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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

 
Η παρούσα διδακτορική διατριβή εκπονήθηκε στα πλαίσια του ∆ιατµηµατικού (Τµήµατος 

Ιατρικής συνεργαζόµενο µε το Τµήµα Χηµείας του Πανεπιστηµίου Iωαννίνων) 

Μεταπτυχιακού Προγράµµατος µε τίτλο Βιοτεχνολογία σε συνέχεια της απόκτησης του 

Μεταπτυχιακού ∆ιπλώµατος Ειδίκευσης (Μ.∆.Ε.-M.Sc). Η διεξαγωγή των πειραµάτων 

πραγµατοποιήθηκε τόσο στην Ιατρική Σχολή του Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων, στα 

εργαστήρια της Βιολογικής Χηµείας του Λειτουργικού-Κλινικοεργαστηριακού τοµέα όσο 

και στα εργαστήρια του Ινστιτούτου Βιοϊατρικών Ερευνών Ιωαννίνων (ΙΒΕΙ) του 

Ιδρύµατος Τεχνολογίας και Έρευνας (ITE), που εδρεύει στο Ηράκλειο Κρήτης και είναι 

ένα από τα µεγαλύτερα ερευνητικά κέντρα της Ελλάδας. Η χρηµατοδότηση µου προήλθε 

από το Πρόγραµµα Ενίσχυσης Ερευνητικού ∆υναµικού ΠΕΝΕ∆ 2003 της Γενικής 

Γραµµατείας Έρευνας και Τεχνολογίας του Υπουργείου Ανάπτυξης καθώς και από το ΙΤΕ. 

Η επιστηµονική και ερευνητική διαδικασία πραγµατοποιήθηκε υπό την αέναη επίβλεψη-

καθοδήγηση της Ερευνήτριας Β’ του Ινστιτούτου Βιοϊατρικών Ερευνών Ιωαννίνων κα. 

Carol Murphy και του Καθηγητή της Ιατρικής Σχολής και ∆ιευθυντή του Ινστιτούτου 

Βιοϊατρικών Ερευνών Ιωαννίνων κ. Φώτση Θεόδωρο τους οποίους και ευχαριστώ για τη 

δυνατότητα που µου παρείχαν να διευρύνω τους ερευνητικούς µου ορίζοντες και να έρθω 

σε επαφή µε το σύγχρονο γίγνεσθαι των βιοεπιστηµών τόσο στον Ελλαδικό χώρο όσο και 

σε παγκόσµιο επίπεδο. 

Θα ήθελα να ευχαριστήσω τα µέλη της επταµελούς εξεταστικής επιτροπής την 

Αναπλ. Καθηγήτρια Θ. Παπαµαρκάκη, τον Επικ. Καθηγητή Σ. Χριστοφορίδη, την Επικ. 

Καθηγήτρια Α. Πολίτου, τον Καθηγητή Σ. Γεωργάτο και τον Καθηγητή ∆. Γαλάρη. Η 

επαφή µαζί τους τόσο µε µικρές αλλά σηµαντικές παρεµβάσεις, όσο και µε το αµείωτο 

ενδιαφέρον για την ερευνητική µου πορεία συνέβαλε και αυτή στην οµαλή ολοκλήρωση 

της παρούσας διατριβής. 

Επιπλέον, θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Καθηγητή κ. Φώτση και για τη 

δυνατότητα που µου παρείχε να συµµετάσχω ενεργά σε διάφορα συνέδρια τόσο µε 

αναρτηµένες εργασίες όσο και προφορικές ανακοινώσεις, όπως ενδεικτικά αναφέρω το 

33rd FEBS Congress & 11th IUBMB Conference και το Advance Lecture Course on 

Molecular Mechanisms in Signal Transduction and Cancer, FEBS/EACR. Επιπλέον, 

  



                                                                                                                                                           

πρωτόγνωρη για τα Ελληνικά δεδοµένα ήταν η πραγµατοποίηση άκρως πετυχηµένων και  

εποικοδοµητικών ετήσιων ερευνητικών συναντήσεων µε τα υπόλοιπα µέλη του 

προγράµµατος ΠΕΝΕ∆ 2003/03Ε∆562, δηλαδή τον ∆ρ. Α. Πίντζα Ερευνητή Α’-Ινστιτούτο 

Βιολογικών Ερευνών και Βιοτεχνολογίας του Εθνικού Ιδρύµατος Ερευνών, τον ∆ρ. ∆. 

Γιαννουκάκο Eρευνητή Β΄-Υπεύθυνο Εργαστηρίου Μοριακής ∆ιαγνωστικής, «Ε.Κ.Ε.Φ.Ε 

∆ηµόκριτος», τον ∆ρ. Ρ. Σανδαλτζόπουλο, Αναπ. Καθηγητή Μοριακής Βιολογίας, 

∆ηµοκρίτειο Πανεπιστήµιο Θράκης, και τον ∆ρ Γ. Παναγιώτου Ερευνητή Α΄ από το 

Ινστιτούτο Μοριακής Ογκολογίας του Ερευνητικού Κέντρου Βιοϊατρικών Ερευνών 

Αλέξανδρος Φλέµινγκ. 

Χρωστώ επίσης ιδιαίτερες ευχαριστίες στους υποψήφιους διδάκτορες, παρελθόντα 

και παρόντα µέλη του εργαστηρίου του Καθηγητή κ. Φώτση για τη γόνιµη επιστηµονική 

συνεργασία, για τις χρήσιµες συµβουλές τους και ιδέες και για την κατανόηση που έδειξαν 

σε δύσκολες ερευνητικές στιγµές. Ακόµη, ευχαριστώ τα µέλη της Βιολογικής Χηµείας της 

Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων και του Ινστιτούτου Βιοϊατρικών Ερευνών 

για το φιλικό και ευχάριστο κλίµα εργασίας όλα αυτά τα χρόνια. Για τη συνεισφορά τους 

τόσο στη θεωρητική όσο και στην πρακτική προσέγγιση της παρούσας επιστηµονικής 

εργασίας ιδιαίτερη µνεία αποδίδω στον Βιολόγο Υπ. ∆ιδ. Ε. Κωσταρά και τη Βιοχηµικό 

∆ρ. Α. Πανοπούλου, µέλη του εργαστηρίου.  

Ένα µεγάλο ευχαριστώ οφείλω στη Βασιλική η οποία µε την κατανόηση και τη 

συνεχή συµπαράσταση που µου παρείχε κατά τη διάρκεια αυτής της ξεχωριστής µελέτης 

συνέβαλε ουσιαστικά στην ευχάριστη ολοκλήρωση αυτού του ταξιδιού. 

Κλείνοντας τον πρόλογο τούτο και µε την ευκαιρία που µου δίνεται, θα ήθελα να 

εκφράσω την αµέριστη ευγνωµοσύνη µου στον πατέρα µου Αριστοτέλη και τη µητέρα µου 

Ελένη για την αδιάλειπτη παρότρυνση και υλική υποστήριξη που µου παρείχαν όλα τα 

χρόνια των σπουδών µου. Η συνεισφορά τους στην υλοποίηση των στόχων µου δεν ήταν 

µόνο σηµαντική αλλά µάλλον προϋπόθεση, ενώ ορισµένα εξαιρετικά χαρακτηριστικά της 

προσωπικότητάς τους µε οδηγούν στη συνεχή πνευµατική αναζήτηση και επιθυµία για την 

κατάκτηση της γνώσης. 

 

 

 

  



                                                                                                                                                           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I've spent more time than many will believe [making 

microscopic observations], but I've done them with joy, and I've 

taken no notice those who have said why take so much trouble 

and what good is it?” 

 

Antonie van Leeuwenhoek (Dutch Biologist, 1632-1723) 
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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ-ABBREVIATIONS 
 
Aa Amino acid 
ActR Υποδοχέας της ακτιβίνης 
Ad  Αδενοϊός (Adenovirus) 
ALK Υποδοχέας της ακτιβίνης-κινάση (Activin receptor-Like Kinase) 
APS Yπερθειϊκό αµµώνιο (ammonium persulfate) 

ARE Στοιχείο απόκρισης της ακτιβίνης (Activin Response Element) 

BBCE Ενδοθηλιακά κύτταρα τριχοειδών εγκεφάλου βοός (Bovine Brain Capillary 
Endothelial Cells) 

BMP Μορφογενετικές πρωτεΐνες των οστών (Bone Morphogenetic Proteins) 
CCP Πρωτεΐνη ελέγχου του συµπληρώµατος (Complement Control Protein) 
CCVMR Clathrin-coated vesicle mediated route 
CHAPS 3-[(3-χολαµίδοπρόπυλο-διµεθυλαµµώνιο]-1προπανοσουλφονικό οξύ 
CTD Καρβοξυτελικός τοµέας (Carboxy-Terminal Domain) 
dH2O Aπεσταγµένο νερό (distilled water) 

DNA Dεοξυριβονουκλεϊκό οξύ (deoxyribonucleic acid) 

DTT ∆ιθειοθρεϊτόλη (Dithithreitol) 
EC Ενδοθηλιακό κύτταρο (Endothelial Cell) 
ECM Εξωκυττάρια ουσία (Extracellular matrix) 

EDTA (C10H14N2Na2O8·2H2O) αιθυλενοδινιτρολοτετροξικό οξύ (ethylene 
dinitrilotetra-acetic acid) 

EE Πρώιµο ενδόσωµα (Early Endosome) 
EGF Επιδερµικός αυξητικός παράγοντας (Εpidermal Growth Factor)  

EGFR Yποδοχέας του επιδερµικού αυξητικού παράγοντα (epidermal growth factor 
receptor) 

EMT Επιθηλιακή-µεσεγχυµατική διαφοροποίηση (Epithelial-mesenchymal 
transition) 

ERBIN ERBB2IP 
FBS  Ορός εµβρύου βοός (Fetal Bovine Serum) 
FLAG Oκταπεπτίδιο. N-Asp-Tyr-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-C 
GADD34 Growth arrest and DNA damage protein 
GFP Πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (Green Fluorescent Protein) 
GST Τρανσφεράση-µεταφοράση της γλουταθειόνης (Glutathione-S-Transferase) 

HEK 293  Aνθρώπινα εµβρυικά νεφρικά κύτταρα 293 (Human Embryonic Kidney) 

HRP Ραφανιδική υπεροξειδάση (Horse Raddish Peroxidase) 

HUVEC Ανθρώπινα ενδοθηλιακά κύτταρα από φλέβα οµφαλίου λώρου (Human 
Umbilical Vein Endothelial Cells) 

IPTG Ισοπροπυλοθειο-β-γαλακτοσίδιο (Isopropyl β-D-1 thiogalactopyranoside) 
I-SMAD Ανασταλτική SMAD πρωτεΐνη (Inhibitory SMAD) 
Kb Χίλιες βάσεις (Kilobase) 
LAP Latency-Associated Peptide 
LAP Leucine-rich repeats and PDZ domains 
LRR Eπαναλήψεις πλούσιες στο αµινόξυ λευκίνη, Leu, L, (Leucine-Rich Repeats) 
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LTBP Latent Transforming growth factor-beta (TGF-beta)-binding protein 
MH  Περιοχή οµολογίας των Mad (Mad Homology domain) 
MIRO-2 Μιτοχονδριακή πρωτεΐνη Rho (Mitochondrial Rho 2) 
MOI Πολλαπλότητα µόλυνσης (Multiplicity Of Infection) 
Mowiol Πολυβινυλική αλκοόλη 
NTD Αµινοτελικός τοµέας (N-Terminal Domain) 
ONPG o-νιτροφαινυλο-β, D-γαλακτοσίδιο (ortho-Nitrophenyl-β-galactoside) 
PBD Τοµέας σύνδεσης µε φωσφατάση (Phosphatase-Binding Domain) 
PCR Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (polymerase chain reaction) 
PDZ Αρχικά των πρωτεϊνών PSD-95/Discs-large/ZO-1 
PKC Πρωτεϊνική κινάση C (Protein Kinase C) 

PP1BD Τοµέας πρόσδεσης στην πρωτεϊνική φωσφατάση 1 (Protein Phosphatase 1 
Binding Domain) 

PP2A Πρωτεϊνική φωσφατάση 2Α 
Ptdlns(3)P 3-φωσφορική φωσφατιδυλοϊνοσιτόλη (Phosphatidyl inositole 3-Phosphate) 

R-SMAD SMAD πρωτεΐνη, η οποία ρυθµίζεται από τον υποδοχέα (Receptor-regulated 
SMAD) 

SARA Πρωτεΐνη αγκυροβόλησης των πρωτεϊνών R-SMADs για ενεργοποίηση από 
τους υποδοχείς (SMAD Anchor For Receptor Activation) 

SDS Θεϊικό δωδεκυλικό νάτριο (Sodium Dodecyl Sulfate) 

SMAD Σύµπτυξη των φράσεων C.elegans Sma και Mad (Mothers against 
decapentaplegic) 

TEMED Tετραµεθυλένο διαµίνη (Ν, Ν, Ν, Ν-tetramethylene diamine) 

TGFβ Αυξητικός παράγοντας µετασχηµατισµού β (Transforming Growth Factor-β) 
Tm Θερµοκρασία τήξης (temperature melting) 

Tris Υδροξυ-µεθυλαµινοµεθάνιο (hydroxymethyl-aminomethan) 

TRITC  Iσοθειοκυανική τετραµεθυλοροδαµίνη (Tetramethylrhodamine Isothiocyanate) 
VEGF Eνδοθηλιακός αυξητικός παράγοντας (Vascular Endothelial Growth Factor) 
WD40 Trp-Asp (W-D) 
wt Φυσικός-άγριος τύπος (wild type) 

X-gal 5-βρωµο-4-χλωρο-3-ινδολυλ-β,D-γαλακτοσίδιο (bromo-chloro-indolyl-
galactopyranoside) 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
1.1 Η υπεροικογένεια του TGFβ 

1.1.1 Γενικά 

Ο αυξητικός παράγοντας µετασχηµατισµού β (Transforming Growth Factor β, TGFβ) 

συνιστά µια µεγάλη οικογένεια πλειοτροπικών κυτταροκινών που δρουν ως ρυθµιστές της 

κυτταρικής ανάπτυξης και η οποία στα θηλαστικά περιλαµβάνει τον TGFβ1, -β2 και -β3, 

[1]. Η οικογένεια του αυξητικού παράγοντα µετασχηµατισµού β (TGFβ) έχει προσελκύσει 

το ερευνητικό ενδιαφέρον εξαιτίας της ικανότητάς της να ελέγχει βασικές κυτταρικές 

λειτουργίες. Οι λειτουργίες αυτές καλύπτουν ευρύ βιολογικό φάσµα από την ανάπτυξη του 

εµβρύου µέχρι και τη διατήρηση της κυτταρικής-ιστικής οµοιόστασης. Ειδικότερα, ο TGFβ 

είναι µια εκκρινόµενη οµοδιµερής πρωτεΐνη η οποία ανακαλύφθηκε πριν από τρεις 

δεκαετίες όταν οι de Larco και Todaro παρατήρησαν ότι αυξητικοί παράγοντες που 

απελευθερώνονται από κύτταρα ινοβλαστών (επίµυος) που ήταν µετασχηµατισµένα µε τον 

ιό του σαρκώµατος, ήταν ικανοί να επάγουν τη δηµιουργία αποικιών στη δοκιµασία 

ρευστού άγαρ (soft agar) [2]. Λίγο αργότερα βρέθηκε ότι οι ενεργοί παράγοντες ήταν δυο 

διαφορετικοί αυξητικοί παράγοντες-πολυπεπτίδια, ο αυξητικός παράγοντας 

µετασχηµατισµού α και β [3, 4]. Μεταγενέστερες µελέτες έδειξαν ότι ο TGFβ είναι ένας 

πολυδύναµος αναπτυξιακός παράγοντας ο οποίος δρα σε όλο το σώµα και επηρεάζει τους 

περισσοτέρους τύπους κυττάρων. Συγκεκριµένα, ο TGFβ έχει εµπλακεί στη ρύθµιση του 

κυτταρικού πολλαπλασιασµού, της διαφοροποίησης, της µετανάστευσης, της εναπόθεσης 

της εξωκυτταρικής ουσίας και της απόπτωσης [5-7]. Επίσης, ο TGFβ είναι ο πιο γνωστός 

παράγοντας της σύνθεσης και εναπόθεσης της εξωκυτταρικής ουσίας, ενώ διαδραµατίζει 

σηµαντικό ρόλο τόσο στην επούλωση τραυµάτων όσο και στην ιστική ίνωση. 
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Σχήµα 1.1: Μεταγωγή του σήµατος από τον TGFβ. Η µεταγωγή του σήµατος από τον 
αυξητικό παράγοντα µετασχηµατισµού β (TGFβ) απεικονίζεται µε δυο κύρια 
ενδοκυτταρικά µονοπάτια ανάλογα µε τους SMAD διαµεσολαβητές: είτε SMAD2/3, είτε 
SMAD1/5/8. Τα µέλη της οικογένειας TGFβ δεσµεύονται σε συγκεκριµένους υποδοχείς µε 
ενεργότητα Ser/Thr, τύπου II και τύπου I. Στους περισσότερους κυτταρικούς τύπους, ο 
TGFβ µετάγει το σήµα του µέσω του υποδοχέα TGFBR2 και ALK5 (επίσης γνωστός και ως 
υποδοχέας TGFβ τύπου I; TGFBR1), ενώ οι µορφογενετικές πρωτεΐνες των οστών (bone 
morphogenetic proteins, BMPs) µετάγουν το σήµα µέσω του υποδοχέα τύπου BMP II 
(BMPR2) και ALK1, -2, -3 και -6. Οι βοηθητικοί υποδοχείς betaglycan και endoglin 
ρυθµίζουν τη µεταγωγή του σήµατος µέσω των υποδοχέων τύπου II και τύπου I. Η 
betaglycan προάγει τη δέσµευση του TGFβ2 στους υποδοχείς TGFβ, ενώ και η endoglin 
έχει παρόµοια δράση. Οι ενεργοποιηµένοι τύπου I υποδοχείς επάγουν τη φωσφορυλίωση 
συγκεκριµένων πρωτεϊνών, των R-SMADs, οι οποίες είναι οι ενδοκυτταρικοί τελεστές της 
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οικογένειας του TGFβ. Στους περισσότερους κυτταρικούς τύπους, ο TGFβ επάγει τη 
φωσφορυλίωση των SMAD2/3 και ο BMPs επάγει τη φωσφορυλίωση των SMAD1/5/8. Οι 
ενεργοποιηµένες R-SMADs σχηµατίζουν ετεροµερή σύµπλοκα µε τη SMAD4 και 
µετατοπίζονται στον πυρήνα, όπου ρυθµίζουν την έκφραση των γονιδίων στόχων όπως η 
SERPINE1, αναστολέας των πρωτεασών σερίνης (plasminogen activator inhibitor) και η 
ID1 (inhibitor of DNA binding-1). Η παραπάνω ρύθµιση πραγµατοποιείται σε συνεργασία 
µε µεταγραφικούς παράγοντες, συν-ενεργοποιητές και συν-καταστολείς της µεταγραφής. Οι 
ανασταλτικές SMADs, όπως η SMAD6 και η SMAD7, ανταγωνίζονται τη µεταγωγή του 
σήµατος από τον TGFβ αναστέλλοντας την ενεργοποίηση των R-SMAD [7, 8]. 

 

 

Η βασική µηχανή του σηµατοδοτικού µονοπατιού TGFβ αποτελείται από δύο 

τύπους υποδοχέων, τον τύπου Ι και ΙΙ, µε ενεργότητα σερίνης/θρεονίνης και µια οικογένεια 

διαµεσολαβητών, τις SMAD πρωτεΐνες (σχήµα 1.1). Όλα τα µέλη της οικογένειας του 

TGFβ µετάγουν το σήµα µέσω του «κανονικού» µονοπατιού το οποίο περιλαµβάνει, στην 

πλασµατική µεµβράνη, ένα ετεροτετραµερές σύµπλοκο που απαρτίζεται από δυο τύπου Ι 

και δυο τύπου ΙΙ υποδοχείς µε ενεργότητα σερίνης/θρεονίνης και κυτταροπλασµατικούς 

τελεστές που δρουν καθοδικά και ονοµάζονται SMAD πρωτεΐνες [9]. 

Η υπεροικογένεια του TGFβ απαρτίζεται από παρόµοιες δοµικά πρωτεΐνες µε 

µοριακό βάρος γύρω στα 25KDa. Αναλυτικότερα, η υπεροικογένεια του TGFβ αριθµεί 42 

πρωτεϊνες στον άνθρωπο, εννέα πρωτεΐνες στη φρουτόµυγα Drosophila melanogaster και 

έξι πρωτεΐνες στο νηµατώδη σκώληκα Caenorhabditis Elegans [10]. Στα θηλαστικά, τα 

προσδέµατα της υπεροικογένειας αυτής κωδικοποιούνται από τουλάχιστον 30 γονίδια, στα 

οποία περιλαµβάνονται 3 γονίδια για τις ισοµορφές του TGFβ, 4 για τις β-αλυσίδες της 

ακτιβίνης, 1 για το nodal, 10 για τις πρωτεΐνες οστικής µορφογένεσης (Bone 

Morphogenetic Proteins, BMPs) και 11 για τους παράγοντες αύξησης και διαφοροποίησης 

(Growth and Differentiation Factor, GDFs) [7]. Οι προαναφερόµενες πρωτεΐνες-

προσδέµατα διακρίνονται σε δύο υπο-οικογένειες: στην υπο-οικογένεια των 

TGFβ/Ακτιβίνη Α/Nodal και στην υπο-οικογένεια των BMP/GDF/MIS (Muellerian 

Inhibiting Substance), oι οποίες καθορίζονται µε βάση τις οµοιότητες στη δοµή και στην 

αµινοξική τους αλληλουχία, αλλά και την εξειδίκευση που παρουσιάζουν ως προς τα 

σηµατοδοτικά µονοπάτια που ενεργοποιούν [11].  

Στα θηλαστικά έχουν προσδιοριστεί τρία γονίδια που κωδικοποιούν τις ισοµορφές 

του TGFβ που είναι οι: TGFβ1 [12], TGFβ2 [13] και TGFβ3 [14]. Οι ισοµορφές 

                                                               
 



                             10                                                         ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

                                                                                                                  

εµφανίζουν 70-80% οµοιότητα στην αµινοξική αλληλουχία ενώ παρουσιάζουν 

διαφορετική βιοδραστικότητα: για παράδειγµα σε ενδοθηλιακά κύτταρα, η TGFβ1 και η 

TGFβ3 ισοµορφή αναστέλλει τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό ενώ η ισοµορφή TGFβ2 δεν 

έχει επίδραση στον πολλαπλασιασµό [15]. Αν και οι τρεις αυτές ισοµορφές παρουσιάζουν 

υψηλή οµολογία στην αλληλουχία των αµινοξέων τους, εν τούτοις διαφέρουν κυρίως στο 

άµινο-τελικό άκρο, την α-έλικα και τις θηλιές µεταξύ των β-πτυχωτών φύλλων. 

 

Σχήµα 1.2: Φυλογενετικά δέντρα των προσδεµάτων, των υποδοχέων και των SMAD 
πρωτεϊνών της TGFβ υπεροικογένειας. Τα φυλογενετικά δέντρα προέρχονται από 
πρωτεϊνικές αντιστοιχίσεις (οµοιότητα αµινοξέων) των κυριοτέρων συστατικών του 
µονοπατιού του TGFβ τόσο στον άνθρωπο όσο και στη Drosophila melanogaster. Οι 
ανθρώπινες πρωτεΐνες παρουσιάζονται µε µαύρο χρώµα ενώ οι πρωτεΐνες της 
D.melanogaster µε γκρι χρώµα. Τα εναλλακτικά πρωτεϊνικά ονόµατα δίνονται σε 
παρένθεση. Για την κατασκευή του φυλογενετικού δέντρου όσον αφορά τα προσδέµατα, 
χρησιµοποιήθηκαν οι ώριµες, πλήρως επεξεργασµένες µορφές. ACVR, activin receptor; 
ALK, activin receptor-like kinase; AMH, anti-Muellerian hormone; AMHR2, AMH 
receptor-2; BMP, bone morphogenetic protein; BMPR, BMP receptor; GDF, growth 
and differentiation factor; I-SMAD, inhibitory SMAD; R-SMAD, receptor-regulated 
SMAD; TGF, transforming growth factor; TGFBR, TGFβ receptor. BMP, Bone 
Morphogenetic Protein; GDF, Growth and Differentiation Factor; TGF, Transforming 
Growth Factor [7]. 
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1.1.2 ∆ιαδικασία έκκρισης και ωρίµανσης του TGFβ 

Η ώριµη µορφή του TGFβ, απαρτίζεται από οµοδιµερή που συγκρατούνται από έναν 

δισουλφιδικό δεσµό και πλήθος υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων. Κάθε µονοµερές έχει 110-

140 αµινοξέα, 4 αντιπαράλληλα πτυχωτά φύλλα, µία α-έλικα και τρεις ενδοµοριακούς 

δισουλφιδικούς δεσµούς, οι οποίοι σχηµατίζουν µια διακριτή περιοχή αποκαλούµενη 

περιοχή κόµβου κυστεΐνης (cysteine-knot domain) [11, 16, 17]. Στα θηλαστικά έχουν 

προσδιοριστεί τρία διαφορετικά γονίδια που κωδικοποιούν για τις αντίστοιχες ισοµορφές 

του TGFβ: TGFβ1, TGFβ2 και TGFβ3. 

Η Ακτιβίνη Α αποµονώθηκε για πρώτη φορά το έτος 1986 από ωοθηλακικό υγρό µε 

βάση την ικανότητά της να επάγει την απελευθέρωση της θυλακιοτρόπου ορµόνης 

(follicle-stimulating hormone, FSH) από κύτταρα υπόφυσης [18]. Από τις πιο σηµαντικές 

λειτουργίες της ακτιβίνης κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης είναι η επαγωγή µεσοδέρµατος 

σε έµβρυα Xenopus laevis [19]. Η Ακτιβίνη Α είναι ένα διµερές πολυπεπτίδιο, το οποίο 

έχει γενική δοµή παρόµοια µε τον TGFβ, όπως άλλωστε και τα περισσότερα µέλη της 

υπεροικογένειας αυτής. H Ακτιβίνη Α ανήκει στην οικογένεια των ινχιµπινών/ακτιβινών, 

τα µέλη της οποίας προέρχονται από το διµερισµό δύο ανόµοιων υποµονάδων: της 

υποµονάδας α και της υποµονάδας β [20]. H υποµονάδα β έχει πολλές ισοµορφές (βΑ, βΒ, 

βC, βD και βE). Τα γονίδια τα οποία κωδικοποιούν καθεµία από αυτές εντοπίζονται σε 

διαφορετικό χρωµόσωµα, µε αποτέλεσµα η σύνθεσή τους να είναι ανεξάρτητη [21]. Oι 

ακτιβίνες Α, Β, ΑΒ είναι διµερή (βΑ-βΑ, βΒ-βΒ, και βΑ-βΒ) των πολυπεπτιδικών 

αλυσίδων βΑ και βΒ. Παράλληλα, οι αλυσίδες βΑ και βΒ µπορούν να ετεροδιµεριστούν µε 

την αλυσίδα α, παράγοντας έτσι τον ανταγωνιστή της ακτιβίνης Α, την ινχιµπίνη Α (α-βΑ) 

και την ινχιµπίνη Β (α-βΒ) (inhibin A και B, σχήµα 1.3) [22]. Όπως συµβαίνει και µε τα 

υπόλοιπα µέλη της υπεροικογένειας του TGFβ, η βιολογικά ενεργή Ακτιβίνη Α είναι 

προϊόν µιας ανενεργής πρόδροµης µορφής της πρωτεΐνης. Η πρόδροµη µορφή της 

ακτιβίνης είναι ένα διµερές των 110 kDa, που περιέχει ένα σηµατοδοτικό πεπτίδιο, µια 

γλυκοζυλιωµένη περιοχή και την ώριµη ενεργή περιοχή στο καρβόξυτελικό άκρο [21]. Η 

ώριµη µορφή της ακτιβίνης δεν είναι γλυκοζυλιωµένη και για το λόγο αυτό ενδοκυτταρικές 

πρωτεολυτικές επεξεργασίες είναι απαραίτητες για την πλήρη βιολογική δράση της.  

O TGFβ παράγεται σε λανθάνουσα µορφή που δεν είναι ικανή να δεσµευτεί στον 

υποδοχέα του. Ειδικότερα ο TGFβ εκκρίνεται από τα κύτταρα ως ένα βιολογικά ανενεργό 
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σύµπλεγµα µορίων, που ονοµάζεται µεγάλο λανθάνoν σύµπλεγµα (large latent complex, 

LLC) και διατηρείται στην εξωκυτταρική θεµέλια ουσία (extacellular matrix, ECM) µέχρι 

να ενεργοποιηθεί. Αυτό αποτελείται από τη λανθάνουσα συνδετική πρωτεΐνη του TGFβ 

(latent TGFβ-binding protein, LTBP, µεγέθους ~125-240 kDa), την πρωτεΐνη LAP 

(µεγέθους ~75 kDa) και το ώριµο διµερές του TGFβ (µεγέθους ~25 kDa) ενώ η σύνδεση 

της LTBP µε τη LAP γίνεται µέσω δισουλφιδικού δεσµού, η σύνδεση της LAP µε τον 

ώριµο TGFβ γίνεται µη-οµοιοπολικά (LSKL και RKPK αµινοξέα). Σε αυτή την µορφή ο 

TGFβ είναι ανενεργός ενώ το σύµπλοκο αυτό είναι ικανό να συνδέεται µε την 

εξωκυτταρική ουσία (ECM). Η απελευθέρωση του ώριµου βιοενεργού TGFβ από το 

σύµπλεγµα αυτό µπορεί να γίνει µε δύο τρόπους: α) µε την πρωτεόλυση της LAP από 

πρωτεάσες, όπως η πλασµίνη, η θροµβίνη, η πλασµατική τρανσγλουταµινάση και 

ενδογλυκοσιδάσες [23] και β) µε τη σύνδεση πρωτεϊνών της ECM, όπως η 

θροµβοσπονδίνη-1, στην LSKL αλληλουχία της LAP [24], οπότε και τελικά 

απελευθερώνεται το ώριµο βιοενεργό µόριο του TGFβ, λόγω διάσπασης του µη-

οµοιοπολικού δεσµού του µε τη LAP (σχήµα 1.3). 
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Σχήµα 1.3: Ρύθµιση της βιοδιαθεσιµότητας του TGFβ. Σχηµατική απεικόνιση της 
σύνθεσης και της έκκρισης του αυξητικού παράγοντα µετασχηµατισµού β (TGFβ) 
(a) της ενεργοποίησης και της σύνδεσης στον  υποδοχέα (b). Ο TGFβ συντίθεται ως 
pre-pro-protein, η οποία υπόκειται σε πρωτεολυτική επεξεργασία στο αδρό 
ενδοπλασµατικό δίκτυο (1). ∆υο µονοµερή του TGFβ διµερίζονται µέσω 
δισουλφιδικών γεφυρών (disulphide bridges) (2). Το διµερές pro-TGFβ στη συνέχεια 
κόβεται από την furin convertase για να δώσει το µικρό λανθάνον TGFβ σύµπλοκο 
(SLC), στο οποίο το λανθάνον συνδετικό πεπτίδιο (LAP; πορτοκαλί) και το ώριµο 
πεπτίδιο (κόκκινο) συνδέονται µε µη οµοιοπολικό δεσµό (3). Αυτό το βήµα 
αναστέλλεται από την emilin. Το µεγάλο λανθάνoν TGFβ σύµπλεγµα (large latent 
complex, LLC) σχηµατίζεται από την οµοιοπολική σύνδεση της µεγάλης λανθάνουσας 
συνδετικής πρωτεΐνης (large latent TGFβ binding protein, LTBP, µπλέ στο (4). Η 
άµινο τελική και η συνδετική (hinge) περιοχή του LTBP αλληλεπιδρά µε συστατικά της 
(ECM) όπως η fibronectin. Η καρβόξυ τελική περιοχή του LTBP (µπλέ) αλληλεπιδρά 
µε την άµινο-τελική περιοχή της fibrillin (πράσινο; 4). Στη συνέχεια (b), ένα εσωτερικό 
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κοµµάτι της fibrillin (απεικονίζεται ως πορφυρό χρώµα 5) µπορεί να απελευθερωθεί µε 
πρωτεόλυση (πραγµατοποιείται από τις ελαστάσες στα σηµεία που φαίνεται µε τα 
µαύρα βέλη 5) και αλληλεπιδρά µε την άµινο-τελική περιοχή της fibrillin για να 
αντικαταστήσει τον LTBP και να απελευθερώσει το µεγάλο λανθάνoν TGFβ σύµπλεγµα 
LLC (6). Το LLC µπορεί να στοχευθεί στην κυτταρική επιφάνεια µέσω των συνδέσεων 
µε τις integrins, RGD αλληλουχίες (µπλέ περιοχή) στην LAP (6). Η µορφογενετική 
πρωτεΐνη των οστών-1 (BMP1) µπορεί να δρασει σε δυο θέσεις στην περιοχή 
συνάρθρωσης του LTBP (τοξοτό βέλος 6), µε αποτέλεσµα την απελευθέρωση του LLC 
(7). Η µεταλλοπρωτεϊναση 2 (MMP2), καθώς και άλλες πρωτεάσες µπορούν να 
διασπάσουν την LAP (µαύρο βέλος 7) προκειµένου να απελευθερωθεί η ώριµη µορφή 
του TGFβ (κόκκινο) η οποία µπορεί να δεσµευτεί στους υποδοχείς TGFBR2 και ALK5 
[8]. 

 

 

1.1.3 Η µεταγωγή σήµατος από τον TGFβ 

Η µεταγωγή του σήµατος από τα µέλη της οικογένειας του TGF-β πραγµατοποιείται µέσω 

των τύπων Ι και ΙΙ διαµεµβρανικών υποδοχέων. Στα σπονδυλωτά έχουν βρεθεί πέντε 

τύπου ΙΙ και επτά τύπου Ι υποδοχείς (σχήµα 1.4). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 1.4: Συνοπτικό διάγραµµα που παρουσιάζει τις σχέσεις ανάµεσα σε συνδέτη-
υποδοχέα-συνυποδοχέα-SMADs (ligand-receptor-coreceptor-SMAD) στο µονοπάτι 
του TGFβ (πράσινο) και του BMP (µπλε). O συνδυασµός των αλληλεπιδράσεων 
ανάµεσα στους δυο τύπους υποδοχέων καθορίζει τη µεταγωγή του σήµατος. Στο 
σχήµα αυτό, περιγράφονται οι πιο γνωστοί συνδυασµοί µεταξύ των υποδοχέων και των 
πρωτεϊνών R-SMAD [25]. 
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            Οι τύπου Ι υποδοχείς, που ονοµάζονται επίσης και ALKs, είναι δοµικά παρόµοιες 

διαµεµβρανικές γλυκοπρωτεΐνες µε µοριακά βάρη για τον τύπου Ι στα 50-60 kDa και για 

τον τύπου ΙΙ στα 70-85 kDa (σχήµα 1.4). Απαρτίζονται από την εξωκυτταρική άµινο 

τελική περιοχή που περιέχει περισσότερες από 10 κυστεϊνες, και η οποία είναι υπεύθυνη 

για τη σύνδεση του προσδέµατος και το διµερισµό, τη διαµεµβρανική περιοχή και την 

καρβόξυτελική περιοχή στην οποία οφείλεται και η ενεργότητα σερίνης-θρεονίνης. 

Επίσης, οι τύπου ΙΙΙ υποδοχείς είναι βοηθητικοί υποδοχείς (coreceptor), οι οποίοι έχουν 

µικρή ενδοκυτταρική περιοχή και διαδραµατίζουν έµµεσο ρόλο στη µεταγωγή του 

σήµατος. Η β-γλυκάνη (betaglycan), η ενδογλίνη (endoglin) και ο κρύπτο (crypto) είναι 

τρία παραδείγµατα υποδοχέων τύπου ΙΙΙ (σχήµα 1.4). Οι υποδοχείς αυτοί ρυθµίζουν την 

πρόσβαση του TGFβ στους υποδοχείς, που είναι υπεύθυνοι για την µετάδοση του 

σήµατος, και διευκολύνουν την πρόσδεσή του στο σύµπλοκο TβR-I/TβR-II [26]. Κάθε 

µέλος της οικογένειας του TGFβ δεσµεύεται σε συγκεκριµένο συνδυασµό των δυο 

υποδοχέων. Η δέσµευση του συνδέτη στον υποδοχέα τύπου ΙΙ επάγει τη συνάθροιση των 

υποδοχέων σε σύµπλοκα και την άµεση φωσφορυλίωση του τύπου Ι υποδοχέα στην 

περιοχή GS από τον υποδοχέα τύπου ΙΙ. Ο ενεργοποιηµένος υποδοχέας Ι στη συνέχεια 

µπορεί να φωσφορυλιώσει και να ενεργοποιήσει άλλα µόρια, γνωστά ως SMAD 

πρωτεΐνες που εµπλέκονται στην καθοδική µεταγωγή του σήµατος [27, 28].  

Οι υποδοχείς της ακτιβίνης είναι και αυτοί διαµεµβρανικές πρωτεΐνες τύπου Ι και 

ΙΙ µε ενεργότητα κινάσης σερίνης/θρεονίνης, οι οποίες ακολουθούν το πρότυπο της 

οικογένειας TGF-β [29]. Υπάρχουν δύο επιµέρους υποδοχείς του τύπου ΙΙ για την 

ακτιβίνη, ο ActRII και ο ActRIIB [30]. Το εξωκυτταρικό τµήµα των υποδοχέων τύπου ΙΙ 

είναι πλούσιο σε κυστεΐνες, ενώ το ενδοκυτταρικό τµήµα περιέχει την περιοχή µε την 

δραστικότητα κινάσης χαρακτηριστική των σερινών/θρεονινών κινασών. Σε αναλογία µε 

τους τύπου ΙΙ υποδοχείς, δύο µορφές τύπου Ι υποδοχέων έχουν αναφερθεί για την 

ακτιβίνη, οι οποίοι είναι γνωστοί ως ActRIB ή ALK-4 και ως ActRI ή ALK-2 [30, 31]. Ο 

επικρατέστερος τύπου Ι υποδοχέας για την ακτιβίνη θεωρείται ο ALK-4. Ο ALK-2 αν και 

χαρακτηρίστηκε αρχικά ως τύπου Ι υποδοχέας της ακτιβίνης, µεταγενέστερες µελέτες 

έδειξαν ότι δρα και ως υποδοχέας των πρωτεϊνών BMPs [32]. Οι τύπου Ι υποδοχείς όπως 

και οι τύπου ΙΙ έχουν ένα εξωκυτταρικό τµήµα πλούσιο σε κυστεΐνες, ενώ σε αντίθεση µε 

τους τύπου ΙΙ, έχουν µια περιοχή πλούσια σε γλυκίνες και σερίνες (GS region) ανάµεσα 
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στην διαµεµβρανική περιοχή και την περιοχή της κινάσης [33]. Η ακτιβίνη προσδένεται 

στους υποδοχείς τύπου ΙΙ, οι οποίοι όµως δε µπορούν να µετάγουν σήµατα από χωρίς τη 

συνεργασία των τύπου Ι υποδοχέων [26, 34]. Εποµένως, οι ακτιβίνες µεταδίδουν σήµατα 

µέσω ετεροδιµερών συµπλόκων των υποδοχέων κινάσης τύπου ΙΙ και τύπου Ι. Η 

πρόσδεση ακτιβίνης στον υποδοχέα τύπου ΙΙ επάγει την φωσφορυλίωση του τύπου Ι 

υποδοχέα στην περιοχή GS από τον υποδοχέα τύπου ΙΙ. Ο ενεργοποιηµένος υποδοχέας 

τύπου Ι στη συνέχεια µπορεί να φωσφορυλιώσει και ενεργοποιήσει τα καθοδικά µόρια που 

εµπλέκονται στη µεταγωγή σήµατος από την ακτιβίνη.  

 

1.2 Οι πρωτεΐνες SMAD 

1.2.1 Γενικά 

Οι SMAD πρωτεΐνες ταυτοποιήθηκαν για πρώτη φορά στη φρουτόµυγα D. melanogaster, 

ως τα προϊόντα των γονιδίων Mad, και στο C. elegans ως τα προϊόντα των γονιδίων sma 

[35]. Στo ανθρώπινο και το γονιδίωµα του επίµυος κωδικοποιούνται οκτώ πρωτεΐνες της 

οικογένειας των SMAD ενώ τέσσερα και τρία µέλη κωδικοποιούνται στο γονιδίωµα της D. 

melanogaster και του C. elegans αντίστοιχα (σχήµα 1.2). Oι SMAD πρωτεΐνες 

διακρίνονται σε τρεις κύριες κατηγορίες: α) τις SMAD που ενεργοποιούνται από τους 

υποδοχείς (Receptor-activated SMADs, R-SMADs). Στην κατηγορία αυτή ανήκουν οι 

SMAD2 και SMAD3 για τα σηµατοδοτικά µονοπάτια που ενεργοποιούνται από τους 

TGFβ, Ακτιβίνη Α και Νodal, και οι SMAD1, SMAD5 και SMAD8 για τα σηµατοδοτικά 

µονοπάτια που ενεργοποιούνται από τους παράγοντες BMP, β) η συν-διαµεσολαβούσα 

SMAD4 (co-mediator SMAD4, Co-SMAD4), η οποία είναι κοινή για όλα τα µέλη της 

υπεροικογένειας του TGFβ, και η οποία δηµιουργεί ολιγοµερή µε τις ενεργοποιηµένες R-

SMADs τα οποία µεταφέρονται στον πυρήνα για να ενεργοποιήσουν τη µεταγραφή, και γ) 

οι ανασταλτικές SMADs (Inhibitory SMADs, I-SMADs) SMAD6 και SMAD7 που 

αναστέλλουν τη δράση των R-SMADs παρεµποδίζοντας την αλληλεπίδρασή τους µε τον 

υποδοχέα [11, 36, 37]. 

 

1.2.2 ∆οµικά χαρακτηριστικά των SMAD διαµεσολαβητών  

Oι R-SMADs, η Co-SMAD και οι I-SMADs παρουσιάζουν δοµικές οµοιότητες. 

Ειδικότερα, οι R-SMADs αποτελούνται από την άµινο-τελική ΜΗ1 περιοχή (Mad 
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homology domain 1) και την καρβόξυ-τελική ΜΗ2 (Mad homology 2) περιοχή. Οι δυο 

αυτές περιοχές συνδέονται µεταξύ τους µε την περιοχή σύνδεσης (linker domain) η οποία 

είναι πλούσια στο αµινοξύ προλίνη και διαφέρει αρκετά ως προς την αµινοξική της 

αλληλουχία µεταξύ των διαφόρων SMAD (σχήµα 1.5).  

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 1.5: ∆οµικά χαρακτηριστικά των SMAD πρωτεϊνών. Οι SMAD πρωτεΐνες 
αποτελούνται από δυο καλά συντηρηµένες σφαιρικές περιοχές - τον τοµέα MH1 και τον 
τοµέα MH2 - και µια µεταβλητή συνδετική περιοχή. Στο σχήµα απεικονίζονται οι επτά 
SMAD πρωτεΐνες των θηλαστικών και οι τάξεις στις οποίες ανήκουν. Όσον αφορά τις 
R-SMADs και τη SMAD4, ο MH1 τοµέας περιέχει δοµή φουρκέτας (β-hairpin) για τη 
σύνδεση στο DNA. Οι ανασταλτικές SMADs, I-SMADs, δεν έχουν MH1 τοµέα. Η 
συνδετική περιοχή των R-SMADs περιέχει πολλαπλές θέσεις φωσφορυλίωσης για τις 
MAPKs, CDKs καθώς και άλλες κινάσες. Στις R-SMADs και I-SMADs η συνδετική 
περιοχή περιέχει ένα µοτίβο PY το οποίο αναγνωρίζεται από τους τοµείς WW που 
απαντώνται στις λιγάσες ουβικουϊτινης Smurf. Η συνδετική περιοχή της SMAD4 
περιέχει ένα σήµα NES. Ο MH2 τοµέας περιέχει ένα βασικό pocket για αλληλεπίδραση 
µε τον ενεργοποιηµένο τύπου Ι υποδοχέα στην περίπτωση της R-SMADs και τόσο στις 
R-SMADs όσο και στη SMAD4 για αλληλεπίδραση µε το µοτίβο pS–x–pS (κόκκινη 
σφαίρα) των R-SMADs. Στην επιφάνεια του MH2 τοµέα στις R-SMADs, ένα σύνολο 
υδροφοβικών περιοχών αποτελεί σηµείο ικανό για πολλαπλές αλληλεπιδράσεις [9]. 

 

Ο τοµέας ΜΗ1 χαρακτηρίστηκε για πρώτη φορά για την ικανότητά του να 

αναστέλλει τη δράση των R-SMAD µέσω της αλληλεπίδρασης µε την περιοχή ΜΗ2 [38]. 

Ο ΜΗ1 είναι ιδιαίτερα συντηρηµένος τοµέας σε όλες τις R-SMADs και στη SMAD4, όχι 

όµως στις Ι-SMADs. Επιπρόσθετα, ο τοµέας ΜΗ1 είναι υπεύθυνος για την πρόσδεση των 

R-SMAD στο DNA καθώς και για την αλληλεπίδρασή τους µε µεταγραφικούς παράγοντες 

[39]. Αξίζει να σηµειωθεί οτι µόνο η SMAD3 έχει την ικανότητα να προσδένεται άµεσα 

στο DNA µέσω µιας δοµής β-φουρκέτας (β-hairpin). Επιπλέον, ο τοµέας αυτος περιέχει 

θέσεις φωσφορυλίωσης καθώς και την αλληλουχία σήµατος πυρηνικής εντόπισης, NLS, 
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που είναι υπεύθυνη για τη µετακίνηση των πρωτεϊνών στον πυρήνα [36]. Για παράδειγµα, 

η συνεχής µετακίνηση της SMAD4 από και πρός τον πυρήνα του κυττάρου οφείλεται στο 

σήµα πυρηνικού εντόπισµού που βρίσκεται στην περιοχή MH1 καθώς και ενός µόνιµα 

ενεργού σήµατος πυρηνικής εξόδου (NES) πλούσιου σε λευκίνη, που εντοπίζεται στην 

άµινο-τελική περιοχή του συνδετικού τµήµατος [40]. Επιπλέον, η φωσφορυλιωµένη 

SMAD3 µεταφέρεται στον πυρήνα διαµέσου του σήµατος πυρηνικού εντοπισµού που 

βρίσκεται στην MH1 περιοχή και το οποίο αλληλεπιδρά άµεσα µε την importin-β1, µια 

διαδικασία η οποία απαιτεί τη RAN-GTPάση [41, 42]. 

Από την άλλη πλευρά ο τοµέας ΜΗ2 είναι συντηρηµένος ανάµεσα στις SMADs και 

είναι υπεύθυνος για ποικίλες πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις. Ειδικότερα, µια περιοχή µε 

πολλαπλές υδροφοβικές υπό-περιοχές, γνωστή και ως υδροφοβική αύλακα (hydrophobic 

corridor) που βρίσκεται στην επιφάνεια του MH2 τοµέα, διαµεσολαβεί την αλληλεπίδραση 

µε τον υποδοχέα και µε πρωτεϊνικούς παράγοντες συγκράτησης στο κυτταρόπλασµα, ενώ 

συµβάλλει στη δηµιουργία οµο-διµερών ή έτερο-τριµερών µεταξύ των R-SMAD-SMAD4 

[43].  Επιπρόσθετα, δηµιουργεί αλληλεπιδράσεις µε άλλες πρωτεΐνες και µε συστατικά του 

πυρηνικού συµπλέγµατος του πυρηνικού πόρου (nucleoporins) καθώς επίσης και µε 

µεταγραφικούς παράγοντες που προσδένονται στο DNA µέσω της α-έλικας αΗ-2 [44]. 

Επιπλέον, περιέχει το συντηρηµένο καρβόξυ-τελικό µοτίβο Ser-X-Ser στο οποίο 

φωσφορυλιώνονται οι R-SMADS από τον ενεργοποιηµένο υποδοχέα τύπου Ι τόσο in vitro 

όσο και in vivo. Ακόµη, εδώ εντοπίζεται και η περιοχή πρόσδεσης µε την πρωτεΐνη SARA 

[45]. Τέλος, στην περιοχή ΜΗ2 εµπεριέχεται και µια αλληλουχία που δρα ως σήµα εξόδου 

από τον πυρήνα (Nuclear Export Signal, ΝΕS), ρυθµίζοντας έτσι τον κυτταροπλασµατικό 

εντοπισµό των SMAD πρωτεϊνών [36, 37]. Οι µεταλλάξεις των σερινών στο µοτίβο SSXS 

έχουν ως αποτέλεσµα τη σταθερή σύνδεση της SMAD2 µε τον υποδοχέα καθώς και 

κυρίαρχα αρνητική επίδραση στη µεταγωγή του σήµατος. Οι µεταλλαγµένες SMAD 

µορφές δεν φωσφορυλιώνονται και δε συνδέονται µε τη SMAD4 για να δηµιουργήσουν 

ετεροδιµερή ή να εισέλθουν στον πυρήνα.  Επιπλέον, οι µεταλλάξεις αυτές αποτρέπουν την 

από τον TGFβ επαγόµενη ενεργοποίηση. Ειδικότερα, η SMAD4 δεν έχει το µοτίβο SSXS 

και για το λόγο αυτό δε φωσφορυλιώνεται ύστερα από επαγωγή από BMP ή TGFβ. Είναι 

πολύ πιθανό ότι η φωσφορυλίωση των R-SMADs στο SSXS αναστρέφει την αναστολή 

που προκαλεί ο τοµέας MH1. Εποµένως, ύστερα από επαγωγή µε το συνδέτη, οι 
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ενεργοποιηµένοι υποδοχείς τύπου I φωσφορυλιώνουν τις R-SMADs µε αποτέλεσµα την 

αναδίπλωση τους και τη δηµιουργία ετεροδιµερών µε την κοινή SMAD4 πρωτεΐνη. 

Εξάλλου, όταν η συνάθροιση των ετεροδιµερών συµπλόκων αποτρέπεται, τότε οι 

κυτταρικές αποκρίσεις του TGFβ παρεµποδίζονται. Είναι αξιοσηµείωτο το γεγονός ότι ενώ 

η χιµαιρική GAL4-MH2 µπορεί να ενεργοποιήσει τη µεταγραφή γονιδίων απουσία TGFβ 

[46], η πλήρους µήκους GAL4-SMAD παρουσιάζει µεταγραφική ενεργότητα µόνο µε την 

προσθήκη TGFβ. Τα αποτελέσµατα αυτά προτείνουν ότι η ενεργοποίηση των SMADs από 

τους υποδοχείς ‘‘απελευθερώνει’’ (relieves) την ανασταλτική δράση της άµινο τελικής 

περιοχής MH1 στον τοµέα MH2 που δρά ως τελεστής και η ενεργότητα του κατά κάποιο 

τρόπο ελέγχεται από την παρουσία του τοµέα MH1. 

H συνδετική περιοχή που ενώνει τους τοµείς ΜΗ1 και ΜΗ2 (linker domain), 

εµπεριέχει πολλαπλές θέσεις φωσφορυλίωσης από τις πρωτεϊνικές κινάσες MAPΚ [47]. 

Όταν οι SMAD φωσφορυλιωθούν στην περιοχή αυτή, παρεµποδίζεται η είσοδος τους στον 

πυρήνα. Επιπλέον, µια αλληλουχία πλούσια σε προλίνη και τυροσίνη (PY motif), η οποία 

απαντάται στις R-SMADs και στις I-SMADs, διευκολύνει την αναγνώριση τους από τις 

λιγάσες ουβικουιτινιλίωσης Smurf [48, 49]. Ειδικά για τη SMAD4, στη συνδετική περιοχή 

της βρίσκεται η αλληλουχία NES καθώς και µια περιοχή αλληλοκαλυπτόµενη µε την MH2 

περιοχή γνωστή µε τα αρχικά SAD (SMAD4 Αctivation Domain, SAD) που είναι 

υπεύθυνη για την αληλεπίδραση µε ενεργοποιητές και καταστολείς της µεταγραφής [50]. 

 

1.2.3 Ενδοκυτταρική εντόπιση των SMAD πρωτεϊνών και µετά-µεταγραφικές 

τροποποιήσεις 

Απουσία TGFβ, το µεγαλύτερο ποσοστό των πρωτεϊνών SMAD2 και SMAD3 εντοπίζεται 

στο κυτταρόπλασµα. Αυτή η εντόπιση είναι το αποτέλεσµα της σύνδεσης των SMAD2/3 

µε πρωτεΐνες που τις συγκρατούν στο κυτταρόπλασµα όπως η πρωτεΐνη SARA [51], οι 

µικροσωληνίσκοι [52] και η φιλαµίνη [53] ή ακόµη µπορεί και να οφείλεται στο 

γρηγορότερο ρυθµό εξόδου των SMAD2/3 από τον πυρήνα σε σχέση µε την είσοδο σε 

αυτόν [54]. Παρά την ιδιότητα των R-SMAD πρωτεϊνών να µετακινούνται συνεχώς µεταξύ 

πυρήνα και κυτταροπλάσµατος µελέτες ανοσοϊστοχηµείας έχουν δείξει ότι στα βασικά 

επίπεδα οι R-SMAD πρωτεΐνες εντοπίζονται πρωταρχικά στο κυτταρόπλασµα [40, 55]. 

Πιστεύεται ότι αυτό είναι το αποτέλεσµα της δράσης πρωτεϊνών του κυτταροπλάσµατος 
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που συνδέονται άµεσα µε τις R-SMAD πρωτεΐνες. Αυτό επιβεβαιώνεται περαιτέρω και 

από το γεγονός ότι στα βασικά επίπεδα οι R-SMAD πρωτεΐνες έχουν βρεθεί σε ολιγοµερή 

σύµπλοκα υψηλού µοριακού βάρους [56]. Πράγµατι, υπάρχουν διάφορες 

κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες που δρουν ως πρωτεΐνες αγκυροβόλησης των SMAD.  

Μια από τις πρωτεΐνες που συγκρατούν τις R-SMADs στο κυτταρόπλασµα είναι 

και η πρωτεΐνη µε το όνοµα SARA (SMAD Anchor for Receptor Activation) (βλεπε 

ενότητα 1.3.1) [51]. Κρυσταλλογραφικές µελέτες της δοµής του συµπλόκου SMAD2–

SBD, έχουν δείξει ότι ο τοµέας SBD της SARA έρχεται σε επαφή µε τρεις συνεχόµενες 

υδροφοβικές περιοχές (hydrophobic patches) της επιφάνειας του τοµέα MH2 [45]. Η ίδια 

περιοχή εµπλέκεται στην αλληλεπίδραση τόσο µε τις νουκλεοπορίνες όσο και µε τους 

µεταγραφικούς παράγοντες που δεσµεύονται στο DNA [45, 57]. Με βάση τα παραπάνω, 

συµπεραινουµε ότι η αλληλεπίδραση των SMAD2/3 µε τη SARA δεν είναι συµβατή µε τη 

µετατόπιση τους στον πυρήνα του κυττάρου και τη δηµιουργία µεταγραφικών συµπλόκων. 

Είναι άξιο ιδιαίτερης προσοχής το γεγονός ότι η φωσφορυλίωση των SMADs από τον 

υποδοχέα προκαλεί µείωση στη συγγένεια σύνδεσης της SMAD2 µε τη SARA [58]. Αυτό 

συµβαίνει, βέβαια, χωρίς επακόλουθη αύξηση της συγγένειας των SMAD για τις 

νουκλεοπορίνες. Εντούτοις, in vivo, αυτή η µείωση της συγγένειας για τη SARA είναι 

ικανή για το διαχωρισµό των SMAD2/3 από αυτήν και τη µετέπειτα µετακίνηση τους στον 

πυρήνα, όπου οι SMAD2/3 ενεργοποιούν τα γονίδια στόχους του µονοπατιού. 

Οι µετα-µεταγραφικές τροποποιήσεις είναι αντιστρεπτές διαδικασίες. Το ενζυµο 

από-ουβικουιτινίωσης UCH37/UCHL5 αλληλεπιδρά µε τη SMAD7 και εξουδετερώνει την 

από την Smurf2-επαγοµενη ουβικουιτινίωση του υποδοχέα TGFβ τύπου I [59]. Οι τύπου Ι 

HDAC1 και τύπου III αποακετυλάσες των ιστονών SIRT1 αναστρέφουν την από την p300-

διαµεσολαβούµενη SMAD7 αποακετυλίωση και έτσι επιταχύνεται η SMAD7 

ουβικιτινίωση και αποικοδόµηση [60, 61]. Οι SMADs µπορούν επίσης να τροποποιηθούν 

µε σουµοϋλιωση (sumoylation) [27, 62], χωρίς ακόµη να είναι γνωστό αν αυτή 

ανταγωνίζεται µε την ουβικουιτινίωση των SMAD. Η πρωτεΐνη Arkadia, µια τύπου RING 

E3 λιγάση ουβικιτίνης, έχει δειχθεί ότι µειώνει τα επίπεδα της πρωτεΐνης SMAD7 και 

προάγει τη µεταγωγή του σήµατος από τον TGFβ/Nodal [63]. Καθώς η SMAD7 

ανταγωνίζεται το µονοπάτι του TGFβ, η Arkadia έχει δειχθεί να προάγει το µονοπάτι του 

TGFβ. Σε σωµατικά κύτταρα δεσµεύεται σε φωσφορυλιωµένες SMAD2/3 και τις στοχεύει 
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για πολύ-ουβικουιτινιλίωση και αποικοδόµηση, ενώ την ίδια στιγµή αυξάνει τη 

µεταγραφική τους ενεργότητα. Ο µηχανισµός αυτός επιτρέπει τη γρήγορη ρύθµιση της 

έκφρασης των γονιδίων που ρυθµίζονται από τις SMAD2/3, ενώ επιτρέπει τη δυναµική 

ρύθµιση των µονοπατιών Nodal/SMAD κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης. 

 

1.2.4 Μονοπάτια µεταγωγής σήµατος που επάγονται από τον TGFβ και είναι 

ανεξάρτητα από τις SMAD πρωτεΐνες 

Αν και οι SMAD είναι οι περισσότερο µελετηµένες και χαρακτηρισµένες πρωτεΐνες που 

βρίσκονται καθοδικά της υπεροικογένειας του υποδοχέα του TGFβ, ωστόσο και άλλα 

σηµατοδοτικά µονοπάτια µπορούν επίσης να ενεργοποιηθούν άµεσα µετά από επίδραση 

του TGFβ. Το πιο συντηρηµένο σηµατοδοτικό µονοπάτι που επάγεται από το σύµπλοκο 

των TGFβ υποδοχέων περιλαµβάνει τη φωσφορυλίωση των SΜΑD πρωτεϊνών και τη 

µετάβασή τους στον πυρήνα του κυττάρου, όπου πραγµατοποιείται η ρύθµιση της 

µεταγραφής των γονιδίων στόχων. Εντύπωση προκαλεί το γεγονός ότι οι κυτταρικές 

αποκρίσεις που επάγονται από το ίδιο ενεργοποιηµένο σύµπλοκο των TGFβ υποδοχέων, 

µπορεί να ποικίλουν ανάλογα µε τον κυτταρικό τύπο και το ευρύτερο πλαίσιο της 

ενεργοποίησης (context stimulation). Συγκεκριµένα, ο TGFβ αναστέλλει την ανάπτυξη και 

τον πολλαπλασιασµό των επιθηλιακών κυττάρων και επάγει την απόπτωση, ενώ αντιθέτως, 

έχει µιτογόνο δράση σε ινοβλάστες και επάγει την επιθηλιακή-µεσεγχυµατική 

διαφοροποίησή τους (EMT) [64, 65]. Το παραπάνω ‘‘παράδοξο’’ βρήκε την εξήγησή του 

µε την ταυτοποίηση και άλλων πρωτεϊνών που δρουν καθοδικά από τους υποδοχείς του 

TGFβ, σηµατοδοτώντας µια πληθώρα κυτταρικών αποκρίσεων όπως η απόπτωση, η 

επιθηλιακή-µεσεγχυµατική διαφοροποίηση (EMT), η µετανάστευση, ο πολλαπλασιασµός, 

η παραγωγή εξωκυτταρικής ουσίας και η διαφοροποίηση. Παραδείγµατος χάρη, ο τύπου ΙΙ 

υποδοχέας φωσφορυλιώνει την πρωτεΐνη PAR6, έναν ρυθµιστή της επιθηλιακής 

πολικότητας, µε αποτέλεσµα τη διάλυση των στενοσυνδέσµων (tight junctions) γεγονός 

που χαρακτηρίζει το αρχικό στάδιο για την EMT [66]. Ο TGFβ µπορεί επίσης να 

ενεργοποιήσει το µονοπάτι µεταγωγής του σήµατος από την ERK MAP κινάση (MAPK) 

µέσω της ικανότητας του υποδοχέα ALK5 να φωσφορυλιώνει την πρωτεΐνη ικρίωµα ShcA, 

η οποία στρατολογεί την Grb και τη Sos, καθιστώντας έτσι δυνατή την ενεργοποίηση της 

Ras και των καθοδικών MAPKs [67]. Επιπλέον, σε δυο πολύ πρόσφατες µελέτες έχει 
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περιγραφεί ο µηχανισµός µέσω του οποίου ο TGFβ επάγει το µονοπάτι JNK και p38 

MAPK [68, 69]. Στην παραπάνω περίπτωση, η TRAF6 αλληλεπιδρά µε τους υποδοχείς του 

TGFβ και η επαγωγή από τον TGFβ οδηγεί στην από την K63 ουβικουτινιλίωση του 

TRAF6. Το γεγονός αυτό µε τη σειρά του οδηγεί στην ενεργοποίηση της MAPKKK Tak1 

(ανοδικό ενεργοποιητή της JNK και του p38). Τελικά, σε µεσενγχυµατικά κύτταρα, αλλά 

όχι σε επιθηλιακά κύτταρα, ο TGFβ ενεργοποιεί την κινάση PAK2 και αυτό συµβαίνει 

µέσω της ενεργοποίησης της µικρής GTPασης Rac1 και Cdc42 [70]. Η βάση αυτής της 

διαφοράς εξηγήθηκε σε πρόσφατη µελέτη και δείχθηκε ότι στην ουσία και στους δυο 

κυτταρικούς τύπους ο TGFβ µπορεί να ενεργοποιεί την πρωτεΐνη PAK2, αλλά στα 

επιθηλιακά κύτταρα η ενεργοποιηµένη PAK2 δεσµεύεται και αναστέλλεται από το 

σύµπλοκο που απαρτίζεται από τις πρωτεΐνες ERBIN και την ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη 

Merlin [71]. Αυτό δε συµβαίνει σε µεσεγχυµατικά κύτταρα, καθώς αυτά τα κύτταρα 

εκφράζουν πολύ χαµηλά επίπεδα από την πρωτεΐνη ERBIN.    

 

1.3 Μεταγωγή του σήµατος από τον TGFβ και πρώιµα ενδοσώµατα 

1.3.1 Η πρωτεΐνη SARA 

Το πρώτο ενδοκυτταρικό βήµα στη µεταγωγή του σήµατος από τον TGFβ, δηλαδή η 

στρατολόγηση των SMAD πρωτεϊνών στο σύµπλοκο των υποδοχέων, ελέγχεται από την 

πρωτεΐνη SARA (σχήµα 1.7). H ανακάλυψη της πρωτεΐνης SARA (SMAD Anchor for 

Receptor Activation, SARA) ανέδειξε την πολυπλοκότητα της µεταγωγής του σήµατος από 

την υπεροικογένεια του TGFβ. H SARA έχει την ικανότητα να συνδέεται µε τις µη 

φωσφορυλιωµένες µορφές των SMAD2 και SMAD3 πρωτεϊνών [51] και βασική 

λειτουργία της είναι η παρουσίαση των SMAD2 και SMAD3 πρωτεϊνών στον 

ενεργοποιηµένο τύπου Ι υποδοχέα. ∆οµικά περιέχει µία περιοχή από οκτώ συντηρηµένες 

κυστεΐνες οι οποίες περιβάλλουν δύο ιόντα ψευδαργύρου [72]. H περιοχή αυτή ονοµάζεται 

περιοχή δακτύλου FYVE (FYVE finger domain) και βρέθηκε ότι δένεται ειδικά σε PI(3)P 

[73]. Η ονοµασία FYVE προέρχεται από τα αρχικά των τεσσάρων πρωτεϊνών στις οποίες 

ταυτοποιήθηκε για πρώτη φορά να περιέχουν αυτό το µοτίβο (Fab1, YOTB, Vac1, και 

EEA1) που αποτελείται από ~70 αµινοξέων. Ο τοµέας FYVE προσδιορίστηκε από τον 

Stenmark, ως µέρος της αλληλουχίας µιας ενδοσωµικής πρωτεΐνης, της EEA1 [72, 74]. Τα 

πρώτα δοµικά χαρακτηριστικά του τοµέα FYVE έγιναν γνωστά από την κρυστάλλωση του 
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τοµέα της πρωτεΐνης vps27 της ζύµης [75]. Επίσης, έχει γίνει γνωστή µια δεύτερη 

κρυσταλλική δοµή, αυτήν την φορά της περιοχής FYVE της πρωτεΐνης Hrs (d-Hrs) από 

την D. melanogaster [76]. Τέλος, έχει αναφερθεί η δοµή του κανονικού τοµέα FYVE 

(canonical FYVE domain) της EEA1 [75]. Η αλληλεπίδραση του τοµέα FYVE µε το 

λιπίδιο PI3P έγινε γνωστή από την παρατήρηση ότι η αλληλεπίδραση της EEA1 µε τις 

µεµβράνες ήταν ευαίσθητη στον αναστολέα της κινάσης της 3-φωσφορικής 

φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης (PI3K), wortmannin [77] και από πειραµατικά αποτελέσµατα που 

υπέδειξαν ότι η περιοχή FYVE της EEA1 είχε υψηλή συγγένεια για το λιπίδιο PI3P [73]. Ο 

τοµέας FYVE υπάρχει σε ένα περιορισµένο αριθµό πρωτεϊνών, πολλές από τις οποίες 

εµφανίζονται να έχουν ρόλο στη µεταγωγή του σήµατος ή στη µεµβρανική µετακίνηση ή 

και στα δυο [78]. 

H SARA εκτός από την περιοχή FYVE περιέχει και την περιοχή 80 αµινοξέων SBD 

(SMAD Binding Domain), η οποία συνδέεται µε τις µη φωσφορυλιωµένες SMAD2 και 

SMAD3 πρωτεΐνες και όχι µε άλλα µέλη της οικογένειας των SMAD [51]. H περιοχή SBD 

βρίσκεται καθοδικά της περιοχής FYVE και προς το καρβοξυτελικό άκρο της SARA ενώ 

συνδέεται µε το καρβόξυτελικό άκρο (MH2 τόµεα) των πρωτεϊνών SMAD2 ή SMAD3. Η 

σύνδεση αυτή οφείλεται σε ένα µοτίβο πλούσιο σε προλίνες στην περιοχή SBD, το οποίο 

συνδέεται µε την περιοχή ΜΗ2 των SMAD [45]. Επιπλέον, το κατάλοιπο ασπαραγίνης 

(Ν381) στη SMAD2 (συντηρηµένο και στη SMAD3) παίζει καθοριστικό ρόλο στη 

σύνδεση µε τη SARA [45]. Tο σύµπλοκο SARA-SMAD στη συνέχεια συνδέεται µε τον 

υποδοχέα τύπου I µέσω του άµινο-τελικού άκρου της SARA [51]. 
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Σχήµα 1.6: Οι υποδοχείς υφίστανται συνεχή εσωτερικοποίηση. H εσωτερικοποίηση των 
υποδοχέων πραγµατοποιείται µέσω της διαµεσολαβούµενης από την κλαθρίνη και των θετικά 
σε καβεολίνη λιπιδιακών rafts. Η SMAD7/Smurf2 διαµεσολαβούµενη αποικοδόµηση 
συµβαίνει στα λιπιδιακά rafts, ενώ οι υποδοχείς ανακυκλώνονται στην πλασµατική µεµβράνη 
µέσω ενδοσωµάτων. Η ενεργοποίηση του σήµατος πραγµατοποιείται στα θετικά µε την EEA1 
πρώιµα ενδοσώµατα όπου η SARA παρουσιάζει τις R-SMADs στα σύµπλοκα των 
ενεργοποιηµένων υποδοχέων. Η πρωτεϊνική φωσφατάση PP1 αποφωσφορυλιώνει τους 
υποδοχείς µε τρόπο που εξαρτάται από την πρωτεΐνη SMAD7[79]. Η Ras GTPase Rap2 
προάγει την ανακύκληση (recycling) απουσία σήµατος ενώ την καθυστερεί παρουσία 
σήµατος [80]. 

 

O κύριος ρόλος, λοιπόν, της SARA είναι να στρατολογήσει τις SMAD πρωτεΐνες 

και να τις φέρει σε επαφή µε τον υποδοχέα, ώστε να φωσφορυλιωθούν και να 

δηµιουργήσουν σύµπλοκα µε την κοινή SMAD4 για την επιτυχή µεταγωγή του σήµατος. Η 

µετέπειτα  φωσφορυλίωση των SMAD2 ή SMAD3 επάγει την αποσύνδεσή τους από την 

SARA µε αποτέλεσµα να µη σχηµατίζονται ποτέ ταυτόχρονα τα σύµπλοκα 

SMAD2/SMAD3-SMAD4 µε τα σύµπλοκα SMAD2/SMAD3-SARA. H SARA εποµένως 

είναι απαραίτητος διαµεσολαβητής για τη µεταγωγή του σήµατος από τον παράγοντα 

TGFβ γιατί στρατολογεί τις πρωτεΐνες SMAD στις µεµβράνες που περιέχουν τον υποδοχέα 

ελέγχοντας µε τον τρόπο αυτό την ενεργοποίησή τους (σχήµα 1.6).  
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Ωστόσο, η πρωτεΐνη SARA δε διαδραµατίζει µόνο ενεργοποιητικό ρόλο στην από 

τον TGFβ επαγόµενη σηµατοδότηση. Επιπρόσθετα, όπως πρωτοπαρατηρήθηκε στη D. 

melanogaster και επιβεβαιώθηκε αργότερα και στα θηλαστικά, η SARA συµβάλλει στην 

συγκρότηση ενός συµπλόκου που αποτελείται από τις SMAD7-GADD34-PP1c (GADD34, 

ρυθµιστική περιοχή της πρωτεϊνικής φωσφατάσης, PP1), (PP1c, καταλυτική περιοχή της 

PP1) που έχει στόχο την αποφωσφορυλίωση του υποδοχέα τύπου Ι του TGFβ [79, 81]. 

Παρόµοιο ρόλο διαδραµατίζει και η πρωτεΐνη Dullard η οποία καταστέλλει τη 

φωσφορυλίωση του υποδοχέα τύπου Ι του BMP και προάγει την πρωτεοσωµική 

αποικοδόµηση του υποδοχέα τύπου ΙΙ του ίδιου συνδέτη.  

Τέλος, πρόσφατα βρέθηκε οτι ο ρόλος της πρωτεΐνης SARA στα αναπτυσσόµενα 

επιθηλιακά κύτταρα των φτερών της D. melanogaster είναι η στόχευση µορίων του Dpp 

µονοπατιού, όπως ο υποδοχέας Tkv, στα ενδοσώµατα τα οποία συνδέονται µε την άτρακτο 

(spindle machinery) [82]. Με αυτόν τον τρόπο, η SARA διασφαλίζει τόσο την ορθή 

κατανοµή των σηµατοδοτικών µορίων στα δυο θυγατρικά κύτταρα ύστερα από τη µίτωση 

όσο και τη διατήρηση των κατάλληλων επιπέδων Dpp κατά τη διάρκεια της µίτωσης. 

  

1.3.2 Η σηµασία της εσωτερικοποίησης των υποδοχέων στη µεταγωγή του σήµατος 

από την οικογένεια του TGFβ 

Η ενδοκυττάρωση για χρόνια είχε θεωρηθεί, κυρίως, ως το µέσο για τον τερµατισµό της 

µεταγωγής σήµατος µέσω αποικοδόµησης των συµπλόκων των ενεργοποιηµένων 

υποδοχέων, µετά την εσωτερικοποίησή τους. Εξαιτίας της µονοµερούς αυτής θεώρησης, η 

προσοχή των ερευνητών είχε επικεντρωθεί κυρίως στον προσδιορισµό των συστατικών 

που είναι απαραίτητα για τη σηµατοδότηση. Εντούτοις, µε τον καιρό γινόταν όλο και πιο 

ξεκάθαρο ότι η σηµατοδότηση δεν εξαρτάται µόνο από την ενεργοποίηση πρωτεϊνών, αλλά 

επίσης στο πού και για πόσο χρονικό διάστηµα το σήµα είναι ενεργό µέσα στο κύτταρο.  

Πρόσφατα ερευνητικά δεδοµένα προτείνουν ότι η σηµατοδοτική µηχανή µπορεί να 

πετύχει υψηλής οργάνωσης αυτορρύθµιση αξιοποιώντας τόσο τη διαµερισµατοποίηση όσο 

και τη λειτουργική ειδικότητα του µονοπατιού της ενδοκυττάρωσης. Είναι προφανές ότι οι 

µελέτες αυτές ανοίγουν νέους δρόµους πέρα από τη συµβατική θεώρηση της 

ενδοκυττάρωσης στην αποικοδόµηση του φορτίου (cargo). Πράγµατι, τα ενδοσώµατα είναι 

ιδανικά για µια τέτοια ρύθµιση καθώς οργανώνονται σε δίκτυα διακριτών µεµβρανών, οι 
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οποίες διασυνδέονται µε ένα αυστηρά ελεγχόµενο σύστηµα µεταφοράς κυστιδίων [83, 84]. 

Η πρόσφατη βιβλιογραφία, λοιπόν, υποστηρίζει την πρόταση ότι τα ενδοσώµατα µπορούν 

να διαδραµατίσουν άµεσο και καθοριστικό ρόλο στη µετάδοση και τον πολλαπλασιασµό 

του σήµατος. Όντως, αµέσως µετά την προσθήκη του συνδέτη το µεγαλύτερο µέρος των 

ενεργοποιηµένων υποδοχέων του επιδερµικού παράγοντα αύξησης (Epidermal Growth 

Factor Receptor, EGFR) καθώς και των πρωτεϊνών που δρουν καθοδικά του µονοπατιού 

(Shc, η Grb2 και η mSOS), δεν εντοπίζονται στην κυτταρική µεµβράνη, αλλά στα πρώιµα 

ενδοσώµατα [85] προτείνοντας έτσι, ένα σηµαντικό ρόλο στη µεταγωγή σήµατος από το 

συγκεκριµένο κυτταρικό διαµέρισµα [86]. Ένας προφανής ρόλος της ενδοκυττάρωσης στη 

µεταγωγή του σήµατος είναι η χρονική ρύθµιση, δεδοµένου ότι η διάρκεια του σήµατος 

είναι µια σηµαντική παράµετρος στη σηµατοδότηση [87]. Η διάρκεια ζωής των 

σηµατοδοτικών συµπλόκων εξαρτάται από διάφορες παραµέτρους, συµπεριλαµβανοµένων 

της κινητικής, της εσωτερικοποίησης των υποδοχέων και των ενδοκυτταρικών προορισµών 

τους. Η διάρκεια εξαρτάται επίσης από το ποσοστό των υποδοχέων που αποικοδοµούνται 

έναντι εκείνων που ανακυκλώνονται στην πλασµατική µεµβράνη. Αξίζει να σηµειωθεί ότι 

ακόµη και µέσα σε µια οικογένεια υποδοχέων αυτές οι παράµετροι µπορούν να διαφέρουν 

σηµαντικά [88]. 

Ειδικότερα, οι υποδοχείς του TGFβ εισέρχονται στο εσωτερικό του κυττάρου µε 

δυο κυρίως διακριτά µονοπάτια, α) το µονοπάτι της διαµεσολαβούµενης από την κλαθρίνη 

ενδοκυττάρωσης [89] και β) το µονοπάτι µέσω των caveolae [90]. Το µονοπάτι της 

ενδοκυττάρωσης διαµέσου των caveolae έχει δειχθεί ότι παίζει σηµαντικό ρόλο στην 

αποικοδόµηση των υποδoχέων από το πρωτεόσωµα και κατ΄επέκταση στην αρνητική 

ρύθµιση της σηµατοδότησης από τον TGFβ. Αντίθετα, άλλες παρατηρήσεις τονίζουν ότι η 

διαµεσολαβούµενη από την κλαθρίνη ενδοκυττάρωση παίζει θετικό ρόλο και προάγει τη 

σηµατοδότηση από τον TGFβ. Πράγµατι, µετά την εσωτερικοποίηση σε καλυµµένα µε 

κλαθρίνη κυστίδια, οι υποδοχείς εντοπίζονται για µεγάλο χρονικό διάστηµα κυρίως στα 

πρώιµα ενδοσώµατα, ενώ επίσης έχουν βρεθεί και σε ανακυκλούµενα ενδοσώµατα 

(recycling endosomes) [90]. Εξάλλου, αναστολή της διαµεσολαβούµενης από κλαθρίνη 

ενδοκυττάρωσης, είτε µε κυρίαρχα αρνητικές µορφές της δυναµίνης (dynamin) ή της 

EPS15 είτε µε µείωση του Κ+, οδηγούν σε αναστολή της µεταγωγής του σήµατος από τον 

TGFβ [91].  

                                                               
 



                             27                                                         ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

                                                                                                                  

Από την άλλη πλευρά, τα πρώιµα ενδοσώµατα είναι εµπλουτισµένα στην πρωτεΐνη 

SARA [92, 93] γεγονός που καθιστά το κυτταρικό αυτό διαµέρισµα κοµβικό σηµείο για τη 

δηµιουργία των συµπλόκων υποδοχέων/SARA/SMAD2-3. Ειδικότερα στη µεταγωγή του 

σήµατος από τον TGFβ, η πρωτεΐνη SARA στρατολογείται ειδικά στα πρώιµα ενδοσώµατα 

στην υποπεριοχή που εντοπίζεται η πρωτεΐνη Rab5. Επιπλέον, η περιοχή αυτή είναι 

πλούσια στο λιπίδιο PI(3)P. Είναι επίσης σηµαντικό ότι η SARA εµφανίζεται να 

διαδραµατίζει διττό ρόλο στα ενδοσώµατα, ρυθµίζοντας τόσο την µεταγωγή σήµατος όσο 

και τη µετακίνηση φορτίου µέσω του Rab5 κυτταρικού διαµερίσµατος [93, 94]. Ο 

συνεντοπισµός του υποδοχέα του TGFβ µε την πρωτεΐνη SARA είναι απαραίτητος για την 

φωσφορυλίωση της SMAD2 και τη µετάδοση του σήµατος, γεγονός που εξηγεί γιατί η 

εσωτερικοποίηση του υποδοχέα του TGFβ στα πρώιµα ενδοσώµατα είναι αναγκαία για τη 

σωστή µεταγωγή του σήµατος. Μια ενδιαφέρουσα παρατήρηση που έγινε στο εργαστήριο 

του κ. Φώτση, είναι ότι η υπερέκφραση της συνεχώς ανενεργής Rab5 (Rab5S34N) προάγει 

τη µεταγωγή του σήµατος από τον TGFβ, ενώ η υπερέκφραση της συνεχώς ενεργής 

µορφής Rab5 (Rab5Q79L) δεν έχει καµία επίδραση [93]. Μια εξήγηση για αυτήν την 

παρατήρηση είναι ότι η αναστολή της Rab5 µπορεί να τροποποιήσει τη µεταφορά των 

υποδοχέων διαµέσου των πρώιµων ενδοσωµάτων, αναδεικνύοντας έτσι την επίδραση της 

ενδοκυτταρικής κυκλοφορίας στη µεταγωγή του σήµατος. Επίσης, η ουσία wortmannin, η 

οποία αναστέλλει την κινάση PI3K και µειώνει την ενδοσωµικό απόθεµα των λιπιδίων 

PtdIns3P, όπως και η υπερέκφραση της SARA στην οποία έχει αφαιρεθεί η FYVE περιοχή, 

που είναι υπεύθυνη για τη σύνδεση µε τις µεµβράνες, έχουν το ίδιο αποτέλεσµα της 

αναστολής της σηµατοδότησης από τον TGFβ [93]. Εποµένως, το µονοπάτι της 

διαµεσολαβούµενης από την κλαθρίνη ενδοκυττάρωσης προάγει το συνεντοπισµό των 

υποδοχέων µε καθοδικά µόρια του σήµατος όπως τη SARA και τη SMAD2 πρωτεΐνη στα 

πρώιµα ενδοσώµατα. 
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Σχήµα 1.7: Η εσωτερικοποίηση του TGFβ υποδοχέα µέσω της κλαθρίνης και της 
διαµεσολαβούµενης από λιπιδιακά rafts ενδοκυττάρωσης. Στην πλασµατική µεµβράνη, το 
τετραµερές σύµπλοκο του υποδοχέα (TGFβR) εσωτερικοποιείται από δύο διακριτά 
µονοπάτια ενδοκυττάρωσης. Το σύµπλοκο TGFβR απαρτίζεται από δυο τύπου-I TGFβRs 
(TβRIs) και δυο τύπου-II TGFβRs (TβRIIs), και σε αυτό το σύµπλοκο, ο συνεχώς ενεργός 
TβRII φωσφορυλιώνει τον TβRI. Για λόγους σχηµατικής απλότητας, το τετραµερές σύµπλοκο 
παρουσιάζεται ως ένα διµερές σύµπλοκο TβRII–TβRI. Στη διαµεσολαβούµενη από κυστίδια 
καλυµµένα µε κλαθρίνη πορεία, οι υποδοχείς κατευθύνονται στα πρώιµα ενδοσώµατα, τα 
οποία είναι εµπλουτισµένα µε 3-φωσφορική φωσφατιδυλοϊνοσιτόλη (PtdIns3P). Στο σηµείο 
αυτό οι υποδοχείς αλληλεπιδρούν µε τις πρωτεΐνες SARA και HRS (hepatocyte-growth-
factor-regulated tyrosine-kinase, HRS) που είναι συνδεδεµένες µε τη SMAD2. Η 
κυτταροπλασµατική cPML (promyelocytic leukaemia protein, PML) που αλληλεπιδρά µε 
τους υποδοχείς TGFβRs, τη SARA και τις SMADs, είναι απαραίτητη για τον ενδοσωµικό 
εντοπισµό των παραπάνω πρωτεϊνών [95]. Αξίζει να σηµειωθεί ότι η SARA, η SMAD2 και η 
cPML είναι πιθανό ότι αλληλεπιδρούν µε τα σύµπλοκα TGFβ–TGFβR στην πλασµατική 
µεµβράνη. Από τα πρώιµα ενδοσώµατα, οι υποδοχείς TGFβRs είναι ικανοί να µετάγουν το 
σήµα (µέσω της φωσφορυλίωσης της SMAD2) και ανακυκλώνονται πίσω στην κυτταρική 
επιφάνεια.. Στο µονοπάτι ενδοκυττάρωσης που διαµεσολαβείται από λιπιδιακά-raft/caveolae, 
οι υποδοχείς TGFβRs συνδέονται µε την SMAD7–SMURF2 και εσωτερικοποιούνται στα 
θετικά στην  caveolin-1 κυστίδια. Αυτό οδηγεί στην εξαρτώµενη από την ουβικουιτίνη 
αποικοδόµηση των υποδοχέων. Ωστόσο, το ακριβές κυτταρικό διαµέρισµα στο οποίο οι 
υποδοχείς αποικοδοµούνται δεν έχει ακόµη χαρακτηριστεί. AP2, adaptor protein-2; P, 
phosphate [96]. 
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1.4 Αρνητική ρύθµιση της µεταγωγής του σήµατος από τον TGFβ 

1.4.1 Οι ανασταλτικές SMADs πρωτεΐνες 

Οι ανασταλτικές I-SMADs (SMAD6 και SMAD7) πρωτοανακαλύφθηκαν ως οι vascular 

SMADs που επάγονται ισχυρά από διατµητική τάση (shear stress) του ενδοθηλίου και είναι 

οι φυσικοί αναστολείς της ενεργοποίησης των R-SMAD που επάγεται από τον TGFβ [97]. 

Ο τοµέας MH2 των I-SMADs παρουσιάζει δοµικές οµοιότητες µε αυτόν των πρωτεϊνών R-

SMADs και Co-SMADs ενώ η άµινο τελική περιοχή διαφέρει πάρα πολύ σε σχέση µε τις 

άλλες SMADs. Οι I-SMADs υπερεκφράζονται πολύ γρήγορα ύστερα από την 

ενεργοποίηση του µονοπατιού από τον TGFβ λαµβάνοντας µέρος στην ανάδροµη αρνητική 

ρύθµιση [98, 99]. Οι I-SMADs ασκoύν τις ανταγωνιστικές δράσεις τους µε ποικίλους 

τρόπους. Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, είναι γνωστό ότι οι I-SMADs αλληλεπιδρούν 

µε τον τύπου Ι υποδοχέα, µε αποτέλεσµα την εµπόδιση της ενεργοποίησης των SMAD 

[99]. Ενώ η SMAD7 είναι γενικός αναστολέας της µεταγωγής του σήµατος από τον TGFβ, 

η SMAD6 θεωρείται ότι είναι ειδική για την αναστολή του BMP µονοπατιού [98]. 

Ειδικότερα, η SMAD7, απουσία διεγέρτη, εντοπίζεται κυρίως στον πυρήνα του κυττάρου 

ενώ µεταφέρεται στο κυτταρόπλασµα ύστερα από επαγωγή µε TGFβ [98]. Επιπλέον, για τη 

SMAD6 έχει δειχθεί ότι ασκεί τις ανασταλτικές τις δράσεις µέσω ανταγωνισµού µε τη 

SMAD4 για τη σύνδεση στη SMAD1 αποτρέποντας έτσι το σχηµατισµό του συµπλόκου 

SMAD1/SMAD4 [100]. Ακόµη, έχει δειχθεί ότι στρατολογεί τον συν-καταστολέα (co-

repressor) CtBP και έτσι καταστέλλει τη µεταγραφή [101]. Τέλος, οι I-SMADs 

στρατολογούν τους παράγοντες Smurfs στους υποδοχείς και στις SMAD πρωτεΐνες και µε 

αυτόν τον τρόπο επάγουν την ουβικουιτινίωση και την αποικοδόµηση τους.  Πρόσφατες 

µελέτες έδειξαν ότι η SMAD7 µέσω της περιοχής PY (PY motif) συνδέεται µε τις λιγάσες 

της ουβικιτίνης της Smurf1 και Smurf2 [48, 49]. Το σύµπλοκο SMAD7/Smurf 

στρατολογείται στον ενεργοποιηµένο υποδοχέα τύπου Ι και αναστέλλει την 

φωσφορυλίωση των R-SMADs [48]. Στο µεµβρανικό αυτό σύµπλοκο, η Smurf1 επάγει την 

άµεση αποικοδόµηση των υποδοχέων µέσω του πρωτεοσωµικού και λυσοσωµικού 

µονοπατιού [49]. Εκτός από τις I-SMAD, οι πρωτεΐνες Smurf συνδέονται και µε τις R-

SMADs, τις οποίες οδηγούν σε ουβικουιτινίωση και αποικοδόµηση στο πρωτεόσωµα. Η 

Smurf1 συνδέεται επιλεκτικά µε τις R-SMAD της οικογένειας BMP, ενώ η Smurf2 

συσχετίζεται και µε τις R-SMADs της οικογένειας TGF-β/ακτιβίνης, αλλά και µε τις BMP 
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R-SMADs [102]. Συγκεκριµένα µοτίβα στις πρωτεΐνες Smurf (WW µοτίβα) αναγνωρίζουν 

συγκεκριµένες περιοχές στην ενδιάµεση περιοχή (linker region) των R-SMAD πλούσιες σε 

προλίνες (PY µοτίβα) [49]. Η αποικοδόµηση των R-SMAD από τις Smurf ελαττώνει την 

ικανότητα της υπεροικογένειας του TGFβ να µετάγει συγκεκριµένες κυτταρικές 

ανταποκρίσεις [102]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 1.8: Γενική απεικόνιση των επιπέδων ρύθµισης του TGFβ µονοπατιού. Τα 
µπλε και γκρι βέλη δείχνουν ενεργοποίηση και απενεργοποίηση αντίστοιχα [103].   
 

 

1.4.2 Ουβικουιτινιλίωση 

Πολλές φορές τα κύτταρα προκειµένου να αποικοδοµήσουν ανεπιθύµητες πρωτεΐνες 

χρησιµοποιούν το σύστηµα της oυβικουιτίνης-πρωτεοσώµατος. Με το σύστηµα αυτό, οι 

πρωτεΐνες που πρόκειται να αποικοδοµηθούν συχνά διακρίνονται από την παρουσία µιας 

βραχείας αλληλουχίας αµινοξέων η οποία στοχοποιεί την πρωτεΐνη ως υποψήφια για 

προσθήκη µορίων ουβικιτίνης και τελικά αποικοδόµηση από το πρωτεόσωµα. Αυτό το 

πρωτεολυτικό σύστηµα που εξαρτάται από την oυβικουιτίνη, αναγνωρίζει επίσης και 
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αποικοδοµεί µετουσιωµένες πρωτεΐνες, πρωτεΐνες µε λανθασµένη πτύχωση, όπως και 

πρωτεΐνες οι οποίες περιέχουν αµινοξέα που έχουν υποστεί οξείδωση ή κάποια άλλη 

βλάβη. Τα ένζυµα που καταλύουν την προσθήκη της oυβικουιτίνης στις πρωτεΐνες αυτές 

φαίνεται ότι αναγνωρίζουν ειδικά σήµατα που αποκαλύπτονται στην επιφάνεια των 

πρωτεϊνών από λάθος πτύχωση ή χηµική βλάβη (όπως αλληλουχίες αµινοξέων ή δοµικά 

µοτίβα τα οποία, συνήθως, είναι απροσπέλαστα και κρυµµένα στο εσωτερικό των µορίων). 

Το µονοπάτι αυτό ελέγχεται από ένα σύνολο ενζύµων που περιλαµβάνει τα Ε1 

ενεργοποιητές της ουβικιτίνης, τα Ε2 συζευγµένα µε oυβικουιτίνη και τις Ε3 λιγάσες 

πρωτεΐνες-oυβικουιτίνης [104]. Οι Ε3 λιγάσες στρατολογούν υποστρώµατα στη µηχανή 

της oυβικουιτίνης χαρακτηρίζοντας ποιές πρωτεΐνες πρόκειται να αποικοδοµηθούν. 

Συγκεκριµένες SMADs και οι τύπου Ι υποδοχείς προορίζονται για ουβικουιτινιλίωση. Η 

SMAD7 και η SMAD6 αλληλεπιδρούν µε τις Smurfs, οι οποίες είναι λιγάσες µε HECT-

τοµέα oυβικουιτίνης και οι οποίες οδηγούν τους υποδοχείς του TGFβ για αποικοδόµηση 

[49, 63, 105].  

 

1.4.3 Αναστολή της ενεργότητας των υποδοχέων του TGFβ-Φωσφατάσες 

Η ρύθµιση της ισορροπίας της πρωτεϊνικής φωσφορυλίωσης ελέγχεται αυστηρά από τις 

κινάσες και τις φωσφατάσες. Οι φωσφατάσες είναι ένζυµα που υδρολύουν το 

φωσφοεστερικό δεσµό των πρωτεϊνών, λιπιδίων ή µικρών µορίων-υποστρωµάτων. Οι 

φωσφατάσες είναι βασικοί ρυθµιστές πολλών βιολογικών διαδικασιών. Οι πρωτεϊνικές 

φωσφατάσες µπορούν να κατηγοριοποιηθούν σε τρεις µεγάλες οµάδες: α) πρωτεϊνικές 

φωσφατάσες τυροσίνης (Protein Tyrosine Phosphorylation, PTPs), οι οποίες υδρολύουν 

κατάλοιπα φωσφο-τυροσίνης, β) φωσφατάσες σερίνης/θρεονίνης (Protein Phosphatase, 

PPs) αποφωσφορυλιώνουν κατάλοιπα φωσφο-σερίνης ή/και κατάλοιπα φωσφο-θρεονίνης, 

γ) διπλής εξειδίκευσης φωσφατάσες (Dual Specificity Phosphatases, DUSPs), γνωστές και 

ως MAPΚ φωσφατάσες (MAPK phosphatases, MKPs), οι οποίες αποφωσφορυλιώνουν 

τόσο κατάλοιπα φωσφορυλιωµένης τυροσινης όσο και φωσφορυλιωµένης θρεονίνης. 

Ιστορικά, οι φωσφατάσες σερίνης/θρεονίνης ήταν ανάµεσα στις πρώτες φωσφατάσες που 

αναγνωρίστηκαν κατά τη δεκαετία του 1970. Στη συνέχεια αναγνωρίστηκαν οι πρωτεϊνικές 

φωσφατάσες της τυροσίνης (δεκαετία 1990) και, τέλος, οι φωσφατάσες διπλής 

εξειδίκευσης (από το 1993 µέχρι σήµερα). Οι υποδοχείς του TGFβ είναι κινάσες 
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σερίνης/θρεονίνης και για το λόγο αυτό είναι στόχοι των φωσφατασών σερίνης/θρεονίνης. 

Ειδικότερα, µελέτες στην Drosophila melanogaster έχουν δείξει ότι η PP1 ρυθµίζει 

αρνητικά τη µεταγωγή του σήµατος από τον TGFβ. Ο µοριακός µηχανισµός για την 

παραπάνω δράση της φωσφατάσης είναι µέσω της δέσµευσης της στον υποδοχέα dpp ο 

οποίος είναι υποδοχέας τύπου Ι µε ένα τρόπο που εξαρτάται από τη  πρωτεΐνη SARA [81]. 

Οι ίδιοι ερευνητές σε µια προσπάθεια να διευρύνουν την έρευνα τους για την ανασταλτική 

δράση της PP1 στο µονοπάτι του dpp χρησιµοποίησαν αναστολείς της φωσφατάσης 

σερίνης/θρεονίνης (αναστολέας-2) και έδειξαν ότι η αναστολή της ενεργότητας της PP1 

είχε ως αποτέλεσµα φαινότυπο που χαρακτηρίζονταν από υπερανεπτυγµένα φτερά [106]. 

Επιπλέον, πρόσφατη µελέτη έδειξε ότι η πρωτεΐνη SMAD7 αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη 

GADD34, η οποία είναι µια ρυθµιστική υποµονάδα της PP1c και ακόµη ότι η PP1c 

στρατολογείται στο σύµπλοκο των πρωτεϊνών που απαρτίζεται από τον υποδοχέα TGFβ 

τύπου Ι, τη SMAD7 και τη GADD34 προκειµένου να αποφωσφωρυλιώσει τον υποδοχέα 

TGFβ τύπου Ι [79]. 

 

1.4.4 Ρύθµιση των κυτταρικών αποκρίσεων από τις SMADs 

Πολλές από τις πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε τις SMADs µπορούν να ρυθµίζουν τις 

εξαρτώµενες από τις SMADs κυτταρικές αποκρίσεις συγκρατώντας αυτές σε συγκεκριµένα 

υποκυτταρικά διαµερίσµατα ή ακόµη και επηρεάζοντας αρνητικά τη δηµιουργία του 

συµπλόκου R-SMAD/SMAD4. Είναι γεγονός ότι αρκετές πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε 

τις SMADs έχει δειχθεί ότι δρουν µε τον παραπάνω τρόπο (σχήµα 1.6). Για παράδειγµα, η 

κυτταροπλασµατική SnoN πρωτεΐνη, ένας µεταγραφικός συν-καταστολέας έχει δειχθεί ότι 

αποµονώνει τις SMADs στο κυτταρόπλασµα [107]. Επιπρόσθετα, πρόσφατη µελέτη 

αναφέρει ότι η πρωτεΐνη Man1 (γνωστή και ως LEMD3), µια πρωτεΐνη που εντοπίζεται 

στην πυρηνική µεµβράνη, αλληλεπιδρά µε τις R-SMADs και αναστέλλει τη µεταγωγή του 

σήµατος από την οικογένεια του TGFβ περιορίζοντας τις R-SMADs στην εσωτερική 

πυρηνική µεµβράνη [108, 109]. Επιπλέον, η πρωτεΐνη Akt, καθοριστικός παράγοντας της 

κυτταρικής επιβίωσης, έχει προταθεί ότι αναστέλλει την από TGFβ/SMAD3-επαγόµενη 

απόπτωση αλληλεπιδρώντας µε τη µη-φωσφορυλιωµένη SMAD3 πρωτεΐνη 

αποµονώνοντάς την µακριά από τους υποδοχείς του TGFβ [110]. Πρόσφατη µελέτη [111] 

ταυτοποίησε τον TIF1g ως µεταγραφικό παράγοντα της ενεργοποιηµένης R-SMADs ο 
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οποίος ανταγωνίζεται για τη σύνδεση µε τη SMAD4 και πρότεινε ότι το σύµπλοκο R-

SMAD/TIF1g προάγει τη διαφοροποίηση των ερυθροκυττάρων ενώ το σύµπλοκο R-

SMAD/SMAD4 αναστέλλει τον πολλαπλασιασµό των αιµοποιητικών αρχέγονων 

κυττάρων. Με τον τρόπο αυτό η ισορροπία µεταξύ των δυο συµπλόκων R-SMAD/TIF1g 

και R-SMAD/SMAD4 στα αιµοποιητικά αρχέγονα κύτταρα είναι ουσιώδης για την 

εκάστοτε κυτταρική λειτουργία. 

 

1.4.5 Αναστολή της µεταγραφικής ενεργότητας των SMAD πρωτεϊνών 

Η συγγένεια σύνδεσης για το DNA που έχουν οι SMAD πρωτεΐνες είναι σχετικά χαµηλή 

και από µόνες τους δεν είναι ικανές να οδηγήσουν σε µεταγραφή των γονιδίων στόχων του 

µονοπατιού. Ως εκ τούτου, οι SMADs χρειάζονται επιπρόσθετους µεταγραφικούς 

παράγοντες που συνδέονται αποτελεσµατικά µε υποκινητές και στρατολογούν συν-

ενεργοποιητές της µεταγραφής. Για το λόγο αυτό δεν πρέπει να µας εκπλήσσει το γεγονός 

ότι η παρέµβαση τόσο στη σύνδεση των SMAD µε το DNA, όσο και στην προσέλκυση των 

συν-ενεργοποιητών έχει ανασταλτικό αποτέλεσµα σε συγκεκριµένες γονιδιακές αποκρίσεις 

που επάγονται από τις SMAD (σχήµα 1.6) [112]. 

 

1.4.6 Αναστολή της ενεργότητας του υποδοχέα TGFβ 

Η πρωτεΐνη SARA έχει θετικό ρόλο στη µεταγωγή του σήµατος στρατολογώντας τις 

SMAD2/3 στον ενεργοποιηµένο TGFβ υποδοχέα. Η αντίστοιχή της πρωτεΐνη στη D. 

melanogaster έχει δειχθεί ότι ρυθµίζει αρνητικά τον υποδοχέα τύπου Ι Dpp (ορθόλογο µε 

αυτόν των θηλαστικών BMP) παρουσιάζοντας σε αυτόν την πρωτεϊνική φωσφατάση PP1c 

[81]. Στα θηλαστικά η SMAD7 έχει δειχθεί να στρατολογεί ένα σύµπλοκο που απαρτίζεται 

από την πρωτεϊνική φωσφατάση PP1c και την πρωτεΐνη GADD34 στον ενεργοποιηµένο 

υποδοχέα TGFβ τύπου Ι, και έτσι προάγει την αποφωσφορυλίωση και απενεργοποίηση του 

υποδοχέα [79]. Παροµοίως, µε την εύρεση του ρόλου της SARA στη D. melanogaster, η 

συνάθροιση της PP1c µε το σύµπλοκο SMAD7–GADD34, σε κύτταρα θηλαστικών, 

προάγεται από τη SARA και το αποτέλεσµα είναι η πιο αποδοτική αποφωσφορυλίωση του 

τύπου I TGFβ υποδοχέα [79]. Παρόµοιος είναι και ο µηχανισµός µε τον οποίο η PP1a, σε 

ενδοθηλιακά κύτταρα, έχει δειχθεί ότι στρατολογείται στον υποδοχέα ALK1 µε τρόπο που 

εξαρτάται από την πρωτεΐνη SMAD7 και στοχοποιεί έναν άλλο υποδοχέα τύπου Ι, τον 
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ALK1, για αποφωσφορυλίωση [113]. Η Dullard, µια πρωτεΐνη που ρυθµίζει αρνητικά τη 

µεταγωγή του σήµατος από τον BMP, συνδέεται µε τον τύπου Ι BMP υποδοχέα 

προκειµένου να καταστείλει την από τον BMP εξαρτώµενη φωσφορυλίωση και να προάγει 

την πρωτεοσωµική αποικοδόµηση του υποδοχέα BMP τύπου ΙΙ. Τέλος, άµεση φυσική 

αλληλεπίδραση µεταξύ του υποδοχέα BMP τύπου IB και του υποδοχέα µε ενεργότητα 

κινάσης τυροσίνης Ror2 έχει δειχθεί ότι αναστέλλει το SMAD1/5 µονοπάτι, παρέχοντας 

περαιτέρω αποδείξεις ότι οι τυροσινικοί υποδοχείς µε ενεργότητα κινάσης µπορούν να 

ανταγωνίζονται τους υποδοχείς σερίνης/θρεονίνης [114]. 
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1.5 Η πρωτεΐνη ERBIN 

1.5.1 Οι ισοµορφές της ERBIN 

Το γονίδιο που κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη ERBIN αποτελείται από τουλάχιστον 26 

εξόνια και εντοπίζεται στο µεγάλο βραχίονα του χρωµοσώµατος 5. Στην πλειονότητα των 

ιστών έχουν βρεθεί πολλαπλά αντίγραφα του γονιδίου της τα οποία διαφέρουν στην 

κωδικοποιούσα περιοχή. Η περιοχή αυτή τοποθετείται ανοδικά ή και µέσα στον τοµέα PDZ 

[115]. Μέχρι σήµερα έχουν βρεθεί επτά ισοµορφές της πρωτεΐνης. Οι ισοµορφές αυτές 

θεωρείται ότι προέρχονται από εναλλακτικό µάτισµα µεταξύ των εξονίων 21 και 26. Οι 

διαφορές µεταξύ των ισοµορφών εντοπίζονται ανοδικά ή µέσα στον τοµέα PDZ. 

Ειδικότερα, οι ισοµορφές 2, 3, 6 και 7 διαφέρουν από τη µεγαλύτερη σε µήκος ισοµορφή, 

την ισοµορφή 1, σε µια περιοχή που εντοπίζεται ανοδικά του τοµέα PDZ. Είναι ενδιαφέρον 

το γεγονός ότι οι ισοµορφές 4 και 5, οι οποίες δεν έχουν το εξόνιο 24 ή 25, αντίστοιχα, 

παρουσιάζουν ελλειµατική µορφή του τοµέα PDZ. Επιπλέον, έχει βρεθεί µια διαφορά, 

προϊόν πολυµορφισµού (polymorphic difference), στη θέση 3909 A/G, η οποία έχει ως 

αποτέλεσµα την αντικατάσταση K1207E. 

Η πρωτεΐνη ERBIN προσδιορίστηκε για πρώτη φορά ως ο παράγοντας που 

δεσµεύεται στον ERBB2 υποδοχέα [116]. Ο ERBB2 υποδοχέας ανήκει στην οικογένεια 

των υποδοχέων του επιδερµικού αυξητικού παράγοντα EGF (Epidermal Growth Factor, 

EGF) και εντοπίζεται στη βασοπλευρική µεµβράνη των επιθηλιακών κυττάρων γεγονός 

πολύ σηµαντικό για τη λειτουργία του. Με την ανακάλυψή της πρωτεΐνης ERBIN ορίστηκε 

η οικογένεια των πρωτεϊνών (LAP οικογένεια) που αποτελούνται από περιοχές πλούσιες σε 

λευκίνη και φέρουν PDZ τοµέα (βλέπε 1.5.2). Ειδικότερα οι πρωτεΐνες αυτές 

χαρακτηρίζονται από 16 περιοχές πλούσιες σε λευκίνη (LRRs) στο άµινο-τελικό άκρο και 

από µια µέχρι και τέσσερις PDZ τοµείς στο καρβόξυ-τελικό άκρο [116]. O PDZ τοµέας 

αποτελείται από 80-90 αµινοξέα και συνδέεται µε αλληλουχίες που συνήθως βρίσκονται 

στο καρβόξυτελικό άκρο των πρωτεϊνών [117]. Τα αλλά µέλη της οικογένειας (Densin-

180, LET-413, και η Scribble) εµπλέκονται κυρίως στον καθορισµό της κυτταρικής 

πολικότητας. Η πλασµατική µεµβράνη των περισσοτέρων κυτταρικών τύπων που 

παράγονται από τους πολυκύτταρους οργανισµούς είναι πολωµένη. Αυτό κατά κύριο λόγο 

σηµαίνει ότι η µεµβράνη χωρίζεται σε λειτουργικά διακριτές περιοχές µέσω ενός 
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περίπλοκου µηχανισµού ταξινόµησης ο οποίος κατευθύνει τις πρωτεΐνες και τα λιπίδια στις 

κατάλληλες περιοχές της πλασµατικής µεµβράνης. 

 

1.5.2 Η πρωτεϊνική οικογένεια LAP (Leucine-rich repeats and PDZ domain) 

Η οικογένεια περιλαµβάνει 4 πρωτεΐνες στα θηλαστικά (hScrib, ERBIN, Densin-180 και 

Lano), 1 στην Drosophila melanogaster (Scribble) και 1 στο Caenorhabditis elegans (LET-

413). Οι πρωτεΐνες που ανήκουν στην οικογένεια LAP (Leucine-rich repeats and PDZ 

domains, LAP) [118] απαρτίζονται από τους τοµείς PDZ και LRR. Ο τοµέας PDZ 

ονοµάστηκε από τα αρχικά γράµµατα των πρωτεϊνών στις οποίες για πρώτη φορά 

προσδιορίστηκε (PSD-95, Discs-Large και ZO-1, PDZ) ενώ εντοπίζεται στο καρβόξυ 

τελικό άκρο των πρωτεϊνών. Τα µέλη της οικογένειας LAP περιέχουν 1 µέχρι και 4 τοµείς 

PDZ. Από την άλλη πλευρά στο άµινο-τελικό άκρο υπάρχουν 16 επαναλήψεις περιοχών 

πλούσιων στο αµινοξύ λευκίνη (leucine-rich repeats, LRRs). Οι δυο αυτοί κύριοι τοµείς 

που χαρακτηρίζουν την οικογένεια LAP έχουν κύριο λειτουργικό χαρακτηριστικό την 

ιδιότητα τους να δεσµεύονται σε άλλες και να συµµετέχουν µαζί µε άλλες πρωτεΐνες στη 

δηµιουργία συµπλόκων. Ανάµεσα όµως στους δυο προαναφερόµενους τοµείς υπάρχουν 38 

αµινοξέα που απαρτίζουν έναν τοµέα που προσοµοιάζει µε τον LRR. Ο τοµέας αυτός 

ονοµάζεται LAPSDα και είναι τοµέας υπογραφή για την οικογένεια αυτή [118, 119]. Μια 

προσεκτική µελέτη της αλληλουχίας καθοδικά του LAPSD αποκάλυψε µια δεύτερη 

περιοχή που αποτελείται από 24 κατάλοιπα και είναι συντηρηµένη και ειδική για τις 

πρωτεΐνες LAP ενώ δεν έχει σχέση µε το µοτίβο LRR (σχήµα 1.9). Η περιοχή αυτή 

ονοµάζεται LAPSDb. Η περιοχή ανάµεσα στις LAPSDa και LAPSDb ποικίλλει σε µήκος, 

από 41 µέχρι και 132 αµινοξέα και πιθανά σχηµατίζει µια α-έλικα. Η περιοχή αυτή δε 

δείχνει προφανή οµοιότητα ανάµεσα στα µέλη της οικογένειας, εκτός από τις πρωτεΐνες 

ERBIN και Densin-180, στις οποίες παρουσιάζει 56% ταύτιση αµινοξέων. Επιπλέον, η 

Densin-180 έχει επιπρόσθετα 90 aa από το τέλος της α-έλικας µέχρι και την αρχή του 

LAPSDb.  

Πολλές µελέτες έχουν πραγµατοποιηθεί για το λειτουργικό ρόλο των πρωτεϊνών 

που ανήκουν στην LAP οικογένεια, πρωτίστως σε µη νευρωνικές κυτταρικές σειρές. H πιο 

καλά µελετηµένη πρωτεΐνη της οικογένειας αυτής είναι η πρωτεΐνη scribble. Στη 

Drosophila melanogaster η πρωτεΐνη αυτή χρειάζεται για τη διατήρηση της κορυφαίας-
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βασοπλευρικής πολικότητας, της αρχιτεκτονικής των συνάψεων και της κυτταρικής 

πλαστικότητας [120]. Στα κύτταρα θηλαστικών η scribble ρυθµίζει την κυτταρική 

πολικότητα (planar cell polarity)  [121, 122], την κυκλοφορία των υποδοχέων [123], τη 

βασοπλευρική ενδοκυτταρική εντόπιση της πρωτεΐνης APC (adenomatous polyposis coli) 

[124] και την εξωκυττάρωση [125]. Τόσο η scribble [125] όσο και η Densin-180, µια άλλη 

πρωτεΐνη της ίδιας οικογένειας, [126] έχει προταθεί, ότι δρουν ως πρωτεΐνες ικριώµατα 

(scaffolding proteins).  

Η κυτταρική πολικότητα είναι ουσιώδης για τη δράση των κυττάρων που 

εντοπίζονται σε λειτουργικές διεπιφάνειες (physical–functional interfaces). Η κορυφαία 

επιφάνεια ελέγχει πολλές από τις λειτουργίες στις οποίες εξειδικεύονται τα επιθηλιακά 

κύτταρα. Για παράδειγµα τα επιθηλιακά κύτταρα στον πεπτικό σωλήνα (digestive track) 

έχουν µια κορυφαία µεµβράνη που τα προσανατολίζει προς τον αυλό του στοµάχου και 

απορροφά τα θρεπτικά συστατικά µέσω του µεγάλου αριθµού µικρολαχνών. Τα επιθηλιακά 

κύτταρα στο έντερο και το νεφρό έχουν µεγάλη ικανότητα απορρόφησης και έκκρισης και 

η κορυφαία µεµβράνη µπορεί να εσωτερικοποιηθεί και να αντικατασταθεί εξ ολοκλήρου 

µέσα σε ώρες. Από την άλλη πλευρά η βασοπλευρική µεµβράνη µεσολαβεί για τις επαφές 

µε τα γειτονικά επιθηλιακά κύτταρα πλευρικά των κυττάρων και στην βάση της 

βασοπλευρικής µεµβράνης. Η κορυφαία και η βασοπλευρική µεµβράνη διαχωρίζονται 

µεταξύ τους µε εξειδικευµένες µεµβρανικές περιοχές που ονοµάζονται σφικτοί σύνδεσµοι 

ή στενοσύνδεσµοι (tight junctions) και προσκολλητικοί σύνδεσµοι (adherens junction), οι 

οποίοι σφραγίζουν το χώρο ανάµεσα στα κύτταρα και βοηθούν στη στερέωση των 

γειτονικών κύτταρων µεταξύ τους. 

Η ανακάλυψη ότι οι LAP πρωτεΐνες είναι απαραίτητες για την κυτταρική 

πολικότητα των επιθηλιακών κυττάρων έδωσε το έναυσµα για τη µελέτη των µοριακών 

µηχανισµών που εµπλέκονται στη διαδικασία αυτή. Ποικίλες εκδοχές παρέχουν εξήγηση 

για το ρόλο αυτό: α) µπορεί να σχηµατίζουν ένα φραγµό για το διαχωρισµό των 

συστατικών της βασοπλευρικής από την κορυφαία µεµβράνη, β) επιπλέον συµµετέχουν 

στη διαλογή των κυστιδίων µεταφοράς τα οποία συνεχώς µετακινούνται κυκλικά ανάµεσα 

σε διαφορετικά κυτταρικά διαµερίσµατα και µεταφέρουν τις πρωτεΐνες στον κατάλληλο 

προορισµό και τέλος γ) µπορούν να αγκυροβολούν πρωτεΐνες σε συγκεκριµένες περιοχές 

στην κυτταρική µεµβράνη. H πρωτεΐνη let-23, οµόλογη της ERBIN στο νηµατοειδές 
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Caenorhabditis elegans, συγκρατείται στη βασοπλευρική µεµβράνη σχηµατίζοντας ένα 

σύµπλοκο που απαρτίζεται από τρεις πρωτεΐνες όλες µε PDZ τοµέα και παρέχει ένα 

παράδειγµα για την τελευταία υπόθεση. Ο Borg και οι συνεργάτες του έχουν προτείνει ότι 

η πρωτεΐνη ERBIN διαδραµατίζει ένα παρεµφερή ρόλο για τον ERBB2 υποδοχέα [116]. 

Πρόσφατη εργασία παρουσιάζει ότι η SMAD3 συνδέεται µε τρεις πρωτεΐνες (ERBIN, Par-

3, or Dvl-1), µεταξύ των οποίων και η ERBIN. Οι πρωτεΐνες αυτές έχουν πολύ καλά 

τεκµηριωµένο ρόλο στην κυτταρική πολικότητα. Άρα οι ενεργοποιηµένες από τον TGFβ 

SMAD πρωτεΐνες µπορεί να εµπλέκονται στη δηµιουργία της πολικότητας [127]. Αν και ο 

TGFβ δεν είχε προηγουµένως αποδειχθεί ότι συνδέεται άµεσα µε την κυτταρική 

πολικότητα, ωστόσο έχει δειχθεί ότι συνδέεται µε την προαγωγή της επιθηλιακής-

µεσεγχυµατικής µεταδιαφοροποίησης EMT (Epithelial-mesenchymal transition, ΕΜΤ), 

µια διαδικασία που χαρακτηρίζεται από την απώλεια της κυτταρικής πολικότητας, από την 

απώλεια της κυτταρικής εντόπισης της E-cadherin στις κυτταρικές συνδέσεις (cell 

junctions), και την υιοθέτηση ατρακτοειδούς µορφολογίας [128, 129]. Ειδικότερα, ο TGFβ 

ρυθµίζει τον κυτταροσκελετό της ακτίνης και την επιθηλιακή-µεσεγχυµατική 

µεταδιαφοροποίηση (EMT) µέσω κυρίως του εξής µηχανισµού: οι ενεργοποιηµένες 

SMAD ρυθµίζουν γονίδια όπως αυτά που κωδικοποιούν την πρωτεΐνη Snail, έναν 

καταστολέα της µεταγραφής του γονιδίου της Ε- cadherin, οδηγώντας έτσι στη διάλυση 

των συνδέσµων προσκόλλησης. Εναλλακτικά, οι υποδοχείς συνδέουν την πρωτεΐνη 

occludin και την πρωτεΐνη Par6 που εµπλέκεται στην πολικότητα. Κατά την ενεργοποίηση 

από το πρόσδεµα, ο τύπου ΙΙ υποδοχέας φωσφορυλιώνει άµεσα την Par6. Έπειτα, η Par6 

στρατολογεί τη λιγάση ουβικιτινυλίωσης Smurf1, η οποία ουβικιτινιώνει και αποικοδοµεί 

την RhoA, οδηγώντας κατά συνέπεια στη διάλυση των στεγανών συνδέσµων. Η 

συνδυασµένη δράση των δύο µονοπατιών προάγει την επιθηλιακή-µεσεγχυµατική 

µεταδιαφοροποίηση EMT. 
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Σχήµα 1.9: Αρχιτεκτονική οργάνωση των πρωτεϊνών της οικογένειας LAP. Οι 
πρωτεΐνες της οικογένειας αυτής έχουν στο αµινοτελικό άκρο 16 LRR (Leucine-Rich 
Repeats), έναν LRR-like LAPSD τοµέα και από ένα µέχρι και τέσσερεις PDZ τοµείς στο 
καρβοξυτελικό άκρο [130]. 
 

 

1.5.3 Προτεινόµενη υπόθεση για τη δηµιουργία της LAP οικογένειας  

Αν και οι τοµείς LRR και PDZ υπάρχουν στα βακτήρια, σε κύτταρα ζύµης ακόµη και σε 

αναλύσεις πρωτεωµάτων από το φυτικό βασίλειο, η παρουσία και των δύο τοµέων σε µια 

πρωτεΐνη όπως συµβαίνει στις πρωτεΐνες που ανήκουν στην οικογένεια LAP είναι 

µοναδικό χαρακτηριστικό των µετάζωων. Το παραπάνω, προφανώς, συνέβη ύστερα από το 

διαχωρισµό των µυκήτων από τα φυτά και τα µετάζωα. Αν και η λειτουργία του τοµέα 

LRR δεν έχει ακόµη αποσαφηνιστεί πλήρως, ωστόσο έχει προταθεί ότι ο τοµέας αυτός 

καθώς και η LAPSD περιοχή µπορεί να βοηθάει στην αγκυροβόληση της πρωτεΐνης στις 

µεµβράνες [130]. Πολλά περισσότερα είναι γνωστά για τη συνεισφορά του παραπάνω 

τοµέα στη συνάθροιση πρωτεϊνικών συµπλόκων καθώς επίσης και για την εµπλοκή του 

στη µεταγωγή του σήµατος και την ενδοκυτταρική εντόπιση των πρωτεϊνών.  

Γενετικές αναλύσεις που πραγµατοποιηθήκαν σε µύγες και σκουλήκια, δίνουν 

µεγάλη έµφαση στο ρόλο των LAP πρωτεϊνών όσον αφορά την εγκαθίδρυση πολωµένων 

ιστών που διατηρούνται από διακυτταρικά πρωτεϊνικά σύµπλοκα. Θεωρείται [130] ότι οι 

LAP πρωτεΐνες έχουν εξελιχθεί προκειµένου να συµµετέχουν, κατά κύριο λόγω, σε 

γεγονότα που σχετίζονται µε την κυτταρική πολικότητα και ειδικότερα στα τελευταία 

στάδια της µορφογένεσης τα οποία είναι χαρακτηριστικά στα bilaterians, όπως για 
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παράδειγµα η διακυτταρική σύνδεση. Πράγµατι, οι πρωτεΐνες ERBIN και Densin-180 

συνδέονται µε σύµπλοκα καδερίνης/κατενίνης τα οποία είναι πολύ σηµαντικά για τη 

δηµιουργία διακυτταρικών συνδέσεων (cell–cell junctions). Οι διακυτταρικές συνδέσεις 

πιστεύεται ότι βρίσκονται µόνο στα µετάζωα, δηλαδή στα ζώα µε τυπική πολυκυτταρική 

οργάνωση, ανάπτυξη ιστών από 3 εµβρυικά βλαστικά δέρµατα που έχουν τυπικό στάδιο 

βλαστιδίου. Ωστόσο, πρόσφατη µελέτη αναφέρει την ύπαρξη προσκολλητικών συνδέσµων 

(adherens junctions) που περιέχουν µια οµόλογη της β-catenin στο Dictyostelium 

discoideum, ένα µη-µετάζωο ευκαρυωτικό χωρίς όµως, µέχρι σήµερα, να έχει επιβεβαιωθεί 

η ύπαρξη γονιδίων lap στο γονιδίωµα αυτό [131]. Σε µια ενδιάµεση κατάσταση πριν την 

εµφάνιση των Urbilateria, το lap1-like γονίδιο-πρόγονος διπλασιάστηκε και η αλληλουχία 

που κωδικοποιούσε για τον PDZ τοµέα cis-διπλασιάστηκε δίνοντας το έναυσµα για τη 

δηµιουργία του lap4-like γονιδίου (σχήµα 1.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 1.10: Υποθετικό εξελικτικό σενάριο για την οργάνωση της οικογένειας  LAP. 
Οι τοµείς LRR και PDZ εµφανίζονται στα προ-µετάζωα όπου (1) η σύντηξη µεταξύ των 
δυο τοµέων έγινε ύστερα από το διαχωρισµό φυτών-ζύµης/µετάζωων. Ύστερα από µια 
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ακολουθία διπλασιασµών, ο εικαζόµενος κοινός πρόγονος των πρωτοστοµίων και 
δευτεροστοµίων (Urbilateria), πιθανώς είχε ένα LAP1 και ένα LAP4 (2). Ύστερα από  
την έκθεση των µετάζωων σε ακτινοβολία, (3) οι δυο αυτοί τύποι µορίων είναι ακόµη 
παρών στον κλάδο των πρωτοστοµίων, για παράδειγµα στη Drosophila melanogaster, 
ενώ µόνο ένα παραµένει στο C.elegans (4). Στον κλάδο των δευτεροστοµίων, (5) το 
γονιδίωµα Ciona intestinalis (Urochordate), το οποίο δε διπλασιάστηκε, έχει µόνο δυο 
µέλη της οικογένειας LAP (6). Ένας µαζικός γενωµικός διπλασιασµός συνέβη στα 
σπονδυλωτά (vertebrate lineage), µε απότοκο την ανάδυση µιας οικογένειας µε τέσσερα 
µέλη [130]. 

 

Στα Urbilateria, τα δύο µέλη της οικογένειας LAP είναι πολύ πιθανό ότι συνυπάρχουν 

(LAP1 και LAP4). Ο διπλασιασµός του γονιδίου κατά την εµφάνιση των σπονδυλωτών 

[132] µπορεί να εξηγήσει την παρουσία τεσσάρων LAP πρωτεϊνών: δυο πρωτεΐνών LAP1 

(ERBIN και Densin-180), µίας LAP4 (Scribble) και µίας LAP0 (Lano) (σχήµα 1.9). Η 

ισχυρή διακλάδωση της Scribble από τη µύγα και τον άνθρωπο προτείνει: α) έναν 

συντηρηµένο ρόλο της LAP οικογένειας κατά τη διάρκεια της εξέλιξης, β) την ύπαρξη 

συντηρηµένων µοριακών δικτύων τα οποία σχετίζονται µε τα παραπάνω ορθόλογα ειδικά 

όταν αναφερόµαστε για τους τοµείς PDZ και γ) µια δυνητικά ογκοκατασταλτική 

ενεργότητα της ανθρώπινης Scribble, όπως ανάλογα έχει δειχτεί για την Scribble της D. 

melanogaster [133]. Είναι βέβαιο ότι γενετικές µελέτες στα σπονδυλωτά θα αποκαλύψουν 

περισσότερα στοιχεία για τις λειτουργίες κάθε µέλους της οικογένειας LAP. 

 

1.5.4 Επιπρόσθετοι σηµαντικοί ρόλοι της πρωτεΐνης ERBIN 

Η ERBIN πρωτοπροσδιορίστηκε πριν από µια δεκαετία ως η πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά, 

µέσω του τοµέα PDZ, µε τον υποδοχέα ErbB2/HER2 και χρειάζεται για τη βασοπλευρική 

του εντόπιση [116]. Από τότε και µέχρι σήµερα, πολλές πρωτεΐνες βρέθηκαν να 

συνδέονται µε την ERBIN. Ορισµένα παραδείγµατα είναι η PSD-95 [134], η BPAG1 

(Bullous Pemphigoid Antigen 1, BPAG1) και η υποµονάδα β4 της ιντεγκρίνης (integrin 4 

subunit) [115], η p120 κατενίνη [135-138], οι SMADs [127], η EBP50 [139], η Nod2 

[140], η Sur-8 [141] και η πρωτεΐνη-δίαυλος Cav1.3 Ca2+ [142] (σχήµα 1.11). Η ΕRBIN 

ρυθµίζει τόσο τη µεταγωγή του σήµατος από τον NRG1 και τη διαδικασία της 

µυελινοποίησης (myelination), δηλαδή το σχηµατισµό της προστατευτικής ουσίας γύρω 

από τις νευρικές ίνες [143] όσο και την ευαισθησία των κυττάρων MCF-7 στον υποδοχέα 

TRAIL µέσω του µονοπατιού ErbB2/AKT/NF-κB [144]. Επιπρόσθετα, η ERBIN ρυθµίζει 
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τη µορφογένεση των δενδριτικών κυττάρων µέσω της ρύθµισης του εντοπισµού της δ-

catenin [145], ενώ πολύ πρόσφατα βρέθηκε ότι συνεργατικά µε την πρωτεΐνη MERLIN 

ρυθµίζει την κύτταρο-ειδική ενεργοποίηση της PAK2 από τον TGFβ [71]. 

 

 
Σχήµα 1.11: ERBIN είναι µια πολυλειτουργική πρωτεΐνη (multifunctional protein). Τα 
βέλη υποδηλώνουν άµεση σύνδεση. Τα διακεκοµµένα βέλη υποδηλώνουν έµµεση 
αλληλεπίδραση. Οι πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε την ERBIN είναι σε γκρί πλαίσια. Ο 
πιθανός λειτουργικός ρόλος των αλληλεπιδράσεων αυτών είναι σε κίτρινα πλαίσια. Οι 
λεπτοµέρειες περιγράφονται στο κείµενο 1.5.4 [146]. 

 

1.5.5 Ενδοκυτταρική εντόπιση της πρωτεΐνης ERBIN 

H πρωτεΐνη ERBIN και ο υποδοχέας ERBB2/HER2 εντοπίζεται στην πλευρική µεµβράνη 

των ανθρώπινων επιθηλιακών κυττάρων του εντέρου [116]. Στην ίδια εργασία, πειράµατα 

ανοσοϊστοχηµείας ηµίλεπτων κατεψυγµένων ιστικών τοµών (semi-thin frozen) 

προερχόµενων από παχύ έντερο ανθρώπου µε χρήση αντισώµατος έναντι της ενδογενούς 

πρωτεΐνης ERBIN, έδειξαν ότι αυτή συνεντοπίζεται στα επιθηλιακά κύτταρα µε τον 

γνωστό µάρτυρα της βασοπλευρικής µεµβράνης των εντερικών κυττάρων, τον 525 Ag. 

Αντιθέτως, δεν εντοπίστηκε συνεντοπισµός µε το καρκινοεµβρυϊκό αντιγόνο 
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(carcinoembryonic antigen, CEA), γνωστό µάρτυρα της κορυφαίας επιφάνειας, 

επιβεβαιώνοντας ότι η ERBIN, τουλάχιστον σε ανθρώπινα εντερικά κύτταρα, εντοπίζεται 

βασοπλευρικά.  

Αναζητώντας στη βιβλιογραφία πληροφορίες για τον υποκυτταρικό εντοπισµό της 

ERBIN είναι φανερό ότι µέχρι σήµερα ελάχιστες εργασίες έχουν µελετήσει το θέµα αυτό. 

Ειδικότερα, µεµονωµένα θετικά σε ERBIN κυτταροπλασµατικά κυστίδια έχουν περιγράφει 

σε βασικό κυτταρικό καρκίνωµα (basal cell carcinoma) µε την τεχνική της 

ανoσοϊστοχηµείας [147]. Επιπρόσθετα, στικτή (punctate) ERBIN χρώση έχει παρατηρηθεί 

µε ανοσοφθορισµό σε εγγύς δενδριτικά κύτταρα [142]. Επιπλέον, σε κερατινοκύτταρα η 

ERBIN έχει βρεθεί να δεσµεύεται σε συστατικά των ηµιδεσµοσωµάτων όπως για 

παράδειγµα η β4-integrin [115]. Τέλος, έχει προταθεί ότι η ERBIN εµπλέκεται στη 

ρύθµιση της οργάνωσης και τη διατήρηση της διακυτταρικής προσκόλλησης πιθανώς µέσω 

των µικρών GTPασών και ειδικότερα των πρωτεϊνών της οικογένειας Rho [138]. Σε πολλές 

κυτταρικές σειρές, COS-7, 804G, PtK2, HaCat, και PAJEB-β4 κερατινοκύτταρα, η 

χιµαιρική πρωτεΐνη EGFP-ERBIN932–1412 βρέθηκε είτε να είναι διάχυτα κατανεµηµένη σε 

όλο το κυτταρόπλασµα ή να εντοπίζεται στην πλευρική µεµβράνη σε σηµεία επαφής 

µεταξύ των κυττάρων. Επιπλέον, περιστασιακά έχει παρατηρηθεί και πυρηνική χρώση της 

πρωτεΐνης ERBIN. Παρόµοια αποτελέσµατα έδωσε και η πλήρους µήκους πρωτεΐνη 

ERBIN (ισοµορφή 2) συντηγµένη µε τον επίτοπο HA στο καρβόξυ τελικό άκρο της 

πρωτεΐνης [115]. Επιπρόσθετα, σε αδιαφοροποίητα κερατινοκύτταρα, αντίσωµα έναντι της 

ενδογενούς πρωτεΐνης παρουσιάζει κυρίως διάχυτη κυτταροπλασµατική χρώση µε 

ελάχιστη χρώση στην πλασµατική µεµβράνη. Από την άλλη πλευρά σε διαφοροποιηµένα 

κύτταρα, η κυρίαρχη χρώση είναι η µεµβρανική [115]. 

 

1.5.5.1 Παλµιτοϋλίωση και ενδοκυτταρική εντόπιση της ERBIN 

Είναι γνωστό ότι ορισµένες µεµβρανικές πρωτεΐνες συνδέονται οµοιοπολικά µε ένα ή 

περισσότερα λιπίδια διαφόρων τύπων: µακριά αλυσίδα λιπαρών οξέων, ισοπρενοϊδή, 

στερόλες και γλυκοζυλιωµένα παράγωγα της φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης. Το προσκολληµένο 

λιπίδιο παρέχει µια υδροφοβική άγκυρα που εισέρχεται στη λιπιδιακή διπλοστοιβάδα και 

κρατάει την πρωτεΐνη στη µεµβρανική επιφάνεια. Η δύναµη της υδροφοβικής 

αλληλεπίδρασης µεταξύ της διπλοστοιβάδας και µιας µονής αλυσίδας υδρογονανθράκων 
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(single hydrocarbon chain) που συνδέεται µε την πρωτεΐνη, σπάνια είναι ικανή για να την 

αγκυροβολήσει µε ασφάλεια, εξάλλου πολλές πρωτεΐνες έχουν παραπάνω από ένα στοιχείο 

σύνδεσης µε την µεµβράνη. Όταν µια ελλειµµατική κατασκευή, που προκύπτει από 

απαλοιφή µέρος του τοµέα LRR στην άµινο τελική περιοχή της ERBIN (1-32αα), 

υπερεκφράζεται σε κύτταρα η πρωτεΐνη αυτή δεν εντοπίζεται πλέον στην πλασµατική 

µεµβράνη, αλλά στο κυτταρόπλασµα. Επιπλέον, βρέθηκε ότι οι κυστεϊνες στις θέσεις 14 

και 16 στην άµινο τελική περιοχή της ERBIN παλµιτουλιώνονται in vivo. 

Υπερεκφρασµένες κατασκευές στις οποίες η κυστεινη 14 και/ή η κυστεινη 16 

αντικαταστάθηκαν από σερίνες δεν εντοπίζονται στην πλασµατική µεµβράνη, 

υποδηλώνοντας ότι η παλµιτοϋλίωση της ERBIN είναι απαραίτητη για την εντόπισή της 

στην πλασµατική µεµβράνη [148]. Από την άλλη πλευρά, η υπερεκφρασµένη άµινο τελική 

περιοχή της ERBIN (1–196 aa), η οποία δεν έχει το υπόλοιπο µισό της LRR, είναι µεν 

ικανή να υφίσταται παλµιτοϋλίωση, ωστόσο δεν εντοπίζεται στην πλασµατική µεµβράνη 

ενώ παρουσιάζει µια διάχυτη κυτταροπλασµατική κατανοµή. Τα αποτελέσµατα αυτά 

προτείνουν, αν και ο µηχανισµός είναι ακόµη άγνωστος, ότι για την εντόπιση της ERBIN 

στην πλασµατική µεµβράνη χρειάζονται τόσο η παλµιτουλίωση όσο και ο τοµέας LRR. 

Έχει επίσης προταθεί ότι πρέπει να υπάρχουν δυο µορφές της ίδιας πρωτεΐνης µέσα 

στο κύτταρο, η παλµιτοϋλιωµένη και η µή παλµιτοϋλιωµένη. Το αν η ERBIN θα βρίσκεται 

στη µια ή στην άλλη µορφή πιστεύεται ότι ρυθµίζεται από την ισορροπία των ενζυµικών 

ενεργοτήτων PAT και PTE [149]. Είναι ιδιαιτέρα ενδιαφέρον ότι µια σηµειακή µετάλλαξη 

στην περιοχή LRR (P315L) αναστέλλει την παλµιτοϋλίωση της ERBIN. Η παλµιτοϋλίωση 

προάγει τη σύνδεση πρωτεϊνών, που γενικά είναι διαλυτές, µε τις µεµβράνες του κυττάρου. 

Η παλµιτοϋλίωση, πέρα από τη µεµβρανική αγκυροβόληση που µπορεί να προσφέρει στις 

πρωτεΐνες που την υφίστανται, έχει µεγάλο εύρος λειτουργιών [149]. Μεταξύ των 

λειτουργιών περιλαµβάνεται η πρωτεΐνική µεταφορά, η µεταγωγή σήµατος από τις G-

πρωτεΐνες, η συνάθροιση ιοντικών καναλιών (ion channel clustering), η µετα-συναπτική 

πλαστικότητα (post-synaptic plasticity) και η πρωτεΐνική σταθερότητα [149, 150]. Η 

ενδογενής πρωτεΐνη ERBIN, σε κύτταρα HeLa, εντοπίζεται κυρίως στην πλασµατική 

µεµβράνη προσκολλητικών συνδέσµων [148]. Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι σε 

µεµονωµένα κύτταρα HeLa τα οποία δεν έχουν αναπτύξει ακόµη δια-κυτταρικές 

συνδέσεις, η πρωτεΐνη ERBIN δεν εντοπίζεται στην πλασµατική µεµβράνη. 
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ΣΚΟΠΟΣ 
 

Από τα µέχρι σήµερα βιβλιογραφικά δεδοµένα και από πρόσφατες µελέτες του 

εργαστηρίου στο οποίο εκπονήθηκε η διατριβή αυτή, αναδεικνύεται η µεγάλη σηµασία της 

πρωτεΐνης SARA (SMAD Anchor for Receptor Activation) στη µεταγωγή του σήµατος 

από τον αυξητικό παράγοντα µετασχηµατισµού β (TGFβ). Η πρωτεΐνη SARA, που 

εντοπίζεται στο εµπλουτισµένο µε το λιπίδιο PtdIns3P πρώιµο ενδόσωµα, όχι µόνο 

αλληλεπιδρά µε τους υποδοχείς του TGFβ, αλλά ακόµη στρατολογεί τις R-SMAD 

πρωτεΐνες στο σύµπλοκο των υποδοχέων του TGFβ/Ακτιβίνη Α για φωσφορυλίωση.  

Κύριος σκοπός της διατριβής αυτής είναι να εστιάσει µε µεγαλύτερη λεπτοµέρεια 

στους µοριακούς µηχανισµούς δράσης της πρωτεΐνης SARA στη µεταγωγή του σήµατος 

από τον TGFβ και πιο συγκεκριµένα:  

1. Να ταυτοποιήσει πρωτεΐνες οι οποίες αλληλεπιδρούν µε τη SARA χρησιµοποιώντας 

τεχνικές δύο-υβριδίων. 

2. Να χαρακτηρίσει λειτουργικά το ρόλο της αλληλεπίδρασης µε µια από αυτές (ΕRΒΙΝ) 

στη µεταγωγή του σήµατος από τον TGFβ. Συγκεκριµένα: 

2.1. Να επιβεβαιώσει την αλληλεπίδραση SARA-ERBIN µε βιοχηµικές τεχνικές. 

2.2. Να διερευνήσει το κυτταρικό διαµέρισµα στο οποίο συµβαίνει η αλληλεπίδραση 

SARA-ERBIN. 

2.3.  Να χαρτογραφήσει τις περιοχές οι οποίες διαµεσολαβούν την αλληλεπίδραση της 

SARA µε την ERBIN. 

2.4. Να µελετήσει το ρόλο της ERBIN στην καθοδική µεταγωγή του σήµατος του 

TGFβ (φωσφορυλίωση των SMAD2/3 και µεταγραφική ενεργοποίηση γονιδίων 

αναφοράς). 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 
2.1 Κυτταρικές καλλιέργειες- ∆ιαµολύνσεις κυτταρικών σειρών 

Ανθρώπινα ενδοθηλιακά κύτταρα προερχόµενα από φλέβα οµφάλιου λώρου (Human 

Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVEC) αποµονώθηκαν όπως έχει περιγράφει 

προηγουµένως [151]. ∆ιατηρήθηκαν σε θρεπτικό υλικό M199 (µε L-γλουταµίνη και 

Earle’s, Invitrogen), εµπλουτισµένο µε 20% ορό εµβρύου βοός (Fetal calf serum, FCS, 

Invitrogen) θερµικά απενεργοποιηµένο, 58 µg/ml εκχύλισµα ενδοθηλιακής ανάπτυξης 

(Endothelial Cell Growth Supplement, ECGS, Sigma) και 10 units/µl ηπαρίνη (Sigma, 

St.Louis, MO). Τα τρυβλία και οι καλυπτρίδες στα οποία καλλιεργήθηκαν τα HUVEC 

είχαν υποστεί πριν επεξεργασία µε κολλαγόνο αρουραίου τύπου Ι (BD Biosciences) για 30 

λεπτά στους 37οC και εκπλυθεί µε διάλυµα φωσφορικών (Phosphate Buffer Saline, PBS, 

Invitrogen). Για τις ανάγκες των πειραµάτων της εργασίας αυτής χρησιµοποιήθηκαν 

κύτταρα πρώτης γενιάς. Μετασχηµατισµένα επιθηλιακά εµβρυονικά κύτταρα προερχόµενα 

από ανθρώπινο νεφρό (Human Embryonic Kindey, HEK 293) καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό 

υλικό RPMI 1640 εµπλουτισµένο µε 10% ορό εµβρύου βοός θερµικά απενεργοποιηµένο 

(Fetal Bovine Serum, FBS), 100U/ml πενικιλίνη και 100µg/ml στρεπτοµυκίνη. Καρκινικά 

επιθηλιακά κύτταρα από το δέρµα 85άχρονης καρκινοπαθούς (Α431) καλλιεργήθηκαν σε 

θρεπτικό υλικό DMEM µε περιεκτικότητα D-γλυκόζης 1g/L, 10% ορό εµβρύου βοός 

θερµικά απενεργοποιηµένο (Fetal Bovine Serum, FBS), 100U/ml πενικιλίνη και 100µg/ml 

στρεπτοµυκίνη. Ινοβλαστικά κύτταρα από έµβρυο το γονιδίωµα του επίµυος NIH 3T3 (NIH 

3T3, Mouse embryonic fibroblast cell line) καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό DMEM µε 

περιεκτικότητα D-γλυκόζης 1g/L, 10% ορό εµβρύου βοός θερµικά απενεργοποιηµένο 

(Fetal Bovine Serum, FBS), 100U/ml πενικιλίνη και 100µg/ml στρεπτοµυκίνη. Ο χειρισµός 

των κυττάρων πραγµατοποιήθηκε σε εστία κάθετης νηµατικής ροής. Τα κύτταρα 

αναπτύσσονταν σε επωαστικό κλίβανο στον οποίο η θερµοκρασία διατηρούνταν σταθερή 

στους 37οC, επικρατούσαν συνθήκες υγρασίας και η ατµόσφαιρα ήταν εµπλουτισµένη µε 

5% CO2. Όλα τα θρεπτικά υλικά ήταν ελεύθερα τοξινών και εµπλουτισµένα µε 100 U/ml 

πενικιλίνη, 100 µg/ml στρεπτοµυκίνη. Ενδοθηλιακά κύτταρα HUVE τοποθετήθηκαν 24 

ώρες πριν τη διαδικασία διαµόλυνσης, σε τρυβλίο των 24 φρεατίων µε καλυπτρίδες των 

11mm και σε συγκέντρωση 40.000 κύτταρα/φρεάτιο. Για τη διαµόλυνση χρησιµοποιήθηκε 
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το λιπίδιο Metafectene Pro (Biontex Laboratories GmbH, Germany) σε αναλογία µε το 

DNA 4:1 και σε διάλυµα Μ199, µετά από επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 20 λεπτά. 

Το µίγµα διαµόλυνσης προστέθηκε στα κύτταρα, τα οποία βρίσκονταν σε υλικό 

καλλιέργειας Μ199 εµπλουτισµένο µε 5% FCS και διατηρήθηκε για 4h, πριν 

αντικατασταθεί µε πλήρες θρεπτικό µέσο. Τα κύτταρα χρησιµοποιήθηκαν στις διάφορες 

πειραµατικές διαδικασίες µετά από 24 ώρες επώασης σε κλίβανο 37οC και σε 5% CO2.  Τα 

κύτταρα HEK 293 cells διαµολύνθηκαν είτε µε το αντιδραστήριο Lipofectamine 2000 

(www.invitrogen.com), είτε µε το αντιδραστήριο FuGENE 6 (www.roche-applied-

science.com), σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

 

2.2 Αποµόνωση ανθρώπινων ενδοθηλιακών κυττάρων HUVEC 

Για την αποµόνωση ανθρώπινων ενδοθηλιακών κυττάρων HUVEC (Human Umbilical 

Vein Endothelial Cells) χρησιµοποιήθηκε φρέσκος ανθρώπινος οµφάλιος λώρος εντός 

αποστειρωµένου δοχείου µε διάλυµα φωσφορικών (Phosphate Buffer Saline, PBS) από το 

Πανεπιστηµιακό Γενικό Νοσοκοµείο Ιωαννίνων. Μέχρι τη στιγµή της επεξεργασίας 10 

min-3h ο ανθρώπινος οµφάλιος λώρος διατηρείται σε πάγο. Στο ενδιάµεσο ετοιµάζεται η 

κολλαγενάση µε αραίωση σε PBS (0,1% κολλαγενάση) και φιλτράρισµα (0,2µm). Η 

κολλαγενάση παρέµεινε σε υδατόλουτρο 37οC για µία ώρα έως την τελική χρήση της. 

Ακολούθησε καθαρισµός του οµφάλιου λώρου εξωτερικά µε PBS. Με τη βοήθεια µιας 

σύριγγας που περιείχε PBS, εντοπίστηκε µε ψηλάφηση η φλέβα του λώρου από κάθε 

πλευρά και διανοίχθηκε. Στις δύο πλευρές της φλέβας τοποθετήθηκαν βαλβίδες τριών 

σηµείων (3-Way Stopcocks, πεταλούδες) και δέθηκαν µε χειρουργικό νήµα. Στη συνέχεια, 

η φλέβα πλύθηκε εσωτερικά µε το απαιτούµενο PBS προκειµένου αυτό να εξέρχεται 

καθαρό από την άλλη πλευρά της. Από το ένα άκρο, η φλέβα διαποτίστηκε µε τη µέγιστη 

δυνατή ποσότητα κολλαγενάσης (περίπου 20ml). Προσοχή απαιτείται ώστε να µην υπάρχει 

αέρας εντός της φλέβας και διαρροή. Ακολούθησε επώαση του λώρου σε βάζο µε PBS 

(που βρισκόταν ήδη σε υδατόλουτρο στους 37οC) για 12 λεπτά στους 37οC. Κατά τη 

διάρκεια των 12 λεπτών, τοποθετήθηκαν 5ml κολλαγόνο τύπου Ι (συγκέντρωσης 50µg/ml) 

σε τρυβλίο 10cm και ακολούθησε επώαση του σε κλίβανο 37οC. Λίγο πριν περάσουν τα 12 

λεπτά, δύο σύριγγες τοποθετήθηκαν στα άκρα του λώρου, η µία εκ των οποίων γεµάτη 

θρεπτικό υλικό Μ199 εµπλουτισµένο µε 5% FCS. Με το πέρας των 12 λεπτών, το θρεπτικό 
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υλικό µεταφέρθηκε µε πίεση στην άλλη σύριγγα (ώστε να παρασύρει τα κύτταρα και να 

απενεργοποιήσει την κολλαγενάση) και από εκεί σε ένα σωλήνα φυγοκέντρησης. Το 

τελευταίο επαναλήφθηκε άλλη µία φορά. Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 

1700rpm και 24οC και έπειτα αφαιρέθηκε το υπερκείµενο ενώ το κυτταρικό ίζηµα 

επαναιωρήθηκε σε 10ml πλήρες θρεπτικό υλικό για HUVEC. Στη συνέχεια αφαιρέθηκε το 

κολλαγόνο από το τρυβλίο και πλύθηκε δύο φορές µε 10ml PBS. Τέλος, τα κύτταρα 

στρώθηκαν στο τρυβλίο, και αναπτύχθηκαν στον επωαστικό κλίβανο. Μετά από πέντε 

ώρες, τα κύτταρα πλύθηκαν µε PBS και προστέθηκε νέο θρεπτικό υλικό. Το ίδιο 

επαναλήφθηκε και την επόµενη µέρα ώστε να αποµακρυνθούν τυχών ερυθρά κύτταρα που 

παρασύρθηκαν µαζί µε τα HUVEC. Η κολλαγενάση και το κολλαγόνο προέρχονται από 

την εταιρία Sigma (http://www.sigmaaldrich.com). 

 

2.3 ∆ηµιουργία σταθερά διαµολυσµένων κυτταρικών σειρών 

Κύτταρα Α431 διαµοιράσθηκαν σε τρία τρυβλία των 10cm2 προκειµένου την επόµενη 

µέρα η οπτική πληρότητα των κυττάρων να είναι 50-60%. Με χρήση του αντιδραστηρίου 

διαµόλυνσης FuGENE6 και σύµφωνα µε το πρωτόκολλο του κατασκευαστή τα τρυβλία 

διαµολύνθηκαν µε το πλασµιδίο pGL3-basic/(CAGA)12-Luc και το πλασµιδίο που 

κωδικοποιεί το γονίδιο αντοχής στην πουροµυκίνη. Την επόµενη µέρα, τα τρυβλία 

διαµοιράσθηκαν 1:20 σε πέντε τρυβλία των 10cm2. Τα κύτταρα παρέµειναν για λίγες µέρες 

στον επωαστικό κλίβανο. Τα µη διαµολυσθέντα κύτταρα που είχαν αντιβιοτικό 

θανατώθηκαν ενώ στα διαµολυσθέντα κύτταρα που είχαν αντιβιοτικό, οι αποικίες που 

αναπτύχθηκαν σηµάνθηκαν και τοποθετήθηκαν δακτύλιοι αποµόνωσης σε κάθε αποικία. 

Μέσα σε κάθε δακτύλιο προστέθηκαν 100µl τρυψίνης και κάθε αποικία επιλέχθηκε, και 

στρώθηκε σε φρεάτιο από τρυβλίο 24άρων φρεατίων µε πλήρες θρεπτικό υλικό. Από εδώ 

και στο εξής το θρεπτικό υλικό περιείχε πάντα και 0,4µg/ml πουροµυκίνη. Στις αποικίες 

πραγµατοποιήθηκε δοκιµή για την ανταπόκριση του κλώνου στον TGFβ, συνθήκες 

µηδενικού ορού για οκτώ ώρες και ενεργοποίηση µε +/- 2.5 ng/ml TGFβ για 16 ώρες και 

δοκιµή ενεργοποίησης µε +/- 50 ng/ml Ακτιβίνης Α, ενώ επιλέχθηκαν οι 15 καλύτεροι 

κλώνοι µε ανταπόκριση σε TGFβ και Ακτιβίνη Α. Η επόµενη γενιά σταθερά 

διαµολυσµένων κυτταρικών σειρών (Α431/(CAGA)12-Luc/Ren) περιλάµβανει την ένταξη 

του γονιδίου της Renilla στο γένωµα των ανωτέρω δύο επιλεγµένων κλώνων. Τελικά, 
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προέκυψε ένας νέος κλώνος από τους δυο ανωτέρω κλώνους, ενώ η διαµόλυνση 

πραγµατοποιήθηκε µε το πλασµίδιο pRL-TK Vector (της εταιρίας Promega, που 

κωδικοποιεί το γονίδιο της Renilla) και το πλασµίδιο που κωδικοποιεί το γονίδιο αντοχής 

στo αντιβιοτικό G418 (0,75mg/ml). 

 

2.4 Κατασκευή, πολλαπλασιασµός και τιτλοποίηση ανασυνδυασµένων αδενοϊών 

Οι ανασυνδυασµένοι αδενοϊοί κατασκευάστηκαν σύµφωνα µε την διαδικασία που 

προτείνει η εργασία [152] και η διαδικασία περιγράφεται αναλυτικά στην ιστοσελίδα 

(www.coloncancer.org/adeasy.htm). Όλοι οι φορείς και τα στελέχη βακτηρίων για τη 

δηµιουργία των αδενοϊών ήταν ευγενική προσφορά του κ. Bert Vogelstein (The John 

Hopkins Medical Institutions, Bartimore, MD). Η γνώση του τίτλου των ιών, αφού 

γνωρίζουµε και τον αριθµό των κυττάρων, είναι χρήσιµη στον υπολογισµό του ΜΟΙ 

(Multiplicity Of Infection, πολλαπλότητα της µόλυνσης), που εκφράζει τον αριθµό των 

ιών που αντιστοιχούν σε κάθε κύτταρο. Η τιτλοποίηση των αδενοϊών έγινε µε τη 

δοκιµασία των πλακών (plaque assay). Κύτταρα 293 καλλιεργήθηκαν σε τρυβλίο 6 

φρεατίων (5x105 κύτταρα ανά φρεάτιο) µέχρι το 80-90% της πληρότητας τους. Την 

επόµενη µέρα, µολύνθηκαν µε 5µl από διαφορετικές αραιώσεις του ιού (10-2, 10-3, 10-4, 

10-5). Μετά από 4 ώρες µόλυνσης τα κύτταρα επικαλύφθηκαν µε 4ml άγαρ επικάλυψης 

που περιέχει 20mM Hepes, 12,5mm MgCl2, 1% αγαρόζη (Gibco BRL), σε πλήρες 

θρεπτικό υλικό RPMI 1640. Για την αποφυγή του στεγνώµατος της αγαρόζης πριν από το 

σχηµατισµό των πλακών, προστέθηκε PBS µεταξύ των φρεατίων και το τρυβλίο 

τυλίχθηκε µε πάραφιλµ. Η εµφάνιση των πλακών έγινε µετά από επτά µέρες ενώ στο 

µεταξύ έγιναν συνεχείς µετρήσεις ως την πλήρη εµφάνιση των πλακών. Tόσο ο 

πολλαπλασιασµός, όσο και η µέτρηση του τίτλου των ιών πραγµατοποιούνται στις 

λεγόµενες κυτταρικές σειρές πακεταρίσµατος (packaging lines). Έτσι, για τους αδενοϊούς 

χρησιµοποιείται η κυτταρική σειρά 293 που παρέχει τα γονίδια του αδενοϊού Ε1 και Ε3. 

Κύτταρα 293 καλλιεργήθηκαν σε φλάσκες Τ-175 σε πληρότητα 80-90%. Για την µόλυνση 

χρησιµοποιήθηκε αδενοϊός µε ΜΟΙ 5 από προηγούµενο πολλαπλασιασµό του ιού σε 

φλάσκα Τ75. Όταν το 50% των κυττάρων αποκολλήθηκε, τα κύτταρα συλλέχθηκαν µαζί 

µε το θρεπτικό υλικό. Τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν σε 5000g, για 5 λεπτά, στους 4οC 

και το ίζηµα επαναιωρήθηκε σε 5 ml PBS. Ακολούθησε λύση των κυττάρων µε την 
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διαδικασία ψύξης-τήξης σε 4 κύκλους. Τέλος, πραγµατοποιήθηκε φυγοκέντρηση (5000g, 

για 5 λεπτά, στους 4οC) και το υπερκείµενο κλασµατοποιήθηκε. Ο πολλαπλασιασµός και 

η µέτρηση του τίτλου των ιών πραγµατοποιούνται στις λεγόµενες κυτταρικές σειρές 

πακεταρίσµατος (packaging lines). Έτσι για τους αδενοϊούς χρησιµοποιείται η κυτταρική 

σειρά HEK 293 που παρέχει τα γονίδια του αδενοϊού Ε1 και Ε3. Κύτταρα HEK 293 

καλλιεργήθηκαν σε φλάσκες Τ-175 σε πληρότητα 80-90%. Για τη µόλυνση 

χρησιµοποιήθηκε αδενοϊός µε ΜΟΙ 5 από προηγούµενο πολλαπλασιασµό του ιού σε 

φλάσκα Τ75. Όταν το 50% των κυττάρων αποκολλήθηκε, τα κύτταρα συλλέχθηκαν µαζί 

µε το θρεπτικό υλικό. Τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν σε 5000g, για 5 λεπτά, στους 4οC 

και το ίζηµα επαναιωρήθηκε σε 5 ml PBS. Ακολούθησε λύση των κυττάρων µε την 

διαδικασία ψύξης-τήξης σε 4 κύκλους. Τέλος πραγµατοποιήθηκε φυγοκέντρηση (5000g, 

για 5 λεπτά, στους 4οC) και το υπερκείµενο κλασµατοποιήθηκε. 

 

2.5 Πλασµιδιακές κατασκευές και siRNAs 

Οι πλασµιδιακές κατασκευές της πρωτεΐνης ERBIN GST-ERBIN 1240-1371 (E4), myc-

ERBIN 1-1371 (ισοµορφή 2), myc-ERBIN P315L, καθώς και η myc-ERBIN LRR ήταν µια 

ευγενική προσφορά του Jean-Paul Borg (Institut de Cancérologie de Marseille, 

http://umr599.marseille.inserm.fr, France). Οι κατασκευές pGEX4T-1-ERBIN1081-1265 

(Y2HID), pGEX4T-1-ERBIN 1081-1188 (E1), pGEX4T-1-ERBIN 1124-1215 (E2), 

pGEX4T-1-ERBIN 1159-1265 (E3), pGEX4T-1-ERBIN 1208-1265 (E3C), pGEX4T-1-

ERBIN 1208-1240 (E3C.1), pGEX4T-1-ERBIN 1241-1265 (E3C.2), pcDNA3-HA-SARA 

667-926 (SARA-1), pcDNA3-HA-SARA 906-1204 (SARA-2), pcDNA3-HA-SARA  

1170-1323 (SARA-3), pcDNA3-HA-SARA 722-926 (SARA-1∆SBD), pcDNA3-HA-

SARA 730-926 (SARA-1∆SBD∆PPI) και pGEX4T-1-SBD 667-721 (SMAD Binding 

Domain, SBD), pCMV-Shuttle-FLAG-SARA1-753 (SARA N-terminus) δηµιουργήθηκαν 

µε την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης χρησιµοποιώντας ειδικούς εκκινητές όπως 

αυτοί περιγράφονται στον πίνακα 1. Συνεχώς ενεργές µορφές των πρωτεϊνών SMAD2/3 

δηµιουργηθήκαν µε κατευθυνόµενη µεταλλαξιγένεση (site-directed mutagenesis). 

Προκειµένου να δηµιουργηθεί µια συνεχώς ενεργή πρωτεΐνη που προσοµοιάζει στις 

φωσφορυλιωµένες µορφές των SMADs, οι θέσεις φωσφορυλίωσης της σερίνης (SSMS) 

στο καρβόξυ τελικό άκρο των πρωτεϊνών SMAD2 και SMAD3 µεταλλαχθήκαν σε όξινα 

                                                               
 



                 52                                         ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

                                                                                                                  

κατάλοιπα EDME και EDVE, αντίστοιχα, όπως ακριβώς έχει περιγραφεί και στη 

βιβλιογραφία [153]. Όλες οι πλασµιδιακές κατασκευές επαληθεύτηκαν µε αλληλούχιση 

DNA (MWG-BIOTECH AG, Ebersberg, Germany). Η κατασκευή pGEX4T-1-ERBIN-

PDZ (1262-1371aa, E5) ήταν προσφορά του Yutaka Hata (Department of Medical 

Biochemistry, Tokyo Medical and Dental University, Tokyo, Japan). Οι κατασκευές pRK5-

FLAG-SMAD2 και pRK5-FLAG-SMAD3 µας δόθηκαν από τον κ. Dimitri Kardassi 

(Laboratory of Biochemistry, Department of Basic Sciences, University of Crete Medical 

School, Greece). Η κατασκευή HA-ERBIN ήταν ένα δώρο από τον κ. Mei Lin (Medical 

College of Georgia, Augusta, USA). Ο πλασµιδιακός φορέας Renilla pRL-TK Vector, 

προέρχεται από την εταιρία Promega (Promega Corporation, Madison, USA). Το 

πλασµίδιο ARE-luc ήταν κατασκευή του κ. Jeff Wrana (University of Toronto, Canada), 

ενώ το πλασµίδιο FAST-2 µας το παρείχε ο κ. Lai E. (Memorial Sloan-Kettering Cancer 

Center, New York, USA). Τα GACA-luc και BRE-luc ήταν του Peter ten Dijke (Molecular 

Cell Biology, Leiden University Medical Center, The Netherlands). Οι πρωτεΐνες myc-

SMAD1 και myc-SMAD5 προέρχονται από τον κ. Zhang YE (Laboratory of Cellular and 

Molecular Biology, National Cancer Institute, Maryland, USA). Οι YFP-Rabankyrin5, 

GFP-Rab5, GFP-Rab7 και GFP-Caveolin1 όλες προήλθαν από τον κ. Marino Zerial (Max-

Planck Institute of Molecular Cell Biology and Genetics, Dresden, Germany). Τα siRNAs 

για την πρωτεΐνη ERBIN αγοράστηκαν από τις εταιρίες Qiagen, SI02778188 και Ambion, 

AM 16708 ID: 132625. Όλοι οι χειρισµοί του ανασυνδυασµένου DNA 

πραγµατοποιήθηκαν σύµφωνα µε τις οδηγίες που παρέχει στην ιστοσελίδα της η εταιρία 

Fermentas (http://www.fermentas.com). 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                               
 



                 53                                         ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

                                                                                                                  

Πίνακας 1: Τα ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν προκειµένου να 
δηµιουργηθούν οι πλασµιδιακές κατασκευές. 
 
Όνοµα   
πλασµιδιακής  
κατασκευής 

  Υποκινητής 1   Υποκινητής 2 Αµινοξέα    
     (aa) 

Y2HID 
 
CGGGGATCCTCTCCTCCA
CAGCCTCTG 
 

CCGCTCGAGTCACTGTGTA
TATGGAGGCTG 1081-1265aa 

E1 GGATCCTCCTCCACAGC
CTCTGTAA 

 
CGAGTCATCCTGGAGGATC
TAATAA 
 

1080-1188aa 

E2 
 
GGATCCCAGAGACCCCT
TTCTGCAC 
 

CGAGTCAACTCAAAGGCAT
CTTTTCTAAC 1124-1215aa 

E3 GGATCCGTTAGTGATTTC
AATTATTCACG 

 
CTCGAGTCACTGTGTATAT
GGAGGCTG 
 

1159-1265aa 

E3C.1 GGATCCAAGTTAGAAAA
GATGCCTTTGAG 

 
CTCGAGTCACACAGATGCC
TGAGGG 
 

1208-1240aa 

E3C.2 
 
GGATCCGCA  
AGGCATCCCTCTAGAGA 
 

CTCGAGTCACTGTGTATAT
GGAGGCTG 1241-1265aa 

E3C GGATCCAAGTTAGAAAA
GATGCCTTTGAG 

 
TCGAGTCACTGTGTATATG
GAGGCTG 
 

1208-1265aa 

SARA-1 
 
GAATTCTGCCTCAAGCC
AGAGCCC 
 

GGGTCGACTCATTTACTGC
CAAGGAAACTTTG 667-926aa 

SARA-2 
 
ATTCTGCAGGGAATGTG
GTGAGC 
 

GTACCTCATCCATTTGCTTT
ATATTCTGATC 906-1204aa 

SARA-3 
 
ATTCTGACAAGAACGTT
AGCAAGG 
 

GGTACCTTATACGATGTTT
TCCAGAATA 1170-1323aa 

SARA 1-753 
 
GCGGCCGCCCACCATGG
ACTACAAGGACGACG 
 

GATATCTTATCCTGCAGAG
GAAGTTCC 1-753aa 

SARA SBD 
 
GGATCCGCCTCAAGCCA
GAGCCCT 
 

CTCGAGTCATCTGGGCTGA
GCCACTTCT 667-721aa 

SARA-1∆SBD 
 
GAATTCTGAGCAGAGGC
GAGTTTGGT 
 

CCGCGGGTCGACTCATTTA
CTGCCAAGGAAACTTTG 722-926aa 

SARA-1∆SBD-PP1 
 
GAATTCTGATGGGATCTT
GCCCAATG 
 

CCGCGGGTCGACTCATTAC
TGCCAAGGAAACTTTG 730-926aa 
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2.6 Αντισώµατα και ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες 

Ο ανασυνδυασµένος αυξητικός παράγοντας µετασχηµατισµού β, TGFβ1, προήλθε από την 

εταιρεία R&D (R&D Systems Inc., Minneapolis, USA). Η ανασυνδυασµένη Ακτιβίνη Α 

ήταν ευγενική προσφορά του Yuzuru Etoh (Ajinomoto Co., Japan) και παρασκευάστηκε 

στο κατά χρώση Gram αρνητικό εντεροβακτήριο E.Coli όπως έχει περιγραφεί [154]. Ο 

BMP2 (πρωτεΐνη οστικής µορφογένεσης, Bone Morphogenetic Protein) προέρχονταν από 

την εταιρεία Immunotools, Germany. Το πολυκλωνικό αντίσωµα που αναγνωρίζει την 

πρωτεΐνη EEA1 προήλθε από τον κ. Marino Zerial (Max-Planck Institute of Molecular Cell 

Biology and Genetics, Dresden, Germany). Το α-FLAG M2 αντίσωµα (F3165) αγοράστηκε 

από την εταιρεία Sigma, (Sigma-Aldrich, MO, USA). Μονοκλωνικό αντίσωµα αρουραίου 

που αναγνωρίζει τον επίτοπο HA (κλώνος 3F10) ήταν από την εταιρία Roche (Roche 

Applied Science, Indianapolis, USA). Το 9E10 (α-myc) µονοκλωνικό αντίσωµα 

καθαρίστηκε από το αντίστοιχο υβρίδωµα (hybridomas) χρησιµοποιώντας κλασικές 

τεχνικές. Πολυκλωνικό αντίσωµα αιγός, που αναγνωρίζει την πρωτεΐνη SARA (sc-8881) 

αγοράστηκε από την εταιρία Santa Cruz (Santa Cruz Biotechnology, USA). Όλα τα 

δευτερογενή αντισώµατα προήλθαν από τη Dianova (Dianova GmbH, Hamburg, 

Germany). Μονοκλωνικό αντίσωµα το γονιδίωµα του επίµυος FLAG-M2 προήλθε από την 

εταιρία Sigma. Πολυκλωνικό αντίσωµα κόνικλου φωσφο-SMAD2, ήταν µια ευγενική 

προσφορά του κ. Αριστείδη Μουστάκα (Ludwig Institute for Cancer Research, Uppsala, 

Sweden). Όλα τα δευτερογενή αντισώµατα συζευγµένα µε τη ραφανιδική υπεροξειδάση 

προήλθαν από την εταιρία Dianova.  

Πολυκλωνικό αντίσωµα προερχόµενο από κουνέλι δηµιουργήθηκε σε συνεργασία 

µε την εταιρία Davids Biotechnology Germany (http://www.dabio.de/) χρησιµοποιώντας 

ως αντιγόνο τη χιµαιρική πρωτεΐνη GST-ERBIN 1240-1371aa και καθαρίστηκε µε βασικές 

βιοχηµικές µεθόδους όπως περιγράφεται (http://ivaan.com/protocols/121.html) [134, 155]. 

Η ειδικότητα των αντισωµάτων ελέγχθηκε σε ενδογενή και υπερεκφρασµένα επίπεδα της 

ERBIN, µε siRNA της ERBIN καθώς και µε ανταγωνισµό µε την ανασυνδυασµένη 

πρωτεΐνη. 
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2.7 Έµµεσος ανοσοφθορισµός 

Για τη µελέτη του συνεντοπισµού των πρωτεϊνών έλαβαν χώρα πειράµατα 

ανοσοφθορισµού. Ειδικότερα, τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε καλυπτρίδες ενώ στην 

περίπτωση που τα κύτταρα ήταν HUVE οι καλυπτρίδες είχαν προκαλυφθεί µε κολλαγόνο 

τύπου I και σε ορισµένες περιπτώσεις µε ζελατίνη. Με το πέρας της επώασης έγινε πλύση 

των κυττάρων µια φορά µε PBS και στη συνέχεια µονιµοποίηση είτε σε κρύα µεθανόλη    

(-20οC) για την περίπτωση που απαιτείται µετουσίωση της GFP πρωτεΐνης (π.χ. για 

επιµόλυνση µε ιούς), είτε σε διάλυµα παραφορµαλδεΰδης 3,7% για 15 λεπτά για την 

περίπτωση που θέλαµε να διατηρήσουµε την ιδιότητα της GFP να φθορίζει. Στην τελευταία 

περίπτωση, για την εξουδετέρωση της περίσσειας παραφολµαδεϋδης ακολούθησε επώαση 

µε 50mM NH4Cl (σε PBS) για 15 λεπτά και επώαση µε το απορρυπαντικό Triton X 0.1% 

(σε PBS) για 4 λεπτά προκειµένου να αυξηθεί η διαπερατότητα της µεµβράνης. 

Ακολούθως, έγινε πλύση µε PBS και επώαση µε 10% FCS (που είχε προηγουµένως 

υπερφυγοκεντρηθεί) για 20 λεπτά προκειµένου να καλυφθούν οι µη ειδικές αντιγονικές 

θέσεις. Στη συνέχεια έγινε επώαση των κυττάρων µε το διάλυµα του πρωτογενούς 

αντισώµατος για µια ώρα. Με το πέρας της επώασης και εφόσον γινόταν πλύση των 

κυττάρων µια φορά µε PBS, γινόταν επώαση µε το διάλυµα του δεύτερου αντισώµατος. Τα 

δευτερογενή αντισώµατα κονίκλου ή το γονιδίωµα του επίµυος συζευγµένα µε 

ισοθειοκυανική φλουερεσκεΐνη ή ροδαµίνη (FITC ή TRITC) προήλθαν από την εταιρία 

Dianova και χρησιµοποιήθηκαν σε αραίωση 1:200. Τα δευτερογενή αντισώµατα, 

συζευγµένα µε ισοθειανική φλουερεσκεΐνη ή ροδαµίνη ή CY5 (FITC, TRITC ή CY5), ήταν 

ειδικά µόνο για το αντίστοιχο πρωτογενές. Οι καλυπτρίδες τοποθετήθηκαν σε 

αντικειµενοφόρες πλάκες µε διάλυµα ProLong Gold antifade reagent της εταιρείας 

Invitrogen και οι παρατηρήσεις των δειγµάτων έγιναν σε συνεστιακό µικροσκόπιο 

εξοπλισµένο µε λέιζερ Argon/Κrypton και λογισµικό Leica TCS. Οι καλυπτρίδες 

τοποθετήθηκαν σε αντικειµενοφόρες πλάκες σε διάλυµα Mowiol (Sigma) που περιείχε 100 

mg/ml diazabicyclo(2.2.2)octane (DAPCO) από την εταιρία Sigma και παρατηρήθηκαν σε 

συνεστιακό µικροσκόπιο (confocal microscope) Leica TCS-SP, εξοπλισµένο µε πηγή 

εκποµπής laser ακτινοβολίας (Argon-488), laser στερεάς κατάστασης 561 και λογισµικό 

Leica TCS. Οι αντικειµενικοί φακοί που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία Leica 

PL APO 100x/1.40 και 63x/1.32 και το 59 ειδικό λάδι βύθισης ήταν Zeiss 518N. Οι 
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αναλύσεις των εικόνων έγιναν µε τη βοήθεια των προγραµµάτων Ιmage J, Photoshop 

(Adobe Systems Incorporated) και Corel (Corel Corporation). Όλα τα αντισώµατα 

αραιώθηκαν σε ορό 10% FCS.  

 

2.8 Μέθοδοι ανεύρεσης και ανίχνευσης πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων 

2.8.1 Ανεύρεση πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε τη SARA-Σύστηµα δύο υβριδίων 

Η σάρωση (screen) µε το σύστηµα δύο υβριδίων και η ανάλυση των δεδοµένων 

πραγµατοποιήθηκε µε τη συνεισφορά της εταιρίας Hybrigenics που εδράζεται στη Γαλλία 

(S.A., Paris, France). Συνοπτικά, η πρωτεΐνη SARA (667-1323aa) κλωνοποιήθηκε σε 

φορέα του συστήµατος των δύο υβριδίων που έχει βελτιστοποιηθεί από την 

προαναφερόµενη εταιρία (http://pim.hybrigenics.com/pimriderext/tgf-beta/methods.html), 

ενώ για τη σάρωση χρησιµοποιήθηκε τυχαία δηµιουργηµένη (randomly primed) cDNA 

βιβλιοθήκη προερχόµενη από ανθρώπινο πλακούντα. Προκειµένου να εκτιµηθεί η 

αξιοπιστία κάθε αλληλεπίδρασης, χρησιµοποιήθηκε ένα προβλεπόµενο βιολογικό σκορ 

(Predicted Biological Score, PBS). Το PBS στηρίζεται στα πειραµατικά δεδοµένα και 

λαµβάνει υπόψη ξεχωριστά κάθε αλληλεπίδραση [156]. Ειδικότερα, η τιµή PBS 

ποσοτικοποιεί την αξιοπιστία κάθε αλληλεπίδρασης και βασίζεται σε ένα στατιστικό 

µοντέλο που λαµβάνει υπόψη τον ανταγωνισµό για την δέσµευση στο δόλωµα (bait) 

ανάµεσα στα διάφορα τµήµατα των πρωτεϊνών θηραµάτων (preys) και διακυµαίνεται από 

την τιµή 0 (ειδική αλληλεπίδραση) µέχρι και 1 (πιθανό τεχνικό λάθος). Για πρακτικούς 

λόγους, οι τιµές αυτές διαιρούνται σε τέσσερις κατηγορίες, από το A (τιµή πλησιέστερα 

στο 0) στο D (πλησιέστερα του 1). Στον πίνακα 2 περιγράφονται οι πρωτεΐνες και το όνοµα 

κάθε γονιδίου που ανιχνεύθηκε µε το σύστηµα δύο υβριδίων. Η ταξινόµηση έχει γίνει σε 

σχέση µε την κατηγορία της τιµής PBS. Ακόµη, στον ίδιο πίνακα (πίνακας 1) αναγράφεται 

ο αριθµός των κλώνων, για κάθε πρωτεΐνη, που αποµονώθηκαν. 

 

2.8.2 ∆οκιµασία, in vitro, πρωτεϊνικής καταβύθισης (Glutathione S-transferase pull-

down assay) -Έκφραση και αποµόνωση χιµαιρικών GST πρωτεϊνών µε τη χρήση 

σφαιριδίων γλουταθειόνης-αγαρόζης 

Η προετοιµασία των κυτταρικών εκχυλισµάτων και ο καθαρισµός των χιµαιρικών GST 

πρωτεϊνών έχει περιγραφεί πρωθύστερα [127]. Η στρατηγική για τον καθαρισµό που 
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ακολουθείται είναι η δέσµευση της GST χιµαιρικής πρωτεΐνης σε στήλη 

ακινητοποιηµένης γλουταθειόνης, η αποµάκρυνση µε έκπλυση της στήλης, του µη 

δεσµευµένου εκχυλίσµατος, και τελικά η έκλουση της πρωτεΐνης από τη στήλη. Η 

πρωτεϊνική έκφραση υπόκειται στον έλεγχο του υποκινητή tac (tac promoter), o οποίος 

επάγεται χρησιµοποιώντας το ανάλογο της λακτόζης, το IPTG (isopropyl-β-D-

thiogalactoside). Τα κύτταρα συλλέχθηκαν και λύθηκαν ύστερα από κατεργασία είτε µε 

υπερήχους, (Branson Digital SonifierR 250-D, USA), είτε µε µηχανικά µέσα µε τη χρήση 

του French pressure cell (SIM-AMINCO, 40.0000PSI). Ειδικότερα, οι πρωτεΐνες 

εκφράστηκαν στα επιδεκτικά κύτταρα BL21 (protease free) και BL21(DE) του βακτηρίου 

E.coli. Συνοπτικά, ακολουθήθηκε η εξής πειραµατική πορεία: ύστερα από το 

µετασχηµατισµό του E.coli µε τα αντίστοιχα πλασµίδια (pGEX), ακολούθησε επώαση της 

καλλιέργειας στους 37οC. Όταν η οπτική απορρόφηση έφτασε την τιµή 0,6 (OD600nm=0,6), 

δηλαδή στη λογαριθµική φάση ανάπτυξης των κυττάρων, προστέθηκε IPTG σε τελική 

συγκέντρωση 300µM. Aκολούθησε περαιτέρω επώαση στους 37οC για ακόµη δύο ώρες 

(υπερέκφραση των GST χιµαιρικών πρωτεϊνών). Μετά το πέρας των δυο ωρών τα 

κύτταρα συλλέχθηκαν µε φυγοκέντρηση, 6.000g Sorvall RC-5B, Refrigerated Superspeed 

Centrifuge, Germany, κεφαλή GSA, για 15 λεπτά. Το ίζηµα των κυττάρων 

επαναδιαλύθηκε, στον πάγο, σε συνολικό όγκο 20 ml διαλύµατος (50mM Tris pH 8, 1mM 

EDTA, 150mM NaCl, 0.5% NP-40, protease inhibitors). Aκολούθησε λύση των κυττάρων 

µε µηχανικά µέσα (French pressure cell, SIM-AMINCO, 40.0000 PSI). Το εκχύλισµα 

συλλέχθηκε και αµέσως φυγοκεντρήθηκε, 12.000g  Sorvall, κεφαλή SS-34, για 30 λεπτά, 

στους 4 οC. Το υπερκείµενο υπέστη διαπίδυση σε διάλυµα: 150mM NaCl, 20mM Ηepes  

pH 7.9, 0.1% Nonidet P40, 1mM DTT, 0.2mM EDTA, 0.5mM PMSF, στους 4οC. Οι 

χιµαιρικές GST πρωτεΐνες επωάστηκαν µε σφαιρίδια γλουταθειόνης και η έκφραση τους 

ελέγχθηκε µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 10%, SDS-πολυακρυλαµιδίου. Συνοπτικά, οι 

χιµαιρικές GST πρωτεΐνες ή η GST πρωτεΐνη ( 15-30µg, ισοµοριακές ποσότητες) 

επωάστηκαν για 60min at 4οC µε 20µl σφαιριδίων  γλουταθειόνης-αγαρόζης (Amersham 

Biosciences, NJ, USA), σε διάλυµα (50mM Tris pH 7.5, 150mM NaCl, 0.1% NP-40). 

Ύστερα από πλύσιµο τρεις φορές µε το παραπάνω διάλυµα τα σφαιρίδια συνδυάστηκαν µε 

κυτταρικά εκχυλίσµατα 293 παροδικά διαµολυσµένα ή µολυσµένα (infected) µε την 

εκάστοτε πρωτεΐνη και επωάστηκαν περαιτέρω για 4 h στους 40C υπό ανάδευση. Τα 
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σφαιρίδια πλύθηκαν πέντε φόρες µε διάλυµα λύσης πριν από την έκλουση των 

δεσµευµένων πρωτεϊνών µε διάλυµα SDS. Οι δεσµευµένες πρωτεΐνες υπόκεινται σε 

ηλεκτροφόρηση 10%-12% SDS–PAGE και ανάλυση κατά Western blot. 

 

2.8.3 ∆οκιµασία, in vivo, ανοσοκατακρήµνισης  

HEK 293 κύτταρα διαµολύνθηκαν µε τα κατάλληλα cDNA, ανάλογα µε την εκάστοτε 

δοκιµασία, µε το αντιδραστήριο FuGENE 6 (Roche Applied Science, Indianapolis, USA). 

Με την πάροδο 36 ωρών, (σε περιπτώσεις όπου απαιτούνταν ενεργοποίηση µε Ακτιβίνη Α 

(50ng/ml) ή TGFβ (2,5ng/ml), τα κύτταρα υποβλήθηκαν σε συνθήκες έλλειψης ορού 

(καθόλου παροχή ορού στο θρεπτικό µέσο) για 3 ώρες και ακολούθησε επαγωγή τους για 

45 λεπτά, τα κύτταρα αφού εκπλύθηκαν µε κρύο (4oC) ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών 

(PBS), λύθηκαν µε διάλυµα λύσης που περιείχε: 50mM Tris, pH 7.4, 150mM NaCl, 1mM 

EDTA, 0,5% Triton X-100 και αναστολείς φωσφατασών 25mM NaF (sodium fluoride), 

2mM Na3VO4 (sodium orthovanadate), 25mM β-glycerophosphate, 50nM οκαδαϊκό οξύ 

(okadaic acid), µίγµα αναστολέων πρωτεασών (Roche Applied Science, Indianapolis, 

USA) και φυγοκεντρήθηκαν στις 13,000rpm, για 5 λεπτά, στους 4ºC. Από τα υπερκείµενα, 

5µl χρησιµοποιήθηκαν για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης της πρωτεΐνης των 

δειγµάτων µε τη µέθοδο Bradford ενώ ο υπόλοιπος όγκος επωάστηκε  µε σφαιρίδια 

σεφαρόζης-πρωτεΐνης Α ή G (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) (ανάλογα µε 

τη συγγένεια του ισοτύπου του αντισώµατος) στους 4οC για 1 ώρα. Στη συνέχεια 

πραγµατοποιήθηκε φυγοκέντρηση των δειγµάτων στα 10.000g και συλλέχθηκε το 

υπερκείµενο (το ίζηµα περιείχε τα σφαιρίδια της πρωτεΐνης Α/G, και µόρια ή σύµπλοκα 

µορίων των κυττάρων που δέθηκαν µη ειδικά µαζί τους). Από τα “καθαρά” υπερκείµενα 

των δειγµάτων κρατήθηκαν 30µg ώστε να ελεγχθεί η έκφραση των πρωτεϊνών των οποίων 

µελετάται η ενδεχόµενη ανοσοκατακρήµνιση (co-immunoprecipitation assay) ενώ το 

υπόλοιπο διαχωρίστηκε σε δύο δείγµατα που περιείχαν ίσα ποσά (µg) πρωτεΐνης και 

επωάστηκαν (σε αναλογία: 1µg αντισώµατος/IgG ανά 300µg πρωτεΐνης) τo ένα µε το 

αντίσωµα και το δεύτερο µε την αντίστοιχη ανοσοσφαιρίνη (ως δείγµα αρνητικός 

µάρτυρας, προκειµένου να αποκλείσουµε µή ειδική ανοσοκατακρήµνιση του αντιγόνου) 

στους 4οC για 5 ώρες ή ολονύχτια ανάλογα µε την ισχύ της συγγένειας αντιγόνου-

αντισώµατος, προκειµένου να σχηµατιστεί το σύµπλεγµα αντιγόνου-ειδικού αντισώµατος. 
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Κατόπιν, στο παραπάνω µίγµα αντιγόνου-αντισώµατος προστέθηκαν τα σφαιρίδια της 

πρωτεΐνης Α/G και ακολούθησε επώαση για 2 περαιτέρω ώρες. Ακολούθησε έκπλυση των 

σφαιριδίων, 5 φορές µε όγκο 1ml από το διάλυµα λύσης. Οι προσδεµένες στα σφαιρίδια 

πρωτεΐνες εκλούστηκαν µε τη χρήση διαλύµατος Laemmli. Οι συν-

ανοσοκατακρηµνιζόµενες πρωτεΐνες διαχωριστήκαν µε SDS-PAGE και ανιχνεύτηκαν µε 

ανάλυση κατά Western χρησιµοποιώντας σε κάθε πείραµα το αντίστοιχο αντίσωµα. 

 

2.9 ∆οκιµασίες µεταγραφικής ενεργότητας µε γονίδια αναφοράς 

Κύτταρα HEK 293 τοποθετήθηκαν σε 24-θέσεων φρεάτιο περί τον αριθµό (150,000 

κύτταρα/φρεάτιο). Η διαµόλυνση πραγµατοποιήθηκε την επόµενη µέρα χρησιµοποιώντας 

FuGENE 6 σε πλήρες θρεπτικό µέσο, ενώ 20 h αργότερα τα κύτταρα τοποθετήθηκαν σε 

θρεπτικό µέσο µε 0.2% FBS για 8 h. Μετέπειτα, στα κύτταρα προστέθηκε 50 ng/ml 

Ακτιβίνη Α και επωάστηκαν για περαιτέρω 16 h. Ακολούθησε η διαδικασία της 

λουσιφεράσης όπως περιγράφεται από την εταιρία Promega E4030 luciferase kit (Promega 

Corporation, Madison, USA), και µετρήθηκε η ενεργότητα της β-γαλακτοσιδάσης (β-gal) 

χρησιµοποιώντας κλασικές τεχνικές. Η µέτρηση της ενεργότητας της λουσιφεράσης έγινε 

µε το εµπορικό προϊόν της Promega Luciferase Assay System σύµφωνα µε τις οδηγίες του 

κατασκευαστή σε λουµινόµετρο Berthold (junior EG G, Berthold). Η πρωτεΐνη 

λουσιφεράση κωδικοποιείται από το γονίδιο Luc. Η λουσιφεράση αποτελεί το 

συνηθέστερο χρησιµοποιούµενο ένζυµο για εφαρµογές που βασίζονται στην ανίχνευση 

χηµειοφωταύγειας. Για τη δράση του ενζύµου δε χρειάζεται καµία µετα-µεταφραστική 

τροποποίηση. Υπάρχουν διαφόρων ειδών ένζυµα λουσιφεράσης ανάλογα µε τον οργανισµό 

από τον οποίο προέρχονται. Η πλέον χρησιµοποιούµενη λουσιφεράση προέρχεται από την 

πυγολαµπίδα Photinus Pyralid. Η κανονικοποίηση της αποτελεσµατικότητας της 

διαµόλυνσης πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας τις τιµές β-gal. Για τη δοκιµασία αυτή 

τα κύτταρα τοποθετήθηκαν σε τρία ανεξάρτητα φρεάτια για κάθε µεµονωµένη περίπτωση 

και το πείραµα επαναλήφθηκε τρεις φορές. Ο µέσος όρος και η τυπική απόκλιση 

υπολογίστηκαν από τρία φρεάτια χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα της Microsoft, Excel 

2003. 
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2.10 Τεχνική επίπλευσης σε ασυνεχή βαθµίδωση σουκρόζης 

Ιστός προερχόµενος από ανθρώπινο πλακούντα οµογενοποιήθηκε σε διάλυµα 250mM 

σουκρόζης, 0.5mM EDTA, 3mM ιµιδαζόλιο σε pH 7.4. Μετέπειτα, το οµογενοποίηµα 

φυγοκεντρήθηκε σε 10,000g για 30 λεπτά και το ίζηµα αποβλήθηκε. Το υπερκείµενο 

φυγοκεντρήθηκε στα 100,000g για 1h στην κεφαλή 90Ti σε φυγόκεντρο Beckman Coulter 

στους 4οC. Το νέο υπερκείµενο αποβλήθηκε και το ίζηµα τοποθετήθηκε στον πάγο για 5 

λεπτά  και επαναδιαλύθηκε σε 0.5ml διάλυµατος οµογενοποίησης που περιείχε αναστολείς 

πρωτεασών. Η οµογενοποίησή των µεµβρανών επιτεύχθηκε µε πέρασµά τους δέκα φορές 

µέσω σύριγγας 25G 5/8 1ml ενώ ακολούθησε φυγοκέντρηση για 30 λεπτά στις 5,000g 

στους 4oC και συλλογή του υπερκείµενου. Το υπερκείµενο προσαρµόστηκε σε 40.6% 

σουκρόζη χρησιµοποιώντας αρχικό διάλυµα (62% σουκρόζης, 3mM ιµιδαζόλιο σε pH 7.4) 

(τελικός όγκος 1.2ml) και τοποθετήθηκε στο κάτω µέρος του σωλήνα φυγοκέντρησης. Στη 

συνέχεια τοποθετηθηκε στοιβάδα σουκρόζης αποτελούµενη από τρεις στοιβάδες 

τοποθετήθηκε σε διάλυµα διαβαθµισµένης πυκνότητας σουκρόζης (1.5ml of 35% sucrose, 

3mM imidazole at pH 7.4, 1.5ml of 25% sucrose, 3mM imidazole σε pH 7.4, 0.9ml διάλυµ 

οµογενοποίησης) και φυγοκεντρήθηκε 100,000g για 4 ώρες χρησιµοποιώντας την κεφαλή 

MLS-50. Μετά από τη φυγοκέντρηση συλλέχθηκαν 10 κλάσµατα των 0.3ml από την 

κορυφή ως το κατώτατο σηµείο του σωλήνα ενώ ένα µέρος από το καθένα 

ηλεκτροφορήθηκε σε SDS–PAGE και υποβλήθηκαν σε ανοσοαποτύπωση κατά Western. 

 

2.11 Πειράµατα ανταγωνισµού 

Το βακτηριακό στέλεχος της E.Coli, BL21, χρησιµοποιήθηκε για να εκφραστεί η 

συντηγµένη µε την GST E3C πρωτεΐνη. Κύτταρα HEK 293 µολύνθηκαν για 24 h µε τον 

αδενοϊο FLAG-SARA∆1–664. Επιπλέον, κύτταρα HEK 293 διαµολύνθηκαν παροδικά µε 

την κατασκευή myc-SMAD2ca ή την κατασκευή myc-SMAD3ca για 36 h 

χρησιµοποιώντας το λιπίδιο διαµόλυνσης FuGENE 6 (Roche Applied Science, 

Indianapolis, USA). Για τη λύση των κυττάρων χρησιµοποιήθηκε διάλυµα λύσης (50mM 

Tris-HCl, pH 8, 150mM NaCl, 0.1% NP-40) το οποίο περιείχε µίγµα αναστολέων των 

πρωτεασών (Roche Applied Science, Indianapolis, USA). Εν συντοµία, η χιµαιρική 

πρωτεΐνη E3C-GST ή η GST πρωτεΐνη (5-10 µg, ισοµοριακά ποσά) επωάστηκαν µε 20 µl 
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σφαιριδίων γλουταθειόνης-αγαρόζης (Amersham Biosciences, NJ, USA), για 120min 

στους 4°C σε διάλυµα 50mM Tris pH 7.5, 150mM NaCl, 0.1% NP-40. Ύστερα από τρία 

διαδοχικά πλυσίµατα µε το παραπάνω διάλυµα, τα σφαιρίδια συνδυάστηκαν µε κυτταρικά 

εκχυλίσµατα κυττάρων HEK 293 που ήταν προσωρινά διαµολυσµένα µε  myc-SMAD2ca ή 

myc-SMAD3ca ενώ ακολούθησε περαιτέρω επώαση για 4h στους 4°C µε συνεχή 

περιστροφή. Τέλος, πριν από την προσθήκη κυτταρικών εκχυλισµάτων µολυσµένων µε τον 

αδενοϊό FLAG-SARA∆1–664, τα σφαιρίδια εκπλύθηκαν µια φορά µε το παραπάνω 

διάλυµα, και επωάστηκαν περαιτέρω κατά τη διάρκεια της νύχτας στους 4°C. Οι 

δεσµευµένες πρωτεΐνες υπεβλήθησαν σε 12% SDS–PAGE ηλεκτροφόρηση και 

αναλύθηκαν µε Western blot. Ακολούθησε µεταφορά σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης 

(Whatman GmbH Dassel, Germany) και ανοσοαποτύπωση. 

 

2.12 Υγρές και στερεές καλλιέργειες βακτηριακών κυττάρων 

Χρησιµοποιήθηκαν τα στελέχη BL21 και DH10β της E. coli, τα οποία καλλιεργήθηκαν σε 

υγρό ή στερεό θρεπτικό µέσο LB παρουσία κατάλληλου αντιβιοτικού. Η ανάπτυξή τους 

πραγµατοποιήθηκε στους 37°C, σε επωαστικούς θαλάµους. Για τις υγρές καλλιέργειες, η 

επώαση πραγµατοποιήθηκε υπό ανάδευση (200rpm) σε αποστειρωµένους πλαστικούς 

σωλήνες µιας χρήσης των 15 mL ή σε υάλινες κωνικές φιάλες των 2L (καλλιέργειες σε 

µεγάλη κλίµακα). Για όλες τις καλλιέργειες πραγµατοποιήθηκε επώαση για χρόνο 16 h. Τα 

µετασχηµατισµένα και µη µετασχηµατισµένα βακτήρια διατηρούνται στους -80°C στο 

κατάλληλο θρεπτικό µέσο παρουσία 20% γλυκερόλης. 

 

2.13 Ανοσοαποτύπωση κατά Western  

Κυτταρικά εκχυλίσµατα ελήφθησαν µε διάλυµα φωσφορικών pH 7,0 (PBS) που περιείχε 

0,1% SDS, 100µΜ PMSF. Εν συνεχεία τα δείγµατα βράστηκαν για 10 λεπτά αφού 

προηγήθηκε κατεργασία µε υπερήχους, (Branson Digital SonifierR 250-D, USA) 10 

δευτερόλεπτα-τρεις φορές. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 11.200g για 20 λεπτά και 

συλλογή του υπερκειµένου. Κυτταρικά εκχυλίσµατα ή πρωτεΐνες ηλεκτροφορήθηκαν σε 

SDS-πολυακρυλαµιδίου 8%-13% και µεταφερθήκαν σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης 

Scheicher and Schuell, σύµφωνα µε τις πρότυπες διαδικασίες που αναφέρονται στο 

εγχειρίδιο µεθόδων µοριακής βιολογίας Molecular Cloning, A Laboratory Manual. Για τον 
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έλεγχο της αποτελεσµατικότητας της αποτύπωσης η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης 

χρωµατίστηκε µε Ponceau S (0,1% σε οξικό οξύ 1%) για ένα λεπτό και ξεβάφτηκε µε 

νερό. Οι µεµβράνες επωάστηκαν σε 5% άπαχο γάλα σκόνη σε διάλυµα Western (1Μ Tris 

pH 7,2, 0,1% Tween 20, και 150mM NaCl) είτε σε θερµοκρασία δωµατίου για µια ώρα 

είτε στους 4°C καθόλη τη διάρκεια της νύχτας, υπό ανακίνηση, για τη δέσµευση των µη 

ειδικών θέσεων. Οι µεµβράνες επωάστηκαν µε τα αντίστοιχα αντισώµατα για µια ώρα σε 

θερµοκρασία δωµατίου σε 5% άπαχο γάλα σκόνης σε διάλυµα Western. Στη συνέχεια 

ακολούθησαν τρεις σύντοµες πλύσεις (10 λεπτά) σε διάλυµα Western. Τέλος, οι 

µεµβράνες επωάστηκαν µε αντισώµατα συζευγµένα µε την ραφανιδική υπεροξειδάση 

(Horse Raddish Peroxidase, HRP) για µια ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου και σε 5% 

άπαχο γάλα σκόνη σε διάλυµα Western και ακολούθησαν ίδιες ακριβώς πλύσεις όπως 

αναφέρεται παραπάνω. Η εµφάνιση του σήµατος έγινε µε το αντιδραστήριο ενισχυµένης 

χηµειοφωταύγειας (Enhanced Chemiluminescence, ECL) της εταιρίας Amersham. 

 

2.14 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από E.coli σε µικρή και µεσαία κλίµακα 

Μετά το µετασχηµατισµό των επιδεκτικών βακτηριακών κυττάρων µε τους 

ανασυνδυασµένους φορείς, 5-10 αποικίες από την επιφάνεια των τρυβλίων επιλογής 

ενοφθαλµίστηκαν, κάθε µια ξεχωριστά, σε 5ml L.B το οποίο περιείχε  το αντιβιοτικό 

αµπικιλλίνη σε τελική συγκέντρωση 100µg/µl. Ακολούθησε ολονύχτια επώαση υπό 

ανάδευση στους 37οC. Την επόµενη µέρα 1.5ml από κάθε καλλιέργεια µεταφέρθηκε σε 

σωληνάριο και τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν (13.500g για 5 λεπτά, σε φυγόκεντρο 

eppendorf, centrifuge 5415D). Το κυτταρικό ίζηµα επαναιωρήθηκε σε 100µl διαλύµατος 

P1 (P1: 50mM Tris-HCI  pH 8,  10mM ΕDTA, 100 µg/µl Rnase A) και στο εναιώρηµα 

προστέθηκαν διαδοχικά τα διαλύµατα P2 (P2: 200mM ΝαΟΗ, 1% SDS) και P3 (P3: 3 M 

oξικό κάλιο, pH 5.5). Μετά από ήπια ανάδευση τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν (13.500 g, 

για 5 λεπτά). Το ίζηµα, που αποτελείται από το χρωµοσωµικό DNA και τα κυτταρικά 

υπολείµµατα, αποµακρύνθηκε. Το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε καινούργιο σωληνάριο. 

Το πλασµιδιακό DNA καταβυθίστηκε µε την προσθήκη στο υπερκείµενο, 1 ml παγωµένης 

αιθανόλης (-20οC) και ακολούθησε φυγοκέντρηση (13.500g για 10 λεπτά, φυγόκεντρος 

eppendorf, centrifuge 5415D). Ακολούθησε πλύση του DNA µε 500µl 70% v/v αιθανόλης, 

φυγοκέντρηση (13.500g, για 10 λεπτά) και επαναιώρηση του ιζήµατος σε  50µl ddH20. Για 
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την παρασκευή πλασµιδιακού DNA σε µεσαία κλίµακα έγινε χρήση του πακέτου υλικών 

(midi-preparation, QIAGENR Plasmid Purification kit). Χρησιµοποιήθηκε 1 ml από την 

θετική καλλιέργεια µικρής κλίµακας. To αποµονωµένο DNA επαναδιαλύθηκε σε 150 µl 

ddH20. Η καθαρότητα και η συγκέντρωσή του υπολογίσθηκαν φωτοµετρικά, λαµβάνοντας 

δύο µετρήσεις, στα 260 nm και στα 280 nm. Η συγκέντρωση του DNA υπολογίσθηκε µε 

βάση τη σχέση: οπτική πυκνότητα (OD260= 1) αντιστοιχεί σε 50 µg δίκλωνου DNA/mI 

διαλύµατος. Η καθαρότητα του διαλύµατος του DNA προσδιορίστηκε µε βάση το λόγο 

OD260 /ΟD280 και θεωρήθηκε καθαρό για OD260 /ΟD280  =1,8. 

 

2.15 Μέτρηση της συγκέντρωσης πρωτεϊνών 

Στις περιπτώσεις όπου τα κυτταρικά εκχυλίσµατα περιείχαν SDS, TritonΧ-100 ή και 

CHAPS χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος µε το βικινχρωµικό οξύ BCA (Bicinchromic acid, 

BCA) σύµφωνα µε το εµπορικό αντιδραστήριο BCA Protein Assay Kit της εταιρίας Pierce 

[157]. Για την πρότυπη καµπύλη χρησιµοποιήθηκαν διαδοχικά αυξανόµενες 

συγκεντρώσεις της πρωτεΐνης BSA (Bovine Serum Albumin, BSA), 2µg/ml, ενώ 

προστέθηκε ποσότητα διαλύµατος λύσης µε απορρυπαντικό ίση µε την ποσότητα των 

δειγµάτων προς µέτρηση. Τα δείγµατα επωάστηκαν στους 37°C για 30 λεπτά ενώ η 

απορρόφηση µετρήθηκε στα 562 nm. Σε όλες τις άλλες περιπτώσεις χρησιµοποιήθηκε η 

µέθοδος Bradford της εταιρίας Biorad που βασίζεται στην παρατήρηση ότι κατά τη 

σύνδεση της χρωστικής Coomassie Brilliant Blue G-250 στις πρωτεΐνες σε όξινο pH, το 

διάλυµά της παρουσιάζει µετατόπιση του µέγιστου της απορρόφησής του από τα 465 nm 

στα 595 nm [158]. H πρότυπη καµπύλη έγινε όπως αναφέρεται πιο πάνω, ενώ τα δείγµατα 

επωάστηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου για 5 λεπτά πριν την µέτρηση της απορρόφησης 

στα 595 nm. 

 

2.16 Στατιστική Ανάλυση 

Η στατιστική ανάλυση των δεδοµένων έγινε µε το τεστ Mann-Whitney µη-παραµετρικά 

και έπειτα από τη δοκιµασία t-τέστ (two-sided test), χρησιµοποιώντας το στατιστικό 

λογισµικό SPSS 10.0 (Statistical Package for the Social Sciences 10.0, statistical software 

SPSS, Inc., Chicago, IL). Τα κριτήρια σηµαντικότητας που χρησιµοποιήθηκαν είναι της 

τάξεως P<0,05. 
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2.17 Ανάλυση πρωτεϊνικών αλληλουχιών  

Για την πρόβλεψη της δευτεροταγούς δοµής χρησιµοποιήθηκε ο δικτυακός φορέας 

PredictProtein [159]. Η πρόβλεψη για πρωτεϊνικές περιοχές χωρίς οργανωµένη δοµή 

πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας τα δικτυακά προγράµµατα PONDR-VXLT [160] 

[161], RONN [162], DisEMBL [163], IUPred [164] και DISOPRED2 [165]. Η πρόβλεψη 

που παρέχουν τα παραπάνω προγράµµατα βασίζεται σε ανάλυση της πρωτοταγούς 

αµινοξικής αλληλουχίας των πρωτεϊνών. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.1 Η SARA αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη ERBIN: Ταυτοποίηση µε το σύστηµα των 

δύο υβριδίων 

Προκειµένου να ταυτοποιήσουµε πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε την πρωτεΐνη SARA 

χρησιµοποιήσαµε την τεχνική του συστήµατος των δύο υβριδίων. Η τεχνική αυτή 

στηρίζεται στη δυνατότητα λειτουργικής αναπλήρωσης (functional complementation) 

µεταξύ δυο διακριτών πρωτεϊνικών περιοχών µε την προϋπόθεση ότι οι περιοχές αυτές θα 

έρθουν σε άµεση ή ακόµη και έµµεση αλληλεπίδραση στον πυρήνα κυττάρων ζύµης. Η 

αναπλήρωση της λειτουργίας µετριέται µέσω της ενεργοποίησης ενός ευχερώς µετρήσιµου 

γονιδίου αναφοράς (reporter gene). Στο σύστηµα των δύο υβριδίων η πρωτεΐνη, της οποίας 

θέλουµε να µελετήσουµε τις πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις (δόλωµα-bait protein), 

κλωνοποιείται σε φορέα ζύµης, συντηγµένη µε την περιοχή πρόσδεσης στο DNA (DNA-

binding domain) ενός ενεργοποιητή της µεταγραφής διαµέσου µιας ευέλικτης συνδετικής 

περιοχής (linker region). Η υβριδική αυτή πρωτεΐνη αποκαλείται υβρίδιο-δόλωµα (bait-

hybrid) (σχήµα 3.1). Από την άλλη πλευρά, τα cDNA µιας βιβλιοθήκης κλωνοποιούνται σε 

ένα δεύτερο φορέα ζύµης. Ο φορέας αυτός εκφράζει τις πρωτεΐνες, οι οποίες 

κωδικοποιούνται από τα cDNA της βιβλιοθήκης (θηράµατα-preys), συντηγµένες µε την 

περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής του ίδιου µε το δόλωµα ενεργοποιητή, διαµέσου 

µιας συνδετικής περιοχής (αλιευτικό υβρίδιο-fish hybrid). Στη συνέχεια, το υβρίδιο-

δόλωµα και τα αλιευτικά υβρίδια µετασχηµατίζονται σε γενετικά τροποποιηµένα κύτταρα 

ζύµης, στα οποία το µόνο αντίγραφο ενός γονιδίου που απαιτείται για τη σύνθεση της 

ιστιδίνης υπόκειται στον έλεγχο ενός UAS (Upstream Αctivating Sequence-Ανοδική 

Ενεργοποιητική Αλληλουχία) µε θέσεις δέσµευσης για την περιοχή πρόσδεσης στο DNA 

του υβριδίου-δολώµατος. Έτσι, η ενεργοποίηση του γονιδίου της ιστιδίνης 

πραγµατοποιείται µόνο στα µετασχηµατισµένα κύτταρα όπου η πρωτεΐνη-δόλωµα 

αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη-θήραµα του αλιευτικού υβριδίου (σχήµα 3.1). 

Η ταυτοποίηση των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων γίνεται µε την επιλογή δύο 

σταδίων. Το υβρίδιο-δόλωµα, εκτός από την πρωτεΐνη που µας ενδιαφέρει εκφράζει 

επίσης το γονίδιο που κωδικοποιεί για το αµινοξύ θρυπτοφάνη (TRP), ενώ το αλιευτικό 

υβρίδιο εκφράζει το γονίδιο που κωδικοποιεί για το αµινοξύ λευκίνη (LEU). Τα 
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µετασχηµατισµένα κύτταρα αναπτύσσονται αρχικά σε θρεπτικό υλικό το οποίο δεν 

περιέχει θρυπτοφάνη και λευκίνη, αλλά ωστόσο περιέχει ιστιδίνη. Στο θρεπτικό µέσο 

επιβιώνουν µόνο τα κύτταρα που έχουν το υβρίδιο-δόλωµα καθώς και ένα από τα τα 

αλιευτικά υβρίδια. Στη συνέχεια τα κύτταρα που έχουν επιβιώσει επιστρώνονται σε 

τρυβλία που δεν περιέχουν ιστιδίνη. Τα κύτταρα στα οποία εκφράζεται µια πρωτεΐνη-

θήραµα που δεν αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη-δόλωµα δεν παράγουν ιστιδίνη και 

εποµένως δε σχηµατίζουν αποικία σε αυτό το θρεπτικό υλικό. Αντιθέτως, τα κύτταρα στα 

οποία πραγµατοποιείται η αλληλεπίδραση αναπτύσσονται και σχηµατίζουν αποικίες στο 

θρεπτικό µέσο χωρίς ιστιδίνη. Το τελευταίο βήµα είναι η ταυτοποίηση της πρωτεΐνης-

θηράµατος του φορέα ”θηράµατος” µετά από αποµόνωση του πλασµιδίου, το οποίο 

διαµόλυνε τα επιβιώσαντα κύτταρα και αλληλούχιση του cDNA-ενθέµατός του.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 3.1: Σχηµατική απεικόνιση της αρχής του συστήµατος των δύο 
υβριδίων. (Ανατύπωση από: Harvey Lodish et al., Molecular Cell Biology, Fifth 
Edition edition, New York: W.H. Freeman and Company, August 22, 2003).  
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Στην παρούσα µελέτη, η σάρωση µε το σύστηµα των δύο υβριδίων πραγµατοποιήθηκε από 

την εταιρεία Hybrigenics, S.A. (Paris, Γαλλία) όπως περιγράφεται στον δικτυακό τόπο 

http://pim.hybrigenics.com/pimriderext/tgf-beta/methods.html. Η αξιοπιστία των 

πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων κατηγοριοποιήθηκε από την ίδια εταιρεία σύµφωνα µε ένα 

προβλεπόµενο βιολογικό στατιστικό σκορ το οποίο ονοµάζεται PBS (Predictive Biological 

Score, PBS). Το PBS στηρίζεται στα πειραµατικά δεδοµένα και λαµβάνει υπόψη 

ξεχωριστά κάθε αλληλεπίδραση [156]. Ειδικότερα, η τιµή PBS ποσοτικοποιεί την 

αξιοπιστία κάθε αλληλεπίδρασης ενώ βασίζεται σε ένα στατιστικό µοντέλο που λαµβάνει 

υπόψη τον ανταγωνισµό για τη δέσµευση στην πρωτεΐνη-δόλωµα (bait) ανάµεσα στα 

διάφορα τµήµατα των πρωτεϊνών θηραµάτων (preys) και διακυµαίνεται από την τιµή 0 

(ειδική αλληλεπίδραση) µέχρι και 1 (πιθανό τεχνικό λάθος). Για πρακτικούς λόγους, οι 

τιµές αυτές διαιρέθηκαν σε τέσσερις κατηγορίες, από το A (τιµή πλησιέστερα στο 0) ως το 

D (πλησιέστερα του 1) (πίνακας 3.1). 

Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκε ως υβρίδιο-δόλωµα η καρβoξυτελική 

περιοχή της πρωτεΐνης SARA (664-1323aa) η οποία συντήχθηκε µε την περιοχή σύνδεσης 

στο DNA του µεταγραφικού παράγοντα LexA (LexA-BD). Από την άλλη πλευρά, ως 

αλιευτικά υβρίδια χρησιµοποιήθηκαν πρωτεΐνες-θηράµατα, προερχόµενες από βιβλιοθήκη 

ανθρώπινου πλακούντα, συντηγµένες µε την περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής του 

ιδίου µεταγραφικού παράγοντα (LexA-AD) (σχήµα 3.1). Με το σύστηµα LexA των δύο 

υβριδίων ταυτοποιήθηκαν 32 πρωτεΐνες, οι οποίες δυνητικά αλληλεπιδρούν µε την 

πρωτεΐνη SARA (πίνακας 3.1). 

Με βάση τα αποτελέσµατα (πίνακας 3.1), η σάρωση των δύο υβριδίων κρίνεται ως 

επιτυχηµένη, καθώς, µεταξύ άλλων πρωτεϊνών, βρέθηκαν και τρεις πρωτεΐνες που είναι 

γνωστό, από προηγούµενες µελέτες, ότι αλληλεπιδρούν µε τη SARA. Οι πρωτεΐνες αυτές 

είναι οι R-SMADs (SMAD2 και SMAD3) [51] καθώς και η πρωτεϊνική φωσφατάση PP1 

[51, 81]. 
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Πίνακας 3.1: Οι πρωτεΐνες που ανιχνεύθηκαν µε βάση το σύστηµα των δύο 
υβριδίων σε κύτταρα ζύµης και είναι υποψήφιες για αλληλεπίδραση µε την 
πρωτεΐνη SARA (LexA σύστηµα). 
 
 

Αριθµός 
  Όνοµα 

πρωτεΐνης 

Τιµή 

PBS 
Αριθµός 

  Όνοµα 

πρωτεΐνης 

Τιµή 

PBS 

1 PPP1CA A 17 BMP4 D 

2 PPP1CB A 18 DKFZP566I1024 D 

3 PPP1CC A 19 FHL2 D 

4 ETS2 A 20 FLJ22369 D 

5 FLJ20037 A 21 IMAGE 3882729 D 

6 IMAGE 3510047 A 22 IMAGE 5269682 D 

7 RNF11 A 23 JUP D 

8 SMAD2 A 24 MIRO-2 D 

9 ERBIN A 25 NIT1 D 

10 DAZAP2 A 26 PP2R1A D 

11 β-catenin B 27 RBQ-1 D 

12 FLJ90754 B 28 RNPEP D 

13 NUP155 B 29 SUPT5H D 

14 PRKCBP1 C 30 TAHCCP1 D 

15 SMAD3 C 31 ZNF36 D 

16 BAT30 D 32 EIF4G1 D 

 

Με το σύστηµα των δύο υβριδίων, µεταξύ άλλων, ταυτοποιήθηκαν τέσσερις 

πανοµοιότυποι κλώνοι που αντιστοιχούν σε 185 αµινοξέα της πρωτεΐνης ERBIN (ERBB2-

Interacting Protein) (σχήµα 3.2). Η περιοχή αυτή αρχίζει από το αµινοξύ σερίνη στη θέση 
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Note
Οι πρωτεινες του πίνακα συνδέονται με τον αντίστοιχο ιστοχώρο τους (Expasy ή NCBI).
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1081aa και εκτείνεται µέχρι και το αµινοξύ γλουταµίνη στη θέση 1265aa. Την περιοχή 

αυτήν την ονοµάζουµε από τώρα και για τη συνέχεια αυτής της εργασίας ως περιοχή 

αλληλεπίδρασης µε βάση το σύστηµα των δύο υβριδίων Y2HID (Yeast 2-Hybrid 

Interaction Domain, Y2HID). Η πρωτεΐνη ERBIN πρωτοπροσδιορίστηκε σε σάρωση δύο 

υβριδίων βιβλιοθήκης cDNA προερχόµενης από νεφρό του γονιδιώµατος του επίµυος 

χρησιµοποιώντας τα τελευταία εννέα αµινοξέα του υποδοχέα ERBB2, ως θήραµα, 

συντηγµένα µε τον GAL4 τοµέα σύνδεσης στο DNA [116]. Ο ERBB2 υποδοχέας ανήκει 

στην οικογένεια των υποδοχέων του επιδερµικού αυξητικού παράγοντα EGF (Epidermal 

Growth Factor, EGF) και εντοπίζεται στη βασοπλευρική µεµβράνη των επιθηλιακών 

κυττάρων [166].  

 

 

Σχήµα 3.2: Σχηµατική απεικόνιση των πρωτεϊνών SARA και ERBIN. Η 
περιοχή της SARA που χρησιµοποιήθηκε ως δόλωµα στο σύστηµα των δύο 
υβριδίων απεικονίζεται στο σχήµα ως SARA bait (665-1323αα). Eπιπλέον, η 
περιοχή της πρωτεΐνης ERBIN που αλιεύτηκε ως θήραµα µε την ίδια τεχνική 
απεικονίζεται ως Y2HID (Yeast 2 Hybrid Interacting Domain, Y2HID, 1081-
1265αα). 
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3.2 Η SARA αλληλεπιδρά µε την ERBIN: Επιβεβαίωση µε βιοχηµικές τεχνικές 

Για την επιβεβαίωση της αλληλεπίδρασης µεταξύ των πρωτεϊνών SARA και ERBIN, η 

οποία ανιχνεύτηκε µε το σύστηµα των δύο υβριδίων, χρησιµοποιήθηκαν βιοχηµικές 

τεχνικές. Αρχικά, χρησιµοποιήθηκε η δοκιµασία καταβύθισης (GST Pull Down assay). 

Ειδικότερα, η περιοχή Y2HID της πρωτεΐνης ERBIN συντήχθηκε µε το ένζυµο 

τρανσφεράση της γλουταθειόνης (Glutathione S-Transferase, GST). Η χιµαιρική πρωτεΐνη 

GST-Y2HID που δηµιουργήθηκε υπερεκφράστηκε στο βακτηριακό στέλεχος BL21 και o 

καθαρισµός της έγινε µε σφαιριδία γλουταθειόνης-σεφαρόζης (Glutathione Sepharose GST 

beads). Συνοπτικά, η βακτηριακά καθαρισµένη πρωτεΐνη GST-Y2HID επωάστηκε µε τα 

σφαιρίδια της γλουταθειόνης-σεφαρόζης. Στη συνεχεία, τα σφαιρίδια αυτά επωάστηκαν µε 

λύµα HEK 293 κυττάρων τα οποία είχαν µολυνθεί µε τον αδενοϊό που εκφράζει την 

πρωτεΐνη FLAG-SARA (σχήµα 3.3, αριστερά) ή την πρωτεΐνη FLAG-SARA∆1-667 (σχήµα 

3.3, δεξιά). Τα σφαιρίδια, αφού συλλέχθηκαν µε φυγοκέντρηση, εκπλύθηκαν και 

ηλεκτροφορήθηκαν. Η FLAG-SARA και η FLAG-SARA∆1-664 ανιχνεύτηκαν µε αντίσωµα 

έναντι του FLAG επιτόπου (DYKDDDDK). Ως αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε η 

GST πρωτεΐνη. 

Πράγµατι, η κατασκευή GST-Y2HID αλληλεπιδρά τόσο µε τη SARA όσο και µε τη 

SARA∆1-667 και όχι µε την πρωτεΐνη µάρτυρα GST (σχήµα 3.3A). Παροµοίως, η 

κατασκευή myc-ERBIN, σε πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης, συγκατακρηµνίζεται µε την 

κατασκευή FLAG-SARA∆1-667, σε λύµατα κυττάρων HEK 293, τόσο παρουσία όσο και 

απουσία επαγωγής από τον TGFβ1 (σχήµα 3.3Β). Επιπρόσθετα, δηµιουργήσαµε ένα 

πολυκλωνικό αντίσωµα έναντι της πρωτεΐνης ERBIN µε το οποίο ήταν δυνατή η 

ανοσοκατακρήµνιση της ενδογενούς πρωτεΐνης ERBIN µε την ενδογενή SARA (σχήµα 

3.3Γ). 

  Ήταν ήδη γνωστό από προηγούµενες µελέτες ότι η πρωτεΐνη SARA αλληλεπιδρά 

ισχυρά µε το µεµβρανικό λιπίδιο PI(3)P, µέσω του τοµέα FYVE (Fab1, YOTB/ZK632.12, 

Vac1, and EEA1). Εξαιτίας του προαναφερόµενου χαρακτηριστικού η πρωτεΐνη SARA 

εντοπίζεται κυρίως, αλλά όχι αποκλειστικά, στα πρώιµα ενδοσώµατα [93]. Σε συµφωνία µε 

την παρατηρούµενη αλληλεπίδραση µεταξύ των πρωτεϊνών SARA και ERBIN, όταν 

κυτταρικές µεµβράνες από ανθρώπινο πλακούντα επιπλέουν σε βαθµίδωση σουκρόζης, η 

ERBIN είναι παρούσα εκτός από τη µεµβράνη και στα ίδια κλάσµατα µε τη SARA και την 
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EEA1, έναν γνωστό µάρτυρα του πρώιµου ενδοσώµατος (σχήµα 3.4). Συµπερασµατικά, η 

ERBIN είναι µια πρωτεΐνη η οποία για πρώτη φορά βρέθηκε να αλληλεπιδρά µε τη SARA, 

πιθανότατα τόσο στην πλασµατική µεµβράνη όσο και στο πρώιµο ενδόσωµα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Σχήµα 3.3: Οι πρωτεΐνες SARA και ERBIN αλληλεπιδρούν in vitro. (A) Λύµατα από 
κύτταρα HEK 293 που εκφράζουν είτε FLAG-SARA είτε FLAG-SARA∆1-664 
επωάστηκαν µε τη χιµαιρική πρωτεΐνη GST-Y2HID ή µόνο µε τη GST πρωτεΐνη. Τα 
σύµπλοκα που σχηµατίστηκαν αφού εκπλύθηκαν, αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και 
ακολούθησε ανοσοαποτύπωση (IB) µε αντίσωµα α-FLAG. Στο κάτω µέρος του σχήµατος 
εµφανίζεται η χρώση των GST πρωτεϊνών µε το αντιδραστήριο Ponceau S, practical 
grade. Το σύµβολο I (input) αντιπροσωπεύει το 10% του συνολικού κυτταρικού 
εκχυλίσµατος. (B) Οι υπερεκφρασµένες πρωτεΐνες SARA και ERBIN αλληλεπιδρούν µε 
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την τεχνική της ανοσοκατακρήµνισης. Κύτταρα HEK 293 διαµολύνθηκαν προσωρινά µε 
την myc-ERBIN ενώ επιµολύνθηκαν µε τη χιµαιρική πρωτεΐνη FLAG-SARA. 
Πραγµατοποιήθηκαν ανοσοκατακρηµνίσεις µε α-FLAG αντίσωµα και ανοσοαποτύπωση 
µε αντίσωµα α-myc. Προκειµένου να επιβεβαιωθεί η ανοσοκατακρήµνιση της πρωτεΐνης 
FLAG-SARA οι µεµβράνες επωάστηκαν εκ νέου µε αντίσωµα έναντι του FLAG επιτόπου 
(α-FLAG). (Γ) Οι ενδογενείς πρωτεΐνες SARA και ERBIN αλληλεπιδρούν. Κυτταρικά 
εκχυλίσµατα HEK 293 επωάστηκαν µε αντίσωµα έναντι της πρωτεΐνης ERBIN, α-
ERBIN, ή µε αντίσωµα µάρτυρα IgG. Τα σύµπλοκα που δηµιουργήθηκαν αφού 
εκπλύθηκαν αναλύθηκαν µε ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιώντας ένα αντίσωµα έναντι 
της πρωτεΐνης SARA, α-SARA. Προκειµένου να επιβεβαιωθεί η ανοσοκαταβύθιση της 
ERBIN, οι µεµβράνες νιτροκυτταρίνης επωάστηκαν εκ νέου µε αντίσωµα έναντι της 
ERBIN. 

 

 

Σχήµα 3.4: Επίπλευση σε βαθµίδωση σουκρόζης. Οµογενοποίηµα από πλακούντα 
διαχωρίστηκε χρησιµοποιώντας επίπλευση σε βαθµίδωση σουκρόζης. Έπειτα ακολούθησε 
ανάλυση κατά western blot (βλ. υλικά και µέθοδοι). Οι µεµβράνες επωάστηκαν µε 
αντισώµατα α-ERBIN, α-SARA, α-CD39 και α-EEA1. Η ένδειξη EE αντιστοιχεί στα 
κλάσµατα πλούσια σε πρώιµα ενδοσώµατα. Τα κλάσµατα ταξινοµήθηκαν από το 1 ως και 
το 10. Το κλάσµα νούµερο 10 αντιστοιχεί στον πυθµένα του δοκιµαστκού σωλήνα. 
 
 
 

 
 

3.3 Η πρωτεΐνη SARA στρατολογεί την πρωτεΐνη ERBIN στα πρώιµα ενδοσώµατα 

 Ανατρέχοντας κανείς στη βιβλιογραφία θα διαπιστώσει ότι όσον αφορά τον κυτταρικό 

εντοπισµό της ERBIN στο πρώιµο ενδόσωµα δεν έχουν πραγµατοποιηθεί αρκετές µελέτες. 

Βέβαια, εκτός από την εντόπιση της στην πλασµατική µεµβράνη η κυτταρική εντόπιση της 

πρωτεΐνης ERBIN στα πρώιµα ενδοσώµατα δεν έχει δειχθεί µε λεπτοµερή ανάλυση, αφού 

στη βιβλιογραφία υπάρχουν κυρίως µεµονωµένες παρατηρήσεις και διατυπώσεις. 
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Ειδικότερα µε την τεχνική της ανοσοιστοχηµείας και σε βασικό κυτταρικό καρκίνωµα 

(basal cell carcinoma) έχουν παρατηρηθεί µεµονωµένα θετικά στην ERBIN 

κυτταροπλασµατικά κυστίδια, ενώ έχει διατυπωθεί η πρόταση ότι πρόκειται για κυστίδια 

προϊόν ενδοκυττάρωσης [147]. Επιπρόσθετα, στικτή χρώση για την ERBIN έχει 

παρατηρηθεί και µε ανοσοφθορισµό σε εγγύς δενδριτικά κύτταρα [142].  

Καθώς λοιπόν δεν υπάρχουν βιβλιογραφικές αναφορές για τον εντοπισµό της στο 

πρώιµο ενδόσωµα θεωρήσαµε σκόπιµο να µελετήσουµε περαιτέρω την κυτταρική 

εντόπιση της ERBIN σε εµβρυονικά κύτταρα επίµυος NIH3T3. Ειδικότερα, ελέγξαµε το 

βαθµό συνεντοπισµού της υπερεκφρασµένης και µη συντηγµένης µε κάποιο επίτοπο 

πρωτεΐνης ERBIN µε το γνωστό µάρτυρα του πρώιµου ενδοσώµατος, την πρωτεΐνη EEA1 

[167]. Σε συµφωνία µε προηγούµενες µελέτες [94, 116], η πρωτεΐνη ERBIN βρέθηκε να 

εντοπίζεται τόσο στην πλασµατική µεµβράνη όσο και στο κυτταρόπλασµα ενώ δεν 

παρουσίασε κάποιο βαθµό συνεντοπισµού µε την πρωτεΐνη EEA1 (σχήµα 13, a-c). 

Εντούτοις, ύστερα από ταυτόχρονη υπερέκφρασή της µε τη χιµαιρική πρωτεΐνη GFP-

SARA, η ERBIN παρουσιάζει σηµαντικό βαθµό συνεντοπισµού (στο 50% περίπου των 

κυττάρων) µε τη χιµαιρική πρωτεΐνη GFP-SARA στα πρώιµα ενδοσώµατα (σχήµα 13, d-f). 

Επιπρόσθετα, η υπερέκφραση της SARA προκάλεσε διόγκωση των πρώιµων ενδοσωµάτων 

όπως ακριβώς έχει δειχθεί και από προηγούµενες εργασίες (σχήµα 3.5, d-f) [92-94].  

Αν και το πείραµα επίπλευσης µεµβρανών έδειξε ότι ένα κλάσµα της ERBIN 

βρίσκεται στα ίδια µεµβρανικά κλάσµατα που εντοπίζεται και η πρωτεΐνη SARA (σχήµα 

3.4), εντούτοις η ποσότητα της πρωτεΐνης ERBIN η οποία στρατολογείται στα πρώιµα 

ενδοσώµατα από τα ενδογενή επίπεδα της πρωτεΐνης SARA είναι ανεπαρκής προκειµένου 

να ανιχνευθεί από το αντίσωµα έναντι της ενδογενούς ERBIN. Αποδεδειγµένα λοιπόν, η 

υπερέκφραση της GFP-SARA ‘‘εµπλουτίζει’’ την πρωτεΐνη αυτή στα πρώιµα ενδοσώµατα 

και για το λόγο αυτό είναι δυνατή η ανίχνευση της µε την τεχνική του ανοσοφθορισµού. 
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Σχήµα 3.5: Η SARA στρατολογεί την πρωτεΐνη ERBIN στο πρώιµο ενδόσωµα.  
Κύτταρα NIH3T3 διαµολύνθηκαν µε την πρωτεΐνη ERBIN απουσία (a-c) ή παρουσία GFP-
SARA (d-f). Η πρωτεΐνη ERBIN ανιχνεύτηκε µε αντίσωµα κονίκλου α-ERBIN και η 
ενδογενής EEA1 ανιχνεύτηκε µε µονοκλωνικό αντίσωµα επίµυος α-EEA1. Η γραµµή 
µήκους, στα σχήµατα c και f (κάτω δεξιά), αντιστοιχεί σε 10 µm. 

 

3.4 Μοριακή χαρτογράφηση της περιοχής της πρωτεΐνης SARA που αλληλεπιδρά µε 

την ERBIN  

Προκειµένου να χαρακτηρίσουµε την περιοχή της πρωτεΐνης SARA που είναι υπεύθυνη 

για την αλληλεπίδραση µε την ERBIN, χρησιµοποιήσαµε λύµατα ανθρώπινων επιθηλιακών 

εµβρυονικών κύτταρων προερχοµένων από το νεφρό (HEK 293, Human Embryonic 

Kidney Cells). Ειδικότερα, έγινε παροδική διαµόλυνση των προαναφεροµένων κυττάρων 

µε αλληλεπικαλυπτόµενα µικρότερα τµήµατα (SARA-1, SARA-2 και SARA-3) της 

περιοχής-δολώµατος της πρωτεΐνης SARA (664-1323aa) (σχήµα 3.6), η οποία 

χρησιµοποιήθηκε στη σάρωση των δύο υβριδίων. Όλες αυτές οι κατασκευές σηµάνθηκαν 

µε τον επίτοπο HA (YPYDVPDYA). Από την άλλη πλευρά, η περιοχή-θήραµα της ERBIN 

(Y2HID) σηµάνθηκε µε την GST πρωτεΐνη. Σε πειράµατα καταβύθισης, η GST-Y2HID 

συγκαταβύθισε τη SARA-1 (667-926aa), αλλά όχι τη SARA-2 (906-1204aa) ή τη SARA-3 

(1170-1323aa) (σχήµα 3.7). 
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Σχήµα 3.6: ∆οµική οργάνωση της πρωτεΐνης SARA καθώς επίσης και των 
κατασκευών που δηµιουργήθηκαν προκειµένου να εξεταστεί η αλληλεπίδραση µε την 
ERBIN. Η αλληλεπίδραση ή η µη-αλληλεπίδραση κάθε κατασκευής µε την ERBIN 
απεικονίζεται µε σταυρό και παύλα αντίστοιχα. ERBID, ERBIN Interaction Domain.. 

 

 
 

Σχήµα 3.7: Η περιοχή Y2HID της ERBIN αλληλεπιδρά µε την περιοχή  SARA-1 της 
SARA. Κυτταρικά λύµατα HEK 293 που εκφράζουν HA-SARA-1, HA-SARA-2 ή HA-
SARA-3 επωάστηκαν µε GST-Y2HID ή GST. Τα πρωτεϊνικά σύµπλοκα, αφού πλύθηκαν, 
αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE και ακολούθησε ανοσοαποτύπωση µε 
αντίσωµα α-HA. Το κάτω πλαίσιο σε κάθε περίπτωση απεικονίζει χρώση κατά ponceau 
των GST πρωτεϊνών. Το I (input) σε κάθε περίπτωση αντιπροσωπεύει το 10% του ολικού 
κυτταρικού λύµατος. 
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Καθώς η SARA-1 περιέχει δυο πολύ καλά χαρακτηρισµένες περιοχές, α) την 

περιοχή πρόσδεσης των πρωτεϊνών SMAD (SMAD binding domain, SBD) και β) το 

µοτίβο σύνδεσης µε την πρωτεϊνική φωσφατάση PP1 (Phosphatase Binding Motif, 

PPIBM), θεωρήσαµε σκόπιµο να µελετήσουµε τη συµµετοχή των δυο αυτών τοµέων της 

πρωτεΐνης SARA στην αλληλεπίδραση µε την ERBIN. Αρχικά, χρησιµοποιώντας 

κυτταρικά λύµατα HEK 293 και διεξάγοντας πειράµατα καταβύθισης δεν ανιχνεύσαµε 

καµία αλληλεπίδραση της myc-ERBIN µε τον τοµέα SBD της SARA (σχήµα 3.8Α). Στο 

ιδιο πείραµα, ως θετικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε η γνωστή σύνδεση του τοµέα αυτού 

µε την πρωτεΐνη SMAD2. Πράγµατι, η αλληλεπίδραση της FLAG-SMAD2 κατασκευής µε 

τη χιµαιρική πρωτεΐνη GST-SBD ήταν ισχυρή (σχήµα 3.8Β). 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 3.8: Η ERBIN δεν αλληλεπιδρά µε τον τοµέα σύνδεσης των SMAD πρωτεϊνών 
της SARA. Κυτταρικά εκχυλίσµατα HEK 293 που εκφράζουν myc-ERBIN ή FLAG-
SMAD2 επωάστηκαν µε GST-SBD η µόνο µε την GST. Τα σύµπλοκα πλύθηκαν και στη 
συνέχεια αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE και ακολούθησε ανοσοαποτύπωση 
είτε µε αντίσωµα έναντι του επιτόπου myc (α-myc) είτε µε αντίσωµα έναντι του επίτοπου 
FLAG (α-FLAG ab) προκειµένου να ανιχνεύσουµε τις συντηγµένες µε τον επίτοπο 
πρωτεΐνες ERBIN (A) ή SMAD2 (B), αντίστοιχα.. 

 

Στη συνέχεια, καθώς η HA-SARA-1∆SBD και η HA-SARA-1∆SBD-PP1 

αλληλεπιδρούν µε τη GST-Y2HID (σχήµα 3.9Α), συµπεραίνουµε ότι ούτε ο τοµέας SBD 

ούτε και το µοτίβο PP1BM (PP1BM, Protein Phosphatase 1 Binding Motif) της πρωτεΐνης 

SARA συµµετέχουν στην αλληλεπίδραση της SARA µε την ERBIN. Κατά συνέπεια, είναι 

προφανές ότι η SARA δεσµεύεται στην ERBIN µέσω µιας περιοχής η οποία εκτείνεται 

µεταξύ των αµινοξέων 730 και 926. Επειδή, όµως, η κατασκευή SARA (1-753) 

αλληλεπιδρά επίσης µε τη GST-Y2HΙD (σχήµα 3.9Β) υποθέτουµε ότι η ενδεχόµενη 

ελάχιστη περιοχή της πρωτεΐνης SARA που είναι υπεύθυνη για την αλληλεπίδραση µε την 

ERBIN εκτείνεται ανάµεσα στα αµινοξέα 730 και 753. Ωστόσο, επειδή δε µπορούµε να 

αποκλείσουµε ότι και οι παρακείµενες περιοχές συµβάλλουν στην αλληλεπιδραση αυτή, 
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ονοµάσαµε την ευρύτερη περιοχή, αµινοξέα 730 µέχρι 926, ως περιοχή σύνδεσης µε την 

ERBIN (ERBIN Interaction Domain, ERBID).  

 

 

 

Σχήµα 3.9: Η ελάχιστη πιθανή περιοχή της πρωτεΐνης SARA που είναι υπεύθυνη για 
την αλληλεπίδραση µε την ERBIN εντοπίζεται ανάµεσα στα αµινοξέα 730 και 753. 
(Α) Λύµατα κυττάρων HEK 293 που εκφράζουν είτε HA-SARA-1∆SBD είτε HA-SARA-
1∆SBD-PPI επωάστηκαν µε GST-Y2HID ή GST. Τα πρωτεϊνικά σύµπλοκα πλύθηκαν και 
αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE και ακολούθησε ανοσοαποτύπωση µε 
αντίσωµα α-FLAG. (Β) Λύµατα κυττάρων 293 που εκφράζουν FLAG-SARA1-753 
επωαστήκαν µε GST-Y2HID ή GST. Τα σύµπλοκα αφού πλύθηκαν αναλύθηκαν µε 
ηλεκτροφόρηση κατά SDS-PAGE και ακολούθησε ανοσοπατύπωση µε αντίσωµα α-
FLAG. Το I (input) σε κάθε περίπτωση αντιπροσωπεύει το 10% του ολικού κυτταρικού 
εκχυλίσµατος. 
 
 
 
 

3.5 Η περιοχή της πρωτεΐνης ERBIN (1208-1265aa) ταυτοποιείται για πρωτη φορά να 

αλληλεπιδρά µε τη SARA καθώς και µε τις SMAD2/3 πρωτεΐνες 

Προκειµένου να προσδιορίσουµε µε περισσότερη ακρίβεια την ελάχιστη περιοχή της 

πρωτεΐνης ERBIN που διαµεσολαβεί στη σύνδεση µε τη SARA, µελετήσαµε την 

αλληλεπίδραση της κατασκευής FLAG-SARA∆1-664 µε µικρότερα αλληλεπικαλυπτόµενα 

τµήµατα της περιοχής Y2HID (σχήµα 3.10). Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε η 

τεχνική της καταβύθισης όπου η πρωτεΐνη GST συντήχθηκε µε διάφορες περιοχές της 

πρωτεΐνης ERBIN. Οι κατασκευές αυτές δηµιουργήθηκαν λαµβάνοντας υπόψη 

προγράµµατα βιοπληροφορικής ανάλυσης δευτεροταγούς δοµής που είναι διαθέσιµα στο 

διαδίκτυο, π.χ http://www.predictprotein.org/. Αρχικά, χρησιµοποιήσαµε τρία 

αλληλεπικαλυπτόµενα τµήµατα της περιοχής Y2HID. Τις περιοχές αυτές τις ονοµάσαµε E1 

(1081-1188aa), E2 (1124-1215aa) και E3 (1159-1265aa). Επίσης, χρησιµοποιήσαµε και µια 

τέταρτη κατασκευή που ονοµάσαµε E4 (1240-1371aa) και η οποία περιλαµβάνει τον τοµέα 
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PDZ καθώς και τα τελευταία 25 αµινοξέα της περιοχής Y2HID (σχήµα 3.10). Καθώς η 

περιοχή Y2HID (1081-1265aa) της ERBIN περιλαµβάνει την περιοχή SID (1172-1282aa), 

η οποία έχει δειχθεί από προηγούµενη πρόσφατη µελέτη ότι αλληλεπιδρά µε τις πρωτεΐνες 

SMAD2 και SMAD3 [168], χρησιµοποιήσαµε επίσης τις κατασκευές FLAG-SMAD2, 

FLAG-SMAD3, myc-SMAD1 και myc-SMAD4 στη δοκιµασία καταθύθισης (σχήµα 

3.11Β-Ε). Οι περιοχές E3 και E4 της ERBIN συγκαταβύθισαν τη SARA∆1-664 (σχήµα 

3.11Α) και τη SMAD2 (σχήµα 3.11Β), ενώ η SMAD3 συγκαταβυθίστηκε κυρίως µε την 

περιοχή E3 (σχήµα 3.11Γ). Η myc-SMAD1 συγκαταβυθίστηκε ασθενικά µε την περιοχή 

E3 (σχήµα 3.11Ε), ενώ η SMAD4 συγκαταβυθίστηκε, επίσης ασθενικά, µε την περιοχή E1 

(σχήµα 3.11∆). Συνολικά, τα δεδοµένα αυτά υποδεικνύουν ότι οι πρωτεΐνες SARA, 

SMAD2 και SMAD3 αλληλεπιδρούν µε την ίδια περιοχή της ERBIN η οποία εκτείνεται 

µεταξύ των αµινοξέων 1208 µέχρι 1265. 

Προκειµένου να καθορίσουµε περαιτέρω την ελάχιστη απαραίτητη περιοχή για τις 

αλληλεπιδράσεις µε τη SARA, τη SMAD2 και τη SMAD3 µε την ERBIN, δηµιουργήσαµε 

τρεις επιπρόσθετες κατασκευές της ERBIN, την E3C (1208-1265aa), την E3C.1 (1208-

1240aa) και την E3C.2 (1241-1265aa) (σχήµα 3.10). Ενώ η SARA∆1-664 και η SMAD2 

συγκαταβυθίσαν την κατασκευή E3C.2 (σχήµα 3.11Ζ και H), η SMAD3 συγκαταβυθίσε 

τόσο την E3C.1 όσο και την E3C.2 (σχήµα 3.11Θ). Όπως αναµενόταν, η SARA∆1-664, η 

SMAD2 και η SMAD3 συγκαταβυθίστηκαν και µε τη µεγαλύτερη κατασκευή E3C (σχήµα 

3.11Ζ-Θ). Επιβεβαιώνοντας τα παραπάνω πειράµατα, η SARA∆1-664, η SMAD2 και η 

SMAD3 συγκαταβύθισαν την περιοχή E4 (1240-1371) (σχήµα 3.11Ζ), ενώ καµία από 

αυτές δε συγκαταβύθισε την περιοχή E5 (σχήµα 3.11Ι), η οποία προέρχεται από την 

κατασκευή E4, αλλά της λείπει η περιοχή 1240-1262aa (σχήµα 3.10).  

Συµπερασµατικά, η SARA και η SMAD2 αλληλεπιδρούν µε την ERBIN µεταξύ 

των αµινοξέων 1241 και 1265, ενώ η SMAD3 δεσµεύεται στην ERBIN στα αµινοξέα 1208 

µέχρι 1265. Συγκεντρωτικά, τα δεδοµένα αυτά καθιερώνουν για πρώτη φορά την περιοχή 

της ERBIN (1208-1265aa) υπεύθυνη για την αλληλεπίδραση µε τις πρωτεΐνες SARA, 

SMAD2 και SMAD3. Την περιοχή αυτήν την ονοµάσαµε περιοχή σύνδεσης µε τη SARA 

και τις SMAD πρωτεΐνες, (SARA and SMAD Interaction Domain, SSID). 
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Σχήµα 3.10: ∆οµική οργάνωση της πρωτεΐνης ERBIN µε βάση τους τοµείς της και 
οι κατασκευές που δηµιουργήθηκαν για να εξετάσουµε την αλληλεπίδραση µε τις 
πρωτεΐνες SARA και SMAD1/2/3/4 (βλέπε σχήµα  3.11). Η αλληλεπίδραση ή η µη-
αλληλεπίδραση κάθε κατασκευής µε τη SARA και τις SMADs 1-4 απεικονίζεται µε 
σταυρό και παύλα αντίστοιχα. SSID, SARA and SMAD Interacting Domain; LRR, 
Leucine Rich Repeat; PDZ, PSD-95, Dlg, and ZO-1; nd, not done 
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Σχήµα 3.11: Χαρτογράφηση των περιοχών της ERBIN που αλληλεπιδρούν µε τις 
SARA και SMAD1/2/3/4. (A) Κύτταρα HEK 293 µολύνθηκαν µε τον αδενοϊό που 
εκφράζει την κατασκευή FLAG-SARA∆1-664. Τα κυτταρικά λύµατα επωάστηκαν µε 
GST-Y2HID, GST-E1, GST-E2, GST-E3, και GST-E4, ενώ ως αρνητικός µάρτυρας 
χρησιµοποιήθηκε η πρωτεΐνη GST. Τα σύµπλοκα, αφού πλύθηκαν, αναλύθηκαν µε SDS-
PAGE. Για την ανοσοαποτύπωση που ακολούθησε χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα α-
FLAG. Το κατώτερο πάνελ σε κάθε περίπτωση δείχνει τη χρώση των GST πρωτεϊνών µε 
το αντιδραστήριο ponceau. Το σύµβολο I (input) αντιπροσωπεύει το 10% του ολικού 
κυτταρικού εκχυλίσµατος. (Β) Κύτταρα HEK 293 διαµολύνθηκαν προσωρινά µε την 
κατασκευή FLAG-SMAD2. Τα κυτταρικά λύµατα υπέστησαν την ίδια επεξεργασία όπως 
στην στην περίπτωση (Α). (Γ) Κύτταρα HEK 293 διαµολύνθηκαν προσωρινά µε την 
κατασκευή FLAG-SMAD3. Η επεξεργασία είναι ίδια µε την περίπτωση (Α). (∆) Κύτταρα 
HEK διαµολύνθηκαν προσωρινά µε την κατασκευή myc-SMAD4. Τα κυτταρικά λύµατα 
επεξεργάστηκαν όπως στην περίπτωση (Α), ενώ για την ανίχνευση χρησιµοποιήθηκε 
αντίσωµα α-myc (Ε) Κύτταρα HEK 293 cells διαµολύνθηκαν προσωρινά µε την 
κατασκευή myc-SMAD1. Τα κυτταρικά εκχυλίσµατα επεξεργάστηκαν όπως στην 
περίπτωση (Α). (Ζ). Κύτταρα HEK 293 µολύνθηκαν µε αδενοϊό που εκφράζει την 
FLAG-SARA∆1-664, και τα κυτταρικά λύµατα επωάστηκαν µε τις πρωτεΐνες GST-E3, 
GST-E3C, GST-E3C.1, GST-E3C.2 και GST ως µάρτυρα. Τα σύµπλοκα, αφού 
πλύθηκαν, αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και ακολούθησε ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα 
α-FLAG. (Η) Κύτταρα HEK 293 διαµολύνθηκαν προσωρινά µε FLAG-SMAD2. Τα 
κυτταρικά λύµατα υπέστησαν την ίδια επεξεργασία όπως στην περίπτωση (Ζ). (Θ) 
Κύτταρα HEK 293 διαµολύνθηκαν προσωρινά µε την κατασκευή FLAG-SMAD3. Τα 
κυτταρικά εκχυλίσµατα υπέστησαν την ίδια επεξεργασία όπως στην περίπτωση (Ζ). (Ι) 
Κυτταρικά λύµατα HEK 293 που υπερεκφράζουν την κατασκευή FLAG-SARA∆1-664, 
FLAG-SMAD2 ή FLAG-SMAD3 επωάστηκαν µε GST-E4 και GST-E5 ή µόνο µε την 
πρωτεΐνη-µάρτυρα GST. Aκολούθησε η ίδια πειραµατική διαδικασία όπως στη 
περίπτωση (A). (Κ) ∆ιάγραµµα κατά PONDR (Predictor Of Naturally Disordered 
Regions, PONDR) της περιοχής SSID. Τα κατάλοιπα µε τιµή κατά PONDR µεγαλύτερη 
από 0.5 αναµένεται να µην έχουν συγκεκριµένη τριτοταγή δοµή και τα κατάλοιπα µε 
τιµή µικρότερη από 0.5 προβλέπεται να υιοθετούν κάποιας µορφής διαµόρφωση. Τιµές 
κοντά στο 1 είναι ισχυρές ενδείξεις για τη µη ύπαρξη τριτοταγούς δοµής. 
 

 

 

Το γεγονός ότι η ίδια µικρή περιοχή της πρωτεΐνης ERBIN είναι υπεύθυνη για τις 

αλληλεπιδράσεις µε τις πρωτεΐνες SARA, SMAD2 και SMAD3 µας παρακίνησε να 

αναλύσουµε περαιτέρω και σε µεγαλύτερη λεπτοµέρεια την αµινοξική αλληλουχία της 

περιοχής SSID. Η αλληλουχία SSID είναι ασυνήθιστα πλούσια σε κατάλοιπα που 

προάγουν δοµική αταξία, ειδικά τα αµινοξέα προλίνη (Pro) και γλουταµίνη (Gln), ενώ είναι 

‘‘φτωχή’’ σε αµινοξέα που προάγουν δοµική τάξη (Trp, IIe, Cys, Val). Πράγµατι, η 

περαιτέρω ανάλυση µε διάφορα σχετικά προγράµµατα βιοπληροφορικής, έδωσε µια 

πειστική πρόβλεψη της έλλειψης συγκεκριµένης τριτοταγούς δοµής για τον τοµέα SSID. 

Ειδικότερα, το µικρό τµήµα 1246-1257aa, αναµένεται να είναι α-έλικα και αποτελεί µια 
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‘‘εξαίρεση’’ στην προβλεπόµενη έλλειψη συγκεκριµένης τριτοταγούς δοµής (σχήµα 

3.11K). Επιπλέον, το τµήµα 1246-1257aa µπορεί να ταξινοµηθεί ως α-MoRF (Molecular 

Recognition Feature, γνωστά ακόµη και ως Molecular Recognition Element MoRE). Τα 

MoRFs είναι µικρές και µε χαλαρή τριτοταγή δοµή πρωτεϊνικές περιοχές οι οποίες 

εµπεριέχονται µέσα σε µεγαλύτερες και χωρίς συγκεκριµένη δοµή πρωτεϊνικές περιοχές. 

Με τη σύνδεση της αλληλεπιδρώσας πρωτείνης στην περιοχή MoRF η ευρύτερη αδόµητη 

περιοχή υφίσταται µετάβαση σε κατάσταση δοµικής τάξης (disorder-to-order transition) 

[169]. 

 

3.6 Οι πρωτεΐνες SMAD2/3 και η πρωτεΐνη SARA αλληλεπιδρούν µε την ERBIN 

ανεξάρτητα η µια της άλλης και έτσι ανταγωνίζονται µεταξύ τους για την πρόσδεση 

στην περιοχή SSID της ERBIΝ.  

Οι πρωτεΐνες SARA και ERBIN φαίνεται να δεσµεύονται άµεσα η µια στην άλλη επειδή 

αλληλεπιδρούν στο σύστηµα των δύο υβριδίων. Αντίθετα, η πρόσδεση της ERBIN στις 

SMAD2/3 µπορεί να είναι έµµεση µέσω της αµοιβαίας σύνδεσης στη SARA. Προκειµένου 

να διαλευκάνουµε το σηµείο αυτό, µελετήσαµε αν η ERBIN θα µπορούσε να αλληλεπιδρά 

µε τις φωσφορυλιωµένες µορφές των SMAD2/3 πρωτεϊνών, µορφές µε τις οποίες δεν 

αλληλεπιδρά η SARA [51]. Για το σκοπό αυτό, χρησιµοποιώντας την τεχνική της 

ανοσοκαταβύθισης, ελέγξαµε την αλληλεπίδραση της HA-ERBIN µε τις σηµασµένες, µε 

τον επίτοπο myc, µορφές είτε του φυσικού τύπου SMAD2/3 είτε των µόνιµα ενεργών 

µορφών τους (SMAD2/3ca). Στις µορφές αυτές, το µοτίβο SSMS στο καρβoξυτελικό άκρο 

των πρωτεϊνών µεταλλάχτηκε σε EDME και EDVE, αντιστοίχως, µε αποτέλεσµα οι 

µορφές αυτές να µιµούνται τη φωσφορυλιώµενη µορφή των SMAD2/3 πρωτεϊνών  [46, 

153]. Τόσο οι µη-φωσφορυλιωµένες όσο και οι συνεχώς ενεργές µορφές των SMAD2 και 

SMAD3 δεσµεύονται στην ERBIN στον ίδιο βαθµό (σχήµα 3.12Α) που σηµαίνει ότι η 

σύνδεση των SMAD2/3 είναι ανεξάρτητη της σύνδεσης τους στη SARA.  
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Με βάση τα δεδοµένα ότι α) οι SMAD2/3 πρωτεΐνες και η SARA µπορούν να 

δεσµεύονται ανεξάρτητα η µια από την άλλη στην ERBIN, και β) οι SMAD2/3 πρωτεΐνες 

και η SARA δεσµεύονται στην περιοχή SSID της ERBIN, υποθέσαµε ότι η αλληλεπίδραση 

των SMAD2/3 και της SARA στην ERBIN µπορεί να είναι ανταγωνιστική και αµοιβαία 

αλληλοαποκλειόµενη. Όντως, η έκφραση αυξανόµενων ποσοτήτων της FLAG-SARA 

µειώνει δραµατικά την ποσότητα της myc-SMAD2ca (σχήµα 3.12Γ) και της myc-

SMAD3ca (σχήµα 3.12Β) που καταβυθίζεται µε την κατασκευή E3C της πρωτεΐνης 

ERBIN (SSID, 1208-1265aa). Συµπερασµατικά, οι SMAD2/3 πρωτεΐνες και η SARA 

αλληλεπιδρούν µε την ERBIN ανεξάρτητα η µια από την άλλη και έτσι ανταγωνίζονται 

µεταξύ τους για την πρόσδεση στην περιοχή SSID της ERBIN.  
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Σχήµα 3.12: Η ERBIN αλληλεπιδρά τόσο µε τις φωσφορυλιωµένες όσο και µε τις µη-
φωσφορυλιωµένες µορφές των SMAD2/3 πρωτεϊνών ενώ η πρωτεΐνη SARA και οι 
SMAD2/3 ανταγωνίζονται για τη σύνδεση στην ERBIN (A) Κύτταρα HEK 293 
συνδιαµολύνθηκαν προσωρινά µε τις πρωτεΐνες myc-SMAD3 και HA-ERBIN, myc-
SMAD2 και HA-ERBIN, myc-SMAD3ca και HA-ERBIN ή τις myc-SMAD2ca και HA-
ERBIN. Αντίσωµα έναντι του επιτόπου ΗΑ (α-ΗΑ) ή αντίσωµα µάρτυρα IgG επίµυος, 
χρησιµοποιήθηκαν για πειράµατα ανοσοκαταβύθισης και στη συνέχεια ακολούθησε 
αναοσοαποτύπωση χρησιµοποιώντας αντίσωµα έναντι του επιτόπου myc (α-myc). 
Προκειµένου να ελεγχθεί η ανοσοκαταβύθιση της HA-ERBIN οι µεµβράνες στη συνέχεια 
επωάστηκαν εκ νέου µε αντίσωµα έναντι του επιτόπου HA. (B) Η πρωτεΐνη SARA 
ανταγωνίζεται µε τις πρωτεΐνες SMAD2 και SMAD3 για τη σύνδεση στην πρωτεΐνη 
ERBIN. Λύµατα από κύτταρα HEK 293 τα οποία υπερεκφράζουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη 
myc-SMAD3ca επωάστηκαν µε GST-E3C πρωτεΐνη (εκφρασµένη σε βακτήρια), διαδροµή 
B. Τα σύµπλοκα, αφού πρώτα πλύθηκαν, επωάστηκαν µε αυξανόµενα ποσά της χιµαιρικής 
πρωτεΐνης FLAG-SARA,διαδροµές C, D, E. Τα σύµπλοκα στη συνέχεια πλύθηκαν και 
ακολούθησε ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα α-FLAG 
προκειµένου να ανιχνεύσουµε την FLAG-SARA, και αντίσωµα α-myc για την ανίχνευση 
της myc-SMAD3ca. ∆ιαδροµή Α, λύµατα από κύτταρα HEK 293 τα οποία υπερεκφράζουν 
τη χιµαιρική πρωτεΐνη myc-SMAD3ca επωάστηκαν µε GST (Γ) Το παραπάνω πείραµα 
(βλέπε Β) επαναλήφθηκε µε τον ίδιο τρόπο χρησιµοποιώντας την πρωτεΐνη myc-SMAD2ca. 

 

 

 

3.7 Η πρωτεΐνη SARA ή το πολυπεπτίδιο ERBID αντιστρέφει την ανασταλτική 

επίδραση της πρωτεΐνης ERBIN στις µεταγραφικές αποκρίσεις του TGFβ και της 

Ακτιβίνης Α 

Επειδή η ERBIN δεσµεύεται τόσο στη SARA όσο και στις SMAD2/3 πρωτεΐνες 

µελετήσαµε το ρόλο των αλληλεπιδράσεων αυτών στη µεταγωγή του σήµατος τόσο από 

τον TGFβ όσο και από την Ακτιβίνη Α αποσιωπώντας το γονίδιο της ERBIN. Αρχικά, 

δηµιουργήθηκαν σταθερές κυτταρικές σειρές από καρκινικά επιθηλιακά κύτταρα A431 τα 

οποία εξέφραζαν δύο γονίδια αναφοράς. Το ένα αποτελούµενο από τον υποκινητή 

(CAGA)12-luc SBE (ανταποκρίνεται σε TGFβ/Ακτιβίνη Α) και το άλλο αποτελούµενο από 

τη σταθερά εκφραζόµενη λουσιφεράση από το κοράλλι Renilla (Renilla luciferase gene, 

HSV TK) για οµαλοποίηση των αποτελεσµάτων των τιµών CAGA-luc. Οι κυτταρικές 

αυτές σειρές ελέγχθηκαν για την ικανότητα µεταγραφικής επαγωγής του γονιδίου 

αναφοράς και την ισχύ έκφρασης της λουσιφεράσης Renilla. Στη συνέχεια, οι κυτταρικές 

σειρές ελέγθηκαν µε τη χρήση συγκεκριµένων siRNAs που στοχεύουν σε 

γονίδια/πρωτεΐνες µε γνωστή από τη βιβλιογραφία δράση στα µονοπάτια του TGFβ και της 
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Ακτιβίνης Α. Με βάση την ανταπόκριση στους ελέγχους αυτούς επιλέχθηκαν δύο κλώνοι 

για τα πειράµατα γονιδιακής αποσιώπησης της ERBIN. 

Η γονιδιακή αποσιώπηση της ERBIN από δυο διαφορετικά siRNA προκάλεσε, και 

στους δυο Α431 κλώνους, στατιστικά σηµαντική αύξηση της µεταγραφικής ενεργοποίησης 

του γονιδίου CAGA-luc, τόσο από τον TGFβ, όσο και από την Ακτιβίνη Α (σχήµα 3.13Α). 

Φυσικά, και στους δύο κλώνους, η γονιδιακή αποσιώπηση οδήγησε σε δραµατική µείωση 

των επιπέδων της πρωτεΐνης ERBIN (σχήµα 3.13Α). Αντίθετα, η υπερέκφραση της 

πρωτεΐνης ERBIN, σε κύτταρα HEK 293, ανέστειλε σηµαντικά τη µεταγραφή των 

γονιδίων αναφοράς CAGA-luc, που ανταποκρίνεται στον TGFβ/Ακτιβίνη Α µέσω της 

SMAD3, και ARE-luc, που ανταποκρίνεται στην Ακτιβίνη Α µέσω της πρωτεΐνης SMAD2 

και σε συνεργασία µε τον µεταγραφικό παράγοντα FAST (σχήµα 3.1.3B).  Η µεταγραφή 

του γονίδιου αναφοράς BRE-luc, που ενεργοποιείται από τις BMP πρωτεΐνες µέσω των 

πρωτεϊνών SMAD1 και SMAD5, επηρέαστηκε αρνητικά σε µικρότερο βαθµό, αν και η 

αναστολή αυτή ήταν στατιστικά σηµαντική (σχήµα 3.13Β). Πιθανώς, η ασθενής 

αλληλεπίδραση της ERBIN µε τη SMAD1 (σχήµα 3.11Ε) να είναι υπεύθυνη για την 

αναστολή αυτή. Συγκεντρωτικά, τα αποτελέσµατα αυτά φανερώνουν ότι η ERBIN 

διαδραµατίζει ανασταλτικό ρόλο στις µεταγραφικές αποκρίσεις του κυττάρου από τον 

TGFβ και την Ακτιβίνη Α, αλλά και σε κάποιο βαθµό από τις BMP πρωτείνες.  
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Σχήµα 3.13: Η ERBIN είναι αρνητικός ρυθµιστής της µεταγωγής σήµατος τόσο από 
την Ακτιβίνη Α όσο και από τον TGFβ. (A) ∆υο κλώνοι καρκινικών επιθηλιακών 
κύτταρων A431 (C1 και C2), που εκφράζουν το γονίδιο αναφοράς (CAGA)12-luc, 
διαµολύνθηκαν µε δυο siRNA έναντι της πρωτεΐνης ERBIN. Τα κύτταρα αφού υπέστησαν 
στέρηση ορού στη συνέχεια ενεργοποιηθήκαν είτε µε Ακτιβίνη Α είτε µε TGFβ. Τα επίπεδα 
της λουσιφεράσης (Firefly και Renilla) µετρήθηκαν ύστερα από 16 h. Τα αποτελέσµατα 
παρουσιάζονται ως η µέση τιµή ± της τυπικής απόκλισης πειραµάτων που επαναλήφθηκαν 
τρεις φορές και είναι στατιστικά σηµαντικά (p<0,001). Ακολούθησε ανάλυση 
ανοσοαποτύπωσης χρησιµοποιώντας το πολυκλωνικό αντίσωµα έναντι της πρωτεΐνης 
ERBIN. Η πρωτεΐνη τουµπουλίνη χρησιµοποιήθηκε ως µάρτυρας ελέγχου για την ίση 
ποσότητα ολικής πρωτεΐνης που φορτώθηκε στην ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE. (B). 
Κύτταρα HEK 293 συνδιαµολύνθηκαν µε myc-ERBIN (ή φορέα µάρτυρα), SBE-luc και β-
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gal ή myc-ERBIN (ή φορέα µάρτυρα), ARE-luc, FAST-1, και β-gal ή myc-ERBIN (ή 
φορέα µάρτυρα), BRE-luc και β-gal. Τα κύτταρα αφού υπέστησαν στέρηση ορού, 
επήχθησαν είτε µε TGFβ, είτε µε Ακτιβίνη Α είτε µε BMP-2 για 16 h και µετέπειτα 
µετρήθηκαν η firefly λουσιφεράση και η β-gal. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται ως η 
µέση τιµή ± της τυπικής απόκλισης πειραµάτων που επαναλήφθηκαν τρεις φορές και είναι 
στατιστικά σηµαντικά (p<0,001). Για να ελεγχθεί η έκφραση της myc-ERBIN στα 
κυτταρικά λύµατα, τα τελευταία, αφού ηλεκτροφορήθηκαν, εξετάστηκαν µε 
ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα έναντι του επίτοπου myc (α-myc).  

 

Σε σχέση µε τα παραπάνω, είναι αξιοσηµείωτο το γεγονός ότι η υπερέκφραση τόσο 

της πρωτεΐνης SARA όσο και του τοµέα ERBID (SARA-1∆SBD∆PP1) αντιστρέφει την 

αρνητική επίδραση της υπερέκφρασης της ERBIN στην από τον TGFβ επαγόµενη 

µεταγραφική ενεργοποίηση του CAGA-luc (σχήµα 3.14). Επιπλέον, η υπερέκφραση του 

πολυπεπτιδίου ERBID είναι ικανή να αυξήσει τη µεταγραφική ενεργότητα του TGFβ, 

ακόµη και χωρίς να υπερεκφραστεί η πρωτεΐνη ERBIN (σχήµα 3.14). Φαινεται λοιπόν ότι 

ο ανταγωνισµός της SARA (µέσω της περιοχής ERBID) µε τις SMAD2/3 για σύνδεση µε 

την ERBIN (στην περιοχή SSID) διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στις αποκρίσεις του 

κυττάρου στη δράση από τον TGFβ και την Ακτιβίνη Α. 

Σχήµα 3.14: Η SARA ή το πολυπεπτίδιο ERBID (HA-SARA-1∆SBD∆PP1) 
ανταγωνίζονται την ανασταλτική δράση της ERBIN στη µεταγραφική δραστικότητα 
των TGFβ και Ακτιβίνη Α. Κύτταρα ΗΕΚ 293 συνδιαµολύνθηκαν είτε µε SBE-luc, και β-gal 
και ERBID (HA-SARA-1∆SBD∆PP1) ή µε ERBIN ή µε συνδυασµό της ERBIN/ERBID και 
ERBIN/SARA. Ύστερα από στέρηση όρου στα κύτταρα HEK 293 προστέθηκε TGFβ για 16h 
και µετρήθηκαν τόσο η firefly λουσιφεράση (LUC) όσο και η β-γαλακτοσιδάση (β-gal). Τα 
αποτελέσµατα παρουσιάζονται ως η µέση τιµή ± την τυπική απόκλιση πειραµάτων που 
επαναλήφθηκαν τρεις φορές και είναι στατιστικά σηµαντικά (p<0,001). Προκειµένου να 
ελεγχθεί η έκφραση των πρωτεϊνών myc-ERBIN, HA-ERBID και FLAG-SARA ακολούθησε 
ανοσοαποτύπωση µε α-myc, α-HA και α-FLAG αντίσωµα, αντίστοιχα. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

4.1 Η πρωτεΐνη ERBIN  

Στην παρούσα µελέτη, χρησιµοποιώντας το σύστηµα των δύο υβριδίων (yeast two-hybrid 

system), έγινε προσπάθεια προκειµένου να ανευρεθούν καινούργιες πρωτεΐνες που 

δυνητικά αλληλεπιδρούν µε την πρωτεΐνη SARA. Ανάµεσα στις τριάντα δυο πρωτεΐνες 

που βρέθηκαν να αλληλεπιδρούν µε τη SARA συγκαταλέγονταν και η πρωτεΐνη ERBIN. 

H αλληλεπίδραση της SARA µε την ERBIN επιβεβαιώθηκε διεξοδικά χρησιµοποιώντας 

την τεχνική της ανοσοκατακρήµνισης και τη µέθοδο της πρωτεϊνικής καταβύθισης. Η 

πρωτεΐνη ERBIN είναι µέλος της οικογένειας LAP (LAP family, LRR και PDZ) [130]. 

Τα µέλη της οικογένειας LAP περιέχουν στο αµινοτελικό άκρο τους 16 επαναλήψεις 

πλούσιες στο αµινοξύ λευκίνη και από µια µέχρι και τέσσερις επαναλήψεις του τοµέα 

PDZ (PSD-95/DLG/ZO-1, PDZ) στο καρβοξυτελικό άκρο τους.  

 Στα µέλη της οικογένειας αυτής, εκτός από την ERBIN, συγκαταλέγονται η LET-

413 (Caenorhabditis elegans), η Scribble (Drosophila melanogaster) καθώς και η 

Densin-180, η hScribble και η Lano στα θηλαστικά. Όλες οι παραπάνω πρωτεΐνες κατά 

κύριο λόγο θεωρούνται ως πρωτεΐνες-συνδέτες που εµπλέκονται στην κυτταρική 

πολικότητα και στη µεµβρανική στόχευση υποδοχέων [170]. Όντως, η πρωτεΐνη ERBIN 

εντοπίζεται βασοπλευρικά και αλληλεπιδρά, µέσω της περιοχής PDZ, µε τον υποδοχέα 

ERBB2 της οικογένειας του επιδερµικού αυξητικού παράγοντα EGFR (Epidermal 

Growth Factor Receptor family, EGFR). Η αλληλεπίδραση αυτή φαίνεται να είναι 

υπεύθυνη για τη βασοπλευρική εντόπιση του ERBB2 σε πολωµένα επιθηλιακά κύτταρα 

[116]. Επιπλέον, η ERBIN αλληλεπιδρά, µέσω του τοµέα LRR, µε την πρωτεΐνη-ικρίωµα 

(scaffold protein) Sur-8. Η αλληλεπίδραση αυτή έχει ως αποτέλεσµα τη διάσπαση του 

συµπλόκου των πρωτεϊνών Sur-8-Ras-Raf µε συνέπεια την αναστολή της ενεργοποίησης 

της κινάσης ERK [141, 171].  

 Επιπλέον, η πρωτεΐνη ERBIN διαδραµατίζει ρόλο στη ρύθµιση της µεταγωγής 

του σήµατος από τον TGFβ εξαιτίας της αλληλεπίδρασής της τόσο µε τις 

φωσφορυλιωµένες όσο και µε τις µη φωσφορυλιωµένες SMAD2/3 πρωτεΐνες [127, 168]. 

Έτσι, η υπερέκφραση της πρωτεΐνης ERBIN αναστέλλει την από τον TGFβ εξαρτώµενη 

µεταγραφή, ενώ από την άλλη πλευρά η αποσιώπηση του γονιδίου της ERBIN µε τη 
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χρήση siRNA ενεργοποιεί τις µεταγραφικές αποκρίσεις του µονοπατιού. Επιπρόσθετα, 

αν και η υπερέκφραση της ERBIN δεν έχει κανένα επακόλουθο στη φωσφορυλίωση των 

SMAD2/3 που επάγεται από τον TGFβ, εντούτοις η µετατόπιση-µετακίνηση στον 

πυρήνα των πρωτεϊνών SMAD2/3 µειώνεται δραστικά. Με βάση τα παραπάνω έχει 

προταθεί ότι η ERBIN δρα αποτρέποντας τις SMAD2/3 να αλληλεπιδράσουν µε την 

πρωτεΐνη SMAD4 και εποµένως παρεµποδίζει τη µετατόπισή τους στον πυρήνα του 

κυττάρου µε κύριο αποτέλεσµα την αναστολή του µονοπατιού TGFβ [168].  

 Με βάση τα παραπάνω, θεωρήσαµε ότι η ERBIN είχε ενδιαφέρουσες ιδιότητες 

και αποφασίσαµε να διερευνήσουµε το ρόλο της αλληλεπίδρασής της µε τη SARA στη 

ρύθµιση της µεταγωγής του σήµατος από τον TGFβ/Ακτιβίνη Α (βλέπε και εισαγωγή 

1.5).  

 

4.2 H SARA στρατολογεί την ERBIN στα πρώιµα ενδοσώµατα 

H πρωτεΐνη SARA αλληλεπιδρά ισχυρά µε το µεµβρανικό λιπίδιο PI(3)P, µέσω της 

περιοχής FYVE (Fab1, YOTB/ZK632.12, Vac1, and EEA1), µε αποτέλεσµα να 

εντοπίζεται κυρίως στα πρώιµα ενδοσώµατα [93]. Με αυτόν τον τρόπο, η αλληλεπίδραση 

της ERBIN µε τη SARA θα µπορούσε να οδηγήσει στην εντόπιση της ERBIN στα 

πρώιµα ενδοσώµατα. Πράγµατι, όταν κυτταρικές µεµβράνες από ανθρώπινο πλακούντα 

φυγοκεντρήθηκαν σε βαθµίδωση σουκρόζης, η ERBIN βρέθηκε, εκτός από τα κλάσµατα 

της κυτταρικής µεµβράνης, και στα κλάσµατα της SARA και της EEA1, δύο πρωτεΐνες 

που τεκµηριωµένα εντοπίζονται στα πρώιµα ενδοσώµατα [51, 167]. Επιπρόσθετα, η 

πρωτεΐνη ERBIN συνεντοπίζεται µε τη SARA στα πρώιµα ενδοσώµατα σε κύτταρα 

NHI3T3, όπως έδειξαν πειράµατα έµµεσου ανοσοφθορισµού. H συνεντόπιση της ERBIN 

µε τη SARA στα πρώιµα ενδοσώµατα είναι εµφανής µόνο µετά από υπερέκφραση της 

SARA, πιθανότατα διότι η ποσότητα της πρωτεΐνης ERBIN η οποία στρατολογείται στα 

πρώιµα ενδοσώµατα από τα ενδογενή επίπεδα της πρωτεΐνης SARA είναι ανεπαρκής 

προκειµένου να ανιχνευθεί από το όχι αρκούντως ευαίσθητο αντίσωµα έναντι της 

ενδογενούς ERBIΝ. Εποµένως, τα πειράµατα αυτά µας οδηγούν στο συµπέρασµα ότι η 

ERBIN εκτός από την πλασµατική µεµβράνη [116], εντοπίζεται και στα πρώιµα 

ενδοσώµατα.  Αν και δεν υπάρχει σχετική βιβλιογραφία αναφορικά µε την εντόπιση της 

ERBIN στα πρώιµα ενδοσώµατα, εντούτοις, υπάρχουν ορισµένες αναφορές που κάνουν 
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λόγο για εντόπισή της σε κυστίδια και στικτή χρώση. Ειδικότερα, σε καρκινικά κύτταρα 

προερχόµενα από βασικό κυτταρικό καρκίνωµα (Basal Cell Carcinoma, BCC) έχουν 

παρατηρηθεί µεµονωµένα θετικά στην πρωτεΐνη ERBIN κυτταροπλασµατικά κυστίδια, 

για τα οποία έχει προταθεί ότι πρόκειται για κυστίδια ενδοκυττάρωσης [147]. 

Επιπρόσθετα, στικτή χρώση για την πρωτεΐνη ERBIN έχει παρατηρηθεί µε 

ανοσοφθορισµό σε εγγύς δενδριτικά κύτταρα [142]. 

  Έτσι, η κυτταρική περιοχή στην οποία λαµβάνει χώρα η αλληλεπίδραση της 

ERBIN µε την πρωτεΐνη SARA, µε βάση τα παραπάνω, πρέπει να είναι το πρώιµο 

ενδόσωµα. Βέβαια, δε µπορεί να αποκλειστεί το ενδεχόµενο ότι ένας µικρός τουλάχιστον 

βαθµός συνεντοπισµού συµβαίνει στο επίπεδο της πλασµατικής µεµβράνης καθώς από 

βιβλιογραφικές αναφορές έχει δειχθεί ότι η πρωτεΐνη SARA αλληλεπιδρά µε τους 

υποδοχείς του TGFβ στην πλασµατική µεµβράνη [51, 172, 173] και βεβαίως η ERBIN 

εντοπίζεται επίσης στην πλασµατική µεµβράνη [116]. 

 

4.3 Μοριακή χαρτογράφηση των αλληλεπιδράσεων της ERBIN µε τη SARA και τις 

SMAD2/3 πρωτεΐνες 

Στην προσπάθεια µας να βρούµε την ακριβή περιοχή, πάνω στην αµινοξική αλληλουχία 

της πρωτεΐνης SARA, µε την οποία συνδέεται η ERBIN δηµιουργήσαµε τρεις 

αλληλεπικαλυπτόµενες πλασµιδιακές κατασκευές του καρβόξυτελικού άκρου της 

πρωτεΐνης SARA, δηλαδή της περιοχής που χρησιµοποιήθηκε ως δόλωµα στη σάρωση 

των δύο υβριδίων. Από τις τρεις κατασκευές µόνο η µια, η κατασκευή που περιείχε και 

την περιοχή SBD, αλληλεπίδρασε µε την ERBIN. Σε πειράµατα καταβύθισης που 

ακολούθησαν διαπιστώσαµε ότι η περιοχή SBD δε συµµετέχει στην αλληλεπίδραση 

µεταξύ των δυο πρωτεϊνών, αλλά η περιοχή αλληλεπίδρασης βρίσκεται καθοδικά του 

SBD [174] και του PP1BD [81] και απαρτίζεται από 197 αµινοξέα (730-926aa). 

Ανατρέχοντας στη διεθνή βιβλιογραφία προκειµένου να αναζητήσουµε πληροφορίες για 

τη εν λόγω περιοχή διαπιστώσαµε ότι αναφερόµασταν σε µια µη χαρακτηρισµένη 

περιοχή. Εποµένως, θεωρήσαµε σκόπιµο τόσο για τις ανάγκες της παρούσης µελέτης, 

όσο και της διεθνούς βιβλιογραφίας να ονοµάσουµε την περιοχή αυτή ERBID (ERBIN 

Interacting Domain, ERBID).  
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 Για την περαιτέρω µελέτη του µηχανισµού δράσης της πρωτεΐνης ERBIN στο 

µονοπάτι του TGFβ θεωρήσαµε απαραίτητο να χαρτογραφήσουµε επίσης την αµινοξική 

περιοχή της ERBIN που είναι υπεύθυνη για την αλληλεπίδραση µε τη SARA. Για το 

λόγο αυτό δηµιουργήσαµε, αρχικά, τρεις αλληλεπικαλυπτόµενες κατασκευές που 

καλύπτουν την περιοχή Y2HID που βρέθηκε στη σάρωση των δύο υβριδίων. Επειδή για 

την περιοχή αυτή δεν υπάρχουν βιβλιογραφικά δεδοµένα από δοµική άποψη, ο 

σχεδιασµός των κατασκευών πραγµατοποιήθηκε µε τη συµβολή προγραµµάτων 

βιοπληροφορικής, όπως ο δικτυακός τόπος Predict Protein 

(http://www.predictprotein.org/) που χρησιµοποιήθηκε για την πρόβλεψη της 

δευτεροταγούς δοµής [77, 159]. Σύµφωνα µε τα πειράµατα καταβύθισης και 

ανοσοκατακρήµνισης βρήκαµε ότι µια περιοχή 25 αµινοξέων στο καρβόξυτελικό άκρο 

της ERBIN (1241-1265aa) είναι ικανή για να αλληλεπιδράσει µε τη SARA.  Επειδή τα 

25 αµινοξέα που βρήκαµε ότι αλληλεπιδρούν µε τη SARA περιλαµβάνονται σε µια 

ευρύτερη περιοχή που αποτελείται από 110 αµινοξέα (1172-1282aa), η οποία πρόσφατα 

έχει δειχτεί ότι αλληλεπιδρά µε τις SMAD2 και SMAD3 πρωτεΐνες [127, 168], 

αποφασίσαµε να καθορίσουµε περαιτέρω την περιοχή αλληλεπίδρασης των SMAD2/3 

πάνω στην ERBIN. Ο σχεδιασµός των κατασκευών πραγµατοποιήθηκε εκ νέου µε τη 

συµβολή προγραµµάτων βιοπληροφορικής (βλ. παραπάνω). Προς µεγάλη µας έκπληξη, η 

περιοχή της ERBIN µε την οποία αλληλεπιδρούν τόσο η SARA όσο και η SMAD2 είναι 

πανοµοιότυπη. Έτσι, η περιοχή αυτή αντιστοιχεί στα αµινοξέα 1241-1265aa. Η περιοχή 

αλληλεπίδρασης της ERBIN µε τη SMAD3 περιλαµβάνει µια µεγαλύτερη περιοχή 

(1208-1265aa) από αυτή µε τη SMAD2. Μια πιθανή εξήγηση για την παραπάνω 

παρατήρηση είναι η ανάγκη επιπροσθέτων ηλεκτροστατικών επαφών ανάµεσα στην 

αργινίνη R279 της περιοχής MH2 της SMAD3 και του γλουταµικού E1321 της περιοχής 

PDZ της ERBIN για την ενίσχυση της αλληλεπίδρασης SMAD3-ERBIN, όπως έχει 

πρόσφατα προταθεί από µια θεωρητική µελέτη που βασίσθηκε στην τεχνική 

προσοµοίωσης µοριακής δυναµικής (molecular dynamics simulations) [175]. Την 

περιοχή (1208 και 1265aa) που συνδέεται τόσο µε τη SARA όσο και µε τις SMAD2 και 

SMAD3 την ονοµάσαµε ως περιοχή αλληλεπίδρασης µε τη SARA και τις SMAD (SARA 

and SMAD Interaction Domain, SSID). 
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 Είναι εξαιρετικά ενδιαφέρον το γεγονός ότι η ίδια, χωρίς συγκεκριµένη τριτοταγή 

δοµή, µικρή περιοχή της ERBIN (SSID) µπορεί να δεσµεύεται τόσο στην πρωτεΐνη 

SARA όσο και στις SMAD2/3. Ωστόσο, δεν προκαλεί τόση µεγάλη έκπληξη αν 

αναλογιστούµε ότι πολλές πρόσφατες µελέτες έχουν δείξει ότι πολλές πρωτεΐνες και 

πρωτεϊνικές περιοχές παρουσιάζουν εγγενή δοµική ευελιξία µε µεγάλη προσαρµοστική 

ικανότητα (intrinsically unstructured proteins, IDPs) [176-181]. Οι ευέλικτες αυτές 

περιοχές έχουν έλλειψη σταθερής τρισδιάστατης δοµής, αλλά υιοθετούν µια πολύ καλά 

καθορισµένη διαµόρφωση όταν αλληλεπιδρούν µε µια πρωτεΐνη-στόχο. Η διαµόρφωση 

αυτή δεν έχει σχέση µε την επαγόµενη προσαρµογή (induced fit), η οποία παρατηρείται 

κατά τη σύνδεση ενζύµου-υποστρώµατος. Οι IDPs µπορούν να προβλεφθούν µε µεγάλη 

ακρίβεια από την αλληλουχία της πρωτεΐνης µε τη χρήση ποικίλων υπολογιστικών 

προγραµµάτων µερικά από τα οποία είναι τα εξής: PONDR, FoldIndex, DisEMBL, 

GLOBPLOT 2 και DISOPRED2 [160, 163, 165, 180, 182]. Έτσι, βιοπληροφορική 

ανάλυση έδειξε ότι η παρουσία πρωτεϊνών µε παρόµοια χαρακτηριστικά, στα διάφορα 

πρωτεώµατα είναι ιδιαίτερα αυξηµένη σε ανώτερους οργανισµόυς, ανερχόµενη σήµερα 

στο 2% των αρχαίων, 4% των ευβακτηρίων, 33% των ευκαρυωτικών και 70% των 

πρωτεϊνών που συµµετέχουν σε µονοπάτια µεταγωγής σήµατος [165].  

 Η χρησιµοποίηση IDP πρωτεϊνών στα µονοπάτια της µεταγωγής του σήµατος από 

τον TGFβ/Ακτιβίνη Α δεν είναι κάτι το πρωτόγνωρο. H περιοχή MH2 των πρωτεϊνών 

SMAD2/3 αλληλεπιδρά µε πληθώρα άλλων πρωτεϊνών, µη σχετιζοµένων µεταξύ τους σε 

αµινοξική αλληλουχία και δοµή, από υποδοχείς/πρωτεΐνες που είναι αγκυροβοληµένες 

στην κυτταρική µεµβράνη µέχρι µεταγραφικούς παράγοντες. Πράγµατι, βιοφυσική (Χ-

κρυσταλλογραφία και πυρηνικός µαγνητικός συντονισµός NMR) και βιοπληροφορική 

ανάλυση έχουν προτείνει ότι τουλάχιστον κάποιες από τις αλληλεπιδράσεις αυτές, 

περιλαµβανοµένης αυτής µε τη SARA, πραγµατοποιούνται από έναν αριθµό υδρόφοβών 

περιοχών οι οποίες κατανέµονται σε όλη την επιφάνεια του τοµέα MH2 και είναι ικανές 

να αναγνωρίζουν περιοχές πρωτεϊνών που χαρακτηρίζονται από µεγάλη δοµική ευελιξία 

[45, 183]. Ειδικότερα, η πρωτεΐνη SARA αλληλεπιδρά µε τις SMAD2/3 µέσω της δοµικά 

ευέλικτης περιοχής SBD (SMAD Binding Domain, SBD), η οποία έρχεται σε επαφή µε 

εκτεταµένες υδρόφοβες περιοχές της περιοχής MH2 και αναδιπλώνεται καθώς συνδέεται 

µε αυτήν. Η παρούσα διατριβή προσθέτει την ERBIN στις κοµβικές πρωτεΐνες, η οποία 
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αλληλεπιδρά µε τη SARA και τις SMAD2/3 πρωτεΐνες χρησιµοποιώντας την ευέλικτη 

SSID περιοχή. 

 

4.4 Οι ισοµορφές της ERBIN και η περιοχή SSID 

Στους περισσοτέρους ανθρώπινους ιστούς, υπάρχουν αρκετές ισoµορφές της ERBIN, οι 

οποίες είναι προϊόντα εναλλακτικού µατίσµατος και πιο συχνά διαφέρουν στην περιοχή 

ανοδικά ή µέσα στην περιοχή PDZ [115]. Έτσι, από την ισοµορφή 7 της πρωτεΐνης 

ERBIN (ERBIN-v7, ∆1212-1280αα) εκτός από τα τρία πρώτα αµινοξέα απουσιάζει όλο 

το υπόλοιπο µέρος της περιοχής SSID (1208-1265aa). Με βάση τώρα τα αποτελέσµατα 

της παρούσης εργασίας, η ERBIN-v7 αναµένεται να µην είναι ικανή για αλληλεπίδραση 

µε τις SMAD2/3 πρωτεΐνες. Πράγµατι, σε πρόσφατη εργασία, η ισοµορφή 7 της ERBIN, 

δεν αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη SMAD3 [168]. Η παραπάνω παρατήρηση είναι πολύ 

σηµαντική γιατί φαίνεται ότι οι διαφορετικές ισοµορφές έχουν και διαφορετικές 

δυνατότητες να ρυθµίζουν τη µεταγωγή του σήµατος από τον TGFβ. Είναι εποµένως 

πολύ πιθανό ότι η διαφορική έκφραση των ισοµορφών της ERBIN µπορεί να συµβάλλει 

στη διαφορική δραστικότητα που παρουσιάζει ο TGFβ σε διαφορετικά είδη κυττάρων ή 

σε διαφορετικούς ιστούς. 

 

4.5 Η προτεινόµενη λειτουργία της ERBIN στη µεταγωγή του σήµατος από 

TGFβ/Ακτιβίνη Α 

Η παρούσα εργασία προσθέτει ένα απροσδόκητο στοιχείο στο µοντέλο της 

κυτταροπλασµατικής συγκράτησης (retention) [168], σύµφωνα µε το οποίο η ERBIN 

συνδέεται µε τις φωσφορυλιωµένες µορφές των SMAD2/SMAD3, µε συνέπεια οι 

τελευταίες να µην µπορούν να δηµιουργήσουν ολιγοµερή µε τη SMAD4, και µε αυτόν 

τον τρόπο να αναστέλλεται η µετακίνηση τους στον πυρήνα του κυττάρου. Το τελικό 

συνεπακόλουθο είναι η παρεµπόδιση της από τον TGFβ και της Ακτιβίνης Α 

εξαρτώµενης µεταγραφικής ενεργοποίησης. Η παρούσα µελέτη παρέχει αποδείξεις ότι η 

SARA διαδραµατίζει ένα ρυθµιστικό ρόλο στην αλληλεπίδραση της ERBIN µε τις 

SMAD2/3 πρωτεΐνες. Πράγµατι, δείξαµε ότι η SARA και οι SMAD2/3 πρωτεΐνες 

δεσµεύονται στην ERBIN ανεξάρτητα η µια από την άλλη και έτσι ανταγωνίζονται για 

τη σύνδεση στην περιοχή SSID της ERBIN.  
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 Τα παραπάνω αποτελέσµατα προτείνουν ότι οι αποκρίσεις ενός κυττάρου στον 

TGFβ/Ακτιβίνη Α µπορούν να ρυθµιστούν από τις σχετικές συγκεντρώσεις των 

SMAD2/3, της SARA και της ERBIN, καθώς επίσης και από τις σταθερές σύνδεσης. 

Έτσι, ένα κύτταρο µε υψηλή αναλογία ERBIN/SARA αναµένεται να εξουδετερώνει την 

από τον TGFβ ενεργοποίηση των P-SMAD2/3, και εποµένως να αναστέλλει τη 

µετατόπιση τους στον πυρήνα και την µεταγραφική ενεργότητα όπως έχει πρόσφατα 

δηµοσιευτεί [168]. Από την άλλη πλευρά, ένα κύτταρο µε υψηλό λόγο συγκέντρωσης 

SARA/ERBIN αναµένεται να ανταγωνίζεται την ικανότητα που έχει η ERBIN να 

΄΄συγκρατεί΄΄ τις SMAD2/3 στο κυτταρόπλασµα. Μετά τη φωσφορυλίωση των 

SMAD2/3, υψηλά επίπεδα της SARA µπορεί να είναι ικανά να µεγιστοποιούν τη 

µετατόπιση των P-SMAD2/3 στον πυρήνα ανταγωνιζόµενα τη σύνδεση τους στην 

περιοχή SSID της ERBIN (σχήµα 4.1). Πράγµατι, η υπερέκφραση του πεπτιδίου ERBID 

σε HEK 293 κύτταρα, όχι µόνο αυξάνει τις µεταγραφικές αποκρίσεις στον TGFβ, αλλά 

επίσης αντιστρέφει την αρνητική επίδραση της υπερέκφρασης της ERBIN στην από τον 

TGFβ επαγόµενη µεταγραφική απόκριση του υποκινητή CAGA-luc. Παροµοίως, η 

υπερέκφραση της SARA επίσης αντιστρέφει την αναστολή που προκαλεί η υπερέκφραση 

της ERBIN στην από τον TGFβ επαγόµενη µεταγραφική ενεργοποίηση του CAGA-luc. 

Ο συνεντοπισµός της SARA και της ERBIN στα πρώιµα ενδοσώµατα προτείνει ότι οι 

παραπάνω ρυθµίσεις µπορεί να λαµβάνουν χώρα, τουλάχιστον εν µέρει, σε αυτό το 

κυτταρικό διαµέρισµα. 

 Σε µια πολύ πρόσφατη µελέτη, η υψηλή έκφραση της πρωτεΐνης ERBIN στα 

επιθηλιακά κύτταρα βρέθηκε να είναι ο κύριος παράγοντας που καθορίζει τη διαφορική 

απόκριση στον TGFβ σε αντιδιαστολή µε τα ινοβλαστικά κύτταρα στα οποία τα επίπεδα 

της ERBIN είναι πολύ χαµηλά. Ειδικότερα, στα επιθηλιακά κύτταρα, τα οποία έχουν 

αυξηµένη έκφραση της πρωτεΐνης ERBIN, η τελευταία σχηµατίζει ετεροδιµερές µε την 

πρωτεΐνη MERLIN [71]. Στην ετεροδιµερική της µορφή η MERLIN προστατεύεται από 

την PAK2-εξαρτώµενη φωσφορυλίωση µε συνεπακόλουθο να συνεχίζει να έχει 

ογκοκατασταλτική δραστικότητα [71]. Επειδή ο TGFβ ενεργοποιεί την PAK2 κινάση, το 

τελικό αποτέλεσµα είναι ότι ο TGFβ έχει αντιµιτωτική δράση στα επιθηλιακά κύτταρα. 

Αντίθετα, στα µεσεγχυµατικά κύτταρα, όπου τα επίπεδα της ERBIN είναι χαµηλά, δε 

δηµιουργείται το ετεροδιµερές ERBIN/MERLIN, µε αποτέλεσµα η MERLIN να 
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φωσφορυλιώνεται από την PAK2 και να αναστέλλεται η ογκοκατασταλτική της 

δραστικότητα. Η απενεργοποίηση της ογκοκατασταλτικής δράσης της MERLIN 

επιτρέπει στους ινοβλάστες να πολλαπλασιάζονται ανεξέλεγκτα ύστερα από χορήγηση 

TGFβ [71]. Εποµένως, το επίπεδο της ERBIN σε µια δεδοµένη κυτταρική σειρά 

καθορίζει σε µεγάλο βαθµό την έκβαση της µεταγωγής του σήµατος από τον TGFβ 

ρυθµίζοντας την ανταπόκριση τόσο στην ενεργοποίηση των SMAD2/3 [168] όσο και στο 

SMAD-ανεξάρτητο µονοπάτι της PAK2 [71]. Η παρούσα εργασία δείχνει ότι ο 

ρυθµιστικός ρόλος των επιπέδων έκφρασης της ERBIN στην SMAD2/3-εξαρτώµενη 

µεταγραφή επηρεάζεται από τα επίπεδα της SARA όντας µέρος µιας περισσότερο 

πολύπλοκης διασύνδεσης µεταξύ των συγκεντρώσεων της SARA, των SMAD2/3 και της 

ERBIN και των σταθερών διάστασης των µεταξύ τους αλληλεπιδράσεων. 

 

 
Σχήµα 4.1: Προτεινόµενη λειτουργία της πρωτεΐνης ERBIN στη µεταγωγή του 
σήµατος από TGFβ/Ακτιβίνη Α. Η εντόπιση της ERBIN στα πρώιµα ενδοσώµατα 
φαίνεται να εξαρτάται από την παρουσία της πρωτεΐνης SARA στο παραπάνω 
κυτταρικό διαµέρισµα. Η πρωτεΐνη SARA ανταγωνίζεται τις SMAD2/3 για τη δέσµευση 
στην ERBIN. Επειδή η ERBIN δεσµεύει και συγκρατεί τις φωσφορυλιωµένες µορφές 
των SMAD2/3 στο κυτταρόπλασµα (διαµέσου σύνδεσης στην περιοχή SSID) και 
εποµένως αναστέλλει την SMAD2/3-εξαρτώµενη µεταγραφή, η υπερέκφραση της SARA 
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ή του πεπτιδίου ERBID αντιστρέφει την ανασταλτική δράση της ERBIN στην από τις 
SMAD2/3-εξαρτώµενη µεταγραφή. Έτσι, η SARA α) διασφαλίζει την ορθή παρουσίαση 
των SMAD2/3 για φωσφορυλίωση από τους υποδοχείς TGFβ/Ακτιβίνη Α και β) 
διευκολύνει τη µετακίνηση των φωσφορυλιωµένων SMAD2/3 στον πυρήνα δρώντας 
ανταγωνιστικά ως προς την κυτταροπλασµατική συγκράτηση των φωσφορυλιωµένων 
SMAD πρωτεϊνών που προκαλείται από την παρουσία της ERBIN. Φαίνεται, λοιπόν, 
ότι η απόκριση των κυττάρων στον TGFβ/Ακτιβίνη Α µπορεί να ρυθµίζεται από µια 
περισσότερο πολύπλοκη διασύνδεση µεταξύ των συγκεντρώσεων της SARA, της ERBIN 
και των SMAD2/3 πρωτεϊνών, καθώς επίσης και των σταθερών διάστασης των 
αλληλεπιδράσεών τους. SBD, SMAD-binding domain; FYVE, Fab1, YotB, Vac1p, and 
EEA1; SSID, SARA and SMAD Interacting Domain; ERBID, ERBIN Binding 
Domain; LRR, Leucine Rich Repeat; MH1, MAD homology 1; MH2, MAD homology 
2; PDZ, PSD-95, Dlg, and ZO-1; PI(3)P, Phosphatidylinositol (3) phosphate; CTD, 
COOH-terminal domain; NTD, NH2-terminal domain. 
 
 
 

 

 

4.6 ERBIN και TGFβ/Ακτιβίνη Α-Προοπτικές και προκλήσεις 

Φαίνεται λοιπόν ότι οι συγκεντρώσεις της SARA, των SMAD2/3 και της ERBIN, αλλά 

και της σχετικής συγγενειας των µεταξύ τους αλληλεπιδράσεων διαδραµατίζουν 

σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της µεταγωγής του σήµατος από τον TGFβ/Ακτιβίνη Α. 

Είναι λοιπόν εξαιρετικά σηµαντικό να ποσοτικοποιηθούν οι σταθερές διάστασης των 

συµπλόκων µεταξύ της SARA, της ERBIN και των SMAD2/3 µε διάφορες τεχνικές όπως 

η θερµιδοµετρία ισόθερµης τιτλοδότησης (ITC, Isothermal titration calorimetry) και η 

φασµατοσκοπία συσχετισµού φθορισµού (FCS, Fluorescence Correlation Spectroscopy). 

Επιπλέον, εξίσου σηµαντικό είναι να διερευνηθούν οι µηχανισµοί ρύθµισης των 

επιπέδων τους στα κύτταρα. Για παράδειγµα, η ERBIN επάγεται τόσο από προ-

φλεγµονώδη ερεθίσµατα διαµέσου του παράγοντα νέκρωσης των όγκων TNFα (tumor 

necrosis factor alpha) [140] όσο και από την υπερέκφραση της πρωτεΐνης BRCA1 [184]. 

Υπερέκφραση της ERBIN παρατηρείται επίσης κατά τη διάρκεια της καρκινογένεσης, 

όπως έχει αναφερθεί να συµβαίνει στον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας [185], αλλά 

και σε in vitro µοντέλα τόσο του καρκίνου του παχέος εντέρου όσο και του 

γλοιοβλαστώµατος (glioblastoma) [186]. Προφανώς, η υπερέκφραση της ERBIN στον 

καρκίνο οδηγεί στην αναστολή της αντιµιτωτικής δράσης του TGFβ συµµετέχοντας στη 

διαδικασία της κακοήθους εξαλλαγής. Περαιτέρω µελέτες αναφορικά µε τη ρύθµιση των 
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επιπέδων της ERBIN, αλλά και της SARA, για την οποία ουσιαστικά δεν υπάρχει 

σχετική βιβλιογραφία, θα βοηθήσουν στην περαιτέρω κατανόηση των µηχανισµών 

ρύθµισης της µεταγωγής του σήµατος από τον TGFβ/Ακτιβίνη Α, αλλά και του ρόλου 

τους στη παθογένεση ασθενειών του ανθρώπου, όπως ο καρκίνος.  

 Σηµαντικό επίσης είναι το γεγονός ότι πολλά κατάλοιπα µέσα ή και πολύ κοντά 

στην περιοχή SSID µπορούν δυνητικά να φωσφορυλιωθούν, όπως προβλέπει και το 

πρόγραµµα βιοπληροφορικής που χρησιµοποιεί τον αλγόριθµο DEPP 

(http://www.pondr.com/pondr-tut2.html). Πράγµατι, η φωσφορυλίωση της SSID 

περιοχής σε κατάλοιπα τυροσίνης έχει επιβεβαιωθεί πειραµατικά [187] σε ένα µεγάλης 

κλίµακας πείραµα φώσφο-πρωτεοµικής ανάλυσης, όπου χρησιµοποιήθηκαν ένας πολύ 

µεγάλος αριθµός όγκων τόσο από µικροκυτταρικό όσο και µη-µικροκυτταρικό καρκίνο 

του πνεύµονα (NSCLC, non-small cell lung cancer). Το αναδυόµενο ερώτηµα είναι αν η 

φωσφορυλίωση στην περιοχή SSID µπορεί µε κάποιο τρόπο να ρυθµίζει τη συγγένεια 

της µε τη SARA ή και τη σύνδεση µε τις SMAD2/3 πρωτεΐνες. Ο ρόλος της 

φωσφορυλίωσης της περιοχής SSID στη ρύθµιση της συγγένειας της αλληλεπίδρασης 

της ERBIN µε τη SARA και τις SMAD2/3 πρωτεΐνες χρήζει περαιτέρω διερεύνησης.   
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ΜΕΤΑΓΩΓΗ ΤΟΥ ΣΗΜΑΤΟΣ ΤΟΥ TGFβ/ΑΚΤΙΒΙΝΗΣ Α ΚΑΙ ΠΡΩΙΜΑ 

ΕΝ∆ΟΣΩΜΑΤΑ: Ο ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ SARA 

 
∆Ι∆ΑΚΤΟΡΙΚΗ ∆ΙΑΤΡΙΒΗ ΤΟΥ 

ΓΕΩΡΓΙΟΥ ΣΦΛΩΜΟΥ 

 
 
Μέλη της οικογένειας TGFβ/Ακτιβίνης Α µετάγουν σήµατα µέσω διαµεµβρανικών 

υποδοχέων τύπου Ι και ΙΙ µε ενεργότητα σερίνης/θρεονίνης. Ο συνεχώς ενεργός 

υποδοχέας τύπου ΙΙ φωσφορυλιώνει τον τύπου Ι υποδοχέα ο οποίος στη συνέχεια 

ενεργοποιεί τους διαµεσολαβητές SMAD2 και SMAD3. Οι τελευταίοι συνδέονται µε 

τη SMAD4 και το σύµπλοκο που δηµιουργείται µετατοπίζεται στο πυρήνα του 

κυττάρου όπου ρυθµίζει τη µεταγραφή γονιδίων στόχων. Η πρωτεΐνη SARA (SMAD 

Anchor for Receptor Activation) διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στη διαδικασία 

αυτή αφού στρατολογεί και παρουσιάζει τη SMAD2 και τη SMAD3 στους τύπου Ι 

υποδοχείς για φωσφορυλίωση. Η SARA όχι µόνο εντοπίζεται στα πρώιµα 

ενδοσώµατα, αλλά και η περιοχή FYVE (Fab1, YOTB/ZK632.12, Vac1, και EEA1), 

µέσω της σύνδεσης της µε το λιπίδιο PI(3)P που είναι εµπλουτισµένο στο 

διαµέρισµα αυτό, είναι αρκετή για τη στόχευσή της στις µεµβράνες των 

ενδοσωµάτων  

Στην παρούσα εργασία, χρησιµοποιώντας το σύστηµα δύο υβριδίων, 

ταυτοποιήσαµε την ERBIN (ERBB2 Interacting Protein) ως µια πρωτεΐνη που 

αλληλεπιδρά µε τη SARA. Η αλληλεπίδραση αυτή επιβεβαιώθηκε µε βιοχηµικές 

τεχνικές, όπως δοκιµασίες καταβύθισης, πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης και 

επίπλευση µεµβρανικών κλασµάτων σε βαθµίδωση σουκρόζης. Επιπλέον, 

χρησιµοποιώντας συνεστιακή µικροσκοπία, βρήκαµε ότι η υπερέκφραση της GFP-

SARA είναι ικανή να στρατολογήσει την ERBIN στα πρώιµα ενδοσώµατα, αφού 

οδήγησε σε σηµαντικό βαθµό συνεντοπισµού µεταξύ των δυο πρωτεϊνών. 

 Στη συνέχεια, εστιάσαµε την προσοχή µας στη µοριακή χαρτογράφηση, 

δηλαδή στην ανεύρεση των ελάχιστων πρωτεϊνικών περιοχών που είναι υπεύθυνες 
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για την αλληλεπίδραση. Για το σκοπό αυτό, δηµιουργήσαµε αλληλεπικαλυπτόµενες 

πλασµιδιακές κατασκευές που χρησιµοποιηθήκαν σε µια σειρά πειραµάτων 

καταβύθισης από τα οποία προκύπτει ότι η πρωτεΐνη SARA αλληλεπιδρά µε την 

ERBIN χρησιµοποιώντας µια περιοχή, την οποία την ονοµάσαµε ERBID (ERBIN 

Binding Domain) και η οποία για πρώτη φορά ταυτοποιείται να αλληλεπιδρά µε τη 

SARA. Από την άλλη πλευρά, η πρωτεΐνη ERBIN συνδέεται µε τη SARA µέσω της 

ίδιας περιοχής (aa 1208-1265) µε την οποία αλληλεπιδρούν επίσης οι R-SMADs 

(SMAD2 και SMAD3). Την παραπάνω περιοχή την ονοµάσαµε SSID (SARA and 

SMAD Interacting Domain). Επιπλέον, διαλευκάναµε ότι η ERBIN µπορεί να 

αλληλεπιδρά όχι µόνο µε τις µη-φωσφορυλιωµένες, αλλά και µε τις 

φωσφορυλιωµένες µορφές των SMAD2/3 πρωτεϊνών, µορφές µε τις οποίες δεν 

αλληλεπιδρά η SARA. Έτσι, η ERBIN είναι σε θέση να κατακρατεί τις 

φωσφορυλιωµένες SMAD2/3 στο κυτταρόπλασµα αναστέλλοντας τη µετακίνηση 

τους στον πυρήνα και τη ρύθµιση της µεταγραφής των γονιδίων-στόχων.  

Με βάση το γεγονός ότι η SARA και οι SMAD2/3 δεσµεύονται στην ίδια 

περιοχή της ERBIN, διερευνήσαµε αν αυτή η σύνδεση είναι ανταγωνιστική. ∆είξαµε 

λοιπόν, ότι οι SMAD2/3 πρωτεΐνες και η SARA, που αλληλεπιδρούν µε την ERBIN 

ανεξάρτητα η µια από την άλλη, ανταγωνίζονται µεταξύ τους για την πρόσδεση στην 

περιοχή SSID της ERBIN. Σε συµφωνία, η υπερέκφραση της SARA ή του 

πολυπεπτιδίου ERBID αντιστρέφει την ανασταλτική επίδραση της ERBIN στην από 

τις πρωτεΐνες SMAD2/3-εξαρτώµενη µεταγραφή.  

Εν κατακλείδι, τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης προτείνουν ότι η 

SARA, εκτός από την παρουσίαση των SMAD2/3 για φωσφορυλίωση από τους 

υποδοχείς του TGFβ ή της Ακτιβίνης Α, διευκολύνει επίσης τη µετακίνηση των 

φωσφορυλιωµένων SMAD2/3 στον πυρήνα δρώντας ανταγωνιστικά ως προς την 

κατακράτηση στο κυτταρόπλασµα των φωσφορυλιωµένων SMAD2/3 πρωτεϊνών 

που προκαλεί η παρουσία της ERBIN. Φαίνεται, λοιπόν, ότι η απόκριση των 

κυττάρων στον TGFβ ή την Ακτιβίνη Α µπορεί να ρυθµίζεται από µια πολύπλοκη 

διασύνδεση που εξαρτάται από τις σχετικές συγκεντρώσεις της SARA, της ERBIN 

και των SMAD2/3 πρωτεϊνών, καθώς επίσης και των σταθερών διάστασης των 

αλληλεπιδράσεών τους. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ ΣΤΑ ΑΓΓΛΙΚΑ-SUMMARY 

 
SIGNAL TRANSDUCTION BY TGFβ /ACTIVIN Α AND EARLY ENDOSOMES: 

ROLE OF SARA PROTEIN 

 

DOCTORATE THESIS BY 

GEORGE SFLOMOS 

 

Members of the TGFβ/Activin Α family transduce their signals via serine/threonine 

transmembrane receptors type I and II. Constitutively active type II receptors 

phosphorylate type I receptors, which in turn activate R-SMADs (SMAD2 and 

SMAD3) at their C-terminal SSXS motifs. The R-Smads, in turn, oligomerize with 

the common partner SMAD4 and translocate to the nucleus where they bind to the 

promoters of a large variety of target genes and regulate their expression in a 

positive or negative manner. SARA (SMAD Anchor for Receptor Activation) plays 

an important role in this process, recruiting SMAD2/3 to the vicinity of the receptor 

for phosphorylation. SARA harbours a FYVE domain (Fab1, YOTB/ZK632.12, 

Vac1, και EEA1), which targets the protein to the endocytic compartment via 

binding to PI(3)P, which is enriched in the early endosome. 

In the present study, using yeast-two hybrid system, we identified ERBIN 

(ERBB2 Interacting Protein) as a novel SARA interacting protein. The interaction 

was confirmed using biochemical approaches, such as GST pull down assays, 

immunoprecipitation experiments and sucrose flotation experiments. Moreover, 

using confocal microscopy, we found that over-expression of GFP-SARA recruits 

ERBIN to the early endocytic compartment.  

To define the domains of SARA and ERBIN responsible for the interaction, 

we generated a series of deletion mutants of both proteins and tested their 

interaction. To this end, we found that SARA interacts with ERBIN via a domain, 

which we called ERBID (ERBIN Binding Domain). ERBIN associated with SARA 

via a 57 aa domain. ERBIN was recently shown to bind and segregate 

phosphorylated SMAD2/3 in the cytoplasm, thereby inhibiting SMAD2/3-dependent 
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transcription. We further mapped the domain of ERBIN, which interacted with 

SMAD2/3 and found that SMAD2/3 and SARA bind to the same domain of ERBIN, 

an area we called SSID (SARA and SMAD Interacting Domain). Moreover, we 

found that ERBIN interacts with non-phosphorylated and phosphorylated 

SMAD2/3 proteins. Thus, ERBIN may retain phosphorylated SMAD2/3 in the 

cytoplasm inhibiting the translocation to the nucleus and regulating transcription of 

target genes. 

Due to the fact that SARA and SMAD2/3 bind to the same domain of ERBIN, 

we addressed whether this binding was competitive. We showed that SARA and 

SMAD2/3 compete with each other for their binding to the SSID domain of ERBIN.  

In accordance, SARA or ERBID overexpression, reverts the inhibitory effect of 

ERBIN on SMAD2/3 dependent translation.    

 In conclusion, we have identified ERBIN as a novel SARA-interacting 

protein that can be recruited by the latter to early endosomes, where SARA 

predominantly resides. SARA binds to ERBIN using a novel domain, which we have 

called ERBID. ERBIN interacts with SARA via a domain that interacts also with 

SMAD2 and SMAD3 (aa 1208-1265, SSID). As a consequence, SARA competes with 

SMAD2/3 for binding to ERBIN. As ERBIN binds and segregates phosphorylated 

SMAD2/3 in the cytoplasm, thereby inhibiting SMAD2/3-dependent transcription, 

over-expression of SARA or ERBID reverses the inhibitory effect of ERBIN on 

SMAD2/3-dependent transcription. Thus, SARA not only ensures proper 

presentation of SMAD2/3 for phosphorylation by TGFβ/Activin A receptors, but 

also facilitates the nuclear transfer of phosphorylated SMAD2/3 by out-competing 

their cytoplasmic segregation by ERBIN. Our data suggest that the response of cells 

to TGFβ/Activin A might be regulated by a complex interplay between the relative 

concentrations of SARA, ERBIN, and SMAD2/3, as well as their binding affinities. 
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