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Η έγκριση της διδακτορικής διατριβής από το Ιατρικό Τµήµα του Πανεπιστηµίου 

Θεσσαλίας δεν υποδηλώνει αποδοχή των γνωµών του συγγραφέα (Νόµος 5343, άρθρο 

202, παράγραφος 2). 
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ολοκλήρου δική µου, εκτός από τα συγκεκριµένα σηµεία όπου υποδεικνύεται 

διαφορετικά.  
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ΕΠΤΑΜΕΛΗΣ ΣΥΜΒΟΥΛΕΥΤΙΚΗ ΕΠΙΤΡΟΠΗ 
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Αναπλ. Καθηγητής Παθολογίας-Ογκολογίας 

 

2. ΓΕΩΡΓΙΟΣ ΚΟΥΚΟΥΛΗΣ 

Καθηγητής Παθολογικής Ανατοµικής 

 

3. ΜΙΧΑΗΛ ΜΕΛΕΚΟΣ 
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Τις ειλικρινείς µου ευχαριστίες και ευγνωµοσύνη στον Καθηγητή µου, που µου 

έδωσε την ευκαιρία εξαιρετικής συνεργασίας και µάθησης στα πλαίσια µιας τόσο 

συναρπαστικής έρευνας, και για την συνεχή του υποστήριξη και εµπιστοσύνη.  

 

Αντίστοιχα, είµαι ευγνώµων προς τις συνεργάτιδες του Εργαστηρίου µας, 

Αριστέα Καραγιαννάκη και Ελεάνα Χατζηδάκη, για την ανεκτίµητη βοήθεια τους 

στην ολοκλήρωση αυτής της εργασίας. Ένα µεγάλο ευχαριστώ στον Γιάννη 

Βουτσαδάκη, για τις πολύτιµες συµβουλές και την συµπαράσταση του ιδίως στην 

δύσκολη αρχή. 

 

Θερµές ευχαριστίες στην Ροζαλία Βαλερή, Κυτταρολογικό Τµήµα Α.Ν.Θ. 

Θεαγενείου, και στην Έφη Αποστόλου, Εργαστήριο Μοριακής Βιολογίας, Ίδρυµα 

Ιατροβιολογικών Ερευνών Ακαδηµίας Αθηνών, για την βοήθεια τους στην 

διεκπεραίωση µέρους των ερευνητικών πειραµάτων. 

Τέλος, ευχαριστώ ιδιαιτέρως τον Dr David Nanus, Cornel Weill Medical College, 

New York, USA, για την παροχή σηµαντικού ερευνητικού υλικού αλλά και την 

κριτική ανάλυση των αποτελεσµάτων αυτής της έρευνας. 

 

Στην οικογένεια µου, για την αγάπη και την οµορφιά τους. 

 
Και, πάνω από όλα, στον µικρό µου Έρωτα. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΩΝ 

 

Σελίδα Τίτλου 

∆ήλωση Πνευµατικής Ιδιοκτησίας 

Ευχαριστίες 

Πίνακας Περιεχοµένων 

Κατάλογος Εικόνων 

Κατάλογος Πινάκων 

Κατάλογος Παραρτηµάτων 

Συντοµογραφίες 

Σύνοψη 

 

Κεφάλαιο 1   Εισαγωγή 

1.1 Καρκίνος Προστάτη: το κλινικό πρόβληµα 

1.1.1 Επιδηµιολογία 

1.1.2 Παράγοντες κινδύνου 

1.1.3 ∆ιάγνωση και σταδιοποίηση 

1.1.4 Θεραπεία και πρόγνωση 

1.2 Καρκίνος Προστάτη: Μοριακή βιολογία 

1.2.1 O ανδρογονικός υποδοχέας 

1.2.2 Κληρονοµούµενος κίνδυνος εµφάνισης καρκίνου προστάτη 

1.2.3 Επίκτητοι γενετικοί και επιγενετικοί µηχανισµοί 

 1.2.3.1 Η αντιµετάθεση TMPRSS2:ETS 
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  1.2.3.2 Επιγενετικοί µηχανισµοί 

  1.2.3.3 Ανώµαλη ενεργοποίηση AR 

  1.2.3.4 Άλλοι µηχανισµοί 

1.2.4 Μοντέλο καρκινογένεσης 

1.2.5 Μικροπεριβάλλον όγκου 

1.3 Η οδός NFκB-Ουβικουιτίνης-Πρωτεασώµατος 

      1.3.1 Ο µεταγραφικός παράγοντας NFκB 

               1.3.1.1 Ρύθµιση σηµατοδοτική οδού NFκB 

               1.3.1.2 NFκB και καρκίνος προστάτη 

    1.3.2 Το σύστηµα Ουβικουιτίνης-Πρωτεασώµατος   

 1.3.2.1 ∆οµή και λειτουργία συστήµατος UPS 

               1.3.2.2 Ο αναστολέας πρωτεασώµατος βορτεζοµίµπη 

1.4 Ο άξονας NEP/Νευροπεπτιδίων 

      1.4.1 Η ουδέτερη ενδοπεπτιδάση (NEP) 

               1.4.1.1 Φυσικοχηµικές και βιολογικές ιδιότητες NEP 

               1.4.1.2 NEP και καρκίνος προστάτη 

    1.4.2 Νευροπεπτίδια   

 1.4.2.1 Ενδοθηλίνη 

               1.4.2.2 Βοµβεσίνη και BLPs 

  1.4.2.3 Nευροπεπτίδια και καρκίνος προστάτη 

 

Κεφάλαιο 2   Ερευνητική Υπόθεση - Στόχοι 

2.1  Ερευνητική Υπόθεση 
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2.2  Στόχοι 

2.3  Κλινικό Ενδιαφέρον & ∆υνατότητες Κλινικής Εφαρµογής 

 

Κεφάλαιο 3   Υλικά & Μέθοδοι 

3.1  Καλλιέργεια κυττάρων και αντιδραστήρια 

3.2  Αποµόνωση πρωτεϊνών 

3.3  Πυρηνικά & κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα 

3.4  Κυτταροµετρία ροής 

3.5  Προσδιορισµός ενζυµατικής δραστηριότητας NEP 

3.6 Ενζυµική δοκιµασία ανοσοπροσρόφησης ενδοθηλίνης (ET-1 

ELISA) 

3.7 Προσδιορισµός ενζυµατικής δραστηριότητας 20S πρωτεα-

σώµατος 

3.8  Πρωτεϊνική ανοσοαποτύπωση (Western blotting) 

3.9  Ανοσοκυτταροχηµεία 

3.10 Ηλεκτροφορητική δοκιµή µετατόπισης κινητικότητας (EMSA) 

 

Κεφάλαιο 4   Αποτελέσµατα 

4.1  Άξονας NEP/νευροπεπτιδίων σε σταθερή κατάσταση 

   4.1.1  Ανάλυση φυσικών κυτταρικών σειρών  

   4.1.2  Ανάλυση διαµολυσµένης κυτταρικής σειράς 

4.2  Άξονας NFκB/UPS σε σταθερή κατάσταση 

      4.2.1  Ανάλυση φυσικών κυτταρικών σειρών 
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  4.2.1.1   Υποκυτταρική εντόπιση NFκB 

  4.2.1.2   Πυρηνική & κυτταροπλασµατική πρωτεϊνη NFκB 

4.2.1.3   Ανίχνευση δέσµευσης NFκB/DNA 

  4.2.1.4   Κυτταρικά επίπεδα ΙκB-α 

4.2.1.5   Ενζυµατική δραστηριότητα 20S πρωτεασώµατος 

  4.2.2  Ανάλυση διαµολυσµένης κυτταρικής σειράς 

4.3   Επίδραση νευροπεπτιδίων στην κυτταρική βιωσιµότητα 

4.4  Επίδραση νευροπεπτιδίων στην υποκυτταρική εντόπιση του 

NFκB 

4.5  Επίδραση νευροπεπτιδίων στην ποσότητα πυρηνικής πρωτεϊνης 

NFκB 

4.6  Επίδραση νευροπεπτιδίων στην σύνδεση NFκB/DNA 

4.7  Επίδραση νευροπεπτιδίων στην σύνδεση ΙκB-α 

4.8 Επίδραση νευροπεπτιδίων στην δραστηριότητα του 20S 

πρωτεασώµατος 

 

Κεφάλαιο 5   Συζήτηση 

5.1 Σχέση άξονα NEP/Nευροπεπτιδίων και της οδού NFκB/UPS σε 

σταθερή κατάσταση 

 5.2 ∆υναµική αλληλεπίδραση άξονα NEP/Nευροπεπτιδίων και οδού 

NFκB/UPS 

                            5.2.1 Ενεργοποίηση της οδού NFκB/UPS από τα 

νευροπεπτίδια 
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                            5.2.2 Πρώιµη αύξηση της δραστηριότητας του 20S 

πρωτεασώµατος από τα νευροπεπτίδια 

                            5.2.3    Παραγωγή ROS από τα νευροπεπτίδια και επαγόµενες 

οδοί 

5.2.3   ∆υνητικό µοντέλο νευροπεπτιδιακής διέγερσης: ROS – 

Πρωτεάσωµα – NFκB 

                      5.3 Συµπεράσµατα 

 

Βιβλιογραφία 

Ηλεκτρονικές Πηγές 

 

Παράρτηµα I      

 

Παράρτηµα II   

 

Παράρτηµα III      

 

Παράρτηµα IV     

 

Παράρτηµα V  

 

Παράρτηµα VI    
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Παράρτηµα VII    

 

Παράρτηµα VΙΙI    

 

Παράρτηµα IX     

 

Παράρτηµα X     

 

Παράρτηµα ΧI    

 

Παράρτηµα ΧIΙ    
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ΚΑΤAΛΟΓΟΣ ΕΙΚOΝΩΝ 

 
 
Εικόνα Εξωφύλλου (αριστερά) Κύτταρα LnCaP σε κυτταρική διαίρεση 

 
Εικόνα Εξωφύλλου (δεξιά) Κύτταρο LnCaP 

 
Εικόνα 1.1 Επίπτωση καρκίνου στους άρρενες, Η.Π.Α., 1930-2005 

 
Εικόνα 1.2 Θνησιµότητα καρκίνου στους άρρενες, Η.Π.Α., 1930-2005 

 
Εικόνα 1.3 Επίπτωση Καρκίνου Προστάτη στις Η.Π.Α. (περίοδος 1975-2006) 

 
Εικόνα 1.4 Θνησιµότητα Καρκίνου Προστάτη στις Η.Π.Α. (περίοδος 1975-2006) 

 
Εικόνα 1.5 Επίπτωση Καρκίνου Προστάτη και Ηλικία 

 
Εικόνα 1.6 Αντιµετώπιση κλινικώς εντοπισµένου καρκίνου προστάτη πολύ 

χαµηλού και χαµηλού κινδύνου υποτροπής 

 
Εικόνα 1.7 Αντιµετώπιση κλινικώς εντοπισµένου καρκίνου προστάτη υψηλού 

κινδύνου υποτροπής και τοπικά προχωρηµένης νόσου 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 10:34:57 EEST - 52.14.83.249



 
Εικόνα 1.8 Πενταετής Επιβίωση Καρκίνου Προστάτη στις Η.Π.Α. (περίοδος 

1998-2005) 

 
Εικόνα 1.9 Θνησιµότητα Καρκίνου Προστάτη στις Η.Π.Α. (περίοδος 1975-2006) 

 
Εικόνα 1.10 Φυσική ιστορία ορµονο-άντοχου καρκίνου προστάτη 

 
Εικόνα 1.11 ∆οµή γονιδίου AR 

 
Εικόνα 1.12 Μεταγραφικό σύµπλοκο AR 

 
Εικόνα 1.13  Σηµατοδοτική οδός AR 

 
Εικόνα 1.14 Αντιµετάθεση TMPRSS2:ERG 

 
Εικόνα 1.15 Επιγενετικοί µηχανισµοί στον καρκίνο προστάτη 

 
Εικόνα 1.16 Προοδευτικό µοντέλο καρκινογένεσης στον καρκίνο προστάτη 

 
Εικόνα 1.17 Αλληλεπιδράσεις µικροπεριβάλλοντος στον καρκίνο προστάτη 

 
Εικόνα 1.18 Rel Homology Domain 

 
Εικόνα 1.19 Ετεροδιµερές p50/RelB 

 
Εικόνα 1.20 Οικογένειες NFκB, IκB και ΙΚΚ 

 
Εικόνα 1.21 Οδοί ενεργοποίησης NFκB 

 
Εικόνα 1.22 Σηµατοδοτική οδός NFκB 
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Εικόνα 1.23 Γονίδια-στόχοι NFκB που εµπλέκονται στην ογκογένεση 

 
Εικόνα 1.24 Οδοί ενεργοποίησης NFκB στην ογκογένεση 

 
Εικόνα 1.25  ∆οµή 20S πρωτεασώµατος  
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ΚΑΤAΛΟΓΟΣ ΠΑΡΑΡΤΗΜAΤΩΝ 

 
 
 
Παράρτηµα I     Ανθρώπινα Σηµατοδοτικά Γονίδια Rel/NFκB 

 
Παράρτηµα II     Γονίδια-στόχοι NFκB 

 
Παράρτηµα III    Ιδιότητες Φυσικών Κυτταρικών Σειρών Καρκίνου Προστάτη 

 
Παράρτηµα IV    Ανοσοκυτταροχηµεία NFκB 

 
Παράρτηµα V    Πυρηνική NFκB πρωτεϊνη: Western blotting 

 
Παράρτηµα VI    Σύνδεση NFκB/DNA: EMSA  

 
Παράρτηµα VII   Ολική Κυτταρική Πρωτεϊνη ΙκΒ-α: Western blotting 

 
Παράρτηµα VIII   Μέτρηση ∆ραστηριότητας 20S Πρωτεασώµατος 
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Παράρτηµα X    Μεµβρανική CD10 (NEP) Πρωτεϊνη: Western blotting 

 
Παράρτηµα XI    Επιφανειακή Έκφραση Πρωτεϊνης CD10 (NEP): Κυτταροµετρία 

Ροής 

 
Παράρτηµα ΧII   Συγκέντρωση Εκκρινόµενης ΕΤ-1: Μέθοδος ELISA 

 
 

 

ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 

 

  

Μg Microgram; Μικρογραµµάριο 

Μl Microlitre; Μικρόλιτρο  

µM Micromolar; Μικρογραµµοµόριο 

ΑΑ Anti-androgen; Αντι-ανδρογόνο 

AD Androgen-dependent; Ανδρογονο-εξαρτώµενος 

ADT Androgen deprivation therapy; Θεραπεία στέρησης 

ανδρογόνων 

AMC 7-Amino-4-methylcoumarin 

AΙ Androgen-independent; Μη Ανδρογονο-εξαρτώµενος 

APM(N) Aminopeptidase M (N); membrane alanyl aminopeptidase 

AR Androgen receptor; υποδοχέας ανδρογόνων 
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ARE Androgen-response element 

ASK-1 Apoptosis signal-regulating kinase 1; Ρυθµιστική 

αποπτωτικών σηµάτων κινάση 1 

ΒΒ2 Type 2 bombesin receptor; υποδοχέας βοµβεσίνης τύπου 2 

BBS Bombesin; βοµβεσίνη 

bcl -2 B cell lymphoma 2; Λέµφωµα Β κυττάρων τύπου 2 

BPH Benign prostate hyperplasia; καλοήθης υπερπλασία 

προστάτη 

BSA Bovine serum albumin; λευκωµατίνη βοείου προελεύσεως 

CALLA  Common Acute Lymphocytic Leukaemia Antigen; Κοινό 

Αντιγόνο Οξείας Λεµφοβλαστικής Αναιµίας 

CaMKII Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II; Εξαρτώµενη 

από την Ca2+/καλµοδουλίνη κινάση ΙΙ 

CD10 Cluster of Differentiation 10 

CE Cytoplasmic extracts; κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα 

CHAPS 3-[3-cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propane sulfonate 

DAB Diaminobenzidine; ∆ιαµινοβενζιδίνη 

DAG Diacylglycerol; ∆ιασυλγλυκερόλη 

DHT Dihydrotestosterone; ∆ιυδροτεστοστερόνη 

DNA Deoxyribonucleic acid; ∆εσοξυριβονουκλεϊκό οξύ 

ECACC European Collection of Animal Cell Cultures; Ευρωπαϊκή 

Συλλογή Ζωικών Κυτταρικών Σειρών 

ECE1 Endothelin-converting enzyme 1; Μετατρεπτικό της 
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ενδοθηλίνης ένζυµο 1 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

EGF Epidermal growth factor; επιδερµικός αυξητικός παράγοντας 

EGFR Epidermal growth factor receptor; υποδοχέας επιδερµικού 

αυξητικού παράγοντα 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay; Ενζυµική δοκιµασία 

ανοσοπροσρόφησης 

EMSA Electrophoretic mobility shift ssay; Ηλεκτροφορητική ∆οκιµή 

Μετατόπισης Κινητικότητας 

ΕΤ-1 Endothelin 1; Ενδοθηλίνη 1 

ETAR Endothelin receptor A; υποδοχέας Α ενδοθηλίνης 

ETBR Endothelin receptor B; υποδοχέας B ενδοθηλίνης 

FAK Focal adhesion kinase 

FBS Fetal Bovine Serum; βόειος εµβρυϊκός ορός 

FCM Flow cytometry; Κυτταροµετρία ροής 

FITC Fluorescein isothiocyanate 

GPCR G protein coupled receptor 

GRP Gastrin-releasing peptide 

GRP-R Gastrin-releasing peptide receptor 

HDAC Histone Deacetylase; Αποακετυλιάση Ιστονών 

HG-PIN High-grade prostate intra-epithelial neoplasia; Υψηλού 

βαθµού προστατική ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία 

hr(s)  Ώρα(ες) 
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ICC Immunocytochemistry; Ανοσοκυτταροχηµεία 

IGF Insulin growth factor; Αυξητικός παράγοντας ινσουλίνης 

ΙκΒ Inhibitor of Kappa-B; Αναστολέας του Κάππα Β 

IKK Inhibitor of Kappa-B kinase; Αναστολέας της κινάσης του 

Κάππα-Β 

IL-6 Interleukin 6; Ιντερευκίνη 6 

Kb Kilobase; Κιλοβάση 

MAPK Mitogen Activated Protein Kinase; Πρωτεϊνική Κινάση που 

Ενεργοποιείται από Μιτογόνα 

MFI Mean Fluorescent Intensity; Μέση Ένταση Φθορισµού 

Mg Milligram; µικρογραµµάριο 

Min Minute; Λεπτό 

Ml Millilitre; µικρόλιτρο  

MMPs Matrix metalloproteinases; µεταλλοπρωτεϊνάσες θεµέλιας 

ουσίας 

Ng Nanogram; νανογραµµάριο 

NE Nuclear extracts; πυρηνικά εκχυλίσµατα 

NEP Neutral endopeptidase; Ουδέτερη ενδοπεπτιδάση 

NFκΒ Nuclear Factor Kappa-B; Πυρηνικός παράγοντας Κάππα-Β 

NPs Neuropeptides; Νευροπεπτίδια 

PBS Phosphate-buffered saline 

PC Prostate cancer; Καρκίνος Προστάτη 

PDGFR Platelet-derived growth factor receptor; Υποδοχέας αυξητικού 
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παράγοντα αιµοπεταλίων 

PEST Proline Glutamic acid Serine Threonine (sequence) 

PKC Protein kinase C; Πρωτεϊνική Κινάση C 

PLCγ Phospholipase C-gamma; Φωσφολιπάση C-γ 

Pmoles  Picomoles; πικογραµµοµόρια 

PSA Prostate Specific Antigen; Ειδικό Προστατικό Αντιγόνο 

PVDF Polyvinylidene Difluoride 

RANKL  Receptor Activator for Nuclear Factor κ B Ligand 

RFU Relative Fluorescence Unit 

rhNEP Recombinant human NEP; ανασυνδυασµένη ανθρώπινη 

ουδέτερη ενδοπεπτιδάση 

ROS Reactive oxygen species; Ενεργείς ρίζες οξυγόνου 

RPMI Roswel Park Memorial Institute (medium) 

SAPKs  Stress-activated protein kinases; Πρωτεϊνικές κινάσες που 

ενεργοποιούνται από το στρες 

Sec Second; ∆ευτερόλεπτο 

SEER Surveillance, Epidemiology and End Results (Program) 

TNFα Tumour Necrosis Factor α; Παράγοντας ιστικής νέκρωσης α 

TLR Toll-like receptor 

U Unit(s); Μονάδες 

UPS Ubiquitin-Proteasome System; Σύστηµα Ουβικουιτίνης-

Πρωτεασώµατος 

WB Western blotting; πρωτεϊνική ανοσοαποτύπωση 
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ΣΥΝΟΨΗ 

 

Η ανδρογονο-ανεξαρτησία (ή ορθότερα µε βάση τον νεότερο όρο η ανθεκτικότητα 

στον ευνουχισµό) στον καρκίνο του προστάτη (PC) αποτελεί ένα πολύ σηµαντικό 

γεγονός που σηµατοδοτεί την πρόοδο της νόσου και την αλλαγή προς έναν 

επιθετικότερο φαινότυπο. Η νευροενδοκρινική διαφοροποίηση και η αύξηση της 

µεταγραφικής δραστηριότητας του NF-κΒ είναι δύο µηχανισµοί που έχουν 

ανεξάρτητα συνδεθεί µε αυτή τη διαδικασία. Ερευνήσαµε τις σχέσεις 

αλληλεπίδρασης αυτών των οδών χρησιµοποιώντας in vitro µοντέλα ανδρογονο-

εξαρτώµενου καρκίνου του προστάτη (AD) και µη ανδρογονο-εξαρτώµενου 

καρκίνου του προστάτη (ΑΙ). 

 

Μετρήσαµε τα κυτταρικά επίπεδα, τη δραστηριότητα και την µεµβρανική έκφραση 

της ουδέτερης ενδοπεπτιδάσης (ΝΕΡ), τα επίπεδα της εκκρινόµενης ΕΤ-1, τα 

πυρηνικά και κυτταροπλασµατικά επίπεδα, την ενδοκυττάρια εντόπιση και το 
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ποσοστό σύνδεσης του DNA του NF-κΒ, καθώς και την πρωτεασωµική 

δραστηριότητα σε φυσικές και διαµολυσµένες ανθρώπινες κυτταρικές σειρές 

καρκίνου προστάτη, αντιπροσωπεύοντας πρότυπες καταστάσεις AD και ΑΙ 

καρκίνου. 

 

Σε σταθερή κατάσταση βρήκαµε ότι τα ανδρογονο-εξαρτώµενα κύτταρα είχαν 

ενεργοποιηµένη την οδό NEP/NPs, µε υψηλή έκφραση και δραστηριότητα NEP 

και χαµηλή εκκρινόµενη ΕΤ-1. Αντίθετα, παρουσίασαν χαµηλό επίπεδο 

ενεργοποίησης της οδού NFκΒ (κυτταροπλασµατική εντόπιση, χαµηλά επίπεδα 

πυρηνικής πρωτεϊνης, χαµηλά ποσοστά σύνδεσης µε DNA), µε σύγχρονη 

σχετικά µειωµένη δραστηριότητα του 20S πρωτεοσώµατος και αυξηµένα 

κυτταρικά επίπεδα ΙκΒ-α. Τα µη ανδρογονο-εξαρτώµενα κύτταρα παρουσίασαν 

την ακριβώς αντίστροφη εικόνα, δηλαδή αυξηµένη δραστηριότητα 20S 

πρωτεασώµατος και ενεργοποίηση του NF-κΒ µέσω της κανονικής οδού, και 

ελάχιστη δραστηριότητα ΝΕΡ µε απότοκο ενισχυµένο νευροπεπτιδικό 

παρακρινές περιβάλλον. 

 

Στην συνέχεια της έρευνας αναλύθηκε η πιθανότητα ύπαρξης µιας δυναµικής 

σχέσης µεταξύ αυτών των οδών και οι µεταξύ τους αλληλεπιδράσεις. ∆ιέγερση µε 

νευροπεπτίδια προκάλεσε ενεργοποίηση της οδού πρωτεασώµατος/NF-κΒ 

(πυρηνική µετακίνηση NF-κΒ, άυξηση ποσού πυρηνικής πρωτεϊνης, αυξηµένη 

σύνδεση NF-κΒ/DNA, µειωµένα κυτταρικά επίπεδα ΙκΒ-α), αυξηµένη 

πρωτεασωµική δραστηριότητα, αλλά µόνο σε συνθήκες έλλειψης NEP. 
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Επιπλέον, η ενεργοποίηση αυτή σαν αποτέλεσµα διέγερσης µε νευροπεπτίδια 

δεν µπορούσε να επιτευχθεί αν προηγούνταν χρήση ειδικών νευροπεπτιδιακών 

αναστολέων ή αναστολέων της οδού πρωτεασώµατος/NF-κΒ. Τέλος, η αύξηση 

της πρωτεσωµικής δραστηριότητας φαίνεται να είναι πρώιµο αποτελέσµα της 

νευροπεπτιδιακής διέγερσης, και έπεται η µείωση των κυτταρικών επιπέδων ΙκΒ-

α και η διέγερση του NF-κΒ. 

 

Τα αποτελέσµατα µας φαίνεται ότι υποστηρίζουν την ύπαρξη µιας άµεσης 

µηχανιστικής σχέσης µεταξύ του άξονα ΝΕΡ/νευροπεπτιδίων και της οδού 

NFκΒ/πρωτεασώµατος, µε µια σαφή εικόνα εµπλοκής των νευροπεπτιδίων στην 

εξέλιξη προς την επιθετικότερη κατάσταση του µη-ανδρογονο-εξαρτώµενου 

καρκίνου προστάτη.  

 

ΟΙ σύγχρονες τάσεις στην αντινεοπλασµατική θεραπεία υποστηρίζουν τις 

θεραπείες συνδυασµού για βέλτιστη αποδοτικότητα και εύρος αντικαρκινικής 

δράσης. Εποµένως, η µεταφραστική έρευνα µε στόχο την διευκρίνηση των 

µοριακών µηχανισµών που υπαγορεύουν την µετάβαση σε επιθετικότερους 

καρκινικούς φαινότυπους στοχεύει στην συνδυαστική κλινική εφαρµογή 

αγωνιστών/ανταγωνιστών. Τα δεδοµένα της παρούσας ερευνητικής εργασίας 

υποδεικνύουν ότι τα νευροπεπτίδια επηρεάζουν την δραστηριότητα της οδού 

NFκΒ/πρωτεασώµατος. Ως εκ τούτου, θεραπεία συνδυασµού που θα στοχεύει 

και στις δύο οδούς µπορεί τελικά να αποδειχθεί ωφέλιµη στην κλινική πράξη, 
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εµποδίζοντας αποτελεσµατικότερα οδούς που έχουν γνωστή εµπλοκή στην 

επιβίωση, διήθηση και µετάσταση των προστατικών καρκινικών κυττάρων. 

 

 

 

 

 

 

 

SYNOPSIS 

 

INTRODUCTION  

Castration-resistance in prostate cancer is a critical event hallmarking a switch to 

a more aggressive phenotype. Upregulation of NFκB activity and neuroendocrine 

differentiation are two mechanisms known to be involved in prostate cancer 

progression to castration resistance. We investigated the interrelations of these 

pathways using in vitro models of androgen-dependent (AD) and androgen-

independent (AI) prostate cancer (PC). 

 METHODS 

We measured cellular levels, activity and surface expression of neutral 

endopeptidase (NEP), levels of secreted ET1, levels, sub-cellular localisation and 

DNA binding ability of NFκB, IκBα levels and proteasomal activity in human 
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native prostate cancer cell lines (LnCaP and PC3) and a transfectant line (WT-5), 

modelling AD and AI states.  

RESULTS 

At baseline, AD cells were found to have upregulated NEP/NPs pathway with 

high NEP expression and activity and less secreted ET-1. In contrast, they 

exhibited a low-level activation of the NFκB pathway associated with 

comparatively low 20S proteasome activity. The AI cells showed the exact mirror 

image, namely increased proteasomal activity resulting in a canonical pathway-

mediated NFκB activation, and minimal NEP activity with increased levels of 

secreted ET-1.  

Neuropeptides induced nuclear translocation of NFκB in AI cells, also evident as 

increased DNA binding in mobility shift assay (EMSA), reduced total IκB levels, 

and increased 20S proteasomal activity. AD cells showed no appreciable nuclear 

translocation upon neuropeptide stimulation, with less intense DNA binding 

signal on EMSA and decreased proteasomal activity. These effects were at least 

partially prevented by specific neuropeptide receptor inhibitors, as well as NFκB, 

IKK and proteasome inhibitors. 

CONCLUSION 

Analysis of components of the two pathways at baseline has shown that these 

pathways exhibit an inverse and mirror image relationship in androgen-

dependent (AD) and –independent (AI) states in vitro. Our results also support 

evidence for a direct mechanistic connection between the neutral 
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endopeptidase/neuropeptides and NFκB/proteasome pathways, with a distinct 

neuropeptide-induced profile in the more aggressive, AI cancer state. A 

combination therapy targeting both pathways may ultimately prove to be of 

benefit in clinical practice. 
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Κεφάλαιο 1: Εισαγωγή 

 

 

 

1.1 ΚΑΡΚΙΝΟΣ ΠΡΟΣΤΑΤΗ: ΤΟ ΚΛΙΝΙΚΟ ΠΡΟΒΛΗΜΑ 

 

1.1.1 Επιδηµιολογία  

 

Ο καρκίνος του προστάτη είναι η πιο αινιγµατική από τις συχνότερες κακοήθειες 

συµπαγών οργάνων. Παγκοσµίως είναι ο πέµπτος πιο συχνός καρκίνος και ο 

δεύτερος πιο συχνός καρκίνος στους άντρες, µετά τον καρκίνο του πνεύµονα 

(11.7% των νέων περιστατικών καρκίνου παγκοσµίως, 19% στις ανεπτυγµένες 

χώρες και 5.3% στις αναπτυσσόµενες χώρες (Parkin et al, 2005). Στις 

ανεπτυγµένες χώρες είναι η πιο συχνά διαγνωσθείσα κακοήθεια, και δεύτερη 

µετά τον καρκίνο πνεύµονα αιτία θανάτου στους άντρες (Εικόνα 1.1 & 1.2). 

Υπολογίζεται ότι, στις δυτικές κοινωνίες, ο δια βίου κίνδυνος ανάπτυξης 

µικροσκοπικού καρκίνου προστάτη είναι περίπου 30%. Η συχνότητα ανεύρεσης 

µικροσκοπικού καρκίνου προστάτη σε υλικό νεκροψιών είναι περίπου 80% για 
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άντρες ηλικίας 80 ετών. Όµως, καθώς η νόσος αναπτύσσεται αργά, ο κίνδυνος 

ανάπτυξης κλινικά ανιχνεύσιµου καρκίνου είναι περίπου 16% (δια βίου κίνδυνος 

για διάγνωση καρκίνου προστάτη 1 προς 6, υπολογισµένος µε βάση τις 

διαγνώσεις στις Η.Π.Α. για την περίοδο 2004-2006). Περίπου 8% των ανδρών θα 

αναπτύξουν καρκίνο προστάτη σε ηλικία 50-70 ετών (Horner et al, 2009, SEER 

Cancer Review Statistics 1975-2006). Ο δια βίου κίνδυνος θανάτου από την 

νόσο είναι περίπου 3% (Kirby & Patel, 2008). 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.2. Θνησιµότητα καρκίνου στους άρρενες, Η.Π.Α., 1930-2005 (προσαρµοσµένη 
για την ηλικία µε βάση τον πληθυσµό Η.Π.Α. του έτους 2000). Πηγή: US Mortality Data 
1960-2005, US Mortality Volumes 1930-1959, National Center for Health Statistics, 
Centers for Disease Control and Prevention, 2008 

 

Εικόνα 1.1. Επίπτωση καρκίνου στους άρρενες, Η.Π.Α., 1930-2005 (προσαρµοσµένη 
για την ηλικία µε βάση τον πληθυσµό Η.Π.Α. του  έτους 2000). Πηγή: US Mortality Data 
1960-2005, US Mortality Volumes 1930-1959, National Center for Health Statistics, 
Centers for Disease Control and Prevention, 2008 
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Παγκοσµίως, υπήρξε µια απότοµη αύξηση της συχνότητας του καρκίνου 

προστάτη στις δυτικές κοινωνίες κυρίως στα τέλη της δεκαετίας του ’80, που 

αντιστοιχούσε στην διάδοση της χρήσης του ελέγχου του Ειδικού Προστατικού 

Αντιγόνου (Prostate Specific Antigen, PSA) για την διάγνωση της νόσου. Από την 

δεκαετία του 1990 και µετά υπάρχεi µια σταθερή µικρή πτώση στην επίπτωση 

της νόσου. Στην περίοδο 2002-2006, η διάµεση ηλικία διάγνωσης του καρκίνου 

προστάτη ήταν τα 68 έτη. Η προσαρµοσµένη στην ηλικία επίπτωση στις Η.Π.Α. 

ήταν 159.3 ανά 100,000 άντρες ετησίως (Horner et al, 2009, SEER Cancer 

Review Statistics 1975-2006) (Εικόνα 1.3). Παγκοσµίως, υπήρξαν περίπου 

680,000 περιστατικά καρκίνου προστάτη το έτος 2002 (Parkin et al, 2005). Από 

την άλλη πλευρά, επειδή ο καρκίνος προστάτη είναι νόσος ηλικιών άνω των 50 

ετών, η παγκόσµια τάση για αύξηση του µέσου όρου ηλικίας του πληθυσµού 

σηµαίνει ότι ο αριθµός των ανδρών µε διάγνωση καρκίνου προστάτη αναµένεται 

να αυξηθεί στις επόµενες δύο δεκαετίες.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.3. Επίπτωση 
Καρκίνου Προστάτη 
στις Η.Π.Α. για την 
περίοδο 1975-2006 
(SEER Program 
Joinpoint Analyses) 
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Η θνησιµότητα από την νόσο στην Ευρώπη είχε ένα µέγιστο αύξησης το 1993, 

ακολουθούµενη από µια περίοδο σταθεροποίησης και µια πρόσφατη πτωτική 

τάση (Kirby & Patel, 2008). Στις Ηνωµένες Πολιτείες, η διάµεση ηλικία θανάτου 

από την νόσο για την περίοδο 2002-2006 ήταν τα 80 έτη. Περίπου 0.0% πέθαναν 

σε ηλικία κάτω των 20 ετών, 0.0% σε ηλικίες µεταξύ 20 και 34 ετών, 0.1% σε 

ηλικίες µεταξύ 35 και 44 ετών, 1.4% σε ηλικίες µεταξύ 45 και 54 ετών, 7.2% σε 

ηλικίες µεταξύ 55 και 64 ετών, 20.1% σε ηλικίες µεταξύ 65 και 74 ετών, 40.9% σε 

ηλικίες µεταξύ 75 και 84 ετών, και 30.3% σε ηλικίες άνω των 85 ετών. Η 

προσαρµοσµένη µε βάση την ηλικία θνησιµότητα ήταν 25.6 ανά 100,000 άντρες 

ετησίως, για την περίοδο 2002-2006 (Horner et al, 2009, SEER Cancer Review 

Statistics 1975-2006) (Εικόνα 1.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.4. 
Θνησιµότητα Καρκίνου 
Προστάτη στις Η.Π.Α. 
για την περίοδο 1975-
2006 (SEER Program 
Joinpoint Analyses) 
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1.1.2  Παράγοντες Κινδύνου  

 

Αν και τα δεδοµένα δεν έχουν απόλυτη συνοχή, επιδηµιολογικές µελέτες έχουν 

καταδείξει έναν αριθµό αναγνωρισµένων και πιθανών παραγόντων κινδύνου για 

τον καρκίνο προστάτη.  

 

Ηλικία 

Ο καρκίνος του προστάτη έχει µια από τις ισχυρές συσχετίσεις µεταξύ ηλικίας και 

κακοήθειας στον άνθρωπο, και είναι είναι ο σηµαντικότερος παράγοντας 

επίδρασης στην ανάπτυξη της νόσου.  Κλινική εµφάνιση της νόσου είναι σπάνια 

πριν την ηλικία των 40 ετών, ενώ η επίπτωση αυξάνει σηµαντικά µετά την ηλικία 

των 60 ετών. 

Η παρουσία µικροσκοπικού (occult) καρκίνου προστάτη αυξάνει σηµαντικά µε 

την ηλικία, όπως καταδεικνύεται από την αναδροµική ανάλυση µελετών σε υλικό 

νεκροψίας από διάφορες χώρες (Εικόνα 1.5). 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.5. Επίπτωση 
καρκίνου προστάτη και ηλικία: 
σύγκριση κλινικώς 
διαγνωσµένων καρκίνων και 
ευρηµάτων νεκροψίας (Πηγή: 
Delongchamps et al, 2006) 
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Φυλή 

Υπάρχουν έντονες γεωγραφικές και φυλετικές διαφορές στην επίπτωση του 

κλινικού καρκίνου προστάτη. Ο κίνδυνος είναι υψηλότερος στην Βόρεια Αµερική 

και στην ∆υτική Ευρώπη, και χαµηλότερος στην Άπω Ανατολή. Στις Η.Π.Α., ο 

κίνδυνος είναι υψηλότερος για τους µαύρους συγκριτικά µε τους λευκούς, µε 

εµφάνιση της νόσου σε νεαρότερες ηλικίες στους πρώτους. Οι Κινέζικες και 

Ιαπωνικές φυλές έχουν την χαµηλότερη επίπτωση της νόσου. Η επίπτωση της 

υποκλινικής νόσου, όµως, είναι παρόµοια σε όλους τους πληθυσµούς. Σε 

πληθυσµιακές µελέτες, η συχνότητα της νόσου σε πληθυσµούς που 

µετανάστευσαν από περιοχές χαµηλής σε περιοχές υψηλής επίπτωσης αυξάνει 

εντός δύο γενεών. Αυτό υποδεικνύει ότι περιβαλλοντικές επιδράσεις όπως 

διατροφή µπορεί να έχουν σηµαντικές επιδράσεις στην ανάπτυξη της νόσου, ή 

στην πρόοδο του ιστολογικού καρκίνου σε κλινικά ανιχνεύσιµο καρκίνο προστάτη 

(Kirby & Patel, 2008). 

 

Κληρονοµικότητα 

Περίπου 9% όλων των περιστατικών καρκίνου προστάτη έχουν κληρονοµική 

βάση. Ο κίνδυνος εµφάνισης της νόσου αυξάνει κατά 2.5 φορές εάν υπάρχει 

πρώτου-βαθµού συγγενής µε καρκίνο προστάτη. Μεγαλύτερος αριθµός 

συγγενών µε νόσο αυξάνει περαιτέρω τον κίνδυνο. ∆ύο ή τρεις συγγενείς 

πρώτου βαθµού αυξάνουν τον κίνδυνο εµφάνισης κατά 5 και 11 φορές 

αντίστοιχα. Εµφάνιση καρκίνου προστάτη σε µικρή ηλικία επίσης αυξάνει τον 

κίνδυνο (Steinberg et al, 1990). 
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Ένας αριθµός γονιδίων έχει συσχετιστεί µε κληρονοµικότητα της νόσου. Αυτά, 

καθώς και η αλληλεπίδραση γονιδιακών παραγόντων και περιβάλλοντος 

αναφορικά µε την εµφάνιση της νόσου θα αναλυθούν παρακάτω. 

 

Ορµόνες 

Η τεστοστερόνη και ο πιο δραστικός της µεταβολίτης διυδροτεστοστερόνη 

(dihydrotestosterone, DHT) είναι απαραίτητοι για την φυσιολογική ανάπτυξη του 

προστάτη, και εποµένως µπορεί να εµπλέκονται στην παθογένεση του καρκίνου 

προστάτη. Ο καρκίνος προστάτη δεν αναπτύσσεται ποτέ σε άτοµα που έχουν 

ευνουχιστεί πριν την εφηβεία, ή σε άτοµα µε έλλειψη 5α-αναγωγάσης (το ένζυµο 

που µετατρέπει την τεστοστερόνη σε DHT) (Ross et al, 1992).  Σε µια µελέτη 

αναστολής της τύπου ΙΙ 5α-αναγωγάσης µε φιναστερίδη έδειξε µια µείωση στην 

ανάπτυξη καρκίνου προστάτη κατά περίπου 25%, συνοδευόµενη όµως από µια 

–αµφιλεγόµενη– αύξηση στην συχνότητα καρκίνου προστάτη υψηλής κακοήθειας 

(Thompson et al, 2003, Redman et al, 2008). 

 

Παχυσαρκία 

Η σχέση µεταξύ δείκτη µάζας σώµατος και επίπτωσης καρκίνου προστάτη είναι 

αµφιλεγόµενη. Πρώιµες µελέτες έδειξαν αυξηµένο κίνδυνο σε παχύσαρκους 

άντρες, ενώ νεώτερες µελέτες έδειξαν το αντίθετο (Porter and Stanford, 2005). Το 

τελευταίο µπορεί να έχει σχέση µε το γεγονός ότι οι παχύσαρκοι άντρες έχουν 

χαµηλότερα επίπεδα PSA και ανδρογόνων, άρα διαγιγνώσκονται σε µκρότερο 

ποσοστό µε καρκίνο του προστάτη στην σηµερινή εποχή του PSA. Όµως, 
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υπάρχει ένα ξεκάθαρα αυξηµένο ποσοστό θνησιµότητας σε παχύσαρκους άντρες 

µε καρκίνο προστάτη, το οποίο µπορεί να έχει σχέση µε ενεργοποίηση της 

προκαρκινικής δράσης της οδού του αυξητικού παράγοντα ινσουλίνης (insulin 

growth factor, IGF) (Kirby & Patel, 2008).   

 

∆ίαιτα 

Έχει προταθεί σχέση µεταξύ αυξηµένης κατανάλωσης κρέατος και κεκορεσµένων 

λιπαρών, στοιχείων της διατροφής των δυτικών κοινωνιών, και ανάπτυξης 

καρκίνου προστάτη. Επίσης υπάρχει ένδειξη ότι το α-λινολεϊκό οξύ µπορεί να 

συσχετίζεται µε κίνδυνο ανάπτυξης προχωρηµένου καρκίνου προστάτη, που 

µπορεί να έχει σχέση µε αυξηµένο οξειδωτικό στρες και επαγόµενη βλάβη DNA, 

ή µε την ανάπτυξη παχυσαρκίας (Kirby & Patel, 2008). Αντίθετα, τα ωµέγα-3 

λιπαρά συσχετίζονται µε µειωµένο κίνδυνο ανάπτυξης καρκίνου προστάτη 

(Aronson et al, 2010). 

Μελέτες παρατήρησης και µια προκαταρκτική τυχαιοποιηµένη κλινική µελέτη  

(Nutritional Prevention of Cancer, NPC) υπέδειξαν ότι αυξηµένη πρόσληψη 

σεληνίου συσχετίζεται µε κατά 63% µειωµένο κίνδυνο ανάπτυξης καρκίνου 

προστάτη (Duffield-Lillico et al, 2003). Αντίστοιχα, η µελέτη ATBC (Alpha-

Tocopherol, Beta-Carotene Cancer Prevention Study) κατέδειξε µείωση κατά 

32% του κινδύνου ανάπτυξης καρκίνου προστάτη µε χορήγηση α-τοκοφερόλης 

(ή βιταµίνης Ε) (Heinonen et al, 1998). Όµως, η αξία του σεληνίου και της 

Βιταµίνης Ε ως χηµειοπροστατευτική προσέγγιση δεν επιβεβαιώθηκε στην 
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µελέτη SELECT, η οποία διακόπηκε πρόωρα λόγω έλλειψης 

αποτελεσµατικότητας (Scott et al, 2009). 

 

Έκθεση στον ήλιο και βιταµίνη D 

Η θνησιµότητα από τον καρκίνο του προστάτη είναι αυξηµένη σε περιοχές µε 

γεωγραφικές περιοχές µε αυξηµένη έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία, και έχει 

βρεθεί ότι τα επίπεδα της βιταµίνης D, η σύνθεση της οποίας έχει σχέση µε 

έκθεση στον ήλιο, είναι χαµηλότερη σε ασθενείς µε καρκίνο προστάτη από ότι 

στον γενικό πληθυσµό. Όµως πρόσφατες µελέτες δεν κατέδειξαν µείωση του 

κινδύνου ανάπτυξης του καρκίνου προστάτη µετά από χηµειοπροφύλαξη µε 

χορήγηση βιταµίνης D (Park et al, 2010).  

 

1.1.3  ∆ιάγνωση και σταδιοποίηση  

 

Η κλινικά εντοπισµένη νόσος είναι συνήθως ασυµπτωµατική, ή ο ασθενής 

παρουσιάζεται µε συµπτωµατολογία καλοήθους προστατικής υπερτροφίας 

(benign prostate hyperplasia, BPH), όπως συχνουρία, αίσθηµα έπειξης, 

δυσκολία στην έναρξη της ούρησης κ.λ.π.  Η διάγνωση γίνεται συνήθως λόγω 

αυξηµένων επιπέδων PSA ορού, το οποίο οδηγεί σε βιοψία, συνήθως διορθικά 

υπό υπερηχογραφική καθοδήγηση (transrectal ultrasound-guided biopsy; TRUS 

biopsy). Συχνά επίσης είναι τυχαίο εύρηµα µετά από διουρηθρική εκτοµή 

προστάτη (transurethral resection of the prostate, TURP) για συµπτώµατα BPH. 
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H διάγνωση της ασυµπτωµατικής νόσου µε αυξηµένα επίπεδα PSA και η κλινική 

απόφαση για λήψη βιοψίας υποβοηθάται από τα κλινικά ευρήµατα της 

δακτυλικής εξέτασης (digital rectal examination, DRE), αλλά και από 

παράγωγους δείκτες σχετικούς µε το PSA, όπως η ταχύτητα PSA, η πυκνότητα 

PSA, ο δείκτης ελεύθερου προς συνδεδεµένου PSA, καθώς και ειδικά 

νορµογράµµατα ηλικίας (Benson et al, 1992a; Benson et al, 1992b; Nixon & 

Brawer, 1997; Catalona et al, 1998; Catalona et al, 2000; Berger et al, 2007). 

Η κλινική παρουσίαση της τοπικά προχωρηµένης νόσου µπορεί να είναι µε 

συµπτώµατα αιµατουρίας, δυσουρίας, περινεϊκό και υπερηβικό άλγος, ακράτεια, 

στυτική δυσλειτουργία, ουρητηρική απόφραξη (µε ανουρία), συµπτώµατα 

νεφρικής ανεπάρκειας, αιµοσπερµία και συµπτώµατα από το ορθό, όπως 

τεινεσµός. 

Συνολικά, η διάγνωση και σταδιοποίηση της τοπικής και τοπικά προχωρηµένης 

νόσου γίνεται µε τις παρακάτω µεθόδους: 

 ∆ακτυλική εξέταση 

 Μέτρηση PSA και σχετικών δεικτών 

 ∆ιορθικό υπερηχογράφηµα και βιοψία (µε Gleason score) 

 Απεικόνιση µε αξονική τοµογραφία ή/και µαγνητική τοµογραφία 

 Χρήση νορµογραµµάτων για την σταδιοποίηση και την πρόγνωση 

Η κλινική παρουσίαση της µεταστατικής νόσου είναι συχνά µε συµπτώµατα 

οστικού άλγους, λεµφαδενικής διόγκωσης, πυελικού άλγους ή ανουρίας λόγω 

απόφραξης ουρητήρων από λεµφαδενικά µπλοκ. Σε προχωρηµένες καταστάσεις 
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µπορεί να εµφανιστεί έντονη απώλεια βάρους και καχεξία, παραπληγία λόγω 

συµπίεσης νωτιαίου µυελού ή λήθαργος (λόγω αναιµίας και ουραιµίας). 

Για την σταδιοποίηση της µεταστατικής νόσου, εκτός από αυτά που 

αναφέρθηκαν για την εντοπισµένη και τοπικά προχωρηµένη νόσο, 

χρησιµοποιούνται και τα παρακάτω: 

 Σπινθηρογράφηµα οστών 

 Αξονική τοµογραφία άνω & κάτω κοιλίας/οπισθοπεριτοναίου (ή µαγνητική 

τοµογραφία) 

 Αξονική τοµογραφία θώρακος (ή απλή ακτνογραφία θώρακος, ανάλογα µε 

τις κλινικές ενδείξεις) (Kirby & Patel, 2008). 

 

1.1.4  Θεραπεία και πρόγνωση 

 

Η αντιµετώπιση του καρκίνου του προστάτη, µε βάση της συστάσεις του National 

Comprehensive Cancer Network (Mohler et al, 2010) εξαρτάται από τον κίνδυνο 

υποτροπής. Για τους ασθενείς µε κλινικά εντοπισµένη νόσο πολύ χαµηλού 

κινδύνου υποτροπής και προσδόκιµο επιβίωσης <20 έτη, καθώς και για τους 

ασθενείς µε νόσο χαµηλού κινδύνου υποτροπής και προσδόκιµο επιβίωσης <10 

έτη, οι πολύ πρόσφατες κλινικές οδηγίες του NCCN συστήνουν ενεργό 

παρακολούθηση µε τακτικό έλεγχο PSA και DRE (Εικόνα 1.6). Για νόσο 

υψηλότερου κινδύνου υποτροπής οι θεραπευτικές επιλογές είναι κυρίως η ριζική 

προστατεκτοµή (µε ή χωρίς πυελικό λεµφαδενικό καθαρισµό) και 

ακτινοθεραπεία/βραχυθεραπεία. Για νόσο υψηλού κινδύνου υποτροπής ή 
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προχωρηµένη/µεταστατική ο θεραπευτικός σχεδιασµός βασίζεται στην 

ορµονοθεραπεία (θεραπεία στέρησης ανδρογόνων; androgen deprivation 

therapy, ADT) (Εικόνα 1.7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.6. Αντιµετώπιση κλινικώς εντοπισµένου καρκίνου προστάτη πολύ χαµηλού και 
χαµηλού κινδύνου υποτροπής (Πηγή: NCCN Prostate Cancer Guidelines v.1.2010) 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 10:34:57 EEST - 52.14.83.249



 

 

Σε ασθενείς µε 

βιοχηµική 

πρόοδο νόσου ή ασυµπτωµατικούς µεταστατικούς ασθενείς µε αργή εξέλιξη 

νόσου (συνήθως οστικές µεταστάσεις µόνο) έχει νόηµα η χρησιµοποίηση 

δεύτερης γραµµής ορµονικών χειρισµών (π.χ. αντι-ανδρογόνα [ΑΑs], 

εστραµουστίνη, οιστρογόνα, προγεστερόνες, γλυκοκορτικοειδή, κετοκοναζόλη), ή 

άλλων φαρµακευτικών αγωγών στα πλαίσια κλινικών µελετών (π.χ. ο 

αναστολέας του κυτοχρώµατος CYP17 abiraterone, που αναστέλει την 

παραγωγή τεστοστερόνης σε όρχεις, επινεφρίδια και προστάτη) Σε ορµονο-

άντοχη νόσο και/ή συµπωµατικούς ασθενείς µε γρήγορη εξέλιξη νόσου έχει 

ένδειξη η χηµειοθεραπεία (Εικόνα 1.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.7. Αντιµετώπιση κλινικώς εντοπισµένου καρκίνου προστάτη υψηλού κινδύνου 
υποτροπής και τοπικά προχωρηµένης νόσου (Πηγή: NCCΝ Prostate Cancer Guidelines 
v.1.2010) 

 

Εικόνα 1.8. Συστηµατική θεραπεία στον καρκίνο προστάτη (Πηγή: NCCΝ Prostate Cancer 
Guidelines v.1.2010) 
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Η πρόγνωση της νόσου έχει βελτιωθεί τα τελευταία χρόνια, κυρίως λόγω της 

ευρείας εφαρµογής του ελέγχου PSA που βοήθησε στην διάγνωση της νόσου σε 

πρωιµότερα στάδια.  Έτσι, σήµερα η πενταετής επιβίωση της εντοπισµένης και 

τοπικά προχωρηµένης νόσου στις δυτικές κοινωνίες είναι έως και 100%. Όµως, 

παρά την πρόοδο της συστηµατικής θεραπείας, η πρόγνωση της προχωρηµένης 

και µεταστατικής νόσου εξακολουθεί να είναι δυσµενής  (Εικόνα 1.9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στην πράξη, η φυσική ιστορία της ορµονο-άντοχης νόσου είναι ιδιαίτερα 

ραγδαίας εξέλιξης, ιδιαιτέρως σε σύγκριση µε την ορµονο-εξαρτώµενη νόσο, και 

για αυτόν ακριβώς τον λόγο είναι σηµείο εστίασης της έρευνας γύρω από τον 

καρκίνο του προστάτη, τόσο της µεταφραστικής και κλινικά εφαρµοσµένης, όσο 

 

Εικόνα 1.9. Πενταετής  
Επιβίωση Καρκίνου 
Προστάτη στις Η.Π.Α. 
για την περίοδο 1998-
2005 (SEER Program 
Joinpoint Analyses) 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 10:34:57 EEST - 52.14.83.249



και της έρευνας των βασικών µηχανισµών µοριακής και κυτταρικής βιολογίας 

που εµπλέκονται στην ορµονο-αντοχή (Εικόνα 1.10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2 ΚΑΡΚΙΝΟΣ ΠΡΟΣΤΑΤΗ: ΜΟΡΙΑΚΗ ΒΙΟΛΟΓΙΑ 

 

1.2.1 Ο ανδρογονικός υποδοχέας  

 

Ο ανδρογονικός υποδοχέας (androgen receptor, AR) βρίσκεται στο κέντρο της 

βιολογίας του καρκίνου του προστάτη. Είναι µέλος της υπερ-οικογένειας των 

πυρηνικών υποδοχέων και λειτουργεί ως µεταγραφικός παράγοντας 

εξαρτώµενος από τους ειδικούς προσδέτες τους (τα ανδρογόνα), καθορίζοντας 

την συξουαλική διαφοροποίηση του άρρενος φύλου ενδοµητρίως, την ανάπτυξη 

των δευτερογενών χαρακτηριστικών φύλου και την παραγωγή σπέρµατος στην 

εφηβεία, την σνάοοτυξη του προστάτη αδένα στον ενήλικο, και την πρωτογενή 

κυτταρικήάυξηση στον καρκίνο προστάτη (Brinkmann & Trapman, 2000). Τα 

γονίδια που ενεργοποιούνται από τον AR περιέχουν συγκεκριµένες αλληλουχίες 

 

Εικόνα 1.10. Φυσική εξέξιξη ορµονο-άντοχου καρκίνου προστάτη 
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στις ρυθµιστικές περιοχές τους (εκκινητής/ενισχυτής) που αναγνωρίζονται από 

τον AR και ονοµάζονται AREs (androgen-response elements). To πιο γνωστό 

γονίδιο-στόχος του AR είναι το PSA, το οποίο περιέχει τέτοια AREs (Shang et al, 

2002). 

Το γονίδιο του AR περιέχει µια κεντρική περιοχής πρόσδεσης στο DNA (DNA-

binding domain, DBD), µια περιοχή σύνδεσης µε τον προσδέτη στο καρβοξυλικό 

άκρο (Ligand-binding domain, LBD), και δύο δυνητικές περιοχές ενεργοποίησης 

της µεταγραφής (AF-1 και AF-2). H δοµή του γονιδίου του AR φαίνεται στην 

Εικόνα 1.11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ρύθµιση της φωσφορυλίωσης του AR επηρεάζει την σύνδεση µε τους προσδέτες 

και εοπµένως την ρυθµιση της µεταγραφής των γονιδίων-στόχων (Guo et al, 

Εικόνα 1.11. 
∆οµή γονιδίου 
AR 
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2006). Η σύνδεση µε τα ανδρογόνα προκαλεί δοµική τροποποίηση του 

υποδοχέα, συνοδευόµενη από περαιτέρω φωσφορυλίωση του AR. Το σύµπλοκο 

AR-προσδέτη αλληλεπιδρά µε AREs στα γονίδια-στόχος του AR, και επάγει την 

µεταγραφή τους (Brinkmann et al, 1999). Το µεταγραφικό σύµπλοκο περιέχει 

επίσης συν-ενεργοποιητές (p160, CPB, p300) και RNA πολυµεράσες, ενώ η 

µεταγραφή σταµατάει µε την πρόσδεση στο σύµπλοκο σχετικών καταστολέων 

(Shang et al, 2002) (Εικόνα 1.12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πέρα από την ενεργοποίηση του από τα ανδρογόνα, ο AR αλληλεπιδρά µε άλλες 

σηµατοδοτικές οδούς µέσω δεύτερων αγγελιοφόρων, όπως η οδός EGFR (µέσω 

Ras/Raf/MEK), PTEN (µέσω PI3K/Akt) κ.λ.π. (Εικόνα 1.13), ρυθµίζοντας έτσι 

οδούς που έχουν σχέση µε κυτταρική αύξηση, διαφοροποίηση και επιβίωση.  

 

Εικόνα 1.12. Μεταγραφικό σύµπλοκο AR 
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1.2.2 Κληρονοµούµενος κίνδυνος εµφάνισης καρκίνου προστάτη  

 

Μελέτες ανάλυσης του συνόλου του ανθρώπινου γονιδιώµατος (genome-wide 

association studies, GWA studies) έχουν οδηγήσει στην αναγνώριση ενός 

αριθµού πολυµορφισµών µισς βάσης (single nucleotide polymorphisms, SNPs) 

που συσχετίζονται µε κίνδυνο εµφάνισης καρκίνου προστάτη. Μια περιοχή ~1Μb 

στο χρωµόσωµα 8q24 έχει βρεθεί ότι εµπεριέχει τέτοια SNPs, τα οποία φαίνεται 

να προσδίδουν 25% µε 50% κίνδυνο εµφάνισης καρκίνου προστάτη. Η περιοχή 

αυτή είναι κοντά στη θέση του ογκογονιδίου MYC, αλλά τα SNPs αυτά δεν 

φαίνεται να επηρεάζει την έκφραση του MYC. Επιπλέον, υπάρχουν δύο περιοχές 

στα χρωµοσώµατα 17q και 10q που κωδικοποιούν πρωτεϊνες όπως η β-

Εικόνα 1.13. Σηµατοδοτική οδός AR 
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µικροσεµινοπρωτεϊνη, που επίσης συσχετίζονται µε κίνδυνο εµφάνισης PC. 

Τέλος, από τις σηµαντικότερες κληρονοµούµενες βλάβες είναι αδρανοποιητικές 

µεταλλάξεις στο γονίδιο RNASEL, γονίδιο που εµπλέκεται στον αντι-ιϊκή άµυνα, 

προωθεί απόπτωση και αναστέλει την σηµατοδοτική οδό των ανδρογόνων   

(Schultz & Hoffmann, 2009; Witte, 2009) (Πίνακας 1.1). 

 

 

1.2.3 Επίκτητοι γενετικοί και επιγενετικοί µηχανισµοί  

 
1.2.3.1 Η αντιµετάθεση TMPRSS2:ETS   

Μια από τις πιο σηµαντικές γενετικές βλάβες που εµπλέκονται στον καρκίνο 

προστάτη είναι η αντιµετάθεση TMPRSS2:ETS. Το γονίδιο TMPRSS2 (21q22.2) 

κωδικοποιείµια διαµεµβρανική πρωτεάσης σερίνης, που είναι γονίδιο στόχος του 

AR, και έχει σηµαντική έκφραση στον φυσιολογικό προστάτη. H οικογένεια ETS 

 

Πίνακας 1.1. Κληρονοµούµενοι γονιδιακοί πολυµορφισµοί και καρκίνος προστάτη 
(από Witte, 2009) 
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είναι οικογένεια µεταγραφικών ρυθµιστών, οι οποίοι έχουν βρεθεί να 

υπερεκφράζονται στον καρκίνο προστάτη. Σε αυτούς ανήκουν τα γονίδια ERG 

(21q22.3), ETV1 (7p21.2), ETV4 (17q21) και ETV5 (3q27). Ο εκκινητής του 

TMPRSS2  έχει βρεθεί ότι αντιµετατίθεται και συνέχεται µε κάποιο µέλος της 

οικογένειας ETS, και εποµένως ο µεταγραφικός αυτός παράγοντας βρίσκεται 

πλέον υπό την καθοδήγηση του AR. Σε πάνω από 90% των αντιµεταθέσεων 

εµπλέκεται το γονίδιο ERG, ενώ η πιο συχνή βάβη είναι η απώλεια ενός 

τµήµατος του 5’-ERG (1Edel) (60%-90% των περιπτώσεων, ιδιαίτερα σε 

µεταστατικούς όγκους) (Εικόνα 1.14). Η συχνότητα την αντιµετάθεσης αυξάνει µε 

τη εξέλιξη σε προκαρκινικές και καρκινικές καταστάσεις: 0% σε φυσιολογικό ιστό, 

2.4% σε BPH,  20% σε υψηλού βαθµού προστατική ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία 

(HG-PIN), 50% σε εντοπισµένο καρκίνο προστάτη και 80%-90% στον 

µεταστατικό καρκίνο. Ως εκ τούτου, φαίνεται να αποτελεί µια γονιδιακή υπογραφή 

επιθετικού φαινοτύπου (Tomlins et al, 2005). 

 

 

 

 

1.2.3.2 Επιγενετικοί µηχανισµοί   

Aπό τους πιο σηµαντικούς επιγενετικούς µηχανισµούς είναι η υπερµεθυλίωση 

του DNA, η οποία είναι πρώιµο γεγονός που προδιαθέτει σε καρκινογένεση. 

 

Εικόνα 1.14. 
Αντιµετάθεση 
TMPRSS2:ERG 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 10:34:57 EEST - 52.14.83.249



Έχουν αναγνωριστεί πάνω από από 50 γονίδια που υπερµεθυλιώνονται στον 

καρκίνο προστάτη. Παραδείγµατα είναι το GSTP1 (glutathione S transferase Pi) 

που είναι υπερµεθυλιωµένο σε 75%-95% της HG-PIN, και το APC, του οποίου η 

µεθυλίωση αυξάνει κατά την εξέλιξη από BPH σε HG-PIN, και συσχετίζεται µε 

στάδιο και πρόγνωση της νόσου. Είναι όµως ετερογενές φαινόµενο. Για 

παράδειγµα, ο εκκινητής του γονιδίου RASSF1A (Ras association domain family 

member 1) είναι συχνά ετερογενώς υπερµεθυλιωµένος σε καλοήθεις περιοχές 

αδένων προστάτη που φέρουν καρκινώµατα συγκριτικά µε την πυκνή 

υπερµεθυλίωση των περιοχών µε το καρκίνωµα (Schultz & Hoffmann, 2009).  

Μια άλλη επιγενετική τροποποίηση που συµβαίνει αργότερα και συσχετίζεται µε 

εξέλιξη της νόσου και µετάσταση είναι η υποµεθυλίωση του DNA, που είναι 

«καθολική» (π.χ. υποµεθυλίωση των στοιχείων LINE-1 retrotransposons) και όχι 

ειδική για συγκεκριµένες γονιδιακές θέσεις, όπως είναι η υπερµεθυλίωση. 

Συνήθως ενέχει απώλεια µεθυλκυτοσίνης, και οδηγεί σε απώλεια του 

µεθυλιωτικού προφίλ που φυσιολογικά καταστέλλει την έκφραση κάποιων 

γονιδίων (imprinting), και έτσι οδηγεί σε υπερέκφραση γονιδίων όπως το IGF2 

(Schultz & Hoffmann, 2009). 

Τέλος, άλλοι επιγενετικοί µηχανισµοί αφορούν τροποιήσεις χρωµατίνης που 

συσχετίζονται µε κακή πρόγνωση και ορµονο-αντοχή (π.χ. υπερέκφραση HDAC1 

που συνυπάρχει συχνά µε την αντιµετάθεση TMPRSS2:ERG), και αλλαγές στην 

δοµή των συµπλόκων PcG (polycomb complexes), που επίσης συσχετίζονται µε 

προχωρηµένη νόσο (Schultz & Hoffmann, 2009). 
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Ένα συνολικό γράφηµα που παρουσιάζει τους επιγενετικούς µηχανισµούς στον 

καρκίνο προστάτη φαίνεται στην Εικόνα 1.15. 

  

 

 

 

 

 

1.2.3.3 Ανώµαλη ενεργοποίηση AR 

Μια πολύ σηµαντική ανακάλυψη ήταν ότι η πρόοδος προς ορµονο-αντοχή είναι 

εξαρτώµενη από τον υποδοχέα AR. H οµάδα του Chen και συνεργατών έδειξαν 

ότι ο κοινός παρονοµαστής της ορµονο-αντοχής σε in vitro και in vivo µοντέλα 

PC είναι η υπερέκφραση του AR (Chen et al, 2004). Αυτή η υπερέκφρση οδηγεί 

σε υπερευασθησία στην παρουσία των ανδρογόνων ακόµη και σε πολύ χαµηλές 

συγκεντρώσεις. Επιπλέον, αυτή η υπερέκφραση είναι ικανή να τροποποιήσει την 

δράση των αντι-ανδρογόνων (π.χ. βικαλουταµίδη) και να τους µετατρέψει σε 

αγωνιστές του AR. Tέλος, η υπερέκφραση AR επιφέρει κυτταρική αύξηση ακόµη 

και σε απουσία ανδρογόνων (Chen et al, 2004). Με αυτόν τον τρόπο, ο AR 

 

Εικόνα 1.15. 
Επιγενετικοί 
µηχανισµοί στον 
καρκίνο 
προστάτη (από 
Schultz & 
Hoffmann, 2009) 
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φαίνεται να αποκτά δράση ογκογονιδίου προωθώντας την επιβίωση και 

πολλαπλασιασµό των καρκινικών κυττάρων στα προχωρηµένα στάδια PC.  

Η ανώµαλη αυτή ενεργοποίηση του AR γίνεται µε τους παρακάτω µηχανισµούς 

(Linja et al, 2001; Sun et al, 2003; Yoshida et al, 2005; Guo et 

al, 2006; Mahajan et al, 2007; Mackinnon et al, 2009): 

 Πολλαπλασιασµός του γονιδίου AR: 20% σε ορµονο-ανθεκτικούς όγκους, 

2% σε ορµονο-ευαίσθητους όγκους  

 Μεταλλάξεις του γονιδίου AR: αυτές προκαλούνται από την χρήση ΑΑs και 

είναι ειδικοί για αυτά, π.χ. φλουταµίδη/Τ877Α, βικαλουταµίδη/W741C. 

Επιπλέον, οι µεταλλάξεις αυτές αυξάνουν την ευαισθησία του AR στις 

στεροειδείς ορµόνες. 

 Φωσφορυλίωση του AR: π.χ. η τυροσίνη στη θέση 534 είναι στόχος 

φωσφορυλίωσης από το SRC (οδός PI3K/Akt). Η φωσφορυλίωση αυτή 

αυξάνει στην ορµονο-άντοχη νόσο, και ενεργοποιεί τον AR,  ο οποίος 

αναδραστικά είναι ικανός να αυξήσει την ενεργοποίηηση της οδού 

PI3K/Akt µέσω SRC 

 Ενεργοποίηση των συν-ρυθµιστών του AR: π.χ. αύξηση του TIF2, το 

οποίο οδηγεί σε αυξηµένη ενεργοποίηση του AR σε χαµηλά ανδρογονικά 

επίπεδα  

 

1.2.3.4 Άλλοι µηχανισµοί 

Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, ο AR αλληλεπιδρά µε άλλες σηµατοδοτικές 

οδούς στον έλεγχο της φυσιολογικής λειτουργίας του προστάτη αδένα. 
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Αντίστοιχα, απορύθµιση της λειτουργίας αυτών των οδών παίζουν σηµαντικό 

ρόλο στην εξέλιξη του καρκίνου προστάτη και την πορεία προς την ορµονο-

άντοχη νόσο (Mackinnon et al, 2009): 

 Αύξηση της δραστηριότητας των ενζύµων στεροειδικής βιοσύνθεσης: µε 

αυτόν τον τρόπο τα κύτταρα PC παράγουν µόνα τους ανδρογόνα για την 

αύξηση τους 

 Απώλεια του γονιδίου PTEN: αυτό φυσιολογικά καταστέλλει την 

σηµατοδοτική οδό Akt, και απώλεια του οδηγεί σε ενργοποίηση της οδού 

αυτής 

 Eνεργοποίηση ογκογονιδίου MYC και άλλων ογκογονιδίων, ή καταστολή 

ογκο-προστατευτικών γονιδίων, π.χ. p53 

 Υπερέκφραση/πολλαπλασιασµός του γονιδίου Her2/Neu: είναι συχνό 

εύρηµα στην ορµονο-άντοχη νόσο, και οδηγεί στην φωσφορυλίωση και 

ενεργοποίηση του AR µέσω MAPK 

 Υπερέκφραση TWIST: αυτός είναι ένας εξελικτικά διατηρηµένος 

µεταγραφικός παράγοντας. Έχει βρεθεί ότι υπερεκφράζεται στο 90% του 

PC, ενώ µόνο στο 6-7% της BPH, και η έκφραση του συσχετίζεται µε το 

Gleason score και την εµφάνιση µετάστασης  

 

1.2.4 Μοντέλο Kαρκινογένεσης   

Λαµβάνοντας υπόψη δεδοµένα από όλους τους µοριακούς µηχανισµούς που 

αναφέρθηκαν παραπάνω, µπορεί να δηµιουργηθεί ένα συνολικό µοντέλο 
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καρκινογένεσης και προοδευτικής εξέλιξης για τον καρκίνο προστάτη, όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 1.16: 

 

1.2.5 Μικροπεριβάλλον Όγκου   

Η σύγχρονη βιολογία καρκίνου έχει εστιάσει το ενδιαφέρον της στην 

αλληλεπίδραση µεταξύ των κυττάρων του όγκου και του µικροπεριβάλλοντος 

τους. Στον καρκίνο του προστάτη, αυτό αφορά την αλληλεπίδραση στο 

µικροπεριβάλλον του πρωτοπαθούς όγκου, και αυτού των οστικών µεταστάσεων. 

Και στις δύο περιπτώσεις, τα κύτταρα του όγκου αλληλεπιδρούν µε τα 

 

Εικόνα 1.16. Προοδευτικό µοντέλο καρκινογένεσης στον καρκίνο προστάτη (προσαρµοσµένο 
από Gelmann EP, ACO GU Cancers Symposium 2008) 
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στρωµατικά κύτταρα της θεµέλιας ουσίας, τα ενδοθηλιακά αγγειακά κύτταρα 

κύτταρα ή τους οστεοβλάστες και τους οστεοκλάστες, παράγοντας ή 

µετατρέποντας τον ρυθµό παραγωγής ουσιών όπως χυµοκίνες, καθεψίνες και 

µεταλλοπρωτεϊνάσες θεµέλιας ουσίας (matrix metalloproteinases; MMPs), 

χρησιµοποιώντας έτσι το περιβάλλον του ξενιστή προς όφελος τους, αποκτώντας 

ικανότητες αύξησης, διήθησης και µετανάστευσης, συγχρόνως αποφεύγοντας 

τους αµυντικούς µηχανισµούς του ξενιστή. Η αλληλεπίδραση αυτή είναι 

αµφίδροµη, και από αυτήν εξαρτάται η επιτυχία επιβίωσης του καρκινικού 

κυττάρου στο δεδοµένο περιβάλλον (Bascom & Kenny, 2005; Wilson & Singh, 

2008) (Εικόνα 1.17):  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.17. Αλληλεπιδράσεις µικροπεριβάλλοντος στον καρκίνο προστάτη (από Wilson & 
Singh, 2008) 
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1.3 Η Ο∆ΟΣ NFκB – ΟΥΒΙΚΟΥΙΤΙΝΗΣ –  ΠΡΩΤΕΑΣΩΜΑΤΟΣ  

 

1.3.1 Ο Μεταγραφικός Παράγοντας NFκB 

 

1.3.1.1 Ρύθµιση σηµατοδοτικής οδού NFκB  

Η οικογένεια πρωτεϊνών Rel ή NF-kappaB (NF-κB) αποτελείται από µια 

οικογένεια δοµικά οµόλογων ευκαρυωτικών µεταγραφικών παραγόντων που 

εµπλέκονται στον έλεγχο ενός µεγάλου αριθµού φυσιολογικών κυτταρικών 

διαδικασιών, όπως οι ανοσιακές και φλεγµονώδεις αντιδράσεις, αναπτυξιακές 

διαδικασίες, κυτταρική αύξηση, και απόπτωση (Παράρτηµα Ι, Εικόνα 1.20). 

Επιπλέον, αυτοί οι µεταγραφικοί παράγοντες είναι ενεργοί σε ένα µεγάλο αριθµό 

παθολογικών καταστάσεων όπως ο καρκίνος, η αρθρίτιδα, η χρόνια φλεγµονή, 

το άσθµα, τα νευροεκφυλιστικά νοσήµατα, και τα καρδιαγγειακά νοσήµατα. 

Οι πρωτεϊνες Rel/NF-κB έχουν µια εξελικτικά διατηρηµένη δοµική περιοχή 

πρόσδεσης στο DNA/διµερισµού που ονοµάζεται περιοχή οµολογίας Rel (Rel 

homology domain; RHD) (Gilmore, 1990) (Εικόνα 1.18).  

 

 

 

 

Εικόνα 1.18. Rel Homology 
Domain. Οµοδιµερές NFKB1 
(p105) (πράσινο και µωβ) 
προσδεδεµένο σε DNA (καφέ) 
µέσω της RHD (µπλε) (3-D 
γράφηµα σχεδιασµένο µε τα 
προγράµµατα Pymol και 
PDB1VC crystallographic 
structure). 
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Όµως,  οι πρωτεϊνες Rel/NF-κB ταξινοµούνται σε δύο κατηγορίες µε βάση την 

αµέσως ακόλουθη αλληλουχία µετά την RHD προς της κατεύθυνση του 

καρβοξυλικού άκρου. Τα µέλη της πρώτης κατηγορίας, της κατηγορίας NF-κB 

πρωτεϊνών (p105, p100) έχουν εκτεταµένα καρβοξυλικά άκρα που περιέχουν 

πολλαπλά αντίγραφα αλληλουχιών αγκυρίνης, τα οποία δρουν ανασταλτικά για 

τα ίδια τα πρωτεϊνικά µόρια. Τα µέλη της κατηγορίας NF-κB µετατρέπονται σε 

µικρότερες ενεργείς πρωτεϊνες µε ικανότητα πρόσδεσης στο DNA (το p105 σε 

p50, το p100 σε p52) µέσω είτε µερικής πρωτεόλυσης ή διακοπής µετάφρασης 

(Palombella et al, 1994; Gilmore, 2006). Εποµένως, τα µέλη της πρώτης 

κατηγορίας δεν λειτουργούν συνήθως σαν µεταγραφικοί ενεργοποιητές παρά 

µόνο όταν σχηµατίζουν ετεροδιµερή µε κάποιο µέρος της δεύτερης κατηγορίας 

των Rel/NF-κB πρωτεϊνών. Η δεύτερη κατηγορία, οι πρωτεϊνες Rel, περιλαµβάνει 

το RelA (p65), RelB και το c-Rel. Αυτές περιέχουν στο καρβοξυλικό τους άκρο 

περιοχές ενεργοποίησης µεταγραφής, αυστηρά διατηρηµένες εξελικτικά (Gilmore, 

2006). 

Οι µεταγραφικοί παράγοντες Rel/NF-κB προσδένονται ως διµερή σε ένα µοτίβο 

αλληλουχίας DNA 9-10bp, που ονοµάζονται µοτίβα κΒ. Όλες οι Rel πρωτεϊνες 

σχηµατίζουν ετεροδιµερή ή οµοδιµερή, εκτός από το RelB που µπορεί να 

σχηµατίζει µόνο οµοδιµερή. Το πιο συχνό ετεροδιµερές είναι το p50/RelA 

ετεροδιµερές, που είναι ο κυριότερος µεταγραφικός παράγοντας για τα 

περισσότερα ευκαρυωτικά κύτταρα (Chen et al, 1998) (Εικόνα 1.19). 
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Η δραστηριότητα του NF-κB ελέγχεται κυρίως µέσω των ανασταλτικών 

πρωτεϊνών ΙκB. Υπάρχουν διάφορα µέλη της οµάδας των πρωτεϊνών ΙκB (π.χ. 

ΙκBα, ΙκBβ, ΙκBε (Παράρτηµα Ι, Εικόνα 1.20), οι οποίες δείχνουν διαφορετικές 

συγγένειες για τα διάφορα συµπλέγµατα Rel/NFκB, έχουν διαφορετικό έλεγχο 

λειτουργίας και εξειδικευµένη ιστική έκφραση (Hayden & Ghosh, 2004; Gilmore, 

2006). 

Η πλέον καλά µελετηµένη αλληλεπίδραση είναι αυτή του ΙκBα µε το διµερές 

p50/RelA. Η αλληλεπίδραση τους αποτρέπει την ικανότητα του NFκB να 

προσδένεται στο DNA και έχει ως αποτέλεσµα το σύµπλεγµα NFκB να βρίσκεται 

κυρίως στο κυτταρόπλασµα λόγω ενός ισχυρού σήµατος εξόδου από τον 

πυρήνα στο ΙκBα. Στην πράξη, το σύµπλεγµα NFκB/ΙκB βρίσκεται σε µια συνεχή 

µετακίνηση µεταξύ πυρήνα και κυτταροπλάσµατος, αλλά το σήµα εξόδου είναι 

ισχυρότερο από το σήµα εισόδου στον πυρήνα, διατηρώντας έτσι την δυναµική 

 

Εικόνα 1.19 Ετεροδιµερές 
p50/RelA. 3D 
κυσταλλογραφική µορφή του 
συµπλέγµατος p50/p65 (1VKX) 
συνδεδεµένο σε DNA (Protein 
Data Bank). 
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της σηµατοδότησης (Chen, 2005; Gilmore, 2006). Αντίθετα, όταν το NFκB δεν 

συνδέεται µε το ΙκB, επέρχεται πυρηνική µετακίνηση του ελεύθερου NFκB. 

Όταν ένα κύτταρο διεγερθεί από µια ποικιλία εξωκυττάριων σηµάτων, το NFκB 

µετακινείται ταχέως στον πυρήνα και ενεργοποιεί την έκφραση γονιδίων-στόχων. 

Σχεδόν όλα τα σήµατα που οδηγούν στην ενεργοποίηση του NFκB ενέχουν 

ενεργοποίηση ενός συµπλόκου κινασών σερίνης-θρεονίνης ειδικών για το ΙκB, το 

σύµπλοκο αναστολέων του ΙκB (IκB kinase, IKK) (Παράρτηµα Ι, Εικόνα 1.20). Η 

ΙΚΚ στα περισσότερα κύτταρα έχει τουλάχιστον 3 υποµονάδες: ΙΚΚα, ΙΚΚβ και 

ΙΚΚγ (ΝΕΜΟ). Τα ΙΚΚα και ΙΚΚβ είναι καταλυτικές υποµονάδες κινάσης, ενώ το 

ΙΚΚγ είναι ρυθµιστική υποµονάδα που λειτουργεί διαγνωστικά και ρυθµιστικά ως 

προς τη σηµατοδότηση για την ενεργοποίηση των καταλυτικών υποµονάδων.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.20 Οικογένειες NFκB, 
IκB και ΙΚΚ. [RHD]: Rel 
homology domain; [TAD]: 
transactivation domain; [LZ]: 
leucine zipper domain; [GRR]: 
glycine-rich domain; [HLH]: 
helix-loop-helix domain; [Z]: 
zing finger domain; [CC1/2]: 
coiled-coil domains; [NBD]: 
NEMO-binding domain; [α]:α-
helical domain (από Hayden & 
Ghosh, 2004). 
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Στην κλασσική ή κανονική οδό ενεργοποίησης του NF-κB, η ενεργοποίηση του 

συµπλέγµατος ΙΚΚ οδηγεί σε φωσφορυλίωση από το ΙΚΚβ δύο σερινικών 

θέσεων στο αµινοτελικό άκρο του ΙκBα, το οποίο αποτελεί σήµα για 

ουβικουιτίνωση και πρωτεασωµική αποδόµηση. Στην µη κανονική ή εναλλακτική 

οδό, το σύµπλεγµα p100/RelB ενεργοποιείται από φωσφορυλίωση του p100 από 

ένα οµοδιµερές ΙΚΚα (χωρίς την υποµονάδα ΝΕΜΟ), οδηγώντας σε 

ουβικουιτίνωση και µερική πρωτεόλυση του p100, µετατρέποντας το έτσι στο 

ενεργό p52/RelB κύτταρα. Η εναλλακτική οδός έχει βρεθεί ενεργή σε Β 

λεµφοκύτταρα και δενδριτικά κύτταρα (Hayden & Ghosh, 2004; Chen, 2005; 

Gilmore, 2006; Scheidereit, 2006) (Εικόνα 1.21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.21 Οδοί 
ενεργοποίησης NFκB. 
Αριστερά: κανονική οδός, 
µέσω υποδοχέων TNFR 
και IL-1R/TLR. ∆εξιά: µη 
κανονική οδός, µέσω 
υποδοχέα BAFF-R των Β-
λεµφοκυττάρων (από 
Chen, 2005). 
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Και στις δύο οδούς, το ελεύθερο σύµπλεγµα NFκB εισέρχεται στον πυρήνα και 

ενεργοποιεί µεταγραφικά γονίδια-στόχους (Παράρτηµα ΙΙ). Στην κλασσική οδό, 

ένα από τα γονίδια-στόχοι είναι αυτό που κωδικοποιεί το ΙκBα (Sun et al, 1993). 

Το νεο-συντιθέµενο ΙκBα εισέρχεται στον πυρήνα, συνδέεται µε το NFκB 

αποσυνδέοντας το έτσι από το DNA, και το σύµπλεγµα εξέρχεται στο 

κυτταρόπλασµα επαναφέροντας έτσι την κατάσταση ισορροπίας. Ως εκ τούτου, η 

ενεργοποίηση του NFκB είναι γενικότερα µια βραχείας διάρκειας κατάσταση, 

διαρκώντας 30-60 λεπτά στα περισσότερα κύτταρα (Hayden & Ghosh 2004; 

Chen, 2005; Gilmore, 2006; Scheidereit, 2006).   

Πέρα από τα παραπάνω, υπάρχει πληθώρα ενδείξεων ότι ο έλεγχος της οδού 

NFκB είναι πιο σύνθετη διαδικασία. Για παράδειγµα, το RelA και το p50 

ρυθµίζονται από ουβικουιτίνωση, µεθυλίωση, φωσφορυλίωση, σουµουλίωση, 

οξείδωση/αναγωγή, και προπυλ-ισοµερίωση. Επιπλέον, σαν αποτέλεσµα της 

διέγερσης του NFκB (τουλάχιστον µέσω TNF), επάγεται ενεργοποίηση και του 

ΙΚΚα. Το τελευταίο εισέρχεται στον πυρήνα, συνδέεται µε θέσεις κΒ γονιδιακών 

προαγωγών/ενισχυτών και φωσφορυλιώνει την ιστόνη Η3, η οποία επάγει την 

µεταγραφή των κΒ γονιδίων-στόχων. Στην πράξη, σε αντιστοιχία µε τους 

εξωκυττάριους διεγέρτες του NFκB, υπάρχει ένας αριθµός ενδοκυττάριων συν-

ενεργοποιητών, όπως PKA, CPB ακετυλάσες, p300, p/CAF και p160 πρωτεϊνες. 

Αντίστοιχα, υπάρχουν ενδοκυττάριοι καταστολείς του NFκB, όπως είναι η 

οικογένεια αποακετυλιασών ιστονών (histone deacetylase, HDAC), π.χ. HDAC1, 

HDAC3 (Chen et al, 2002; Hayden & Ghosh 2004; Gao et al, 2005; Chen 2005). 
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Μια συνολική εικόνα της σηµατοδοτικής οδού του NFκB φαίνεται στην Εικόνα 

1.22. 

 

 

1.3.1.2 NFκB και καρκίνος προστάτη 

Ο παράγοντας µεταγραφής NFκΒ ελέγχει πολλές διαδικασίες που επηρεάζουν 

την καρκινογένεση και την εξέλιξη του καρκίνου, όπως την ανοσία, τη 

φλεγµονώδη αντίδραση, τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, τη µετανάστευση και 

την απόπτωση, µέσω ενεργοποίησης σχετικών γονιδίων-στόχων (Εικόνα 1.23) 

(Chen et al, 2005, Bassères & Baldwin, 2006). 

 

 

 

Εικόνα 1.22 Σηµατοδοτική οδός NFκB.  
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Η ενεργοποίηση του NFκB στην καρκινογένεση γίνεται µέσω ογκοπρωτεϊνών 

(π.χ. Her2/neu, H-Ras, Bcr-Abl), διαµεσολαβούµενη µέσω της κλασσικής οδού 

ενεργοποίησης και του συµπλέγµατος ΙΚΚ. Επίσης, µπορεί να γίνει και µέσω 

άλλων οδών σηµατοδότησης, όπως του PI3K/Akt (µέσω ΙΚΚα), από τον PDGF ή 

µέσω κυτοκινών όπως η IL-6 (Εικόνα 1.24) (Bassères & Baldwin, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.24 Οδοί 
ενεργοποίησης NFκB στην 
ογκογένεση (από Bassères 
& Baldwin, 2006). 

 

Εικόνα 1.23 Γονίδια-
στόχοι NFκB που 
εµπλέκονται στην 
ογκογένεση. Κυτταρική 
επιβίωση, 
∆ιήθηση/Μετάσταση, 
Φλεγµονή, Κυτταρικός 
πολλαπλασιασµός, 
Επιθηλιακή/Μεσεγχυµα-
τογενής µετάβαση, 
Αγγειογένεση (από 
Bassères & Baldwin, 
2006). 
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Για τον καρκίνο του προστάτη υπάρχουν ενδείξεις αυξηµένης δραστηριότητας 

του NFκΒ µέσω της ενεργοποίησης της ΙΚΚ. Ο ενεργοποιηµένος NF-κΒ προωθεί 

κυτταρική αύξηση και πολλαπλασιασµό µέσω ελέγχου της έκφρασης των 

γονιδίων c-myc, cyclin D1 και IL-6. Επιπλέον, αυξάνει την έκφραση αντι-

αποπτωτικών γονιδίων όπως το Bcl-2, αν και υπάρχουν αναφορές προ-

αποπτωτικής δράσης του NFκΒ, µε αύξηση της έκφρασης του Bax. Γονίδια-

στόχοι του NFκΒ εµπλέκονται επίσης στην αγγειογένεση (IL-8, VEGF), διήθηση 

και µετάσταση (e-σελεκτίνη, MMP9, uPA, υποδοχέας uPA) (Sweeny et al, 1997; 

Muenchen et al, 2000; Gasparian et al, 2002; Lindholm et al, 2001; Suh & 

Rabson, 2004; Papandreou & Logothetis, 2004; Paule et al, 2007).  

Αυτό το προφίλ ενεργοποίησης του NFκΒ σχετίζεται µε την εξέλιξη του καρκίνου 

και την αντίσταση στη χηµειοθεραπεία, προχωρηµένο στάδιο καρκίνου, 

βιοχηµική πρόοδο νόσου και υψηλά επίπεδα PSA διάγνωσης (Baldwin et al, 

2001; Papandreou et al, 2004; Papandreou & Logothetis, 2004; Ross et al, 2004; 

Paule et al, 2007). Πράγµατι, υπάρχουν πρόσφατες ενδείξεις ότι η έκθεση σε IL-6 

επιφέρει τη νευροενδοκρινή διαφοροποίηση των υπο-κλώνων του όγκου στον 

καρκίνο του προστάτη, µε αποτέλεσµα τον σχηµατισµό αντι-αποπτωτικού 

φαινότυπου και αντίσταση στη χηµειοθεραπεία (Spiotto et al, 2000; Sanford & 

Dewille, 2005). 
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1.3.2 Tο Σύστηµα Ουβικουιτίνης-Πρωτεασώµατος 

 

1.3.2.1 ∆οµή και λειτουργία συστήµατος UPS 

 

Το σύστηµα ουβικουιτίνης/πρωτεασώµατος (UPS) είναι µια απαραίτητη 

κυτταρική ρυθµιστική µηχανή που παίζει βασικό ρόλο σε πρωτεολυτικές και µη-

πρωτεολυτικές λειτουργίες που επηρεάζουν πολλές διεργασίες που σχετίζονται 

µε τον καρκίνο, όπως η ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου, ο έλεγχος της γήρανσης 

και της οξείδωσης, η απόπτωση, η κυτταρική σηµατοδότηση, η επιδιόρθωση του 

DNA, ο χρωµατινικός ανασχηµατισµός και η µεταγραφή (Chen, 2005; DeMartino 

and Gillette, 2007; Vlachostergios et al, 2009a; Vlachostergios et al, 2009b).  

Το πρωτεασωµικό σύµπλεγµα 26S είναι ένα µεγάλο (2.4MDa) ετερογενές 

σύµπλεγµα πολλών πρωτεϊνών µε διαφορετικά λειτουργικά χαρακτηριστικά που 

υπάρχει σε όλα τα κύτταρα τόσο στο κυτταρόπλασµα, όσο και στον πυρήνα. 

Αποτελείται από δύο πολυ-πρωτεϊνικά υποσυµπλέγµατα, ένα κεντρικό σύµπλοκο 

πρωτεάσης, το 20S πρωτεάσωµα, και µια ρυθµιστική υποµονάδα, το 19S 

πρωτεάσωµα ή PA700 (Pickart & Cohen, 2004). Το καταλυτικό κέντρο αυτού του 

συµπλέγµατος, το 20S πρωτεάσωµα (700kDa), είναι αυστηρά διατηρηµένο 

εξελικτικά, µε απλές µορφές παρούσες και σε προκαρυωτικούς οργανισµούς. Το 

20S πρωτεάσωµα είναι ένας σχηµατισµός που αποτελείται από δύο αντίγραφα 

14 πρωτεϊνικών υποµονάδων (α1-α7 και β1-β7), που συγκροτούν έναν 

κυλινδρικό σχηµατισµό τεσσάρων επταµερών δακτυλίων. Το σύµπλεγµα διαθέτει 

δύο αντίγραφα από τρία ξεχωριστά καταλυτικά κέντρα (Εικόνα 1.25). Αυτά τα 
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καταλυτικά κέντρα µαζί, που βρίσκονται στους δύο κεντρικούς δακτύλιους των β 

υποµονάδων, υδρολύουν σχεδόν όλους τους πεπτιδικούς δεσµούς. Τα 

υποστρώµατα εισέρχονται στον κεντρικό καταλυτικό πυρήνα από εγκάρσιες 

εισόδους στους τελικούς δακτύλιους των α υποµονάδων, αλλά µόνο παρουσία 

ενεργοποιητών (όπως το PA700), ενώ σε απουσία των τελευταίων αυτές οι 

είσοδοι κλείνουν και η δραστηριότητα του πρωτεασώµατος καταστέλλεται 

(Εικόνα 1.25) (Pickart & Cohen, 2004; Rechsteiner & Hill 2005; DeMartino and 

Gillette, 2007; Drews et al, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.25 ∆οµή 20S πρωτεασώµατος. Επάνω: Πλάγια όψη. Ενεργά κέντρα 
σχηµατίζονται στα αµινοτελικά άκρα των υποµονάδων β1, β2 και β7. Κάτω: Κάτοψη 
συµπλόκου πρωτεασώµατος στην κλειστή (αριστερά) και την ανοιχτή (δεξιά) 
διαµόρφωση (από Rechsteiner & Hill, 2005). 
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Η φωσφορυλίωση της αλληλουχίας PEST (proline-glutamate-serine-threonine) ή 

αλληλουχιών τύπου PEST, ως απάντηση σε σήµατα κυτταρικής στόχευσης, 

προκαλεί την έναρξη της ουβικουιτίνωσης και σηµαίνει τις πρωτεϊνες για 

πρωτεασωµική επεξεργασία και/ή αποδόµηση. H φωσφορυλιωµένη αλληλουχία 

PEST αναγνωρίζεται από λιγκάσες ουβικουιτίνης, που καταλύουν την προσθήκη 

ενός µορίου ουβικουιτίνης. Στην συνέχεια προστίθενται µια αλυσίδα πολυ-

ουβικουιτίνης χαρακτηριστικού σχηµατισµού, µέσω της οποίας το  πρωτεάσωµα 

αναγνωρίζει πρωτεϊνες προς αποδόµηση (Papandreou & Logothetis, 

2004; Pickart & Cohen, 2004; Chen, 2005; DeMartino & Gillete, 2007).  

Αναλυτικά, η σύνδεση µιας πρωτεΐνης µε την ουβικουιτίνη επιτελείται σε 3 στάδια 

που καταλύονται από τρεις κατηγορίες ενζύµων. Η πρώτη κατηγορία είναι τα 

ένζυµα που ενεργοποιούν την ουβικουιτίνη (αποκαλούµενα και Ε1) τα οποία 

χρησιµοποιώντας ενέργεια από την αποδόµηση του ATP συνδέονται µέσω µιας 

κυστεΐνης µε την ουβικουιτίνη και την ενεργοποιούν. Στη συνέχεια η ουβικουιτίνη 

µεταφέρεται σε µια κυστεΐνη ενός ενζύµου της κατηγορίας Ε2 (Ubiquitin 

Conjygating enzyme). Στο τρίτο στάδιο της διαδικασίας, η συνδεδεµένη 

ουβικουιτίνη µεταφέρεται µε την βοήθεια ενός ενζύµου µε δράση λιγκάσης της 

ουβικουιτίνης (αποκαλούµενο και Ε3) στην πρωτεΐνη στόχο. Στην αντίδραση 

αυτή συνδέεται η ε-αµίνη µιας λυσίνης του µορίου της πρωτεΐνης στόχου µε την 

καρβοξυτελική γλυκίνη της ουβικουιτίνης. Επιπλέον µόρια ουβικουιτίνης µπορούν 

να συνδεθούν στο παραπάνω σύµπλεγµα µέσω αµινοξέων λυσίνης του µορίου 

της ουβικουιτίνης, συνήθως το Κ48. Η σύνδεση της ουβικουιτίνης µε πρωτεΐνες- 

στόχους µέσω άλλων λυσινών του µορίου της όπως η Κ29 και η Κ63 δεν 
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αποτελούν µήνυµα αναγνώρισης από το πρωτεάσωµα για αποδόµηση αλλά 

εµπλέκονται σε άλλες κυτταρικές λειτουργίες όπως η επιδιόρθωση του DNA και η 

ενδοκυττάρωση µεµβρανικών πρωτεϊνών. Μια αλυσίδα από τουλάχιστον 4 µόρια 

ουβικουιτίνης χρειάζεται ώστε η πρωτεΐνη στόχος να αναγνωριστεί και να 

αποδοµηθεί από το πρωτεάσωµα. Η επιµήκυνση της αλυσίδας των 

ουβικουιτινών υποβοηθείται σε µερικές περιπτώσεις από ένα τέταρτο τύπο 

ενζύµων που ονοµάζονται Ε4. Μια πλειάδα ενζύµων παίρνουν µέρος στην 

διαδικασία σύνδεσης µε ουβικουιτίνη. Υπάρχουν τουλάχιστον 50 διαφορετικά 

ένζυµα τύπου Ε2 και πολλά Ε3 που ανήκουν σε τρεις οικογένειες: Αυτά που 

φέρουν τοµείς HECT (Homologous to E6-associated protein C-terminus), αυτά µε 

τοµείς RING (Really Interesting New Gene) και αυτά που περιέχουν τοµείς τύπου 

U-box (τοµέας που είχε περιγραφεί αρχικά στο Ε4 ένζυµο UFD2 στους µύκητες) 

(Jiang et al, 2001; Cyr et al, 2002; Pickart, 2004; Miller & Gordon, 2005; Mani & 

Gelmann, 2005; Welchman et al, 2005). 

Ακολούθως της αναγνώρισης µιας πολυ-ουβικουιτινωµένης πρωτεΐνης, µια από 

τις λειτουργίες της ρυθµιστικής υποµονάδας 19S είναι η απο-ουβικουιτυλίωση 

του υποστρώµατος ως προετοιµασία για την πρωτεόλυση. Η αντίδραση 

καταλύεται επίσης από ειδικά αποσυνδετικά ένζυµα, τις απο-ουβικουιτινάσες. 

Έχουν περιγραφεί πάνω από 70 τέτοια ένζυµα στα ανθρώπινα κύτταρα 

(Pickart, 2004; Pickart & Cohen, 2004; Chen, 2005; DeMartino 

& Gillete, 2007). 

Το πρωτεάσωµα στοχεύει σε πρωτεϊνες που είναι κατεστραµµένες, οξειδωµένες 

ή εσφαλµένα περιελιγµένες. Επιπλέον, ενορχηστρώνει τη διατεταγµένη 
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διάσπαση των ρυθµιστικών πρωτεϊνών που ορίζουν τον κυτταρικό κύκλο, την 

ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα, την απόπτωση και τη διακίνηση 

κυττάρων (Adams et al, 1999; Papandreou et al, 2004; DeMartino & Gillete, 

2007; Jung et al, 2007). Συνολικά η πρωτεολυτική δράση του πρωτεασώµατος 

φαίνεται στην Εικόνα 1.26. 

Πέρα από τον γνωστό πρωτεολυτικό ρόλο του πρωτεασώµατος, πρόσµατα έχει 

αναγνωριστεί ότι το τελευταίο  έχει πολύ σηµαντικούς µη-πρωτεολυτικούς ρόλους 

που εµπλέκονται στην καρκινογένεση, την εξέλιξη του καρκίνου και την 

αντίσταση στην χηµειο/ακτινοθεραπεία. Τέτοιοι ρόλοι διενεργούνται µέσω απο-

ουβικουιτυλίωσης, σουµοϋλίωσης ή NEDDυλίωσης πρωτεϊνών (Vlachostergios 

et al, 2009a; Vlachostergios et al, 2009b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.26 Πρωτεολυτική δράση πρωτεασώµατος. 
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Το πρωτεάσωµα είναι ένας ευαίσθητος µηχανισµός που µπορεί να 

προσαρµόζεται ανάλογα για να ελέγχει την οµοιόσταση της ουβικουιτίνης, ακόµα 

και υπό αναστολή (DeMartino & Gillette 2007; Naujokat et al, 2007). Επιπλέον, 

τα κύτταρα µπορούν να ρυθµίσουν τη λειτουργία του πρωτεασώµατος, ως 

απάντηση στην αλλαγή των φυσικών απαιτήσεων (για παράδειγµα σαν 

ανταπόκριση στην βλάβη DNA που προκαλούν χηµειοθεραπευτικοί παράγοντες), 

τόσο µεταβάλλοντας τον συνολικό αριθµό πρωτεασωµάτων, όσο και 

διαφοροποιώντας τη σύνθεση υποµονάδων των πρωτεασωµάτων αλλά και την 

υποκυτταρική εντόπιση του συµπλόκου (DeMartino & Gillette, 2007; Boisvert et 

al 2009). 

Το σύστηµα UPS ρυθµίζει πολλά βήµατα στην οδό NF-κΒ: τη ουβικουιτίνωση και 

πρωτεολυτική αποδόµηση της ΙκΒ, την επεξεργασία των πρόδροµων µορφών 

NF-κΒ p100 και p105, και την ενεργοποίηση της κινάσης ΙκΒ (ΙΚΚ), το τελευταίο 

τόσο σε εξάρτηση, όσο και ανεξάρτητα της διάσπασης (Papandreou and 

Logothetis, 2004; Chen, 2005).  

 

1.3.2.2  Ο αναστολέας πρωτεασώµατος βορτεζοµίµπη 

Η βορτεζοµίµπη (PS-341, VELCADE) είναι ο πρώτος και ο µόνος, προς το 

παρόν, αναστολέας του πρωτεασώµατος που χρησιµοποιείται κλινικά.  Είναι 

πεπτίδιο που ανήκει στις πεπτιδύλ-αλδεΰδες και είναι παράγωγο του βορονικού 

οξέος (Ν-πυραζιν-καρβονυλ-L-φαινυλαλανίνη-L-λευκίνη βορονικό οξύ) (Εικόνα 

1.27). Η οµάδα αυτή παραγώγων, σε αντίθεση µε άλλες πεπτιδύλ-αλδεΰδες 

όπως η λιουπεπτίνη και η παπαΐνη, είναι ειδικοί αναστολείς του πρωτεασώµατος. 
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Αναστέλλει ειδικά την ενζυµική δραστικότητα χυµοτρυψίνης του πρωτεασώµατος 

ενώ δεν επηρεάζει άλλα σηµαντικά ένζυµα του κυττάρου όπως η τρυψίνη, η 

θροµβίνη, η χυµοτρυψίνη, η καθεψίνη Β, και η ελαστάση (Adams et al, 1999; 

Lightcap et al, 2000; Richardson et al, 2003; O’Connor, 2006). 

 

 

 

 

 

Φαρµακοκινητικές µελέτες έδειξαν ότι η συγκέντρωση της βορτεζοµίµπης 

ακολουθεί µία κλασική διφασική µείωση µετά από χορήγηση µίας δόσης. ∆εν 

εισέρχεται στον αιµατοεγκεφαλικό φραγµό, ενώ ο καταβολισµός της γίνεται µε 

οξειδωτική αφαίρεση του βορονικού οξέος, υδροξυλίωση των αποβοριοµένων 

παραγώγων και ηπατική και νεφρική απέκκριση. ∆όσεις 1.04 ως 1.38 mg/m2 

οδηγούν σε πρωτεασωµική αναστολή µεταξύ 60-70% της αρχικής. 

Συγκεντρώσεις στο πλάσµα γύρω στα 300-400 ng/ml έχουν σαν αποτέλεσµα 

πρωτεασωµική αναστολή της τάξης του 70-80% ενώ το ποσοστό πέφτει στο 20% 

µε συγκεντρώσεις 10 ng/ml. To VELCADE έχει αποδεδειγµένη 

κυτταροτοξικότητα στην κυτταρική σειρά προστάτη PC-3 in vitro µε GI50: 7nM, και 

σταµατάει την αύξηση του όγκου απο τα ίδια κύτταρα σε ζωϊκά µοντέλα (Adams 

et al, 1999; Richardson et al, 2003; Papandreou & Logothetis, 2004). Η 

 

Εικόνα 1.27 Αναστολέας 
πρωτεασώµατος 
βορτεζοµίµπη. Απεικόνιση 
σύνδεσης πάνω σε 
πρωτεάσωµα µύκητος 
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βορτεζοµίµπη έχει χρησιµοποιηθεί σε µια Φάσεως 1 κλινική µελέτη σε ασθενείς 

καρκίνου προστάτη, κατά την οποία αποδείχθηκε ότι η µέγιστη ανεκτή και 

αποτελεσµατική δόση ήταν 1.6mg/m2 χορηγούµενο ενδοφλεβίως εβδοµαδιαία για 

4 εβδοµάδες µε κύκλο 5 εβδοµάδων. Η µέση αναστολή πρωτεασωµικής 

δραστηριότητας 1 ώρα µετά την δόση ήταν ≥75%. Σε αυτές τις δόσεις, υπήρξαν 

ενδείξεις βιολογικής δραστηριότητας (µείωση δεικτών σχετιζόµενων µε το NFκB) 

και αντινεοπλασµατική δράση (Papandreou et al al, 2004; Papandreou & 

Logothetis, 2004).    

 

 

1.4 Ο ΑΞΟΝΑΣ NEP / ΝΕΥΡΟΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ  

 

1.4.1 Η Ουδέτερη Ενδοπεπτιδάση (NEP)  

 

1.4.1.1 Φυσικοχηµικές και βιολογικές ιδιότητες NEP  

Η ουδέτερη ενδοπεπτιδάση (ΝΕΡ, νεπριλυσίνη, εγκεφαλινάση, ενδοπεπτιδάση 2, 

kidney-brush-border neutral proteinase, atriopeptidase, Common acute 

lymphocytic leukaemia antigen; CALLA, CD10) (EC 3.4.24.11, GenBank ID: 

4311, UniProt ID: P08473) είναι µια µεµβρανική πρωτεϊνη τύπου ΙΙ (90-110kDa, 

µήκος πρωτεϊνικής αλληλουχίας: 750 αµινοξέα). Είναι µεταλλο-ενδοπεπτιδάση 

ψευδάργυρου τύπου θερµολυσίνης της οικογένειας Μ13 πεπτιδασών, που 

εκφράζεται από διάφορους ιστούς, συµπεριλαµβανοµένου και του προστάτη 

(Εικόνες 1.28 & 1.29).  
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Το ένζυµο παίζει σηµαντικό ρόλο στην ακύρωση πεπτιδικής σήµανσης στην 

επιφάνεια των κυττάρων. ∆ιασπά πεπτιδικούς δεσµούς σε πεπτίδια µήκους έως 

και 30 αµινοξέων στην αµινική πλευρά των υδρόφοβων αµινοξέων τους, 

ιδιαιτέρως σε θέσεις Phe ή Tyr. Έτσι, υδρολύει και απενεργοποιεί διάφορα 

ενεργά ενδογενή πεπτίδια, όπως τα οπιούχα πενταπεπτίδια Met- και Leu-

εγκεφαλίνη, η ουσία Ρ, η βραδυκινίνη, η αγγειοτενσίνη 1 και 2, η ενδοθηλίνη 1 και 

πεπτίδια τύπου βοµβεσίνης, που συνολικά ονοµάζονται νευροπεπτίδια 

(neuropeptides, NPs) (Πίνακας 1.2).  

 

Υπόστρωµα Κύρια Ιδιότητα UniProt 

ID 

Gene 

name 

Πίνακας 1.2 Υποστρώµατα NEP  

 

Εικόνα 1.28 3-D απεικόνιση µορίου NEP. 
UniProt ID: P08473, NEP_HUMAN 
[απεικόνιση µε DeepView/Swiss-Pdb Viewer 
3.7 (SP5)]  

 
Εικόνα 1.29 3-D απεικόνιση ενεργού 
κέντρου NEP. Αµινοξέα 507-749. Μόριο 
προσδεδεµένου υποστρώµατος µε κίτρινο 
(από Tiraboschi et al, 1999)  
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EΤ-1 
Αγγειοσυσπαστικό/µιτογόνο 

πεπτίδιο 
P05305* EDN1* 

ET-2 
Αγγειοσυσπαστικό/µιτογόνο 

πεπτίδιο 
P20800* EDN2* 

ET-3 Αγγειοδιασταλτικό πεπτίδιο P14138* EDN3* 

Bοµβεσίνη 
 Πρόκληση µυικής 

σύσπασης/µιτογόνο πεπτίδιο 
P84213 

(πρωτεϊνη 

του είδους 

Bombina 

variegata) 

Gastrin-releasing 

peptide (GRP) 
∆ιέγερση έκκρισης γαστρίνης P07492 GRP 

Aγγειοτενσίνη 1, 2 
Πρωτεϊνες του συστήµατος 

ρενίνης-αγγειοτενσίνης 
P01019* AGT* 

Nευροτενσίνη/ 

νευροµεδίνη N 

Πρόκληση µυϊκής 

σύσπασης/µεταβολισµός λίπους 
P30990 NTS 

Καλσιτονίνη Ρύθµιση οµοιόστασης ασβεστίου P01258 
CALCA 

(CALC1) 

C-αντιδρώσα 

πρωτεϊνη 
∆ιαµεσολαβητής φλεγµονής P02741 

CRP 

(PTX1) 

Βραδυκινίνη ∆ιαµεσολαβητής φλεγµονής P01042* 
KNG1 

(BDK)* 
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Ουσία P ∆ιαµεσολαβητής φλεγµονής P20366* TNK1* 

Brain natriuretic 

peptide (atrial 

natriuretic peptide) 

Νατριούρηση, διούρηση, 

αγγειοδιαστολή 
P16860* NPPB* 

Oξυτοκίνη 
Σύσπαση λείων µυϊκών ινών 

µήτρας και µαζικού αδένα 
P01178* OXT* 

Leu- & Met-

εγκεφαλίνη 
Οπιοειδή πεπτίδια P01210* PENK* 

bFGF 
Αγγειογόνος/µιτογόνος 

παράγοντας 
P09038 FGF2 

* Αναφέρεται στο πρόδροµο µόριο 

 

Με αυτόν τον τρόπο, η ΝΕΡ µειώνει την τοπική συγκέντρωση νευροπεπτιδίων 

που είναι διαθέσιµα για σύνδεση µε τον υποδοχέα και την επαγωγή µυνήµατος 

νευροπεπτιδίου µέσω της σύνδεσής του µε τον υποδοχέα της πρωτεϊνης G. 

Έτσι, λειτουργεί σε διάφορα συστήµατα οργάνων για να µειώσει την ανταπόκριση 

σε αυτές τις πεπτιδικές ορµόνες (Shipp et al, 1991; Shipp and Look, 1993; Kenny 

1993; Turner et al, 2001).  

 

1.4.1.2 NEP και καρκίνος προστάτη 

 

H NEP έχει εµπλακεί στον έλεγχο του κυτταρικού πολλαπλασιασµού 

υδρολύοντας νευροπεπτίδια, όπως η ενδοθηλίνη και πεπτίδια τύπου βοµβεσίνης, 
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που έχουν αποδειχθεί ισχυρά µιτογόνα τόσο για τα καλοήθη, όσο και για τα 

κακοήθη κύτταρα (King et al, 1993; Sumitomo et al, 2001). Απώλεια ή µείωση 

της έκφρασης του ΝΕΡ έχει αναφερθεί σε διάφορα νεοπλάσµατα (Dai et al, 

2001). Η µειωµένη ΝΕΡ επιτρέπει τη συσσώρευση υψηλότερων 

συγκεντρώσεων πεπτιδίων στην επιφάνεια των κυττάρων και µπορεί να 

διευκολύνει την ανάπτυξη και εξέλιξη νεοπλασµάτων (Shipp & Look, 1993, 

Nanus, 2003). Πράγµατι, έχει αποδειχθεί ότι τα νευροπεπτίδια ενεργούν ως 

µιτογόνα για πολλούς τύπους καρκίνου, όπως ο µικροκυτταρικός καρκίνος του 

πνεύµονα και ο καρκίνος του προστάτη (King et al, 1993; Bologna et al, 1989). 

Στα φυσιολογικά επιθηλιακά κύτταρα του προστάτη και στα πρώιµα στάδια του 

ανδρογονοεξαρτώµενου καρκίνου του προστάτη, ο ΝΕΡ διασπά τα 

νευροπεπτίδια και προλαµβάνει τη δηµιουργία αυτοκρινικού ή παρακρινικού 

περιβάλλοντος που αυτά προκαλούν. Έτσι, η NEP αναστέλλει τη µετανάστευση, 

σταµατά την κυτταρική ανάπτυξη και την ογκογένεση, ενώ επιφέρει απόπτωση 

και διακοπή του κυτταρικού κύκλου (Sumitomo et al, 2000; Dai et al, 

2001).  

Κατά τη µετάβαση στην ανδρογονο-ανεξαρτησία, η ΝΕΡ βρέθηκε να έχει 

µειωµένη ή κατασταλµένη έκφραση (Papandreou et al, 1998), συχνά µέσω της 

υπερµεθυλίωσης του προωθητή της (Usmani et al, 2000). Επιπλέον, φαίνεται ότι 

η θεραπεία στέρησης ανδρογόνων (ADT) οδηγεί σε εµφάνιση κλώνων µε 

µειωµένη έκφραση ΝΕΡ, καθώς η τελευταία είναι µεταγραφικό γονίδιο-στόχος 

του υποδοχέα ανδρογόνων και ως εκ τούτου η έλλειψη ανδρογόνων µειώνει την 
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µεταγραφή της (Papandreou et al, 1998; Shen et al, 2000a; Shen et al, 2000b). 

Φαίνεται ότι τα κύτταρα PC που επιβιώνουν της ADT έχουν µειωµένα επίπεδα 

ΝΕΡ. Πράγµατι, έλλειψη έκφρασης ΝΕΡ παρατηρήθηκε σχεδόν στο 50% τόσο 

του πρωτοπαθούς, όσο και του µεταστατικού καρκίνου του προστάτη 

(Papandreou et al, 1998; Osman et al, 2004), και συσχετίζεται µε βιοχηµική 

πρόοδο νόσου µετά προστατεκτοµή (Osman et al, 2006, Godara et al, 2007). 

 

1.4.2 Νευροπεπτίδια 

 

1.4.2.1 Ενδοθηλίνη 

Οι ενδοθηλίνες (ΕΤs) είναι µια οικογένεια 3 πεπτιδίων, τις ΕΤ-1, ΕΤ-2 και ΕΤ-3, 

τα οποία είναι ισχυρά αγγειοσυσπαστικά αλλά και µιτογόνα πεπτίδια που 

εµπλέκονται στην παθοφυσιολογία πολλών ανθρώπινων νεοπλασµάτων (π.χ. 

καρκίνος προστάτη, ωοθηκών, νεφροκυτταρικός, πνεύµονος, ορθοκολικού, 

µαστού, τραχήλου, ενδοµητρίου, κύστεως, εγκεφάλου, σαρκώµατος Kaposi, και 

µελανώµατος) (Masaki, 2000; Nelson et al, 2003; Bagnato et al, 2008). H 

σηµαντικότερη από αυτές, µε ισχυρή δράση στα επιθηλιακά κύτταρα, είναι η ΕΤ-1 

(Εικόνα 1.30). Η ενδοθηλίνη 1 παράγεται από ένα πρόδροµο µόριο, την προ-

προενδοθηλίνη-1 (GeneID: 1906, Chr6p24.1), µέσω της δράσης του ενζύµου 

ECE-1 (endothelin-converting enzyme 1). 
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Η βιολογική δράση των ενδοθηλινών διενεργείται µέσω της ενεργοποίησης δύο 

υποδοχέων τύπου σύνδεσης µε G-πρωτείνες (G-protein coupled receptors, 

GPCR), τον υποδοχέα ΕΤΑ και τον υποδοχέα ΕΤΒ. Ο υποδοχέας ΕΤΒ έχει ίδιο 

βαθµό συγγένειας και µε τις 3 ενδοθηλίνες, ενώ ο υποδοχέας ΕΤΑ έχει πολύ 

χαµηλότερο βαθµό συγγένειας µε την ΕΤ-3 συγκριτικά µε τις άλλες δύο 

ενδοθηλίνες. Κυρίως, ενεργοποίηση του ETBR οδηγεί στην ενεργοποίηση 

ενδοκυττάριων µηχανισµών που ανταγωνίζονται το σηµατοδοτικό µονοπάτι του 

ETΑR.  

Η ενεργοποίηση του ETΑR οδηγεί σε ενεργοποίηση σηµατοδοτικών µονοπατιών 

όπως η ενεργοποίηση της φωσφολιπάσης C (PLC), που οδηγεί σε διάσπαση του 

διφωσφορικού φωσφατιδυλινοσιτόλης (PIP2), αλλά και η ενεργοποίηση της οδού 

της ΜΑPK (mitogen-activated protein kinase), τα οποία οδηγούν σε µεταγραφική 

ενεργοποίηση διάφορων άµεσων γονιδίων-στόχων (Bagnato et al, 2008). 

 

1.4.2.2 Βοµβεσίνη και BLPs 

Η βοµβεσίνη (BBS, ΒΟΜΒ_BOMVA, UniProt ID: P84213) είναι µια πρωτεϊνη 

µήκους 14 αµινοξέων που περιέχεται στις δερµατικές εκκρίσεις του είδους 

Bombina variegata. Προκαλεί σύσπαση λείων µυϊκών ινών, και έχει ρόλο στην 

πρόκληση υποθερµίας, διεγείρει τον διπλασιασµό DNA και την απελευθέρωση 

Εικόνα 1.30 3-D απεικόνιση µορίου ΕΤ-1. 
Αµινοξέα 1-21. Κρυσταλλογραφική 
απεικόνιση (PDBe entry: 1edn)  
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πολλών γαστρεντερικών ορµονών. Επίσης, είναι ικανή να διεγείρει την 

απελευθέρωση ινσουλίνης.  

Τα ανθρώπινα ανάλογα της βοµβεσίνης ονοµάζονται πεπτίδια τύπου βοµβεσίνης 

(bombesin-like peptides, BLPs). Σε αυτά ανήκουν η πρωτεϊνη GRP (gastrin-

releasing peptide, UniProt ID P07492), η Νευροµεδίνη Β (Neuromedin B, NMB, 

UniProt ID: P08949) και το βιολογικά ενεργό GRP πεπτίδιο Νευροµεδίνη C. Η 

GRP διεγείρει απελευθέρωση γαστρίνης και άλλων γαστρεντερικών ορµονών, και 

λειτουργεί ως αρνητικός αναδραστικός µηχανισµός για τον έλεγχο του φόβου. H 

NMB προκαλεί σύσπαση λείων µυϊκών ινών, όπως και η βοµβεσίνη. 

Υπάρχουν τρία είδη ανθρώπινων υποδοχέων στα οποία δρουν τα BLPs: 

Neuromedin-B receptor (NMBR, ΒΒ1), Gastrin-releasing peptide receptor (GRPR, 

ΒΒ2), bombesin receptor subtype-3 (BRS3, ΒΒ3). Αναφορικά µε την 

φαρµακολογία των υποδοχέων βοµβεσίνης, οι βαθµοί συγγένειας είναι ως εξής: 

ΝΜΒ>BBS>GRP για τον υποδοχέα ΒΒ1 και GRP>BBS>NMB για τον υποδοχέα 

ΒΒ2. ΟΙ υποδοχείς βοµβεσίνης ανευρίσκονται στο κεντρικό νευρικό σύστηµα 

(ΚΝΣ), στον οισοφάγο, τον πνεύµονα, το γαστρεντερικό σωλήνα και τα 

αναπαραγωγικά όργανα. Στο ΚΝΣ, τα BLPs µπορούν να επιφέρουν αίσθηµα 

κορεσµού, πιθανώς µε΄σω αλληλεπίδρασης µε τον απελευθερωτικό παράγοντα 

κοτρικοτροπίνης. Επίσης παίζουν ρόλο στη θερµορύθµιση και παράγουν κνησµό 

µη σχετιζόµενο µε απελευθέρωση ισταµίνης. Επιπλέον, εµπλέκονται στην 

ρύθµιση κιρκαδιανών ρυθµών και στην δραστηριότητα του σεροτονινεργικού 

συστήµατος, και συσχετίζονται µε διαταραχές ύπνου και κατάθλιψη. Στο 

γαστρεντερικό σύστηµα,  τα πεπτίδια αυτά προκαλούν σύσπαση λείων µυϊκών 
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ινών, και ρυθµίζουν τις γαστρεντερικές και παγρεατικές εκκρίσεις. Τέλος, έχουν 

αναπτυξιακό ρόλο στην οργανογένεση του πνεύµονα και της µήτρας (Kroog et al, 

1995; Ryan et al, 1999). 

 

1.4.2.3 Nευροπεπτίδια και καρκίνος προστάτη 

Έχει βρεθεί ότι τα νεοπλασµατικά κύτταρα συχνά χρησιµοποιούν την 

φυσιολογική λειτουργία των GPCRs για να πολλαπλασιάζονται αυτόνοµα, να 

αποφεύγουν την ανοσολογική άµυνα, να αυξήσουν την παροχή θρεπτικών 

ουσιών και οξυγόνου, να διηθούν τους παρακείµενους ιστούς και να µεθίστανται 

σε άλλα όργανα. Η ανώµαλη έκφραση των GPCRs, όπως οι υποδοχείς 

ενδοθηλίνης, και η αυτοκρινής ή παρακρινής ενεργοποίηση τους από τους 

αγωνιστές τους, που εκλύονται από τον όγκο ή από στρωµατικά κύτταρα, είναι 

µια από τις πιο συχνές τακτικές που χρησιµοποιούνται από τα καρκινικά κύτταρα 

για την διέγερση των GPCRs και των σηµατοδοτικών τους οδών, όπως η οδός 

Akt, MAPK, PKC και EGFR (Εικόνα 1.31) (Bagnato et al, 2008). 
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Η µείωση της 

έκφρασης ΝΕΡ 

που συµβαίνει στον προχωρηµένο καρκίνο προστάτη, όπως περιγράφηκε 

παραπάνω, αφήνει ανεµπόδιστη την αυτοκρινή και παρακρινή µιτογόνο δράση 

των νευροπεπτιδίων, που λειτουργεί ως εναλλακτική οδός ανάπτυξης των PC 

κυττάρων σε περιβάλλον χαµηλής συγκέντρωσης ανδρογόνων (Dai et al, 2001, 

Sumitomo et al, 2001, Nanus, 2003, Paule et al, 2007). Πράγµατι, η ενδοθηλίνη 1 

και η βοµβεσίνη έχει αποδειχθεί ότι διεγείρουν την ανάπτυξη καρκίνου του 

προστάτη και τον σχηµατισµό νεο-οστού in vitro (Bologna et al, 1989; Nelson et 

al, 1995; Nelson et al, 1996; Aprikian et al, 1997; Festuccia et al, 1998), ευνοούν 

τη µετανάστευση κυττάρων (Dai et al, 2001; Sumitomo et al, 2001; Levine et al, 

2003; Dawson et al, 2004), αλλά και δείχνουν ισχυρή συνέργεια µε άλλους 

αυξητικούς παράγοντες που εµπλέκονται στα προχωρηµένα στάδια του καρκίνου 

του προστάτη (Battistini et al, 1993; Steiner, 1993; Sumitomo et al, 2001). Ο 

προχωρηµένος και ο µεταστατικός καρκίνος του προστάτη παρουσιάζει 

αυξηµένη έκφραση ETAR και µειωµένη έκφραση ETBR, διατηρώντας έτσι ισχυρή 

τη δράση της ΕΤ-1 που επιφέρει το ETAR (Nelson et al, 1996, Godara et al, 

2007) και υψηλότερα επίπεδα ΕΤ-1 στο πλάσµα, σε σύγκριση µε τον καρκίνο 

που δεν έχει αντιµετωπισθεί µε ορµόνες (Nelson et al, 1995), µε αντίστοιχο 

προφίλ έκφρασης ΕΤ-1 και υποδοχέων στην in vitro ανάλυση κυτταρικών σειρών 

(Grant et al, 1997). Συγχρόνως, έχει βρεθεί ότι το ένζυµο ECE-1 είναι 

υπερεκφρασµένο στον καρκίνο προστάτη (Dawson et al, 2006). Οµοίως, στον 

Εικόνα 1.31 Σηµατοδοτικές οδοί που επάγονται από την ΕΤ-1 (από Bagnato et al, 2008).  
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προχωρηµένο καρκίνο του προστάτη υπάρχει υπερέκφραση των υποδοχέων της 

οικογένειας GRP-R, µέσω της οποίας τα πεπτίδια τύπου βοµβεσίνης ασκούν τη 

δράση τους (Reile et al, 1994; Aprikian et al, 1996; Markwalder & Reubi, 1999; 

Sun et al, 2000), καθώς και αυξηµένα επίπεδα BLPs ορού στο 40% των 

ασθενών µε ορµονο-άντοχο καρκίνο προστάτη (Logothetis & Hoosein, 1992). 

Τέλος, έχει βρεθεί ότι η ΕΤ-1 και η βοµβεσίνη προκαλούν ενεργοποίηση του AR 

µέσω Src/PI3K, και σύγχρονη ενεργοποίηση του ογκογονιδίου c-myc (Kung & 

Evans, 2009; Lee et al, 2009).    
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ΕΙ∆ΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
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Κεφάλαιο 2: Ερευνητική Υπόθεση - Στόχοι 

 

 

2.1  ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΗ ΥΠΟΘΕΣΗ 

 
Ο άξονας ουδέτερης ενδοπεπτιδάσης/νευροπεπτιδίων και η οδός 

NFκΒ/ουβικουιτίνης/πρωτεασώµατος είναι οι δύο µηχανισµοί που έχουν 

συσχετιστεί -ανεξάρτητα ο ένας από τον άλλο- µε τον καρκίνο του προστάτη 

(Nelson et al, 1995; Papandreou et al, 1998; Sumitomo et al, 1999; Muenchen et 

al, 2000; Lindholm et al, 2001; Gasparian et al, 2002; Papandreou & Logothetis, 

2004; Paule et al, 2007). Σε αυτή την εργασία ερευνήσαµε τη σχέση αυτών των 

οδών, χρησιµοποιώντας in vitro µοντέλα ανδρογονο-εξαρτώµενου και µη 

ανδρογονο-εξαρτώµενου καρκίνου του προστάτη. 

 

Οι οδοί NEP/NPs και NFκΒ/πρωτεασώµατος είναι απευθείας άµεσα συνδεδεµένοι 

και αλληλεπιδρούν στον καρκίνο προστάτη 

 

 

Αυτό στην πράξη θα σήµαινε ότι τα νευροπεπτίδια µπορούν να δράσουν ως 

διεγέρτες για την ενεργοποίηση του NFκΒ από την ανενεργό κυτταροπλασµατική 

µορφή και να προκαλέσουν µετατόπιση στον πυρήνα (παρόµοιος µηχανισµός µε 

την δράση των εξωκυττάριων διεγερτών του NFκΒ). 
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Για την διερεύνηση αυτής της υπόθεσης, επιλέξαµε την Ενδοθηλίνη-1 (EDN1, 

GenBank ID: 1906; UniProt Accession No: P05305) και την βοµβεσίνη 

(BOMB_BOMVA, GenBank ID: X52447.1; UniProt Accession No: P84213) [σαν 

οµόλογο πεπτίδιο της ανθρώπινης GRP (Gastrin-releasing peptide/Bombesin-

related peptide) (GRP, GenBank ID: 2922; UniProt Accession No: P07492)] ως 

αντιπροσωπευτικά νευροπεπτίδια. Αν η υπόθεση µας είναι ορθή, θα πρέπει να 

αποδειχθούν τα παρακάτω: 

 

↓ επίπεδα και/ή δραστικότητα NEP = ↑ επίπεδα και δράση νευροπεπτιδίων  

= ↑ πρωτεασωµική δραστηριότητα= ↑ πρωτεασωµική  

αποδόµηση IκB =  ↑ δραστηριότητα IKK =↑ µεταγραφική δραστηριότητα NFκB 
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2.2  ΣΤΟΧΟΙ 

 

Οι βασικοί στόχοι αυτής της ερευνητικής εργασίας είναι οι παρακάτω: 

 

 ∆ιερεύνηση σχέσης µηχανισµών του άξονα NEP/νευροπεπτιδίων και της 

οδού NFκB/πρωτεασώµατος σε σταθερή κατάσταση (baseline) 

 ∆ιερεύνηση αλληλεπιδράσεων µεταξύ του άξονα NEP/νευροπεπτιδίων και 

της οδού NFκB/πρωτεασώµατος µετά από διέγερση µε 

αγωνιστές/ανταγωνιστές των οδών αυτών 

 

PrCa cell  

Androgen Independence, Proliferation,  
Invasion, Metastasis, Chemoresistance 

NEP/NPs 

Εικόνα 2.1 Ερευνητική Υπόθεση. Οι οδοί NEP/Νευροπεπτιδίων και NFκB/UPS 
εµπλέκονται και αλληλεπιδρούν στην εξέλιξη του καρκίνου προστάτη 
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2.3  ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΟΣ ΣΧΕ∆ΙΑΣΜΟΣ 

 

∆ράση 1: Έλεγχος επιπέδων και δραστικότητας NEP/νευροπεπτιδίων σε όλες τις 

κυτταρικές σειρές 

 

1a. Έλεγχος δραστικότητας NEP σε όλες τις κυτταρικές σειρές 

Τεχνική: Χρωµογόνος µέθοδος εκτίµησης ενζυµικής δραστηριότητας 

(Chromogenic enzyme activity assay) 

 

1b. Έλεγχος επιπέδων NEP σε όλες τις κυτταρικές σειρές 

Τεχνική: Ανάλυση χηµειοφωταύγειας ή/και χρωµατοµετρική µε Western blot 

(Chemiluminescent and/or colorimetric WB analysis)   

 

1c. Έλεγχος µεµβρανικής έκφρασης NEP σε όλες τις κυτταρικές σειρές  

Τεχνική: Κυτταροµετρία ροής (NEP surface expression analysis by flow 

cytometry) 

 

1d. Έλεγχος επιπέδων εκκρινόµενης ET-1 +/- Bombesin (BBS) σε όλες τις 

κυτταρικές σειρές 

Τεχνική: ELISA 

 

∆ράση 2: Έλεγχος επιπέδων και δραστηριότητας NFκB/πρωτεασώµατος/IκB σε 

όλες τις κυτταρικές σειρές 
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2a. Έλεγχος υποκυτταρικής εντόπισης NFκB σε όλες τις κυτταρικές σειρές 

Τεχνική: Ανοσοκυτταροχηµεία (Immunocytochemistry) 

 

2b. Έλεγχος πυρηνικών/κυτταροπλασµατικών επιπέδων NFκB σε όλες τις 

κυτταρικές σειρές:  

Τεχνική: Ανάλυση χηµειοφωταύγειας ή/και χρωµατοµετρική µε Western blot 

(Chemiluminescent and/or colorimetric WB analysis)  

 

2c. Έλεγχος σύνδεσης NFκB/DNA σε όλες τις κυτταρικές σειρές:  

Τεχνική: Ηλεκτροφορητική δοκιµή µετατόπισης κινητικότητας (Electrophoretic 

mobility shift assay)  

 

2d. Έλεγχος ολικών επιπέδων IκB-α σε όλες τις κυτταρικές σειρές  

Τεχνική: Ανάλυση χηµειοφωταύγειας ή/και χρωµατοµετρική µε Western blot 

(Chemiluminescent and/or colorimetric WB analysis)  

 

2e. Έλεγχος πρωτεασωµικής δραστηριότητας σε όλες τις κυτταρικές σειρές  

Τεχνική: Φθοριοµετρική εκτίµηση ενζυµικής δραστηριότητας (20S Proteasome 

Αctivity assay) 

 

∆ράση 3: Χορήγηση αναστολέα πρωτεασώµατος� έλεγχος επίδρασης στην οδό 

NFκB/πρωτεασώµατος 
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Τεχνικές: Ανάλυση χηµειοφωταύγειας ή/και χρωµατοµετρική µε Western blot 

(Chemiluminescent and/or colorimetric WB analysis), Φθοριοµετρική εκτίµηση 

ενζυµικής δραστηριότητας (20S Proteasome Αctivity assay), 

Ανοσοκυτταροχηµεία (Immunocytochemistry), Ηλεκτροφορητική δοκιµή 

µετατόπισης κινητικότητας (Electrophoretic mobility shift assay) 

 

∆ράση 4: Χορήγηση αναστολέα ΙΚΚ� έλεγχος επίδρασης στην οδό 

NFκB/πρωτεασώµατος 

 

Τεχνικές: Ανάλυση χηµειοφωταύγειας ή/και χρωµατοµετρική µε Western blot 

(Chemiluminescent and/or colorimetric WB analysis), Φθοριοµετρική εκτίµηση 

ενζυµικής δραστηριότητας (20S Proteasome Αctivity assay), 

Ανοσοκυτταροχηµεία (Immunocytochemistry), Ηλεκτροφορητική δοκιµή 

µετατόπισης κινητικότητας (Electrophoretic mobility shift assay) 

 

∆ράση 5: Χορήγηση αναστολέα NFκB � έλεγχος επίδρασης στην οδό 

NFκB/πρωτεασώµατος 

 

Τεχνικές: Ανάλυση χηµειοφωταύγειας ή/και χρωµατοµετρική µε Western blot 

(Chemiluminescent and/or colorimetric WB analysis), Φθοριοµετρική εκτίµηση 

ενζυµικής δραστηριότητας (20S Proteasome Αctivity assay), 
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Ανοσοκυτταροχηµεία (Immunocytochemistry), Ηλεκτροφορητική δοκιµή 

µετατόπισης κινητικότητας (Electrophoretic mobility shift assay) 

 

∆ράση 6: Χορήγηση αναστολέα rhNEP � έλεγχος επίδρασης στην οδό 

NFκB/πρωτεασώµατος 

 

Τεχνικές: Ανάλυση χηµειοφωταύγειας ή/και χρωµατοµετρική µε Western blot 

(Chemiluminescent and/or colorimetric WB analysis), Φθοριοµετρική εκτίµηση 

ενζυµικής δραστηριότητας (20S Proteasome Αctivity assay), 

Ανοσοκυτταροχηµεία (Immunocytochemistry), Ηλεκτροφορητική δοκιµή 

µετατόπισης κινητικότητας (Electrophoretic mobility shift assay) 

 

∆ράση 7: Χορήγηση ΕΤ-1� έλεγχος επίδρασης στην οδό NFκB/πρωτεασώµατος 

 

Τεχνικές: Ανάλυση χηµειοφωταύγειας ή/και χρωµατοµετρική µε Western blot 

(Chemiluminescent and/or colorimetric WB analysis), Φθοριοµετρική εκτίµηση 

ενζυµικής δραστηριότητας (20S Proteasome Αctivity assay), 

Ανοσοκυτταροχηµεία (Immunocytochemistry), Ηλεκτροφορητική δοκιµή 

µετατόπισης κινητικότητας (Electrophoretic mobility shift assay) 

 

∆ράση 8: Χορήγηση βοµβεσίνης� έλεγχος επίδρασης στην οδό 

NFκB/πρωτεασώµατος 
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Τεχνικές: Ανάλυση χηµειοφωταύγειας ή/και χρωµατοµετρική µε Western blot 

(Chemiluminescent and/or colorimetric WB analysis), Φθοριοµετρική εκτίµηση 

ενζυµικής δραστηριότητας (20S Proteasome Αctivity assay), 

Ανοσοκυτταροχηµεία (Immunocytochemistry), Ηλεκτροφορητική δοκιµή 

µετατόπισης κινητικότητας (Electrophoretic mobility shift assay) 

 

∆ράση 9: Χορήγηση ανταγωνιστή ETΑR και ET-1� έλεγχος επίδρασης στην οδό 

NFκB/πρωτεάσωµα  

 

Τεχνικές: Ανάλυση χηµειοφωταύγειας ή/και χρωµατοµετρική µε Western blot 

(Chemiluminescent and/or colorimetric WB analysis), Φθοριοµετρική εκτίµηση 

ενζυµικής δραστηριότητας (20S Proteasome Αctivity assay), 

Ανοσοκυτταροχηµεία (Immunocytochemistry), Ηλεκτροφορητική δοκιµή 

µετατόπισης κινητικότητας (Electrophoretic mobility shift assay) 

 

∆ράση 10: Χορήγηση ανταγωνιστή υποδοχέα βοµβεσίνης και βοµβεσίνης � 

έλεγχος αποτελέσµατος στην οδό NFκB/πρωτεασώµατος  

 

Τεχνικές: Ανάλυση χηµειοφωταύγειας ή/και χρωµατοµετρική µε Western blot 

(Chemiluminescent and/or colorimetric WB analysis), Φθοριοµετρική εκτίµηση 

ενζυµικής δραστηριότητας (20S Proteasome Αctivity assay), 

Ανοσοκυτταροχηµεία (Immunocytochemistry), Ηλεκτροφορητική δοκιµή 

µετατόπισης κινητικότητας (Electrophoretic mobility shift assay) 
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∆ράση 11: Χορήγηση ET-1 & αναστολέα πρωτεασώµατος �  έλεγχος 

αποτελέσµατος στην οδό NFκB/πρωτεασώµατος  

 

Τεχνικές: Ανάλυση χηµειοφωταύγειας ή/και χρωµατοµετρική µε Western blot 

(Chemiluminescent and/or colorimetric WB analysis), Φθοριοµετρική εκτίµηση 

ενζυµικής δραστηριότητας (20S Proteasome Αctivity assay), 

Ανοσοκυτταροχηµεία (Immunocytochemistry), Ηλεκτροφορητική δοκιµή 

µετατόπισης κινητικότητας (Electrophoretic mobility shift assay) 

 

∆ράση 12: Χορήγηση βοµβεσίνης & αναστολέα πρωτεασώµατος �  έλεγχος 

επίδρασης στην οδό NFκB/πρωτεασώµατος  

 

Τεχνικές: Ανάλυση χηµειοφωταύγειας ή/και χρωµατοµετρική µε Western blot 

(Chemiluminescent and/or colorimetric WB analysis), Φθοριοµετρική εκτίµηση 

ενζυµικής δραστηριότητας (20S Proteasome Αctivity assay), 

Ανοσοκυτταροχηµεία (Immunocytochemistry), Ηλεκτροφορητική δοκιµή 

µετατόπισης κινητικότητας (Electrophoretic mobility shift assay) 

 

∆ράση 13: Χορήγηση ET-1 & αναστολέα ΙΚΚ �  έλεγχος επίδρασης στην οδό 

NFκB/πρωτεασώµατος  
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Τεχνικές: Ανάλυση χηµειοφωταύγειας ή/και χρωµατοµετρική µε Western blot 

(Chemiluminescent and/or colorimetric WB analysis), Φθοριοµετρική εκτίµηση 

ενζυµικής δραστηριότητας (20S Proteasome Αctivity assay), 

Ανοσοκυτταροχηµεία (Immunocytochemistry), Ηλεκτροφορητική δοκιµή 

µετατόπισης κινητικότητας (Electrophoretic mobility shift assay) 

 

∆ράση 14: Χορήγηση βοµβεσίνης & αναστολέα ΙΚΚ �  έλεγχος επίδρσης στην 

οδό NFκB/πρωτεασώµατος  

 

Τεχνικές: Ανάλυση χηµειοφωταύγειας ή/και χρωµατοµετρική µε Western blot 

(Chemiluminescent and/or colorimetric WB analysis), Φθοριοµετρική εκτίµηση 

ενζυµικής δραστηριότητας (20S Proteasome Αctivity assay), 

Ανοσοκυτταροχηµεία (Immunocytochemistry), Ηλεκτροφορητική δοκιµή 

µετατόπισης κινητικότητας (Electrophoretic mobility shift assay) 

 

∆ράση 15: Χορήγηση ET-1 & αναστολέα NFκB �  έλεγχος αποτελέσµατος στην 

οδό NFκB/πρωτεασώµατος  

 

Τεχνικές: Ανάλυση χηµειοφωταύγειας ή/και χρωµατοµετρική µε Western blot 

(Chemiluminescent and/or colorimetric WB analysis), Φθοριοµετρική εκτίµηση 

ενζυµικής δραστηριότητας (20S Proteasome Αctivity assay), 

Ανοσοκυτταροχηµεία (Immunocytochemistry), Ηλεκτροφορητική δοκιµή 

µετατόπισης κινητικότητας (Electrophoretic mobility shift assay) 
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∆ράση 16: Χορήγηση βοµβεσίνης & αναστολέα NFκB �  έλεγχος 

αποτελέσµατος στην οδό NFκB/πρωτεασώµατος  

 

Τεχνικές: Ανάλυση χηµειοφωταύγειας ή/και χρωµατοµετρική µε Western blot 

(Chemiluminescent and/or colorimetric WB analysis), Φθοριοµετρική εκτίµηση 

ενζυµικής δραστηριότητας (20S Proteasome Αctivity assay), 

Ανοσοκυτταροχηµεία (Immunocytochemistry), Ηλεκτροφορητική δοκιµή 

µετατόπισης κινητικότητας (Electrophoretic mobility shift assay) 

 

∆ράση 17: Χορήγηση ΕΤ-1 & rhNEP �  έλεγχος αποτελέσµατος στην οδό 

NFκB/πρωτεασώµατος  

 

Τεχνικές: Ανάλυση χηµειοφωταύγειας ή/και χρωµατοµετρική µε Western blot 

(Chemiluminescent and/or colorimetric WB analysis), Φθοριοµετρική εκτίµηση 

ενζυµικής δραστηριότητας (20S Proteasome Αctivity assay), 

Ανοσοκυτταροχηµεία (Immunocytochemistry), Ηλεκτροφορητική δοκιµή 

µετατόπισης κινητικότητας (Electrophoretic mobility shift assay) 

 

∆ράση 18: Χορήγηση βοµβεσίνης & rhNEP �  έλεγχος αποτελέσµατος στην οδό 

NFκB/πρωτεασώµατος  
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Τεχνικές: Ανάλυση χηµειοφωταύγειας ή/και χρωµατοµετρική µε Western blot 

(Chemiluminescent and/or colorimetric WB analysis), Φθοριοµετρική εκτίµηση 

ενζυµικής δραστηριότητας (20S Proteasome Αctivity assay), 

Ανοσοκυτταροχηµεία (Immunocytochemistry), Ηλεκτροφορητική δοκιµή 

µετατόπισης κινητικότητας (Electrophoretic mobility shift assay) 

 

 

2.3  ΚΛΙΝΙΚΟ ΕΝ∆ΙΑΦΕΡΟΝ & ∆ΥΝΑΤΟΤΗΤΕΣ ΚΛΙΝΙΚΗΣ ΕΦΑΡΜΟΓΗΣ 

 

Σχεδιασµός ενισχυµένης αντικαρκινικής δράσης στον προχωρηµένο καρκίνο του 

προστάτη µε συνδυαστική χρήση των παρακάτω: 

 

 Αναστολείς πρωτεασώµατος  

 Αναστολείς NFκB 

 rhNEP ή αύξηση της ενδογενούς έκφρασης NEP 

 Αναστολείς ET-1 ή  υποδοχέων ET-1 

 Αναστολείς IKK 

 Αύξηση έκφρασης IκB 
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Κεφάλαιο 3: Υλικά & Μέθοδοι 

 

 

3.1 ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΚΑΙ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ 

 

Οι ανθρώπινες κυτταρικές σειρές καρκίνου προστάτη LnCaP και PC-3 

αγοράσθηκαν από την Ευρωπαϊκή Συλλογή Κυτταρικών Καλλιεργειών (European 

Collection of Animal Cell Cultures, ECACC, Health Protection Agency, Salisbury, 

UK) (Παράρτηµα ΙΙΙ). Όλα τα πειράµατα έγιναν εντός 6 µηνών από την απόκτηση 
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της κάθε κυτταρικής σειράς. Χρησιµοποιήθηκε επίσης η κυτταρική σειρά WT-5, 

απόγονος της µη ανδρογονο-εξαρτώµενης, νευροενδοκρινικής διαφοροποίησης 

σειράς Tsu-Pr, διαµολυσµένη µε φορέα µε ένθεση τµήµατος κωδικοποίησης του 

NEP κατασταλλόµενο σε παρουσία τετρακυκλίνης. Η σειρά WT-5 παραχωρήθηκε 

ευγενώς από τον Dr David Νanus, Weill Medical College, Cornell University, 

USA. Οι µη διαµολυσµένες κυτταρικές σειρές καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό 

RPMI 1640 (Euroclone, UK), εµπλουτισµένο µε 10% θερµικά απενεργοποιηµένο 

βόειο εµβρυϊκό όρό (FBS) (GIBCO, UK), 5% L-γλουταµίνη (GIBCO, UK) και 1% 

πενικιλλίνη-στρεπτοµυκίνη (Euroclone, UK) στους 37ο σε ατµόσφαιρα 5% CO2 σε 

ειδικό κυτταρικό επωαστήρα (Thermo Electron, UK). Η διαµολυσµένη σειρά 

καλλιεργήθηκε σε RPMI 1640 που περιείχε 10% FBS, 5% L-γλουταµίνη, 

150µg/ml Hygromycin (GIBCO, UK), 500µg/ml Geneticin (GIBCO, UK) και 1µg/ml 

τετρακυκλίνη (Sigma-Aldrich, UK). Για την καλλιέργεια σε θρεπτικό υλικό χωρίς 

τετρακυκλίνη χρησιµοποιήθηκε ειδικό διάλυµα FBS (tetracycline-free FBS, 

Biochrom). Για τα πειράµατα που περιγράφονται χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα που 

βρίσκονταν σε πυκνότητα 70% µε 80% σε φλάσκες καλλιέργειας 25 ml. Για την 

ανοσοκυτταροχηµική ανάλυση, τα κύτταρα επιστρώθηκαν σε κυτταρολογικά 

πλακίδια και καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία Petri µε θρεπτικό υλικό όπως 

περιγράφεται παραπάνω. Κύτταρα καλλιεργούµενα χωρίς προσθήκη άλλων 

αντιδραστηρίων χρησίµευσαν ως µάρτυρες. Καθ’ όλη την διάρκεια της 

καλλιέργειας τους τα κύτταρα ελέγχονταν για µικροβιακές επιµολύνσεις µε έλεγχο 

σε ανάστροφο µικροσκόπιο (Axiovert 40CFL, Carl Zeiss, Germany) και µε χρήση 

ειδικής διαγνωστικής µεθόδου για µυκόπλασµα (Mycoplasma Detection Kit, 
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Euroclone, UK). Τα διαλύµατα ελέγχονταν πριν την χρήση µε ειδικό όργανο 

µέτρησης pH, και το pH τους προσαρµοζόταν στο επιθυµητό. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Μη 
διαµολυσµένες 

 

LNCaP +++ ΝΕP έκφραση 

+++NEP δραστηριότητα 

PC3 - NEP έκφραση 

Πίνακας 3.1 Έκφραση NEP στις κυτταρικές σειρές καρκίνου προστάτη 

 

Εικόνα 3.1 Ανάστροφο µικροσκόπιο. Μοντέλο Axiovert 40CFL, Carl 
Zeiss, Germany 
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∆ιαµολυσµένες 
 

WT-5 

(Tsu-Pr 

transfectant 

with NEP insert) 

Tet-off 

+++ NEP έκφραση 

+++ NEP δραστηριότητα 

Tet-on 

+ NEP έκφραση (leaky vector) 

+ NEP δραστηριότητα (leaky 

vector) 

 

Το χρωµογόνο υπόστρωµα Suc-Ala-Ala-Phe-pNa για την µέτρηση 

ενζυµικής δραστηριότητας ΝΕΡ αγοράσθηκε από την Bachem Biosciences, 

Germany. Η αµινοπεπτιδάση Μ(Ν) (aminopeptidase M or N; EC 3.4.11.2) 

αγοράστηκε από την Roche SA. Το φθορίζον υπόστρωµα Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-

AMC αγοράστηκε από την Calbiochem (Merck Hellas). Το πεπτίδιο ET-1 και ο 

αναστολέας του υποδοχέα Α ενδοθηλίνης (ETA receptor antagonist BQ123) 

αγοράστηκαν από την Phoenix Pharmaceuticals, Inc, Γερµανία. Η βοµβεσίνη, ο 

ανταγωνιστής του υποδοχέα BB2 (BB2/GRP-preferring receptor antagonist RC-

3095), ο αναστολέας IKK (wedelolactone), ο αναστολέας NFκB (BAY 11-7082), 

και ο rhTNFα αγοράστηκαν από την Sigma Aldrich, UK. Η ανθρώπινη 

ανασυνδυασµένη πρωτείνη NEP παραχωρήθηκε ευγενικά από τον Dr David 

Nanus, Weill Cornell Medical College, New York, USA. Ο αναστολέας 

πρωτεοσώµατος (Bortezomib, VELCADE®) αγοράσθηκε από τη Janssen-Cilag 

Pharmaceuticals, Ελλάδα. Το κεκαθαρµένο ένζυµο 20S πρωτεασώµατος 
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προήλθε από την Chemicon International, USA. Ο αναστολέας πρωτεασώµατος 

λακτακυστίνη αγοράστηκε από την Cayman Chemical, USA. Η ποσοτικοποίηση 

των πρωτεϊνών έγινε µε τη χρήση της µεθόδου ποσοτικοποίησης Bradford (Bio-

Rad Laboratories, Inc.) για τα προιόντα ολικής κυτταρικής λύσης, και µε το BCA 

Protein Kit (PIERCE Endogen, UK) για τα πυρηνικά και κυτταροπλασµατικά 

εκχυλίσµατα. ΟΙ µετρήσεις ποσοτικοποίησης πρωτεϊνών έγιναν σε ειδικό 

φασµατοφωτόµετρο (SmartSpec Plus spectrophotometer, Bio-Rad). 

 

Αντιδραστήριο Ιδιότητα Κωδικός Εταιρία 

ΕT-1 Νευροπεπτίδιο 023-101 
Phoenix 

Pharmaceuticals, Inc 

BQ-123 
Aνταγωνιστής 

υποδοχέα ETAR  
023-34 

Phoenix 

Pharmaceuticals, Inc 

Βοµβεσίνη Νευροπεπτίδιο B4272 Sigma Aldrich 

RC-3095 
Ανταγωνιστής 

υποδοχέα BB2 
R9653 Sigma Aldrich 

BAY 11-7082 
Αναστολέας 

NFκB 
B5556 Sigma Aldrich 

Wedelolactone Αναστολέας IKK W4016 Sigma Aldrich 

Bortezomib 
Αναστολέας 

πρωτεασώµατος 
n/a Novocastra 

Lactacystin Αναστολέας 70980 Sigma Aldrich 

Πίνακας 3.2 Αντιδραστήρια επωάσεων 
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πρωτεασώµατος 

20S 

proteasome 

control 

Υποµονάδα 

πρωτεασώµατος 
APT280 Chemicon International 

rhNEP Ενδοπεπτιδάση n/a 
Παραχώρηση από Dr 

D. Nanus 

rhTNFα 
Αυξητικός 

παράγοντας 
T0157 Sigma Adrich 

 

 

3.2 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 

 
Για χρήση προς πρωτεϊνική ανοσοαποτύπωση (western blotting), έγινε συλλογή 

κυττάρων σε λογαριθµική φάση κυτταρικής ανάπτυξης. Πριν από κάθε κυτταρική 

λύση γινόταν µέτρηση κυττάρων µε χρήση αιµατοκυτταρόµετρου (Neubauer 

haemocytometer, Fisher, UK) Τα προς λύση κύτταρα αποκολλήθηκαν 

προσεκτικά µε χρήση οργάνου απόξεσης κυττάρων και θρυψίνη και ξεπλύθηκαν 

σε διάλυµα PBS (Phosphate-buffered Saline). Τα κυτταρικά ιζήµατα διαλύθηκαν 

σε διάλυµα λύσης µε 10 mM τρις-υδροχλωρίου, 50 mM EDTA, 150 mM 

χλωριούχου νατρίου, 10% γλυκερίνης, 1% Triton X-100 και τους αναστολείς 

πρωτεασών λιουπεπτίνη, απροτινίνη και PMSF (φαινυλ-µεθυλ-σουλφονυλ-

φθόριο). 

Για τον έλεγχο δραστηριότητας NEP και 20S πρωτεασώµατος ετοιµάσθηκαν 

ολικά πρωτεϊνικά κυτταρολύµατα µε διάλυµα 0.5% CHAPS (3-[3-
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cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propane sulfonate) που δεν επηρέασε την 

ενζυµατική δραστηριότητα της ΝΕΡ και του πρωτεασώµατος (Papandreou et al, 

1998).  

 

 

3.3 ΠΥΡΗΝΙΚA & ΚΥΤΤΑΡΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΑ ΕΚΧΥΛIΣΜΑΤΑ 

 
Τα πυρηνικά εκχυλίσµατα ετοιµάσθηκαν όπως περιγράφουν οι Carter et al 

(1998) µε κάποιες τροποποιήσεις, όπως έχουν περιγραφεί προηγουµένως 

(Ouadrhiri Y et al, 2002). 106 κύτταρα αφαιρέθηκαν προσεκτικά µε χρήση 

οργάνου απόξεσης κυττάρων και θρυψίνης, πλύθηκαν σε ψυχρό PBS και 

συγκεντρώθηκαν σε 400µl διαλύµατος ψυχρής λύσης που εµπλουτίσθηκαν µε 

10µg/ml µείγµατος αναστολέων πρωτεασών και στη συνέχεια επωάσθηκαν σε 

πάγο για 20 λεπτά. Προστέθηκε Nonidet (NP-40) 10% για τη λύση των κυττάρων 

που τοποθετήθηκαν σε αναδευτήρα και φυγοκεντρήθηκαν για 20 δευτερόλεπτα 

στους 4oC σε 13.000 rpm. Το επιπλέον υπόστρωµα που περιείχε τα 

κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα φυλάχθηκε στους -80oC. Το ίζηµα 

επανατοποθετήθηκε σε 100µl διαλύµατος εκχύλισης για 20 λεπτά σε πάγο. Το 

πυρηνικό εναιώρηµα στη συνέχεια υποβλήθηκε σε φυγοκέντρηση για 15 λεπτά 

στους 13.000 rpm, και τα επιπλέοντα πυρηνικά εκχυλίσµατα αποθηκεύθηκαν 

στους -80oC µέχρι να χρησιµοποιηθούν.  

 

 

3.4 ΚΥΤΤΑΡΟΜΕΤΡIΑ ΡΟHΣ 
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Τα κύτταρα αφαιρέθηκαν προσεκτικά από τις φλάσκες καλλιέργειας µε χρήση 

οργάνου απόξεσης κυττάρων και θρυψίνης, πλύθηκαν δύο φορές σε PBS και 

επανατοποθετήθηκαν σε υγρό καλλιέργειας, και αναλύθηκαν για κυτταρική 

επιφανειακή έκφραση CD10 µε χρήση φθορίζοντος µονοκλωνικού αντισώµατος 

ινδικού χοιριδίου ενάντι του CD10 (clone ALB1, Beckman Coulter). 

Χρησιµοποιήθηκε ένα αντι-ανθρώπινο αντίσωµα ινδικού χοιριδίου IgG1-FITC 

(Beckman Coulter) ως ισότοπος έλεγχος.  Η ανάλυση έγινε µε κυτταροµετρητή 

ροής laser Argon and HeNe (Βeckman Coulter). Η κυτταρική βιωσιµότητα 

µετρήθηκε πριν τον κυτταροµετρικό έλεγχο µε κυανό του τρυπανίου (Trypan blue 

exclusion) και κατά την ανάλυση των αποτελεσµάτων της κυτταροµετρίας µε 

ιστόγραµµα FS/SS (forward scatter-side scatter). Η κυτταροµετρία ροής έγινε σε 

άλλο εργαστήριο επί πληρωµή. 

 

 

3.5 ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΕΝΖΥΜΑΤΙΚΗΣ ∆ΡΑΣΤΗΡΙΟΤΗΤΑΣ NEP 

 
Πραγµατοποιήθηκε χρωµατοµετρικός προσδιορισµός δραστηριότητας ΝΕΡ στα 

ολικά πρωτεϊνικά κυτταρολύµατα, µε χρήση του χρωµογόνου υποστρώµατος 

Suc-Ala-Ala-Phe-pNa όπως έχει περιγραφεί (Papandreou et al, 1998). 

Επιγραµµατικά, για την µέτρηση της ενζυµατικής δραστηριότητας 

χρησιµοποιήθηκε το χρωµογόνο υπόστρωµα Suc-Ala-Ala-Phe-PNA. 

Εναιωρήµατα εκχυλίσµατος κυτταρικών µεµβρανών (30µl) που παράχθηκαν µε 

λύση µε διάλυµα CHAPS όπως περιγράφηκε παραπάνω προστέθηκαν σε ένα 
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µείγµα µε την παρακάτω σύνθεση: 200µl 100mM Tris-HCl, pH 7.6, 10µl  20mM 

υποστρώµατος (διαλυµένο σε δι-µεθυλ-σουλφοξείδιο) και 10µl διαλύµατος 

αµινοπεπτδάσης Μ(Ν). Το µείγµα ετέθη σε επώαση στους 37°C για 10 λεπτά. Η 

αντίδραση διεκόπη µε την προσθήκη διαλύµατος 10% τριχλωροοξικού οξέος και 

το µείγµα φυγοκεντρήθηκε στις 25000rpm για 5 λεπτά. Στην συνέχεια, 250µl από 

το υπερκείµενο συλλέχθηκαν για ανάλυση, µετά από προσθήκη χρωµογόνου 

υποστρώµατος. Οι µετρήσεις έγιναν σε τρυβλία 96 θέσεων. Η απορρόφηση 

µετρήθηκε στα 540nm χρησιµοποιώντας µετρητή πολλαπλών ενδείξεων Victor 

Wallac. Μείγµα χωρίς προσθήκη εκχυλισµάτων κυτταρικών µεµβρανών 

χρησιµοποιήθηκε ως µάρτυρας. Οι τελικές τιµές υπολογίστηκαν µετά από 

αφαίρεση της τιµής του µάρτυρα. Όλα τα πειράµατα και οι µετρήσεις 

επαναλήφθηκαν 4 φορές. Η ειδική δραστηριότητα του ενζύµου σε βασική 

κατάσταση (baseline) µετρήθηκε σε πικογραµµοµόρια του µετατραπέντος 

υποστρώµατος ανά µικρογραµµάριο πρωτεϊνης ανά λεπτό. Οι τιµές συγκρίθηκαν 

µε πρότυπη καµπύλη απορρόφησης που δηµιουργήθηκε για το συγκεκριµένο 

υπόστρωµα και µε µια καµπύλη ενζυµατικής δραστηριότητας rhNEP που 

δηµιουργήθηκε για υπολογισµό Km και Vmax. ∆ιαφορές στην ενζυµατική 

δραστηριότητα NEP µετά από διαφορετικές επωάσεις υπολογίστηκαν ως 

εκατοστιαίο ποσοστό αύξησης ή µείωσης από τα βασικά επίπεδα ενζυµατικής 

δραστηριότητας. 
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3.6   ΕΝΖΥΜΙΚΗ ∆ΟΚΙΜΑΣΙΑ ΑΝΟΣΟΠΡΟΣΡΟΦΗΣΗΣ ΕΝ∆ΟΘΗΛΙΝΗΣ (ΕΤ-1 

ELISA)  

 

Το υπερκείµενο θρεπτικό καλλιεργητικό υλικό συγκεντρώθηκαν όταν τα κύτταρα 

βρίσκονταν σε 70%-80% συρροή. Χρησιµοποιήθηκε µια εµπορικά διαθέσιµη 

µέθοδος που βασίζεται σε τεχνική double-sandwich, ειδική για την ανίχνευση του 

πεπτιδίου ΕΤ-1 (IBL International). Η ειδικότητα της µεθόδου για την ανίχνευση 

ενδοθηλίνης 1 είναι 100%, µε διασταυρούµενες αντιδράσεις ως εξής: 0.1% για 

την ενδοθηλίνη 3, και <0.1% για την ενδοθηλίνη 1 (1-31), την ενδοθηλίνη 2 (1-31) 

και την µεγάλη ανθρώπινη ενδοθηλίνη 1. Το χρωµογόνο που χρησιµοποιήθηκε 

για την ανίχνευση της αντίδρασης ήταν διάλυµα TMB (υπόστρωµα 

υπεροξειδάσης [ΗRP] για ELISA). 

Η απορρόφηση µετρήθηκε σε 450nm σύµφωνα µε τις προδιαγραφές του 

πακέτου µε τη χρήση µετρητή πολλαπλών ενδείξεων Victor Wallac, όπως πιο 

πάνω. Η συγκέντρωση ΕΤ-1 στο υπερκείµενο θερεπτικό υλικό της καλλιέργειας 

κυττάρων υπολογίσθηκε σε pg/ml µε βάση υπολογισµένη πρότυπη καµπύλη 

απορρόφησης. 

 

 

3.7   ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜOΣ ΕΝΖΥΜΑΤΙΚHΣ ∆ΡΑΣΤΗΡΙOΤΗΤΑΣ 20S 

ΠΡΩΤΕΑΣΩΜΑΤΟΣ 
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Η χυµοθρυψική δραστηριότητα του 20S πρωτεασώµατος µετρήθηκε στα ολικά 

πρωτεϊνικά κυτταρολύµατα µε τη χρήση µιας εµπορικά διαθέσιµης 

φθοριοµετρικής µεθόδου που βασίζεται στο φθορίζον υπόστρωµα 7-Amino-4-

methylcoumarin (AMC) (Chemicon International, USA).  

Επιγραµµατικά, η δοκιµασία πρωτεασωµικής δραστικότητας εκτελέστηκε σε 

τρυβλίο 96 θέσεων σύµφωνα µε τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρείας. Σε 

κάθε θέση δείγµατος προς ανάλυση τέθηκαν 10µl συµπυκνωµένου (10x) 

ρυθµιστικού διαλύµατος, 10 µl του πρωτεασωµικού υποστρώµατος LLVY-AMC 

(Λευκίνη-λευκίνη-βαλίνη-τυροσίνη-7-αµινο-4-µεθύλ-κουµαρίνη), 30µl του προς 

ανάλυση δείγµατος και 50 µl αποσταγµένου ύδατος. Ο συνολικός όγκος ήταν 100 

µl. Στις θέσεις-µάρτυρες µε υπόστρωµα αντί για δείγµα τέθηκαν 20 µl επιπλέον 

αποσταγµένου ύδατος ώστε να συµπληρώνεται και πάλι ο συνολικός όγκος των 

100 µl ενώ στις θέσεις-µάρτυρες χωρίς υπόστρωµα τέθηκαν 90µl αποσταγµένου 

ύδατος αντί για δείγµα και υπόστρωµα ώστε να συµπληρώνεται ο συνολικός 

όγκος των 100 µl. Τα τρυβλία επωάστηκαν για µία ώρα στους 37°C. Οι µετρήσεις 

έγιναν σε µετρητή πολλαπλών ενδείξεων Victor Wallac µε µήκος κύµατος 

διέγερσης 380nm και µήκος κύµατος εκποµπής 490nm. Οι τελικές τιµές 

υπολογίστηκαν µετά από αφαίρεση των τιµών των µαρτύρων µε και χωρίς 

υπόστρωµα. Όλα τα πειράµατα και οι µετρήσεις επαναλήφθηκαν 4 φορές. Η 

φθοριοµετρική καταγραφή της ενζυµατικής δραστηριότητας σταθερής 

κατάστασης (baseline) εκφράσθηκε σε RFU/µg της συνολικής πρωτεϊνης. Οι 

τιµές συγκρίθηκαν έναντι µιας πρότυπης καµπύλης που δηµιουργήθηκε για το 

φθορίζον υπόστρωµα (LLVY-AMC) και µιας καµπύλης δραστηριότητας 
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κεκαθαρµένου πρωτεοσώµατος 20S που χρησιµοποιήθηκε ως µάρτυρας.  Οι 

αλλαγές στην πρωτεασωµική δραστηριότητα µετά τις διάφορες επωάσεις 

εκφράσθηκαν ως ποσοστιαία αύξηση ή µείωση σε σχέση µε τη δραστηριότητα 

σταθερής κατάστασης κάθε κυτταρικής σειράς. 

 

 

3.8   ΠΡΩΤΕΪΝΙΚH ΑΝΟΣΟΑΠΟΤYΠΩΣΗ (WESTERN ΒLOTTING) 

 

30µg πρωτεϊνικών κυτταρολυµάτων από κάθε δείγµα (ολικά κυτταρικά 

εκχυλίσµατα ή πυρηνικά/κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα) τοποθετήθηκαν σε 

γέλη πυκνότητας 4-12% Bis-Tris polyacrylamide (Invitrogen, UK) και 

υποβλήθηκαν σε ηλεκτροφόρηση υπό αναγωγικές συνθήκες σε συσκευή κάθετης 

ηλεκτροφόρησης (X Cell Sure Lock Mini Cell & XCell II Blot Module, Invitrogen). 

Στη συνέχεια οι πρωτεϊνες µεταφέρθηκαν (αποτυπώθηκαν) από την γέλη σε 

µεµβράνη PVDF (Immun-Blot PVDF membrane, Bio-Rad) µε την βοήθεια 

συσκευής µεταφοράς (XCell Sure Lock Mini Cell & XCell II Blot Module, 

Invitrogen). Η επιτυχία της πρωτεϊνικής µεταφοράς ελέγχθηκε µε χρώση µε 

διάλυµα Ponceau S. Οι µεµβράνες επωάστηκαν µε 5% µη-λιπαρό γάλα στους 

4°C για 3 ώρες. Ακολούθησε ξέπλυµα µε PBS/Tween τρεις φορές από 5 λεπτά η 

κάθε φορά. Οι µεµβράνες στην συνέχεια επωάσθηκαν µε πρωτογενές αντίσωµα 

για ένα βράδυ στους 4οC µε ελαφρά ανάδευση (Shaker VXR Vibrax, IKA-Janke 

and Kunhel, Germany). Χρησιµοποιήθηκαν πρωτογενή αντισώµατα ενάντια στο 

CD10 (clone 56C6, mouse monoclonal, Novocastra), την υποµονάδα p65 του 

NFκΒ (F-6 µονοκλωνικό αντίσωµα ινδικού χοιριδίου και C-20, πολυκλωνικό 
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αντίσωµα αιγός, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), στο ΙκΒ-α (C-15, πολυκλωνικό 

αντίσωµα κονίκλου και Η-4, µονοκλωνικό αντίσωµα ινδικού χοιριδίου, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.). Πρωτογενές αντίσωµα ενάντια στην ακτίνη (κλώνος AC-40, 

µονοκλωνικό αντίσωµα ινδικού χοιριδίου, Sigma Aldrich, UK και C-2, 

µονοκλωνικό αντίσωµα ινδικού χοιριδίου, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) 

χρησιµοποιήθηκε ως µάρτυρας. Μετά την επώαση µε το πρωτογενές αντίσωµα, 

οι µεµβράνες ξεπλύθηκαν τρεις φορές µε PBS/Tween. 

 

Αντίσωµα Κλώνος Τύπος Κωδικός Εταιρία 

NFκB (p65) F6 Mouse monoclonal sc-8008 SCBT 

NFκB (p65) C-20 Goat polyclonal sc-372 SCBT 

IκB-α C-15 Goat polyclonal Sc-203 SCBT 

IκB-α H-4 Mouse monoclonal sc-1843 SCBT 

CD10 56C6 Mouse monoclonal 
NCL-CD10-

270 
Novocastra 

Actin AC-40 Mouse monoclonal A3853 
Sigma 

Aldrich 

Actin C-2 Mouse monoclonal Sc-8432 SCBT 

 

Οι επωάσεις µε τα κατάλληλα 

δευτερογενή αντισώµατα 

 

Εικόνα 3.2 Συσκευή 
κάθετης ηλεκτροφόρησης 
και µεταφοράς. XCell Sure 
Lock Mini Cell unit (πάνω 
αριστερά); XCell II Blot 
module (πάνω δεξιά); XCell 
Sure Lock Mini Cell & Blot 
unit – locked (κάτω 
αριστερά); XCell Sure Lock 
Mini Cell & Blot unit –
unlocked (κάτω δεξιά) 
 

Πίνακας 3.3 Πρωτογενή αντισώµατα Western blotting  
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έγιναν σε διάλυση 1:2500 για 2 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολούθησε 

ξέπλυµα µε PBS/Tween για άλλες τρεις φορές. Χρησιµοποιήθηκε τόσο 

χρωµατοµετρική µέθοδος ανίχνευσης (Opti4CN Detection Kit, Bio-Rad 

Laboratories, Inc), όσο και ανίχνευση χηµειοφωτσύγειας (ECL detection reagent, 

Amersham Biosciences) µε αυτοακτινογραφία σε ακτινογραφικό φιλµ (Kodak X-

OMAT AR Film, Sigma Aldrich, UK). Η επιβεβαίωση της ειδικότητας της 

ανοσοαποτύπωσης έγινε µε υπολογισµό του µοριακού βάρους της 

αποτυπωµένης πρωτεϊνης µε χρήση πρότυπων πρωτεϊνικών δεικτών µοριακού 

βάρους (Precision Plus Kaleidoscope standards, Bio-Rad). Το κάθε πείραµα 

ανοσοαποτύπωσης επαναλήφθηκε τουλάχιστον 3 φορές. 
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3.9   ΑΝΟΣΟΚΥΤΤΑΡΟΧΗΜΕIΑ 

 

Τα κύτταρα απλώθηκαν και καλλιεργήθηκαν σε γυάλινα κυτταρολογικά πλακίδια 

σε θρεπτικό υλικό όπως περιγράφηκε παραπάνω. Όταν έφτασαν σε πυκνότητα 

κυτταρικής αύξησης 70-80%, τα κύτταρα ακινητοποιήθηκαν µε σπρέυ στερέωσης 

Merckofix (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) και έγινε συµβατική 

ανοσοϊστοχηµεία αβιδίνης-βιοτίνης. Χρησιµοποιήθηκαν το σύστηµα αυτόµατης 

χρώσης πλακιδίων Ventana NexES Automated Slide Stainer και τα σχετικά 

αντιδραστήρια Ventana. Τα δείγµατα βυθίστηκαν σε διάλυµα κιτρικού άλατος (pH 

7.3) και θερµάνθηκαν για 15 λεπτά στα 350W σε φούρνο µικροκυµάτων (τα 

κύτταρα LnCaP δεν υποβλήθηκαν σε θέρµανση). Στη συνέχεια επωάσθηκαν µε 

3% H2O2 για 4 λεπτά για να κορεσθεί η δραστηριότητα της ενδογενούς 

υπεροξειδάσης. Χρησιµοποιήθηκε ένα πρωτογενές αντίσωµα ενάντια στην 

υποµονάδα p65 του NFκΒ σε διάλυµα 1:100 (κλώνος 56C6, µονοκλωνικό 

αντίσωµα ινδικού χοιριδίου, Novocastra). Χρησιµοποιήθηκε διαµινοβενζιδίνη 

(DAB) ως χρωµογόνο για την ανίχνευση των αντιγόνων. Έγινε επώαση µε θειϊκό 

άλας χαλκού για ενίσχυση της χρωµατικής αντίδρασης. Τα πλακίδια τέλος 

χρωµατίσθηκαν µε αιµατοξυλίνη και τοποθετήθηκε καλυπτρίδα για εξέταση µε 

ανάστροφο µικροσκόπηση. Τα πεiράµατα διενεργήθηκαν στο Κυτταρολογικό 

Τµήµα Α.Ν.Θ. “Θεαγενείου”, Θεσσαλονίκη. 

 

3.10   ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΤΙΚΗ ∆ΟΚΙΜΗ ΜΕΤΑΤΟΠΙΣΗΣ ΚΙΝΗΤΙΚΟΤΗΤΑΣ 

(EMSA) 
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Ως ολιγονουκλεοτίδιο αναγνώρισης NFκΒ χρησιµοποιήσαµε το στοιχείο PRDII 

(Thanos and Maniatis, 1995) του ενισχυτή ανθρώπινης IFN-βήτα (5’-

TGGCCAACATGGTGAAACCCC GTTTCTACT-3’) (IMBB, Microchemistry 

Laboratory), σεσηµασµένο µε [γ-32P]ATP µε χρήση Τ4 πολυνουκλεοτιδικής 

κινάσης. Ο ανιχνευτής (probe) διαχωρίσθηκε µέσω της χρωµατογραφικής στήλης 

G50 (Amersham Biosciences) και στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε η ανάλυση. 

Εν συντοµία, 3µg πυρηνικών εκχυλισµάτων επωάσθηκαν σε θερµοκρασία 

δωµατίου για 20 λεπτά µε 100ng σεσηµασµένου ολιγονουκλεοτιδίου διπλής 

έλικας, παρουσία 20ng Polydl-dC (PIERCE Endogen, UK) και 20µg BSA. 

Πυρηνικά εκχυλίσµατα κυττάρων HeLa (ΕCACC, UK), 6 ώρες µετά τη 

διαµόλυνση τους µε τον παραµυξοϊό Sendai (στέλεχος Cantell) και µετά από 

επώαση µε TNFα για 1 ώρα, χρησιµοποιήθηκαν ως θετικοί µάρτυρες. Για τον 

προσδιορισµό supershift (φαινόµενο υπερµετακίνησης), πυρηνικά εκχυλίσµατα 

επωάσθηκαν µε 1µg αντι-p65 πολυκλωνικό αντίσωµα κονίκλου (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.) για 30 λεπτά στους 4οC, πριν την προσθήκη του ανιχνευτή. 

Τα συµπλέγµατα πρωτεϊνης-DNA αποµονώθηκαν σε 7% µη-αποδιατακτική γέλη 

πολυακρυλαµιδίου και οι µπάντες έγιναν ορατές µε Taeffun Phospor-

Imager/Scanner µε χρήση του λογισµικού ανάλυσης ImageQuant™ TL 

(Amersham Biosciences). Τα πειράµατα διενεργήθηκαν στο Εργαστήριο 

Μοριακής Βιολογίας, Ίδρυµα Ιατροβιολογικών Ερευνών Ακαδηµίας Αθηνών. 
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Κεφάλαιο 4: Αποτελέσµατα 

 

 

4.1   ΑΞΟΝΑΣ NEP/ΝΕΥΡΟΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ ΣΕ ΣΤΑΘΕΡΗ ΚΑΤΑΣΤΑΣΗ 

 

4.1.1 Ανάλυση Φυσικών Κυτταρικών Σειρών 
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Η µεµβρανική έκφραση ΝΕΡ των κυττάρων LnCaP σε σταθερή κατάσταση 

υπολογίσθηκε ότι ήταν σε επίπεδο 99% (MFI=30). Η ενζυµατική δραστηριότητα 

ΝΕΡ στα κύτταρα LnCaP ήταν 187 pmoles µετατραπέντος υποστρώµατος ανά 

µικρογραµµάριο πρωτεϊνης ανά λεπτό. Τα κύτταρα PC-3 ήταν αρνητικά για 

έκφραση ΝΕΡ στην ανάλυση FCM, ενώ παρουσίασαν αµελητέα ενζυµατική 

δραστηριότητα ΝΕΡ (0.375 pmoles/µg/λεπτό) (Εικόνες 4.1 & 4.2). Ο 

υπολογισµός της ποσότητας πρωτεϊνης ΝΕΡ στα ολικά πρωτεϊνικά 

κυτταρολύµατα µε Western blot ήταν σύµφωνος µε τα παραπάνω, 

παρουσιάζοντας µπάντα αυξηµένης έντασης για τα κύτταρα LnCaP και απουσία 

µπάντας για τα κύτταρα PC-3 (Εικόνα 4.3) (Παραρτήµατα ΙΧ, Χ, ΧΙ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.1. Ανάλυση της ειδικής δραστηριότητας ΝΕΡ σε φυσικές κυτταρικές σειρές καρκίνου 
προστάτη. Ειδική δραστηριότητα ΝΕΡ (pmoles/µg/min) σε LnCaP (αριστερά, 187.255, ΤΑ: 2.84) 
και σε PC-3 κύτταρα (δεξιά; 0.375, ΤΑ: 0.03). Όλες οι µετρήσεις έγιναν 4 φορές (p<.001). 
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Η 

συγκέντρωση εκκρινόµενης ΕΤ-1 στο υπερκείµενο θρεπτικό υλικό κυτταρικών 

καλλιεργειών ήταν 1.45pg/ml για την σειρά LnCaP και 4.95 pg/mg για την σειρά 

PC3 (Εικόνα 4.4) (Παράρτηµα ΧΙΙ). 

 

Εικόνα 4.2. Ανάλυση µεµβρανικής έκφρασης ΝΕΡ σε φυσικές κυτταρικές σειρές καρκίνου 
προστάτη. Ανάλυση της επιφανειακής έκφρασης ΝΕΡ µε κυτταροµετρία ροής σε LnCaP 
(αριστερά) και σε PC-3 κύτταρα (δεξιά) (κλώνος ALB1, Bechman Coulter). Όλες οι µετρήσεις 
έγιναν 3 φορές (p<.001). 

 

Εικόνα 4.3. Μέτρηση ΝΕΡ πρωτεϊνης σε φυσικές κυτταρικές σειρές καρκίνου προστάτη. Ολικά 
κυτταρικά επίπεδα ΝΕΡ σε PC-3 (αριστερά) και LnCaP κύτταρα (δεξιά) µε τεχνική Western 
blotting χηµειοφωταύγειας. 
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4.1.2 Ανάλυση ∆ιαµολυσµένης Κυτταρικής Σειράς 

 
Η ανάλυση της διαµολυσµένης κυτταρικής σειράς WT-5 συµβάδιζε µε τα 

παραπάνω αποτελέσµατα. Η προσθήκη τετρακυκλίνης στο θρεπτικό υλικό της 

καλλιέργειας κατέστειλε την έκφραση του ΝΕΡ ενθέτου όπως αναµενόταν, µε 

αποτέλεσµα χαµηλή δραστηριότητα ΝΕΡ (10.22 +/- 0.44 pmoles/µg/min). Όταν 

αφαιρέθηκε η τετρακυκλίνη από το υγρό της καλλιέργειας, η δραστηριότητα ΝΕΡ 

αυξήθηκε κατά 35 φορές µε χρονοεξαρτώµενο τρόπο (357.15 +/-1.79 

pmoles/µg/min, p<0.001) (Εικόνα 4.5) (αποτελέσµατα παρόµοια µε 

προηγούµενα [Sumitomo et al, 2000; Dai et al, 2001]) (Παράρτηµα ΙΧ). 

Εικόνα 4.4. Μέτρηση εκκρινόµενης ΕΤ-1 σε φυσικές κυτταρικές σειρές καρκίνου προστάτη. 
Ανίχνευση ET-1 µε ELISA σε υπερκείµενο θρεπτικό υλικό κυτταρικής καλλιέργειας σε LnCaP 
(αριστερά; 1.448, ΤΑ: 0.06) και σε PC-3 κύτταρα (δεξιά; 4.953, ΤΑ: 0.49). Όλες οι µετρήσεις έγιναν 
οκτώ φορές (p<.001). 
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4.2   ΑΞΟΝΑΣ NFκB/UPS ΣΕ ΣΤΑΘΕΡΗ ΚΑΤΑΣΤΑΣΗ 

 

4.2.1 Ανάλυση Φυσικών Κυτταρικών Σειρών 

 
4.2.1.1 Υποκυτταρική εντόπιση NFκB 

 

Σε ανάλυση ανοσοκυτταροχηµικού ελέγχου, τα κύτταρα LnCaP παρουσίασαν 

σχεδόν εξ ολοκλήρου κυτταροπλασµατική εντόπιση του NFκΒ, ενώ τα κύτταρα 

PC-3 παρουσίασαν µικτή πυρηνική και κυτταροπλασµατική εντόπιση 

 

Εικόνα 4.5. Ανάλυση ειδικής δραστηριότητας ΝΕΡ σε διαµολυσµένη κυτταρική σειρά καρκίνου 
προστάτη. Ειδική δραστηριότητα ΝΕΡ (pmoles/µg/min) σε κύτταρα WT-5 που καλλιεργήθηκαν σε 
1µg/ml τετρακυκλίνης (αριστερά; 10.225, ΤΑ: 0.44), και σε 24 ώρες (µέσον; 201.12, ΤΑ : 0.9) και 
σε 48 ώρες (δεξιά, 357.15, ΤΑ : 1.79) µετά την αφαίρεση της τετρακυκλίνης από το υγρό της 
καλλιέργειας. Όλες οι µετρήσεις έγιναν 4 φορές (p<.001). 
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(συνδυασµός κυτταροπλασµατικής, µικτής ή αµιγούς πυρηνικής εντόπισης) 

(Εικόνα 4.6). 

 

 

Όπως αναµενόταν, η χρήση αναστολέων του UPS (αναστολείς NFκΒ, ΙΚΚ και 

20S πρωτεασώµατος) µετέτρεψε τη µικτή εντόπιση του NFκΒ στα κύτταρα PC-3 

σε κυτταροπλασµατική (Εικόνα 4.7). Η χρήση αναστολέων του UPS, όπως 

αναµενόταν, δεν είχε επίδραση στη υποκυτταρική εντόπιση του NFκΒ στα 

κύτταρα LnCaP που παρέµεινε κυτταροπλασµατική (Παράρτηµα IV). Η 

υψηλότερη συγκέντρωση ή µεγαλύτερης διάρκειας επώαση µε δύο από αυτούς 

τους αναστολείς (αναστολέας NFκΒ BAY-7082 50µΜ για 16 ώρες, αναστολέας 

IKK wedelolactone 50µΜ για 5 ώρες) και στις δυο σειρές οδήγησε σε αλλαγή της 

µορφολογίας των κυττάρων (αποστρογγυλεµένα, αποπτωτικής µορφολογίας). 

 

Εικόνα 4.6. Ανάλυση υποκυτταρικής εντόπισης του NFκΒ σε φυσικές κυτταρικές σειρές καρκίνου 
προστάτη. Έκφραση NFκΒ µε ICC. Κύτταρα LnCaP (αριστερά, x10) και PC-3 (κέντρο [x10] και 
δεξιά [x40] (κλώνος 56C6, µονοκλωνικό αντίσωµα ινδικού χοιριδίου, Novocastra). 
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Επώαση της σειράς PC-3 (που δεν εκφράζει NEP) µε rhNEP ελεγχθείσας 

υψηλής ενζυµατικής δραστηριότητας (50µg/ml για 72 ώρες) µετέτρεψε την µικτή 

εντόπιση του NFκΒ σε αµιγώς κυτταροπλασµατική (Εικόνα 4.8). 

 

 

 

 

 

 

 
 Εικόνα 4.7. Ανάλυση υποκυτταρικής εντόπισης του NFκΒ µε χρήση αναστολέων UPS σε 
κύτταρα PC-3. Έκφραση NFκΒ µε ICC, κύτταρα PC-3. Επωάσεις µε βορτεζοµίµπη 1µΜ (60 
λεπτά) (αριστερά, x10); wedelolactone 50µΜ (90 λεπτά) (κέντρο, x40); Bay-7082 20µΜ (16 ώρες) 
(δεξιά, x10) (κλώνος 56C6, µονοκλωνικό αντίσωµα ινδικού χοιριδίου, Novocastra). 

 

 Εικόνα 4.8. Ανάλυση υποκυτταρικής εντόπισης του NFκΒ µε χρήση rhNEP σε κύτταρα PC-3. 
Έκφραση NFκΒ µε ICC, κύτταρα PC-3. Αριστερά: Σταθερή κατάσταση (x40); ∆εξιά: επώαση µε 
rhNEP 50µg/ml (72 ώρες) (x40) (κλώνος 56C6, µονοκλωνικό αντίσωµα ινδικού χοιριδίου, 
Novocastra). 
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4.2.1.2 Πυρηνική & κυτταροπλασµατική πρωτεϊνη NFκB 

 
Η ανάλυση western blot των πυρηνικών και κυτταροπλασµατικών εκχυλισµάτων 

σε κύτταρα LnCaP έδειξε λιγότερη πυρηνική πρωτεϊνη NFκΒ και µικρότερη 

ποσότητα κυτταροπλασµατικής πρωτεϊνης σε σύγκριση µε κύτταρα PC-3, τα 

οποία εµφάνιζαν πολύ µεγαλύτερη ποσότητα τόσο πυρηνικής όσο και 

κυτταροπλασµατικής πρωτεϊνης NFκΒ. Η επώαση βορτεζοµίµπης, όπως 

προβλεπόταν, οδήγησε σε µειωµένη ποσότητα πυρηνικού NFκΒ στα κύτταρα 

PC-3 (∆ιάγραµµα 4.9) (Παράρτηµα V).  

 

4.2.1.3 Ανίχνευση δέσµευσης NFκB/DNA 

 

 Εικόνα 4.9. Ανάλυση πυρηνικής & κυτταροπλασµατικής πρωτεϊνης NFκΒ σε φυσικές κυτταρικές 
σειρές καρκίνου προστάτη. Αριστερά και κέντρο: Κυτταροπλασµατικά και πυρηνικά εκχυλίσµατα 
σε PC-3 και LnCaP κύτταρα; ∆εξιά: κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα PC-3 κυττάρων σε σταθερή 
κατάσταση και µετά από επώαση µε βορτεζοµίµπη 1µΜ (90 λεπτά). Ανάλυση µε τεχνική Western 
blotting χηµειοφωταύγειας (µονοκλωνικό αντίσωµα ινδικού χοιριδίου έναντι της υποµονάδας p65, 
Santa Cruz Biotechnology, Inc.). 
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Η χρήση µιας πιο ευαίσθητης τεχνικής, όπως η EMSA, ανίχνευσε σήµα σύνδεσης 

του NF-κΒ µε το DNA στα κύτταρα LnCaP, ασθενέστερο όµως σε σύγκριση µε τα 

κύτταρα PC-3 (Εικόνα 4.10). Η χρήση αναστολέα ΙΚΚ, όπως αναµενόταν, µείωσε 

ιδιαιτέρως αισθητά την ένταση του σήµατος δέσµευσης (Παράρτηµα VI). 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.1.4 Κυτταρικά επίπεδα ΙκB-α 

 
Tα κύτταρα LnCaP έδειξαν πολύ µεγαλύτερη ποσότητα ολικής πρωτεϊνης ΙκΒ-α, 

σε σύγκριση µε τα κύτταρα PC-3 (Εικόνα 4.11). Η επίδραση του αναστολέα 

πρωτεασώµατος στα επίπεδα του ΙκΒ-α, που έχει καταδειχθεί πολλές φορές στη 

βιβλιογραφία, επίσης αποδείχθηκε σε σειρά επωάσεων της βορτεζοµίµπης µόνο 

σε κύτταρα PC-3. Καταγράφηκε µια σταδιακή χρονοεξαρτώµενη αύξηση της 

 

 Εικόνα 4.10. Ανίχνευση δέσµευσης 
NFκΒ/DNA σε φυσικές κυτταρικές σειρές 
καρκίνου προστάτη. Ανάλυση µε τεχνική 
EMSA. Στήλη 1: µάρτυρας, Στήλη 2: 
κύτταρα PC-3, Στήλη 3: κύτταρα LnCaP, 
Στήλη 4: κύτταρα HeLa (6 ώρες µετά τη 
µόλυνση µε παραµυξοϊό Sentai) (αντι-p65, 
πολυκλωνικό αντίσωµα κονίκλου, Santa 
Cruz Biotechnology, Inc.) 
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συνολικής ποσότητας ΙκΒ-α, µε µέγιστη τιµή στην επώαση των 60 λεπτών. Στην 

επώαση των 90΄ η ποσότητα ΙκΒα παρουσίασε µικρή µείωση, σε σχέση µε τη 

µέγιστη ποσότητα, γεγονός που συµβαδίζει µε την αναστρέψιµη φύση της 

αναστολής της βορτεζοµίµπης (Papandreou et al, 2004) (Εικόνα 4.12) 

(Παράρτηµα VII). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.11. Μέτρηση 
κυτταρικών επιπέδων IκB-α 
σε φυσικές κυτταρικές σειρές 
καρκίνου προστάτη. PC-3 
(αριστερά) και LnCaP 
κύτταρα (δεξιά). Ανάλυση µε 
τεχνική Western blotting 
χηµειοφωταύγειας 
(πολυκλωνικό αντίσωµα 
κονίκλου, Santa Cruz 
Biotechnology, Inc.). 

 

Εικόνα 4.12 Μέτρηση κυτταρικών επιπέδων IκB-α σε κύτταρα PC-3 µετά 
από διαδοχικές επωάσεις µε αναστολέα πρωτεασώµατος (VELCADE). 
Ανάλυση µε τεχνική Western blotting χηµειοφωταύγειας (πολυκλωνικό 
αντίσωµα κονίκλου, Santa Cruz Biotechnology, Inc.). 
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4.2.1.5 Ενζυµατική δραστηριότητα 20S πρωτεασώµατος 

 
Η µέτρηση της δραστηριότητας της υποµονάδας 20S του πρωτεοσώµατος έδειξε 

την αντίστροφη σχέση ανάµεσα στα LnCaP και στα κύτταρα PC-3, σε σύγκριση 

µε τη δραστηριότητα NEP. Τα κύτταρα LnCaP παρουσίασαν χαµηλή 

δραστηριότητα 20S πρωτεασώµατος (45.2 RFU/µg πρωτεϊνης), ενώ τα κύτταρα 

PC-3 είχαν πολύ εντονότερη δραστηριότητα (208.6 RFU/µg πρωτεϊνης, p<0.001). 

Η επώαση µε τον αναστολέα του πρωτεασώµατος βορτεζοµίµπη (1µΜ για 60 

λεπτά) επέφερε σηµαντική αναστολή του πρωτεασώµατος στα κύτταρα PC-3 

(17% της δραστηριότητας σταθερής κατάστασης) και µέτρια αναστολή στα 

κύτταρα LnCaP (65% της δραστηριότητας σταθερής κατάστασης). Η αναστολή 

των κυττάρων PC-3 ήταν παρόµοια µε την αναστολή που επέφερε η 

λακτακυστίνη στην πρωτεϊνη µάρτυρα πρωτεασώµατος 20S (Εικόνα 4.13). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 4.13 ∆ραστηριότητα 20S πρωτεασώµατος σε φυσικές κυτταρικές σειρές 
καρκίνου προστάτη (RFU/µg). Κύτταρα PC-3 (αριστερά, 208.58, ΤΑ: 3.24) και LnCaP 
(δεξιά, 45.2, ΤΑ: 0.2). Όλες οι µετρήσεις έγιναν 4 φορές (p<.001). Μικρό γράφηµα: % 
αναστολή της δραστηριότητας του πρωτεασώµατος 20S µετά από επώαση µε 
βορτεζοµίµπη στα κύτταρα LnCaP (αριστερά) και στα κύτταρα PC-3 (κέντρο), % 
αναστολή δραστηριότητας του µάρτυρα 20S πρωτεασώµατος από τη λακτακυστίνη 
(δεξιά). Όλες οι µετρήσεις έγιναν 4 φορές (p<.001). 
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4.2.2 Ανάλυση ∆ιαµολυσµένης Κυτταρικής Σειράς 

 
Η ανάλυση της σειράς WT-5 έδειξε ότι, σε καλλιέργεια σε περιβάλλον 

τετρακυκλίνης, τα κύτταρα έδειξαν πολύ µεγάλη πρωτεασωµική δραστηριότητα 

(4.630 RFU/µg) και µικτή πυρηνική και κυτταροπλασµατική εντόπιση NFκΒ. Όταν 

αφαιρέθηκε η τετρακυκλίνη από το θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας, η 

πρωτεασωµική δραστηριότητα µειώθηκε σηµαντικά κατά 26 φορές σε σύγκριση 

µε αυτή που παρατηρήθηκε παρουσία τετρακυκλίνης (178.2 RFU/µg, p<0.001), 

ενώ τα κύτταρα παρουσίασαν κυρίως κυτταροπλασµατική εντόπιση NFκΒ 

(Εικόνες 4.14 & 4.15) (Παραρτήµατα IV & VIII). 

 

 

Εικόνα 4.14 ∆ραστηριότητα 20S πρωτεασώµατος σε διαµολυσµένη κυτταρική σειρά καρκίνου 
προστάτη. ∆ραστηριότητα 20Sπρωτεασώµατος (RFU/µg) σε κύτταρα WT-5 που καλλιεργήθηκαν σε 
1µg/ml τετρακυκλίνης (αριστερά; 4630, ΤΑ: 109.73), και σε 48 ώρες (δεξιά, 178.2, ΤΑ: 12.62) µετά την 
αφαίρεση της τετρακυκλίνης από το υγρό της καλλιέργειας. Όλες οι µετρήσεις έγιναν 4 φορές (p<.001). 
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Συνολικά, το προφίλ των αναλυθέντων κυτταρικών σειρών αναφορικά µε 

συνιστώσες του άξονα NEP/νευροπεπτιδίων και της οδού NFκB/UPS φαίνεται 

στον Πίνακα 4.1. 

 

 

Εικόνα 4.15 Ανάλυση υποκυτταρικής εντόπισης NFκB σε διαµολυσµένη κυτταρική σειρά 
καρκίνου προστάτη. Έκφραση NFκΒ µε ICC. Πάνω: κύτταρα WT-5 σε καλλιέργεια σε 
1µg/ml τετρακυκλίνης τετρακυκλίνης (x40), Κάτω: κύτταρα WT-5 48 ώρες αφού 
αφαιρέθηκε η τετρακυκλίνη (x40) (κλώνος 56C6, µονοκλωνικό αντίσωµα ινδικού χοιριδίου, 
Novocastra).  
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 AD AI 
 LnCaP WT-5 tet- 

(48hrs) 
PC-3 WT-5 

tet+ 
Ειδική 
δραστηριότητα 
NEP 
(pmoles/µg/min) 

187.25 357.15 0.375 10.225 

Επιφανειακή 
έκφραση NEP 
(%) 

98.89 - 3.81 - 

Επίπεδα NEP 
πρωτεϊνης 

Υψηλά - Αµελητέα - 

Επίπεδα 
εκκρινόµενης 
ET-1 (pg/ml) 

1.44 - 4.95 - 

Υποκυτταρική 
εντόπιση NFκB  

Κυτταροπλασ
µατική 

Κυτταροπλ
ασµατική 

Μικτή Μικτή 

Επίπεδα 
πυρηνικής 
πρωτεϊνης NFκB 

Χαµηλά - Υψηλά - 

Σύνδεση NFκB-
DNA  

Χαµηλή - Έντονη  

Ολικά κυτταρικά 
επίπεδα 
πρωτεϊνης IκBα 

Υψηλά - Χαµηλά - 

∆ραστηριότητα 
20S 
πρωτεασώµατος 
(RFU/µg) 

45.2 178.2 208.58 4630 

 
 
 
 

 

4.3   ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΩΝ ΝΕΥΡΟΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ ΣΤΗΝ ΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΒΙΩΣΙΜΟΤΗΤΑ 

 

Πίνακας 4.1 Ανάλυση του άξονα NEP/νευροπεπτιδίων και της οδού 
NFκB/UPS σε σταθερή κατάσταση  
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Η βιωσιµότητα των κυττάρων LnCaP σε σταθερή κατάσταση υπολογίσθηκε ότι 

ήταν 87.5% µε την µέθοδο χρώσης µε κυανό του τρυπανίου, και 82% στον 

αποκλεισµό FW-SS. Η βιωσιµότητα των κυττάρων PC-3 υπολογίσθηκε ότι ήταν 

100% και 85% αντίστοιχα. Η επώαση µε ΕΤ-1 (100nM για 45 λεπτά) αύξησε τη 

βιωσιµότητα των κυττάρων LnCaP σε 90% και 97% αντίστοιχα. Η επώαση µε 

BBS (100nM για 45 λεπτά) οδήγησε σε βιωσιµότητα 95% και 98% αντίστοιχα. 

Μεγαλύτερης διάρκειας επώαση µε ΕΤ-1 (100nM για 72 ώρες) αύξησε τη 

βιωσιµότητα των κυττάρων LnCaP σε 97% και 98% αντίστοιχα. 

 

 

4.4   ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΩΝ ΝΕΥΡΟΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ ΣΤΗΝ ΥΠΟΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΕΝΤΟΠΙΣΗ ΤΟΥ 

NFκB 
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Καθώς δεν υπήρχε προηγούµενη βιβλιογραφία σχετικά µε την επίδραση της 

ενδοθηλίνης στη υποκυτταρική εντόπιση του NFκΒ σε κυτταρικές σειρές 

καρκίνου του προστάτη, σχεδιάσθηκε µια σειρά επωάσεων αυξανόµενου χρόνου 

και συγκέντρωσης. Η επώαση των κυττάρων PC-3 µε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις ΕΤ-1 δεν έδειξε σαφή επίδραση στην υποκυτταρική εντόπιση του 

NFκΒ σε χαµηλές συγκεντρώσεις (1nM ή 50nM). Όµως, υψηλότερη 

συγκέντρωση ΕΤ-1 (100nM) οδήγησε σε πυρηνική µετακίνηση του NFκΒ στη 

µεγάλη πλειονότητα των κυττάρων. Αυτή η επίδραση ήταν χρονοεξαρτώµενη, 

αρχόµενη από την επώαση των 30 λεπτών, ενώ σταδιακά εντεινόταν στις 

επωάσεις των 45 και των 60 λεπτών. Αυτή η επίδραση εµποδίσθηκε απόλυτα µε 

την προ-επώαση µε έναν επιλεκτικό ανταγωνιστή του υποδοχέα ΕΤΑ (1µΜ για 30 

λεπτά) (Εικόνα 4.16). 

 

 

Εικόνα 4.16 Ανάλυση υποκυτταρικής εντόπισης του NFκB σε κύτταρα PC-3 µε χρήση ΕΤ-1. 
Έκφραση NFκΒ από ICC, κύτταρα PC-3. Από αριστερά: σταθερή κατάσταση (x40); επώαση µε ΕΤ-
1 1nΜ x45min (x40); επώαση µε ΕΤ-1 50nΜ x 45min (x20); επώαση µε ΕΤ-1 100nΜ x45min (x40); 
επώαση µε BQ-123 1µM x30min ακολουθούµενο από επώαση µε ΕΤ-1 100nM x45min (x10) 
(κλώνος 56C6, µονοκλωνικό αντίσωµα ινδικού χοιριδίου, Novocastra).  
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Η πυρηνική µετακίνηση σε κύτταρα PC-3 επετεύχθη επίσης µε τη χρήση 

βοµβεσίνης. Καθώς η βοµβεσίνη χρησιµοποιήθηκε στο παρελθόν από άλλους 

(Levine et al, 2003) για να επιτευχθεί πυρηνική µετακίνηση σε κύτταρα PC-3 µε 

ένα συγκεκριµένο πρωτόκολλο επώασης (100nM για 30 λεπτά), σχεδιάσαµε µια 

χρονική σειρά επωάσεων (30, 45, 60, 120 λεπτά) για την ίδια συγκέντρωση BBS 

(100nM). Όµοια µε την ενδοθηλίνη, η BBS επέφερε χρονοεξαρτώµενη πυρηνική 

µετακίνηση του NFκΒ που ξεκίνησε στα 30 λεπτά, εντάθηκε στα 45 λεπτά και 

κορυφώθηκε στη 1 ώρα (Εικόνα 4.17). Στην επώαση 2 ωρών, το ποσοστό των 

κυττάρων που παρουσίασαν πυρηνική µετακίνηση µειώθηκε (συγκριτικά µε τις 

επωάσεις 45 και 60 λεπτών). 

Η προαναφερθείσα πυρηνική µετακίνηση εµποδίσθηκε εν µέρει από την προ-

επώαση µε αναστολέα του υποδοχέα ΒΒ2 (10nM για 1 ώρα) (Εικόνα 4.17). Η 

πρόληψη της µετακίνησης ήταν πιο αποτελεσµατική µε την επώαση µε BBS 45 

λεπτών και λιγότερο αποτελεσµατική µε την επώαση µε BBS 1 ώρας. Στα 120 

λεπτά, µειώθηκε η πυρηνική µετακίνηση, αλλά αυτό το γεγονός ήταν παρόµοιο 

µε τη µείωση που παρατηρήθηκε µε την επώαση µε BBS µόνο, στις 2 ώρες. 
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Όταν κύτταρα PC-3 προ-επωάσθηκαν µε rhNEP ελεγχθείσας υψηλής 

ενζυµατικής δραστηριότητας (50µg/ml για 72 ώρες), η επακόλουθη επώαση µε 

ενδοθηλίνη ή βοµβεσίνη µε τις παραπάνω συνθήκες δεν οδήγησε σε ορατή 

πυρηνική µετακίνηση (Εικόνα 4.18). 

 

Εικόνα 4.17 Ανάλυση υποκυτταρικής εντόπισης του NFκB σε κύτταρα PC-3 µε χρήση BBS. 
Έκφραση NFκΒ από ICC, κύτταρα PC-3. Από αριστερά: σταθερή κατάσταση (x40); επώαση µε 
BBS 100nΜ x30min (x20); επώαση µε BBS 100nΜ x 45min (x20); επώαση µε BBS 100nΜ x60min 
(x40); επώαση µε RC-3095 10nM x30min ακολουθούµενο από επώαση µε BBS 100nM x60min 
(x40) (κλώνος 56C6, µονοκλωνικό αντίσωµα ινδικού χοιριδίου, Novocastra).  
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Η χρήση αναστολέων UPS επίσης εµπόδισε την πυρηνική µετακίνηση NFκΒ που 

θα επέφεραν η βοµβεσίνη και η ενδοθηλίνη σε κύτταρα PC-3. Πιο συγκεκριµένα, 

η προ-επώαση µε αναστολέα ΙΚΚ (50µΜ για 90 λεπτά) και αναστολέα 

πρωτεασώµατος (1µΜ για 60 λεπτά) εµπόδισε µε επιτυχία την πυρηνική 

µετακίνηση, όπως και η προ-επώαση µε τον αναστολέα NFκΒ (20µΜ για 16 

ώρες) (Εικόνα 4.19). Το δεύτερο είχε επίσης ορατή επίδραση στην κυτταρική 

 

Εικόνα 4.18 Ανάλυση υποκυτταρικής εντόπισης του NFκB σε κύτταρα PC-3 µε χρήση 
νευροπεπτιδίων και rhNEP. Έκφραση NFκΒ από ICC, κύτταρα PC-3. Πάνω σειρά: 
σταθερή κατάσταση (αριστερά, x40); επώαση µε rhNEP 50µg/ml x72hrs (κέντρο, x20); 
επώαση µε rhNEP 50µg/ml x72hrs και ΕΤ-1 100nΜ x 45min (δεξιά, x10). Κάτω σειρά: 
σταθερή κατάσταση (αριστερά, x40); επώαση µε rhNEP 50µg/ml x72hrs (κέντρο, x40); 
επώαση µε rhNEP 50µg/ml x72hrs και BBS 100nΜ x 60min (δεξιά, x40) (κλώνος 56C6, 
µονοκλωνικό αντίσωµα ινδικού χοιριδίου, Novocastra).  
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µορφολογία (διάσπαρτα, αποστρογγυλεµένα, µε αποπτωτική µορφολογία), όπως 

παρατηρήθηκε σε προηγούµενες επωάσεις.  

 

 

Αξίζει να σηµειωθεί ότι αυτή η δυνατότητα αποκλεισµού της πυρηνικής 

µετακίνησης από το αναστολέα πρωτεασώµατος αντεστράφη σε µεγαλύτερης 

 

Εικόνα 4.19 Ανάλυση υποκυτταρικής εντόπισης του NFκB σε κύτταρα PC-3 µε χρήση 
νευροπεπτιδίων και αναστολέων UPS. Έκφραση NFκΒ από ICC, κύτταρα PC-3. Πάνω 
σειρά: επώαση µε βορτεζοµίµπη 1µM x60min και ΕΤ-1 100nM x45min (αριστερά, x40); 
επώαση µε wedelolactone 50µM x30min και ΕΤ-1 100nM x45min (κέντρο, x10); 
επώαση µε BAY 11-7082 20µM x16hrs και ΕΤ-1 100nΜ x 45min (δεξιά, x10). Κάτω 
σειρά: επώαση µε βορτεζοµίµπη 1µM x60min και BBS 100nM x60min (αριστερά, x10); 
επώαση µε wedelolactone 50µM x30min και BBS 100nM x60min (κέντρο, x10); επώαση 
µε BAY 11-7082 20µM x16hrs και BBS 100nΜ x 60min (δεξιά, x40). (κλώνος 56C6, 
µονοκλωνικό αντίσωµα ινδικού χοιριδίου, Novocastra).  
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διάρκειας επωάσεις (πχ. προ-επώαση µε βορτεζοµίµπη για 60 λεπτά και στη 

συνέχεια προσθήκη νευροπεπτίδιου για άλλα 45 ή 60 λεπτά χωρίς αλλαγή 

θρεπτικού υλικού), γεγονός που συµβαδίζει µε την αναστρέψιµη φύση της 

επώασης. Το χρονικό πλαίσιο για αυτή την in vitro αναστολή ήταν παρόµοιο µε 

αυτό που αναφέρθηκε σε µελέτη Φάσης Ι µετά από ενδοφλέβια χορήγηση 

βορτεζοµίµπης σε ανθρώπους, ενώ η µέγιστη αναστολή της δραστηριότητας του 

20S πρωτεασώµατος που αναφέρθηκε σε µονοπύρηνα κύτταρα του αίµατος 

ήταν στην 1 ώρα  (Papandreou et al, 2004).  

Η επώαση νευροπεπτιδίων χρησιµοποιώντας τα ίδια πρωτόκολλα χρόνου και 

συγκέντρωσης δεν είχαν επίδραση στην υποκυτταρική εντόπιση του NFκΒ σε 

κύτταρα LnCaP, που παρέµεινε κυτταροπλασµατική, µε ή χωρίς χρήση 

ανταγωνιστών υποδοχέων (Εικόνα 4.20).  

 

 

Εικόνα 4.20 Ανάλυση υποκυτταρικής εντόπισης του NFκB σε κύτταρα LnCaP µε χρήση 
νευροπεπτιδίων. Έκφραση NFκΒ από ICC, κύτταρα LnCaP. Από αριστερά: σταθερή 
κατάσταση (x10); επώαση ΕΤ-1 100nM x45min (x10); επώαση BQ-123 1µM x30min +ΕΤ-
1 100nΜ x 45min (x10); επώαση BBS 100nΜ x 60min (x20); επώαση RC-3095 10nM 
x30min +BBS 100nΜ x 60min (x10) (κλώνος 56C6, µονοκλωνικό αντίσωµα ινδικού 
χοιριδίου, Novocastra).  
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Η εντόπιση παρέµεινε κυτταροπλασµατική µε τη χρήση ανταγωνιστών, όπως 

παραπάνω (Εικόνα 4.21). Υψηλότερες συγκεντρώσεις αναστολέων της οδού 

NFκΒ/UPS οδήγησαν σε αλλοιωµένη κυτταρική µορφολογία, όπως µε τα κύτταρα 

PC-3. 

 

 

 

 

 

Το σύνολο των πειραµάτων αυτής της ενότητας παρουσιάζονται στο Παράρτηµα 

IV. 

 

Εικόνα 4.21 Ανάλυση υποκυτταρικής εντόπισης του NFκB σε κύτταρα LnCaP µε χρήση 
νευροπεπτιδίων και αναστολέων UPS. Έκφραση NFκΒ από ICC, κύτταρα LnCaP. Πάνω 
σειρά: επώαση µε βορτεζοµίµπη 1µM x60min και ΕΤ-1 100nM x45min (αριστερά, x10); 
επώαση µε wedelolactone 50µM x30min και ΕΤ-1 100nM x45min (κέντρο, x10); 
επώαση µε BAY 11-7082 20µM x16hrs και ΕΤ-1 100nΜ x 45min (δεξιά, x10). Κάτω 
σειρά: επώαση µε βορτεζοµίµπη 1µM x60min και BBS 100nM x60min (αριστερά, x10); 
επώαση µε wedelolactone 50µM x30min και BBS 100nM x60min (κέντρο, x10); επώαση 
µε BAY 11-7082 20µM x16hrs και BBS 100nΜ x 60min (δεξιά, x10). (κλώνος 56C6, 
µονοκλωνικό αντίσωµα ινδικού χοιριδίου, Novocastra).  
 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 10:34:57 EEST - 52.14.83.249



 

4.5   ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΩΝ ΝΕΥΡΟΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ ΣΤΗΝ ΠΟΣΟΤΗΤΑ ΠΥΡΗΝΙΚΗΣ 

ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ NFκB 

 

Η ανάλυση western blot των πυρηνικών εκχυλισµάτων έδειξε υψηλότερη 

ποσότητα NFκΒ στους πυρήνες κυττάρων PC-3 µετά τη διέγερση µε ΕΤ-1 και 

βοµβεσίνη, σταδιακά αυξανόµενη και ιδιαίτερα εµφανή στις επωάσεις των 60 

λεπτών (Εικόνα 4.22 & 4.23). Η επίδραση στα κύτταρα PC-3 εµποδίσθηκε σε 

κάποιο βαθµό από τη χρήση αναστολέων των ανίστοιχων υποδοχέων, όπως και 

µε προ-επώαση µε αναστολείς της οδού NFκΒ/UPS, κυρίως στην περίπτωση του 

άµεσου αναστολέα NFκΒ (Εικόνα 4.22 & 4.23). 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.22 Ανάλυση πυρηνικής πρωτεϊνης NFκB σε κύτταρα PC-3 µε χρήση ET-1 και 
αναστολέων. Από αριστερά: σταθερή κατάσταση; επώαση µε ΕΤ-1 100nΜ x 30min; 
επώαση µε ΕΤ-1 100nΜ x 45min; επώαση µε ΕΤ-1 100nΜ x 60min; επώαση µε BQ-123 
1µM x30min +ΕΤ-1 100nΜ x 60min; επώαση µε βορτεζοµίµπη 1µM x30min + ΕΤ-1 
100nΜ x 30min ; επώαση µε βορτεζοµίµπη 1µM x30min + ΕΤ-1 100nΜ x 45min; 
επώαση µε βορτεζοµίµπη 1µM x30min + ΕΤ-1 100nΜ x 60min; επώαση µε BAY 11-
7082 20µM x16hrs και ΕΤ-1 100nΜ x 60min; επώαση µε wedelolactone 50µM x30min 
και ΕΤ-1 100nM x60min. Ανάλυση µε τεχνική Western blotting χηµειοφωταύγειας 
(µονοκλωνικό αντίσωµα ινδικού χοιριδίου έναντι της υποµονάδας p65, Santa Cruz 
Biotechnology, Inc.). 
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Όπως προηγουµένως, η αποτελεσµατικότερη αναστολή µε προ-επώαση µε 

βορτεζοµίµπη αποδείχθηκε ότι ήταν σε συνολικό χρόνο επώασης 60 λεπτών 

(Εικόνα 4.22 & 4.23).  

Η επώαση κυττάρων PC-3 µε rhNEP (µε ελεγχθείσα υψηλή ενζυµατική 

δραστηριότητα) πριν τη διέγερση µε νευροπεπτίδια απέτρεψε την αύξηση του 

NFκΒ στον πυρήνα που καταγράφηκε µε την επώαση µε νευροπεπτίδια µόνο 

(Εικόνα 4.24).  

 

 

 

 

Εικόνα 4.23 Ανάλυση της πυρηνικής πρωτεϊνης NFκB σε κύτταρα PC-3 µε χρήση BBS 
και αναστολέων. Από αριστερά: σταθερή κατάσταση; επώαση µε BBS 100nΜ x 30min; 
επώαση µε BBS 100nΜ x 45min; επώαση µε BBS 100nΜ x 60min; επώαση µε RC-
3095 10nM x30min +BBS 100nΜ x 60min; επώαση µε βορτεζοµίµπη 1µM x30min + 
BBS 100nΜ x 30min ; επώαση µε βορτεζοµίµπη 1µM x30min + BBS 100nΜ x 45min; 
επώαση µε βορτεζοµίµπη 1µM x30min + BBS 100nΜ x 60min; επώαση µε BAY 11-
7082 20µM x16hrs και BBS 100nΜ x 60min; επώαση µε wedelolactone 50µM x30min 
και BBS 100nM x60min. Ανάλυση µε τεχνική Western blotting χηµειοφωταύγειας 
(µονοκλωνικό αντίσωµα ινδικού χοιριδίου έναντι της υποµονάδας p65, Santa Cruz 
Biotechnology, Inc.). 
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Τα κύτταρα LnCaP δεν παρουσίασαν σηµαντική αύξηση της ποσότητας NFκΒ 

στον πυρήνα µε τη διέγερση µε νευροπεπτίδια (Εικόνα 4.25). 

 

Το σύνολο των πειραµάτων αυτής της ενότητας παρουσιάζονται στο Παράρτηµα 

V. 

 

Εικόνα 4.24 Ανάλυση πυρηνικής πρωτεϊνης NFκB σε κύτταρα PC-3 µε χρήση 
νευροπεπτιδίων και rhNEP. Από αριστερά: σταθερή κατάσταση; επώαση µε rhnNEP 
50µg/ml x72hrs +ET-1 100nΜ x 45min; επώαση µε rhnNEP 50µg/ml x72hrs +ET-1 
100nΜ x 60min; επώαση µε rhnNEP 50µg/ml x72hrs + BBS 100nΜ x 45min; επώαση µε 
rhnNEP 50µg/ml x72hrs +BBS 100nΜ x 60min. Ανάλυση µε τεχνική Western blotting 
χηµειοφωταύγειας (µονοκλωνικό αντίσωµα ινδικού χοιριδίου έναντι της υποµονάδας 
p65, Santa Cruz Biotechnology, Inc). 
 

 

Εικόνα 4.25 Ανάλυση πυρηνικής πρωτεϊνης NFκB σε κύτταρα LnCaP µε χρήση 
νευροπεπτιδίων. Από αριστερά: PC-3 κύτταρα, σταθερή κατάσταση; LnCaP κύτταρα, 
επώαση µε ET-1 100nΜ x 45min; LnCaP κύτταρα, επώαση µε +ET-1 100nΜ x 60min; 
LnCaP κύτταρα, επώαση µε BBS 100nΜ x 45min; LnCaP κύτταρα, επώαση µε BBS 
100nΜ x 60min. Ανάλυση µε τεχνική Western blotting χηµειοφωταύγειας (µονοκλωνικό 
αντίσωµα ινδικού χοιριδίου έναντι της υποµονάδας p65, Santa Cruz Biotechnology, 
Inc.). 
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4.6   ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΩΝ ΝΕΥΡΟΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ ΣΤΗΝ ΣΥΝ∆ΕΣΗ NFκB/DNA  

 

H επώαση µε ενδοθηλίνη 1 ή βοµβεσίνη (100nM και για τις δύο) αύξησε την 

ένταση του σήµατος µε χρονοεξαρτώµενο τρόπο όµοιο µε αυτόν που 

παρατηρήθηκε στον ανοσοϊστοχηµικό έλεγχο, ξεκινώντας στα 30 λεπτά και µε 

την κορύφωση να σηµειώνεται στη 1 ώρα. Η µέγιστη ένταση σήµατος ήταν 

παρόµοια µε την ένταση του σήµατος των κυττάρων PC-3 που έλαβαν θεραπεία 

µε TNFα (10µΜ για 30 λεπτά), έναν πολύ γνωστό ενεργοποιητή του NFκΒ, όπως 

και την ένταση του σήµατος που παρουσίασαν τα κύτταρα HeLa µετά από 

επώαση µε TNFα (1 ώρα) ή από ιογενή λοίµωξη, όπως παραπάνω (Εικόνα 4.26 

& 4.27). Αυτή η αύξηση στη σύνδεση µε το DNA στα κύτταρα PC-3 εµποδίσθηκε 

εν µέρει µε προ-επώαση µε τον ανταγωνιστή υποδοχέα ΕΤΑ ή το ανταγωνιστή 

του υποδοχέα ΒΒ2 για την ΕΤ-1 και τη BBS αντίστοιχα (Εικόνα 4.26). Το ίδιο 

παρατηρήθηκε µε προ-επωάσεις µε αναστολείς ΙΚΚ, NFκΒ και πρωτεασώµατος 

και για τα δύο νευροπεπτίδια. Η πιο αποτελεσµατική αναστολή αύξησης σήµατος 

επιτεύχθηκε µε προ-επώαση µε αναστολέα της ΙΚΚ, η οποία οδήγησε σε πολύ 

χαµηλό σήµα σύνδεσης µε το DNA, εµποδίζοντας απόλυτα κάθε διεγερτική 

επίδραση και των δύο νευροπεπτιδίων (Εικόνα 4.26). 

Ενισχυµένο σήµα σύνδεσης µε το DNA ανιχνεύθηκε επίσης σε κύτταρα LnCaP 

µετά από επωάσεις µε ΕΤ-1 και BBS, αλλά σε πολύ µικρότερο βαθµό, σε 

σύγκριση µε τα κύτταρα PC-3 (Εικόνα 4.26 & 4.27). 
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Οµοίως, όταν κύτταρα PC-3 προ-επωάσθηκαν µε rhNEP πριν την επώαση µε 

νευροπεπτίδια, το αυξηµένο σήµα σύνδεσης µε DNA το οποίο επέφεραν πριν τα 

νευροπεπτίδια είχε µειωθεί σηµαντικά. Αυτή η επίδραση παρατηρήθηκε τόσο 

 

Εικόνα 4.26 Ανίχνευση δέσµευσης NFκΒ/DNA σε φυσικές κυτταρικές σειρές καρκίνου 
προστάτη µε χρήση νευροπεπτιδίων και αναστολέων (A). Ανάλυση µε τεχνική EMSA. 
Πάνω σειρά, από αριστερά: κύτταρα PC-3, σταθερή κατάσταση; κύτταρα PC-3, επώαση 
µε ET-1 100nΜ x 45min; κύτταρα PC-3, επώαση µε BQ-123 1µM x30min +ET-1 100nΜ 
x 45min; κύτταρα PC-3, επώαση µε βορτεζοµίµπη 1µM x30min +ET-1 100nΜ x 45min; 
κύτταρα PC-3, επώαση µε wedelolactone 50µM x30min + ΕΤ-1 100nM x45min: επώαση 
µε BAY 11-7082 20µM x16hrs +ΕΤ-1 100nΜ x 45min; κύτταρα LnCaP, σταθερή 
κατάσταση: κύτταρα LnCaP, επώαση µε ΕΤ-1 100nΜ x 45min; κύτταρα HeLa (6 ώρες 
µετά τη µόλυνση µε παραµυξοϊό Sentai). Κάτω σειρά, από αριστερά: κύτταρα PC-3, 
επώαση µε BBS 100nΜ x 30min; κύτταρα PC-3, επώαση µε BBS 100nΜ x 45min; 
κύτταρα PC-3, επώαση µε BBS 100nΜ x 60min; κύτταρα PC-3, επώαση µε RC-3095 
10nM x 30min +BBS 100nΜ x 60min; κύτταρα PC-3, επώαση µε wedelolactone 50µM 
x30min + BBS 100nM x60min: κύτταρα PC-3, επώαση µε BAY 11-7082 20µM x16hrs 
+BBS 100nΜ x 60min; κύτταρα PC-3, επώαση µε βορτεζοµίµπη 1µM x30min +BBS 
100nΜ x 60min; κύτταρα HeLa (1 ώρα µετά την επώαση µε rhTNFα (αντι-p65, 
πολυκλωνικό αντίσωµα κονίκλου, Santa Cruz Biotechnology, Inc.)  
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στην επώαση των 45΄, όσο και σε αυτή των 60΄, που προηγουµένως είχε 

παρουσιάσει τη µέγιστη ένταση σήµατος (Εικόνα 4.28) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.27 Ανίχνευση δέσµευσης NFκΒ/DNA σε φυσικές κυτταρικές σειρές καρκίνου 
προστάτη µε χρήση νευροπεπτιδίων και αναστολέων (B). Ανάλυση µε τεχνική EMSA. 
Πάνω σειρά, από αριστερά: κύτταρα PC-3, σταθερή κατάσταση; κύτταρα PC-3, επώαση 
µε ET-1 100nΜ x 45min; κύτταρα PC-3, επώαση µε ET-1 100nΜ x 60min; κύτταρα PC-
3, επώαση µε BBS 100nΜ x 45min; κύτταρα PC-3, επώαση µε BBS 100nΜ x 60min; 
κύτταρα LnCaP, σταθερή κατάσταση: κύτταρα LnCaP, επώαση µε ΕΤ-1 100nΜ x 
45min; κύτταρα LnCaP, επώαση µε ΕΤ-1 100nΜ x 60min; κύτταρα LnCaP, επώαση µε 
BBS 100nΜ x 45min; κύτταρα LnCaP, επώαση µε BBS 100nΜ x 60min. Κάτω σειρά, 
από αριστερά: αρνητικός µάρτυρας; κύτταρα PC-3, επώαση µε ΕΤ-1 100nΜ x 45min; 
επώαση µε BBS 100nΜ x 60min; κύτταρα PC-3 επώαση µε rhTNFα x 30min, κύτταρα 
HeLa, επώαση µε rhTNFα x1hr (αντι-p65, πολυκλωνικό αντίσωµα κονίκλου, Santa Cruz 
Biotechnology, Inc.)  
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Το σύνολο των πειραµάτων αυτής της ενότητας παρουσιάζονται στο Παράρτηµα 

VI. 

 

4.7   ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΩΝ ΝΕΥΡΟΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ ΣΤΟ ΙκB-α 

 

Η επώαση των κυττάρων PC-3 µε ενδοθηλίνη ή βοµβεσίνη (100nM και για τα δύο 

νευροπεπτίδια) οδήγησε σε χρονοεξαρτώµενη αλλαγή στο συνολικό ΙκΒ-α. Στην 

επώαση 30 λεπτών ξεκίνησε µια παρατηρούµενη µείωση της ολικής ποσότητας 

ΙκΒ-α. Αυτή η µείωση ήταν πιο εµφανής µε την διέγερση µε βοµβεσίνη, 

συγκρίσιµη µε αυτή που είχε δείξει η οµάδα του Levine (Levine et al, 2003). Η 

µείωση του ΙκΒ-α συνεχίστηκε στις µεγαλύτερης διάρκειας επωάσεις (Εικόνα 

4.29 & 4.30).  

 

Εικόνα 4.28 Ανίχνευση δέσµευσης NFκΒ/DNA σε κύτταρα PC-3 και χρήση rhNEP. 
Ανάλυση µε τεχνική EMSA. Aπό αριστερά: κύτταρα PC-3, σταθερή κατάσταση; κύτταρα 
PC-3, επώαση µε rhNEP (50µg/ml x 72hrs) +ET-1 100nΜ x 45min; κύτταρα PC-3, 
επώαση µε rhNEP (50µg/ml x 72hrs) +ET-1 100nΜ x 60min; κύτταρα PC-3, επώαση µε 
rhNEP (50µg/ml x 72hrs) +BBS 100nΜ x 45min; κύτταρα PC-3, επώαση µε rhNEP 
(50µg/ml x 72hrs) +BBS 100nΜ x 60min (αντι-p65, πολυκλωνικό αντίσωµα κονίκλου, 
Santa Cruz Biotechnology, Inc.)  
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Η προ-επώαση µε τους αντίστοιχους αναστολείς υποδοχέων των 

νευροπεπτιδίων απέτρεψε αυτή τη µείωση της ποσότητας ΙκΒ-α. Το ίδιο 

καταγράφηκε µε την προ-επώαση µε αναστολείς ΙΚΚ και NFκΒ (Εικόνα 4.29 & 

4.30).  

 

 

Εικόνα 4.29 Μέτρηση κυτταρικών επιπέδων ΙκΒ-α σε κύτταρα PC-3 µε χρήση ΕΤ-1 και 
αναστολέων. Πρώτη σειρά: ακτίνη (µάρτυρας). ∆εύτερη σειρά, από αριστερά: κύτταρα 
PC-3, σταθερή κατάσταση; κύτταρα PC-3, επώαση µε ET-1 100nΜ x 30min; κύτταρα 
PC-3, επώαση µε ET-1 100nΜ x 45min; κύτταρα PC-3, επώαση µε ΕΤ-1 100nΜ x 
60min; κύτταρα PC-3, επώαση µε BQ-123 1µM x30min +ET-1 100nΜ x 60min; κύτταρα 
PC-3, επώαση µε wedelolactone 50µM x30min +ΕΤ-1 100nM x 60min; κύτταρα PC-3, 
επώαση µε BAY 11-7082 20µM x16hrs + ΕΤ-1 100nΜ x 60min. Τρίτη σειρά: ακτίνη 
(µάρτυρας). Τέταρτη σειρά, από αριστερά: κύτταρα PC-3, σταθερή κατάσταση; κύτταρα 
PC-3, επώαση µε βορτεζοµίµπη 1µM x30min +ET-1 100nΜ x 45min; κύτταρα PC-3, 
επώαση µε βορτεζοµίµπη 1µM x30min +ET-1 100nΜ x 60min; κύτταρα PC-3, επώαση 
µε ET-1 100nΜ x 30min; κύτταρα PC-3, επώαση µε ET-1 100nΜ x 45min; κύτταρα PC-
3, επώαση µε ΕΤ-1 100nΜ x 60min. Ανάλυση µε τεχνική Western blotting 
χηµειοφωταύγειας (πολυκλωνικό αντίσωµα κονίκλου, Santa Cruz Biotechnology, Inc.). 
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Η προ-επώαση µε βορτεζοµίµπη ανέστειλε επίσης τη µείωση της ποσότητας ΙκΒ-

α, όµως αυτή η επίδραση δεν ήταν τόσο µεγάλη όταν η συνολική επώαση µε 

βορτεζοµίµπη υπερέβη κατά πολύ τα 60΄ (Εικόνα 4.29. & 4.30), σύµφωνα µε τα 

αντίστοιχα αποτελέσµατα ICC και WB (Βλέπε Ενότητες 4.4 και 4.5). 

 

 

Εικόνα 4.30 Μέτρηση κυτταρικών επιπέδων ΙκΒ-α σε κύτταρα PC-3 µε χρήση BBS και 
αναστολέων. Πρώτη σειρά: ακτίνη (µάρτυρας). ∆εύτερη σειρά, από αριστερά: κύτταρα 
PC-3, σταθερή κατάσταση; κύτταρα PC-3, επώαση µε BBS 100nΜ x 30min; κύτταρα 
PC-3, επώαση µε BBS 100nΜ x 45min; κύτταρα PC-3, επώαση µε BBS 100nΜ x 
60min; κύτταρα PC-3, επώαση µε RC-3095 10nM x30min +BBS 100nΜ x 45min; 
κύτταρα PC-3, επώαση µε wedelolactone 50µM x30min +BBS 100nM x45min; επώαση 
µε BAY 11-7082 20µM x16hrs +BBS 100nΜ x 45min; κύτταρα PC-3, επώαση µε RC-
3095 10nM x30min +BBS 100nΜ x 60min; κύτταρα PC-3, επώαση µε wedelolactone 
50µM x30min +BBS 100nM x60min; Κϋτταρα PC-3, επώαση µε BAY 11-7082 20µM 
x16hrs + BBS 100nΜ x 60min. Τρίτη σειρά: ακτίνη (µάρτυρας). Τέταρτη σειρά, από 
αριστερά: κύτταρα PC-3, σταθερή κατάσταση; κύτταρα PC-3, επώαση µε βορτεζοµίµπη 
1µM x30min +BBS 100nΜ x 30min; κύτταρα PC-3, επώαση µε βορτεζοµίµπη 1µM 
x30min +BBS 100nΜ x 45min; κύτταρα PC-3, επώαση µε BBS 100nΜ x 60min; κύτταρα 
PC-3, επώαση µε BBS 100nΜ x 45min; κύτταρα PC-3, επώαση µε BBS 100nΜ x 
30min. Ανάλυση µε τεχνική Western blotting χηµειοφωταύγειας (πολυκλωνικό αντίσωµα 
κονίκλου, Santa Cruz Biotechnology, Inc). 
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Η επώαση των κυττάρων LnCaP µε νευροπεπτίδια (100nM ΕΤ-1 ή BBS) δεν 

οδήγησε σε σαφή αύξηση της συνολικής ποσότητας ΙκΒ-α σε οποιονδήποτε 

χρόνο επώασης (Εικόνα 4.31).  

 

 

 

 

 

 

Αντίστοιχα, η προ-επώαση των κυττάρων PC-3 µε rhΝΕΡ ακολουθούµενη από 

επώαση µε νευροπεπτίδια απέτρεψε την αύξηση της συνολικής ποσότητας ΙκΒ-α 

που αναµενόταν από την νευροπεπτιδιακή διέγερση (Εικόνα 4.32). 

 

Το σύνολο των πειραµάτων αυτής της ενότητας παρουσιάζονται στο Παράρτηµα 

VII. 

 

 

 

Εικόνα 4.31 Μέτρηση κυτταρικών επιπέδων ΙκΒ-α σε κύτταρα LnCaP µε χρήση 
νευροπεπτιδίων. Πρώτη σειρά: ακτίνη (µάρτυρας). ∆εύτερη σειρά, από αριστερά: 
κύτταρα PC-3, σταθερή κατάσταση; κύτταρα LnCaP, σταθερή κατάσταση; κύτταρα 
LnCaP, επώαση µε ET-1 100nΜ x 30min; κύτταρα LnCaP, επώαση µε ET-1 100nΜ x 
45min; κύτταρα LnCaP, επώαση µε ET-1 100nΜ x 60min; κύτταρα LnCaP, επώαση µε 
BBS 100nΜ x 30min; κύτταρα LnCaP, επώαση µε BBS 100nM x45min; κύτταρα LnCaP, 
επώαση µε BBS 100nΜ x 60min. Ανάλυση µε τεχνική Western blotting 
χηµειοφωταύγειας (πολυκλωνικό αντίσωµα κονίκλου, Santa Cruz Biotechnology, Inc). 
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4.8   ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΩΝ ΝΕΥΡΟΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ ΣΤΗΝ ∆ΡΑΣΤΗΡΙΟΤΗΤΑ ΤΟΥ 20S 

ΠΡΩΤΕΑΣΩΜΑΤΟΣ 

 

Για να διαλευκανθεί η εµπλοκή του πρωτεασώµατος στην νευροπεπτιδιακή 

διέγερση του NFκB σχεδιάστηκε µια σειρά πειραµάτων επωάσεων 

νευροπεπτιδίων χρόνου και συγκεντρώσεων.  

Επώαση των κυττάρων PC-3 µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις ET-1 επέφερε µια 

σταδιακής αύξηση στην δραστηριότητα της υποµονάδας 20S του 

πρωτεασώµατος. Η δραστηριότητα δεν άλλαξε ιδιαίτερα στην επώαση του 1nM 

(92.25% της δραστηριότητας σταθερής κατάστασης), αλλά αύξανε σταδιακά στις 

επωάσεις υψηλότερων συγκεντρώσεων, σηµειώνοντας την µεγαλύτερη αύξηση 

Εικόνα 4.32 Μέτρηση κυτταρικών επιπέδων ΙκΒ-α σε κύτταρα PC-3 µε χρήση 
νευροπεπτιδίων και rhNEP. Πρώτη σειρά: ακτίνη (µάρτυρας). ∆εύτερη σειρά, από 
αριστερά: κύτταρα PC-3, σταθερή κατάσταση; κύτταρα PC-3, επώαση µε rhNEP 
(50µg/ml x72hrs) +BBS 100nΜ x 45min; κύτταρα PC-3, επώαση µε rhNEP (50µg/ml 
x72hrs) +BBS 100nΜ x 60min; κύτταρα PC-3, επώαση µε rhNEP (50µg/ml x72hrs) +ET-
1 100nΜ x 45min; κύτταρα PC-3 επώαση µε rhNEP (50µg/ml x72hrs) +ET-1 100nΜ x 
60min; κύτταρα PC-3, επώαση µε BBS 100nM x45min; κύτταρα PC-3, επώαση µε BBS 
100nΜ x 60min; κύτταρα PC-3, επώαση µε ET-1 100nM x45min; κύτταρα PC-3, 
επώαση µε ET-1 100nΜ x 60min. Ανάλυση µε τεχνική Western blotting 
χηµειοφωταύγειας (πολυκλωνικό αντίσωµα κονίκλου, Santa Cruz Biotechnology, Inc).. 
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στην επώαση των 80nM (230% της δραστηριότητας σταθερής κατάστασης). Σε 

ακόµη υψηλότερες συγκεντρώσεις παρατηρήθηκε καµπύλη µείωσης της 

πρωτεασωµικής δραστηριότητας (Εικόνα 4.33).  

 

 

Οι επωάσεις µε βοµβεσίνη επίσης επέφεραν µια αύξηση πρωτεσωµικής 

δραστηριότητας που εξαρτώταν από την συγκέντρωση του νευροπεπτιδίου στα 

κύτταρα PC-3. Όµως, η µέγιστη αύξηση πρωτεασωµικής δραστηριότητας 

επετεύχθη στην επώαση των 40nM (έως και 167% της δραστηριότητας σταθερής 

κατάστασης) (Εικόνα 4.34).  

 

 

 

Εικόνα 4.33 ∆ραστηριότητα 20S πρωτεοσώµατος σε κύτταρα PC-3 µε χρήση ΕΤ-1: 
επωάσεις αυξανόµενων συγκεντρώσεων. Η δραστηριότητα µετρήθηκε σε RFU/µg και 
υπολογίστηκε η επί της εκατό ποσοστιαία διαφορά από την δραστηριότητα σταθερής 
κατάστασης. Όλες οι µετρήσεις έγιναν 4 φορές (p<.001). 
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Χρησιµοποιώντας τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις νευροπεπτιδίων που απέδωσαν 

τις µεγαλύτερες αυξήσεις πρωτεασωµικής δραστηριότητας (40nM για την BBS 

και 80nM για την ET-1), καθώς επίσης και την συγκέντρωση των 100nM, 

πραγµατοποιήθηκαν επωάσεις αυξανόµενου χρόνου στα PC3 κύτταρα. Οι 

επωάσεις ενδοθηλίνης επέφεραν µέγιστες αυξήσεις πρωτεασωµικής 

δραστηριότητας στα 45 λεπτά (Εικόνα 4.35), ενώ οι επωάσεις βοµβεσίνης στα 30 

λεπτά (Εικόνα 4.36). 

 

 
Εικόνα 4.34 ∆ραστηριότητα 20S πρωτεοσώµατος σε κύτταρα PC-3 µε χρήση BBS: 
επωάσεις αυξανόµενων συγκεντρώσεων. Η δραστηριότητα µετρήθηκε σε RFU/µg και 
υπολογίστηκε η επί της εκατό ποσοστιαία διαφορά από την δραστηριότητα σταθερής 
κατάστασης. Όλες οι µετρήσεις έγιναν 4 φορές (p<.001). 
 

 
Εικόνα 4.35 ∆ραστηριότητα 20S πρωτεοσώµατος σε κύτταρα PC-3 µε χρήση ΕΤ-1: 
επωάσεις αυξανόµενου χρόνου. Η δραστηριότητα µετρήθηκε σε RFU/µg και 
υπολογίστηκε η επί της εκατό ποσοστιαία διαφορά από την δραστηριότητα σταθερής 
κατάστασης. Όλες οι µετρήσεις έγιναν 4 φορές (p<.001). 
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Προ-επώαση των κυττάρων PC-3 µε ανταγωνιστή υποδοχέα ETA όχι µόνο 

απέτρεψε την αύξηση στην πρωτεασωµική δραστηριότητα που παρατηρήθηκε µε 

τις επωάσεις ενδοθηλίνης, αλλά επιπλέον επέφερε µια σηµαντική µείωση της 

δραστηριότητας του πρωτεασώµατος (52.5% της δραστηριότητας σταθερής 

κατάστασης) (Εικόνα 4.35). Προ-επώαση µε αναστολέα του υποδοχέα BB2 είχε 

ως αποτέλεσµα την πλήρη αποτροπή της αύξησης πρωτεασωµικής 

δραστηριότητας που θσ επέφερε η βοµβεσίνη, αλλά δεν παρατηρήθηκε µείωση 

δραστηριότητας συγκριτικά µε την σταθερή κατάσταση, όπως είχε παρατηρηθεί 

µε τον συνδυασµό ανταγωνιστή ETAR & ΕΤ-1 (Εικόνα 4.36). 

Τα κύτταρα LnCaP επέδειξαν ελάχιστη ανταπόκριση στις αυξανόµενες 

συγκεντρώσεις νευροπεπτιδίων. Η µέγιστη παρατηρηθείσα αύξηση στην 

δραστηριότητα 20S πρωτεασώµατος ήταν 15% πάνω από την δραστηριότητα 

 
Εικόνα 4.36 ∆ραστηριότητα 20S πρωτεοσώµατος σε κύτταρα PC-3 µε χρήση BBS: 
επωάσεις αυξανόµενου χρόνου. Η δραστηριότητα µετρήθηκε σε RFU/µg και 
υπολογίστηκε η επί της εκατό ποσοστιαία διαφορά από την δραστηριότητα σταθερής 
κατάστασης. Όλες οι µετρήσεις έγιναν 4 φορές (p<.001). 
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σταθερής κατάστασης και για τα δύο νευροπεπτίδια, και δεν καταγράφηκε τάση 

αύξησης στις επωάσεις υψηλότερων συγκεντρώσεων (Εικόνα 4.37).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στα κύτταρα LnCaP, η διέγερση µε BBS µετά από προ-επώαση µε ανταγωνιστή 

του υποδοχέα BB2 δεν επέφερε αλλαγή σε σχέση µε τη δραστηριότητα σταθερής 

κατάστασης, ενώ η προ-επώαση µε ανταγωνιστή ETAR απέτρεψε ακόµη και του 

µικρού βαθµού αύξηση πρωτεασωµικής δραστηριότητας που προκαλεί η 

 

 

Εικόνα 4.37 ∆ραστηριότητα 20S πρωτασώµατος σε κύτταρα LnCaP µε χρήση 
νευροπεπτιδίων: επωάσεις αυξανόµενων συγκεντρώσεων. Η δραστηριότητα 
µετρήθηκε σε RFU/µg και υπολογίστηκε η επί της εκατό ποσοστιαία διαφορά από 
την δραστηριότητα σταθερής κατάστασης. Όλες οι µετρήσεις έγιναν 4 φορές 
(p<.001). 
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παρακρινώς δρώσα ενδοθηλίνη (90.5% της δραστηριότητας σταθερής 

κατάστασης) (Εικόνα 4.37). 

Το σύνολο των πειραµάτων αυτής της ενότητας παρουσιάζονται στο Παράρτηµα 

VIII. 

 

Συνολικά, τα αποτελέσµατα της επίδρασης των επωάσεων νευροπεπτιδίων στην 

οδό NFκB/UPS παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.2.  

 

 
 AI AD 
 PC-3 LnCaP 
Υποκυτταρική 
εντόπιση NFκB  

Πυρηνική µετακίνηση Παρέµεινε 
κυτταροπλασµατική 

Επίπεδα 
πυρηνικής 
πρωτεϊνης 
NFκB 

Αύξηση Παρέµειναν χαµηλά 

Σύνδεση NFκB-
DNA  

Αύξηση έντασης Παρέµεινε χαµηλή 

Ολικά 
κυτταρικά 
επίπεδα 
πρωτεϊνης 
IκBα 

Μείωση Παρένειναν υψηλά 

∆ραστηριότητα 
20S 
πρωτεασώµατ

ος (RFU/µg) 

Αύξηση Παρέµεινε χαµηλή 

 
 
 

 

Πίνακας 4.2 Ανάλυση της επίδρασης του άξονα NEP/νευροπεπτιδίων στην 
οδό NFκB/UPS  
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Κεφάλαιο 5: Συζήτηση 
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5.1   ΣΧΕΣΗ ΑΞΟΝΑ NEP/ΝΕΥΡΟΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ ΚΑΙ Ο∆ΟΥ NFκB/UPS ΣΕ 

ΣΤΑΘΕΡΗ ΚΑΤΑΣΤΑΣΗ 

 

Τα αποτελέσµατά µας προσφέρουν ενδείξεις ότι στην σταθερή κατάσταση 

υπάρχει αντίστροφη σχέση µεταξύ των οδών ΝΕΡ/νευροπεπτιδίων και των οδών 

NFκΒ/UPS. Όπως περιγράφηκε πιο πάνω, αυτές οι δύο οδοί είχαν στο παρελθόν 

εµπλακεί χωριστά στον καρκίνο του προστάτη και στην εξέλιξη προς τη µη 

ανδρογονο-εξάρτηση. Αποδείξαµε τώρα ότι τα κύτταρα LnCaP, που λειτουργούν 

ως µοντέλο AD και είναι γνωστό ότι εκφράζουν ΝΕΡ (εποµένως διασπούν 

ενδογενή/παρακρινή νευροπεπτίδια, όπως καταδεικνύεται από την µειωµένη 

έκκριση ΕΤ-1 που καταδείξαµε), παρουσιάζουν επίσης χαµηλή πρωτεασωµική 

δραστηριότητα. Αυτό µεταφράζεται σε χαµηλό ποσοστό αποδόµησης και 

συνεπαγόµενα χαµηλά επίπεδα ολικού ΙκΒ. Έτσι, αυτά τα κύτταρα έχουν χαµηλό 

επίπεδο ενεργοποίησης NFκΒ, που υποδηλώνεται από την κυτταροπλασµατική 

του εντόπιση και το χαµηλό µήνυµα σύνδεσης µε το DNA. 

Τα κύτταρα PC-3, που δρουν ως µοντέλο της εξέλιξης µη ανδρογονο-εξάρτησης, 

δεν έχουν ενδογενή έκφραση NEP (Papandreou et al, 1998; Usmani et al, 2000) 

και έτσι έχουν σηµαντικά επίπεδα αυτοκρινών και παρακρινών νευροπεπτιδίων 

που είναι διαθέσιµα για κυτταρική διέγερση, όπως αποδεικνύουν τα 

αποτελέσµατα µας. Αποδείξαµε επίσης ότι παρουσιάζουν υψηλή πρωτεασωµική 

δραστηριότητα, µε αποτέλεσµα αυξηµένη ενεργοποίηση NFκΒ. Τα κύτταρα PC-
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3, αναµενόµενα, παρουσίασαν σηµαντικά µεγαλύτερη ευαισθησία στην 

πρωτεασωµική αναστολή, σε σύγκριση µε τα κύτταρα LnCaP. 

Έτσι, είναι πολύ πιθανό, στην εξέλιξη προς τη µη ανδρογονο-εξάρτηση, τα 

κύτταρα µέσω της απώλειας της δραστηριότητας ΝΕΡ της µεµβράνης τους, 

όπως παρουσιάστηκε νωρίτερα (Papandreou et al, 1998), να επιβιώνουν και να 

πολλαπλασιάζονται σε ένα περιβάλλον αυξηµένης παρακρινούς 

νευροπεπτιδιακής διέγερσης. Μάλιστα, τα αποτελέσµατα µας αναφορικά µε το in 

vitro µοντέλο AD, καταδεικνύουν ότι αυτά έχουν χαµηλότερα επίπεδα 

απεκκρινόµενης ΕΤ-1, γεγονός που µπορεί να αποτελεί το συνδυαστικό 

αποτέλεσµα τόσο της πεπτιδιακής διάσπασης που επιφέρει το ΝΕΡ, όσο και της 

µειωµένης παραγωγής ΕΤ-1 λόγω της αναφερόµενης µειωµένης έκφρασης ECE-

1 (Usmani et al, 2002). Παράλληλα, το µοντέλο ΑI in vitro επίσης παρουσιάζει 

ενεργοποίηση της οδού σήµανσης NFκΒ, µε αυξηµένη δραστηριότητας του 

κυτταρικού πρωτεασώµατος. 

Το ενδιαφέρον για τον ρόλο των νευροπεπτιδίων στην εµφάνιση κλώνων 

καρκίνου του προστάτη που είναι ανθεκτικοί στον ευνουχισµό και µε µεταστατική 

δυνατότητα αναζωπυρώθηκε τα τελευταία χρόνια, σε συνδυασµό µε τις 

σύγχρονες γνώσεις σχετικά µε τις σύνθετες αλληλεπιδράσεις όγκου-

µικροπεριβάλλοντος. Ο άξονας της ενδοθηλίνης είναι πράγµατι ένα σηµαντικό 

στοιχείο αυτών των αλληλεπιδράσεων και αυτό έχει καταδειχθεί στην διήθηση 

του όγκου και στο µικροπεριβάλλον της οστικής µετάστασης στον καρκίνο του 

προστάτη (Wilson & Singh 2008). Ο άξονας ΕΤ-1 σταθερά επιφέρει αύξηση της 

ραστηριότητα των δύο οικογενειών πρωτεϊνασών που συνδέονται µε µετάσταση, 
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των µεταλλοπρωτεϊνασών θεµέλιας ουσίας (MMPs) και του συστήµατος 

ενεργοποιητή πλασµινογόνου τύπου ουροκινάσης (uPA), αλλά και διεγείρει την 

κυτταρική σήµανση µέσω της κινάσης συγκόλλησης (FAK) (όπως κάνει και η 

βοµβεσίνη) και τη φωσφορυλίωση της παξιλλίνης, διαδικασίες που συµβάλλουν 

επίσης στην εισβολή και στη µετάσταση (Ηanson & Abrahamson, 2001; Bagnato 

et al, 2008). Μάλιστα, τόσο η ΕΤ-1, όσο και η βοµβεσίνη έχει βρεθεί ότι ευνοούν 

τη µετανάστευση κυττάρων καρκίνου του προστάτη in vitro, ενώ το ΝΕΡ έχει 

αποδειχθεί ότι αναστέλλει αυτή τη µετανάστευση εµποδίζοντας τη σήµανση FAK 

(Aprikian et al, 1997, Sumitomo et al 2000). 

Στο οστικό µικροπεριβάλλον στον καρκίνο του προστάτη, η ΕΤ-1 που παράγει ο 

όγκος διεγείρει τους οστεοβλάστες ώστε να διαιρεθούν, προκαλώντας 

οστεοβλαστικές µεταστάσεις, αλλά προσφέρει επίσης αυτοκρινείς επιδράσεις 

που υποστηρίζουν την ανάπτυξη και επιβίωση των καρκινικών κυττάρων. 

Παράλληλα, οι αυξητικοί παράγοντες που εκκρίνουν τα καρκινικά κύτταρα 

ενεργοποιούν τους οστεοβλάστες ώστε να εκφράσουν το µόριο του προσδέτη 

του ενεργοποιητή υποδοχέα του NF-κΒ (Receptor Activator for the NFκΒ Ligand; 

RANKL) που ενεργοποιεί τους νεοεπιστρατευθέντες οστεοκλάστες, 

διευκολύνοντας έτσι την εκµετάλλευση της φυσιολογικής οµοιοστατικής 

διαδικασίας του ανασχηµατισµού των οστών προς την κατεύθυνση της 

ανάπτυξης των καρκινικών κυττάρων και τον σχηµατισµό µεταστάσεων 

(Armstrong et al, 2008; Wilson & Singh, 2008). 
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Το εύρηµα ότι τα νευροπεπτίδια µπορεί να ενεργοποιούν το AR µέσω 

ενδοκυττάριας φωσφορυλίωσης (Nazareth & Weigel, 1996) υποστηρίζει την 

έννοια της εµπλοκής των νευροπεπτιδίων στην επιβίωση των κυττάρων στον 

καρκίνο του προστάτη υπό συνθήκες στέρησης ανδρογόνων. Μάλιστα, η 

βοµβεσίνη µπορεί in vitro να λειτουργήσει σε συνέργεια µε χαµηλά επίπεδα DHT 

(ευνουχισµός) για να επιφέρει µεταγραφική δραστηριότητα µέσω του AR (Dai et 

al, 2002), υποδηλώνοντας ότι ένας από τους µηχανισµούς ανώµαλης 

επανενεργοποίησης του AR που έχει βρεθεί ότι συµβαίνει στον µη ανδρογονο-

εξαρτώµενο καρκίνο µπορεί να διαµεσολαβείται από τα νευροπεπτίδια.  

 

Εικόνα 5.1 Ρόλος ΕΤ-1 στο οστικό µικροπεριβάλλον µεταστάσεων στον καρκίνο 
προστάτη. Επίδραση ΕΤ-1 και MMPs παραγόµενων από τα καρκινικά κύτταρα σε 
οστεοκλάστες και οστεοβλάστες. (από Wilson & Singh, 2008). 
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Επιπλέον, τα νευροπεπτίδια µπορεί να εµπλέκονται σε οδούς που δεν είχαµε 

εκµεταλλευθεί πλήρως στο παρελθόν αναφορικά µε τη βιολογία του καρκίνου του 

προστάτη. Η νευροενδοκρινής διαφοροποίηση φαίνεται ότι περιλαµβάνει την 

προς τα πάνω ρύθµιση της δραστηριότητας της οικογένειας EGFR, µε άµεση 

επίδραση στην αγγειογένεση και στην µη εξαρτώµενη από τα ανδρογόνα 

κυτταρική ανάπτυξη (Hanson & Abrahamsson, 2001; Sherwood & Lee, 1995; 

Iwamura et al, 1994). Η ενδοθηλίνη και η βοµβεσίνη έχει αποδειχθεί ότι 

ενεργοποιούν χιαστί τους υποδοχείς EGF όταν ενεργοποιούν τους δικούς τους -

ειδικούς για τους συγκεκριµένους προσδέτες- υποδοχείς (Prenzel et al, 1999), 

ενώ η εξωγενώς προστιθέµενη ΕΤ-1 προκαλεί κυτταρικό πολλαπλασιασµό του 

καρκίνου του προστάτη και ενισχύει τις αγγειογενείς επιδράσεις στρωµατικών 

παραγόντων όπως οι EGF, IFG-1 και FGF (Nelson et al, 1995; Nelson et al 

2003). Με αυτές τις ενδείξεις συνάδει η σαφής αρνητική επίδραση των 

ανταγωνιστών της βοµβεσίνης στην ρύθµιση της έκφρασης της ογκοπρωτεϊνης 

ErbB-2/Her-2 (Bajo et al, 2002). 

Η χρήση αναστολέων του άξονα της ενδοθηλίνης (όπως των αναστολέων των 

υποδοχέων RANK και ETAR) βρίσκονται αυτή την εποχή στο επίκεντρο µελετών 

προκλινικής και κλινικής εφαρµογής, όπως και η αναστολή του πρωτεασώµατος 

και η αναστολή των HDAC που στοχεύουν την οδό UPS/NFκΒ (Carducci & 

Jimeno, 2006; Nelson et al, 2008; James et al, 2009; Yu et al, 2009; Munster et 

al, 2009). Η χρήση ενός συγκεκριµένου ανταγωνιστή ΕΤΑR, του Atrasentan, 

έδειξε όφελος αναφορικά µε την εξέλιξη του PSA και το οστικό άλγος (δείκτη 

οστικής δραστηριότητας), αλλά όχι σηµαντική βελτίωση στην επιβίωση (Carducci 
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et al, 2007). Ένας άλλος ανταγωνιστής υποδοχέα, ο ZD4054, βελτιώνει τη 

συνολική επιβίωση στους ασθενείς µε µεταστατικό, ορµονο-άντοχο καρκίνο, 

χωρίς όµως να βελτιώνει το διάµεσο χρόνο ως την πρόοδο της νόσου (James et 

al, 2009). Πρόσφατα, το ενδιαφέρον µετατοπίστηκε στη συνδυαστική χρήση 

τέτοιων παραγόντων µε σχήµατα τυπικής χηµειοθεραπείας κατά του καρκίνου 

του προστάτη, όπως το taxotere, µε ενθαρρυντικά αποτελέσµατα (Banerjee et al 

2007, Miller et al 2008). 

 

 

 

Η µελέτη µας παρέχει ενδείξεις ενός µοριακού µοτίβου µεταξύ των οδών 

νευροπεπτιδίων/ΝΕΡ και NFκΒ/UPS που αντιστρέφεται κατά την εξέλιξη από τον 

ορµονο-εξαρτώµενο στον ορµονο-άντοχο καρκίνο του προστάτη. Αυτή η 

 

Εικόνα 5.2 Ανταγωνιστές άξονα ενδοθηλίνης υπό κλινικής διερεύνηση στον καρκίνο 
προστάτη. Ανταγωνιστές ΕΤAR, RANKL, καθεψίνης Κ. 
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βιολογική έννοια µπορεί να χρησιµοποιηθεί για να σχεδιασθούν συνδυαστικές 

κλινικές εφαρµογές ανταγωνιστών/αναστολέων που θα περιλαµβάνουν αυτούς 

τους δύο µηχανισµούς, πιθανώς σε συνδυασµό µε την τυπική χηµειοθεραπεία, 

αποκλείοντας έτσι, µε µεγαλύτερη αποτελεσµατικότητα οδούς που είναι γνωστό 

ότι επηρεάζουν την επιβίωση των κυττάρων του καρκίνου του προστάτη. 

 

 

5.2   ∆ΥΝΑΜΙΚΗ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΑΞΟΝΑ NEP/ΝΕΥΡΟΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ ΚΑΙ Ο∆ΟΥ 

NFκB/UPS 

 

5.2.1 Ενεργοποίηση της Οδού NFκB/UPS από τα Νευροπεπτίδια 

 

Στην παρούσα εργασία ερευνήσαµε περαιτέρω αν αυτή η σαφής σχέση των δύο 

µηχανισµών σε σταθερή κατάσταση µεταφράζεται επίσης σε µια δυναµική σχέση, 

µετά τη διέγερση ή τον αποκλεισµό της οδού NEP/NPs. Αυτό στην 

πραγµατικότητα θα σήµαινε ότι τα νευροπεπτίδια θα µπορούσαν να δράσουν ως 

ενεργοποιητές του NFκΒ στα κύτταρα του καρκίνου του προστάτη, όπως κάνουν 

άλλοι γνωστοί εξωγενείς τέτοιοι παράγοντες. Τα αποτελέσµατα µας δείχνουν ότι 

τα νευροπεπτίδια όπως η ενδοθηλίνη 1 και η βοµβεσίνη προκαλούν την 

µετακίνηση του NFκΒ στον πυρήνα των κυττάρων PC-3 (που δεν εκφράζουν 

ΝΕΡ), µε αποτέλεσµα την ενεργοποίηση του NFκΒ ως µεταγραφικού παράγοντα, 

που καταδεικνύεται σαφώς µε την αύξηση του σήµατος πρόσδεσης στο DNA. Τα 

αποτελέσµατά µας συνάδουν µε αυτά της ερευνητικής οµάδας του Levine (Levine 
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et al, 2003). Αυτή η οµάδα έδειξε ότι στα κύτταρα PC-3 η βοµβεσίνη επέφερε 

χρονοεξαρτώµενη αύξηση της σύνδεσης του NFκΒ µε το DNA που κορυφώθηκε 

στη 1 ώρα, ενώ στη συνέχεια, επανήλθε κοντά στα επίπεδα σταθερής 

κατάστασης. Σχετικά µε την πυρηνική µετακίνηση του NFκΒ, έδειξαν ότι αυτή 

έλαβε χώρα στα 30 λεπτά, χωρίς όµως να αναφέρουν χρονοεξαρτώµενη 

επίδραση. Τα αποτελέσµατά µας υποστηρίζουν τα παραπάνω δείχνοντας ότι η 

πυρηνική µετακίνηση που επιφέρει η βοµβεσίνη είναι επίσης χρονοεξαρτώµενη 

και κορυφώνεται την ίδια στιγµή µε την αναφερθείσα αύξηση της σύνδεσης NFκΒ 

(1 ώρα). Το τελευταίο επιβεβαιώνεται επίσης και µε τα δικά µας αποτελέσµατα 

EMSA. Eπιπλέον, αποδείξαµε ότι η ΕΤ-1 έχει ακριβώς την ίδια επίδραση στην 

ενεργοποίηση του NFκΒ, που είναι εµφανής τόσο στην ανάλυση 

ανοσοκυτταροχηµικού ελέγχου, όσο και στην ανάλυση EMSA. 

Τα αποτελέσµατά µας παρέχουν σαφείς αποδείξεις ότι αυτή η επίδραση στην 

ενεργοποίηση του NFκΒ οφείλεται πραγµατικά στα ίδια τα νευροπεπτίδια και όχι 

σε κάποια τυχαίο αποτέλεσµα. Πρώτον, δεν έλαβε χώρα κάποια εµφανής 

πυρηνική µετακίνηση στις ίδιες συνθήκες επωάσεων είτε µε ΕΤ-1 είτε µε BBS στα 

κύτταρα LnCap που εκφράζουν ΝΕΡ. Η ανάλυση EMSA, που αποτελεί µια πιο 

ευαίσθητη τεχνική ανίχνευσε κάποιο σήµα σύνδεσης NFκΒ/DNA σε αυτά τα 

κύτταρα, αλλά αυτή ήταν σαφώς χαµηλότερη συγκρινόµενη µε τα κύτταρα PC-3. 

Οµοίως, η επώαση rhNEP εµπόδισε µε επιτυχία την πυρηνική µετατόπιση και 

ενεργοποίηση στα κύτταρα PC-3.  

Περαιτέρω ενδείξεις προς την ίδια κατεύθυνση έδωσε το γεγονός ότι 

εµποδίστηκε, τουλάχιστον εν µέρει, αυτή η αύξηση της πυρηνικής 
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δραστηριότητας NFκΒ µε τη χρήση των αντίστοιχων αναστολέων υποδοχέων, 

και αυτό αποδείχθηκε τόσο µε ανοσοκυτταροχηµικό έλεγχο όσο και µε EMSA. 

Αυτό υποδηλώνει ότι αυτή η επίδραση των νευροπεπτιδίων επέρχεται µέσω των 

συγκεκριµένων υποδοχέων. Ο αποκλεισµός του υποδοχέα ETA, όπως είχε 

προβλεφθεί, παρεµπόδισε απόλυτα την πυρηνική µετακίνηση, καθώς 

αποδείχθηκε ότι ο κύριος υπεύθυνος υποδοχέας για τις µιτογόνες επιδράσεις του 

ΕΤ-1 στα κύτταρα του καρκίνου του προστάτη είναι πράγµατι ο υποδοχέας ΕΤΑ. 

Ο αποκλεισµός του υποδοχέα ΒΒ2 επελέγη για τα πειράµατά µας µε βάση το 

γεγονός ότι τα καρκινώµατα του προστάτη και τα κύτταρα PC-3 πιο συγκεκριµένα 

είναι γνωστό ότι εκφράζουν επαρκώς το GRP-R (Reile et al, 1994; Sun et al, 

2000; Levine et al, 2003) και ότι οι µιτογόνες επιδράσεις του BBS στον καρκίνο 

του προστάτη και σε άλλου είδους καρκίνους επέρχονται κυρίως µέσω του 

υποδοχέα ΒΒ2 (Aprikian et al, 1996; de Visser, 2007). Όµως, η βοµβεσίνη 

ενεργεί σε δύο άλλους υποδοχείς, τον υποδοχέα νευροµεδίνης Β (NMB-R) και 

τον υποτύπο 3 του υποδοχέα βοµβεσίνης (BRS-3), που έχει αποδειχθεί ότι 

εκφράζεται στο 14% και στο 9% των καρκινωµάτων του προστάτη αντίστοιχα 

(Sun et al, 2000). Οι Levine et al υπέθεσαν ότι η ενεργοποίηση του NFκΒ που 

προκαλεί το BBS οφείλεται στην ενεργοποίηση του GRP-R βάσει της ικανότητας 

του ανταγωνιστή υποδοχέα ΒΒ2 να εµποδίζει την αύξηση του ενδοκυττάριου Ca++ 

που προκαλεί το ΒBS (Levine et al, 2003). Όµως, τα αποτελέσµατά µας δείχνουν 

ότι η πυρηνική µετακίνηση του NFκΒ οφείλεται κυρίως αλλά όχι εξ ολοκλήρου 

στην ενεργοποίηση αυτού του υποδοχέα. Μένει να διευκρινισθεί αν ο 
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αποκλεισµός και των άλλων δύο υποδοχέων θα αποτρέπει πλήρως την 

πυρηνική µετακίνηση του NFκΒ και την σχετική µεταγραφική του ενεργοποίηση. 

Αυτή η επίδραση συνδέεται µε αύξηση της πρωτεασωµικής δραστηριότητας, 

υποδηλώνοντας ότι η πυρηνική µετακίνηση που επιφέρουν τα νευροπεπτίδια 

εξαρτάται από την πρωτεϊνη ΙκΒ. Πράγµατι, οι διαδοχικές επωάσεις και µε τα δύο 

νευροπεπτίδια οδήγησαν σε χαµηλή ολική ΙκΒ-α στα κύτταρα PC-3, ενώ η προ-

επώαση αυτών των κυττάρων µε rhΝΕΡ απέτρεψε αυτή την οφείλοµενη στα ΝΡs 

µείωση στη συνολική ποσότητα ΙκΒ-α. Αυτό δείχνει ότι η ενεργοποίηση του NFκΒ 

από τα ΝΡs πράγµατι επέρχεται µέσω του ΙκΒ-α. Η οµάδα του Levine (Levine et 

al, 2003) έδειξαν επίσης µείωση των επιπέδων συνολικού ΙκΒ-α που προκαλεί η 

βοµβεσίνη (100nM για 30 λεπτά). Επιπλέον, αποδείξαµε ότι η αναστολή του 

πρωτεοσώµατος και του ΙΚΚ εµπόδισε την πυρηνική µετατόπιση του NFκΒ που 

επιφέρουν τα ΝΡs, υποδηλώνοντας ότι τα ΝPs διεγείρουν την ενεργοποίηση του 

NFκΒ µέσω της κανονικής οδού. 

 

 

5.2.2 Πρώιµη Αύξηση ∆ραστηριότητας του 20S Πρωτεασώµατος από τα 

Νευροπεπτίδια 

 

Το γεγονός ότι ο αναστολέας πρωτεοσώµατος απέτρεπε/εµπόδιζε σταθερά τις 

επιδράσεις των νευροπεπτιδίων που περιγράφησαν πιο πάνω υποστηρίζει έναν 

τρόπο δράσης που διενεργείται µέσω του πρωτεασώµατος. Τα αποτελέσµατα 

µας δείχνουν επί συγκεκριµένου ότι τα νευροπεπτίδια µπορούν να ρυθµίσουν 
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προς τα πάνω τη δραστηριότητα του πρωτεασώµατος σε συντοµότερης 

διάρκειας επωάσεις και σε χαµηλότερες συγκεντρώσεις από αυτές που 

απαιτούνται για να επιτευχθεί ενεργοποίηση του NFκΒ. Μπορούµε έτσι να 

συµπεράνουµε ότι η αύξηση της δραστηριότητας του πρωτεασώµατος λαµβάνει 

χώρα νωρίς κατά την νευροπεπτιδιακή διέγερση. 

Αυτή η πρώιµη αύξηση της δραστηριότητας του πρωτεασώµατος που επιφέρουν 

τα νευροπεπτίδια προηγείται της πυρηνικής µετακίνησης του NFκΒ, καθώς 

ξεκινά νωρίτερα και σε χαµηλές συγκεντρώσεις, ενώ φθάνει στο µέγιστο σηµείο 

της σε χρόνους επώασης/συγκεντρώσεις που είναι ακόµα χαµηλότερες από 

αυτές που απαιτούνται για να επιτευχθεί ορατή πυρηνική µετακίνηση. Είναι 

πιθανό εποµένως ότι τα νευροπεπτίδια προκαλούν την αύξηση της 

δραστηριότητας του πρωτεασώµατος, και όταν αυτή φθάσει σε κρίσιµο επίπεδο 

οδηγεί σε ενεργοποίηση του NFκΒ µέσω της µείωσης του ολικού ΙκΒ-α. 

Αυτή η προς τα πάνω ρύθµιση της δραστηριότητας του πρωτεασώµατος που 

σχετίζεται µε τα νευροπεπτίδια µπορεί επίσης να εξηγεί το εύρηµά µας σύµφωνα 

µε το οποίο ο αναταγωνιστής υποδοχέα ΕΤΑ, αναστέλλοντας τη δράση όχι µόνο 

της εξωγενούς αλλά ακόµα και της αυτοκρινούς και παρακρινούς δράσης της ΕΤ-

1 στα κύτταρα PC-3, οδηγεί σε 50% µείωση της δραστηριότητας σταθερής 

κατάστασης του πρωτεασώµατος, ακόµα κι αν ακολουθεί διέγερση µε ΕΤ-1. Το 

γεγονός ότι η προ-επώαση µε ανταγωνιστή του υποδοχέα ΒΒ2 δεν ήταν σε θέση 

να µειώσει τη δραστηριότητα του πρωτεασώµατος σε επίπεδα χαµηλότερα 

αυτών της σταθερής κατάστασης µπορεί να αποδοθεί στο γεγονός ότι η 

βοµβεσίνη ασκεί την επίδρασή της και µέσω άλλων υποδοχέων, όπως 
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αναφέρθηκε πιο πάνω. Πρέπει όµως να σηµειωθεί ότι, καθώς η ρύθµιση της 

δραστηριότητας του πρωτεασωµικού συµπλέγµατος είναι µια πολύ σύνθεση 

διαδικασία, και σίγουρα δεν είναι δυνατόν να συναχθούν απόλυτα 

συµπεράσµατα ή να οδηγηθούµε σε γραµµικές σχέσεις. 

Τα κύτταρα LnCaP έχουν ενδογενή παραγωγή ΝΕΡ και εποµένως η ΕΤ-1 που 

εκκρίνεται παρακρινώς αποδοµείται. Επιπλέον, υπάρχουν ενδείξεις ότι έχουν 

µειωµένη έκφραση ECE-1, µε αποτέλεσµα µείωση της παραγωγής ΕΤ-1 (Usmani 

et al, 2002). Έτσι δεν αποτελεί έκπληξη ότι η επίδραση των εξωγενών 

νευροπεπτιδίων στη δραστηριότητα του πρωτεασώµατος είναι συγκριτικά 

λιγότερο έντονη στα κύτταρα LnCaP. Ακόµα και σε υψηλές συγκεντρώσεις, η 

προς τα πάνω ρύθµιση της δραστηριότητας του πρωτεασώµατος που επιφέρουν 

τα ΝΡs δεν δείχνει να είναι τόσο ισχυρή ώστε να οδηγήσει σε αρκετά χαµηλά 

επίπεδα ΙκΒ-α, αδυνατώντας έτσι να προκαλέσει ορατή πυρηνική µετακίνηση του 

NFκΒ στα LnCaP κύτταρα, όπως αποδείξαµε. 

 

 

5.2.3 Παραγωγή ROS από τα Νευροπεπτίδια και Επαγόµενες Οδοί 

 

Σε µια προσπάθεια να δηµιουργηθεί ένα συνολικό µηχανιστικό µοντέλο που θα 

περιλαµβάνει και θα ερµηνεύει όλα τα δεδοµένα µας, θα πρέπει να βασισθούµε 

σε ενδείξεις από άλλα in vitro συστήµατα, καθώς δεν υπάρχει βιβλιογραφία που 

να ερευνά εις βάθος αυτούς τους µηχανισµούς στον καρκίνο του προστάτη. Η 

ΕΤ-1 είναι γνωστό ότι παράγει ενεργείς ρίζες οξυγόνου (reactive oxygen species, 
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ROS), µέσω των οποίων ασκεί τη µιτογόνο επίδραση της σε παθογόνες 

συνθήκες, όπως ο πολλαπλασιασµός πνευµονικών αρτηριακών λείων µυών 

(Wedgwood et al, 2001) και η υπερτροφία των καρδιοµυοκυττάρων (Hirotani et 

al, 2002; Force et al, 2002). 

Η παραγωγή ROS φαίνεται να δρα µε διάφορους τρόπους που τελικά 

επηρεάζουν τα ερεθίσµατα πολλαπλασιασµού και επιβίωσης. Κάποιοι από 

αυτούς εµπλέκονται στην ή επηρεάζουν την οδό NFκΒ/UPS. Πιο συγκεκριµένα, 

οι ROS είναι γνωστό ότι ενεργοποιούν υποδοχείς τυροσινικής κινάσης, όπως οι 

EGFR και PDGFR (Kamata & Hirata, 1999; Benhar et al, 2002). Αυτό, µέσω ενός 

µηχανισµού που εξαρτάται από το Ras, οδηγεί σε επαγόµενη ενεργοποίηση και 

των τριών οδών πρωτεϊνικών κινασών που ενεργοποιούνται από µιτογόνα (οδοί 

MAPK), δηλαδή (1) των κινασών που ρυθµίζονται µε εξωκυττάρια σηµατοδότηση 

(οδός ERK), (2) των κινασών c-Jun N-terminal (οδός JNK), και (3) των κινασών 

p-38 (οι δύο τελευταίες ονοµάζονται πρωτεϊνικές κινάσες που ενεργοποιούνται 

από το στρες [SAPKs] (Kamata & Hirata, 1999; Gupta et al, 1999; Hirotani et al, 

2002; Benhar et al, 2002; Martindale & Holbrook, 2002; Lau et al, 2008). Η 

βοµβεσίνη αποδείχθηκε επίσης ότι διεγείρει πολύ πρώιµα (στα 5 λεπτά επώασης 

µε 10nM BBS) την κινάση ΜΑΡ στα κύτταρα Swiss 3T3, αν και δεν ερευνήθηκε 

αν αυτή η επίδραση επήλθε και λόγω ROS (Pang et al, 1993). 

Η παραγωγή ROS τελικά οδηγεί σε ενεργοποίηση αρκετών µεταγραφικών 

παραγόντων, όπως των NFκΒ και ΑΡ-1 (Gupta et al, 1999; Benhar et al, 2001; 

Martindale & Holbrook, 2002; Lau et al, 2008). Η ενεργοποίηση του NFκΒ γίνεται 

µέσω φωσφορυλίωσης του ΙκΒ-α που επιφέρει η οξείδωση (προκαλείται επίσης 
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και από το ΜΕΚΚ1 και το Akt, τα οποία ενεργοποιούνται από τα ROS όπως 

παραπάνω) (Martindale & Holbrook, 2002) και µέσω επακόλουθης αυξηµένης 

σύνδεσης της υποµονάδας p50 µε το DNA. Βρέθηκε επίσης ότι η ενεργοποίηση 

του NFκΒ που επιφέρουν τα ROS επέρχεται µέσω της ρυθµιστικής αποπτωτικών 

σηµάτων κινάσης 1 (ASK-1), η οποία είναι ενεργοποιητής των επαγόµενων από 

τα ROS οδών JNK και p38 (Hirotani et al, 2002). 

 

 

5.2.4  ∆υνητικό Μοντέλο Νευροπεπτιδιακής ∆ιέγερσης: ROS – Πρωτεάσωµα - 

NFκB 

 

Ενδείξεις από τη βιβλιογραφία δείχνουν ότι ένα µοντέλο αύξησης 

πρωτεασωµικής δραστηριότητας σε πρώιµο στάδιο µε επαγόµενη ενεργοποίηση 

NFκB θα µπορούσε να συνδεθεί µε την παραγωγή ROS που επιφέρουν τα 

νευροπεπτίδια, όπως ήδη αναφέραµε. Μάλιστα, πέραν των οδών που 

περιγράφησαν πιο πάνω, η παραγωγή ROS ευθύνεται επίσης για την 

ενεργοποίηση του PLCγ (Phospholipase C-gamma), που οδηγεί σε αυξηµένη 

παραγωγή κυτοσολικού Ca++ και αυξηµένη παραγωγή διασυλγλυκερόλης (DAG) 

(Kamata & Hirata, 1999). Τα δύο τελευταία µε τη σειρά τους διεγείρουν την PKC 

(Protein kinase C; πρωτεϊνική κινάση C) (Kamata & Hirata, 1999; Martindale & 

Holbrook, 2002). Επίσης, η ενεργοποίηση του MAPK από τη βοµβεσίνη που 

αναφέρθηκε πιο πάνω βρέθηκε ότι εξαρτάται από την PKC (Pang et al, 1993). 
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Μια άλλη σχέση µπορεί να είναι το γεγονός ότι η ΕΤ-1, µέσω του υποδοχέα 

ETAR, είναι γνωστό ότι επιφέρει αύξηση της εξαρτώµενης από την 

Ca2+/καλµοδουλίνη κινάσης ΙΙ (CaM kinase II, CaMKII) και της PKC, ένας 

µηχανισµός που έχει αποδειχθεί ότι εµπλέκεται στην υπερτροφία των 

καρδιοµυοκυττάρων (Zhu et al, 2000; Backs et al, 2006). Η βοµβεσίνη έχει 

επίσης αποδειχθεί ότι διεγείρει την PKC in vitro (Boccacio et al, 1991). 

Οι πρωτεϊνες MAPK, CaMKII και PKC έχουν όλες αποδειχθεί ότι αυξάνουν τη 

δραστηριότητα της υποµονάδας 20S (χυµοθρυπτική) του πρωτεοσώµατος σε 

νευρωνικές συνάψεις στα ζώα (Upadhya et al, 2005). Ειδικά για την εPKC, έχει 

αποδειχθεί το ίδιο στα ανθρώπινα καρδιοµυοκύτταρα στα πλαίσια της 

ανταπόκρισης του καρδιοκυοκυττάρου σε ισχαιµική προσβολή στους ανθρώπους 

(Churchill et al 2009). Αν αληθεύει αυτό και για τα κύτταρα του καρκίνου του 

προστάτη (δεν υπάρχουν ακόµα ενδείξεις στη βιβλιογραφία), αυτή η επαγόµενη 

από την ΕΤ-1 αύξηση της δραστηριότητας του πρωτεασώµατος θα µπορούσε 

επίσης να εξηγεί το εύρηµά µας ότι ο ανταγωνιστής υποδοχέα ΕΤΑ, εµποδίζοντας 

τη δράση όχι µόνο των εξωγενών, αλλά ακόµα και της παρακρινούς δράσης της 

ΕΤ-1 στα κύτταρα PC-3, οδηγεί σε 50% µείωση της δραστηριότητας του 

πρωτεασώµατος, σε σχέση µε τα επίπεδα σταθερής κατάστασης. Μπορεί έτσι να 

ερµηνευθεί επίσης το γεγονός ότι η αύξηση της δραστηριότητας του 

πρωτεασώµατος που επιφέρουν τα νευροπεπτίδια κατά προηγείται της 

πυρηνικής µετακίνησης του NFκΒ, καθώς ξεκινά σε πολύ χαµηλές 

συγκεντρώσεις και κορυφώνεται σε συγκεντρώσεις (1nM, 50nM) που 

εξακολουθούν να είναι χαµηλότερες από αυτές που απαιτούνται για να επιτευχθεί 
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ορατή πυρηνική µετακίνηση (100nM). Έτσι µπορεί να ισχύει ότι τα νευροπεπτίδια 

που εµµέσως –πιθανώς µέσω παραγόµενων ROS– επάγουν τη δραστηριότητα 

του πρωτεασώµατος και όταν αυτή φτάνει σε ένα κρίσιµο επίπεδο οδηγεί σε 

ενεργοποίηση του NFκΒ µέσω της µείωσης του ολικού ΙκΒ-α. Μελλοντική έρευνα 

προς αυτήν την κατεύθυνση θα µπορούσε πιθανώς να διαλευκάνει αυτούς τους 

µηχανισµούς. Όµως, όπως αναφέρθηκε νωρίτερα, καθώς η ρύθµιση της 

δραστηριότητας του πρωτεασώµατος αποτελεί µια πολύ περίπλοκη διαδικασία, 

και κάθε ερευνητική προσέγγιση ανάλυσης του οφείλει να είναι ιδιαίτερα 

προσεκτική αναφορικά µε τα επαγόµενα συµπεράσµατα και µηχανιστικές 

υποθέσεις.  

 

5.3   ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

Πρόσφατες τάσεις στην αντικαρκινική θεραπεία υποστηρίζουν την έννοια 

συνδυασµού θεραπειών για βελτιωµένη αποτελεσµατικότητα και µεγαλύτερο 

εύρος δράσης. Έτσι, η έρευνα των µοριακών µηχανισµών που καθορίζουν τους 

επιθετικότερους καρκινικούς φαινότυπους στοχεύει σε συνδυαστικές κλινικές 

εφαρµογές αγωνιστών/αναστολέων. Τα στοιχεία που παρουσιάσθηκαν εδώ 

δείχνουν ότι οι αγωνιστές και ανταγωνιστές της οδού ΝΕΡ/νευροπεπτιδίων 

επηρεάζουν τη δραστηριότητα της οδού NFκΒ/UPS. Έτσι, η συνδυαστική 

στόχευση αυτών των µηχανισµών µπορεί να αναστείλει πιο αποτελεσµατικά τις 

οδούς που είναι γνωστό ότι επηρεάζουν την επιβίωση, την διήθηση και τη 

µετάσταση των κυττάρων στον καρκίνο του προστάτη. 
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Παράρτηµα I  

Ανθρώπινα Σηµατοδοτικά Γονίδια Rel/NFκB 
 
 
 

Protein Name Human Gene Name 
GenBank 

ID 
Chromosomal 

Location 

c-Rel REL 5966 2p16.1 

RelA (p65) RELA 5970 11q13.3 

RelB RELB 5971 19q13.2 

p50/p105 NFKB1 4790 4q24 

p52/p100 NFKB2 4791 10q24.32 

IκBα NFKBIA 4792 14q13.3 

IκBβ NFKBIB 4793 19q13.3 

IκBε NFKBIE 4794 6p21.1 

IKKα CHUK 1147 10q24.31 

IKKβ IKBKB 3551 8p11.22 

IKKγ IKBKG 8517 Xq28 

Bcl-3 BCL3 602 19q13.2 

 

 

 

Πηγή: http://people.bu.edu/gilmore/nf-kb/index.html 
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Παράρτηµα IΙ  

 
Γονίδια-στόχοι NFκB: Οµάδες και παραδείγµατα 

 
 
 

Gene Function Accession No Human Gene 
Name 

Cytokines/Chemokines and their modulators 

IFN-γ Interferon NM_000619 IFNG 

IL6 
Interleukin 6, 
inflammatory 

cytokine 
NM_000600 IL6 

IL8 
Interleukin 8, 

alpha-
chemochine 

NM_000584 IL8 

TNFalpha Tumour necrosis 
factor alpha NM_000594 TNF 

Immunoreceptors 

CD40 TNF-receptor 
family member 

NM_001250 CD40 

CD154 CD40 ligand NM_000074 CD40LG 

CD83 
T-cell 

development 
molecule 

NM_004233 CD38 

Proteins involved in antigen presentation 

Complement B 

Activator of 
alternative 

complement 
pathway 

NM_001710 CFB 

Proteasome 
subunit LMP2 

Subunit of 28S 
proteasome, 

cysteine protease 
NM_002800 PSMB9 

Cell adhesion molecules 

ELAM-1 
(CD62E, E-

selectin) 

E-selectin, 
endothelial cell 

leukocyte 
adhesion 

NM_000450 SELE 
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molecule 

ICAM-1 
Intercellular 
adhesion 

molecule-1 
NM_000201 CD54 

VCAM-1 
Vascular cell 

adhesion 
molecule 

NM_001078 VCAM1 

Acute phase proteins 

C-reactive 
protein 

Host defense 
protein NM_000567 CRP 

Urokinase-type 
plasminogen 

activator 

Activates 
fibrinogen NM_002658 PLAU 

   Stress response 
genes 

COX-2 

Cycloxygenase, 
prostaglandin 
endoperoxide 

synthase 

NM_000963 PTGS2 

MAP4K1 

Activator of 
stress-induced 
protein kinase 

pathway 

NM_001042600 MAP4K1 

   Cell surface 
receptors 

Epidermal 
growth factor 

receptor 
Receptor for EGF NM_005228 EGFR 

ErbB2 EGF-like receptor NM_001005862 ERBB2 

Regulators of apoptosis 

Bax 
Pro-apoptotic Bcl-

2 homologue NM_004324 BAX 

Bcl-xL 
Pro-survival Bcl-2 

homologue NM_138578 BCL2L1 

Bcl-2 Pro-survival 
factor NM_000633 BCL2 

Growth factors, ligands, and their modulators 

VEGF C 
Vascular 

Endothelial 
Growth Factor 

NM_005429 VEGFC 

EPO Erythropoetin NM_000799 EPO 

G-CSF Granulocyte 
colony stimulating NM_00059 GSF3 
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factor 

Early response genes 

B94 Early response 
gene 

NM_006291 TNFAIP2 

P62 

Non-proteasomal 
multi-ubiquitin 
chain binding 

protein 

NM_016221 DCTN4 

Transcription factors and their modulators 

Bcl-3 
Coactivator of 
NFκB p50 and 

p52 
NM_005178 BCL3 

Nfkb1 NFκB p105 
precursor 

NM_003998 NFKB1 

Nfkb2 NFκB p100 
precursor 

NM_001077493 NFKB2 

Enzymes 

MMP-3, matrix 
metalloprotein

ase-3 

Secreted 
collagenase 

NM_002422 MMP3 

MMP-9, matrix 
metalloprotein

ase-3 

Secreted 
collagenase NM_004994 MMP9 

Miscellaneous 

Cyclin D1 Cell cycle 
regulator 

NM_053056 CCND1 

Endothelin 1 Vasoconstrictor/
mitogen NM_001955 EDN1 

PTEN 
Tumour 

suppressor NM_000314 PTEN 

 

 

 

Πηγή: http://people.bu.edu/gilmore/nf-kb/index.html 
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Παράρτηµα III  

Ιδιότητες Φυσικών Κυτταρικών Σειρών Καρκίνου Προστάτη  
 
 

 
Κυτταρική Σειρά LnCaP (πηγή: ECACC) 
 
 
General Cell Collection: LNCap clone FGC 
Catalogue No.:  89110211 
Cell Line Name:  LNCap clone FGC 
Keywords:  Human Caucasian prostate carcinoma 
Cell Line 
Description: 

Derived from a metastasis at the left supraclavicular 
lymph node of a 50 year old patient with a confirmed 
diagnosis of metastatic prostate carcinoma. Growth 
and acid phosphatase production is affected by 5-
alpha-dihydrotestosterone. They do not form a 
uniform monolayer and attach only lightly to the 
substrate. When shipped, cells detach from flask 
and can either be incubated 24-48 hours to allow 
attachment or be collected by centrifugation (150xg, 
15 minutes) and reseeded. 

Species:  Human 
Tissue:  Prostate 
Morphology:  Epithelial-like 
Growth Mode:  Adherent 
Passage No:  +6 
Subculture 
Routine: 

Split sub-confluent cultures (70-80%) 1:3 to 1:6 
using 0.25% trypsin or trypsin/EDTA; 5% CO2; 
37°C. Cells grow slowly in clusters and can be 
disaggregated by repeated pipetting. After 
subculture cells take up to 48 hours to reattach. Do 
not disturb during this period. Medium is rapidly 
acidified, change twice per week. 

Culture Medium:  RPMI 1640 + 2mM Glutamine + 10mM HEPES + 1.0 
mM sodium pyruvate + 10% Foetal Bovine Serum 
(FBS). 

Karyotype:  Pseudodiploid male; seven marker chromosomes, 
modal number 46, range 33 to 91 

Products:  Prostate acid phosphatase, prostate specific antigen 
Receptors:  Androgen, estrogen 
Depositor:  Obtained from ATCC 
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Originator:  No 
Country:  USA 
References:  Cancer Genet Cytogenet 1984; 11:399; Cancer Res 

1983; 43:1809; Cancer Res 1997; 57:3339; J Biol 
Chem 1996; 271:13228 

Additional 
Bibliography: 

Murphy, G.P.,ed.,Models for prostate cancer.37 
New York:Liss;1980:pp115-132 Gibas Z et al. A high 
resolution study of chromosome changes in a 
human prostatic carcinoma cell line (LNCap).Cancer 
Genet. Cytogenet. 11:399-404,1984 Horoszewicz 
JS et al. LNCap model of human prostatic 
carcinoma. Cancer Res. 43:1809-1818, 1983 Hu SX 
et al. Development of an adenovirus vector with 
tetracycline-regulatable human tumor necrosis factor 
alpha gene expression. Cancer Re. 57:3339-
3343,1997 Boffa LC et al. Invasion of the CAG triplet 
repeats by a complementary peptide nucleic acid 
inhibits transcription of the androgen receptor and 
TATA-binding protein genes and correlates with 
refolding of an active nucleosome containing a 
unique AR gene sequence. J.Biol. Chem. 
271:13228-13233, 1996 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 10:34:57 EEST - 52.14.83.249



 

Κυτταρική Σειρά PC-3 (πηγή: ECACC) 
 

General Cell Collection: PC-3 
Catalogue No.:  90112714 
Cell Line Name:  PC-3 
Keywords:  Human Caucasian prostate adenocarcinoma 
Cell Line 
Description: 

Established from a grade 4 prostatic 
adenocarcinoma from a 62 year old male 
Caucasian. The cells grow in agar and produce 
tumours in nude mice. Exhibit low acid phosphatase 
and testosterone-5-alpha reductase activity. 

Species:  Human 
Tissue:  Prostate 
Morphology:  Epithelial 
Growth Mode:  Adherent 
Passage No:  25 
Subcultur e 
Routine: 

Split sub-confluent cultures (70-80%) 1:2 to 1:6 i.e. 
seeding at 2-5x10,000 cells/cm² using 0.25% 
trypsin/EDTA; 5% CO2; 37°C. Medium change 
every 5 days. The initial subculture interval after 
cells are thawed may be longer than 7-9 days. 

Cultur e Medium:  Coons Modified Ham’s F12 + 2mM Glutamine + 7% 
Foetal Bovine Serum (FBS).OR Kaign’s modified 
Ham’s F12 + 45mg/L ascorbic acid + 18 mg/L 
Inositol + 2mM Glutamine + 7% Foetal Bovine 
Serum (FBS). 

Karyotype:  2n = 46, triploid, modal no. 62 
Depositor : Obtained from ATCC 
Originator:  No 
Country:  USA 
References:  Invest Urology 1979;17:16; Cancer Res 

1980;40:524 
 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 10:34:57 EEST - 52.14.83.249



 

Παράρτηµα IV 

Ανοσοκυτταροχηµεία NFκB 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LnCaP; NFκB staining (x10) LnCaP; NFκB staining (x40) 
 

PC-3; NFκB staining (x10) PC-3; NFκB staining (x40) 
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WT-5: tet- 48hrs; NFκB staining (x20) WT-5: tet- 48hrs; NFκB staining (x40) 
 

  

WT-5: tet+; NFκB staining (x20) 
 

WT-5: tet+; NFκB staining (x40) 
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PC-3: Bortezomib 1 µM (90min); NFκB staining 
(x20) 

PC-3: Wedelolactone 50 µM (90min); NFκB staining (x40) 
 
 

 

 

PC-3: BAY-7082 20 µM (16hrs); NFκB staining 
(x10) 
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LnCaP: Bortezomib 1 µM (90min); NFκB 
staining (x20) 

LnCaP: Wedelolactone 50 µM (90min); NFκB staining 
(x40) 
 

 

 

LnCaP: BAY-7082 20 µM (16hrs); NFκB staining 
(x10) 
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PC-3: ET-1 1nM (45 min); NFκB staining (x40) PC-3: ET-1 50nM (45 min); NFκB staining (x40) 
 

 
 

PC-3: ET-1 100nM (45min); NFκB staining (x20) 
 
 

PC-3: BQ-123 1µM (30min)+ET-1 100nM (45min); 
NFκB staining (x20) 
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LnCaP: ET-1 1nM (45 min); NFκB staining (x10) LnCaP: ET-1 50nM (45 min); NFκB staining (x40) 

  

LnCaP: BQ-123 1 µM (30min)+ET-1 100nM 
(45min); NFκB staining (x10) 
 

LnCaP: BQ-123 1 µM (30min)+ET-1 100nM (45min); 
NFκB staining (x40) 
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PC-3: Bortezomib 1 µM (90min)+ET-1 
100nM (45min); NFκB staining (x40) 

PC-3: Wedelolactone 50 µM (90min)+ET-1 100nM 
(45min); NFκB staining (x10) 
 

 

 

PC-3: BAY-7082 20 µM (16hrs)+ET-1 100nM 
(45min); NFκB staining (x10) 
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LnCaP: Bortezomib 1 µM (90min)+ET-1 100nM 
(45min); NFκB staining (x20) 

LnCaP: Wedelolactone 50 µM (90min)+ET-1 100nM 
(45min); NFκB staining (x10) 
 

 

 

LnCaP: BAY-7082 20 µM (16hrs)+ET-1 100nM 
(45min); NFκB staining (x10) 
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PC-3: BBS 100nM (30 min); NFκB staining (x40) PC-3: BBS 100nM (45 min); NFκB staining (x40) 
 

  

PC-3: BBS 100nM (60min); NFκB staining (x40) 
 
 

PC-3: RC-3095 10nM (30min)+BBS 100nM (60min); 
NFκB staining (x20) 
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LnCaP: BBS 100nM (30 min); NFκB staining 
(x10) 

LnCaP: BBS 100nM (45 min); NFκB staining (x10) 
 

  

LnCaP: BBS 100nM (60min); NFκB staining (x10) 
 
 

LnCaP: RC -3095 10nM (30min)+BBS 100nM 
(60min); NFκB staining (x20) 
 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 10:34:57 EEST - 52.14.83.249



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

PC-3: Bortezomib 1 µM (90min)+BBS 100nM 
(60min); NFκB staining (x10) 

PC-3: Wedelolactone 50 µM (90min)+ BBS 100nM 
(60min); NFκB staining (x10) 
 
 

 

 

PC-3: BAY-7082 20 µM (16hrs)+BBS 100nM 
(45min); NFκB staining (x40) 
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LnCaP: Bortezomib 1 µM (90min)+BBS 100nM 
(60min); NFκB staining (x10) 

PC-3: Wedelolactone 50 µM (90min)+ BBS 100nM (60min); 
NFκB staining (x10) 
 

 

 

LnCaP: BAY-7082 20 µM (16hrs)+BBS 100nM 
(45min); NFκB staining (x10) 
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PC-3: rhNEP 50 µg/ml (72hrs); NFκB staining 
(x10) 

PC-3: rhNEP 50 µg/ml (72hrs); NFκB staining (x40) 
 

  

 

PC-3: rhNEP 50 µg/ml (72hrs) + ET-1 100nM 
(45min); NFκB staining (x20) 

PC-3: rhNEP 50 µg/ml (72hrs) + ET-1 100nM (45min); 
NFκB staining (x40) 
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PC-3: rhNEP 50 µg/ml (72hrs) + BBS 100nM 
(60min); NFκB staining (x10) 

PC-3: rhNEP 50 µg/ml (72hrs) + BBS 100nM (60min); 
NFκB staining (x40) 
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Παράρτηµα V 

Πυρηνική NFκB πρωτεϊνη: Western blotting 
 

 

 

 

 

PC-3, LnCaP: baseline;  NFκB NE/CE WB (anti-p65 mouse monoclonal 1:500, Santa Cruz 
Biotechnology)  

 

PC-3: ET-1-related incubations;  NFκB NE WB (anti-p65 mouse monoclonal 1:500, Santa 
Cruz Biotechnology)  
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PC-3: BBS-related incubations;  NFκB NE WB (anti-p65 mouse monoclonal 1:500, Santa 
Cruz Biotechnology)  

 

LnCaP: NP-related incubations;  NFκB NE WB (anti-p65 mouse monoclonal 1:500, Santa 
Cruz Biotechnology)  
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Παράρτηµα VI 

 

PC-3: rhNEP-related incubations;  NFκB NE WB (anti-p65 mouse monoclonal 1:500, Santa 
Cruz Biotechnology)  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 10:34:57 EEST - 52.14.83.249



Σύνδεση NFκB-DNA: EMSA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PC-3, LnCaP: baseline;  NFκB EMSA 
(anti-p65 mouse monoclonal, Santa Cruz 
Biotechnology)  

 

PC-3, LnCaP: ET-1 related incubations;  NFκB EMSA (anti-p65 mouse monoclonal, Santa Cruz 
Biotechnology)  
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PC-3: BBS-related incubations;  NFκB EMSA (anti-p65 mouse monoclonal, Santa Cruz 
Biotechnology)  

 

PC-3, LnCaP: ET-1 and BBS-related incubations;  NFκB EMSA (anti-p65 mouse monoclonal, Santa 
Cruz Biotechnology)  
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PC-3: rhNEP-related incubations;  NFκB EMSA (anti-p65 mouse monoclonal, Santa Cruz 
Biotechnology)  

 

PC-3: NP-related incubations;  NFκB EMSA (anti-p65 mouse monoclonal, Santa Cruz 
Biotechnology)  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 10:34:57 EEST - 52.14.83.249



Παράρτηµα VII 

Ολική κυτταρική πρωτεϊνη IκB-α: Western blotting 
 

 

 

   

PC-3: ET-1 & Bortezomib-related incubations;  IκBα WB (goat polyclonal, 1:500, Santa Cruz 
Biotechnology)  

 

PC-3: ET-1 -related incubations;  IκBα WB (goat polyclonal, 1:500, Santa Cruz Biotechnology)  
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PC-3: BBS & Bortezomib-related incubations;  IκBα WB (goat polyclonal, 1:500, Santa Cruz 
Biotechnology)  

 

PC-3: BBS-related incubations;  IκBα WB (goat polyclonal, 1:500, Santa Cruz Biotechnology)  
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PC-3: rhNEP-related incubations;  IκBα WB (goat polyclonal, 1:500, Santa Cruz Biotechnology)  

 

LnCaP: NP-related incubations;  IκBα WB (goat polyclonal, 1:500, Santa Cruz Biotechnology)  
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PC-3: Bortezomib -related incubations ; 
IκBα WB (goat polyclonal, 1:250, Santa 
Cruz Biotechnology)  

 

 

PC-3, LnCaP: baseline;  IκBα WB (goat 
polyclonal, 1:250, Santa Cruz 
Biotechnology)  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 10:34:57 EEST - 52.14.83.249



 

Παράρτηµα VIII 

Μέτρηση ∆ραστηριότητας 20S Πρωτεασωµατος 
 

 

 
LLVY-AMC Standard curve ; 20S proteasome fluorogenic assay  

 

20S procteasome Standard curve ; 20S proteasome fluorogenic assay  
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PC-3, LnCaP: baseline;  20S Proteasomal activity fluorogenic assay  

WT-5, tet+ ( left), tet-48hrs ( right); 20S Proteasomal activity fluorogenic assay  
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PC-3: ET-1 incubations_Concentration series;  20S Proteasomal activity fluorogenic assay  

 

PC-3: BBS incubations_Concentration series;  20S Proteasomal activity fluorogenic assay  
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LnCaP: ET-1 incubations_Concentration series;  20S Proteasomal activity fluorogenic assay  

 

LnCaP: BBS incubations_Concentration series;  20S Proteasomal activity fluorogenic assay  
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PC-3: ET-1 incubations_Time series;  20S Proteasomal activity fluorogenic assay  

 

PC-3: ET-1 incubations_Time series;  20S Proteasomal activity fluorogenic assay  
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Παράρτηµα IX 

Μέτρηση Ενζυµατικής ∆ραστηριότητας NEP 
 

 

 

 

 

 

LnCaP: NEP Km calculation;  NEP activity- colorimetric assay  

 

LnCaP: NEP Km calculation;  NEP activity- colorimetric assay  
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rhNEP enzymatic velocity standard curve;  NEP activity- colorimetric assay  

 

rhNEP enzymatic velocity standard curve;  NEP activity- colorimetric assay  
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PC-3, LnCaP: baseline;  NEP activity, colorimetric assay  

 

WT-5: tet+ ( left), tet- 24hrs ( middle), tet- 48hrs ( right); NEP activity, colorimetric assay  
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Παράρτηµα X 

Μεµβρανική CD10 (NEP) πρωτεϊνη: Western blotting 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PC-3, LnCaP: baseline;  NEP WB (anti-CD10 mouse monoclonal 1:1000, Novocastra)  
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Παράρτηµα XI 

Επιφανειακή Έκφραση Πρωτεϊνης CD10 (NEP): Κυτταροµετρία 
Ροής 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PC-3, LnCaP: baseline;  CD10 FCM (anti-CD10-FITC mouse monoclonal, Beckman Coulter)  
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Παράρτηµα XII 

Συγκέντρωση εκκρινόµενης ET-1: Μέθοδος ELISA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PC-3, LnCaP: baseline;  ET-1 concentration in CM (ELISA)  

 

 

ET-1 absorbance standard curve;  ELISA  

pg/ml 

OD 
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