρωτεϊνών 14-3-3 η οποία εμπλέκεται στη 

ρύθμιση διάφορων ενδοκυττάριων σηματοδοτικών πορειών αλλά και μέλη της υπερ-οικογένειας των 

ανοσοσφαιρινών όπως η EWI-2. Συνολικά, η ικανότητα των τετρασπανινών να συνδέονται ταυτόχρονα 

με άλλες τερασπανίνες αλλά και με ποικίλα σηματοδοτικά μόρια επιτρέπει τη μεταγωγή σημάτων και 

διευκολύνει το συντονισμό των ενδοκυτταρικών σηματοδοτικών πορειών (331). 
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Ωστόσο, δεν είναι η πρώτη φορά που μέλη της οικογένειας του NF-κΒ συσχετίζονται με 

την έκφραση του CD82. Ο TNFα έχει δειχθεί ότι μπορεί να επάγει την έκφραση του CD82 

διαμέσου του NF-κΒ χωρίς ωστόσο να έχει μελετηθεί σε βάθος ο μοριακός μηχανισμός 

(332). Αντίθετα, η IL-1β έχει δειχθεί ότι μπορεί να επάγει την έκφραση του CD82 διαμέσου 

ομοδιμερών συμπλόκων p50/p50 που βρίσκονται δεσμευμένα στον υποκινητή του 

KAI1/CD82. Πιο συγκεκριμένα, σε κύτταρα που βρίσκονται σε φάση ηρεμίας τα ομοδιμερή 

p50/p50 δεσμεύονται από το κατασταλτικό σύμπλοκο N-CoR/ΤΑΒ2/HDAC3 το οποίο μετά 

τη χορήγηση IL-1β αντικαθίσταται από συν-ενεργοποιητικά σύμπλοκα που περιλαμβάνουν 

τον παράγοντα Tip60, προάγοντας τη μεταγραφή του ΚΑΙ1/CD82 (333). Με ένα παρόμοιο 

μηχανισμό ρυθμίζεται η έκφραση του CD82 σε μεταστατικά και μη καρκινικά κύτταρα 

προστάτη. Στα μη μεταστατικά κύτταρα το ενεργοποιητικό σύμπλοκο Tip60/pontin 

δεσμεύεται στο διμερές p50/p50 προάγοντας την έκφραση του CD82, ενώ αντίθετα στα 

μεταστατικά κύτταρα το σύμπλοκο Tip60/pontin αντικαθίσταται από το κατασταλτικό 

σύμπλοκο β-κατενίνη/reptin (334). Ακόμη, σε μια πιο πρόσφατη μελέτη ο μεταγραφικός 

παράγοντας ATF3 δρα είτε ως καταστολέας, όντας σε σύμπλοκο με τον μεταγραφικό 

παράγοντα p50, είτε ως ενεργοποιητής, όντας σε σύμπλοκο με το μεταγραφικό παράγοντα 

JunB, του γονιδίου KAI1/CD82 σε καρκινικά κύτταρα προστάτη (335).  

Το CD82 εκτός από τον εντοπισμό του στην κυτταροπλασματική μεμβράνη μπορεί να 

εντοπιστεί και σε άλλα κυτταρικά οργανίδια όπως τα ενδοσώματα και τα λυσοσώματα μέσω 

της διαδικασίας της ενδοκυττάρωσης. Μάλιστα η ενδοκυττάρωση του CD82 έχει αναφερθεί 

ότι μειώνει σημαντικά την ικανότητά του CD82 να καταστέλλει τη μετάσταση (289). Με 

σκοπό τη μελέτη του υποκυτταρικού εντοπισμού του CD82 αναλύθηκε με ανοσοφθορισμό 

και συνεστιακή μικροσκοπία φθορισμού η έκφραση του CD82 στα κύτταρα Α549-p65KD και 

Η1437-p65KD και τα αντίστοιχα κύτταρα ελέγχου (Εικόνα 3.18.). Στα κύτταρα Η1437 το 

CD82 εντοπίζεται σχεδόν αποκλειστικά στην κυτταροπλασματική μεμβράνη του κυττάρου, 

ενώ στα κύτταρα Α546 εντοπίζεται τόσο στην κυτταροπλασματική μεμβράνη όσο και στο 

κυτταρόπλασμα γεγονός που μπορεί να υποδηλώνει την μειωμένη ενεργότητα του CD82 

σε αυτά τα κύτταρα. 

 

4.6. Η έκφραση του CD82 χάνεται σε ασθενείς με καρκίνο του πνεύμονα 

Μελέτες σε δείγματα ασθενών με καρκίνο έχουν καταδείξει ότι το CD82 θα μπορούσε να 

αποτελέσει ένα χρήσιμο προγνωστικό βιοδείκτη καθώς η έκφρασή του αποτελεί ένδειξη 

καλής πρόγνωσης, ενώ αντίθετα η απώλεια έκφρασής του έχει συσχετιστεί με 

προχωρημένα στάδια της νόσου και μειωμένη επιβίωση των ασθενών σε αρκετούς τύπους 

καρκίνου (285, 290, 336). 
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Επομένως, στη συνέχεια μελετήθηκε ανοσοϊστοχημικά η έκφραση του CD82 σε ένα 

σύνολο 100 δειγμάτων ασθενών με NSCLC, 50 ασθενών με αδενοκαρκίνωμα (LUAD) και 

50 με καρκίνωμα του πλακώδους επιθηλίου (LUSC), αλλά και σε 50 δείγματα φυσιολογικού 

ιστού πνεύμονα, με τη μορφή μικροσυστοιχιών ιστού (Tissue microarray, TMA) (Εικόνα 

3.19). Τα αποτελέσματα κατέδειξαν τη στατιστικά σημαντική μείωση στην έκφραση του 

CD82 στα δείγματα ασθενών με NSCLC σε σύγκριση με τα δείγματα φυσιολογικού ιστού 

πνεύμονα. Επιπλέον, η απώλεια έκφρασης του CD82 είναι εντονότερη σε ασθενείς με 

LUAD σε σύγκριση με τους ασθενείς που πάσχουν από LUSC όπως φάνηκε από τα 

αποτελέσματά μας (Εικόνες 3.20. και 3.21.) Ωστόσο, δεν υπήρξε καμία συσχέτιση της 

έκφρασης του CD82 με την ηλικία, το φύλο ή το στάδιο της νόσου.  

Τα αποτελέσματα αυτά ενισχύουν προηγούμενες μελέτες που υποστηρίζουν ότι η 

έκφραση του CD82 χάνεται σε ασθενείς με NSCLC ενώ αποτελεί κακό δείκτη πρόγνωσης 

καθώς σχετίζεται με τη μειωμένη επιβίωση των ασθενών. Επιπλέον, σε αρκετές 

περιπτώσεις η απώλεια έκφρασης του CD82 έχει επίσης συσχετιστεί με την εξέλιξη της 

νόσου αλλά και με το αυξημένο μεταστατικό δυναμικό των ασθενών (337-340).  

 

4.7. Η κανονική πορεία του NF-κΒ προάγει, την κινητικότητα των κυττάρων 

και την ΕΜΤ εν μέρει διαμέσου της μείωσης της έκφρασης του CD82 

Μια από τις κυριότερες αιτίες θνησιμότητας των ασθενών με καρκίνο αποτελεί η μετάσταση 

καθώς ευθύνεται για το 90% των θανάτων που σχετίζονται με καρκίνο. Η εξέλιξη των 

καρκινικών κυττάρων σε διεισδυτικά, μεταστατικά κύτταρα πραγματοποιείται μέσω του 

«καταρράκτη διείσδυσης-μετάστασης» που περιλαμβάνει την ενεργοποίηση της 

διαδιακασίας της επιθηλιακής-προς-μεσεγχυματικής μετατροπής ή ΕΜΤ, η οποία σχετίζεται 

με την απώλεια του επιθηλιακού και την απόκτηση ενός μεσεγχυματικού κυτταρικού 

φαινοτύπου (1, 15).  

Η μεταστατική διαδικασία τροφοδοτείται από τη φλεγμονή, ένα χαρακτηριστικό του 

καρκίνου, που οδηγεί στην ενεργοποίηση της κανονικής σηματοδοτικής πορείας του NF-

B, κύριου ρυθμιστή των πλειοτροπικών μεταγραφικών παραγόντων που προάγουν την 

EMT (EMT-TFs) (3, 341). Η αναστολή της ενεργότητας του NF-κΒ σε καρκινικές σειρές 

πνεύμονα έχει δειχθεί ότι μειώνει τη μεταστατική ικανότητα των κυττάρων in vitro και in vivo 

(190, 249, 342). Αντίθετα, αυξημένη έκφραση του NF-κΒ στα επιθηλιακά κύτταρα του 

πνεύμονα προάγει τη δημιουργία φλεγμονής, την ογκογένεση στον πνεύμονα και τη 

μετάσταση. (250).  
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In vitro, σε καρκινικές κυτταρικές σειρές πνεύμονα, ο NF-κΒ προάγει τη διεισδυτικότητα 

των κυττάρων και τη μετάσταση στον πνεύμονα διαμέσου της ρύθμισης της έκφρασης 

μεταλλοπρωτεϊνασών όπως η ΜΜΡ9 (190) και η ΜΜP2 (343) Επιπλέον, μόρια τα οποία 

προάγουν τη μετάσταση έχουν δειχθεί ότι δρουν διαμέσου του NF-κΒ και την έκφραση 

ιντεγκρινών. Σε καρκινικές σειρές πνεύμονα, ο NF-κΒ προάγει την έκφραση ιντεγκρινών 

που αποτελούν διαμεμβρανικούς υποδοχείς αλληλεπίδρασης με μόρια της εξωκυτταρικής 

θεμέλιας ουσίας και οι οποίες προάγουν τη μεταστατική ικανότητα των κυττάρων (251, 252) 

ενώ αντίστοιχα και οι ιντεγκρίνες μπορούν να επάγουν την ενεργοποίηση του NF-κΒ 

υποδηλώνοντας την ύπαρξη ενός θετικού μηχανισμού ανατροφοδότησης που προάγει τη 

μεταστατική ικανότητα των κυττάρων τουλάχιστον in vitro (253). Τέλος, ένας διαφορετικός 

μηχανισμός περιλαμβάνει την πρωτεΐνη ικρίωμα CARMA3 (CARD-recruited membrane-

associated protein 3) η οποία ενεργοποιεί τον NF-κΒ που με τη σειρά του μέσω της αύξησης 

των επιπέδων του miR-182 αναστέλλει τη δράση του αναστολέα της μετάστασης ΝΜΕ2 

προάγοντας τη μετάσταση των καρκινικών κυττάρων in vitro αλλά και in vivo (344) 

Αρκετά μέλη της οικογένειας των τετρασπανινών διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην 

κυτταρική μετανάστευση, τη διείσδυση και τη μετάσταση, μεταξύ αυτών και το CD82 (323, 

325). Το 1995 η δράση του συσχετίστηκε για πρώτη φορά με την αναστολή της μετάστασης 

στον καρκίνο του προστάτη (345) και έκτοτε έχει χαρακτηριστεί ως αναστολέας της 

μετάστασης σε αρκετούς τύπους καρκίνου συμπεριλαμβανομένου του μαστού, του 

πνεύμονα, του παχέος εντέρου, του στόματος και του παγκρέατος (284).  

Η μειωμένη έκφραση του CD82 δεν σχετίζεται με γενετικές μεταλλάξεις ή απώλεια 

ετεροζυγωτίας (346), αλλά όπως συζητήθηκε και στην Παράγραφο 4.5. η ρύθμισή του 

γίνεται κυρίως σε μεταγραφικό επίπεδο. Στον καρκίνο του πνεύμονα, μειωμένα επίπεδα του 

CD82 έχουν συσχετιστεί με μεταλλάξεις του γονιδίου EGFR in vitro και in vivo (347). 

Αντίστοιχα, το CD82 μπορεί να αλληλεπιδρά άμεσα με τον EGFR και να αναστέλλει τη 

δράση του και κατ’ επέκταση τη μετανάστευση των κυττάρων (348, 349). Δύο πρόσφατες 

μελέτες έχουν καταδείξει την αρνητική ρύθμιση του CD82 από τον TGF-β (350, 351).  

Μελέτες έχουν αναδείξει πιθανούς μηχανισμούς δράσης του CD82 στην αναστολή της 

μετάστασης. Ένας από αυτούς περιλαμβάνει την αλληλεπίδραση του CD82 των καρκινικών 

κυττάρων με την πρωτεΐνη DARC (Duffy antigen receptor for chemokines) των 

ενδοθηλιακών κυττάρων, αντίδραση που λαμβάνει χώρα κατά την προσπάθεια των 

καρκινικών κυττάρων να διεισδύσουν στην κυκλοφορία μέσω τω αγγείων. Η 

αλληλεπίδραση αυτή επάγει τη γήρανση των καρκινικών κυττάρων διαμέσου της μείωσης 

της έκφρασης του γονιδίου TBX2 και ακόλουθη αύξηση του CDKN1Α που κωδικοποιεί την 

πρωτεΐνη p21 (352, 353). Το CD82 σχηματίζει σύμπλοκα με διάφορες πρωτεΐνες στην 

κυτταροπλασματική μεμβράνη μεταβάλλοντας τη δράση τους, μεταξύ των οποίων και ο 
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υποδοχέας του αυξητικού παράγοντα c-Met. Αρκετές μελέτες έχουν καταδείξει ότι το CD82 

καταστέλλει τη μεταναστευτική και διεισδυτική ικανότητα των καρκινικών κυττάρων μέσω 

της αναστολής της σηματοδότησης διαμέσου του c-Met (354-356), μεταξύ άλλων και στον 

καρκίνο του πνεύμονα όπου το CD82 αλληλεπιδρά άμεσα με τον υποδοχέα c-Met 

παρεμποδίζοντας τη c-Met-εξαρτώμενη ενεργοποίηση των πορειών Ras/Rac-Cdc42 και 

PI3K/Rac/Cdc42 που συμβάλουν στην αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού (357, 358). 

Το CD82 αναστέλλει επίσης την ενεργοποίηση της κινάσης Src μέσω των ιντεγκρινών (354, 

355) αλλά και μέσω της CDCP1 (CUB-domain-containing protein 1) μιας πρωτεΐνης που 

αλληλεπιδρά με τις τετρασπανίνες στις ΤΕΜ. Σε αυτή την περίπτωση, η απενεργοποίηση 

της κινάσης Src είχε σαν αποτέλεσμα την αποικοδόμηση του μεταγραφικού παράγοντα HIF-

1α και τη μειωμένη έκφραση του VEGF (359).  

Σύμφωνα με τις παραπάνω μελέτες, τόσο ο μεταγραφικός παράγοντας NF-κΒ, όσο και 

η τετρασπανίνη CD82, ρυθμίζουν τη διαδικασία της μετάστασης. Επομένως, στη συνέχεια 

μελετήθηκε κατά πόσο ο NF-κΒ προάγει τη μεταστατική ικανότητα των κυττάρων διαμέσου 

της ρύθμισης του CD82. Για το σκοπό αυτό, εκτός από την αποσιώπηση του p65 

κατασκευάστηκαν κύτταρα Α549 και Η1437 τα οποία υπερεκφράζουν την τετρασπανίνη 

CD82 ώστε να μελετηθεί κατά πόσο οι αλλαγές που παρατηρούνται κατά την αποσιώπηση 

του παράγοντα p65 οφείλονται στην αύξηση της έκφρασης του CD82 (Εικόνα 3.24.). 

Αρχικά, μελετήθηκε η επίπτωση της αποσιώπησης του p65 ή της υπερέκφρασης του CD82 

στη μεταναστευτική ικανότητα (κινητικότητα) των κυττάρων με τη μέθοδο της πρόκλησης 

αμυχής (scratch assay). Τα αποτελέσματα κατέδειξαν ότι η απώλεια του παράγοντα p65 ή 

η υπερέκφραση του CD82 μείωσε σημαντικά την κινητικότητα των κυττάρων in vitro και στις 

δύο κυτταρικές σειρές πνεύμονα (Εικόνες 3.22. και 3.25.).  

Στη συνέχεια, μελετήθηκε η έκφραση δεικτών που σχετίζονται με τη διαδικασία της ΕΜΤ, 

και συγκεκριμένα ο επιθηλιακός δείκτης Ε-καντερίνη και οι μεσεγχυματικοί δείκτες Ν-

καντερίνη και βιμεντίνη σε πρωτεϊνικά εκχυλίσματα των καλλιεργούμενων κυττάρων 

ελέγχου και p65KD και των αντίστοιχων κυττάρων που αναπτύχθηκαν ως ξενομοσχεύματα 

in vivo, αλλά και σε πρωτεϊνικά εκχυλίσματα των κυττάρων που υπερεκφράζουν το CD82. 

Τα αποτελέσματα κατέδειξαν ότι τόσο η απώλεια του παράγοντα p65 όσο και η υπερ-

έκφραση του CD82 είχαν σαν αποτέλεσμα την αύξηση των πρωτεϊνικών επιπέδων της Ε-

καντερίνης και τη μείωση των μεσεγχυματικών δεικτών Ν-καντερίνη και βιμεντίνη (Εικόνες 

3.23 και 3.25.), καταδεικνύοντας ότι η απώλεια του p65 ή η υπερέκφραση του CD82 

σχετίζονται με την καταστολή της ΕΜΤ.  

Για να επιβεβαιωθεί το γεγονός ότι η απώλεια του p65 αναστέλλει τη διαδικασία της ΕΜΤ 

διαμέσου της αύξησης των επιπέδων του CD82, μειορρυθμίστηκε η έκφραση του CD82 στα 

κύτταρα Α549-p65KD (Εικόνα 3.26.). Από τα διπλά επιμολυσμένα κύτταρα απομονώθηκαν 
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ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσματα τα οποία αναλύθηκαν με ανοσοαποτύπωμα κατά Western 

για την έκφραση των δεικτών της ΕΜΤ. Η αποσιώπηση του CD82 είχε σαν αποτέλεσμα τη 

μερική επαναφορά των πρωτεϊνικών επιπέδων των μεσεγχυματικών δεικτών Ν-καντερίνη 

και βιμεντίνη και τη μερική απώλεια της Ε-καντερίνης (Εικόνα 3.27.), γεγονός που 

καταδεικνύει ότι η o παράγοντας p65 προάγει την ΕΜΤ και πιθανά τη μεταστατική ικανότητα 

των κυττάρων εν μέρει διά μέσου της μείωσης των επιπέδων του CD82. 

Πρόσφατες μελέτες επιβεβαιώνουν τη ρύθμιση της ΕΜΤ σε καρκινικές κυτταρικές σειρές 

πνεύμονα από το μεταγραφικό παράγοντα NF-κΒ. Πιο συγκεκριμένα, η ενεργοποίηση του 

NF-κΒ αυξάνει την γονιδιακή έκφραση κύριων μεταγραφικών παραγόντων που ρυθμίζουν 

την ΕΜΤ όπως οι Τwist1, Zeb2 και Snai2, και την έκφραση των μεσεγχυματικών δεικτών 

βιμεντίνη, Ν-καντερίνη και φιμπρονεκτίνη, ενώ παράλληλα μειώνει τα επίπεδα της Ε-

καντερίνης (342, 360). Αντίθετα το CD82 προάγει την έκφραση της Ε-καντερίνης ενώ 

αναστέλλει την έκφραση του Snail και σχετίζεται αντίστροφα με τους μεσεγχυματικούς 

δείκτες Ν-καντερίνη και βιμεντίνη σε καρκινικά κύτταρα προστάτη, παγκρέατος και ήπατος 

(351, 361). Επιπλέον, η έκφραση του CD82 έχει συσχετιστεί με τη ρύθμιση της ΕΜΤ και τη 

μετάσταση ασθενών με NSCLC (339, 362, 363).  

Συνολικά, τα αποτελέσματα του δεύτερου μέρους της παρούσας μελέτης κατέδειξαν τον 

ογκογόνο ρόλο της κανονικής πορείας του NF-κΒ στο NSCLC in vivo, ενώ ανέδειξαν νέους 

πιθανούς στόχους της κανονικής πορείας του NF-κΒ μεταξύ αυτών το ογκογονίδιο ROS1, 

και την τετρασπανίνη CD82 (TSPAN287). Τόσο η αποσιώπηση του μεταγραφικού 

παράγοντα p65 in vitro αλλά και in vivo όσο και η υπερέκφραση του CD82 κατέστειλαν την 

κινητικότητα των καρκινικών κυττάρων NSCLC διαμέσου της ρύθμισης της έκφρασης των 

της ΕΜΤ όπως είναι η Ε-καντερίνη, η Ν-καντερίνη και η βιμεντίνη. Τέλος, καταδείχθηκε ότι 

η δράση αυτή του μεταγραφικού παράγοντα εξαρτάται, τουλάχιστον εν μέρη, από τη 

ρύθμιση των επιπέδων της τετρασπανίνης CD82. 

Η παρούσα μελέτη ταυτοποίησε ένα πιθανό νέο μηχανισμό δράσης της κανονικής 

πορείας του NF-κΒ στην ανάπτυξη του ανθρώπινου NSCLC in vivo και in vitro. Ωστόσο, 

κάποια ερωτήματα παραμένουν αναπάντητα όπως το εάν η ρύθμιση της τετρασπανίνης 

CD82 από το p65 είναι άμεση ή έμμεση, οι μηχανισμοί δράσης του CD82 καθοδικά της 

ενεργοποίησής του αλλά και η δράση της τετρασπανίνης CD82 in vivo.  
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Από τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης προέκυψαν τα ακόλουθα συμπεράσματα: 

• Η ΙΚΚα καταστέλλει την ανάπτυξη του NSCLC in vivo τόσο σε ένα διαγονιδιακό μοντέλο 

μυός όσο και στον ανθρώπινο NSCLC 

• H IKKα καταστέλλει την ανάπτυξη του NSCLC ανεξάρτητα από την ενεργοποίηση της 

μη-κανονικής πορείας του NF-κΒ. 

• Η απώλεια της ΙΚΚα προάγει την ανάπτυξη του NSCLC in vitro και in vivo διαμέσου της 

αύξησης των πρωτεϊνικών επιπέδων του μεταγραφικού παράγοντα HIF-1α και της 

ακόλουθης μεταγραφικής ενεργοποίησης των γονιδίων στόχων του SLC2A1 και ΗΚ2 

• Η πορεία ΙΚΚβ-RelA/p65 προάγει την ανάπτυξη του NSCLC in vivo.  

• Ο μεταγραφικός παράγοντας p65 προάγει την έκφραση του ογκογονιδίου ROS1, ενώ 

αντίθετα καταστέλλει την έκφραση της τετρασπανίνης CD82  

• Ο μεταγραφικός παράγοντας p65 προάγει την ανάπτυξη του NSCLC in vitro και in vivo, 

εν μέρει, διαμέσου της καταστολής της έκφρασης του καταστολέα της μετάστασης CD82 

• Η αποσιώπηση του μεταγραφικού παράγοντα p65 ή η υπερέκφραση του CD82 

καταστέλλουν την κινητικότητα των κυττάρων αλλά και τη διαδικασία της ΕΜΤ 

• Η έκφραση του CD82 χάνεται σε δείγματα ασθενών με LUAD και LUSC σε σύγκριση με 

φυσιολογικά δείγματα πνεύμονα 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Περίληψη 

Ο καρκίνος του πνεύμονα είναι η συχνότερη μορφή καρκίνου με την υψηλότερη 

θνησιμότητα παγκοσμίως. Κλινικά διακρίνεται στο μη-μικροκυτταρικό (NSCLC) και στο 

μικροκυτταρικό καρκίνο του πνεύμονα (SCLC) που αντιπροσωπεύουν το ~85% και ~15% 

όλων των περιπτώσεων, αντίστοιχα. Το αδενοκαρκίνωμα του NSCLC, που αποτελεί τον 

κύριο ιστοπαθολογικό υπότυπο (~55%), οφείλεται στη συσσώρευση ογκογόνων 

μεταλλάξεων οι οποίες οδηγούν στην ενεργοποίηση της κανονικής σηματοδοτικής πορείας 

του NF-κΒ, ΙΚΚβ-p65/p50. Η πορεία αυτή, που φυσιολογικά εμπλέκεται στη ρύθμιση των 

προ-φλεγμονωδών και στρεσογόνων κυτταρικών αποκρίσεων, εμφανίζεται ιδιοστατικά 

ενεργή σε πολλούς τύπους καρκίνου, συμπεριλαμβανομένου του NSCLC, προάγοντας την 

ανάπτυξη του όγκου. Ωστόσο, στο NSCLC οι μοριακοί μηχανισμοί δράσης της δεν έχουν 

αποσαφηνιστεί πλήρως. Ομοίως, ενώ η δράση της μη κανονικής πορείας ενεργοποίησης 

του NF-κΒ που επάγεται διαμέσου της κινάσης ΙΚΚα, ΙΚΚα-RelB/p52 γενικά προάγει την 

καρκινογένεση, στο NSCLC είναι ελάχιστα μελετημένη. Επιπλέον, οι κινάσες, ΙΚΚα και 

ΙΚΚβ, εμφανίζουν και ανεξάρτητες δράσεις από την ενεργοποίηση των μεταγραφικών 

παραγόντων NF-κΒ. Ενώ η κινάση ΙΚΚβ προάγει την ανάπτυξη NSCLC, αντίθετα, ο ρόλος 

της κινάσης ΙΚΚα εμφανίζεται ογκοκατασταλτικός σε ορισμένους τύπους καρκίνου και 

ογκογόνος σε κάποιους άλλους, ενώ στον καρκίνο του πνεύμονα ο ρόλος της παραμένει 

ασαφής.  

Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν η διερεύνηση του ρόλου της κανονικής και μη-

κανονικής πορείας ενεργοποίησης του NF-κΒ στην ανάπτυξη του NSCLC αλλά και η 

ταυτοποίηση νέων γονιδίων στόχων που διέπουν τη δράση τους. 

Για τη μελέτη του ρόλου της μη-κανονικής πορείας στην καρκινογένεση του πνεύμονα 

χρησιμοποιήθηκαν καρκινικές κυτταρικές σειρές NSCLC στις οποίες μειορρυθμίστηκε η 

κινάση ΙΚΚα, ή η υπομονάδα NF-κΒ p52 και οι οποίες εμβολιάστηκαν υποδόρια 

αμφίπλευρα σε αθυμικούς μύες ως ξενομοσχεύματα in vivo. Τα αποτελέσματα κατέδειξαν 

ότι ενώ η κινάση ΙΚΚα καταστέλλει την ανάπτυξη του NSCLC, η υπομονάδα p52 προάγει 

την ανάπτυξή του, και επομένως ο ογκοκατασταλτικός ρόλος της ΙΚΚα είναι ανεξάρτητος 

από την ενεργοποίηση του NF-κΒ. Αυτά τα ευρήματα επιβεβαιώθηκαν και σε ένα δυ-

διαγονιδιακό μοντέλο μυός in vivo όπου η απάλειψη της ΙΚΚα στα πνευμονοκύτταρα τύπου-

ΙΙ είχε σαν αποτέλεσμα την αύξηση του αριθμού και του μεγέθους των όγκων στους 

πνεύμονες των διαγονιδιακών μυών μετά τη χορήγηση του χημικού καρκινογόνου 

ουρεθανίου. Για τη μελέτη του μηχανισμού δράσης της ΙΚΚα στην καρκινογένεση του 

πνεύμονα, πραγματοποιήθηκε ανάλυση RNA-seq σε δείγματα RNA από τους όγκους που 

απομονώθηκαν από τα ξενομοσχεύματα και τους όγκους που αναπτύχθηκαν στους 
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διαγονιδιακούς μύες για την ταυτοποίηση γονιδίων-στόχων της ΙΚΚα. Η δράση της κινάσης 

ΙΚΚα είχε σαν αποτέλεσμα τη μείωση της έκφρασης γονιδίων-στόχων του μεταγραφικού 

παράγοντα HIF-1α, όπως είναι τα γονίδια GAPDH, GPI, PFKL, SLC2A1 και HIGD2A. Τα 

αποτελέσματα κατέδειξαν έναν εξελικτικά συντηρημένο, ογκοκατασταλτικό μηχανισμό 

δράσης της ΙΚΚα στο NSCLC κατά τον οποίο η ΙΚΚα μειώνει τη σταθερότητα και την 

ενεργότητα του HIF-1α και τη μεταγραφή των γονιδίων-στόχων του SLC2A1 και ΗΚ2 in 

vivo, μειώνοντας την ικανότητα ανάπτυξης των καρκινικών κυττάρων σε συνθήκες υποξίας.  

Για τη μελέτη του ρόλου της κανονικής πορείας στην καρκινογένεση του πνεύμονα 

χρησιμοποιήθηκαν καρκινικές κυτταρικές σειρές NSCLC στις οποίες μειορρυθμίστηκε η 

υπομονάδα του NF-κΒ, RelA/p65 που ενεργοποιείται από την κινάση ΙΚΚβ και οι οποίες 

αναπτύχθηκαν ως ξενομοσχεύματα in vivo. Η αποσιώπηση του p65 είχε σαναποτέλεσμα 

την ανάπτυξη σημαντικά μικρότερων όγκων. Για την ταυτοποίηση γονιδίων-στόχων που 

μεταβάλλονται με τη δράση της κανονικής σηματοδοτικής πορείας του NF-κΒ 

πραγματοποιήθηκε ανάλυση RNA-seq σε δείγματα RNA από τους όγκους που 

απομονώθηκαν. Μεταξύ των γονιδίων που ταυτοποιήθηκαν ήταν το πρωτο-ογκογονίδιο 

ROS1 και το γονίδιο του υποδοχέα LGR6 η έκφραση των οποίων παρατηρήθηκε μειωμένη 

απουσία της υπομονάδας RelA/p65, ενώ αντίθετα αυξημένη παρατηρήθηκε η έκφραση του 

γονιδίου CD82/ΚΑΙ1, το οποίο κωδικοποιεί μια διαμεμβρανική τετρασπανίνη που δρα ως 

καταστολέας της μετάστασης. Η αποσιώπηση του RelA/p65 ή η υπερέκφραση του CD82 

είχε σαν αποτέλεσμα την καταστολή της διαδικασίας της επιθηλιακής-προς-μεσεγχυματικής 

μετατροπής (EMT) διαμέσου της αύξησης των επιπέδων έκφρασης της Ε-καντερίνης που 

αποτελεί κύριο δείκτη του επιθηλιακού φαινοτύπου. Συνολικά, τα αποτελέσματα κατέδειξαν 

ότι η δράση του μεταγραφικού παράγοντα RelA/p65 στην ανάπτυξη του NSCLC προάγει 

τη μεταναστευτική ικανότητα των κυττάρων και τη διαδικασία της ΕΜΤ, εν μέρει, διαμέσου 

της μειορρύθμισης του CD82.  

Συμπερασματικά, ενώ η ΙΚΚα καταστέλλει την ανάπτυξη του NSCLC καταστέλλοντας 

την ενεργοποίηση του HIF-1α και των γονιδίων-στόχων του, η κανονική πορεία του NF-κΒ 

ΙΚΚβ - RelA/p65 προάγει την ανάπτυξη των όγκων in vivo, διαμέσου, μεταξύ άλλων, της 

μείωσης της έκφρασης του καταστολέα της μετάστασης CD82. 

 

  



Summary 

Investigation of the role of NF-κΒ signaling pathways in lung carcinogenesis and 

the regulation of their target genes 

Roupakia Eugenia 

Lung cancer is the most common type of cancer and the leading cause of cancer related 

deaths worldwide. It is clinically divided into non small cell lung cancer (NSCLC) and small 

cell lung cancer (SCLC) that account for ~85% and ~15% of all cases respectively. Lung 

adenocarcinoma (LUAD), the main histopathological subtype of NSCLC (~55%), develops 

in distinct steps involving oncogenic mutations that activate the canonical IKKβ-p65/p50 

pathway. The canonical NF-κΒ pathway is normally involved in the regulation of pro-

inflammatory and stress cellular responses, however it is found aberrantly activated in many 

cancer types, including NSCLC, promoting tumor growth. However, the molecular 

mechanisms that govern its role in lung cancer progression are not fully understood. On the 

contrary, the role of the non canonical NF-κB activation pathway, mediated through IKKα 

kinase, IKKα-RelB/p52 seems to either promote or inhibit tumor progression in different 

types of cancers while its role in lung cancer remains understudied. Importantly, both IKKα 

and ΙΚΚβ kinases can have independent functions of NF-κΒ activation. While IKKβ 

promotes NSCLC progression, the role of IKKα seems to be tumor suppressive in some 

types of cancer and tumor promoting in others, while its role in lung cancer progression is 

still unclear. 

The aim of the present study was the investigation of the role of both canonical and non-

canonical NF-κB activation pathways in NSCLC progression and the identification of novel 

target genes and possible molecular pathways through which they mediate their effects.  

To study the role of non canonical NF-κB activation pathway in NSCLC we used human 

NSCLC cancer cell lines where we stably knocked-down either IKKα kinase or the p52 NF-

κB subunit. The generated cell lines were subcutaneously inoculated in immune-

compromised NSG mice to grow as in vivo xenografts. The results showed that while IKKα 

acts to suppress NSCLC growth, p52 subunits enhances tumor formation, and therefore 

IKKα in NSCLC acts as a tumor suppressor independently of NF-κB activation. These 

findings were also verified in a bi-transgenic in vivo mouse model where IKKα ablation in 

alveolar type II cells resulted in the formation of more tumors and of greater size in the mice 

lungs upon administration of the chemical carcinogen urethane. In order to study the 

molecular mechanism through which IKKα suppresses lung cancer development we 
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performed RNA-seq analysis in RNA samples from the dissected tumors from both the bi-

transgenic mice and the in vivo xenografts, so as to identify novel IKKα target genes. IKKα 

led to the downregulation of HIF-1α target genes including GAPDH, GPI, PFKL, SLC2A1 

and HIGD2A. Our results identified an evolutionary conserved, tumor suppressive 

mechanism through which IKKα prevents stabilization and activation of HIF-1α transcription 

factor and subsequent activation of its target genes SLC2A1 και ΗΚ2 in vivo, therefore 

preventing cancer cell proliferation under hypoxia. 

To study the role of canonical NF-κB activation pathway in NSCLC, we knocked-down 

the NF-κΒ subunit RelA/p65 in NSCLC cell lines, which were then inoculated in immune-

compromised mice and allowed to grow as in vivo xenografts. Downregulation of the 

RelA/p65 transcription factor resulted in significantly reduced tumor growth. Total RNA 

isolated from the tumors that developed, was subjected to RNA-seq analysis. Among the 

differentially expressed genes identified was the ROS1 proto-oncogene and the LGR6 

receptor gene, whose expression was downregulated upon p65 knock-down, while the 

expression of the cell surface antigen CD82 that acts as a metastasis suppressor was found 

upregulated. RelA/p65 knock-down or CD82 overexpression was shown to suppress the 

epithelial-to-mesenchymal cell transition (EMT) by increasing the expression of E-cadherin, 

the critical marker of the epithelial cell phenotype. Our results showed that RelA/p65 acts 

to promote NSCLC development through promoting cancer cell migration and epithelial-to-

mesenchymal-transition (EMT), at least in part, through downregulation of CD82 

expression.  

Collectively, while IKKα suppresses NSCLC progression through inhibition of HIF-1α 

transcription factor activation and subsequent regulation of its target genes, the canonical 

NF-κΒ activation pathway IKKβ-RelA/p65 promotes tumor formation in vivo, in part through 

downregulation of the CD82 metastasis suppressor.  
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