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Πρόλογος 

 

H μοριακή βάση του καρκίνου του προστάτη υπήρξε αινιγματική και 

αδιευκρίνιστη για δεκαετίες. Τα τελευταία όμως χρόνια χάρη στην εξέλιξη που 

έχει πραγματοποιηθεί στον τομέα της μοριακής βιολογίας, έχουν μελετηθεί σε 

μεγάλο βαθμό οι μηχανισμοί καρκινογένεσης τόσο στον καρκίνο του 

προστάτη όσο και σε άλλους καρκίνους. H ανακάλυψη των πρώτο-

ογκογονιδίων (proto-oncogenes) που αποτελούν αδρανείς μορφές γονιδίων, 

φώτισε νέα πεδία στην έρευνα των μηχανισμών της καρκινογένεσης, 

αναδείχθηκε ο ρόλος αρκετών ογκογονιδίων και στον καρκίνο του προστάτη, 

όπως είναι τα c-myc, c-fos και c-jun, τα οποία κωδικοποιούν πρωτεΐνες που 

σχετίζονται με τη ρύθμιση της γονιδιακής μεταγραφής. Τα πρώτο-ογκογονίδια 

αυτά αντιπροσωπεύουν κάποια από τα πρώτα γονίδια που εκφράζονται στον 

προστάτη ευνουχισμένων ποντικών μετά από τη χορήγηση ανδρογóνων. Ο 

ρόλος τους αφορά στην μετατροπή εξωπυρηνικών μιτογóνων ερεθισμάτων σε 

γονιδιακή έκφραση, που στη συνέχεια μεταφράζεται στους αντίστοιχους 

μεταγραφικούς παράγοντες, δηλαδή στις πρωτεΐνες Fos, Jun και Myc. Οι 

πρωτεΐνες αυτές με τη σειρά τους, ρυθμίζουν τα δευτερεύοντα γονίδια που 

σχετίζονται με την ανάπτυξη. Η διεγερτική δράση των γονιδίων c-fos και c-jun 

επάγεται από παράγοντες ανάπτυξης, όπως ο EGF (epidermal growth factor) 

και ο FGF (fibroblast growth factor), εκτóς εάν επηρεασθεί από την 

ανασταλτική δράση παραγόντων, όπως ο TGF-β (transforming growth factor 

β). Σε αυτή την προσεκτικά ρυθμισμένη και πολύπλοκη διαδικασία οι 

πρωτεΐνες Fos και Jun αυτορυθμίζουν την έκφραση των ίδιων τους των 

γονιδίων. Και άλλα ογκογονίδια ενδεχομένως σχετίζονται με τον καρκίνο του 

προστάτη όπως τα her-2, neu, p53. Μεγάλη προσπάθεια έχει εστιασθεί στην 

εύρεση γονιδίου υπεύθυνου για την εμφάνιση προστατικού καρκίνου και 

φαίνεται ότι υπάρχει προδιαθεσική εστία στο χρωμόσωμα 1 και στο 

χρωμόσωμα 10, όπου βρίσκεται το ΡΤΕΝ ογκοκατασταλτικó γονίδιο. Αυτό 

που είναι πλέον παραδεκτό στην καρκινογένεση στον προστάτη είναι η 

άποψη πως δεν αρκεί βλάβη ή μετάλλαξη σε ένα μόνο ογκογονίδιο, καθώς ο 

καρκίνος είναι μια  διαδικασία πολλαπλών βημάτων, κατά τα οποία το 

γονιδίωμα διαδοχικά εκτίθεται σε πολλαπλά τυχαία «χτυπήματα». Από 

επιδημιολογικές μελέτες και στατιστική ανάλυση της εμφάνισης του 
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προστατικού καρκίνου, προϊούσης της ηλικίας, έχει υπολογισθεί ότι ο αριθμός  

των βημάτων ή «χτυπημάτων» κυμαίνεται από 4 έως 6 για τον καρκίνο του 

προστάτη και μια πιθανή εφαρμογή της θεωρίας αυτής (Multiple Hit Theory). 

Σήμερα υπάρχει η δυνατότητα αναγνώρισης πολλών μορίων-στόχων 

στους δρόμους της καρκινογένεσης. Αυτά τα μόρια στόχοι συμβάλλουν 

σήμερα τα μέγιστα στη διάγνωση και πρόγνωση του καρκίνου. Το σύστημα 

πρωτεασώματος-ουβικουτίνης (UPS) αποτελεί ένα τέτοιο στόχο στη θεραπεία 

και του καρκίνου του προστάτη. Η πρωτεόλυση από το σύστημα 

πρωτεασώματος-ουβικουτίνης (UPS) είναι ένας άμεσος και αποτελεσματικός 

τρόπος αποδόμησης συγκεκριμένων πρωτεϊνών σε συγκεκριμένες χρονικά 

στιγμές, και σε πολλές περιπτώσεις μια πρωτεΐνη αποδομείται μόνο όταν 

υπάρχει το κατάλληλο μοριακό σήμα. Ανάμεσα στις πρωτεΐνες που 

αποτελούν υποστρώματα για το πρωτεάσωμα υπάρχουν και πρωτεΐνες που 

εμπλέκονται με τη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου είτε θετικά είτε αρνητικά. Η 

αναστολή του γενικά σε πολλούς καρκινικούς τύπους συντελεί στην κυτταρική 

απόπτωση και μάλιστα στην κλινική πράξη χρησιμοποιούνται αναστολείς του, 

όπως μπορτεζομίμπη, στη θεραπεία του καρκίνου. 

Ο ρόλος των ορμονών στην παθογένεια του καρκίνου του προστάτη 

δεν είναι πλήρως κατανοητός, αν και η νόσος δεν παρουσιάζεται σε άνδρες 

που έχουν ευνουχιστεί προ της εφηβείας, γεγονός που δείχνει ότι τα 

ανδρογόνα πιθανόν παίζουν ρόλο στην ανάπτυξή του. Είναι γνωστό πως τα 

κυκλοφορούντα ανδρογόνα είναι μια αναγκαία προϋπόθεση για την ομαλή 

ανάπτυξη του φυσιολογικού προστάτη, καθώς και για την ανάπτυξη της 

καλοήθους υπερπλασίας του αδένα. Ο ακριβής ρόλος των ανδρογόνων σε 

σχέση με την καρκινογένεση στον προστάτη δεν είναι ακόμη ξεκάθαρος, αλλά 

φαίνεται πως αυτά ασκούν τη δράση τους προωθώντας την κυτταρική 

ανάπτυξη και διαίρεση. Η ορμονική επίδραση ενισχύεται από το γεγονός ότι η 

ανάπτυξη πολλών καρκινωμάτων του προστάτη μπορεί να αναχαιτιστεί με 

ορχεκτομή ή με χορήγηση οιστρογόνων O καρκίνος καθώς αναπτύσσεται 

γίνεται ανδρογόνο-ανεξάρτητος και πιο επιθετικός. Ο ανδρογόνο-εξαρτώμενος 

τύπου καρκίνου εκφράζει μια μέτταλο-πεπτιδάση, NEP, που διασπά και 

απενεργοποιεί τα νευροπεπτίδια που κύριο ρόλο έχουν την κυτταρική 

ανάπτυξη σε βάρος της κυτταρικής απόπτωσης. Η απώλεια των ανδρογόνων 

και επομένως της NEP έχει σαν αποτέλεσμα τα νευροπεπτίδια να συνδέονται 
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με τους υποδοχείς τους και να ενεργοποιούν το σύστημα NFkB, προάγωντας 

την κυτταρική ανάπτυξη και αγγειογέννεση.  

Σε αυτή τη μελέτη έγινε μια προσπάθεια να αποσαφηνιστεί και άλλο ο 

ρόλος των νευροπτιδίων, του συστήματος του πρωτεασώματος και ενός 

παράγοντα NFkB που συνδέεται άμεσα με την αύξηση, την ανάπτυξη και την 

αντίσταση στην κυτταρική απόπτωση. Όμως όλα αυτά δε θα ήταν εφικτά 

χωρίς τη συμβολή του αναπληρωτή καθηγητή Παθολογίας - Ογκολογίας κ. 

Χρηστό Παπανδρέου που εκτός από την απεριόριστη εμπιστοσύνη που έδειξε 

στο πρόσωπο μου, με βοήθησε να συλλάβω έννοιες τις ογκολογίας και των 

μοριακών γεγονότων που συντελούνται στον καρκίνο του προστάτη. Επίσης, 

θα πρέπει να ευχαριστήσω και τους συνεργάτες του ογκολογικού τμήματος 

του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Θεσσαλίας, συναδέλφους Παναγιώτη 

Βλαχοστέργιο, Άννα Πατρικίδου και Γιάννη Βουτσαδάκη που μου προσέφεραν 

σημαντική βοήθεια σε διάφορα σημεία της εργασίας μου. Τέλος θα ήταν άδικο 

να μην ευχαριστήσω τους γονείς μου, τη σύζυγο μου καθώς και το νέο μέλος 

της οικογένειας μου, τον υιό μου, που ο καθένας με τον τρόπο του και κυρίως 

με την ενθάρρυνση τους με βοήθησαν να φέρω σε πέρας την εργασία αυτή.  
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Συντομογραφίες  

 

 

AIF Apoptosis Inducing Factor 

Apaf-1 Apoptosis Activating Factor 1 

APC Adenomatous Polyposis Coli 

APC/C Anaphase Promoting Complex /  Cyclosome 

AR androgen receptor 

ARF Altemative Reading Frame 

ARF-BP1 ARF Binding Protein 1 

ASPP Apoptosis Stimulating Protein of ρ53 

ATFB1 Atrial Fibrillation, Familial, 1 

BAD BCL2 Antagonist of Cell Death 

Bax Bcl2-Associated X Protein 

Bcl-2 Β cell lymphoma 2 

Bcl-xl Basal cell lymphoma-extra large 

BIR Bacilovirus Inhibitor of apoptosis Repeats 

BRS Bombesin Receptor Subtype 

cAMP Cyclic Adenine Mono-Phosphate 

CD40 Cluster of Differentiation 40 

CDKs cyclin-dependent kinase 

CIMP CpG Island Methylator Phenotype 

Diablo Direct ΙΑΡ Binding protein with Low pI 

DPC4 Deleted ίn Pancreatic Cancer 4 

DR 4, 5 Death Receptor 4, 5 

E2F E2 Transcription Factor 

ECE1 Endothelin Converting Enzyme 1 

EDTA Ethylene Diamine Triacetic Acid 

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor 
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ELAM1 Endothelial-Leukocyte Adhesion Molecule 1 

ERG ETS-Related Gene 

ERM Estrogen Receptor Methylation 

ERΚ Extracellular signal Regulated Kinases 

ETV6 ETS Translocation Variant 6 (gene) 

FAK Focal Adhesion Kinase 

FoxO Forkhead box Ο 

GPCR G-Protein-Coupled Receptor 

GRP Gastrin Releasing Peptide 

GST Glutathione-S-Transferase 

GSΚ3β Glycogen Synthase Κinase 3-beta 

HAUSP Herpesνirus-associated Ubiquitin Specific Protease 

hdm2 Human double rninute 2 

HIF Hypoxia Induced Factor 

HtrA2 High temperature requirement Α2 

IAPs Inhibitors of Apoptosis 

IBM ΙΑΡ Binding Motif 

ICAM-1 Intracellular Adhesion Molecule One 

IGF-1 Insulin-Like Growth Factor 1 

IGF-1R Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1) Receptor 

IkB Inhibitor of Kappa-B 

IkK Inhibitor of Kappa-B Kinase 

IL-1, -8 Interleukins 1 and 8 

JNK Jun N-terminal Kinase 

KELL Kell antigen system 

KLF5 Kruppel Like Factor 5 

MCP-1 Monocyte Chemotactic Protein-1 

Mdm2 Murine double minute 2 
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MEKK3 mitogen - activated protein kinase 3 

MMAC1 Mutated in Multiple Advanced Cancers 1 

MPF Mitosis Promoting Factor 

NEMO NF-Kappa-B Essential Modulator 

NFkB Nuclear Factor Kappa B 

NFKB1-NFKB2 Nuclear Factor Kappa-B, Subunit 1- Nuclear Factor 

Kappa-B, Subunit 2 

NOXA= PMAIP1 phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 

p50 polypeptide of 50K 

PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen 

PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase 

PI3k Phosphoinositol-3 kinase 

PIA Protein Interaction Analysis 

PIG3 p53-Inducible Gene 3 

PIN Prostatic Intraepithelial Neoplasia 

PIP2 Phosphotidylinositol 4,5-Bisphosphate 

PIP3 Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate 

PKB Protein Κinase Β 

PMSF Phenylmethanesulfonyl Fluoride 

PSA Prostate-Specific Antigen 

PTEN Phosphatase and Tensin Homolog at chromosome 10 

RB1 Retinoblastoma 1 

RHD REL homologue domain  

RING Really Interesting New Gene 

SCF Skpl/ Cullin/ F-box protein 

SDS Sodium dodecyl sulfate 

Siah-1 Seven ίn absentia, human homolog 1 

SKP-2 S-Phase Kinase-Associated Protein 2 
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Smac Second Mitochondria-derived Activator of Caspases 

STAT-1 Signal Transducer and Activator of Transcription 1 

SΚP2 S phase Kinase-associated Protein 2 

TAB2 TAK1 binding protein 2 

TAK 1 TGF Activated Kinase 

TGF Transforming growth factor  

TGFβ Transforming Growth Factor beta 

TNFa tumor necrosis factor-alpha 

TRADD TNF Receptor-Associated Death Domain 

TRAF2 TNF Receptor-Associated Factor 2 

TRAF6 TNF Receptor -Associated Factor 6 

U-box UFD2 homologous box 

UPS Ubiquitin Proteasome System 

VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule Number 1 

VEGF-A Vascular Endothelial Growth Factor Α 

βΤrCΡ Beta Transducin repeat Containing Proteίn 

ΧΙΑΡ X-linked Inhibitor of Apoptosis 
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Ο καρκίνος του προστάτη είναι ο πιο συνήθης σπλαχνικός καρκίνος 

στους άντρες και η δεύτερη πιο συχνή αιτία θανάτου από καρκίνο σε άντρες 

πάνω από 50 ετών, μετά τον καρκίνο του πνεύμονα. Είναι κατά κύριο λόγο 

μια νόσος των μεγαλύτερων σε ηλικία αντρών, με μια κορυφή συχνότητας 

μεταξύ των ηλικιών 65 και 75 ετών. Οι λανθάνοντες καρκίνοι του προστάτη 

είναι ακόμα πιο κοινοί από τους κλινικά εμφανείς, με μια συνολική συχνότητα 

που υπερβαίνει το 50% σε άντρες άνω των 80 ετών. (1) 

Αν και η αιτιολογία του καρκίνου του προστάτη παραμένει άγνωστη, 

κλινικές και πειραματικές παρατηρήσεις δείχνουν ότι ορμονικοί και γενετικοί 

παράγοντες διαδραματίζουν ρόλο στην παθογένεση του. Ο καρκίνος του 

προστάτη δεν αναπτύσσεται σε άντρες ευνουχισμένους πριν την εφηβεία, 

δείχνοντας ότι τα ανδρογόνα πιθανώς έχουν κάποιο ρόλο στην ανάπτυξη του. 

Υπέρ της ορμονικής επιρροής είναι και το γεγονός ότι η ανάπτυξη πολλών 

καρκινωμάτων του προστάτη μπορεί να ανασταλεί με ορχεκτομή ή με τη 

χορήγηση οιστρογόνων, όπως διαιθυλστιλβεστρόλης. Πάντως, όπως 

συμβαίνει στην περίπτωση της οζώδους υπερπλασίας του προστάτη, ο ρόλος 

των ορμονών στην παθογένεση του καρκίνου του προστάτη δεν είναι πλήρως 

κατανοητός. (2) 

Τα τελευταία δέκα χρόνια έχουν γίνει σημαντικές ανακαλύψεις πάνω 

στην μοριακή παθογένεση του καρκίνου του προστάτη. Έχει αποδειχτεί ότι 

διαφορετικοί καρκινικοί τύποι είναι πραγματικά μοριακά διαφορετικές 

ασθένειες που έχουν συγκεκριμένες γενετικές διαταραχές, γεγονός που βοηθά 

στην εφαρμογή στοχευμένης θεραπείας. Επιπρόσθετα, έχει βρεθεί ότι και 

ιστολογικά ίδιοι τύποι καρκίνου συχνά είναι υπότυποι που μοριακά διαφέρουν 

(3).Αυτές οι διαταραχές συχνά αντικατοπτρίζουν διαφορετική κυτταρική 

προέλευση ή και διαφορετική γενετική διαταραχή (πίνακας 1). Η ταξινόμηση 

των καρκίνων με βάση τη μοριακή γενετική είναι πάρα πολύ σημαντική, γιατί 

έτσι θα μπορέσει να γίνει η διάγνωση του καρκίνου σε αρχικά στάδια και να 

επηρεαστεί σημαντικά η θεραπεία και η πρόγνωση του. 

Στον καρκίνο του προστάτη εάν και έχουν περιγράφει ένας μεγάλος 

αριθμός γενετικών διαταραχών (πίνακας 1) δεν έχουν μέχρι πρόσφατα 

εξακριβωθεί τα συγκεκριμένα μοριακά μονοπάτια ανάπτυξης και 

διαφοροποίησης. Κλινικά ο καρκίνος του προστάτη είναι μια ετερογενής 

ασθένεια. Δηλαδή υπάρχουν άντρες που έχουν επιβιώσει χωρίς εμφανή 
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στοιχεία μεταστάσεων ακόμα και χωρίς θεραπεία, ενώ υπάρχουν άλλοι που 

οδηγούνται ταχύτατα στο θάνατο. Σήμερα οι κλινικές παράμετροι που 

περιλαμβάνουν και τον ιστολογικό τύπο του καρκίνου αποτελούν το καλύτερο 

σύστημα ταξινόμησης. Παρόλο αυτά, είναι ο καρκίνος του προστάτη σαν 

αυτόν του μαστού που απαρτίζεται από ξεχωριστούς μοριακούς υπότυπους 

που καθορίζονται από διαφορετικά μοντέλα έκφρασης mRNA που ευθύνονται 

για την κλινική ετερογένεια; Ή μοιάζει περισσότερο με τον καρκίνο του 

παχέως  εντέρου μια πιο μοριακά ομοιογενή ασθένεια με μια μόνο κυτταρική 

προέλευση και μοριακά γεγονότα που αργότερα συμβάλουν στην κλινική 

ετερογένεια; Οι έρευνες έχουν δείξει ότι οι διάφοροι τύποι καρκίνου του 

προστάτη (in situ, PIN και μεταστατικός) έχουν διαφορετικά μοντέλα 

έκφρασης (4-7). Ένας μεγάλος αριθμός μοριακών αλλαγών που ανιχνεύτηκαν 

στον καρκίνο του προστάτη, όπως χρωμοσωμικές μεταλλάξεις (μετατοπίσεις, 

ελλείψεις, διπλασιασμοί) και σωματικές μεταλλάξεις φαίνονται στον πίνακα 1. 

Επειδή οι μεταλλάξεις αυτές αφορούν ένα μεγάλο αριθμό γονιδίων είναι 

δύσκολο να προσδιορίσουμε τα σημαντικά γονίδια (8). 

Βλάβη ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΣΥΧΝΟΤΗΤΑ 

TMPRSS2-

ERG, 

TMPRSS2-

ETV1, 

TMPRSS2-

ETV4 

μετατοπίσεις 

21q22 (μεταξύ του 

TMPRSS2 και του ERG)  

<20% PIN 

~60% του τοπικού και 

μεταστατικού καρκίνου  

 

GSTπ απώλεια Μεθυλίωση Υποκινητή 
~ 5% PIA, ~50% PIN, ~90% 

καρκίνωμα 

PTEN απώλεια 

10q23 απώλεια, 

μεταλλάξεις, μειωμένη 

σταθερότητα 

10%-60% με αυξημένη 

συχνότητα σε μεγαλύτερου 

βαθμού βλάβες και 

προχωρημένη ασθένεια 

NKX3.1 

απώλεια 
Απώλεια του αλληλίου 8p21 

60% καρκίνωμα, 85% 

καρκίνωμα 
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P27/Kip1 

απώλεια 

Απώλεια του αλληλίου 

12q12, μειωμένη πρωτεϊνική 

σταθερότητα 

Μειωμένη προοδευτικά 

έκφραση ανοσοιστοχημικά από 

PIN σε καρκίνωμα και 

μεταστατικές βλάβες. 

Άγνωστο 6q14-21 
Απώλεια στο 30% του καρκίνου 

του προστάτη 

Άγνωστο(πιθανό 

ATFB1) 
16q21-24 απώλεια 10% - 60%  

Άγνωστο 

(πιθανόν RB1, 

KLF5) 

13q13-21 απώλεια 
40%, το δεύτερο πιο συχνό 

μετά το 8p21 

AR γονίδιο 
Xq12 , μετάλλαξη, 

υπερέκφραση 

Τα επίπεδα έκφρασης 

αυξάνονται από τον τοπικό 

στον μεταστατικό καρκίνο 

C-myc γονίδιο 8q24   

Πίνακας 1. Διάφορες μοριακές αλλαγές που έχουν παρατηρηθεί στον καρκίνο του 
προστάτη.  

 

Ο ανδρογονικός υποδοχέας (AR) ο οποίος εντοπίζεται στο μακρύ 

σκέλος του Χ χρωμοσώματος Xq12, είναι μια πρωτεΐνη 110 kd και είναι ο 

υποδοχέας των στεροειδών ορμονών (9-10). Η σύνδεση του με τα ανδρογόνα 

ρυθμίζει τη μεταγραφή ενός μεγάλου αριθμού πρωτεϊνών που έχουν σχέση με 

την επιβίωση και την κυτταρική διαφοροποίηση των προστατικών 

επιθηλιακών κυττάρων. Οι AR είναι απαραίτητοι τόσο για την ανάπτυξη του 

φυσιολογικού όσο και του κακοήθη προστατικού ιστού. Για αυτό οι άντρες με 

απενεργοποιημένους τους AR ή άντρες με ορχεκτομή σε νεαρή ηλικία δεν 

αναπτύσσουν καρκίνο του προστάτη. Οι ανδρογονικοί υποδοχείς 

διαδραματίζουν ένα κρίσιμο ρόλο τόσο στην παθογένεση στα αρχικά στάδια 

όσο και στην πρόοδο του καρκίνου του προστάτη στα προχωρημένα στάδια. 

Τα τρία γονίδια που έχουν μελετηθεί στο μονοπάτι των ανδρογονικών 

υποδοχέων ,το AR, το CYP17 και το SRD5A2 έχουν δώσει αμφιλεγόμενα 

αποτελέσματα (11). Έχει αποδειχτεί πάντως ότι η αυξημένη δραστηριότητα 

των ανδρογονικών υποδοχέων εκθέτει τους άντρες σε αυξημένο κίνδυνο 
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ασθένειας και τα φάρμακα που μπλοκάρουν αυτούς τους υποδοχείς 

παραμένουν τα κύρια φαρμακευτικά μέσα θεραπείας.  

 

  

NEP (Neutral endopeptidase) 

 

Η πρωτεόλυση διαδραματίζει ένα σημαντικό ρόλο στην κυτταρική 

ανάπτυξη και στον κυτταρικό θάνατο. Το ανθρώπινο γονιδίωμα κωδικοποιεί 

πάνω από 300.000 πρωτεάσες, πολλές από τις οποίες ακόμα δεν έχουν 

μελετηθεί και μπορεί στο μέλλον να δώσουν λύσεις στη θεραπεία του 

καρκίνου. Μια οικογένεια τέτοιων πρωτεασών είναι μια οικογένεια μέταλλο - 

πεπτιδασών η NEP που έχει αποτελέσει ένα σημαντικό θεραπευτικό στόχο 

και στον καρκίνο του προστάτη (12). Η NEP (εικόνα 1) είχε αρχικά, πριν από 

30 χρόνια, αναγνωριστεί σαν ένα αντιγόνο των νεφρικών μεμβρανών και τότε 

είχε συνδεθεί με τον μεταβολισμό της ινσουλίνης. Παρόλο αυτά ο ρόλος αυτός 

φαίνεται να επιτελείται από μια άλλη μέταλλο-πεπτιδάση IDE (ένζυμο 

αποδόμησης της ινσουλίνης) και όχι από το NEP (13). 

 

Εικόνα 1. Η μέταλλο - πεπτιδάση  NEP και πως αναδιπλώνεται στο χώρο (τριτοταγή 
δομή). 
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Η NEP είναι (ή αλλιώς γνωστό ως CD10, MME, EC 3.4.24.11) μια 

μεταλοπεπτιδάση που είναι μέλος της Μ13 οικογένειας στην οποία ανήκουν 

και τα ένζυμα που μετατρέπουν την ενδοθηλίνη (ECE-1 και ECE-2), το KELL 

και το PEX. Η NEP σαν μια κλασική μέταλλο-πεπτιδάση περιέχει μια HexxH 

ψευδάργυρο-εξαρτώμενη δομή και μια καλά διατηρούμενη ακολουθία 

ExxA/GD στην οποία η γλουταμίνη υπηρετεί το τρίτο υπόστρωμα 

ψευδαργύρου. Είναι μια επιφανειακή 90 με 110 kDa πεπτιδάση, τύπου II 

παρεμβαλλομένη μεμβρανική πρωτεΐνη που αποτελείται από τρεις δομές: ένα 

Ν -άκρο κυτοπλασματικό, μια υδροφοβική μεμβρανική δομή και μια μεγάλη 

εξωκυττάρια δομή που είναι υπεύθυνη για τη καταλυτική της δραστικότητα. Το 

NEP εξαρτάται από τον ψευδάργυρο και διασπάει τον πεπτιδικό δεσμό στο 

αμινικό άκρο των υδροφοβικών αμινοξέων και απενεργοποιεί μια σειρά 

φυσιολογικά ενεργών πεπτιδίων όπως είναι η βομβεσίνη, η νευροτενσίνη, 

οξυτοκυνίνη, βραδυκινίνη και η ενδοθηλίνη-1. Επομένως, η NEP μειώνει τη 

συγκέντρωση των νευροπεπτιδίων τοπικά εμποδίζει τη σύνδεση τους με τους 

κυτταρικούς τους υποδοχείς και τη μεταφορά του μιτογόνου σήματος τους 

(14). Η απώλεια του NEP ή και η μειωμένη έκφραση του επομένως έχει σαν 

αποτέλεσμα τα μιτογονικά αυτά πεπτίδια να διαταράσουν την κυτταρική 

ομοιόσταση και να συμβάλουν στην ανάπτυξη του κυτταρικού καρκίνου. 

Απώλεια του NEP έχει αναφερθεί και στον μικροκυτταρικό καρκίνο του 

πνεύμονα. 

Τα νευροπεπτίδια συμμετέχουν στην κυτταρική ανάπτυξη του 

ανδρογονοανεξάρτητου καρκίνου του προστάτη. Η βομβεσίνη, η νευροτενσίνη 

και η ενδοθηλίνη-1 είναι μιτογόνοι παράγοντες και οι υποδοχείς τους 

συναντιόνται στον ανδρογονοανεξάρτητο καρκίνο του προστάτη (15-17). Η 

σύνδεση των νευροπεπτιδίων με τους υποδοχείς της κυτταρικής επιφάνειας 

ρυθμίζεται αρνητικά εν μέρη από εξωκυττάρια ένζυμα τα οποία καταβολίζουν 

τα νευροπεπτίδια με υδρόλυση των πεπτιδικών τους δεσμών (18-19). Το NEP 

που φυσιολογικά εκφράζεται από τα προστατικά επιθηλιακά κύτταρα έχει σαν 

υποστρώματα την βομβεσίνη, την ενδοθηλίνη και την νευροτενσίνη που έχουν 

συσχετισθεί σε ποικίλα στάδια του καρκίνου του προστάτη, 

συμπεριλαμβανομένου της καρκινικής ανάπτυξης, της μετάστασης και της 
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εξέλιξης σε ανδρογόνο - ανεξάρτητο καρκίνο (20-22). Γενικά η απώλεια της 

έκφρασης του NEP παρατηρείται πολύ συχνά στον καρκίνο του προστάτη και 

τα προστατικά καρκινικά κύτταρα αποτελούν ένα εξαίσιο μοντέλο μελέτης της 

NEP και του ρόλου του στον καρκίνο (23-24). Αυτή η μείωση της έκφρασης 

της NEP  μπορεί να συμβάλει στην εξέλιξη του καρκίνου επιτρέποντας τα 

νευροπεπτίδια να συνδέονται με τους υποδοχείς τους και να προάγουν 

μονοπάτια κυτταρικής ανάπτυξης  (25).  

Τα βιολογικά και ρυθμιστικά αποτελέσματα της NEP είναι 

αποτέλεσμα της ενζυμικής δραστικότητας της πεπτιδάσης (18-19). Παρόλο 

αυτά μελέτες έχουν δείξει ότι της NEP έχει και άλλες βιολογικές ιδιότητες εκτός 

από την ικανότητα της να απενεργοποιεί υποστρώματα νευροπεπτιδίων. 

Δηλαδή η NEP από μόνο της επηρεάζει τη μεταγωγή σημάτων που 

επηρεάζουν την κυτταρική ανάπτυξη (26-27) και απόπτωση (28). Συνολικά, οι 

αντί-καρκινικές δράσεις της NEP και οι μηχανισμοί μέσω των οποίων 

επιτυγχάνει το ρόλο της φαίνονται στον πίνακα 2 και 3.  

 

NEP ΜΙΑ ΠΡΩΤΕΪΝΗ ΚΑΤΑΣΤΟΛΕΑΣ ΤΟΥ ΚΑΡΚΙΝΟΥ 

1. Μειωμένη έκφραση στον καρκίνο του προστάτη 

2. Αναστέλλει την κυτταρική ανάπτυξη και την ογκογένεση 

3. Αναστέλλει την κυτταρική διήθηση και μετάσταση 

4. Αναστέλλει την κυτταρική επιβίωση 

5. Παρεμβάλλεται με άλλες πρωτεΐνες που καταστέλλουν τον όγκο 

6. Αντί - αγγειογενετική δράση  

Πίνακας 2. Λειτουργίες της NEP σαν αναστολέας του καρκίνου. 

 

ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΜΕ ΤΟΥΣ ΟΠΟΙΟΥΣ ΤΟ NEP ΚΑΤΑΣΤΕΛΛΕΙ ΤΟΝ ΚΑΡΚΙΝΟ 

1. Καταλυτική διάσπαση των νευροπεπτιδίων, μπλοκάροντας την 

ενεργοποίηση του Src 

2. Έμμεση σύνδεση με το PI3-k μέσω της κινάσης Lyn, μπλοκάροντας την 

ενεργοποίηση του FAK 

3. Άμεση σύνδεση με τις ERM πρωτεΐνες που οδηγεί στην αναστολή της 
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επίδρασης των ERM πρωτεϊνών με το CD44 

4. Άμεση συσχέτιση με το PTEN ογκοκατασταλτικό γονίδιο, που έχει σαν  

αποτέλεσμα την αυξημένη δράση φωσφατάσης του PTEN  

Πίνακας 3. Μηχανισμοί μέσω των οποίων η NEP αναστέλλει την ανάπτυξη του 
καρκίνου. 
 

 

Η NEP έχει αναφερθεί ότι συνδέεται με ένα μέλος της Src οικογένειας 

κινασών, τη Lyn και μια άγνωστη 75 - 85 KDa πρωτεΐνη των Β- κυττάρων 

(26). Η NEP παρεμβάλλεται στη λειτουργία της φωσφατοιδυλοινισιτόλης 3 - 

κινάσης (PI3-k) μέσω της Lyn. Συγκεκριμένα, μειώνει τη φωσφορυλίωση της 

Lyn, το οποίο έχει σαν αποτέλεσμα να συνδέεται με το p85 της PI3-k  , 

σχηματίζοντας ένα σύμπλοκο NEP - Lyn - PI3-k (29-30).  Η PI3-k ενεργοποιεί 

την φωσφατοιδυλοινισιτόλη - 3, 4, 5 - τριφωσφατάση (PIP3) 

φωσφορυλιώνοντας την φωσφατοιδυλοινισιτόλη -  4, 5 - διφωσφατάση (PIP2). 

Η PIP3 με τη σειρά του ενεργοποιεί πολλούς παράγοντες, όπως την Akt / PKB 

κινάση, την p70S6 - κινάση, την Tec - οικογένεια τυροσινικών κινασών και μια 

μικρή G - πρωτεΐνη Rac. Η Akt σερίνη θρεονίνη κινάση είναι ένα μόριο που 

ρυθμίζει την επιβίωση σε πολλούς κυτταρικούς τύπους, 

συμπεριλαμβανομένου και του καρκίνου του προστάτη (31-32).  

Το γονίδιο που ελέγχει την έκφραση του ογκοκατασταλτικού γονιδίου 

PTEN (phosphatase and tensin homolog) γνωστό και ως MMAC1 (mutated in 

multiple advance cancers) αρχικά απομονώθηκε στους καρκίνους του μαστού 

και στο γλειοβλάστωμα (33). Συμμετέχει  στην απόπτωση, στην κυτταρική 

ρύθμιση και διαφοροποίηση και πιστεύεται ότι είναι κλειδί για την καταστολή 

του καρκίνου. Το PTEN είναι το μοναδικό γονίδιο που εμφανίζεται σε όλους 

τους καρκίνους του προστάτη με χρωμοσωμικές ελλείψεις στο μακρύ 

βραχίονα του 10ου χρωμοσώματος (10q23) (8). Ο χρόνος που συμβαίνει η 

απώλεια του PTEN μεταξύ της 22 και 25 θέσης δεν έχει ακόμα εξακριβωθεί 

(σε αρχικά ή σε προχωρημένα στάδια). Πάντως είναι πιο συχνό να συμβαίνει 

σε προχωρημένα στάδια ή σε επιθετικές μορφές προστατικού καρκίνου. Η 

πλήρης απώλεια του PTEN έχει βρεθεί σε περισσότερους των 50% των 

καρκίνων με μεταστάσεις και 20% των τοπικών καρκίνων. Οι καρκίνοι που 
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είχαν στα αρχικά στάδια απώλεια του PTEN χαρακτηρίζονται από μεγαλύτερη 

πιθανότητα μετάστασης (34). 

Το PTEN ανταγωνίζεται την δραστικότητα της PI3-k κινάσης 

κωδικοποιώντας μια λιπιδιακή φωσφατάση τις οποίας το υπόστρωμα είναι η 

φωσφατοιδυλοινισιτόλη-3, 4, 5-τριφωσφατάση (PIP3) αποφωσφορυλιώνοντας 

την σε PIP2 (35). Η NEP και το PTEN έχουν άμεση συσχέτιση και πιο 

συγκεκριμένα η κυτταροπλασματική δομή του NEP με τα αμινοξέα 379 με 385 

που εντοπίζονται στο καρβοξυλικό άκρο του PTEN (36). Έχει βρεθεί ότι τα 

επίπεδα του PTEN είναι αυξημένα στα προστατικά καρκινικά κύτταρα που 

εκφράζουν την NEP σαν αποτέλεσμα μειωμένης αποδόμησης της πρωτεΐνης 

και αυξημένης δραστικότητας της λιπιδιακής φωσφατάσης PTEN (37).  

Η ενεργοποίηση του Akt που ακολουθεί την ενεργοποίηση της PI3-K    

οφείλεται σε πολλούς αυξητικούς παράγοντες, όπως ο IGF-1 που συνδέεται 

με τους υποδοχείς IGF-1R και υποστρώματα που είναι συνδεδεμένα με G 

πρωτεΐνες που συνδέονται με τους υποδοχείς GPCRs. Τέτοιες πρωτεΐνες 

είναι η βομβεσίνη, η νευροτενσίνη και η ενδοθηλίνη-1 (38). Στα  προστατικά 

καρκινικά κύτταρα έχει βρεθεί ότι η βομβεσίνη και η ενδοθηλίνη-1 μπορούν να 

προάγουν τη φωσφορυλίωση του IGF - 1Rβ και της Akt ανεξάρτητα από τα  

υποστρώματα IGF - 1 (39). Η ενεργοποίηση του Akt από τα νευροπεπτίδια 

γίνεται κυρίως από το Src και της PI3-k. Η NEP αναστέλλει την επίδραση που 

έχουν τα νευροπεπτίδια στους υποδοχείς GPCR και IGF-1R και επομένως 

μπλοκάρει την ενεργοποίηση του Akt και κυτταρική ανάπτυξη. (εικόνα 2).  

Στον καρκίνο του προστάτη η NEP εκφράζεται σε υψηλά ποσοστά 

στα LNCaP προστατικά καρκινικά κύτταρα (25) που είναι μια κυτταρική σειρά 

που εξαρτάται από τα ανδρογόνα. Τα LNCaP κύτταρα δε διηθούν και δεν 

προκαλούν μετάσταση σε αντίθεση με τα ανδρογόνο ανεξάρτητα καρκινικά 

κύτταρα PC-3 (10). Αυτή η καρκινική προστατική κυτταρική σειρά  δεν 

εκφράζει την NEP και εμφανίζει σημαντική βιωσιμότητα. Μάλιστα η κυτταρική 

ανάπτυξη και η δυνατότητα μετάστασης σε αυτά τα κύτταρα μπορεί να 

αυξηθεί με την προσθήκη υποστρωμάτων της NEP, όπως είναι η βομβεσίνη 

και η ενδοθηλίνη-1 (40). Αυτή η συσχέτιση μπορεί να έχει να κάνει με την 

καταλυτική ικανότητα της NEP να διασπά τα νευροπεπτίδια που προάγουν 

την κυτταρική ανάπτυξη, όπως είναι η βομβεσίνη και η ενδοθηλίνη  
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Εικόνα 2. Ο φυσιολογικός ρόλος της NEP είναι να αποδομεί τα νευροπεπτίδια όπως 
είναι  η βομβεσίνη και η ενδοθηλίνη. Επίσης σταθεροποιεί την λιπιδιακή φωσφατάση 
PTEN που αποφωσφορυλιώνει την φωσφατοιδυλοινισιτόλη - 3, 4, 5 - τριφωσφατάση 
(PIP3) στην φωσφατοιδυλοινισιτόλη -  4, 5 - διφωσφατάση (PIP2) , Η απώλεια της NEP 
έχει σαν αποτέλεσμα τα νευροπεπτίδια να ενεργοποιούν την PI3k κινάση που 
φωσφορυλιώνει την PIP2 σε PIP3 και ενεργοποιεί την Akt. Αυτή με τη σειρά της 
ενεργοποιεί την IkK κινάση που φωσφορυλιώνει την IkB που οδηγείται σε αποδόμηση 
από το πρωτεάσωμα. Στη συνέχεια το αποδεσμευμένο NFkB μετατοπίζεται στον 
πυρήνα και ενεργοποιεί τα γονίδια στόχους του, όπως είναι το IL-8 και VEGF. 

 

 

 

NFKB 

 

To NFKB (εικόνα 3) είναι ένας μεταγραφικός διμερής παράγοντας 

που ανήκει στην οικογένεια Rel, η οποία περιλαμβάνει RelA (γνωστό και ως 

p65), c-Rel, Rel- B, p50 και p52 (41). Πρώτη φορά αναγνωρίστηκε στον 

πυρήνα των ώριμων Β - λεμφοκυττάρων σαν ένας μεταγραφικός παράγοντας 

που συνδέεται στο DNA σε μια αλληλουχία 11 βάσεων GGGACTTTCC (42). 

Τα κύτταρα των θηλαστικών έχουν 5 διακριτές υποομάδες NFkB με rel 

ομόλογες δομές που είναι απαραίτητες για τη σύνδεση του με το DNA και τη 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
24/04/2024 06:38:01 EEST - 18.224.179.84



  27 

ρύθμιση της μεταγραφής πάνω από 180 γονιδίων. Αυτές οι υποομάδες 

μπορούν να κατηγοριοποιηθούν σε δυο ομάδες,  τη μια που περιέχει το 

NFkB1 (p105 / p50) και το NFkB2 (p100 / p52) και την άλλη που αποτελείται 

από το RelA (p65), το RelB και το c - Rel. Η πρώτη ομάδα αποτελείται από τις 

πρόδρομες πρωτεΐνες p105 και p100 οι οποίες περιέχουν πέντε με επτά 

επαναλαμβανόμενες δομές που καλύπτουν το σήμα που προάγει τη 

μετατόπιση του στον πυρήνα (NLS). Με πρωτεόλυση που γίνεται από το 

πρωτεάσωμα δίνουν τις ενεργές μορφές p50 και p52 και είναι δυνατή η 

μετατόπιση του στον πυρήνα. Όλες οι NFKB πρωτεΐνες έχουν μια Rel 

ομόλογη δομή (RHD) η οποία είναι υπεύθυνη για τη σύνδεση με το DNA, το 

διμερισμό, την πυρηνική μετατόπιση και τη σύνδεση με τις IkB πρωτεΐνες.  

 

Εικόνα 3. Δομή NFkB και πως αναδιπλώνεται στο χώρο. 

 

Οι IkB πρωτεΐνες περιλαμβάνοντας την IkBα, β και ε συνδέονται με το 

NFkB και μπλοκάρουν την πυρηνική του μετατόπιση και επομένως τη 

μεταγραφική του δραστηριότητα. Η ενεργοποίηση του NFkB περιλαμβάνει δυο 

μονοπάτια, το κανονικό που γίνεται με την αποδόμηση του IkB και το μη 

κανονικό που γίνεται την ενεργοποίηση του p100 (εικόνα 6) (43.). Στο 

κανονικό μονοπάτι, που είναι και το πιο συχνό, τα κύτταρα διεγείρονται με τη 

σύνδεση τους με διάφορους αγωνιστές, όπως ο παράγων νέκρωσης α 

(TNFα) ή η ιντερλευκίνη - 1β(IL-1β). Η σύνδεση του αγωνιστή με τον TNFR 

αυξάνει την πρωτεΐνη που συσχετίζεται με τον υποδοχέα θανάτου TRADD 

(TNF receptor - associated death domain) η οποία με τη σειρά της συνδεέται 

με το TRAF - 2 (TNF receptor - associated). Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την 
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ενεργοποίηση  μιας κινάσης της MAP3K (mitogen - activated protein kinase 3)  

που φωσφορυλιώνει και έτσι ενεργοποιεί το σύμπλοκο της IkK (44). Ένα 

σύμπλοκο που αποτελείται από δυο καταλυτικές υπομονάδες την IKKα και 

την IKKβ και μια ρυθμιστική υπομονάδα ΝΕΜΟ 9 γνωστή και ως IKKγ. 

Γενετικές μελέτες έχουν δείξει ότι η IKKβ και όχι η IKKα φωσφορυλιώνει τις 

IkB πρωτεΐνες στις σερίνες 32 και 36. Η φωσφορυλίωση των IkB πρωτεϊνών 

τις οδηγεί στην πολυουβικιτινοποίηση τους, στις λυσίνες 21 και 22, με τη 

μεσολάβηση της Ε3 λιγκάσης βTrCP και στην αποδόμηση τους από το 

πρωτεάσωμα, απελευθερώνοντας έτσι το NFkB (45). Το μη κανονικό 

μονοπάτι ενεργοποίησης του NFKB δεν απαιτεί την αποδόμηση των IkB 

πρωτεϊνών και συμβαίνει κυρίως στα Β κύτταρα σαν απάντηση στην διέγερση 

των υποδοχέων της οικογένειας TNF, περιλαμβάνοντας τους υποδοχείς 

BAFF, λεμφοτοξίνη-β (LTβ) και CD40. Η ενεργοποίηση αυτών των 

υποδοχέων ενεργοποιεί την πρωτεϊνική κινάση NIK, που με τη σειρά της 

ενεργοποιεί την IKKα. Αυτή στη συνέχεια φωσφορυλιώνει το p100 που οδηγεί 

στην εκλεκτική αποδόμηση από το πρωτεάσωμα της δομής που ομοιάζει με 

το IkB από το πρωτεάσωμα (46-47) και έτσι μετατρέπεται στη ώριμη 

υπομονάδα p52. Αυτή συνδέεται με την Rel - B και το διμερές μετατοπίζεται 

στον πυρήνα και ρυθμίζει την έκφραση των γονιδίων στόχων του. 

Η ενεργοποίηση του NFkB οδηγεί στην έκφραση γονιδίων που 

συμμετέχουν στην ανάπτυξη του καρκίνου, στην αγγειογέννεση και στη 

μετάσταση (48-49). Επίσης, η ενεργοποίηση του NFkB μπλοκάρει την 

κυτταρική απόπτωση και επάγει την κυτταρική ανάπτυξη (50-53). Τα 

καρκινικά κύτταρα όπως και κάθε άλλο κύτταρο χρειάζεται οξυγόνο για να 

επιβιώσει και αυτό περιορίζει την ανάπτυξη τους. Σε απόκριση σε διάφορες 

κυτοκίνες, όπως ο TNF, τα καρκινικά κύτταρα, τα μακροφάγα και τα 

ουδετερόφιλα απελευθερώνουν διάφορους αγγειογενετικούς παράγοντες, 

όπως το VEGF και το MCP - 1, που είναι απαραίτητοι για το σχηματισμό 

νεοαγγείων στα καρκινικά κύτταρα (54-56). Το NFkB όμως, ρυθμίζει την 

έκφραση των διαφόρων παραγόντων ανάπτυξης και κυτοκίνων, όπως είναι το 

VEGF, ο TNF και ο MCP - 1, που είναι απαραίτητα για την αγγειογένεση (57-

58). Οι μεταστάσεις του καρκίνου από την άλλη απαιτούν τη μεταφορά των 

καρκινικών κυττάρων τόσο ενδαγγειακά όσο και εξωαγγειακά. Η μεταφορά 

όμως διαμέσου των κυτταρικών τοιχωμάτων χρειάζεται διάφορα ειδικά μόρια 
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που παράγονται και από τα καρκινικά κύτταρα. Ανάμεσα σε αυτά είναι τα 

ICAM - 1, ELAM - 1, VCAM - 1 μόρια τα οποία παράγονται σαν απάντηση 

στην ενεργοποίηση του NFkB (59-61).   

 Τέλος το NFkB συνδέεται με το σύστημα πρωτεασώματος – 

ουβικουιτίνης και με άλλο μηχανισμό. Η πρωτεΐνη TRAF6 (TNRF - associated 

Factor 6) συντελεί στην ενεργοποίηση του υποδοχέα IL - 1R μετά τη σύνδεση 

του με την IL - 1. Η πρωτεΐνη στη συνέχεια συνδέεται με την ουβικουιτίνη και 

στη συνέχεια αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη TAB2 (TAK1 binding protein 2) 

και την κινάση  TAK1 (TGFβ activated kinase 1). Η ενεργοποίηση της ΤΑΚ - 1 

οδηγεί σε φωσφορυλίωση και επομένως ενεργοποίηση της IKK η οποία ως 

γνωστόν  φωσφορυλιώνει την IkB και ότι αυτό συνεπάγεται. (62.) 

 

 

ΠΡΩΤΕΑΣΩΜΑ 

 

Η πρωτεόλυση είναι σημαντική για την κυτταρική λειτουργία και την 

κυτταρική ομοιόσταση. Στα ευκαρυωτικά κύτταρα το μονοπάτι ουβικουιτίνης 

πρωτεασώματος είναι ο πιο σημαντικός μη λυσοσωματικός τρόπος 

αποδόμησης πρωτεϊνών. Σε φυσιολογικές συνθήκες τα λυσοσώματα 

αποδομούν τις εξωκυττάριες πρωτεΐνες που εισέρχονται στο κύτταρο με 

ενδοκύτωση ή πινοκύτωση, ενώ το πρωτεάσωμα τις ενδοκυττάριες (63.). Οι 

πρωτεΐνες συνδέονται με την αλυσίδα πολυουβικουιτίνης και αποδομούνται. 

Το 26S πρωτεάσωμα είναι μια μεγάλη υπομονάδα (1500 - 2000 KDa) 

που υπάρχει τόσο στο κυτταρόπλασμα όσο και στον πυρήνα των 

ευκαρυωτικών κυττάρων (64.). Ο καταλυτικός πυρήνας του συμπλέγματος 

αναφέρεται ως 20S πρωτεάσωμα είναι μια κυλινδρική δομή που αποτελείται 

από τέσσερις επταμερείς δακτύλιους με α και β υπομονάδες (εικόνα 4). Οι β 

υπομονάδες βρίσκονται πιο κεντρικά στον κύλινδρο, ενώ οι α υπομονάδες πιο 

περιφερικά. Η ικανότητα να αναγνωρίζει και να συνδέεται με τις αλυσίδες 

πολυουβικιτίνης επιτελείται από τις 19S υπομονάδες (PA700) που είναι 

συνδεδεμένες με το 20S πρωτεάσωμα καλύπτοντας τα άκρα του 26S 

κυλίνδρου. Αυτές οι υπομονάδες ξεπακετάρουν τα υποστρώματα, με την 

βοήθεια ενός δακτύλιου 6 πρωτεϊνών τις ΑΑΑ+ (ATPases που συσχετίζονται 
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με αρκετές κυτταρικές δραστηριότητες). Στη συνέχεια τα αποσυνδέουν από 

την ουβικουιτίνη και τα διοχετεύουν στο 26S πρωτεάσωμα για αποδόμηση. 

Για να μπορέσει η 19S υπομονάδα να ξεδιπλώσει τα υποστρώματα χρειάζεται 

ενέργεια με την μορφή ATP (65., 66., 67.). 

 

 

Εικόνα 4. Το 26S πρωτεάσωμα που αποτελείται από την 20S υπομονάδα μια 
κυλινδρική δομή που αποτελείται από τέσσερις επταμερείς δακτύλιους με α και β 
υπομονάδες και την 19S υπομονάδα. 
 

 

Γενικά το πρωτεάσωμα έχει σαν υποστρώματα πολλούς παράγοντες 

της μεταγραφής, ρυθμιστών της μεταγραφής, κινάσες, αναστολείς των 

κινασών, πρωτεΐνες που διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην κυτταρική 

αύξηση, την απόπτωση και την ομοιόσταση. (πίνακας 4) (68- 94).  

p21 Αναστολέας των CDK κινασών 

c-myc  Παράγοντας μεταγραφής 

C-jun, c-fos, fra-1  
Υποµονάδες του μεταγραφικού 

παράγοντα ΑΡ-1 

p73  Ομόλογο του p53  

E2F-1 Παράγοντας μεταγραφής 

Ικ-Βα  Αναστολέας του NFκB 
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Smad4 
Ρυθμιστής της διαµετάδοσης 

σήματος από τον ΤGFβ 

HIF1 

Παράγοντας μεταγραφής 

εµπλεκόµενος στην κυτταρική 

απάντηση στην υποξεία 

p27 Αναστολέας των CDK κινασών 

ASPP2/53BP2 Συµπαράγοντας του p53 

ΡΡ2Α  φωσφατάση σερίνης/θρεονίνης 

β-κατενίνη 
Παράγοντας μεταγραφής και 

ρυθμιστής του κυτταρικού σκελετού 

Emi1  
Αναστολέας του APC (Anaphase 

promoting complex) 

p53 Παράγοντας μεταγραφής 

γ-κατενίνη 

Oμόλoγo της β-κατενίνης με ρόλο 

στις διακυτταρικές συνδέσεις και τα 

δεσµοσωµάτια 

ΜΑΤα2  Καταστολέας της μεταγραφής 

EGFR, PDGFR  Υποδοχείς τυροσινικής κινάσης 

Mcl-1 
Αντιαποπτωτικά µέλη της 

οικογένειας του bcI-2 

Επιθηλιακός δίαυλος Na+  

Ρυθμιστής της συγκέντρωσης Na+ 

που είναι μεταλλαγμένος στην 

κυστική ίνωση 

Κυκλίνη A, Κυκλίνη B Κυτταρική Ανάπτυξη 

Cdc25 
Φωσφατάση που ρυθμίζει τον 

κυτταρικό κύκλο 

Κυκλίνη Ε, Κυκλίνη D, CDK4 Κυκλίνες και κινάση που τις ρυθμίζει 

Τοποϊσοµεράσες Ι και II 

Ένζυμα που εμπλέκονται στην 

αντιγραφή του DΝΑ και αποτελούν 

στόχους αντί-νεοπλασµατικών 
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φαρμάκων 

Δεκαρβοξυλάση της ορνιθίνης  
Ένζυμο της βιοσύνθεσης των 

πολυαµινών  

Σταθµίνη  

Ρυθμιστής του πολυµερισµού των 

μικροσωληναρίων του 

κυτταροσκελετού 

APC  Ρυθμιστής της β-κατενίνης 

Προλύλ-υδροξυλάσες 1 και 3  
Ένζυμα που υδροξυλιώνουv τον 

μεταγραφικό παράγοντα HIF 

ERK3  Κινάση της οδού των ΜΑΡΚ 

Rpn4 
Πρωτεΐνη, μέρος του 

πρωτεασώµατος 

Akt  

Κινάση που προάγει τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό και αναστέλλει την 

απόπτωση 

Twist  

Μεταγραφικός παράγοντας της 

οικογένειας bHLH (basic helix-Ioop-

helix) 

DCC  
Διαµεµβρανικός υποδοχέας της 

νετρίνης 

PIN2/TRF1  

Ρυθμιστής του μήκους των 

τελοµερείων και του κυτταρικού 

κύκλου 

Υποδοχέας της 1,4,5- τριφωσφορικής 

ινοσιτόλης 

Υποδοχέας του ενδοπλασµατικού 

δικτύου που ρυθμίζει τις 

συγκεντρώσεις Ca++ 

FoxO 
Παράγοντας μεταγραφής, ρυθμιστής 

της β-κατενίνης 

ERa  
Παράγοντας μεταγραφής του τύπου 

των πυρηνικών υποδοχέων 

RhoA GΤΡ-άση 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
24/04/2024 06:38:01 EEST - 18.224.179.84



  33 

Πίνακας 4. Διάφορες πρωτεΐνες που έχει βρεθεί ότι είναι υπόστρωμα για το σύστημα 
του πρωτεασώματος-ουβικουιτίνης. 

 

Η ουβικιτινοποίηση είναι μια αντιστρέψιμος διαδικασία που 

καταλύεται σε τρία ενζυμικά στάδια (95.). Στο πρώτο στάδιο η ουβικουιτίνη 

ενεργοποιείται από τα ένζυμα Ε1 (ubiquitin - activating enzyme) με μια 

αντίδραση που γίνεται με τη βοήθεια ATP μεταξύ της κυστεϊνης και των 

ένζυμων. Στο δεύτερο στάδιο, η ενεργοποιημένη ουβικουιτίνη συνδέεται με 

μια δεύτερη κατηγορία ένζυμων τα Ε2 ( ubiquitin - conjugating enzyme), έχουν 

περιγραφεί 50 διαφορετικά τέτοια ένζυμα. Τέλος μια ουβικιτινοποιημένη 

πρωτεϊνική λιγκάση (Ε3) μεταφέρει την ενεργοποιημένη ουβικουιτίνη στην 

πρωτεΐνη στόχο (εικόνα 5). Για να γίνει αυτό η ε - αμίνη μιας λυσίνης του 

μορίου της πρωτεΐνης συνδέεται στην καρβοξυτελική γλυκίνη της 

ουβικουιτίνης (96). Η λιγκάση που καταλύει αυτήν την αντίδραση διακρίνεται 

σε τρεις οικογένειες. Αυτές που έχουν τομείς HECT (Homologous to E6 - 

associated protein C - terminus),  αυτές με τομείς U - box (έχει περιγραφεί και 

στους μύκητες) και αυτές με τομείς RING (Really Interesting New Gene) (97). 

Η ουβικουιτίνη περιέχει επτά λυσίνες που μπορούν να συνδεθούν με άλλες 

ουβικουιτίνες και να σχηματίσουν μια αλυσίδα πολυουβικουιτίνης. Το 

πρωτεάσωμα με τη σειρά του συνδέεται με την ουβικουτινική αλυσίδα και την 

αποδομεί με την προϋπόθεση ότι αυτή αποτελείται από τουλάχιστον 4 μόρια 

ουβικουιτίνης (98). Από την άλλη, ορισμένες φορές η σύνδεση της 

ουβικουιτίνης με τις πρωτεΐνες στόχους δεν οδηγεί στη αποδόμηση όταν η 

σύνδεση με τις πρωτεΐνες γίνει μέσω άλλων λυσίνων, όπως η Κ29 και η Κ63. 

Τότε η σύνδεση συντελεί στην επιδιόρθωση του DNA, στην ενδοκυττάρωση 

πρωτεϊνών κ.α. (99-100) 
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Εικόνα 5. Η γενική αλληλουχία των ενζυμικών αντιδράσεων που χρειάζονται για να 
συνδεθεί μια πρωτεΐνη υπόστρωμα του πρωτεασώματος με την ουβικουιτίνη. 

 

 

Η συνδυασμένη αποδόμηση των πρωτεϊνών με μικρό χρόνο ημίσειας 

ζωής από το πρωτεάσωμα ελέγχει πολλές σημαντικές διαδικασίες. Η 

ελεγχόμενη αποδόμηση των κυκλινών και των εξαρτώμενων από τις κυκλίνες 

αναστολέων  των κινασών είναι σημαντική για την κυτταρική ανάπτυξη (101-

103). Tο πρωτεάσωμα ελέγχει την έκφραση των γονιδίων αποδομώντας 

μεταγραφικούς παράγοντες, όπως το NF-kB, p53, c-Jun, c-Myc, c-Fos, HIFlα 

και το ΜΑΤα2 (104-105). Ίσως αυτό που έχει χαρακτηρισθεί καλύτερα είναι το 

NF-kB. Το ενεργό NF-kB είναι ένα διμερές που εντοπίζεται στον πυρήνα. Το 

πρωτεάσωμα είναι υπεύθυνο τόσο για την παραγωγή του από τις πρόδρομες 

μορφές όσο και για την ενεργοποίηση του αποδομώντας τον αναστολέα του 

το ΙκΒ  (εικόνα 6) (106) 
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Εικόνα 6 Η ενεργοποίηση του NFkB με τη βοήθεια του πρωτεασώματος με το κλασικό 
και εναλλακτικό μονοπάτι. 

 

 

 

Η απόπτωση έχει βρεθεί ότι δε λειτουργεί σωστά σε πολλές 

ασθένειες συμπεριλαμβανομένου και του καρκίνου. Η απόπτωση γενικά 

συντελείται με δυο μηχανισμούς που ονομάζονται εξωγενής και ενδογενής 

(107). Όμως και τα δυο μοριακά μονοπάτια σε κάποιο σημείο εμπλέκουν την 

ενεργοποίηση μιας οικογένειας πρωτεασών, τις κασπάσες, οι οποίες 

καταστρέφουν το κύτταρο με το να αποδομούν ρυθμιστικές και δομικές 

πρωτεΐνες (108-110). Στον πρώτο μηχανισμό, η σύνδεση με τους υποδοχείς 

θανάτου (TNF) της κυτταρικής μεμβράνης οδηγεί στην ενεργοποίηση των 
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κασπασών και κυρίως της κασπάσης - 8. Αυτές με τη σειρά τους 

ενεργοποιούν τις εκτελεστικές κασπάσες 3 και 7 (111). Στο δεύτερο 

μηχανισμό, διάφορα μιτοχονδριακά σήματα οδηγούν στην απελευθέρωση των 

πρωτεϊνών apaf - I, Smac / Diablo και του κυτοχρώματος c. Οι πρωτεΐνες 

αυτές μπλοκάρουν τους αναστολείς απόπτωσης IAPs και έτσι ενεργοποιούν 

την κασπάση 9. Αυτή  με τη σειρά της ενεργοποιεί τις εκτελεστικές κασπάσες 

3 και 7 (κοινό στάδιο των δυο μηχανισμών). Στη συνέχεια οι εκτελεστικές 

κασπάσες που ενεργοποιούνται είτε με τον ένα μηχανισμό είτε με τον άλλο 

πρωτολύουν ένα σημαντικό αριθμό πρωτεϊνών οδηγώντας στη κυτταρική 

απόπτωση. Από την άλλη, το πρωτεάσωμα εμπλέκεται με πολλές από τις 

κύριες πρωτεΐνες απόπτωσης. Οι πρωτεΐνες της οικογένειας bcl - 2, Bax, Bad, 

Bid, Bik και οι Smac / Diablo και οι αναστολείς της απόπτωσης IAPs είναι 

υποστρώματα του πρωτεασώματος. Οι τομείς BIR (Bacilovirus Inhibitor of 

apoptosis Repeats) που είναι αλληλουχίες 65 αμινοξέων πλούσιων σε 

κυστεϊνη, αποτελούν προϋπόθεση για να χαρακτηρισθεί μια πρωτεΐνη IAPs 

και είναι αυτοί που αλληλεπιδρούν με τις κασπάσες οδηγώντας στην 

αναστολή τους (112).  Τα IAPs επίσης έχουν και τομείς RING, τομείς που 

συναντάμε σε μια οικογένεια των E3 λιγκασών. Έτσι έχουν την ενζυμική 

ικανότητα να μεταφέρουν την ουβικουιτίνη από τα Ε2 ένζυμα σύζευξης στην 

πρωτεΐνη στόχο (113-114). Συμπερασματικά, οι IAPs ελέγχουν την 

απόπτωση και εξουδετερώνουν φυσιολογικά σήματα που τυχαία 

απελευθερώνονται, όπως είναι το Smac / Diablo και ο AIF (Apoptosis 

Inducing Factor), που απελευθερώνεται από το μιτοχόνδριο, και θα 

οδηγούσαν στη έναρξη της κυτταρικής απόπτωσης χωρίς ουσιαστικό λόγο 

(115-116) Τα IAPs αλληλεπιδρούν και με το Smac / Diablo και με τις 

κασπάσες μέσω ενός τομέα BIR  των IAPs  και μια περιοχή 4 αμινοξέων, 

τομέας ΙΒΜ (IAP - binding motif), που έχει το Smac / Diablo  και μια ομόλογης 

περιοχής που συναντάμε στις κασπάσες (117-118). Όμως, όταν είτε από την 

εξωγενή είτε από την ενδογενή οδό υπάρχουν τα κατάλληλα σήματα ώστε το 

κύτταρο να πρέπει να οδηγηθεί στην απόπτωση, ο μηχανισμός ασφαλείας 

των IAPs αναστέλλεται (119). Τέλος, υπάρχει και μια πρωτεΐνη που 

εντοπίζεται στα μικροσώματα που είναι συνδεδεμένα με το ενδοπλασματικό 

δίκτυο του κυττάρου και έχει την ικανότητα, εφόσον αποδεσμευτεί να 
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αντιδράσει με τα IAPs και να μπλοκάρει τη σύνδεση τους με τις κασπάσες 

(120).  

Από την άλλη οι κασπάσες μπορούν και να απενεργοποιήσουν το 

πρωτεάσωμα (121-122). Με το να αποδομήσουν τις υπομονάδες Rpt5, 

Rpn10 που συμμετέχουν στην αναγνώριση του υποστρώματος και της Rpn2 

που συμμετέχει στη διατήρηση της συνοχής του 19 S πρωτεασώματος, το 

πρωτεάσωμα χάνει τη δράση της πεπτίδυλ - γλουτάμυλ - πρωτεάσης και 

χυμοτρυψίνης. Δηλαδή, στους ρόλους των ενεργοποιημένων εκτελεστικών 

κασπασών είναι και η αποδόμηση του πρωτεασώματος. Έτσι όμως, 

καταδεικνύεται και ο σημαντικός ρόλος που έχει το πρωτεάσωμα στην 

κυτταρική επιβίωση, καθώς η αναστολή της δράσης του είναι απαραίτητη  για 

την κυτταρική απόπτωση (123).  

Το σύστημα ουβικουιτίνης - πρωτεασώματος εμπλέκεται και άμεσα με 

την ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου (124). Ο ρόλος αυτός του 

πρωτεασώματος επιτυγχάνεται χάρη σε δυο τύπους Ε3 λιγκασών, της APC/C 

(Anaphase Promoting Complex / Cyclosome) και της κατηγορίας SCF 

(Skp1/Cullin/ F- box protein) (125) Ως γνωστό στο  τέλος της μιτωτικής 

μετάφασης όλες οι αδερφές χρωματίδες συνδέονται στο κεντρόσωμα με τη 

βοήθεια των μικροσωληνίσκων της μιτωτικής ατράκτου. Τότε, οι αδερφές 

χρωματίδες αποχωρίζονται, ώστε κάθε αδερφή χρωματίδα να μετακινηθεί 

στους αντίθετους πόλους της μιτωτικής ατράκτου και να εισέλθει το κύτταρο 

στην προτελευταία φάση του κυτταρικού κύκλου που είναι η ανάφαση. Οι 

αδερφές χρωματίδες παραμένουν ενωμένες χάρη στις πρωτεΐνες κοεζίνες. Η 

πρωτεάση που είναι υπεύθυνη για την αποδόμηση τους και επομένως για την 

απελευθέρωση των αδερφών χρωματίδων στο τέλος της μετάφασης είναι μια 

πρωτεάση, η σεπεράση. Η σεκιουρίνη λειτουργεί σαν αναστολέας της 

πρωτεάσης αυτής. Στο τέλος της μετάφασης η Ε3 λιγκάση APC/C 

ενεργοποιείται και συνδέει την ουβικουιτίνη με την σεκιουρίνη και προωθείται 

για αποδόμηση. Έτσι η σεπεράση ενεργοποιείται και οι αδερφές χρωματίδες 

αποχωρίζονται (126). Επίσης η κυκλίνη Β και η cdc2, που είναι δυο από τους 

πιο κύριους παράγοντες που προάγουν την μίτωση (MPF - Mitosis Promoting 

Factor), φωσφορυλιώνουν πρωτεΐνες που είναι απαραίτητες ώστε το κύτταρο 

να περάσει από τη ενδιάμεση φάση, G1, στη φάση G2. O MPF αποτελεί και 

αυτός υπόστρωμα σύνδεσης με την ουβικουιτίνη της APC/C λιγκάσης (127). 
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Όταν φτάσει ο κυτταρικός κύκλος στο τέλος η κυκλίνη Β ουβικουτινώνεται και 

αποδομείται επομένως από το πρωτεάσωμα, ώστε το κύτταρο να παραμείνει 

στην ενδιάμεση φάση G1..  

Όπως υπάρχουν πρωτεΐνες που συνδέουν την ουβικουιτίνη με τις 

πρωτεΐνες υπάρχουν και πρωτεΐνες που επιτελούν τον ακριβώς αντίθετο 

ρόλο. Τα ανθρώπινα κύτταρα διαθέτουν περισσότερα από 70 τέτοια ένζυμα 

ακόμα και πάνω στο ίδιο το πρωτεάσωμα (1288-129). Έτσι υπάρχει το ένζυμο 

HAUSP (Herpesvirus - associated ubiquitin specific protease) το οποίο 

αποσυνδέει την ουβικουιτίνη από το p53 (130). Επίσης υπάρχουν και 

παρόμοια αποδεσμευτικά ένζυμα (υποομάδες) ενσωματωμένα στο 

πρωτεάσωμα (131-132) και  οι πρωτεΐνες αυτές εξυπηρετούν στην 

ανακύκλωση της ουβικουιτίνης, που αφού επιτελέσει το ρόλο της 

ξαναχρησιμοποιείται για να σημάνει άλλες πρωτεΐνες.   

Έχουν  προταθεί διάφοροι μηχανισμοί μέσω των οποίων διάφοροι 

αναστολείς του πρωτεασώματος προάγουν την απόπτωση (εικόνα 7). Γενικά 

οι αναστολείς του πρωτεασώματος οδηγούν στην κυτταρική απόπτωση μόνο 

σε κύτταρα που βρίσκονται σε κυτταρική ανάπτυξη (133). Το p27 και το  p21 

είναι δυο πρωτεΐνες με μικρό χρόνο ημίσειας ζωής και αναστέλλουν τον 

κυτταρικό κύκλο με το να αναστέλλουν τις κινάσες που εξαρτώνται από τις 

κυκλίνες και οδηγούν στην κυτταρική ανάπτυξη. Τα κυτταρικά επίπεδα και των 

δυο πρωτεϊνών ελέγχονται από το σύστημα ουβικουιτίνης - πρωτεασώματος  

(134.) και επομένως η αναστολή του επιτρέπει το κύτταρο να ελέγξει τον 

κυτταρικό κύκλο.  
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Εικόνα 7. Μηχανισμοί που οδηγούν το κύτταρο σε απόπτωση μετά την χορήγηση 
αναστολέων του πρωτεασώματος. Είναι πιθανό σε άλλο τύπου κύτταρα οι αναστολείς 
να οδηγούν σε απόπτωση με διαφορετικούς μηχανισμούς.    
 

 

 

Η αναστολή του πρωτεασώματος αυξάνει την δραστικότητα του 

p53 

 

To p53 είναι μια πρωτεΐνη που ανακαλύφθηκε στα μέσα του 

προηγούμενου αιώνα (135-136). Σε πολλούς καρκινικούς τύπους συχνά 

συναντάμε μεταλλάξεις του p53 (137). Το p53 είναι μια πρωτεΐνη πολύ 

σημαντική που προλαμβάνει την ανώμαλη κυτταρική ανάπτυξη και είναι 

υπεύθυνη για την διατήρηση της ακεραιότητας του κυτταρικού γονιδιώματος 

σε συνθήκες κυτταρικού στρες (138-139). Πάρα ταύτα είναι αναλώσιμο όταν 

το κύτταρο αναπτύσσεται σε φυσιολογικές συνθήκες (140). Σε συνθήκες 

φυσιολογικής ανάπτυξης επειδή δεν είναι τόσο σημαντικό, τα επίπεδα του 

είναι χαμηλά λόγω της γρήγορης αποδόμησης του. Όταν το κύτταρο όμως 

εκτεθεί σε συνθήκες υποξίας, νουκλεοτιδικών απωλειών, υπερέκφραση 
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ογκογονιδίων τότε το p53 υφίσταται μετά - μεταφραστικές τροποποιήσεις, με 

διάφορες κινάσες όπως η ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), η GSK3β, το 

p38 και η JNK. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την αυξημένη σύνδεση του με το 

DNA και την μεταγραφική ενεργοποίηση των γονιδίων στόχων του (138, 139). 

Τα γονίδια στόχοι ρυθμίζουν έναν μεγάλο αριθμό κυτταρικών διαδικασιών 

ανάμεσα στις οποίες είναι η αναστολή του κυτταρικού κύκλου και η κυτταρική 

απόπτωση (Πίνακας 5) (141-144) .  

Η ρύθμιση του p53 είναι μια σύνθετη διαδικασία που περιλαμβάνει 

μηχανισμούς μετά - μεταφραστικούς, φωσφορυλιώσεις, ακετυλιώσεις, 

ουβικουιτινώσεις κ.α. Το mdm2 (murine double minute 2) διαδραματίζει 

σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της κυτταρικής σταθερότητας του p53 και της 

μεταγραφικής του δραστηριότητας. Το mdm2 είναι μια Ε3 λιγκάση της 

ουβικουιτίνης που σε συνεργασία με την jun κινάση οδηγεί στην 

πρωτεασωμική αποδήμηση του p53 με τη σύνδεση του με την ουβικουιτίνη. 

Έχει αναφερθεί ότι για την αποδήμηση του p53 είναι απαραίτητη η μεταφορά 

του από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα, δηλαδή τα κυτταροπλασματικό και 

όχι τα πυρηνικό πρωτεάσωμα είναι υπεύθυνα για την αποδήμηση του. Ο 

αναστολέας του mdm2 από την άλλη, είναι η πρωτεΐνη p14 που 

κωδικοποιείται από ένα γονίδιο που εντοπίζεται στο βραχύ σκέλος του 

χρωμοσώματος 9 (9p). Το p53 συνδέεται στο DNA μέσω ενός τετραμερούς σε 

μια συγκεκριμένη νουκλεοτιδική αλληλουχία RRCC (A / T) (T / A) GYYY (σαν 

R συμβολίζονται οι πουρίνες και σαν Y οι πυριμιδίνες). Το καρβοξυτελικό 

άκρο του p53 μέσω τριών λυσινών συνδέεται μη ειδικά με το DNA, γεγονός 

που προλαμβάνεται από το p300 που ακετυλιώνει αυτές τις λυσίνες και 

επομένως τη φυσιολογική σύνδεση του p53. Ο p300 βοηθά και στη σύνδεση 

του p53 με την ουβικουιτίνη και στην ακόλουθη αποδόμηση του, εφόσον 

φυσικά πρώτα έχει δράσει το mdm2. (145-149) 

To p53 συμμετέχει και στον ενδογενή, που αποτελεί κύριο ρυθμιστικό 

στοιχείο, αλλά και στον εξωγενή μηχανισμό απόπτωσης, που απλά 

συμμετέχει. Το p53 μπορεί να διεγείρει την κυτταρική απόπτωση της 

εξωγενής οδού με την ενεργοποίηση των υποδοχέων θανάτου που 

εντοπίζονται στην κυτταρική μεμβράνη, όπως είναι το Fas, το DR4 και το 

DR5.  Το DR4 και το DR5 ρυθμίζονται άμεσα από το p53 και μπορούν να 

προκαλέσουν απόπτωση ή να ενισχύσουν την κυτταρική απόπτωση που 
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οφείλεται είτε στο TRAIL είτε σε χημειοθεραπευτικά μέσα (150-151). Εάν και 

το p53 μπορεί να ενεργοποιήσει το Fas, η παραγωγή του Fas προκαλείται 

από την καταστροφή του DNA και ανεξάρτητα από το p53 (152-153). Στον 

ενδογενή μηχανισμό, έχει βρεθεί ότι αρκετές πρωτεΐνες της οικογένειας του 

Bcl - 2, όπως το Bax, και άλλες μιτοχονδριακές πρωτεΐνες ρυθμίζονται από το 

p53 (154). Το p53 ελέγχει την έκφραση πρωτεϊνών που εμφανίζουν BH3 

δομές και συμμετέχουν στην αύξηση του BAX / BAK. Επίσης, μετά από την 

καταστροφή του DNA ενεργοποιεί το Noxa και το PUMA το οποίο με τη σειρά 

του οδηγεί το κύτταρο στην απόπτωση πολύ γρήγορα, σε λίγες ώρες από την 

ενεργοποίηση του (155-156).  

Η σύνδεση του p53 στο DNA ενεργοποιεί ένα μεγάλο αριθμό 

βοηθητικών παραγόντων της μεταγραφής (co - factors). Η μετά - 

μεταφραστικές τροποποιήσεις του p53 είναι ανάλογες με το ερέθισμα που 

οδήγησαν στην ενεργοποίηση του. Οι βοηθητικοί παράγοντες από την άλλη 

συνδέονται με το συνδεδεμένο με το DNA p53 ανάλογα με τις μετά - 

μεταφραστικές τροποποιήσεις που αυτό έχει υποστεί.  Συνεπώς, ένα κύτταρο  

ανάλογα με το αίτιο ενεργοποίησης του μπορεί να υποστεί απόπτωση ή να 

ανασταλεί ο κυτταρικός του κύκλος. Οι πρωτεΐνες της οικογένειας ASPP ( 

Apoptosis Stimulating Protein of p53), ASPP1 και ASPP / Bbp ενεργοποιούν 

τα προαποπτωτικά γονίδια Bax και PIG3, αλλά όχι το mdm2, την κυκλίνη G ή 

το p21 (157-158). Παρομοίως, η πρωτεΐνη JMY, το Stat -1 σε συνεργασία με 

το p53 και οι πρωτεΐνες της οικογένειας του p53, p63 και p73 οδηγούν σε 

κυτταρική απόπτωση μέσω ενεργοποίησης του Bax, του PUMA, του Noxa, 

του Fas, του PERP και του DR 4/5 (159-160). Αντιθέτως το c - myc, το p300 

και το hDaxx μέσω του p21, του Gadd45 κ.α. οδηγούν στην αναστολή του 

κυτταρικού κύκλου (161.). Οι στόχοι του p53 μπορούν να διακριθούν σε 

ξεχωριστές κατηγορίες με βάση τη δράση τους σε αυτά τα μοριακά μονοπάτια. 

(εικόνα  8). 
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Εικόνα 8. Η ρύθμιση και απεικόνιση σχηματικά της ρύθμισης και λειτουργίας του p53. 
Το p53 σε αντίδραση με διάφορους στρεσογόνους παράγοντες, μετάλλαξη 
ενεργοποιείται και οδηγεί είτε στο μπλοκάρισμα του κυτταρικού κύκλου μέσω της 
ενεργοποίησης διαφόρων πρωτεϊνών, όπως το p21,  είτε στην κυτταρική απόπτωση 
ενεργοποιώντας διάφορες πρωτεΐνες, όπως το Bad. 

 

Η αναστολή του 26S πρωτεασώματος έχει σαν αποτέλεσμα την  

γρήγορη αύξηση των επιπέδων του p53 (162-164) και την παραγωγή των 

πρωτεϊνών στόχων του p53 όπως το p21, το mdm2 και το Bax (165). 

Επιπρόσθετα ορισμένοι κυτταρικοί τύποι έχει δειχτεί ότι υφίστανται απόπτωση 

μετά τη χορήγηση αναστολέων του πρωτεασώματος (166-167) μέσω του p53 

(168). Παρόλο αυτά η αύξηση των επιπέδων του p21, του mdm2 και του Bax 

δεν οφείλεται αποκλειστικά στο p53 (169-170). Ένας πιθανός μηχανισμός 

είναι ότι αυτές οι πρωτεΐνες αποδομούνται από το σύστημα ουβικουιτίνης 

πρωτεασώματος και η πιθανή αναστολή του έχει σαν αποτέλεσμα την αύξηση 

του χρόνου ημίσειας ζωής τους και επομένως των επιπέδων τους (171). 

Η πρωτεΐνη p21 ανήκει στην οικογένεια Kip/Cip των αναστολέων των 

κινασών που εξαρτώνται από τις κυκλίνες CDKs (cyclin-dependent kinase). 

Το γονίδιο που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη εντοπίζεται στο 21 χρωμόσωμα 

(6p21). Έχει αποδειχτεί ότι το p21 αναστέλλει την δραστικότητα πολλών 

μελών των κινασών CDKs. Σε φυσιολογικά κύτταρα το p21 σχηματίζει 

τετραμερή σύμπλοκα με την CDK, την κυκλίνη και το PCNA ( proliferative cell 

nuclear antigen). Μάλιστα, είναι ενδιαφέρον ότι ανάλογα με τη στοιχειομετρία 
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του cyclin/CDK/p21 σύμπλοκου, μπορεί να λειτουργήσει σαν  παράγοντας 

που διεγείρει τις κινάσες ή τις αναστέλλει (172). Εκτός από την αναστολή των 

κινασών εμπλέκεται και με το σύμπλοκο PCNA (μεταγραφικό πυρηνικό 

αντιγόνο) - DNA πολυμεράση δ και επηρεάζει την επιδιόρθωση και την 

αντιγραφή του DNA (173). Όταν υπάρχουν λάθη στο DNA το p21 μπλοκάρει 

την κυτταρική διαίρεση και το κύτταρο παραμένει στην G1 φάση. Η έκφραση 

του ελέγχεται από το ογκοκατασταλτικό γονίδιο p53 (πίνακας 5) (174). 

Επιπρόσθετα το p53 και το p21 αποτελούν πρωτεΐνες που ελέγχουν εάν το 

κύτταρο θα εισέλθει στην G2 φάση και επομένως εάν θα διαιρεθεί 

(175).Επιπλέον το p21 ενεργοποιείται και ανεξάρτητα από το p53 κατά τη 

διάρκεια της κυτταρικής ανάπτυξης (176). Το p21 επιδρά και σε άλλες 

λειτουργίες του κυττάρου, όπως η κυτταρική διαφοροποίηση, η κυτταρική 

γήρανση και απόπτωση. Παρόλο αυτά ο ρόλος του p21 στη απόπτωση 

παραμένει αντιφατικός (177).  

Η σημασία του p21 στον καρκίνο του προστάτη είναι προς έρευνα, 

καθώς οι μεταλλάξεις που έχουν παρατηρηθεί στο p21, παρά τις μεταλλάξεις 

που παρατηρούνται στο γονίδιο του p53, είναι ελάχιστες (178). Στα 

προστατικά καρκινικά κύτταρα το p21 έχει μια ανασταλτική επίδραση στην 

κυτταρική αύξηση, αλλά σε κλινικές μελέτες ο ρόλος του p21 δεν έχει 

αποσαφηνιστεί (179). Επίσης η σχέση του p21 και του p53 είναι προς 

συζήτηση. Μια σαφή συσχέτιση μεταξύ αυτών των πρωτεϊνών έχει βρεθεί σε 

καρκίνους του μαστού, αλλά όχι του παγκρέατος. Η σχέση του p21 και του 

p53 φαίνεται να είναι σύνθετη και έχει να κάνει ανάλογα με τον κυτταρικό 

τύπο. Ο Aaltoma et al. δε βρήκε σύνδεση του p21 και του καρκίνου του 

προστάτη (180). Ο Osman et al. βρήκε σημαντική σχέση μεταξύ της 

έκφρασης του mdm2 και του p21. Φαίνεται ότι η ανάπτυξη του καρκίνου του 

προστάτη έχει να κάνει με την απενεργοποίηση του p53 λόγω της 

υπερέκφρασης του mdm2 και η απενεργοποίηση του p21 γίνεται μέσω ενός 

ανεξάρτητου με το p53 μονοπατιού (181.).     

 

ΓΟΝΙΔΙΑ ΣΤΟΧΟΙ ΤΟΥ p53 

Bad Mέλη της οικογένειας του bcl - 2 που προάγουν την απόπτωση 

Bax Mέλη της οικογένειας του bcl - 2 που προάγουν την απόπτωση 
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Puma Mέλη της οικογένειας του bcl - 2 που προάγουν την απόπτωση 

Noxa Mέλη της οικογένειας του bcl - 2 που προάγουν την απόπτωση 

Fas Υποδοχείς θανάτου (Death Receptors) 

DR4 Υποδοχείς θανάτου (Death Receptors) 

DR5 Υποδοχείς θανάτου (Death Receptors) 

PIDD Πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά με τις κασπάσες 

p21  Αναστολέας των κινασών που εξαρτώνται από κυκλίνες (CDKs) 

14 - 3 - 3σ Ρυθμιστές κυτταρικού κύκλου 

Gadd45 Ρυθμιστές κυτταρικού κύκλου 

Siah 1 Ε3 λιγκάση 

mdm2 Ε3 λιγκάση 

Πίνακας 5. Γονίδια στόχοι του p53 

 

 

Η αναστολή του πρωτεασώματος και του μονοπατιού PI3k/Akt αυξάνει 

τα επίπεδα της πρωτεΐνης p27 

 

Η πρωτεΐνη p27kip1 (p27) ανήκει στην CIP/KIP οικογένεια των 

κινασών που εξαρτώνται από κινάσες (CDKs). Το γονίδιο που κωδικοποιεί  

την πρωτεΐνη εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 12 (12p13) (182). Η έκφραση του 

γονιδίου του p27 ελέγχεται από συγκεκριμένους αναπτυξιακούς παράγοντες 

(π.χ. TGF-beta, IL-2, cAMP κ.α.). Η έκφραση του p27 είναι μεγαλύτερη σε 

κύτταρα που βρίσκονται σε ηρεμία και σε κύτταρα που διαφοροποιούνται. Η 

πρωτεΐνη p27 συσσωρεύεται στη G1 φάση της μεσόφασης και εμποδίζει το 

κύτταρο να διαιρεθεί. Όταν στο κύτταρο επιδρούν αντί-μιτογονικά σήματα, 

όπως το TGFβ και η IL6, ενεργοποιείται το αποθηκευμένο p27 και συνδέεται  

με το σύμπλοκο cdk2, μια πυρηνική πρωτεϊνική κινάση που ενεργοποιεί τους 

μεταγραφικούς παράγοντες της S φάσης της μεσόφασης οδηγώντας το 

κύτταρο στην κυτταρική διαίρεση (183). Σε περιόδους κυτταρικής αύξησης το 

p27 αποκλείεται από τον πυρήνα, αποδομείται και δεν αναστέλλει το 

σύμπλοκο κυκλίνη Ε/cdk2 (εικόνα 9). Το Akt μια πρωτεϊνική κινάση 

σερίνης/θρεονίνης που ενεργοποιείται από το μονοπάτι της PI3k (εικόνα 9) 
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εμποδίζει την είσοδο του p27 στον πυρήνα (184-186). Το Akt μπορεί να 

φωσφορυλιώσει άμεσα το p27 και επομένως να εμποδίσει την είσοδο του 

στον πυρήνα. Πιο συγκεκριμένα το γονίδιο που κωδικοποιεί το p27 είναι 

γονίδιο στόχος των FOXO μεταγραφικών παραγόντων (187-189). Η 

φωσφορυλίωση τους συντελείται από το ενεργοποιημένο Akt και οδηγεί στην 

απενεργοποίηση τους και στον κυτταροπλασματικό εγκλωβισμό τους (190-

191). Ένα δεύτερο μονοπάτι που έχει προταθεί για την αποδόμηση του p27 

είναι μέσω Skp-2 εξαρτώμενη ουβικοτινοποίηση (192-193). Το Skp-2 είναι το 

κατάλληλο μόριο για την αποδόμηση του p27, εφόσον έχει φωσφορυλιωθεί 

από τη Thr187 (194). To PTEN/PI3k μπορεί να ρυθμίζει την αποδόμηση του 

μέσω της ουβικιτινοποίησης του (195-197). Εκτός όμως από το ρόλο του να 

εμποδίζει την κυτταρική διαίρεση, το p27 έχει και άλλους ρόλους όπως το να 

λειτουργεί σαν  επικουρικός παράγοντας της απόπτωσης, να επηρεάζει την 

χημειοανθεκτικότητα των συμπαγών όγκων κ.α.  

 

 

Εικόνα 9 Το p27 είναι μια πρωτεΐνη καταστολέας του καρκίνου. α. Σε φυσιολογικά 
επιθηλιακά κύτταρα, διάφορα αντί-μιτογονικά σήματα, όπως το TGFβ και η IL6 
αναστέλλουν την κυτταρική ανάπτυξη. Ενεργοποιούν το p27 που εισέρχεται στον 
πυρήνα και μπλοκάρει το σύμπλοκο cdk, εμποδίζοντας έτσι την ενεργοποίηση των 
μεταγραφικών παραγόντων της S φάσης και παγιδεύοντας το κύτταρο στην G1 φάση 
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του κυτταρικού κύκλου. β. Σε πολλά καρκινικά κύτταρα το μονοπάτι του PI3K/Akt 
ενεργοποιείται μέσω του μπλοκαρίσματος του PTEN. Αυτό με τη σειρά του 
φωσφορυλιώνει το p27 εμποδίζοντας το να εισέλθει στον πυρήνα και να μπλοκάρει τις 
CDKs κινάσες. Οι CDKs ενεργοποιούν το E2F και το κύτταρο οδηγείται στην κυτταρική 
διαίρεση. 

 

 

Αποσαφηνίζοντας το ρόλο του p27 σαν αναστολέας των CDK σε 

φυσιολογικά και νεοπλασματικά κύτταρα έχει δειχτεί ότι η απώλεια  της 

πρωτεϊνικής έκφρασης του έχει σαν αποτέλεσμα να αναπτύσσεται και να 

εξελίσσεται ο καρκίνος πιο εύκολα. Η απουσία του p27 στους καρκίνους έχει 

συσχετισθεί με μειωμένη πρόγνωση εάν και παραδόξως λίγες μεταλλάξεις του 

p27 έχουν περιγραφεί γενικά σε διαφόρους τύπους καρκίνου (198). Μειωμένα 

επίπεδα p27 στους όγκους οφείλονται κυρίως σε μετά-μεταγραφικό επίπεδο 

πιθανώς λόγω αυξημένης αποδόμησης του από το μονοπάτι ουβικουιτίνης / 

πρωτεασώματος. Συνεπώς η αναστολή του πρωτεασώματος έχει σαν 

αποτέλεσμα την αύξηση των επιπέδων της πρωτεΐνης p27 που αποτελεί 

υπόστρωμα του (πίνακας 4). Ένας άλλος σημαντικός μηχανισμός που 

συμβάλει στην αποδόμηση του p27 είναι και η φωσφορυλίωση του. Ανάμεσα 

γενικά σε όλους τους μηχανισμούς που εμπλέκονται στη ρύθμιση των 

επιπέδων του p27 είναι η μεθυλίωση του και η ρύθμιση της πρωτεϊνικής του 

σύνθεσης σε διάφορα επίπεδα (σταθερότητα mRNA, μετατόπιση του στο 

κυτταρόπλασμα και μετάφραση του) (199). 

 Η πραγματική διαγνωστική και προγνωστική σημασία της έκφρασης 

του p27 σε διαφόρους καρκίνους έχει γίνει πρόσφατα αντικείμενο μελέτης. In 

vivo μελέτες έχουν δείξει χαμηλή έκφραση του p27 σε πιο επιθετικούς 

καρκίνους και αρκετές έρευνες έχουν επιβεβαιώσει τη σημασία του p27 σαν 

έναν ανεξάρτητο προγνωστικό αλλά και διαγνωστικό δείκτη σε ένα μεγάλο 

φάσμα καρκίνων περιλαμβάνοντας το καρκίνωμα του μαστού, καρκίνο του 

παχέως εντέρου, αδενοκαρκίνωμα του προστάτη, μη μικροκυτταρικό καρκίνο 

του πνεύμονα, κακοήθες μελάνωμα, αδενοκαρκίνωμα του οισοφάγου και 

καρκίνων των ενδοκρινών αδένων (200-201). Η απενεργοποίηση του γονιδίου 

του p27 λόγω μεταλλάξεων στον καρκίνο του προστάτη δεν είναι συχνή. Εάν 

και έχουν παρατηρηθεί, μεθυλιώσεις CpG, αυτές δεν είναι συχνές και δε 

φαίνεται να είναι ο κυρίως μηχανισμός για τη μείωση των επιπέδων του p27 

(202). Άλλες μεταλλάξεις για το p27 δεν έχουν βρεθεί (203). 
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Υπάρχουν αρκετές μελέτες που αναλύουν την έκφραση του p27 στα 

αδενοκαρκινώματα του προστάτη. Ο Guo et al. για παράδειγμα πρώτος έδειξε 

τη συσχέτιση μεταξύ της απώλειας της έκφρασης της πρωτεΐνης και της 

αυξημένης διαφοροποίησης και επιθετικότητας του καρκίνου (204)Τα 

αποτελέσματα αυτής της έρευνας έχουν επιβεβαιωθεί από πολλές μελέτες οι 

οποίες σύνδεσαν εμμέσως την έκφραση του p27 με αυξημένο Gleason score, 

με την πιθανότητα μετάστασης και την ανευπλοειδία (205-206). Επίσης έχει 

δειχτεί ότι η χαμηλή έκφραση του p27 είναι ένας ανεξάρτητος προγνωστικός 

δείκτης για τη πρόβλεψη της θεραπείας που εφαρμόζεται στον καρκίνο και τις 

πιθανότητες υποτροπής και βιωσιμότητας (207-208). Ο Codon-Cardo et al. 

βρήκαν μηδαμινή έκφραση της πρωτεΐνης και του mRNA του p27 σε καλοήθη 

υπερπλαστικά κύτταρα προστάτη, δεδομένα που καταδεικνύουν ότι η BPH 

(benign prostatic hyperplasia) δεν είναι προάγγελος για τον καρκίνο του 

προστάτη (209).   

 

 

 

Οι πρωτεΐνες της οικογένειας Bcl και η σχέση τους με τα κυτταρικά 

μονοπάτια στον καρκίνο του προστάτη. 

 

Τα μέλη της οικογένειας Bcl-2 θεωρούνται κλειδιά στη ρύθμιση της 

κυτταρικής απόπτωσης (210). Σε πολλές in vitro μελέτες τονίστηκε ο 

αποπτωτικός ρόλος των Bcl-2 πρωτεϊνών (211-216) Η πρωτεΐνη Bcl-2 

ανακαλύφθηκε σε μελέτες των γνωστών μετατοπίσεων που παρατηρούνται 

στα μη Hodgkin λεμφώματα (t 14;18) αλλά και στα θυλακιώδη λεμφώματα τα 

οποία χαρακτηρίζονται από αυξημένη έκφραση του γονιδίου Bcl-2 και 

ανθεκτικότητα στην απόπτωση (217-219). Διάφορα γονίδια έχουν 

αναγνωρισθεί ότι ανήκουν στηv οικογένεια με βάση κατά πόσο είναι ανάλογα 

με το Bcl-2 (εικόνα 10). Τα προ-αποπτωτικά και τα αποπτωτικά μέλη 

σχηματίζουν ομοδιμερή και ετεροδιμερή που με τη σειρά τους ρυθμίζουν εάν 

το κύτταρο θα οδηγηθεί σε απόπτωση ή όχι. Για παράδειγμα το Bcl-2 μπορεί 

να σχηματίσει ομοδιμερή με άλλα μόρια Bcl-2 ή να σχηματίσει ετεροδιμερή με 

το Bax. (220.) Το Bcl-2 γενικά προάγει την κυτταρική ανάπτυξη εμποδίζοντας 

την απόπτωση.  
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ΡΥΘΜΙΣΤΕΣ ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΥ ΘΑΝΑΤΟΥ Βιβλιογραφία 

Αναστολείς κυτταρικού θανάτου 

Bcl-2 Khurram et al. (221.) 

BcI-XL Boise et al. (222.) 

Mcl-1 Zhou et al. (223.) 

Bcl-w Gibson et al. (224.) 

A1 Lin et al. (225.) 

Προαγωγείς κυτταρικού θανάτου 

Bax Oltvai et al. (226.) 

Bak Chittenden et al. (227.) 

Bad Yang et al. (228.) 

Bcl-XS Boise et al. (222) 

Bik Boyd et al. (229.) 

Bid Wang et al. (230.) 

Harakiri Inohara et Al (231.) 

Πίνακας 6. Πρωτεΐνες της οικογένεια του Bcl-2 

  

Η ανάλυση ακολουθιών στις πρωτεΐνες της οικογένειας Bcl-2 έχει βρει 

τέσσερις καλά διατηρούμενες περιοχές (domains) που πρόσφατα έχουν 

ονομαστεί BH1 έως και BH4 (το BH συμβολίζει ότι είναι ανάλογη για το Bcl-2 

περιοχή), όπως προτάθηκε από τον Oltavi et al. (226). Αυτές οι δομές έχουν 

μεγάλη σημασία για τη λειτουργικότητα των πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2, 

καθορίζοντας τον τρόπο δράση τους είτε ως αναστολείς είτε ως επαγωγείς 

του κυτταρικού θανάτου (πίνακας 6). Τα πιο πολλά μέλη της Bcl-2 οικογένειας 

έχουν μια περιοχή από υδροφοβικά αμινοξέα στο καρβοξυτελικό τους άκρο 

που καθορίζει τη θέση τους στην μεμβράνη των κυτταρικών οργανιδίων.  
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Εικόνα 10. Βασική δομή οργάνωσης των πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2. (BH = Δομή 
ανάλογη με το Bcl-2, ΤΜ = Διαμεμβρανική περιοχή) (232)  

 

 

Το Bcl-2 εντοπίζεται στην εξωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη και πρόσφατα 

έχει προταθεί ότι ρυθμίζει την ενεργοποίηση των κασπασών που είναι 

υπεύθυνες για τα τελευταία στάδια της κυτταρικής απόπτωσης (233-234). Πιο 

συγκεκριμένα, εμποδίζει την απόπτωση καταστέλλοντας την απελευθέρωση 

της πρωτεΐνης κυτόχρωμα c που ενεργοποιεί τις κασπάσες (235). Από την 

άλλη, οι προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες Bad, Bid, Bax και Bim εντοπίζονται στο 

κυτταρόπλασμα και μετατοπίζονται στα μιτοχόνδρια μετά από διάφορα 

σήματα και  οδηγούν στον κυτταρικό θάνατο. Εκεί προάγουν την 

απελευθέρωση του κυτοχρώματος c και επομένως την ενεργοποίηση των 

κασπασών (εικόνα 11). 
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Εικόνα 11. Η οικογένεια Bcl-2 ρυθμίζει την απόπτωση ελέγχοντας τη μιτοχονδριακή 
διαπερατότητα. Οι αντί-αποπτωτικές πρωτεΐνες Bcl-2 και Bcl-xL εντοπίζονται στην 
εξωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη και εμποδίζουν την απελευθέρωση του 
κυτοχρώματος c. Οι προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες Bad, Bid, Bax και Bim εντοπίζονται 
στο κυτταρόπλασμα αλλά μπορεί να μεταβούν στα μιτοχόνδρια κατόπιν ενός σήματος 
που προάγει την κυτταρική απόπτωση και συντελούν στην απελευθέρωση του 
κυτοχρώματος c. Το Bad μετατοπίζεται στο μιτοχόνδριο και μετατρέπεται στο 
αποπτωτικό σύμπλοκο Bcl-xL. Αυτή η μετατόπιση εμποδίζεται από τους 
αναπτυξιακούς παράγοντες που προάγουν την φωσφορυλίωση του Bad και επομένως 
την κυτταροπλασματική του εντόπιση. Εάν και ακόμη οι μηχανισμοί που ρυθμίζουν τη 
μιτοχονδριακή διαπερατότητα στο κυτόχρωμα c δεν έχουν πλήρως διευκρινιστεί, το 
BCl-xL, το Bcl-2 και το Bax διαδραματίζουν σημαντικό ρυθμιστικό ρόλο στην 
απελευθέρωση του κυτοχρώματος c.  

 

Σε πρόσφατες μελέτες έχει βρεθεί ότι υπάρχει άμεση συσχέτιση 

μεταξύ της ενεργοποίησης του μοριακού μονοπατιού PI3-kinase/NF-kB και τα 

αυξημένα επίπεδα του Bcl-2 (236-238). Επίσης έχει βρεθεί ότι η απώλεια του 

PTEN συνδέεται με την έκφραση του Bcl-2 και επομένως με την PI3-kinase 

(239).  
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Το Bcl-2 στα καρκινικά κύτταρα δεν παρέχει μόνο το πλεονέκτημα της 

αυξημένης επιβίωσης αλλά και την ανθεκτικότητα απέναντι σε ένα ευρύ 

φάσμα αντικαρκινικών θεραπειών, όπως είναι η κυκλοφωσφαμίδη, η 

ετοποσίδη, η μεθοτρεξάτη, η δεξαμεθαζόνη και η ακτινοθεραπεία. Το BcI-XL 

επίσης έχει βρεθεί ότι αποτρέπει το αποπτωτικό αποτέλεσμα αρκετών από 

αυτά τα φάρμακα, πιθανώς μέσα από ένα κοινό μονοπάτι.  

Αντιθέτως η μείωση των επιπέδων του Bcl-2 μπορεί να οδηγήσει σε 

αντίθετα αποτελέσματα, μετατρέποντας τα κύτταρα από χημειοανθεκτικά σε 

χημειοευαίσθητα. Παράλληλα η αύξηση των επιπέδων των προ-αποπτωτικών 

πρωτεϊνών, όπως το Bax, το Bcl-Xs και το Bak αυξάνουν την 

χημειοευαισθησία. Η λειτουργία του Bcl-2 είναι μοναδική επειδή δεν επηρεάζει 

την φαρμακοκινητική των φαρμάκων αλλά μπλοκάρει τη μεταγωγή των 

σημάτων που οδηγούν στην απόπτωση, επιτρέποντας έτσι το κύτταρο να 

επιβιώσει (240-248).  

 

 

Το μοριακό μονοπάτι του NEP - NFkB - πρωτεάσωμα και η σχέση του με 

τον καρκίνο του προστάτη  

 

Η NEP είναι μια μέταλλο-πεπτιδάση που εκφράζεται στην κυτταρική 

επιφάνεια των προστατικών επιθηλιακών κυττάρων και ο ρόλος της είναι να 

κόβει και να απενεργοποιεί επομένως τα νευροπεπτίδια, όπως η βομβεσίνη 

και η ενδοθηλίνη-1, που εμπλέκονται στην ανάπτυξη του ανδρογόνο-

ανεξάρτητου καρκίνου (249-250). Τα νευροπεπτίδια έχουν συσχετισθεί με 

πολλές διαδικασίες στον καρκίνο του προστάτη συμπεριλαμβανομένου της 

μετάστασης και της μετατροπής του σε ανδρογόνο-ανεξάρτητο. Εάν δεν 

απενεργοποιηθούν από την NEP, συνδέονται με τους GPCRs (G protein - 

coupled receptors) και ενεργοποιούν πολλά μοριακά μονοπάτια που οδηγούν 

στην κυτταρική ανάπτυξη (251). Πιο συγκεκριμένα, ενεργοποιούν το NFkB 

μέσω του PI3k/Akt μοριακού μονοπατιού. Η μείωση των επιπέδων του NEP 

οδηγεί στην ενεργοποίηση της PI3k κινάσης που συντελεί στη φωσφορυλίωση 

της φωσφατοιδυλοινισιτόλη-4, 5-διφωσφατάση (PIP2) σε 

φωσφατοιδυλοινισιτόλη - 3, 4, 5 - τριφωσφατάση (PIP3) (252) και την 

ενεργοποίηση της IkK κινάσης που φωσφορυλιώνοντας το IkB το οδηγεί στην 
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αποδόμηση του από το πρωτεάσωμα, στην απελευθέρωση του NFkB και την 

πυρηνική του μετατόπιση, του τελευταίου.  

Το NFkB είναι ένας διμερής μεταγραφικός παράγοντας που ανήκει 

στη Rel οικογένεια, όπως το Crel, το Rel-B, το p50 και το p52, και περιέχει μια 

Rel-homology δομή (RHD) που ευθύνεται για τη σύνδεση του με το DNA, την 

πυρηνική του μετατόπιση και τις αλληλεπιδράσεις με τις IkB πρωτεΐνες (41).  

Το ενεργοποιημένο και πυρηνικό NFkB προάγει την κυτταρική ανάπτυξη σε 

βάρος της απόπτωσης μέσω μηχανισμών που συμμετέχουν στην ανάπτυξη 

του καρκίνου, στην αγγειογέννεση και στη μετάσταση, όπως είναι η  

απελευθέρωση αγγειογενετικών παραγόντων, όπως το VEGF και το MCP - 1, 

και την αύξηση της έκφρασης διαφόρων παραγόντων ανάπτυξης και 

κυτοκίνων, όπως είναι το VEGF, ο TNF και ο MCP - 1. 

Η χορήγηση από την άλλη αναστολέα του πρωτεασώματος οδηγεί 

στο μπλοκάρισμα του NFkB μέσω πολλών μεταβολικών μονοπατιών. Η 

αναστολή του πρωτεασώματος έχει ως αποτέλεσμα τη σταθεροποίηση του  

αναστολέα του NFkB, του IkB που αποδομείται από το πρωτεάσωμα. Το 

NFkB αδυνατεί να μετατοπιστεί στον πυρήνα και παραμένει ανενεργό.  

Επιπλέον, σταθεροποιεί τη β-κατενίνη η οποία μέσω αλληλεπίδρασης με τον 

NFkB αναστέλλει τη δράση του (253). Ακόμα, ο αναστολέας του 

πρωτεασώματος μπλοκάρει την απελευθέρωση των προσταγλανδινών που 

είναι ένα μονοπάτι ενεργοποίησης του PI3k/Akt, που οδηγεί στην 

φωσφορυλίωση του IkB, την απελευθέρωση του NFkB και την πυρηνική του 

μετατόπιση. Επομένως, η αναστολή του πρωτεασώματος οδηγεί μέσω 

πολλών μεταβολικών μονοπατιών στην αναστολή της ενεργοποίησης του 

NFkB και ότι αυτό σημαίνει.  

Το πρωτεάσωμα παράλληλα, είναι υπεύθυνο και για την αποδήμηση 

πολλών πρωτεϊνών, ανάμεσα στις οποίες ανήκουν και οι πρωτεΐνες που 

εμπλέκονται στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και την κυτταρική απόπτωση, 

όπως είναι το p21, το p27 και το p53 και η αναστολή του επομένως οδηγεί 

στην αύξηση των επιπέδων τους (254). Το p53 είναι μια πρωτεΐνη σημαντική 

για κυτταρική ανάπτυξη και για την διατήρηση της ακεραιότητας του 

κυτταρικού γονιδιώματος σε συνθήκες κυτταρικού στρες. Σε συνθήκες στρες  

η ημίσεια ζωή της πρωτεΐνης αυξάνεται σημαντικά και εισέρχεται στον πυρήνα 

όπου συνδέεται  με το DNA (255-256). Οι μηχανισμοί που αυξάνουν τη 
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σταθερότητα του δεν είναι πλήρως κατανοητοί, αλλά είναι πιθανόν να 

συμμετέχει και το ίδιο στην αυτορύθμιση του (257.). Η σύνδεση αυτή οδηγεί 

στην μεταγραφική ενεργοποίηση των γονιδίων στόχων του, όπως και το p21, 

που διεγείρουν την κυτταρική απόπτωση μέσω της εξωγενής και της 

ενδογενούς οδού. Πιο συγκεκριμένα, με την ενεργοποίηση των υποδοχέων 

θανάτου που εντοπίζονται στην κυτταρική μεμβράνη, όπως είναι το Fas, το 

DR4 και το DR5 και αρκετών πρωτεϊνών της οικογένειας του Bcl - 2, όπως το 

Bax (258.). Το Bad, μια άλλη πρωτεΐνη της οικογένειας του Bcl-2, 

φωσφορυλιώνεται υπό την επίδραση αναπτυξιακών παραγόντων, όπως η 

βομβεσίνη και η ενδοθηλίνη. Επομένως παραμένει στο κυτταρόπλασμα 

εμποδίζοντας έτσι την απελευθέρωση του κυτοχρώματος c  που είναι 

υπεύθυνο για την ενεργοποίηση διαφόρων κασπασών που οδηγούν το 

κύτταρο στην κυτταρική απόπτωση. Αυτά με τη σειρά τους είναι υπεύθυνα για 

την αναστολή της κυτταρικής ανάπτυξης προάγοντας την κυτταρική 

απόπτωση ή το μπλοκάρισμα του κυτταρικού κύκλου (259.). Επίσης, η 

αναστολή του πρωτεασώματος αυξάνει τα επίπεδα του p27, μέσω της 

απενεργοποίησης του μονοπατιού PI3k/ Akt αποτρέποντας την κινάση Akt να 

το φωσφορυλιώσει και να αποτρέψει έτσι την είσοδο του στον πυρήνα.  

Η διερεύνηση επομένως των σχέσεων των ρυθμιστών του κυτταρικού 

κύκλου και της απόπτωσης με το σύστημα πρωτεασώματος / NFkB στον 

καρκίνο του προστάτη αποτελεί ένα σημαντικό βήμα για την αποσαφήνιση 

των μοριακών γεγονότων που συντελούνται στον καρκίνο του προστάτη και 

στη θεραπεία του. Ως γνωστών, ο καρκίνος του προστάτη καθώς εξελίσσεται 

μετατρέπεται σε ανδρογονοανεξάρτητο, γεγονός που οδηγεί στη μείωση της 

έκφρασης της NEP, που μπλοκάρει την PI3k. Έχει αποδειχτεί ότι εάν και στον 

ανδρογόνο-εξαρτώμενο καρκίνο η PI3k είναι απαραίτητη για την κυτταρική 

ανάπτυξη , η απουσία ανδρογόνων υπερευαισθητοποιεί τα κύτταρα στην 

κυτταρική ανάπτυξη που προκαλεί. (260.). Επιπλέον, ενεργοποιεί την Akt / 

PKB κινάση που με τη σειρά της ενεργοποιεί την IKk κινάση, που 

φωσφορυλιώνει  το IkB, αποσυνδέοντας το από το NFkB (261.). Αυτό με τη 

σειρά του μεταφέρεται στον πυρήνα και οδηγεί το κύτταρο στην κυτταρική 

ανάπτυξη, με την αύξηση των κυτταρικών επιπέδων πρωτεϊνών, όπως το bcl-

2  που υπερνικά τον αποπτωτικό ρόλο πρωτεϊνών, όπως το p53 (262.).  
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ΥΠΟΘΕΣΗ ΚΑΙ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΟΝΤΕΛΟ 

 

Σκοπός αυτής της έρευνας είναι να μελετήσει το σύστημα 

πρωτεασώματος ουβικουιτίνης σε σχέση με τους ρυθμιστές του κυτταρικού 

κύκλου. Στον καρκίνο του προστάτη έχει βρεθεί ότι η αύξηση της 

δραστικότητας του NFkB και του συστήματος πρωτεασώματος - ουβικουιτίνης 

έχει αντίστροφη σχέση με τους ρυθμιστές του κυτταρικού κύκλου και κατά 

συνέπεια με το κλινικό αποτέλεσμα. Για να επιβεβαιωθεί κάτι τέτοιο επιλέξαμε 

την ενδοθηλίνη-1 (EDN1, GenBank ID :1906) και την βομβεσίνη (GRP, 

GenBank ID: 2922), ένα πεπτίδιο που σχετίζεται με την απελευθέρωση της 

γαστρίνης. Δηλαδή, να επιβεβαιωθεί το υποθετικό μοντέλο που θέλει η 

μειωμένη εκφραστικότητα ή δραστικότητα του NEP να έχει σαν αποτέλεσμα 

την αυξημένη δραστικότητα της ενδοθηλίνης 1 και της βομβεσίνης 

ενεργοποιώντας με αυτό τον τρόπο την 3 φωσφορική κινάση της 

φωστοτοιδυλινισιτόλης (PI3k). Αυτή με τη σειρά της ενεργοποιεί την κινάση 

της σερίνης - θρεονίνης (AkT) που ενεργοποιεί το σύμπλεγμα της ΙΚk που 

φωσφορυλιώνει την ΙκΒ απελευθερώνοντας τον μεταγραφικό διμερή 

παράγοντα, NFkB. Το οποίο θα εισέλθει στον πυρήνα θα οδηγήσει στην 

έκφραση γονιδίων που συμμετέχουν στην ανάπτυξη του καρκίνου, στην 

αγγειογέννεση και στη μετάσταση, καταστέλλοντας όλες εκείνες τις πρωτεΐνες 

που σαν στόχο έχουν την κυτταρική απόπτωση και την αναστολή του 

κυτταρικού κύκλου.   

Η σύγχρονη θεραπευτική στην ογκολογία επιβάλει όλο και 

περισσότερο την χρησιμοποίηση στοχευμένης θεραπείας. Δηλαδή μιας 

θεραπείας που θα επιτίθεται επιλεκτικά στα καρκινικά κύτταρα, θα έχει τις 

λιγότερες παρενέργειες για τον ασθενή αλλά με καλυτέρα αποτελέσματα. Για 

αυτό ολοένα και περισσότερο τα τελευταία χρόνια γίνονται μελέτες πάνω στην 

μοριακή γενετική του καρκίνου, με σκοπό να διερευνηθούν τα μοριακά 

μονοπάτια που ακολουθεί ο καρκίνος και η θεραπεία του έτσι να γίνει πιο 

αποτελεσματική. Σε αυτή τη λογική είναι και αυτή η μελέτη.    

Όπως έγινε σαφές το σύστημα πρωτεασώματος και ουβικουιτίνης 

εμπλέκεται σε πολλά μοριακά μονοπάτια και οι λειτουργίες του κυττάρου 

εξαρτώνται από τη λειτουργία του τόσο άμεσα όσο και έμμεσα, αφού ρυθμίζει 

την κυτταρική ανάπτυξη και την κυτταρική απόπτωση (263). Η αναστολή του 
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μπορεί να επιτευχθεί μέσω της ενεργοποίησης των κασπασών κατά την 

διαδικασία της απόπτωσης (264) όσο και φαρμακευτικά με την 

μπορτεζομίμπη που χρησιμοποιείται πλέον σαν μέσο θεραπείας στο 

πολλαπλό μυέλωμα ακόμα και σε προχωρημένα στάδια (265). Βέβαια τα 

αποτελέσματα δεν είναι τόσο ενθαρρυντικά σε συμπαγείς όγκους (266-267).   

Τα τελευταία χρόνια έχει γίνει αρκετή έρευνα γύρω από τους 

αναστολείς του πρωτεασώματος, τις ιδιότητες τους και τους μηχανισμούς  

δράσης τους (268-270). Διάφοροι καινούριοι αναστολείς του πρωτεασώματος 

έχουν αναφερθεί, όπως η εποξυμικύνη και η επονεμυκίνη, αλλά αυτοί οι 

αναστολείς ακόμα δε χρησιμοποιούνται κλινικά (271). Αντιθέτως η 

μπορτεζομίμπη είναι το πρώτο και το μοναδικό, μέχρι σήμερα, που 

χρησιμοποιείται κλινικά σαν αναστολέας του πρωτεασώματος - ουβικουιτίνης. 

Προέρχεται από το βορονικό οξύ (Ν - πυραζίν - καρβονύλ - L - φαινυλαλανίνη 

- L - λευκίνη βορονικό οξύ) και ανήκει στις πεπτίδυλ - αλδεϋδες. Στην 

κατηγορία αυτή, στην οποία ανήκει και η λιουπεπτίνη και η παπαϊνη, η 

αναστολή του πρωτεασώματος είναι μερική. Δηλαδή αναστέλλει ειδικά την 

ενζυμική δραστικότητα χυμοθρυψίνης που έχει το πρωτεάσωμα, ενώ δεν 

επηρεάζει τη δράση άλλων σημαντικών ένζυμων για το κύτταρο, όπως είναι η 

τρυψίνη, η θρομβίνη, η χυμοτρυψίνη, η καθεψίνη Β, η ελαστάση και οι 

καλπαϊνες Ι και II, καθιστώντας το λιγότερο τοξικό (272-273).  

Η μπορτεζομίμπη που χρησιμοποιήθηκε και στα πειράματα έχει 

χρησιμοποιηθεί αποτελεσματικά σε πολλές κυτταρικές σειρές 

συμπεριλαμβανομένου και των 60 κυτταρικών σειρών του Αμερικάνικου NCI 

(National Cancer Institute). Στις φαρμακοκινητικές μελέτες που έχουν γίνει έχει 

δειχτεί ότι η μπορτεζομίμπη ακολουθεί διφασική μείωση μετά από χορήγηση 

μιας δόσης. Αδυνατεί να διαπεράσει τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό, ενώ ο 

καταβολισμός της γίνεται με οξειδωτική αφαίρεση του βορονικού οξέος, 

υδροξυλίωση των αποβοριωμένων παραγωγών και ηπατική και νεφρική 

απέκκριση. Σε δόσεις μεταξύ 1,04 και 1,38 mg / m2 η πρωτεασωμική 

αναστολή που παρατηρείται είναι της τάξης του 60 με 70% (274).   

Όσο σημαντικό είναι το μοριακό μονοπάτι του πρωτεασώματος - 

ουβικουιτίνης άλλο τόσο σημαντικό είναι και αυτό του μεταγραφικού διμερή 

παράγοντα NFkB που και αυτός με τη σειρά του εμπλέκεται σε πολλά μοριακά 

μονοπάτια σημαντικά για την κυτταρική επιβίωση και ανάπτυξη. Η 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
24/04/2024 06:38:01 EEST - 18.224.179.84



  58 

ενδοθηλίνη-1 είναι ένας αγγειοσυσταλτικός παράγοντας που έχει 

ενοχοποιηθεί τα τελευταία χρόνια στην παθοφυσιολογία του καρκίνου του 

προστάτη. Η ενδοθηλίνη-1 (ET-1) όπως και η ET-2 και η ET-3 είναι ένα 

πεπτίδιο 21 αμινοξέων που χαρακτηρίζεται από δυο δισουλφιδικούς δεσμούς 

και από μια δομή α - έλικας. Το πρόδρομο προϊόν της μετάφρασης του 

γονιδίου της ενδοθηλίνης αποτελείται από 212 αμινοξέα και με τη βοήθεια 

μιας ενδοπεπτιδάσης δίνει μια πρόδρομη μορφή με 38 αμινοξέα. Τελικά 

παίρνουμε την ενεργή μορφή με την βοήθεια του μετατρεπτικού ενζύμου της 

ενδοθηλίνης (ECE) (275). Ο χρόνος ημίσειας ζωής της στην κυκλοφορία είναι 

επτά λεπτά (276). Αύξηση της σύνθεσης της έχουμε από μια σειρά κυτοκινών 

και παραγόντων ανάπτυξης, όπως η IL - 1β (277-278),  ο TNF - α (279), ο 

TGF - β, PSA (prostate specific antigen) (280) και  η βαζοπρεσίνη (281) 

Συνδέεται χωρις ειδικότητα με τους υποδοχείς ET-A και ET - Β που τους 

συναντάμε και στα επιθηλιακά κύτταρα του προστάτη αλλά και στα κύτταρα 

του στρώματος. Αντίθετα με το φυσιολογικό προστατικό ιστό οι ΕΤ-Β 

υποδοχείς απουσιάζουν στον καρκίνο του προστάτη και στις μεταστάσεις του 

(282). Το γονίδιο του ΕΤ - Β βρίσκεται στο χρωμόσωμα 13 στο μακρύ 

βραχίονα (13q22) το οποίο συχνά  υφίσταται απώλεια στον καρκίνο του 

προστάτη (283). Έχει βρεθεί ότι η ΕΤ-1 εκτός από τον αγγειοσυσπαστικό της 

ρόλο, προκαλεί και τη σύνθεση DNA προκαλώντας μιτογένεση, αγγειογένεση, 

οστεογένεση μειώνοντας έτσι την κυτταρική απόπτωση (284). Σε αυτή τη 

μελέτη διερευνήθηκε η συσχέτιση του με το μονοπάτι του NFkB 

Με το ίδιο σκεπτικό χρησιμοποιήθηκε και ένα άλλο νευροπτίδιο η 

βομβεσίνη. Η βομβεσίνη ανήκει σε μια οικογένεια πεπτιδίων που το περίεργο 

όνομα τους το οφείλουν στο γεγονός ότι αρχικά απομονώθηκαν από το δέρμα 

του βάτραχου, Bombina bombina (285-287). Η βομβεσίνη είναι ένα πεπτίδιο 

δεκατεσσάρων αμινοξέων και είναι λειτουργικά ομόλογο του πεπτίδιο GRP 

(Gastrin Releasing peptide) και NMB (neuromedin) των θηλαστικών (288). Το 

GRP είναι ένα πεπτίδιο 27 αμινοξέων που αρχικά απομονώθηκε από το 

στομάχι των χοίρων και μοιράζεται τα ίδια επτά τελικό - καρβοξυτελικά 

αμινοξέα με την βομβεσίνη. Το ΝΜΒ είναι ένα δεκαπεπτίδιο που 

απομονώθηκε από την σπονδυλική στήλη των χοίρων. Τα ανθρώπινα γονίδια 

που κωδικοποιούν το NMB και το GRP εντοπίζονται στους μακρύς βραχίονες 

του 15 και του 18 χρωμοσώματος αντίστοιχα. Το NMB γονίδιο κωδικοποιεί μια 
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πρόδρομη πρωτεΐνη 148 αμινοξέων και το GRP μια πρόδρομη πρωτεΐνη 117 

αμινοξέων (289). Στους ανθρώπους υπάρχουν τρεις κατηγορίες υποδοχέων, 

οι GRPR που αποτελούνται από 384 αμινοξέα, οι ΝΜΒR που αποτελούνται 

από 390 αμινοξέα και οι BRS-3 που αποτελούνται από 399 αμινοξέα.  Η 

βομβεσίνη και το GRP συνδέονται με τους GRP - R με τους οποίους έχουν 

μεγάλη συγγένεια, ενώ το NMB με τους NMBR. Πειραματικά, ιστολογικά αλλά 

και κλινικά δεδομένα υποστηρίζουν ότι η βομβεσίνη και ανάλογα της 

διαδραματίζουν ένα σημαντικό ρολό στη βιολογία του προστάτη. Ο Λογοθέτης 

και ο Hoosein (290) έχουν δείξει ότι σε ασθενείς με ανδρογόνο - ανεξάρτητο 

καρκίνο του προστάτη συναντάμε πεπτίδια ανάλογα της βομβεσίνης 40%. Ο 

Levine (291) σε μελέτη του έδειξε ότι η βομβεσίνη συσχετίζεται άμεσα με τον 

παράγοντα NFkB.  

 

 

 

Εικόνα 12. Η χημική δομή του νευροπεπτίδιου ET-1 και πως διατάσσεται στο χώρο.  

 

 

Εικόνα 13. Η χημική δομή του νευροπεπτίδιου της βομβεσίνης και πως διατάσσεται 
στο χώρο.  

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
24/04/2024 06:38:01 EEST - 18.224.179.84



  60 

Για τη διεξαγωγή των πειραμάτων in vitro χρησιμοποιηθήκαν δυο 

από τις κυριότερες προστατικές καρκινικές σειρές η LNCaP και η PC - 3. Η 

κυριότερη διαφορά που χαρακτηρίζει τις δυο κυτταροσειρές είναι ότι μια, 

LNCaP, εκφράζει τον ανδρογόνο-εξαρτώμενο καρκίνο και η άλλη, PC - 3, 

εκφράζει τον ανδρογόνο-ανεξάρτητο και πιο επιθετική μορφή καρκίνου. 

Δηλαδή τα LNCaP εκφράζουν την επιφανειακή μέταλλο-πεπτιδάση NEP 

(γνωστή και ως CD10, MME, EC 3.4.24.11) που απενεργοποιεί με τη 

διάσπαση τους τα νευροπεπτίδια, ενώ τα PC - 3 δεν την εκφράζουν (292). 

Επίσης στην επιθετική μορφή καρκίνου συναντάμε μεταλλαγμένο και το p53, 

ενώ το p21 δεν εκφράζεται (πίνακας 7).  

 

 

 LNCaP PC - 3 

 
ΑΝΔΡΟΓΟΝΟ 

ΕΞΑΡΤΩΜΕΝΟΣ 

ΑΝΔΡΟΓΟΝΟ 

ΑΝΕΞΑΡΤΗΤΟΣ 

NEP ΕΚΦΡΑΣΗ ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΗ ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΟ 

NEP ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΗ - 

p21 ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΟ ΔΕΝ ΕΚΦΡΑΖΕΤΑΙ 

p53 ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΟ ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΟ 

p27 ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΟ ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΟ 

Πίνακας 7. Η σύγκριση των μοριακών βλαβών που υπάρχουν στις δυο κυτταροσειρές 
που χρησιμοποιηθήκαν για την εξαγωγή των πειραμάτων. (293-296) 

   

 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

 Καλλιέργεια κυττάρων 

 

Στη συγκεκριμένη εργασία χρησιμοποιηθήκαν οι κυτταρικές 

προστατικές καρκινικές σειρές LNCaP και PC3 που αποκτήθηκαν από την 

Ευρωπαϊκή Συλλογή Κυτταρικών Καλλιεργειών ECACC (European Collection 

of animal Cell Cultures, Salisbury, U.K.). Για την καλλιέργεια τους 

χρησιμοποιήθηκε σαν καλλιεργητικό υλικό RPMI (Euroclone, Pero, Italy) με 
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την προσθήκη βοϊου εμπορικού όρου (FBS), πενικιλίνης / στρεπτομυκίνης 

στους 37ο C και σε ατμόσφαιρα 5% CO2. Οι φλάσκες που χρησιμοποιηθήκαν 

ήταν των 25 ml και τα κύτταρα βρίσκονταν σε μια πυκνότητα της τάξης του 

30%. 

  

 Δοκιμασία Μεθύλ - τριαζολύλ - τετραζολίου (MTT) 

 

Σε τριβλία 96 θέσεων κύτταρα και από τις δυο καρκινικές σειρές 

τοποθετηθήκαν με μια συγκέντρωση 10 . 103 σε κάθε θέση και αφέθηκαν τα 

LNCaP για 48 ώρες και τα PC3 για 24 ώρες για να προσκολληθούν. Όπως 

φαίνεται στον πίνακα προστέθηκαν φάρμακα σε διάφορες συγκεντρώσεις και 

με διαφορετικό χρόνο επώασης σε κάθε πηγαδάκι (πίνακας 8). Μετά από 48 

ώρες προστέθηκαν 10 μl αντιδραστηρίου MTT (R&D Systems, Abington, 

U.K.) σε κάθε θέση του τριβλίου και το μείγμα αφέθηκε να επωαστεί για 

τέσσερις ώρες στους 37ο C. Στη συνέχεια προστέθηκαν άλλα 100 ml του 

αντιδραστηρίου ανίχνευσης του MTT (R&D Systems) και εφόσον 

προστατεύτηκε το τριβλίο από το φως τα δείγματα επωάστηκαν σε 

θερμοκρασία δωματίου για 16 ώρες. Τέλος, με τη βοήθεια μιας συσκευής 

πολλαπλών μετρήσεων τη Victor 1420 (Wallac, Turku, Finland) έγιναν 

μετρήσεις απορρόφησης του φωτός σε μήκος κύματος 570 nm 

χρησιμοποιώντας σαν αναφορά τα 650 nm. Στη συνέχεια υπολογίστηκαν οι 

μέσες τιμές και παρουσιάζονται στα αποτελέσματα.  

 

 

ΦΑΡΜΑΚΟ ΔΙΑΡΚΕΙΑ ΕΠΩΑΣΗΣ 

bbs(100nM) 48 h 

bbs(100nM) και RC(10 nM) 48 h 

RC(10 nM) 1 h και 45 min 

endothelin(100nM) 48 h 
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Endothelin(100nM) και BQ (1μM) 48 h 

BQ (1μM) 30 min 

Bortezomib(1μM) 24 h 

Bortezomib(1μm) και endothelin(100nm) 24 h   

Bortezomib(1μm) και bbs(100nm) 24h  

Bay (20μM) 16 h 

Wedelactone (50μM) 1h και 30 min 

Πίνακας 8. Η χρήση διαφόρων φαρμάκων σε συγκεκριμένες συγκεντρώσεις και για 
συγκεκριμένο χρονικό διάστημα στις δυο προστατικές καρκινικές σειρές LNCaP και 
PC3. Τα LNCaP επωάστηκαν για συνολικά 96 ώρες (4 ημέρες) και τα PC3 για 72 ώρες 
(3 ημέρες) στους 37

ο
 C και σε ατμόσφαιρα 5% CO2 

 

 

 Δοκιμασία βιωσιμότητας των κυττάρων με τον αποκλεισμό του κυανού 

του τρυπανίου (Trypan Blue)  

  

Κύτταρα και από τις δυο κυτταρικές σειρές καλλιεργηθήκαν χωρίς 

φάρμακα και με την παρουσία μπορτεζομίμπης για εικοσιτέσσερις ώρες. Στη 

συνέχεια εκτέθηκαν στο κυανό του τρυπανίου για περίπου δέκα λεπτά και με 

τη βοήθεια του αιματοκυτταρόμετρου (Neubauer Improved, Brand, Weiltheim, 

Germany) καταμετρήθηκαν στο οπτικό μικροσκόπιο. Σε αυτό το πείραμα 

χρησιμοποιήθηκαν τόσο τα προσκολλημένα κύτταρα όσο και τα 

αποκολλημένα και αιωρούμενα στο θρεπτικό υλικό. Σε κάθε μέτρηση 

χρησιμοποιήθηκαν τουλάχιστον 200 κύτταρα από κάθε σειρά και για κάθε 

συνθήκη.  

 

 Δοκιμασία κατακερματισμένου DNA 

 

Κύτταρα και από τις δυο κυτταροσειρές εφόσον επωάστηκαν με 

μπορτεζομίμπη σε συγκέντρωση 1 μM για εικοσιτέσσερις ώρες και λύθηκαν 
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σε ρυθμιστικό διάλυμα, που περιείχε Tris - HCl σε συγκέντρωση 10 nM, 400 

nM χλωριούχο νάτριο (NaCl), 2 mΜ νατριούχου αιθυλέν - διάμινο - τέτρα - 

οξικό οξύ (EDTA, Sigma - Aldrich, St. Louis, MO) και pH ίσο με 8.2, και με τη 

βοήθεια 50 μl πρωτεϊνάσης Κ (Proteinase K, Sigma - Aldrich), 10 μl RNAσης 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) και 10% SDS (Sodium dodecyl sulfate). Το DNA 

απομονώθηκε με διαδοχικές φυγοκεντρήσεις από φαινόλη σε χλωροφόρμιο 

και τελικά καθίζηση σε αιθανόλη. Στη συνέχεια ίσες ποσότητες DNA (10 μl) 

ηλεκτροφορήθηκαν σε γέλη αγαρόζης που περιείχε βρωμιούχο αιθίδιο (Sigma 

- Aldrich) και φωτογραφήθηκαν με τη βοήθεια του υπεριώδους φωτός.  

 

 Δοκιμασία πρωτεασωμικής δραστικότητας 

 

Με τη βοήθεια εμπορικώς διαθέσιμων αντιδραστηρίων και της 

φθοριομετρικής μεθόδου, όπως της Chemicon International (Temecula, CA), 

μετρήθηκε η πρωτεασωμική δραστικότητα. Στις δυο κυτταροσειρές 

χορηγήθηκε βομβεσίνη ή ενδοθηλίνη σε συγκεντρώσεις από 20nm έως 120 

nm για 48 ώρες. Σαν μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν οι κυτταροσειρές χωρίς τα 

φάρμακα. Τα δείγματα που ήταν περίπου 600.000 κύτταρα 

ομογενοποιήθηκαν σε 1 ml κρύο νερό και φυγοκεντρήθηκαν στα 12.000g. Στη 

συνέχεια το υπερκείμενο ψύχθηκε και υπερθερμάνθηκε για τρεις κύκλους και 

μετά φυγοκεντρήθηκε στα 12.000 για 45 λεπτά στους 4ο C. Το υπερκείμενο 

προτού χρησιμοποιηθεί αποθηκεύτηκε στους -80ο C. Σε τριβλία 96 θέσεων 

τοποθετήθηκε προς ανάλυση 10 μl συμπυκνωμένου ρυθμιστικού διαλύματος 

(10x), 10 μl του πρωτεασωμικού υποστρώματος LLVY - AMC (λευκίνη - 

λευκίνη - βαλίνη - τυροσίνη - 7 - άμινο - 4 - μέθυλ - κουμαρίνη ), 20 μl από το 

δείγμα μας και 60 μl αποσταλμένου ύδατος, έτσι ώστε ο τελικός όγκος να γίνει 

100 μl. Στις θέσεις που υπήρχαν οι μάρτυρες με υπόστρωμα αντί να 

τοποθετηθεί δείγμα  προστέθηκαν 10 μl αποσταγμένο ύδωρ, ενώ εκεί που δεν 

υπήρχε και υπόστρωμα προστέθηκαν 20 μl αποσταγμένο ύδωρ, ώστε οι 

τελικοί όγκοι όλων των δειγμάτων να είναι ίσοι και 100 μl. Τα δείγματα 

επωάστηκαν για δυο ώρες και στη συνέχεια μετρήθηκαν σε μια συσκευή 

πολλαπλών μετρήσεων τη Victor 1420 (Wallac, Turku, Finland) σε μήκος 

κύματος 380 nm. Οι τελικές τιμές για τα δείγματα υπολογίστηκαν μετά την 

αφαίρεση των τιμών των μαρτύρων με και χωρίς υπόστρωμα και στη συνέχεια 
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με τη βοήθεια προκατασκευασμένου διαγράμματος φθορισμού - 

πρωτεασωμικής δραστικότητας υπολογίστηκε η πρωτεασωμική δραστικότητα.  

 

 

 Απομόνωση πρωτεϊνών και Western blotting. 

 

Οι δυο κυτταροσειρές LNCaP και PC3 καλλιεργήθηκαν με θρεπτικό 

υλικό στο οποίο τις τελευταίες εικοσιτέσσερις ώρες επώασης προστέθηκε 

βομβεσίνη σε συγκέντρωση 100 nM, ενδοθηλίνη σε συγκέντρωση 100 nM και 

μπορτεζομίμπη σε συγκέντρωση 1μM καθώς και ο συνδυασμός τους (πίνακες 

9 και 10). Στη συνέχεια εφόσον ξεπλύθηκαν δυο φορές με PBS (Phosphate - 

buffered Saline) στα κυτταρικά ιζήματα προστέθηκε διάλυμα λύσης και τρεις 

αναστολείς πρωτεασών η λιουπεπτίνη, η απροτινίνη και το PMSF (φαίνυλ - 

μέθυλ - σούλφονυλ - φθόριο). Το διάλυμα λύσης περιείχε Tris HCl 10mM, 

EDTA 50mM, χλωριούχου νατρίου 150 mM, γλυκερίνη  10% και Triton X-100 

1%. Οι συγκεντρώσεις των πρωτεϊνών υπολογιστήκαν με τη μέθοδο της 

Bradford (Biorad, Hercules, CA) και 25 μg από κάθε πρωτεΐνη προστέθηκε σε 

γέλη 10% SDS - πολυακρυλαμιδίου. Από τη γέλη οι πρωτεΐνες με τη βοήθεια 

της συσκευής μεταφοράς (Biorad) μεταφέρθηκαν σε μεμβράνες Western 

Blotting. Στη συνέχεια οι μεμβράνες εφόσον ξεπλύθηκαν τρεις φορές με PBS / 

Tween επωάστηκαν σε 5% μη λιπαρό γάλα σε θερμοκρασία δωματίου για 

δυο ώρες. Έπειτα αφού ξεπλύθηκαν και πάλι  τρεις φορές με PBS / Tween 

επωάστηκαν με το πρωτοταγές αντίσωμα στους 4 ο C για δεκαέξι ώρες με 

ελαφρά ανάδευση. Χρησιμοποιηθήκαν διάφορα πρωτοταγή αντισώματα όπως 

: p21 (sc - 817, mouse monoclonal Santa Cruz Biotecnhology, Inc, CA), p27 

(sc - 1641, mouse monoclonal Santa Cruz Biotecnhology, Inc, CA), p53 (sc - 

126, mouse monoclonal Santa Cruz Biotecnhology, Inc, CA), Bad (sc - 

sc8044, mouse monoclonal Santa Cruz Biotecnhology, Inc, CA), Bcl - 2 (BD 

Pharmingen, San Diego, Calif), NFkB (F-6, mouse monoclonal and C-20, goat 

polyclonal, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), caspase-3 (sc-7272 mouse 

monoclonal Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA) and actin (sc-8432, mouse 

monoclonal Santa Cruz Biotecnhology, Inc, CA and clone AC-40, mouse 

monoclonal, Sigma Aldrich, UK). Οι μεμβράνες ξαναξεπλύθηκαν και 

επωάστηκαν για δυο ώρες με το δευτεροταγές αντίσωμα GAM (goat anti - 
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mouse, Santa Cruz Biotechnology) σε θερμοκρασία δωματίου και ελαφρά 

ανάδευση. Τέλος με το σύστημα της φωταύγειας από την εταιρεία Biorad έγινε 

η ανίχνευση των πρωτεϊνών. Τα αποτελέσματα των πειραμάτων 

επαληθεύτηκαν τουλάχιστον τρεις φορές.    

 

 

 

ΚΥΤΤΑΡΟΣΕΙΡΑ LNCaP 

ΣΥΝΟΛΙΚΗ ΕΠΩΑΣΗ 96 ΩΡΕΣ (4 ημέρες) 

ΦΑΡΜΑΚΟ 
ΔΙΑΡΚΕΙΑ ΕΠΩΑΣΗΣ ΜΕ ΤΟ 

ΦΑΡΜΑΚΟ 

bbs(100nM) 24h 

endothelin(100nM) 24h 

Bortezomib(1μM) 24h 

Bortezomib(1μm)  + endothelin(100nm) 24h+1h  

Bortezomib(1μm) + bbs(100nm) 24h+1h 

Πίνακας 9. Συνθήκες καλλιέργειας στην LNCaP κυτταροσειρά.  

 

ΚΥΤΤΑΡΟΣΕΙΡΑ PC 3 

ΣΥΝΟΛΙΚΗ ΕΠΩΑΣΗ 72 ΩΡΕΣ (3 ημέρες) 

ΦΑΡΜΑΚΟ ΔΙΑΡΚΕΙΑ 

bbs(100nM) 24h 

endothelin(100nM) 24h 

Bortezomib(1μM) 24h 
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Bortezomib(1μm)  + endothelin(100nm) 24h+1h  

Bortezomib(1μm) + bbs(100nm) 24h+1h 

Πίνακας 10. Συνθήκες καλλιέργειας στην PC3 κυτταροσειρά. 

 

  

 

 Δοκιμασία ενζυμικής δραστικότητας του NEP 

 

Η LNCaP κυτταροσειρά επωάστηκε για τέσσερις ημέρες και στη 

συνέχεια εφόσον ξεπλύθηκε δυο φορές με PBS (Phosphate - buffered Saline) 

στα κυτταρικά ιζήματα προστέθηκε διάλυμα λύσης και δυο αναστολείς 

πρωτεασών την λιουπεπτίνη και το PMSF (φαίνυλ - μέθυλ - σούλφονυλ - 

φθόριο). Το διάλυμα λύσης περιείχε Tris HCl 50mM, χλωριούχου νατρίου 150 

mM και 0,5% chap.  

Στη συνέχεια δημιουργήθηκε ένα μείγμα που περιείχε 200 μl Tris 

Buffer με pH 7.5 , 10 μl APM ( ενζυματικό διάλυμα), 10 μl υπόστρωμα 20 mM 

suc-ala-Phe και 30 μl από το κάθε δείγμα. Αυτό το μείγμα παρέμεινε στους 

37ο C για 30 λεπτά. Στη συνέχεια προστέθηκαν 250 μl 10% TCA  και έγινε 

φυγοκέντρηση στα 3500g για 5 λεπτά. 250 μl από το υπερκείμενο 

μεταφέρθηκαν σε νέους σωλήνες και προστέθηκαν 250 μl NaNO2 και έγινε 

φυγοκέντρηση για 3 λεπτά. Στη συνέχεια προστέθηκαν 250 μl θειικού 

αμμωνίου και έγινε φυγοκέντρηση για 2 λεπτά. Τέλος, 500 μl NNEDA 

προστέθηκαν και 250 μl από το κάθε δείγμα μετρήθηκε σε μια συσκευή 

πολλαπλών μετρήσεων τη Victor 1420 (Wallac, Turku, Finland) σε μήκος 

κύματος 540 nm. 

 

 Δοκιμασία RT - PCR 

 

Οι δυο κυτταροσειρές LNCaP και PC3 καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό 

υλικό στο οποίο τις τελευταίες εικοσιτέσσερις ώρες επώασης προστέθηκε 

βομβεσίνη σε συγκέντρωση 100 nM, ενδοθηλίνη σε συγκέντρωση 100 nM και 

μπορτεζομίμπη σε συγκέντρωση 1μM. Σαν μάρτυρες χρησιμοποιηθήκαν οι 

κυτταροσειρές χωρίς φάρμακα. Το συνολικό mRNA απομονώθηκε από όλες 
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τις κυτταροσειρές χρησιμοποιώντας το εμπορικά διαθέσιμο kit (της εταιρείας 

Biorad Biorad, Hercules, CA). Συγκεκριμένα περίπου 2.000.000 κύτταρα από 

κάθε δείγμα φυγοκεντρήθηκαν στις 13.000 g και στο κυτταρικό ίζημα 

προστέθηκε διάλυμα λύσης RNA  (παρερχομένου από το kit) και 

ισοπροπανόλη 100% και ομογενοποιήθηκε. Στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκε 

στις 13.000 g και στο ίζημα προστέθηκε 70% αιθανόλη και φυγοκεντρήθηκε 

ξανά στις 13.000 g. Τέλος, αφού το ίζημα στέγνωσε (περίπου 30 λεπτά) 

ομογενοποιήθηκε με τη βοήθεια του RNA hydration διαλύματος και τα 

δείγματα αποθηκεύτηκαν στους -80ο C. 

Στα δείγματα RNA έγινε υπολογισμός της συγκέντρωσης με τη 

βοήθεια φωτόμετρου και 1 μg χρησιμοποιήθηκε για τη δημιουργία 

μονόκλωνου cDNA με τη βοήθεια του εμπορικού kit (Biorad, Hercules, CA) 

που περιείχε το Script Read Mix και το Script Reverse Transfer. Στη συνέχεια 

το cDNA υπεβλήθη σε PCR σε τελικό όγκο 50 μl και που περιείχε 1x Reaction 

Buffer, 0,2 mM dNTPs, 2mM MgCl2 , 1U Platinum Taq DNA πολυμεράση και 

0.25 M από κάθε primer και αποϊονισμένο νερό. Η PCR για το VEGF είχε ως 

εξής : αρχική αποδιάταξη  (Denaturation) στους 94ο C για 5 λεπτά και μετά 37 

κύκλοι με 30 δευτερόλεπτα αποδιάταξη στους 94ο C, 30  δευτερόλεπτα 

πρόσδεσης υποκινητή (Annealing) στους 56o C και με 30 δευτερόλεπτα 

επιμύκηνσης (Elongation) στους 72ο C. Τελικώς, υπήρχε ακόμα ένα στάδιο 

επιμύκηνσης 10 λεπτών στους 72ο C. Η PCR για το IL-8 και το GAPDH είχε 

ως εξής: αρχική αποδιάταξη   στους 94ο C για 5 λεπτά και μετά 35 κύκλοι με 

30 δευτερόλεπτα αποδιάταξη στους 94ο C, 1 λεπτό πρόσδεσης υποκινητή 

στους 58ο C και με 30 δευτερόλεπτα επιμύκηνσης στους 78ο C. Τελικώς, 

υπήρχε ακόμα ένα στάδιο επιμύκηνσης 10 λεπτών στους 72ο C.  Για το 

GAPDH από την άλλη υπήρχαν 35 κύκλοι με 30 δευτερόλεπτα μετουσίωση 

(Denaturation) στους 94ο C, με 1 λεπτό Annealing στους 56ο C και με 30 

δευτερόλεπτα διάσταση (Extension) στους 78ο C. Οι primers που 

χρησιμοποιήθηκαν για το VEGF ήταν 5′-TGC ACC CAT GGC AGA AGG 

AGG-3′ (sense) και 5′-TCA CCG CCT CGG CTT GTC ACA-3′ (antisense), για 

το IL - 8 ήταν 5′- CTT TCA GAG ACA GCA GAG CAC 3′ (sense) και 5′- ACT 

GTG AGG TAA GAT GGT GGC 3′ (antisense) και για το  GAPDH 5′- GGA 

AGG TGA AGG TCG GAG TCA 3′ (sense) και 5′- GTC ATT GAT GGC AAC 

AAT ATC CAC 3′ (antisense). 
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Στη συνέχεια ίσες ποσότητες DNA (10 μl) παρουσία DNA ladder 

ηλεκτροφορήθηκαν σε γέλη αγαρόζης 2% w/v που περιείχε βρωμιούχο αιθίδιο 

(Sigma - Aldrich) και το DNA φωτογραφήθηκε με τη βοήθεια υπεριώδους 

φωτός. 

 

 Στατιστική ανάλυση 

 

Για την στατιστική ανάλυση χρησιμοποιήθηκε το Graph Instat 

Statistical των Windows. Τα δεδομένα εκφράστηκαν σαν μέσος ορός και 

τυπική απόκλιση (SD). Η ανάλυση διασποράς με μέθοδο Bonferroni 

χρησιμοποιήθηκε για να συγκριθούν τα δεδομένα και η στατιστική 

σημαντικότητα τέθηκε στο σημείο p<0,05.  
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Η επίδραση των νευροπεπτιδίων στην κυτταρική ανάπτυξη αναστέλλεται από 

την χρήση της μπορτεζομίμπης. 

 

Στα ανδρογόνο - εξαρτώμενα καρκινικά κύτταρα LNCaP η χορήγηση 

ενδοθηλίνης-1 (ET-1) δεν έχει καμία σημαντική επίδραση στην κυτταρική 

ανάπτυξη, ενώ η χορήγηση βομβεσίνης (BBS) έχει μια μέτρια επίδραση στην 

κυτταρική ανάπτυξη (εικόνα 14), η οποία αναστέλλεται από τη χορήγηση 

μπορτεζομίμπης. Στα ανδρογόνο - ανεξάρτητα καρκινικά κύτταρα (PC3) τα 

νευροπεπτίδια επάγουν σε μεγαλύτερο βαθμό την κυτταρική ανάπτυξη και 

μάλιστα η βομβεσίνη πιο εμφατικά. Η συνχορήγηση όμως και στις δυο 

κυτταρικές σειρές του αναστολέα του πρωτεασώματος, μπορτεζομίμπη, 

αντιστρέφει αυτό το αποτέλεσμα. Από την άλλη, η χορήγηση και στις δυο 

κυτταρικές σειρές μόνο του αναστολέα του πρωτεασώματος έχει ως 

αποτέλεσμα την μείωση της κυτταρικής ανάπτυξης, μάλιστα σε μεγαλύτερο 

βαθμό στα PC3 παρά στα LNCaP, γεγονός που δείχνει ότι αυτή η κυτταρική 

σειρά είναι πιο ευαίσθητη στη χρήση της (εικόνα 15). Παράλληλα, η χορήγηση 

της μπορτεζομίμπης και στις δυο σειρές επάγει την απόπτωση όπως φαίνεται 

και από τη δοκιμασία του κατακερματισμένου DNA  (εικόνα 16), τη δοκιμασία 

αποκλεισμού του κυανού του τρυπανίου (εικόνα 15) και της αποπτωτικής 

μορφολογίας που παρουσιάζουν στο οπτικό μικροσκόπιο (εικόνα 16) .  

 

Τα νευροπεπτίδια δεν καταφέρνουν να αναστείλουν την απόπτωση που 

προκαλεί η μπορτεζομίμπη 

 

Η χορήγηση στα κύτταρα είτε ΕΤ-1 είτε BBS δεν είχε κανένα 

αποπτωτικό αποτέλεσμα στην LNCaP και στην PC3 κυτταροσειρά. Η 

χορήγηση της μπορτεζομίμπης από την άλλη, οδηγεί στην κυτταρική 

απόπτωση όπως φαίνεται από μετατροπή  της προκασπάσης σε κασπάσης 

τόσο στα LNCaP όσο και στα PC3 κύτταρα. Η συνχορήγηση τέλος, των 

νευροπεπτιδίων με την μπορτεζομίμπη δεν ήταν αρκετή να σώσει τα κύτταρα 

από την απόπτωση που προκαλεί η μπορτεζομίμπη (εικόνα 17). 
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Εικόνα 14. Η επίδραση των νευροπεπτιδίων, βομβεσίνης και ενδοθηλίνης, στην κυτταρική 
ανάπτυξη και στις δυο κυτταρικές σειρές, LNCaP (πάνω) και PC3(κάτω), με τη δοκιμασία του 
μέθυλ-τριαζολύλ-τετραζολίου (MTT). Η αρχική συγκέντρωση των κυττάρων,  LNCaP και PC3, 
ήταν 10.000 σε κάθε θέση και μετά από 48 και 24 ώρες αντίστοιχα, προστέθηκαν τα φάρμακα. 
Συγκεκριμένα στη πρώτη θέση χωρίς φάρμακα, στη θέση δυο βομβεσίνη 100nM για 48 ώρες, 
στη θέση τρία ενδοθηλίνη 100nM για 48 ώρες, στη θέση τέσσερα μπορτεζομίμπη 333nM για 48 
ώρες, στη θέση πέντε μπορτεζομίμπη 333nM και βομβεσίνη 100nM μαζί για 48 ώρες και 
μπορτεζομίμπη 333nM μόνη της για 1 ώρα και στη θέση έξι μπορτεζομίμπη 333nM και ET-1 

100nM μαζί για 48 ώρες και μπορτεζομίμπη 333nM μόνη της για 1 ώρα  
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ΔΟΚΙΜΑΣΙΑ ΒΙΩΣΙΜΟΤΗΤΑΣ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΜΕ 
Trypan Blue 
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Εικόνα 15. Η αποπτωτική δράση της μπορτεζομίμπης αποφαίνεται με τη δοκιμασία 
αποκλεισμού του κυανού του τρυπανίου στα LNCaP (αριστερά) και στα PC3 (δεξιά). Οι δυο 
κυτταρικές σειρές καλλιεργήθηκαν χωρίς φάρμακα και με την παρουσία μπορτεζομίμπης 
333nM για 24 ώρες. Στη συνέχεια εκτέθηκαν στο κυανό του τρυπανίου για περίπου 
δεκάλεπτα και με τη βοήθεια του αιματοκυτταρόμετρου (Neubauer Improved, Brand, 
Weiltheim, Germany) καταμετρήθηκαν τουλάχιστον 200 κύτταρα από κάθε σειρά και για κάθε 
συνθήκη στο οπτικό μικροσκόπιο. Για το πείραμα χρησιμοποιηθήκαν τόσο τα 
προσκολλημένα κύτταρα όσο και τα αποκολλημένα και αιωρούμενα στο θρεπτικό υλικό. Η 
μπορτεζομίμπη προκαλεί μεγαλύτερη απόπτωση στα PC3 (50%) σε σχέση με τα LNCaP 
(20%). 
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Εικόνα 16. Ο αποπτωτικός ρόλος της μπορτεζομίμπης όπως αναδεικνύεται με τη 
δοκιμασία του κατακερματισμού του DNA (δυο πάνω εικόνες) και της μορφολογίας των 
κυττάρων στο οπτικό μικροσκόπιο (κάτω εικόνες). Στη δοκιμασία κατακερματισμού το 
DNA απομονώθηκε με τη μέθοδο της φυγοκέντρησης σε φαινόλη/χλωροφόρμιο και 
αιθανόλη. Όπως φαίνεται η χορήγηση μπορτεζομίμπης για 24 και ακόμα παραπάνω για 
48 ώρες προκαλεί κατακερματισμό του DNA. Όσον αφορά τη μορφολογία σε φωτογραφία 
στο οπτικό μικροσκόπιο σε κύτταρα χωρίς φάρμακο και κύτταρα με τη χορήγηση 
μπορτεζομίμπης 333nM για 24 ώρες, η συνοχή, ο αριθμός και το σχήμα των κυττάρων 

επηρεάζεται σημαντικά. 

LNCaP 

 control bor(24h) bor(48h) 
PC3 

 control bor(24h)  bor(48h) 

Δοκιμασία κατακερματισμού 
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Κασπάση 
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Εικόνα 17. Ανάλυση western blotting πρωτεϊνικών δειγμάτων κυττάρων LNCaP  και PC3 
(δεξιά στήλη) με αντισώματα κατά της πρωτεΐνης κασπάσης και ανάλυση του 
αποτελέσματος με τη βοήθεια του προγράμματος ImageJ. Η σειρά των φαρμάκων για κάθε 
εξάδα είναι: πρώτη θέση χωρίς φάρμακα, δεύτερη θέση βομβεσίνη 100nM για 24 ώρες, 
τρίτη θέση ενδοθηλίνη-1 100nM για 24 ώρες, τέταρτη θέση μπορτεζομίμπη 333nM για 24 
ώρες, πέμπτη θέση μπορτεζομίμπη 333nM και βομβεσίνη 100nM για 24 ώρες μαζί και 
μπορτεζομίμπη μόνη της για 1 ώρα και έκτη θέση μπορτεζομίμπη 333nM και ενδοθηλίνη-1 
100nM για 24 ώρες μαζί και μπορτεζομίμπη μόνη της για 1 ώρα. Η χρήση της 
μπορτεζομίμπης ενεργοποιεί της προ-κασπάση σε κασπάση και η χρήση 
νευροπεπτιδίων δεν μπορεί να αναστρέψει το αποτέλεσμα της. 
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Η διαφορετική έκφραση των πρωτεϊνών που αναστέλλουν τον κυτταρικό κύκλο 

και την απόπτωση p53, p21, p27 και Bad με τη χορήγηση  νευροπεπτιδίων και 

του αναστολέα του πρωτεασώματος, μπορτεζομίμπη. 

 

Μετά από τη χορήγηση βομβεσίνης και ET-1, η έκφραση της 

πρωτεΐνης καταστολέα του κυτταρικού κύκλου p53 παραμένει αναλλοίωτη στα 

LNCaP κύτταρα, ενώ στα PC3 μειώνεται η έκφραση της σε σχέση πάντα με τα 

βασικά επίπεδα έκφρασης (εικόνα 18, 19). Αντιθέτως, η έκφραση του p53 

αυξάνει και στις δυο κυτταροσειρές με τη χορήγηση της μπορτεζομίμπης, ένα 

αποτέλεσμα που διατηρείται και με την συν-χορήγηση νευροπεπτιδίων (εικόνα 

18, 19). 

Η πρωτεΐνη αναστολέας των κινασών που εξαρτώνται από τις 

κυκλίνες, p21, εκφράζεται στα LNCaP, αλλά όχι στα PC3 σε βασικές συνθήκες 

καλλιέργειας. Η έκφραση της παρουσίασε μείωση στην LNCaP κυτταροσειρά 

με τη χορήγηση των νευροπεπτιδίων και στη PC3 κυτταροσειρά η έκφραση 

της, μη ανιχνεύσιμη, δεν παρουσίασε μεταβολές. Αντιθέτως, όταν χορηγήθηκε 

ο αναστολέας του πρωτεασώματος, μπορτεζομίμπη, η LNCaP κυτταροσειρά 

αύξησε τα επίπεδα έκφρασης του p21, ενώ πλέον στη PC3 κυτταροσειρά 

άρχισε να ανιχνεύεται, ένα αποτέλεσμα που δε μεταβλήθηκε με τη συν-

χορήγηση νευροπεπτιδίων (εικόνα 18, 21). Μια άλλη πρωτεΐνη αναστολέας 

των κινασών που εξαρτώνται από κινάσες, η p27, εκφράζεται και στις δυο 

κυτταροσειρές σε βασικές συνθήκες ανάπτυξης, αλλά σε μικρότερο βαθμό στα 

LNCaP, ελαττώνεται ελάχιστα με την χορήγηση νευροπεπτιδίων στην LNCaP 

κυτταροσειρά. Επίσης και στην PC3 κυτταροσειρά τα νευροπεπτιδία δεν 

προκαλούν ιδιαίτερες αλλαγές στην έκφραση της. Από την άλλη, η χορήγηση 

μπορτεζομίμπης αυξάνει την έκφραση της πρωτεΐνης ακόμα και με την συν-

χορήγηση των νευροπεπτιδίων και στις δυο κυτταροσειρές (εικόνες 18, 20).   

Τέλος, η έκφραση της προ-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bad στα LNCaP 

δεν επηρεάζεται ούτε από τη χορήγηση νευροπεπτιδίων ούτε από τη 

χορήγηση μπορτεζομίμπης. Σε αντίθεση όμως στη PC3 κυτταροσειρά με τη 

χορήγηση βομβεσίνης μειώνει την έκφραση της, ενώ η συν-χορήγηση 

μπορτεζομίμπης μπλοκάρει αυτό το αποτέλεσμα (εικόνα 18, 22). Η πρωτεΐνη 

Bad επηρεάζεται σε λιγότερο βαθμό από τη χορήγηση ET-1 ή/και 

μπορτεζομίμπης στην ίδια κυτταροσειρά.  
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Εικόνα 18. Ανάλυση western blotting πρωτεϊνικών δειγμάτων κυττάρων LNCaP (αριστερή 
στήλη) και PC3 (δεξιά στήλη) με αντισώματα κατά των πρωτεϊνών p53, p27, p21 και Bad. Η 
σειρά των φαρμάκων για κάθε εξάδα είναι: πρώτη θέση χωρίς φάρμακα, δεύτερη θέση 
βομβεσίνη 100nM για 24 ώρες, τρίτη θέση ενδοθηλίνη-1 100nM για 24 ώρες, τέταρτη θέση 
μπορτεζομίμπη 333nM για 24 ώρες, πέμπτη θέση μπορτεζομίμπη 333nM και βομβεσίνη 
100nM για 24 ώρες μαζί και μπορτεζομίμπη μόνη της για 1 ώρα και έκτη θέση 
μπορτεζομίμπη 333nM και ενδοθηλίνη-1 100nM για 24 ώρες μαζί και μπορτεζομίμπη μόνη 
της για 1 ώρα.  

p53, p27 
p21,Bad 
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Εικόνα 19 Ανάλυση western blotting πρωτεϊνικών δειγμάτων κυττάρων LNCaP και PC3 με 
αντίσωμα κατά της πρωτεΐνης p53 με τη βοήθεια του προγράμματος ImageJ. Η σειρά των 
φαρμάκων είναι: πρώτη θέση χωρίς φάρμακα, δεύτερη θέση βομβεσίνη 100nM για 24 ώρες, 
τρίτη θέση ενδοθηλίνη-1 100nM για 24 ώρες, τέταρτη θέση μπορτεζομίμπη 333nM για 24 ώρες, 
πέμπτη θέση μπορτεζομίμπη 333nM και βομβεσίνη 100nM για 24 ώρες μαζί και 
μπορτεζομίμπη μόνη της για 1 ώρα και έκτη θέση μπορτεζομίμπη 333nM και ενδοθηλίνη-1 
100nM για 24 ώρες μαζί και μπορτεζομίμπη μόνη της για 1 ώρα. To p53 εκφράζεται και στις 
δυο κυτταρικές σειρές και δεν επηρεάζεται με τη χρήση νευροπεπτιδίων στα LNCaP ενώ στα 
PC3 μειώνεται η έκφραση του. Από την άλλη η χρήση μπορτεζομίμπης και στις δυο 
κυτταρικές σειρές επάγει την έκφραση του ακόμα και με τη χρήση νευροπεπτιδίων. 
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Εικόνα 20. Ανάλυση western blotting πρωτεϊνικών δειγμάτων κυττάρων LNCaP και PC3 με 
αντίσωμα κατά της πρωτεΐνης p27 με τη βοήθεια του προγράμματος ImageJ. Η σειρά των 
φαρμάκων είναι: πρώτη θέση χωρίς φάρμακα, δεύτερη θέση βομβεσίνη 100nM για 24 ώρες, 
τρίτη θέση ενδοθηλίνη-1 100nM για 24 ώρες, τέταρτη θέση μπορτεζομίμπη 333nM για 24 ώρες, 
πέμπτη θέση μπορτεζομίμπη 333nM και βομβεσίνη 100nM για 24 ώρες μαζί και μπορτεζομίμπη 
μόνη της για 1 ώρα και έκτη θέση μπορτεζομίμπη 333nM και ενδοθηλίνη-1 100nM για 24 ώρες 
μαζί και μπορτεζομίμπη μόνη της για 1 ώρα. To p27 εκφράζεται και στις δυο κυτταρικές σειρές 
και δεν επηρεάζεται με τη χρήση νευροπεπτιδίων στα LNCaP ενώ στα PC3 μειώνεται η 
έκφραση του. Από την άλλη η χρήση μπορτεζομίμπης και στις δυο κυτταρικές σειρές επάγει την 
έκφραση του ακόμα και με τη χρήση νευροπεπτιδίων. 
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Εικόνα 21 Ανάλυση western blotting πρωτεϊνικών δειγμάτων κυττάρων LNCaP και PC3 με 
αντίσωμα κατά της πρωτεΐνης p21 με τη βοήθεια του προγράμματος ImageJ. Η σειρά των 
φαρμάκων είναι: πρώτη θέση χωρίς φάρμακα, δεύτερη θέση βομβεσίνη 100nM για 24 ώρες, 
τρίτη θέση ενδοθηλίνη-1 100nM για 24 ώρες, τέταρτη θέση μπορτεζομίμπη 333nM για 24 ώρες, 
πέμπτη θέση μπορτεζομίμπη 333nM και βομβεσίνη 100nM για 24 ώρες μαζί και μπορτεζομίμπη 
μόνη της για 1 ώρα και έκτη θέση μπορτεζομίμπη 333nM και ενδοθηλίνη-1 100nM για 24 ώρες 
μαζί και μπορτεζομίμπη μόνη της για 1 ώρα. To p21 εκφράζεται μόνο στα LNCaP και η χρήση 
μπορτεζομίμπης επάγει την έκφραση του ακόμα και με τη χρήση νευροπεπτιδίων. Στα PC3 που 
δεν εκφράζεται η χρήση μπορτεζομίμπης επάγει την έκφραση του ακόμα και με τη χρήση 
νευροπεπτιδίων. 
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Η πρωτεασωμική δραστικότητα αυξάνεται από τη χορήγηση νευροπεπτιδίων 

στην PC3 κυτταροσειρά. 

 

Η χορήγηση νευροπεπτιδίων στην LNCaP σειρά σε συνεχώς  

αυξανόμενες συγκεντρώσεις δεν μεταβάλει σχεδόν καθόλου την 

πρωτεασωμική δραστικότητα (εικόνα 23). Αντιθέτως στην PC3 κυτταροσειρά  

η χορήγηση διάφορων συγκεντρώσεων βομβεσίνης έχει ως αποτέλεσμα την 

αύξηση της πρωτεασωμικής δραστικότητας που κορυφώνεται όταν 

χορηγούνται 40 nm βομβεσίνης. Η ET-1 από την άλλη έχει μια πιο σταδιακή 

αύξηση της πρωτεασωμικής δραστικότητας και έχει τη μέγιστη επίδραση στο 

πρωτεάσωμα στα 80 nm (εικόνα 24). Τέλος, τα PC3 κύτταρα έχουν πιο 

ενεργό πρωτεάσωμα, ίσως λόγω των παραπάνω υποστρωμάτων (εικόνα 25) 
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Εικόνα 22 Ανάλυση western blotting πρωτεϊνικών δειγμάτων κυττάρων PC3 με αντίσωμα κατά 
της πρωτεΐνης Bad με τη βοήθεια του προγράμματος ImageJ. Η σειρά των φαρμάκων είναι: 
πρώτη θέση χωρίς φάρμακα, δεύτερη θέση βομβεσίνη 100nM για 24 ώρες, τρίτη θέση 
ενδοθηλίνη-1 100nM για 24 ώρες, τέταρτη θέση μπορτεζομίμπη 333nM για 24 ώρες, πέμπτη 
θέση μπορτεζομίμπη 333nM και βομβεσίνη 100nM για 24 ώρες μαζί και μπορτεζομίμπη μόνη 
της για 1 ώρα και έκτη θέση μπορτεζομίμπη 333nM και ενδοθηλίνη-1 100nM για 24 ώρες μαζί και 
μπορτεζομίμπη μόνη της για 1 ώρα. To Bad δεν επηρεάζεται στα LNCaP από τη χρήση είτε της 
μπορτεζομίμπης είτε των νευροπεπτιδίων, αλλά στα PC3 η βομβεσίνη μειώνει την έκφραση του 
σημαντικά, ενώ η συνχορήγηση του με μπορτεζομίμπη αντιστρέφει αυτό το αποτέλεσμα. 
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ΠΡΩΤΕΑΣΩΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ 

Εικόνα 23. Δοκιμασία πρωτεασωμικής δραστικότητας στα LNCaP χορηγώντας διαφορές 
συγκεντρώσεις από τα νευροπεπτίδια. Από αριστερά προς τα δεξιά: βασικές συνθήκες, 
για 1 ώρα ET-1 σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις και BQ123 (1μM για 30min) με ET-1 (100 
nM για 45min). 
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ΠΡΩΤΕΑΣΩΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ 

Εικόνα 24. Δοκιμασία πρωτεασωμικής δραστικότητας στη PC3 κυτταροσειρά χορηγώντας 
διαφορές συγκεντρώσεις από τα νευροπεπτίδια. Από αριστερά προς τα δεξιά: βασικές 
συνθήκες, για 1 ώρα BBS σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις και RC-3095 (10nM για 1h) με 

BBS (100 nM για 1h). 
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Εικόνα 25. Δοκιμασία πρωτεασωμικής δραστικότητας στα LNCaP και στα PC3 κύτταρα. Η 
PC3 κυτταροσειρά έχει μεγαλύτερη πρωτεασωμική δραστικότητα  σε σχέση με την LNCaP.   

ΠΡΩΤΕΑΣΩΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ 
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Η μετατόπιση του NFκB στον πυρήνα από τα νευροπεπτίδια μπλοκάρεται από 

την μπορτεζομίμπη στη PC3 κυτταροσειρά. 

 

Η χορήγηση στη PC3 κυτταροσειρά ΕΤ-1 σε συγκέντρωση 100nm για 

60 λεπτά έχει σαν αποτέλεσμα την αύξηση του πυρηνικού NFκB. Παρόμοια 

αύξηση του πυρηνικού NFκB παρατηρείται και όταν χορηγείται και βομβεσίνη. 

Η μπορτεζομίμπη από την άλλη προλαμβάνει αποτελεσματικά τη μετατόπιση 

του NFκB στον πυρήνα από τα νευροπεπτίδια (εικόνα 26, 27). Τέλος, τα 

νευροπεπτίδια δεν έχουν κανένα αποτέλεσμα στην LNCaP κυτταροσειρά στην 

ίδια συγκέντρωση και στον ίδιο χρόνο (εικόνα 26, 27). 

 

Εικόνα 26. PC3 κύτταρα, από αριστερά προς τα δεξιά: βασικές συνθήκες, ET-1 (100nM 
για 60 λεπτά), χορήγηση μπορτεζομίμπης αρχικά (1μM για 30 λεπτά) και στη συνέχεια 
συνχορήγηση ET-1 (100nM για 60 λεπτά), (Β) (Α) PC3 κύτταρα, από αριστερά προς τα 
δεξιά: βασικές συνθήκες, BBS (100nM για 60 λεπτά), χορήγηση μπορτεζομίμπης αρχικά 
(1μM για 30 λεπτά) και στη συνέχεια συνχορήγηση BBS (100nM για 60 λεπτά) (C) (Α) 
από αριστερά προς τα δεξιά: PC3 κύτταρα σε βασικές συνθήκες, LNCaP κύτταρα σε 
βασικές συνθήκες, LNCaP και ET-1 (100nM για 60 λεπτά) LNCaP και BBS (100nM για 60 
λεπτά). 

NFκΒ  
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Εικόνα 27 Ανάλυση western blotting με τη βοήθεια του προγράμματος ImageJ. LNCaP 
κύτταρα: βασικές συνθήκες, LNCaP με ET-1 (100nM για 60 λεπτά) LNCaP με BBS (100nM 
για 60 λεπτά). PC3 κύτταρα: βασικές συνθήκες, BBS (100nM για 60 λεπτά), χορήγηση 
μπορτεζομίμπης αρχικά (1μM για 30 λεπτά) και στη συνέχεια συνχορήγηση BBS (100nM 
για 60 λεπτά), ET-1 (100nM για 60 λεπτά), χορήγηση μπορτεζομίμπης αρχικά (1μM για 30 
λεπτά) και στη συνέχεια συνχορήγηση ET-1 (100nM για 60 λεπτά). 
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Η διαφορετική επίδραση των νευροπεπτιδίων, βομβεσίνη και ET-1, και του 

αναστολέα του πρωτεασώματος, μπορτεζομίμπη, στην έκφραση των γονιδίων 

στόχων του NFkB, IL-8 και VEGF. 

 

Στην προσπάθεια να αποδείξουμε εάν η παρατηρούμενη μετατόπιση 

του NFκB στον πυρήνα σχετίζεται με μια πραγματική μεταγραφική 

ενεργοποίηση του, έγινε RT-PCR στα γονίδια IL-8 και VEGF, τα οποία 

κυρίως, αλλά όχι αποκλειστικά ενεργοποιούνται από το NFκB. Τα επίπεδα 

των mRNA και των δυο γονιδίων στόχων του NFκB αυξάνονται σημαντικά σε 

σχέση με την έκφραση τους σε βασικές συνθήκες ανάπτυξης όταν χορηγείται 

βομβεσίνη και ET-1. Αντιθέτως, τα επίπεδα mRNA και των δυο γονιδίων 

μειώνονται όταν στις κυτταροσειρές χορηγείται ο αναστολέας του 

πρωτεασώματος μπορτεζομίμπη, σε επίπεδα που δεν είναι πλέον ορατά 

(εικόνα 28). 

RT-PCR 

Εικόνα 28. Ανάλυση RT-PCR στα IL-8 και VEGF, γονίδια στόχους του NFkB, στα LNCaP και 
στα PC3 κύτταρα σε σύγκριση με το γονίδιο GAPDH και για τις δυο σειρές. Η σειρά 
φαρμάκων είναι: πρώτη θέση χωρίς φάρμακα, δεύτερη θέση βομβεσίνη 100nM για 24 ώρες, 
τρίτη θέση ενδοθηλίνη-1 100nM για 24 ώρες, τέταρτη θέση μπορτεζομίμπη 1μM για 24 ώρες.  
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H μπορτεζομίμπη εμποδίζει τη δράση της MAPK και στα ανδρογόνο-

ανεξάρτητα και στα ανδρογόνο-εξαρτώμενα κύτταρα. 

 

Στην προσπάθεια να είναι πιο εμφανής ότι η κυτταροτοξική δράση 

της μπορτεζομίμπης, σχετίζεται κατά ένα μέρος με την αναστολή των 

νευροπεπτιδίων, προσπαθήσαμε να αναζητήσουμε εάν η μπορτεζομίμπη 

επηρεάζει την ενεργοποίηση μέσω φωσφορυλίωσης της AKT και της p44/42 

MAPK, που ως γνωστόν ενεργοποιούνται από τα νευροπεπτίδια. Παρόλο, 

που δεν υπάρχει σημαντική μείωση των επιπέδων του p-Akt, μια σημαντική 

μείωση της φωσφορυλιωμένης p44/42 MAPK παρατηρείται. Αυτό είναι πιο 

εμφανές στην PC3 κυτταροσειρά που μια ελάχιστη δόση 1 nM είναι αρκετή να 

καταργήσει την φωσφορυλίωση της MAPK και αυτό το αποτέλεσμα 

διατηρείται και όταν χορηγείτε μπορτεζομίμπη, ενώ η LNCaP κυτταροσειρά 

εμφανίζει μια δοσοεξαρτώμενη μείωση των επιπέδων της MAPK (εικόνα 29 - 

30).  
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MAPK -AKT 

 

 

 

Εικόνα 29. Ανάλυση western blotting πρωτεϊνικών δειγμάτων από LNCaP και PC3 κύτταρα  
με τη χορήγηση μορτεζομίμπης, για 16 ώρες σε αυξανόμενη συγκέντρωση, για p-MAPK, 
MAPK, p-Akt και Akt. Από αριστερά προς δεξιά: βασικές συνθήκες, χορήγηση 
μπορτεζομίμπης για 16 ώρες σε αυξανομενη συγκέντρωση (1 nM, 10 nM, 100 nM). 
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Εικόνα 30. Ανάλυση western blotting με τη βοήθεια του προγράμματος ImageJ με τη 
χορήγηση μορτεζομίμπης, για 16 ώρες σε αυξανόμενη συγκέντρωση.  Από αριστερά προς 
δεξιά για κάθε τετράδα πρωτεΐνης (p-MAPK, MAPK, p-AKT, AKT): βασικές συνθήκες, 
χορήγηση μπορτεζομίμπης για 16 ώρες σε συγκέντρωση  1 nM, 10 nM, 100 nM, αντίστοιχα.  
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Η μετατροπή των προστατικών κυττάρων σε ανδρογόνο-ανεξάρτητα 

εμπεριέχει αρκετούς διαφορετικούς μηχανισμούς που έχουν σχέση με όλους 

εκείνους τους παράγοντες, που σχετίζονται τόσο με την κυτταρική ανάπτυξη 

όσο και με την καταστολή του καρκίνου, συμπεριλαμβανομένου και των 

παραγόντων PTEN και HER-2/neu, που ενεργοποιεί το μονοπάτι της 

PI3K/AKT, το οποίο με τη σειρά του μπλοκάρει την προαποπτωτική δράση 

των πρωτεϊνών Bad και p27, ενώ από την άλλη ενεργοποιεί τον παράγοντα 

NFκB που οδηγεί στην επιβίωση του κυττάρου (300). Η μη φυσιολογική 

ενεργοποίηση του μονοπατιού του NFκB, το οποίο κυρίως εξαρτάται από το 

σύστημα πρωτεασώματος - ουβικουϊτίνης, αποτελεί  σημείο κλειδί, το οποίο 

είναι ενεργοποιημένο κατά τη διάρκεια της πρώιμου καρκίνου του προστάτη, 

τόσο in vitro (301) όσο και in vivo (302) και αποτελεί σημαντικό παράγοντα 

της μετατροπής των καρκινικών κυττάρων σε ανδρογόνο-ανεξάρτητα (303).  

Η φαρμακολογική αναστολή του πρωτεασώματος με τη χρήση 

μπορτεζομίμπης έχει σημαντικά αποτελέσματα τόσο στον ανδρογόνο-

ανεξάρτητο όσο και στον ανδρογόνο-εξαρτώμενο καρκίνο σε προκλινικά 

μοντέλα (102, 304-305). Η αντικαρκινική δράση της μπορτεζομίμπης στα 

προστατικά κύτταρα έχει προταθεί ότι επιτελείται μέσω της αύξησης των 

προαποπτωτικών πρωτεϊνών, συμπεριλαμβανομένου και του p53 και του p21 

(305), σε συνδυασμό με την απενεργοποίηση των αντιαποπτωτικών και 

πρωτεϊνών, κυρίως του NFκB και των στόχων του, συμπεριλαμβανομένου, 

αλλά όχι μόνο, της IL-8, του VEGF και της IL-6 (279, 305). Σύμφωνα, με μια 

πρόσφατη in vitro έρευνα, η συνχορήγηση στα ανδρογονοανεξάρτητα 

προστατικά κύτταρα (PC3) μπορτεζομίμπης και ντοσεταξέλης, είχε σαν 

αποτέλεσμα την πλήρη αναστολή της επαγόμενης από την ντοσεταξέλη 

παραγωγή IL-6 μέσω της αναστολής του NFκB (306). Μια φάσης 1 έρευνα, 

που υπολόγιζε εβδομαδιαία την μπορτεζομίμπη για να εξετάσει τη μέγιστη 

δόση μπορτεζομίμπης που είναι ανεκτή σε ασθενείς με ανδρογόνο-

ανεξάρτητο καρκίνο έδειξε ότι το φάρμακο έχει μια βιολογική ενεργότητα και 

αποκάλυψε μια συσχέτιση μεταξύ της δόσης του φαρμάκου, της αναστολής 

του πρωτεασώματος και της μείωσης της IL-6, σαν αποτέλεσμα της μείωσης 

του παράγοντα NFκB (225). Συχνά, ο παράγοντας TRAIL, που ανήκει στην  

μεγάλη οικογένειας TNF, εμφανίζει ένα συνεργικό προαποπτωτικό ρόλο με 
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την μπορτεζομίμπη  (307-309) στα προστατικά κύτταρα, το οποίο έχει 

αποδοθεί στη μέσω της μπορτεζομίμπης Α) αύξησης των επιπέδων των 

υποδοχέων TRAIL, DR4 και DR5, λόγω της αύξησης τόσο της πρωτεΐνης 

DR5 (310) όσο και της αύξησης της σταθερότητας του mRNA της DR5 (311), 

B) στη σταθεροποίηση των πρωτεϊνών που εμφανίζουν BH3 δομές Bik και 

Bim (312) και Γ) την αύξηση του p21, αναστολέα των CDK κινασών που 

εξαρτώνται από κυκλίνες CDKs, και την ενεργοποίηση της κασπάσης 8 (313). 

Επίσης ένας ρόλος του TNF-α έχει αποδειχτεί ότι είναι η μεταγραφική 

ενεργοποίηση της πρωτεΐνης VCAM1 μετά από τη σύνδεση των συμπλοκών 

p65-p50 NFκB σε δυο περιοχές του προαγωγέα του VCAM1 (314).  

Στην παρούσα έρευνα μελετήσαμε εάν η αναστολή του 

πρωτεασώματος από την μπορτεζομίμπη, που σε ένα σημαντικό βαθμό αλλά 

όχι εξολοκλήρου συσχετίζεται με το ρύθμιση του NFκB, έχει επίδραση στην 

κυτταρική ανάπτυξη που προκαλούν τα νευροπεπτίδια. Αρχικά, αποδείξαμε 

ότι η βομβεσίνη και η ET-1 προάγουν την κυτταρική ανάπτυξη, σε 

σημαντικότερο βαθμό όμως στα ανδρογόνο-ανεξάρτητα προστατικά κύτταρα 

(PC3) σε σχέση με τα ανδρογόνο-εξαρτώμενα (LNCaP). Αυτό μπορεί να 

σχετίζεται με την έλλειψη έκφρασης του NEP και την ανικανότητα επομένως 

των προστατικών κυττάρων να διασπούν τα νευροπεπτίδια (315), 

καθιστώντας  τα  PC3 κύτταρα πιο ευαίσθητα στην κυτταρική ανάπτυξη που 

προκαλείται από τα νευροπεπτίδια σε σχέση με τα LNCaP. Επιπρόσθετα, 

επιβεβαιώσαμε ότι η αναστολή του πρωτεασώματος  από την μπορτεζομίμπη 

προκαλεί απόπτωση τόσο στα LNCaP όσο και στα PC3 κύτταρα, καθώς και 

μειωμένη κυτταρική ανάπτυξη, επίσης πιο εμφανή στα PC3 κύτταρα. 

Συνεπώς, η ικανότητα του αναστολέα του πρωτεασώματος να προκαλεί 

αναστολή της κυτταρικής ανάπτυξης και της απόπτωσης στα προστατικά 

κύτταρα δεν γίνεται μόνο μέσω του μονοπατιού των ανδρογόνων, όπως έχει 

ήδη αποδειχτεί για τα LNCaP κύτταρα (305).  

Μια σημαντική, παρατήρηση με θεραπευτικές επεκτάσεις είναι ότι η 

αναστολή που προκαλεί η μπορτεζομίμπη στην κυτταρική ανάπτυξη και 

επιβίωση διατηρείται ακόμα και όταν τα κύτταρα εκτείθονται παράλληλα και 

στα νευροπεπτίδια, αναστρέφοντας επομένως το αντιαποπτωτικό ρόλο των 

νευροπεπετιδίων. Η επίδραση που έχουν τα νευροπεπτίδια στην 

αντικαρκινική δράση που έχουν τα φάρμακα που προκαλούν απόπτωση έχει 
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μελετηθεί και για κάποια ακόμα χημειοθεραπευτικά. Σε αντίθεση με την 

μπορτεζομίμπη, στην περίπτωση της ετοποσίδης, η βομβεσίνη προστατεύει 

τα PC3 κύτταρα από την απόπτωση με το να διατηρεί την ακεραιότητα των 

μιτοχονδρίων (316). Σε μια άλλη εργασία η χορήγηση ET-1 τόσο στα LNCaP 

όσο και στα PC3 κύτταρα μειώνει σημαντικά την απόπτωση που προκαλεί η 

πακλιταξέλη (317). Ο συνδυασμός του αναστολέα του υποδοχέα Α της ET-1 

με ντοσεταξέλη που έγινε ώστε να επιτευχθεί μεγαλύτερη απόπτωση, από ότι 

θα προκαλούσε το κάθε φάρμακο χωριστά από μόνο του και  είχε σαν 

αποτέλεσμα μια πιο σημαντική αναστολή των LNCaP αλλά όχι των PC3 

κυττάρων (318).  

Σε μια προσπάθεια να εξηγήσουμε πως η μπορτεζομίμπη εμποδίζει  

την κυτταρική ανάπτυξη και τον αντιαποπτωτικό ρόλο των νευροπεπτιδίων, 

εξετάσαμε τα πρωτεϊνικά επίπεδα μερικών πρωτεϊνών που εμπλέκονται στον 

κυτταρικό κύκλο και στην κυτταρική απόπτωση, όπως είναι το p53, το p21, το 

p27 και το Bad, τα οποία είναι γνωστό ότι ελέγχονται άμεσα από το 26S 

πρωτεάσωμα. Η αναστολή του 20S πρωτεασώματος από την μπορτεζομίμπη 

μπλοκάρει την αποδόμηση των κυτταρικών πρωτεϊνών p53, p21, p27 και Bad 

και αυξάνει τα επίπεδα τους. Όσον αφορά το p21, αυτό δεν ανιχνεύεται σε 

βασικές συνθήκες ανάπτυξης στα PC3 κύτταρα, καθώς αυτά τα κύτταρα 

έχουν μεταλλαγμένο p53 και επομένως είναι ανίκανα να ενεργοποιήσουν 

γονίδια στόχους του, όπως είναι το p21 (319). Η αύξηση των επιπέδων των 

προαναφερόμενων έχει να κάνει κυρίως με την ικανότητα του φαρμάκου να 

οδηγεί σε κυτταρική απόπτωση και να αναστέλλει την κυτταρική ανάπτυξη. 

Εάν και δεν υπάρχει κάποιο πρότυπο μοντέλο για τα μεταλλαγμένα 

αλληλόμορφα του p53 και γενικά η κάθε μετάλλαξη επηρεάζει μοναδικά τη 

λειτουργία του p53 (320), ακόμα και τα μεταλλαγμένα αλληλόμορφα του p53 

προκαλούν σημαντική απόπτωση (321). Η παρατηρούμενη αύξηση των 

επιπέδων των πρωτεϊνών p53, p21, p27 και Bad μετά τη χορήγηση 

μπορτεζομίμπης δεν επηρεάστηκε σημαντικά από την συνχορήγηση 

νευροπεπτιδίων, ενώ η χορήγηση μόνο νευροπεπτιδίων οδήγησε στην 

μείωση αυτών των πρωτεϊνών, ειδικά στα ανδρογόνο-ανεξάρτητα κύτταρα. 

Μια πιθανή εξήγηση για την μείωση των επιπέδων των πρωτεϊνών 

p53, p21, p27 και Bad από τα νευροπεπτίδια στα ανδρογόνο-ανεξάρτητα 

κύτταρα προέρχεται από τα πειράματα μας που αφορούν την πρωτεασωμική 
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δραστικότητα. Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι τα νευροπεπτίδια είναι ικανά να 

αυξήσουν την πρωτεασωμική δραστικότητα στα PC3 κύτταρα και αυτή η 

ενεργοποίηση είναι υπεύθυνη για την μείωση των επιπέδων των πρωτεϊνών 

p53, p21, p27 και Bad. Από την άλλη, τα LNCaP κύτταρα έχουν μεγαλύτερη 

έκφραση σε βασικές συνθήκες ανάπτυξης αυτών των πρωτεϊνών σε σχέση με 

τα PC3 κύτταρα, καθώς και μικρή ή και καθόλου αλλαγή στην έκφραση τους 

μετά τη χορήγηση νευροπεπτιδίων. Αυτό έχει κυρίως να κάνει με δυο 

γεγονότα: 1) σε βασικές συνθήκες ανάπτυξης υπάρχει λιγότερη 

πρωτεασωμική αποδόμηση αυτών των ρυθμιστών, σαν αποτέλεσμα της 

μικρότερης πρωτεασωμικής δραστικότητας και 2) η δράση των 

νευροπεπτιδίων εμποδίζεται από την έκφραση της μεμβρανικής NEP που τα 

διασπά, και έτσι εμποδίζει τα σήματα αυτών των πρωτεϊνών που οδηγούν σε 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό (315).  

Η χορήγηση νευροπεπτιδίων είχε σαν αποτέλεσμα την αύξηση του 

πυρηνικού NFκB στα PC3 κύτταρα αλλά όχι στα LNCaP κύτταρα σε σχέση με 

τα επίπεδα έκφρασης σε βασικές συνθήκες ανάπτυξης. Επιπλέον αποδείξαμε 

ότι κάτι τέτοιο ισχύει, καθώς και για τα γονίδια στόχοι του NFκB, IL-8 και 

VEGF, έχουν μια αύξηση της έκφρασης τους σε μεγαλύτερο βαθμό στα PC3 

παρά στα LNCaP κύτταρα με τη χορήγηση νευροπεπτιδίων. Όταν 

χορηγήσαμε μπορτεζομίμπη και οι δυο κυτταροσειρές είχαν μειωμένη 

έκφραση IL-8 και VEGF και μάλιστα σε επίπεδο πιο χαμηλό από το επίπεδο 

έκφρασης τους σε βασικές συνθήκες ανάπτυξης. Αυτά τα αποτελέσματα 

επέκτειναν τις παρατηρήσεις των Levine et al. που απέδειξαν ότι στα PC3 

κύτταρα η βομβεσίνη προκαλεί μια χρόνο-εξαρτώμενη σύνδεση του NFκB με 

το DNA, η οποία συνδυάζεται με την πυρηνική μετατόπιση της πρωτεΐνης και 

την παραγωγή IL-8 και VEGF μεταγραφημάτων (183). Το μονοπάτι του NFκB 

είναι ένας σημαντικός στόχος της αναστολής του πρωτεασώματος σε αυτές 

τις κυτταρικές σειρές. Η κυτταροσειρά PC3 φαίνεται να έχει περισσότερο 

ενεργό NFκB και να είναι πιο ευαίσθητη στο πρωτεάσωμα από ότι η LNCaP 

κυτταροσειρά. Ο μηχανισμός με τον οποίο τα νευροπεπτίδια προκαλούν την 

αύξηση της πρωτεασωμικής δραστικότητας δεν είναι γνωστός. Είναι πιθανόν 

τα νευροπεπτίδια να αυξάνουν τα επίπεδα του IκBα και αυτό να έχει σαν 

αποτέλεσμα το πρωτεάσωμα να έχει περισσότερα υποστρώματα να 

αποδομήσει. Από την άλλη, μια άμεση επίδραση των νευροπεπτιδίων με το  
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πρωτεάσωμα ή μια αύξηση των υποστρωμάτων του συστήματος του 

πρωτεασώματος από τα νευροπεπτίδια δεν μπορεί να αποκλειστεί και θέλει 

ακόμα περισσότερη διερεύνηση. 

Έχουμε προηγουμένως αποδείξει ότι κατά τη μετατροπή των 

κυττάρων σε ανδρογόνο-ανεξάρτητα με την απώλεια της δραστικότητας του 

μεβρανικού NEP επιβιώνουν και αυξάνονται σε ένα περιβάλλον με αυξημένη 

παρακρινική έκκριση νευροπεπτιδίων, όπως φαίνεται από τα αυξημένα 

επίπεδα ET-1 σε υπερκείμενο καλλιέργειας PC3 κυττάρων 

(αντιπροσωπεύοντας το ανδρογόνο-ανεξάρτητο in vitro μοντέλο) (315) σε 

σχέση με τα LNCaP (αντιπροσωπεύοντας το ανδρογονο-εξαρτώμενο in vitro 

μοντέλο). Επιπρόσθετα προηγούμενα δεδομένα έχουν αποδείξει τη σχέση 

μεταξύ των σημάτων των νευροπεπτιδίων που οδηγούν στην επιβίωση και 

την ενεργοποίηση των μονοπατιών της Akt  και της MAPK (77, 298-299, 322). 

Όταν εξετάσαμε την επίδραση της μπορτεζομίμπης σε αυτά τα μονοπάτια 

παρατηρήσαμε ότι ακόμα και σε χαμηλές δόσεις η ενεργοποίηση της MAPK 

μέσω φωσφορυλίωσης μειώνεται τόσο στην ανδρογόνο-ανεξάρτητη όσο και 

ανδρογόνο-εξαρτώμενη κυτταροσειρά. Μια πρώιμη και διαρκή μείωση της 

φωσφορυλιωμένης MAPK παρατηρήθηκε στα PC3 κύτταρα σε σχέση με τα 

LNCaP, τα οποία παρουσιάζουν μια λιγότερο μόνιμη δοσοεξαρτώμενη μείωση 

των επιπέδων p-MAPK. Αυτό συμβαδίζει με την μειωμένη άθροιση του NFκB 

στα PC3 κύτταρα και με τα δεδομένα που αφορούν την ενεργοποίησης της 

MAPK μέσω του NFκB (323). Το μονοπάτι της Akt επηρεάστηκε σε μικρότερο 

βαθμό από την μπορτεζομίμπη και στις δυο σειρές, πιθανός λόγω του 

γεγονότος ότι και οι δυο κυτταροσειρές εμφανίζουν μια υπερενεργοποίηση του 

Akt σε βασικές συνθήκες ανάπτυξης σαν αποτέλεσμα του μεταλλαγμένου 

PTEN που έχουν (157). Είναι αδύνατον τώρα να ειπωθεί εάν η 

μπορτεζομίμπη μπλοκάρει άμεσα αυτά τα μονοπάτια (π.χ. σαν ένας 

αναστολέας κινασών) ή έμμεσα μέσω της αλλαγής της σταθερότητας άλλων 

υποστρωμάτων του πρωτεασώματος. 

Συνοπτικά τα δεδομένα μας υποστηρίζουν ότι σε συνθήκες που τα 

νευροπεπτίδια αφθονούν η ικανότητα των ανδρογόνο-ανεξάρτητων κυττάρων  

να πολλαπλασιάζονται και να επιβιώνουν  έχει να κάνει με την 

υπερενεργοποίηση του συστήματος πρωτεασώματος-ουβικουτίνης (UPS), το 

οποίο αποδεικνύεται από την αύξηση της πρωτεασωμικής δραστικότητας του 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
24/04/2024 06:38:01 EEST - 18.224.179.84



  97 

20S πρωτεασώματος, το οποίο με τη σειρά του μειώνει τα επίπεδα 

πρωτεϊνών που είναι υπόστρωμα για το πρωτεάσωμα και είναι σημαντικά για 

τη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου και της απόπτωσης, όπως το p53, το p21, 

το p27 και το Bad. Τα νευροπεπτίδια προάγουν τη μετατόπιση του NFκB στον 

πυρήνα τo οποίo μεταγραφικά ενεργοποιεί προαγγειογενετικούς παράγοντες 

(IL-8, VEGF). Η μπορτεζομίμπη μειώνει την επίδραση των νευροπεπτιδίων 

στην κυτταρική ανάπτυξη μέσω της σταθεροποίησης προαποπτωτικών 

υποστρωμάτων του πρωτεάσωματος και την αναστολή της πυρηνικής 

μετατόπισης του NFκB και μεταγραφικής δραστικότητας. Περιέργως η δράση 

της μπορτεζομίμπης έχει επιπρόσθετα να κάνει με την αναστολή του 

μονοπατιού της  MAPK που είναι ένα σημαντικό κομμάτι του σήματος των 

νευροπεπτιδίων, μεσολαβώντας με το μιτογονικό και αντιαποπτωτικό 

αποτέλεσμα των νευροπεπτιδίων στα προστατικά κύτταρα (298-299).  

Σε κλινικό επίπεδο δεν υπάρχουν φάσης II μελέτες που να έχουν 

αποδείξει σημαντική αντικαρκινική δράση της μπορτεζομίμπης σε ασθενείς 

είτε όταν χρησιμοποιείται μόνη της είτε μαζί με χημειοθεραπευτικά ή 

πρεδνιζολόνη (324-326). Μια καλύτερη κατανόηση των μηχανισμών που 

έχουν να κάνουν με την αντικαρκινική δράση της μπορτεζομίμπης σε σχέση 

με τη δράση των νευροπεπτιδίων μπορεί να ενισχύσει ακόμα πιο πολύ την  

εξέταση τους σε κλινικό επίπεδο στον ανδρογόνο-ανεξάρτητο καρκίνο του 

προστάτη, πιθανώς στο πλαίσιο μιας συνδυασμένης στόχευσης στον άξονα 

των νευροπεπτιδίων και του συστήματος του πρωτεασώματος-ουβικουτίνης 

(UPS). 
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

Με την πειραματική ανάλυση που έγινε στην ανδρογόνο-εξαρτώμενη, LNCaP, 

και στην ανδρογόνο-ανεξάρτητη, PC3,προστατική κυτταροσειρά με τη χρήση 

διαφόρων φαρμάκων  μπορούν να εξαχθούν τα ακόλουθα συμπεράσματα: 

1. Η χρήση βομβεσίνης κυρίως, και ενδοθηλίνης σε μικρότερο βαθμό 

προάγει τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. 

2. Η βομβεσίνη αυξάνει τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό σε μεγαλύτερο 

βαθμό, πιθανώς γιατί έχει μεγαλύτερη συγγένεια με τους υποδοχείς GRP-R 

από ότι ET-1.   

3. Η PC3 κυτταροσειρά είναι πιο ευαίσθητη στα νευροπεπτίδια και στην 

μπορτεζομίμπη, καθώς έχει και πιο αυξημένη πρωτεασωμική δραστικότητα. 

4. Η χορήγηση μπορτεζομίμπης μειώνει την πρωτεασωμική δραστικότητα 

στα PC3 κατά 50% περισσότερο από ότι στα LNCaP.  

5. Η αναστολή του πρωτεασώματος από την μπορτεζομίμπη μειώνει τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό  και αυξάνει την κυτταρική απόπτωση και στις 

δυο σειρές. 

6. Ακόμα και με τη χρήση των νευροπεπτιδίων η μπορτεζομίμπη αυξάνει τα 

επίπεδα των αναστολέων των CDKs p21 και p27, και της αποπτωτικής 

πρωτεΐνης p53 και στις δυο σειρές. Τα νευροπεπτίδια μειώνουν p21, το p53, 

το p27 και το Bad που είναι υποστρώματα του πρωτεασώματος μέσω της 

αύξησης της πρωτεασωμικής δραστικότητας.  

7. Το εντοπισμένο πυρηνικά NF-kB είναι περισσότερο στα PC3 σε σχέση με 

τα LNCaP και τα νευροπεπτίδια οδηγούν στην περαιτέρω αύξηση του μέσω 

της αύξησης της πρωτεασωμικής δραστικότητας.   

8. Τα γονίδια στόχοι του NFkB, IL-8 και VEGF, εκφράζονται και στις δυο 

κυτταροσειρές και η χρήση νευροπεπτιδίων αυξάνει την έκφραση τους, ενώ η 

χρήση μπορτεζομίμπης τα ελαττώνει. 

Το σύνολο των αποτελεσμάτων ενισχύει την άποψη ότι το 

πρωτεάσωμα και ο μεταγραφικός παράγοντας NFkB συνδέονται και ότι η 

αναστολή του μπλοκάρει την κυτταρική ανάπτυξη ακόμα και με τη χρήση 

νευροπεπτιδίων. Τέλος, ο ανδρογόνο-ανεξάρτητος καρκίνος είναι πιο 

ευαίσθητος στην αναστολή κυρίως λόγω της έλλειψης NEP, που είναι το 

ένζυμο που απενεργοποιεί τα νευροπεπτίδια. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Εισαγωγή: Τα νευροπεπτίδια είναι σημαντικοί υποκινητές στον προχωρημένο 

καρκίνο του προστάτη (PC), δρώντας κυρίως μέσω της ενεργοποίησης του 

μεταγραφικού διμερή παράγοντα NFκB. Σημαντικό στοιχείο στη ρύθμιση του 

NFκB είναι το σύστημα πρωτεασώματος-ουβικουϊτίνης (UPS), η 

φαρμακολογική αναστολή του οποίου έχει προταθεί σαν αντικαρκινική 

θεραπεία. Μελετήσαμε τον υποθετικό ρόλο του αναστολέα πρωτεασώματος 

μπορτεζομίμπη στην επίδραση των νευροπεπτιδίων, στα LNCaP και στα PC3 

κύτταρα, που αποτελούν μοντέλα ανδρογόνο-ανεξάρτητου και ανδρογόνο-

εξαρτώμενου καρκίνου του προστάτη. 

Μέθοδοι: Εξετάσαμε τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, τα συνολικά επίπεδα  

των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών (caspase-3, Bad) και ρυθμιστών του 

κυτταρικού κύκλου (p53, p21, p27), του συνολικού και του φωσφορυλιωμένου 

Akt, την p44/42 mitogen-activated protein kinase (MAPK), την 

πρωτεασωματική δραστικότητα του 20S, την κυτταρική εντόπιση του NFκB 

και την μεταγραφή των γονιδίων στόχων του NFκB, IL-8 και VEGF. 

Αποτελέσματα: Τα νευροπεπτίδια (ενδοθηλίνη-1 και βομβεσίνη) αυξάνουν τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό στις προστατικές καρκινικές κυτταρικές σειρές 

LNCaP και PC3, ενώ η μπορτεζομίμπη μειώνει τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό και προκαλεί κυτταρική απόπτωση, ένα αποτέλεσμα που 

διατηρείται ακόμα και όταν στα κύτταρα συνχορηγούνται τα νευροπεπτίδια. Οι 

πρωτεΐνες Bad, p53, p21 και p27 μειώνονται με τη χρήση των νευροπεπτιδίων  

στη PC3 κυτταροσειρά, ενώ τα αποτελέσματα αναστέλλονται όταν στα 

κύτταρα προστεθεί η μπορτεζομίμπη. Τα νευροπεπτίδια αυξάνουν την 

πρωτεασωμική δραστικότητα και τα επίπεδα του πυρηνικού NFκB στη PC3 

κυτταροσειρά  και αυτά τα αποτελέσματα αναστέλλονται από την 

μπορτεζομίμπη. Τα γονίδια στόχοι του NFκB, IL-8 και VEGF αυξάνονται με τη 

χρήση των νευροπεπτιδίων και μειώνονται με τη χρήση μπορτεζομίμπης. 

Αυτά τα αποτελέσματα συμφωνούν με την ικανότητα της μπορτεζομίμπης να 

μειώνει την ενεργοποίηση της MAPK και στις δυο κυτταροσειρές . 

Συμπέρασμα: Τα παραπάνω αποτελέσματα είναι σε αρμονία με την ικανότητα  

της μπορτεζομίμπη να αντιστρέφει τον αντί-αποπτωτικό και αυξητικό ρόλο 

των νευροπεπτιδίων, αποκαλύπτοντας μια όχι τόσο καλά μελετημένη 
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επίδραση του φαρμάκου στον άξονα των νευροπεπτιδίων, το οποίο μοντέλο 

λειτουργίας στα προστατικά κύτταρα μπορεί να έχει να κάνει με τη συμμετοχή 

του πρωτεασώματος.  
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ABSTRACT 

 

Objectives: Neuropeptides (NPs) are important signal initiators in advanced 

prostate cancer (PC), acting partially through activation of nuclear factor 

kappa B (NFκB). Central to NFκB regulation is the ubiquitin-proteasome 

system, pharmacological inhibition of which has been proposed as anticancer 

strategy. We investigated the putative role of the proteasome inhibitor 

bortezomib in NP signaling effects on LNCaP and PC-3 cells, modelling 

androgen-dependent and -independent PC states.  

Methods: We examined cell proliferation, total protein levels of proapoptotic 

(caspase-3, Bad) and cell cycle regulatory proteins (p53, p27, p21), total and 

phosphorylated Akt and p44/42 mitogen-activated protein kinase (MAPK) 

proteins, 20S proteasome activity, subcellular localization of NFκB and 

transcription of NFκB target genes interleukin-8 (IL-8) and vascular 

endothelial growth factor (VEGF). 

Results: NPs (endothelin-1, bombesin) increased proliferation of LNCaP and 

PC-3 cells, while bortezomib decreased proliferation and induced apoptosis, 

an effect maintained after cotreatment with NPs. Bad, p53, p21 and p27 were 

downregulated by NPs in PC-3, and these effects were reversed with the 

addition of bortezomib. NPs increased proteasomal activity and nuclear NFκB 

levels in PC-3, and these effects were prevented by bortezomib. IL-8 and 

VEGF transcripts were induced after NP treatment but downregulated by 

bortezomib. These results coincided with the ability of bortezomib to reduce 

MAPK signaling in both cell lines. 

Conclusions: The above results are consistent with bortezomib-mediated 

abrogation of NP-induced proliferative and antiapoptotic signaling, revealing a 

not so well investigated effect of the drug on the NP axis, whose mode of 

function in PC might entail involvement of the proteasome. 
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