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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 
ADRP (Adipose differentiation-related protein): πρωτεΐνη σχετιζόµενη µε τη 

διαφοροποίηση των λιποκυττάρων 

AGPAT (1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase): ακυλοµεταφεράση της 3-

φωσφορικής ακυλογλυκερόλης  

ALDOA (Aldolase A): Αλδολάση Α 

ARD: Arrest defective protein 

ARNT: Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 

ASB4: Ankyrin repeat and SOCS box containing 4 

Asp (Aspartic acid): ασπαραγινικό οξύ 

ATM (Ataxia-telangiectasia mutated): µεταλλαγµένη κινάση αταξία-

τηλεαγγειεκτασία 

ATP (Adenosine triphosphate): τριφωσφορική αδενοσίνη 

Bcl-3 (B-cell lymphoma 3): πρωτεΐνη λεµφώµατος Β-κυττάρων 

BNIP3 (Bcl-2-Interacting-protein 3): πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά µε την Bcl-2 

CAP (Cytoskeleton-associated proteins): πρωτεΐνες σχετιζόµενες µε τον 

κυτταροσκελετό  

CBP (Creb-binding protein): πρωτεΐνη που προσδένεται στον παράγοντα CREB 

CCND1 (cyclin D1): κυκλίνη D1 

CD39/CD70 (Cluster of differentiation): σύµπλεγµα διαφοροποίησης  

CDK1 (Cyclin-dependent kinase 1): εξαρτώµενη από την κυκλίνη κινάση 1 

CITED (C-terminal domain): πρωτεΐνη που συνδέεται µε την καρβοξυτελική 

επικράτεια 

CK1δ (Casein kinase 1δ): κινάση της καζεΐνης 1δ 

CREB (cAMP response element binding): παράγοντας που προσδένεται στο στοιχείο 

απόκρισης στο κυκλικό AMP 

CYLD (Cylindromatosis): πρωτεΐνη κυλινδρωµάτωσης 

Cys (Cysteine): κυστεΐνη 

DNA (Deoxyribonucleic acid): δεοξυριβονουκλεϊκό οξύ 

DUB (Deubiquitinating enzyme): αποουβικιτινάση 

Dvl: Dishevelled 

EB1: End-binding protein 1 
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EEY/F: glutamic acid-glutamic acid-tyrosine/phenylalanine 

EMT (Epithelial-mesenchymal transition): µετάπτωση από επιθηλιακό σε 

µεσεγχυµατικό τύπο 

ENO1 (Enolase 1): ενολάση 1  

EPO (Erythropoetin): ερυθροποιητίνη 

ERK (extracellular signal-regulated kinase): κινάση ρυθµιζόµενη από εξωκυττάρια 

σήµατα  

FABP (Fatty acid-binding protein): πρωτεΐνη πρόσδεσης σε λιπαρά οξέα 

Fbw7: F-box/WD repeat-containing protein 7 

FIH (Factor inhibiting HIF): αναστολέας των HIF 

Fz υποδοχείς: Frizzled 

GAP (GTPase activating protein): πρωτεΐνη ενεργοποίησης GTPάσης 

Gly (Glycine): γλυκίνη 

GSK (Glycogen synthase kinase): κινάση της συνθάσης γλυκογόνου 

GTP (Guanosine triphosphate): τριφωσφορική γουανοσίνη 

HDAC (Histone deacetylase): απακετυλάση ιστονών 

HECT: Homologous to the E6AP carboxyl terminus 

HIF (Hypoxia Inducible Factor): επαγόµενος από την υποξία παράγοντας 

His (Histidine): ιστιδίνη 

HK1/2 (Hexokinase): εξοκινάση 

HPV (Human papilloma virus): ιός ανθρωπίνων θηλωµάτων 

HRE (Hypoxia response element): στοιχείο απόκρισης στην υποξία 

HSP90 (Heat shock protein): πρωτεΐνη θερµικού σοκ 

IFN-γ (Interferone-γ): ιντερφερόνη-γ 

IκΒ (Inhibitor of kappa Β): αναστολέας του κάπα Β 

IKK (IκΒ kinase): κινάση του ΙκΒ 

IL-1β (Interleukin-1β): ιντερλευκίνη-1β 

IPAS (Inhibitory PAS domain protein): ανασταλτική πρωτεΐνη της PAS επικράτειας 

JAMM: JAB1/MPN/Mov34 µεταλλοπρωτεάση 

JNK: c-Jun N-terminal kinase 

LDHA (Lactate dehydrogenase A): γαλακτική δεϋδρογενάση Α 

LPS (Lipopolysaccharide): λιποπολυσακχαρίτης 

LRP1 (Low density lipoprotein receptor-related protein 1): πρωτεΐνη σχετιζόµενη µε 

τον υποδοχέα λιποπρωτεϊνών χαµηλής πυκνότητας 
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MAPK (Mitogen activated-protein kinase): κινάση πρωτεϊνών που ενεργοποιούνται 

από µιτογόνα 

MBP (Microtubule-binding protein): πρωτεΐνη προσδεµένη σε µικροσωληνίσκους 

MCPIP1: Monocyte chemotactic protein- induced protein-1 

MgcRacGAP: Male germ cell Rac GTPase-activating protein 

MJD (Machado-Josephin domain protease): πρωτεάση µε επικράτεια Machado-

Josephin 

mTOR (Mammalian target of rapamycin): στόχος ραπαµυκίνης θηλαστικών 

NEMO (NF-kappa-B essential modulator): απαραίτητος ρυθµιστής του NF-κΒ 

NF-κΒ (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells): πυρηνικός 

παράγοντας κάπα-ελαφριάς αλυσίδας-ενισχυτή των εενργοποιηµένων Β κυττάρων  

NTHi (Nontypeable Haemophilus influenzae): άτυπο στέλεχος αιµόφιλου 

ινφλουένζας 

OTU (Ovarian tumor protease): πρωτεάση όγκου ωοθηκών  

PCAF (P300/CBP-associated factor): παράγοντας σχετιζόµενος µε το p300/CBP 

PDGF (Platelel derived growth factor): αυξητικός παράγοντας αιµοπεταλίων 

PDK1 (Pyruvate dehydrogenase kinase 1): κινάση της πυροσταφυλικής 

δεϋδρογενάσης 1 

PGF (Placental growth factor): αυξητικός παράγοντας πλακούντα 

PGK1 (Phosphoglycerate kinase 1): κινάση του φωσφογλυκερικού 1 

PHD (Prolyl-hydroxylase): προλυλ-υδροξυλάση 

PFK (Phosphofructokinase): φωσφοφρουκτοκινάση 

PI3K (phosphoinositide 3-kinase): κινάση της 3 φωσφατυδιλοϊνοσιτόλης 

PKA (protein kinase A): πρωτεϊνική κινάση Α 

PKM2 (Pyruvate kinase M2): ισοµορφή Μ2 της πυροσταφυλικής κινάσης  

PPAR-γ (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma): υποδοχέας που 

ενεργοποιείται από πολλαπλασιαστές των υπεροξεισωµάτων γ 

RACK1 (Receptor for activated C kinase 1): υποδοχέας 1 για την ενεργοποιηµένη 

κινάση C 

RING: Really Interesting New Gene 

RIP1 (Receptor-interacting protein 1): πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά µε υποδοχείς  

ROS (Reactive oxygen species): ενεργές ρίζες οξυγόνου 

TAD (Transactivation domain): περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής   
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TAK1 (Transforming growth factor beta-activated kinase 1): κινάση που 

ενεργοποιείται από τον αυξητικό παράγοντα µετασχηµατισµού β 

TGF (Transforming growth factor): αυξητικός παράγοντας µετασχηµατισµού   

TNF (Tumor necrosis factor): παράγοντας νέκρωσης όγκων 

TRAF (TNF receptor associated factor): παράγοντας σχετιζόµενος µε τον υποδοχέα 

TNF 

TRIM: Tripartite motif family 

TRIP (TRAF-interacting protein): πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά µε τον TRAF  

SGF (Sarcoma growth factor): αυξητικός παράγοντας σαρκώµατος  

SIAH: Seven in absentia homolog 

SPOP: Speckle-type POZ protein 

UCH (Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase): υδρολάση καρβοξυτελικού άκρου 

ουβικιτίνης  

USP (Ubiquitin-specific proteases): ειδική πρωτεάση ουβικιτίνης  

VEGF (Vascular endothelial growth factor): αγγειακός ενδοθηλιακός αυξητικός 

παράγοντας  

VHL: Von Hippel Lindau  
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Η  υποξία, που ορίζεται ως χαµηλή µερική πίεση οξυγόνου (PΟ2) στους ιστούς, 

χαρακτηρίζει φυσιολογικές και παθολογικές καταστάσεις όπως η εµβρυογένεση και ο 

καρκίνος. Ο οργανισµός για να ανταπεξέλθει στην υποξία ρυθµίζει βιολογικές 

διαδικασίες, µέσω της δράσης των επαγόµενων από την υποξία ετεροδιµερών 

µεταγραφικών παραγόντων HIF (Hypoxia Inducible Factors). Σε συνθήκες νορµοξίας 

οι α υποµονάδες των HIF υδροξυλιώνονται από προλυλ-υδροξυλάσες (PHDs), 

ουβικιτινιώνονται από την pVHL και αποικοδοµούνται στο πρωτεάσωµα.  

Η ουβικιτινίωση αποτελεί µία αντιστρεπτή µετα-µεταφραστική τροποποίηση. 

Ενώ ο µηχανισµός που οδηγεί στην προσθήκη ουβικιτίνης στους παράγοντες HIFα 

είναι καλά µελετηµένος, λίγα είναι γνωστά για την αναίρεση της τροποποίησης.    

Η αποουβικιτινάση CYLD είναι µία ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη η οποία 

αναγνωρίστηκε αρχικά στην οικογενή κυλινδρωµάτωση και έχει συσχετιστεί µε την 

εµφάνιση διαφόρων µορφών καρκίνου. Η CYLD επιδρά σε βασικές φυσιολογικές 

κυτταρικές διεργασίες όπως η επιβίωση, ο  πολλαπλασιασµός, η απόπτωση, ο 

κυτταρικός κύκλος και ρυθµίζει σηµατοδοτικά µονοπάτια όπως αυτά του παράγοντα 

NF-κΒ και της JNK κινάσης.  

Σκοπός της παρούσας διπλωµατικής εργασίας είναι η µελέτη της επίδρασης της 

απαλοιφής του γονιδίου της CYLD στην απόκριση στην υποξία κυττάρων 

αδενοκαρκινώµατος µαστού HCC1937 και εµβρυϊκών νεφρικών κυττάρων HEK293. 

Μελετήθηκαν, σε συνθήκες νορµοξίας και υποξίας, η επίδραση της απαλοιφής της 

CYLD στην κυτταρική επιβίωση / πολλαπλασιασµό, στα πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-

1α και στη µεταγραφική δράση του HIF-1.   

Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων έδειξαν ότι η επίδραση της απαλοιφής της 

CYLD στην υποξία διαφέρει ανάµεσα στις δύο κυτταρικές σειρές. Στην καρκινική 

σειρά HCC1937, η απουσία της CYLD προκάλεσε αύξηση του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού σε συνθήκες νορµοξίας και υποξίας και µείωση της επαγωγής των 

πρωτεϊνικών επιπέδων του HIF-1α, ενώ στα κύτταρα ΗΕΚ293 επέφερε µείωση του 

κυτταρικού πολλαπλασιασµού σε συνθήκες υποξίας και αύξηση των πρωτεϊνικών 

επιπέδων HIF-1α. Επιπλέον, και στις δύο κυτταρικές σειρές, η απαλοιφή της CYLD 

οδήγησε σε µείωση των επιπέδων mRNA του γονιδίου στόχου του HIF-1, λυσυλ-

οξειδάση (lysyl-oxidase LOX), σε συνθήκες νορµοξίας και υποξίας, χωρίς να 

επηρεάσει σηµαντικά την επαγωγή του στην υποξία. Τέλος, σε πειράµατα δοκιµασίας 
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λουσιφεράσης, η απαλοιφή της CYLD προκάλεσε µείωση της βασικής µεταγραφικής 

ενεργότητας του HIF-1και δεν επηρέασε την επαγωγή της µεταγραφικής δράσης του 

σε συνθήκες υποξίας. 

Συµπερασµατικά, η απαλοιφή της CYLD επηρεάζει διαφορετικά την επιβίωση 

/ πολλαπλασιασµό καρκινικών και ε µβρυϊκών κυττάρων και την επαγωγή του 

παράγοντα HIF-1α σε αυτά.  
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ABSTRACT 
Hypoxia, defined as low oxygen partial pressure (PO2) in tissues, characterizes 

physiological and pathological conditions such as embryogenesis and cancer. To cope 

with hypoxia, the organism regulates biological processes mediated by the action of the 

heterodimeric Hypoxia Inducible transcription Factors (HIFs). Under normoxic 

conditions the HIFα subunits are hydroxylated by prolyl hydroxylases (PHDs), 

ubiquitinated by pVHL and degraded in the proteasome. 

Ubiquitination is a reversible post-translational modification. While the 

mechanism leading to the ubiquitination of HIFα subunits is well studied, little is 

known about the factors involved in their deubiquitination. 

The deubiquitinase CYLD is a tumor suppressor protein that was initially 

identified in Familial Cylindromatosis and has been associated with the development 

of various forms of cancer. CYLD plays a key role in physiological cellular processes 

including survival, proliferation, apoptosis, the cell cycle and regulates signaling 

pathways such as those of NF-κΒ and JNK kinase. 

The purpose of the present thesis is to study the effect of CYLD gene deletion 

on the response to hypoxia of HCC1937 breast adenocarcinoma cells and HEK293 

embryonic kidney cells. The effect of CYLD gene deletion on cell survival / 

proliferation, HIF-1α protein levels and HIF-1 transcriptional activity was studied 

under normoxic and hypoxic conditions. 

The results presented here show that the effect of CYLD gene deletion differs 

between the two cell lines. In the breast adenocarcinoma cell line HCC1937, the 

absence of CYLD caused increased cell proliferation under normoxia and hypoxia and 

a decreased hypoxic induction of HIF-1α protein levels, while in embryonic cells it 

resulted in decreased cell proliferation and increased induction of HIF-1α protein levels 

under hypoxia. In addition, in both cell lines, deletion of CYLD led to decreased mRNA 

levels of the HIF-1 target gene, lysyl-oxidase (LOX), under normoxia and hypoxia, 

without significantly affecting its induction under hypoxia. Finally, in a luciferase 

reporter assay, CYLD deletion led to a decrease in HIF-1 basic transcriptional activity 

without affecting the induction of its transcriptional activity under hypoxia.  

In conclusion, the deletion of CYLD has different effects on survival / 

proliferation and induction of HIF-1α expression in cancer and embryonic cells. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ  
1.1. Μετά-µεταφραστικές τροποποιήσεις  

Κατά τη διάρκεια των τελευταίων δεκαετιών έχει διαπιστωθεί ότι το ανθρώπινο 

πρωτέωµα είναι αρκετά πολυπλοκότερο από το ανθρώπινο γονιδίωµα. Ενώ εκτιµάται 

ότι το ανθρώπινο γονιδίωµα αποτελείται από 20000-25000 γονίδια, ο  συνολικός 

αριθµός των πρωτεϊνών φαίνεται να ξεπερνά το 1 εκατοµµύριο (1). Έτσι συµπεραίνεται 

πως ένα γονίδιο µπορεί να κωδικοποιήσει περισσότερες από µία πρωτεΐνες και αυτό 

επιτυγχάνεται, σε µεγάλο βαθµό, χάρη στην παραγωγή εναλλακτικών mRNA 

µεταγράφων. 

Ωστόσο η αύξηση της πολυπλοκότητας από το επίπεδο του γονιδιώµατος σε 

αυτό του πρωτεώµατος εξυπηρετείται και από τις µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις 

των πρωτεϊνών, οι οποίες ρυθµίζουν τη δράση, τον υποκυτταρικό εντοπισµό, τη 

σταθερότητα και τις αλληλεπιδράσεις των πρωτεϊνών µε άλλες πρωτεΐνες, νουκλεϊκά 

οξέα, λιπίδια και άλλους συµπαράγοντες (2) (Εικόνα 1). Οι µετα-µεταφραστικές 

τροποποιήσεις που µπορεί να δεχτεί µια πρωτεΐνη περιλαµβάνουν την προσθήκη µιας 

µικρής πρωτεΐνης (ουβικιτινίωση, σουµοϋλίωση, νεντυλίωση) ή την προσθήκη µιας 

χηµικής ο µάδας (φωσφορυλίωση, ακετυλίωση, µεθυλίωση, νιτροζυλίωση, 

γλυκοζυλίωση) (3). Στις περισσότερες περιπτώσεις η µετα-µεταφραστική τροποποίηση 

των πρωτεϊνών αποτελεί µία ρυθµιζόµενη αντιστρεπτή διαδικασία. 

 
Εικόνα 1: Είδη µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων. Μετατροπή από (4). 

Η σηµασία των µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων για τη λειτουργία των 

πρωτεϊνών γίνεται αντιληπτή στις περιπτώσεις όπου πρωτεΐνες που έχουν υποστεί 

µετα-µεταφραστική τροποποίηση εµπλέκονται στην ανάπτυξη ασθενειών όπως ο 
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καρκίνος, ο  σακχαρώδης διαβήτης, το µεταβολικό σύνδροµο και νευρολογικές 

παθήσεις (5). 

1.2. Ουβικιτινίωση  

Η ουβικιτινίωση είναι µια δυναµική και αντιστρεπτή µετα-µεταφραστική τροποποίηση 

κατά την οποία ένα ή περισσότερα µόρια ουβικιτίνης προσδένονται σε κατάλοιπα 

λυσίνης της πρωτεΐνης στόχου, µέσω της δράσης τριών ενζύµων (Ε1, Ε2, Ε3) (6). Η 

σύνδεση της ουβικιτίνης µπορεί όχι µόνο να οδηγήσει σε αποικοδόµηση των 

πρωτεϊνών στο σύστηµα του πρωτεασώµατος (ανακάλυψη για την οποία οι Aaron 

Ciechanover, Avram Herschko και Irwin Rose τιµήθηκαν µε το βραβείο Χηµείας 

Νόµπελ 2004), αλλά συµµετέχει στη ρύθµιση ποικίλων κυτταρικών διεργασιών και 

σηµατοδοτικών µονοπατιών (7).  

1.2.1 Η πρωτεΐνη ουβικιτίνη  

Η ουβικιτίνη είναι µια υψηλά συντηρηµένη, θερµοάντοχη µικρή πρωτεΐνη µοριακού 

βάρους 8,5-kD η οποία αποτελείται από 76 αµινοξέα (8). Παρουσιάζει µια σφαιρική 

τριτοταγή δοµή που ονοµάζεται “b-grasp fold” και συναντάται ευρέως σε άλλες 

παρόµοιες πρωτεΐνες, η οποία αποτελείται από παράλληλες και αντιπαράλληλες β -

πλευρικές αλυσίδες που περιβάλουν µια κεντρικά τοποθετηµένη α-έλικα (9) (Εικόνα 

2).  

 
Εικόνα 2: Η τριτοταγής δοµή της πρωτεΐνης ουβικιτίνης. Ανατύπωση από Jackson.2006 

(8). 

 

Τέσσερα γονίδια (UBA52, UBA80, UBB, UBC) είναι υπεύθυνα για την 

κωδικοποίηση της ουβικιτίνης (10), (11) (Εικόνα3). Τα γονίδια UBB και UBC 

κωδικοποιούν πολυµερή ουβικιτίνης, διαδοχικά συνδεδεµένα σε µορφή “head-to-tail”, 

ενώ τα γονίδια UBA52 και UBA80 κωδικοποιούν ένα µόριο ουβικιτίνης συνδεδεµένο 

στο καρβοξυτελικό του άκρο µε τη ριβοσωµική πρωτεΐνη (RP) L40 και S27a 
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αντίστοιχα (12) (13) (Εικόνα 3). Τα ώριµα µόρια της ουβικιτίνης προκύπτουν ύστερα 

από απελευθέρωση των µορίων ουβικιτίνης από ένζυµα τα οποία ονοµάζονται 

αποουβικιτινάσες (deubiquitinating enzymes-DUBs) (14), ο  ρόλος και η λειτουργία 

των οποίων θα αναλυθεί εκτενώς στη συνέχεια.   

 
Εικόνα 3: Τα τέσσερα υπεύθυνα γονίδια για την κωδικοποίηση της πρωτεΐνης 

ουβικιτίνης. Aνατύπωση από Grou.2015 (14).  

 

1.2.2 Το µονοπάτι της ουβικιτινίωσης  

Η προσθήκη ενός µορίου ουβικιτίνης στην πρωτεΐνη υπόστρωµα επιτυγχάνεται µέσω 

της δράσης ενός καταρράκτη τριών σταδίων που περιλαµβάνει αρχικά την 

ενεργοποίηση της ουβικιτίνης, στη συνέχεια τη σύζευξη-µεταφορά και τέλος την 

πρόσδεσή της στην πρωτεΐνη στόχο (15) (Εικόνα 4). Για την ολοκλήρωση των 

αντιδράσεων είναι απαραίτητη η δράση τριών ενζύµων που ανήκουν στην κατηγορία 

των Ε λιγασών. Στο αρχικό στάδιο οι Ε1 λιγάσες (εκπροσωπούνται από 2 ισοµορφές) 

ενεργοποιούν το µόριο ουβικιτίνης, µε το σχηµατισµό ενός θειοεστερικού δεσµού 

µεταξύ του καρβοξυτελικού άκρου του καταλοίπου γλυκίνης της ουβικιτίνης και της 

κυστεΐνης του ενεργού κέντρου του ενζύµου Ε1, µέσω µιας  ATP-εξαρτώµενης 

αντίδρασης. Κατόπιν οι Ε2 λιγάσες (περίπου 40 ισοµορφές είναι γνωστές σήµερα) 

δέχονται στο ενεργό τους κέντρο την ενεργοποιηµένη ουβικιτίνη και τη µεταφέρουν 

στην πρωτεΐνη υπόστρωµα µε τη βοήθεια των Ε3 λιγασών (15), (16). Οι Ε3 λιγάσες, 

που ξεπερνούν σε αριθµό τις 600, αναγνωρίζουν και συνδέονται µε την πρωτεΐνη 

στόχο, εξασφαλίζοντας εξειδίκευση στη διαδικασία.    
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Εικόνα 4: Ο κύκλος της ουβικιτινίωσης. Ανατύπωση από Hermann.2007 (17).  

 

Οι Ε3 λιγάσες διακρίνονται σε δύο κύριες οικογένειες, οι οποίες διαφέρουν 

δοµικά και λειτουργικά: τις RING (really interesting new gene) Ε3 λιγάσες και τις 

HECT (homologous to E6-AP carboxyl terminus) Ε3 λιγάσες (Εικόνα 5). Οι RING E3 

λιγάσες αποτελούν πρωτεϊνικά σύµπλοκα τα οποία λειτουργούν ως γέφυρες που  

µεσολαβούν την άµεση µεταφορά της ενεργοποιηµένης ουβικιτίνης από τις Ε2 λιγάσες 

στις πρωτεΐνες υποστρώµατα. Αντίθετα οι HECT Ε3 λιγάσες αρχικά µεταφέρουν την 

ουβικιτίνη από την Ε2 λιγάση στο ενεργό τους κέντρο, και στη συνέχεια στην πρωτεΐνη 

στόχο (18).  

 
Εικόνα 5: Οι οικογένειες RING και HECT των Ε3 λιγασών και ο τρόπος δράσης τους. 

Ανατύπωση από Wu.2013 (19).  
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1.2.3 Τύποι ουβικιτινίωσης  

Η ουβικιτινίωση διακρίνεται σε τρεις τύπους, ανάλογα µε τον αριθµό  των µορίων 

ουβικιτίνης που συνδέονται στην πρωτεΐνη στόχο, καθένας από τους οποίους φαίνεται 

ότι µεσολαβεί και διαφορετικές λειτουργίες (Εικόνα 6). Η  µονοουβικιτινίωση 

χαρακτηρίζεται από την προσθήκη ενός µόνο µορίου ουβικιτίνης. Η πολλαπλή 

µονοουβικιτινίωση περιλαµβάνει την προσθήκη πολλών µορίων ουβικιτίνης σε 

διαφορετικά κατάλοιπα λυσίνης της πρωτεΐνης στόχου και η πολυουβικιτινίωση αφορά 

τις περιπτώσεις σύνδεσης στην πρωτεΐνη στόχο µιας αλυσίδας µορίων ουβικιτίνης (17).  

 
Εικόνα 6: Οι τύποι ουβικιτινίωσης Ανατύπωση από Wu.2013 (19).  

 

Στην περίπτωση της πολυουβικιτινίωσης, οι αλυσίδες ουβικιτίνης διακρίνονται 

σύµφωνα µε το κατάλοιπο λυσίνης της ουβικιτίνης στο οποίο συνδέονται σε Κ6, Κ11, 

Κ27, Κ29, Κ33, Κ48, Κ63 αλυσίδα (Εικόνα 7). Οι δεσµοί που δηµιουργούνται µεταξύ 

των µορίων ουβικιτίνης µέσα στην αλυσίδα είναι ισοπεπτιδικοί µεταξύ του 

καρβοξυτελικού άκρου της γλυκίνης του ενός µορίου ουβικιτίνης και της ε-αµινοµάδας 

της λυσίνης του προηγούµενου (20). Ξεχωριστή µορφή αλυσίδας πολυουβικιτίνης, η 

οποία δεν σχηµατίζεται σε κατάλοιπο λυσίνης αλλά στο πρώτο αµινοξύ της 

ουβικιτίνης, τη µεθειονίνη (Μ1), αποτελεί η γραµµική ουβικιτινίωση.  

 
Εικόνα 7: Οι θέσεις των 7 καταλοίπων λυσίνης και του καταλοίπου µεθειονίνης τα οποία 

κοθορίζουν  τον τύπο αλυσίδας ουβικιτίνης. Με κίτρινο απεικονίζονται οι β-αλυσίδες και 

µε µωβ η α-έλικα. Ανατύπωση από Wu.2013 (19). 
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1.2.4 Δράσεις της ουβικιτινίωσης  

Οι δράσεις της ουβικιτινίωσης διαφέρουν ανάλογα µε τον τύπο αλλά και µε την 

αλυσίδα που φέρει η πρωτεΐνη στόχος (Εικόνα 8). Η µονοουβικιτινίωση και η 

πολλαπλή µονοουβικιτινίωση µεσολαβούν κυρίως την είσοδο των πρωτεϊνών στόχων 

σε εκκριτικά κυστίδια, διαδικασίες επιδιόρθωσης του DNA και ρύθµισης των ιστονών 

(21) ενώ η πολυουβικιτινίωση είναι υπεύθυνη τόσο για την αποικοδόµηση των 

πρωτεϊνών στόχων όσο και για τη ρύθµιση µη πρωτεολυτικών κυτταρικών 

λειτουργιών, οι οποίες καθορίζονται από το κατάλοιπο λυσίνης το οποίο φέρει την 

αλυσίδα και περιλαµβάνουν ενδεικτικά την επιδιόρθωση του DNA, τη µεταγωγή 

σήµατος και διεργασίες του κυτταρικού κύκλου (22). Συγκεκριµένα, προσθήκη 

αλυσίδας Κ48, η οποία είναι η γνωστότερη και καλύτερα µελετηµένη για τη δράση της, 

αποτελεί το σήµα για την αποικοδόµηση των πρωτεϊνών στόχων στο πρωτεάσωµα. Την 

ίδια λειτουργία φαίνεται να εξυπηρετεί και η αλυσίδα Κ11, η οποία πιθανόν έχει 

παράλληλα ρυθµιστικό ρόλο σε µη πρωτεολυτικές διεργασίες όπως η κυτταρική 

διαίρεση (23). Οι γνώσεις µας όσον αφορά τις αλυσίδες Κ6, Κ27, Κ29 και Κ33 είναι 

περιορισµένες και οι δράσεις τους παραµένουν αδιευκρίνιστες, ενώ έχει επιβεβαιωθεί 

η συµµετοχή της γραµµικής (M1) και Κ63 αλυσίδας σε µονοπάτια κυτταρικής 

σηµατοδότησης (21).  

 

Εικόνα 8: Οι λειτουργίες της ουβικιτινίωσης καθορίζονται από τον τύπο αλυσίδας 

ουβικιτίνης. Μετατροπή από Fulda.2012 (24).  
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1.2.5 Αποουβικιτινίωση  

Η ουβικιτινίωση είναι µια δυναµική και αντιστρεπτή µετα-µεταφραστική 

τροποποίηση, η οποία αναιρείται από εξειδικευµένα ένζυµα, τις αποουβικιτινάσες. Οι 

αποουβικιτινάσες έχουν τέσσερις κύριες δράσεις: 1) συµβάλουν στην ωρίµανση των 

πρόδροµων µορίων ουβικιτίνης, είτε διασπώντας τα πολυµερή σε µονοµερή, είτε 

αποµακρύνοντας την ουβικιτίνη από τη ριβοσωµική π ρωτεΐνη στην οποία είναι 

προσδεµένη αρχικά, 2) αναστέλλουν την αποικοδόµηση στο πρωτεάσωµα των 

πρωτεϊνών που έχουν υποστεί ουβικιτινίωση, 3) µετατρέπουν τις αλυσίδες ουβικιτίνης 

από έναν τύπο σε διαφορετικό τροποποιώντας την επίδρασή τους στην πρωτεΐνη στόχο 

και τέλος 4) εξασφαλίζουν την ανακύκλωση των µορίων ουβικιτίνης (25) (Εικόνα 9).  

 

 

Εικόνα 9: Οι τέσσερις δράσεις των αποουβικιτινασών. 

 Α: ωρίµανση των µορίων ουβικιτίνης, Β: αποµάκρυνση των µορίων ουβικιτίνης από την 

πρωτεΐνη υπόστρωµα, Γ: καθορισµός του τύπου αλυσίδας της ουβικιτίνης, Δ: 

ανακύκλωση µορίων ουβικιτίνης. Μετατροπή από Kubaichuk.2019 (22).  
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1.2.6 Οι αποουβικιτινάσες  

 Οι αποουβικιτινάσες οι οποίες µεσολαβούν την αποµάκρυνση των µορίων ουβικιτίνης 

από τις π ρωτεΐνες (26), καθορίζουν την τύχη των πρωτεϊνών και αυτό τις καθιστά 

ενδιαφέρον θεραπευτικό στόχο προς έρευνα.  

Ο αριθµός των γνωστών αποουβικιτινασών που κωδικοποιούνται από το 

ανθρώπινο γονιδίωµα πλησιάζει τις 100. Διακρίνονται σε πέντε κατηγορίες ανάλογα 

µε τις δοµικές και λειτουργικές τους ιδιότητες. Οι αποουβικιτινάσες των οικογενειών 

USPs (ubiquitin specific proteases), UCHs (ubiquitin-C terminal hydrolases), OTUs 

(otubain/ovarian tumor proteases) και MJDs (Machado–Joseph disease protein domain 

proteases) ανήκουν στην κατηγορία των πρωτεασών κυστεΐνης και διαθέτουν 

παρόµοια καταλυτική τριάδα αµινοξέων (Cys,His,Asn/Asp). Οι αποουβικιτινάσες της 

οικογένειας JAMM (JAB1/MPN/MOV34 metallopeptidases) είναι µεταλλοπρωτεάσες 

ψευδαργύρου (Zn2+) (25).  

Εκτός από την ανακύκλωση των µορίων ουβικιτίνης, οι αποουβικιτινάσες 

έχουν εξέχοντα ρόλο και στη ρύθµιση άλλων κυτταρικών διαδικασιών οι οποίες 

ρυθµίζονται µέσω της ουβικιτινίωσης και περιλαµβάνουν την απόπτωση (27), το 

διαχωρισµό των χρωµοσωµάτων (28), τον κυτταρικό επαναπρογραµµατισµό µέσω 

ρύθµισης της µεταγραφής (29) και την κυτταρική σηµατοδότηση (30). Ακόµα και οι 

ίδιες οι αποουβικιτινάσες υφίστανται ουβικιτινίωση µε τρόπο που επηρεάζει τόσο τη 

δραστικότητά τους όσο και την αλληλεπίδρασή τους µε τις πρωτεΐνες υποστρώµατα 

(31), (32), (33).  

Η ουβικιτινίωση συσχετίζεται µε την εµφάνιση παθήσεων που περιλαµβάνουν: 

νευροεκφυλιστικές νόσους, µολυσµατικές ι ϊκές ασθένειες, παθήσεις του ανοσιακού 

συστήµατος ακόµα και καρκίνο, µε αποτέλεσµα ένζυµα που συµµετέχουν σε αυτό να 

αποτελούν ελκυστικό θεραπευτικό στόχο (34). Μέχρι στιγµής αναστολείς του 

πρωτεασώµατος χρησιµοποιούνται µε επιτυχία στην αντιµετώπιση κακοηθειών (35). 

Ωστόσο η ανάπτυξη αντίστασης εναντίον τους εγείρει την ανάγκη εύρεσης νέων 

θεραπευτικών στόχων. Οι αποουβικιτινάσες, θα µπορούσαν να αποτελέσουν έναν 

υποσχόµενο, εναλλακτικό στόχο, αν και, ενώ έχει σηµειωθεί πρόοδος στην ανάπτυξη 

αναστολέων, φαίνεται οι αναστολείς αυτοί να στερούνται ειδικότητας στοχεύοντας ένα 

ευρύ φάσµα ενζύµων (36), (37).   
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1.2.7 Χαρακτηριστικά παραδείγµατα µονοπατιών ρυθµιζόµενων µέσω 

ουβικιτινίωσης 

Χαρακτηριστικά παραδείγµατα µονοπατιών και πρωτεϊνών που ρυθµίζονται µέσω της 

ουβικιτινίωσης αποτελούν το µονοπάτι του NF-κΒ, η πρωτεΐνη µε δράση GTPάσης 

Ras και οι επαγόµενοι από την υποξία  παράγοντες HIF (Hypoxia Inducible Factors).  

Η δράση του µεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ, ο  οποίος ε µπλέκεται στην 

ρύθµιση της κυτταρικής επιβίωσης, απόπτωσης (38), ανοσιακής απάντησης και 

φλεγµονής (39), βρίσκεται σε µεγάλο βαθµό υπό τον έλεγχο του µονοπατιού της 

ουβικιτίνης (40). Συγκεκριµένα η πρωτεΐνη ΝΕΜΟ, η οποία φωσφορυλιώνει τον 

αναστολέα του NF-κΒ,  ΙκΒ, ενεργοποιείται µέσω ουβικιτινίωσης. Ο 

φωσφορυλιωµένος ΙκΒ ουβικιτινιώνεται επίσης, και οδηγείται στο πρωτεάσωµα για 

αποικοδόµηση απελευθερώνοντας τον NF-κB και επιτρέποντας τη µετακίνησή του 

στον πυρήνα όπου θα δράσει ως µεταγραφικός παράγοντας (40) (Εικόνα 10).  

 
Εικόνα 10: Η ρύθµιση του κανονικού µονοπατιού του NF-κΒ µέσω του συστήµατος της 

ουβικιτίνης. Ανατύπωση από Courtois.2018 (40). 

 

 Στην περίπτωση της GTPάσης Ras, η ουβικιτινίωσή της  παρεµποδίζει την 

αλληλεπίδρασή της µε τα ένζυµα GAP διατηρώντας την συνεχώς ενεργή (41) (Εικόνα 

11).  
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Εικόνα 11: Η ουβικιτινίωση της πρωτεΐνης Ras προκαλεί τη συνεχή ενεργοποίησή της. 

Μετατροπή από Popovic.2014 (34).   

 

Τέλος, η ουβικιτινίωση ρυθµίζει την αποικοδόµηση των παραγόντων HIFα σε 

συνάρτηση µε τα επίπεδα οξυγόνου, όπως θα περιγραφεί αναλυτικά στη συνέχεια. 

 

1.3 Η αποουβικιτινάση CYLD  

Η αποουβικιτινάση CYLD ανήκει σ την υποοικογένεια των USP αποουβικιτινασών 

(Εικόνα 12). Η έκφρασή της κατά την εµβρυϊκή ζωή περιορίζεται στον εγκέφαλο, τους 

όρχεις και τους σκελετικούς µύες, ενώ στην ενήλικη ζωή εκφράζεται σε περισσότερους 

ιστούς στους οποίους περιλαµβάνονται ο εγκέφαλος, το ήπαρ, η καρδιά, οι νεφροί, ο 

σπλήνας, οι ωοθήκες, οι πνεύµονες και τα λευκοκύτταρα (42).  Το υπεύθυνο για την 

κωδικοποίησή της γονίδιο βρίσκεται στο χρωµόσωµα 16q12-13 και έχει συσχετιστεί 

µε την προδιάθεση ανάπτυξης οικογενούς κυλινδρωµάτωσης. Πρόκειται για µία 

κληρονοµική νόσο η οποία ε µφανίζεται συνήθως κατά τη διάρκεια της 2ης-3ης 

δεκαετίας της ζωής και χαρακτηρίζεται από την ανάπτυξη πολλαπλών καλοηθών 

όγκων του δέρµατος (κυλινδρώµατα) σε τριχωτά µέρη του σώµατος, κυρίως στο 

κρανίο. Έχει παρατηρηθεί ότι στο 70% περίπου των περιπτώσεων οι ασθενείς είναι 

ετεροζυγώτες για το υπεύθυνο γονίδιο κατά τη γέννηση ενώ στα κυλινδρώµατα 

παρατηρείται απώλεια της ετεροζυγωτίας (43).  

 
Εικόνα 12: Η δοµή της πρωτεΐνης CYLD. Ανατύπωση από Komander.2008 (44).  
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1.3.1 Δοµή της CYLD 

Η πρωτεΐνη CYLD αποτελείται από 956 αµινοξέα και έχει µοριακό βάρος 

περίπου 107 kDa. Ως αποουβικιτινάση δρα έναντι γραµµικών αλυσίδων (Μ1) και 

αλυσίδων Κ63 (45). Όπως παρουσιάζεται στην Ε ικόνα 13 περιλαµβάνει: 1) τρεις 

επικράτειες που σχετίζονται µε την αλληλεπίδραση µε στοιχεία του κυτταροσκελετού 

(cytoskeletal-associated protein-glycine conserved CAP-Gly), οι οποίες εξυπηρετούν 

την αλληλεπίδραση µε πρωτεΐνες όπως η απακετυλάση 6 των ιστονών (HDAC6) αλλά 

και ο ρυθµιστικός παράγοντας του NF-kB (NEMO) (46), (47), 2) δύο επικράτειες USP 

(ubiquitin specific protease) που φέρουν µια καταλυτική τριάδα αµινοξέων Cys, His, 

Asp (Cys-601, His-871, Asp-889) και είναι υπεύθυνες για τη δράση αποουβικιτινάσης 

(44), 3) µια επικράτεια µοτίβου B-box (zinc-finger-like B-box), χαρακτηριστική των 

TRIM (tripartite motif) πρωτεϊνών που ανήκουν στην οικογένεια των Ε3 λιγασών, η 

οποία είναι απαραίτητη για την αλληλεπίδραση µε άλλα µόρια και καθορίζει τον 

υποκυτταρικό κυτταροπλασµατικό εντοπισµό της CYLD (48) και τέλος, 4) δύο 

επικράτειες πλούσιες σε κατάλοιπα προλίνης (proline-rich domain) οι οποίες πιθανό να 

υποβοηθούν την αλληλεπίδραση της CYLD µε επικράτειες SH3 (Src homology) που 

φέρουν άλλες πρωτεΐνες συµµετέχοντας σε µονοπάτια κυτταρικής σηµατοδότησης ή 

στη µεταφορά κυστιδίων (49).  

 

Εικόνα 13: Οι λειτουργικές επικράτειες της πρωτεΐνης CYLD. Μετατροπή από 

Massoumi.2009 (49). 

 

1.3.2 Η ρύθµιση της CYLD  

Τα επίπεδα έκφρασης της CYLD ρυθµίζονται στο στάδιο της µεταγραφής του γονιδίου 

της ενώ αποτελεί στόχο µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων που µεταβάλλουν τη 

λειτουργία της.  

Αύξηση της έκφρασης της CYLD σε µεταγραφικό επίπεδο παρατηρείται σε 

καρκινικά κύτταρα µέσω της δράσης του µεταγραφικού παράγοντα  BAF57 (BRG1 or 
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hBRM-associated factors) (50) (Εικόνα 14). Ο BAF57 είναι υποµονάδα του 

ανθρώπινου ανάλογου του SW1/SNF (SWItch/Sucrose Non-Fermentable) πρωτεϊνικού 

συµπλόκου αναδιαµόρφωσης νουκλεοσωµάτων, το οποίο στην περίπτωση της CYLD 

δρα επάγοντας τη µεταγραφή του γονιδίου της.  

 

 
Εικόνα 14: Ρύθµιση της έκφρασης του γονιδίου της CYLD στο επίπεδο της µεταγραφής 

µέσω της δράσης µεταγραφικών παραγόντων ή επιγενετικών µηχανισµών. Μετατροπή 

από Massoumi.2009 (49).  

 

Η µεταγραφή του γονιδίου της CYLD επάγεται και από τον παράγοντα NF-κΒ, 

ύστερα από ενεργοποίηση από εξωκυττάρια ερεθίσµατα όπως ο παράγοντας νέκρωσης 

των όγκων TNF-α, η ιντερλευκίνη IL-1β και άτυπα στελέχη του αιµόφιλου της 

ινφλουένζα (NTHi) (51) (Εικόνα 15). Η επαγωγή της CYLD από τον NF-κΒ ρυθµίζεται 

µέσω αρνητικής ανατροφοδότησης καθώς η CYLD δρα ως αναστολέας του 

µονοπατιού του NF-κΒ (51).  

 

Εικόνα 15: Η CYLD αποτελεί γονίδιο στόχο του µεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ και 

δρα αναστέλλοντας το µονοπάτι του. Μετατροπή από Jono.2004 (51).  
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Αντιθέτως, µείωση της έκφρασης της CYLD επιτυγχάνεται µέσω της 

πρόσδεσης στον υποκινητή του γονιδίου κατασταλτικών µεταγραφικών παραγόντων 

όπως ο Snail1, του οποίου η έκφραση µεσολαβεί τη µετάπτωση των επιθηλιακών 

κυττάρων σε µεσεγχυµατικά (epithelial-mesenchymal transition - ΕΜΤ) 

διευκολύνοντας τη µετάσταση των καρκινικών κυττάρων (49) (Εικόνα 14). Ακόµα σε 

καρκινικά κύτταρα η  µεταγραφή του mRNA της CYLD καταστέλλεται ύστερα από 

µεθυλίωση του DNA (52) ή ακετυλίωση των ιστονών  στον υποκινητή του γονιδίου 

της (53) (Εικόνα 14).  

Σε πρωτεϊνικό επίπεδο, η φωσφορυλίωση του καταλοίπου σερίνης στη θέση 

418 της CYLD από τις IKKα, IKKβ και ΙΚΚε κινάσες φαίνεται να οδηγεί στην απώλεια 

της δράσης αποουβικιτινάσης. Παρόµοια αποτελέσµατα έχει και η σουµοϋλίωση της 

CYLD (54). Ακόµα η ουβικιτινίωση της CYLD µε προσθήκη αλυσίδα K48 προκαλεί 

αποικοδόµηση της στο πρωτεάσωµα. Υπεύθυνη για την τροποποίηση αυτή είναι η 

πρωτεΐνη Ε6 του ιού των ανθρωπίνων θηλωµάτων (HPV) η οποία δρα ως Ε3 λιγάση 

και µάλιστα η δραστικότητά της ενισχύεται σε συνθήκες υποξίας (55).  

 

1.3.3 Δράσεις της CYLD  

Οι δράσεις της CYLD επηρεάζουν ένα ευρύ φάσµα λειτουργιών στο οποίο 

περιλαµβάνονται φυσιολογικές κυτταρικές λειτουργίες και παθολογικές καταστάσεις 

(Εικόνα 16). Ενδεικτικά θα αναφερθούν η επίδρασή της στη ρύθµιση των 

µικροσωληνίσκων και της κυτταρικής µετακίνησης, του κυτταρικού κύκλου, του 

κυτταρικού πολλαπλασιασµού και θανάτου, της ανοσιακής απάντησης και φλεγµονής 

(µέσω της ρύθµισης του µονοπατιού του NF-κΒ) και του καρκίνου.  

 
Εικόνα 16: Η δράση της CYLD σε ποικίλες βασικές κυτταρικές λειτουργίες. Μετατροπή 

από Massoumi.2009 (49).  
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1.3.3.1 Η επίδραση της CYLD στη ρύθµιση των µικροσωληνίσκων και ο ρόλος 

της στην κυτταρική µετακίνηση  

Η CYLD αλληλεπιδρά άµεσα µε τ ο καρβοξυτελικό άκρο της τουµπουλίνης των 

µικροσωληνίσκων µέσω των Cap-Gly επικρατειών που φέρει στο αµινοτελικό της 

άκρο (56) (Εικόνα 17). Επιπλέον η αλληλεπίδραση της CYLD µε τους 

µικροσωληνίσκους µπορεί να είναι και έµµεση µεσολαβούµενη από τη σύνδεση της µε 

άλλες πρωτεΐνες που προσδένονται στους µικροσωληνίσκους (microtubule binding 

proteins MBPs) όπως η EB1 και η HDAC6 (57). Το αποτέλεσµα αυτών των 

αλληλεπιδράσεων είναι η ενίσχυση του πολυµερισµού, µέσω µείωσης της κρίσιµης 

συγκέντρωσης µορίων τουµπουλίνης που απαιτείται για το σχηµατισµό 

µικροσωληνίσκων (56) και της σταθερότητας των µικροσωληνίσκων,  η οποία 

επιτυγχάνεται µέσω της αναστολής της δράσης της HDAC6, γεγονός που αυξάνει το 

επίπεδο της ακετυλιωµένης α-τουµπουλίνης (46).   

 

 
Εικόνα 17: Σχηµατική απεικόνιση της αλληλεπίδρασης της CYLD και των 

µικροσωληνίσκων. 

 Οι επικράτειες CAP-GLY µεσολαβούν την αλληλεπίδραση µε την HDAC και τα µόρια 

τουµπουλίνης µέσω του µοτίβου EEY/F,  ενώ η επικράτεια USP συµµετέχει στη ρύθµιση 

των µικροσωληνίσκων αλληλεπιδρώντας µε την πρωτεΐνη EB1. Μετατροπή από 

Yang.2016 (57).  

 

Η CYLD επηρεάζει επίσης την κυτταρική µετανάστευση (Εικόνα 18).  Η 

αποσιώπηση του γονιδίου της CYLD σε ενδοθηλιακά κύτταρα αγγείων έχει σαν 

αποτέλεσµα την επιβράδυνση της κυτταρικής µετανάστευσης και την αναστολή της 
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αγγειογένεσης (58), καθώς η CYLD ενεργοποιεί τις πρωτεΐνες Rac1 και RhoA, 

υπεύθυνες αντίστοιχα για τo σχηµατισµό προσεκβολών στη µεµβράνη του προσθίου 

τµήµατος του κυττάρου και για την κίνηση της ουράς στο οπίσθιο τµήµα του κυττάρου 

(58) (59).  

 
Εικόνα 18: Η συµµετοχή της CYLD στην κυτταρική µετανάστευση. 

 Ρυθµίζοντας τη δράση των µικροσωληνίσκων η CYLD καθορίζει την πόλωση του 

κυττάρου ενώ ενεργοποιώντας τη Rac1 και RhoA συµβάλλει στη δηµιουργία 

προσεκβολών στο πρόσθιο τµήµα και την κίνηση της ουράς στο οπίσθιο τµήµα του 

κυττάρου, αντίστοιχα. Μετατροπή από Yang.2016 (57).  

 

Αντίθετα, σε καρκινικά κύτταρα έχει δειχθεί ότι τόσο η καταστολή της 

ενδογενούς δράσης της CYLD όσο και η υπερέκφραση της πρωτεΐνης αναστέλλουν 

την κυτταρική µετακίνηση (57).  

 

1.3.3.2 Ο ρόλος της CYLD στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό και θάνατο  

Η ρύθµιση του πολλαπλασιασµού µεσολαβείται από τη δράση της CYLD στο µονοπάτι 

του Wnt/β-catenin (Εικόνα 19). Η αποουβικιτινίωση της Dvl από τη CYLD ρυθµίζει 

αρνητικά το µονοπάτι καταργώντας ή µειώνοντας τη µεταγραφή των γονιδίων που 

σχετίζονται µε τον πολλαπλασιασµό (60). Παρόµοια δράση έχει και η 

αποουβικιτινίωση της πρωτεΐνης Bcl3, η οποία δρα ως συνενεργοποιητικός 
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παράγοντας του NF-κΒ, εµποδίζει την πυρηνική µετατόπιση και µειώνει τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό και την ογκογένεση (49).  

 

 
Εικόνα 19: Η δράση της CYLD στο µονοπάτι τουWnt/β-Catenin. Στα κύτταρα αγρίου 

τύπου µετά την πρόσδεση του Wnt στους υποδοχείς Fz και Lrp5/6 στρατολογείται η 

ουβικιτινιωµένη πρωτεΐνη Dvl. Η αποουβικιτινίωσή της από τη CYLD καταστέλλει τη 

µεταγωγή του σήµατος. Αντίθετα στα κύτταρα που λείπει η CYLD, η ουβικιτινίωση της 

Dvl εξυπηρετεί τη µεταγωγή σήµατος και καταλήγει στην αύξηση των επιπέδων της 

µεταγραφικά ενεργής β-catenin. Ανατύπωση από Tauriello.2010 (60).  

 

Τέλος η CYLD αναστέλλει τον κυτταρικό θάνατο, µειώνοντας την 

ενεργοποίηση του σηµατοδοτικού µονοπατιού NF-κB και JNK από τον παράγοντα 

νέκρωσης των όγκων TNF-α αποουβικιτινιώνοντας την πρωτεΐνη TRAF2 (61) (62). 

 

1.3.3.3 Η CYLD στο µονοπάτι του NF-κB 

Ένας από τους βασικούς ρόλους της CYLD στη ρύθµιση της κυτταρικής λειτουργίας 

είναι η συµµετοχή της στο µονοπάτι του NF-kB (Εικόνα 20).  

Η CYLD λειτουργεί ως αρνητικός ρυθµιστής του µονοπατιού και 

αποουβικιτινιώνοντας τον παράγοντα ΝΕΜΟ καταστέλλει την ενεργοποίηση του NF-

κΒ (Εικόνα 15). Η ρύθµιση του µονοπατιού του NF-kB από την CYLD µεσολαβείται 
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και από άλλες, άµεσες ή έµµεσες, αλληλεπιδράσεις µε πρωτεΐνες που προηγούνται 

στον καταρράκτη των αντιδράσεων και περιλαµβάνουν τα µόρια TRAF2, TRAF6, 

TRAF7, TAK1, RIP1, TRIP (63).  

 
Εικόνα 20: Η ουβικιτινίωση της πρωτεΐνης  RIP1 στο κανονικό µονοπάτι του NF-κB 

προάγει την κυτταρική επιβίωση ενώ η αποουβικιτινίωση την απόπτωση. Μετατροπή από 

Popovic.2014 (34). 

 

Συνεπώς η απουσία του γονιδίου CYLD είναι υπεύθυνη για την ανεξέλεγκτη 

ενεργοποίηση του µονοπατιού και επαγωγή του παράγοντα NF-κΒ που στην 

περίπτωση των Β λεµφοκυττάρων προκαλεί υπεραντιδραστικότητα και υπερπλασία 

του λεµφικού ιστού µε αποτέλεσµα την ανώµαλη λειτουργία των οργάνων του 

λεµφικού συστήµατος (64), ενώ στην περίπτωση των Τ λεµφοκυττάρων προκαλεί από 

αυξηµένη παραγωγή ιντερφερόνης γ (IFN-γ) έως και εκδήλωση συµπτωµάτων 

φλεγµονής του εντέρου µε χαρακτηριστικά ιδιοπαθούς φλεγµονώδους νόσου εντέρου 

(ΙΦΝΕ) (65). 

 

1.3.3.4 CYLD και καρκίνος  

Η CYLD αναγνωρίστηκε αρχικά ως το υπεύθυνο µεταλλαγµένο γονίδιο για την 

ανάπτυξη οικογενούς κυλινδρωµάτωσης (familial cylindromatosis FC). Επιπλέον, 

µεταλλάξεις ή απώλεια της δράσης αποουβικιτινάσης της CYLD συµβάλλουν στην 

ανάπτυξη διαφορετικών τύπων καρκίνου (63) (Εικόνα 21). Πιο συγκεκριµένα η 

εξάλειψη του γονιδίου σχετίζεται µε το σύνδροµο κυλινδρωµάτωσης, το πολλαπλούν 
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µυέλωµα (66), όγκους των σιελογόνων αδένων  (67) και το νεφροκυτταρικό καρκίνωµα 

(68). Αντίστοιχα η καταστολή της µεταγραφής, που προκαλείται από την πρόσδεση 

στον υποκινητή του γονιδίου παραγόντων όπως SNAIL, HIC1, ZNF202 έχει σχετιστεί 

µε την ανάπτυξη µελανώµατος (69) και καρκίνου του παχέος εντέρου (70), ενώ η 

καταστολή της µεταγραφής του γονιδίου που προκαλείται από µεθυλίωση του DNA 

και απακετυλίωση των ιστονών στον υποκινητή της CYLD σχετίζεται µε την εµφάνιση 

καρκίνου των πνευµόνων (71) και του προστάτη (72).  Όσον αφορά τις µετα-

µεταφραστικές τροποποιήσεις η φωσφορυλίωση της CYLD από την IKKε κινάση 

προκαλεί απώλεια της δράσης της και  οδηγεί στην ανάπτυξη καρκίνου του µαστού 

αδρανοποιώντας την αποουβικιτινάση (73) (74). Επιπλέον, η ουβικιτινίωσή της µε Κ48 

αλυσίδα από την πρωτεΐνη Ε6 του ιού των ανθρωπίνων θηλωµάτων HPV έχει σαν 

αποτέλεσµα την αποικοδόµηση της CYLD στο πρωτεάσωµα και την εµφάνιση 

καρκίνων που σχετίζονται µε τον HPV (55). Είναι ενδιαφέρον ότι η ουβικιτινίωση της 

CYLD από την Ε6 επάγεται σε συνθήκες υποξίας (55).  

 
Εικόνα 21: Μεταλλάξεις και αλλαγές της έκφρασης του γονιδίου της CYLD σε διάφορους 

τύπους καρκίνου.  

 

1.4 Η κυτταρική απόκριση στην υποξία 

Tο οξυγόνο είναι απαραίτητο για την επιβίωση του κυττάρου και τις βιοχηµικές 

διεργασίες παραγωγής ενέργειας. Η υποξία, που περιγράφεται ως µια κατάσταση στην 
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οποία ένας οργανισµός ή ένα κύτταρο στερείται οξυγόνου, συναντάται φυσιολογικά 

τόσο κατά τη διάρκεια της ε µβρυϊκής ανάπτυξης (75) όσο και στην ενήλικη ζωή 

(έντονη σωµατική άσκηση). Ωστόσο υπάρχουν και αρκετές παθολογικές καταστάσεις 

οι οποίες χαρακτηρίζονται από συνθήκες υποξίας όπως η ισχαιµία των ιστών, η 

φλεγµονή και η καρκινογένεση (76). Όταν το κύτταρο εκτεθεί σε χαµηλή συγκέντρωση 

Ο2 ενεργοποιεί σύνθετους µηχανισµούς προσαρµογής που καταλήγουν στην έκφραση 

πολυάριθµων γονιδίων τα οποία επιφέρουν µεταξύ άλλων αλλαγές στην 

ερυθροποίηση, την αγγειογένεση, τον κυτταρικό µεταβολισµό, τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό και την απόπτωση (77). Οι µεταγραφικοί παράγοντες που 

συντονίζουν την κυτταρική απόκριση στην υποξία ονοµάζονται επαγόµενοι από την 

υποξία µεταγραφικοί παράγοντες HIF.  

 

1.4.1 Οι µεταγραφικοί παράγοντες HIF  

1.4.1.1 Ισοµορφές και δοµικά χαρακτηριστικά  

Οι HIF είναι ετεροδιµερείς παράγοντες αποτελούµενοι από µια α  υποµονάδα, της 

οποίας η έκφραση ρυθµίζεται από τη συγκέντρωση οξυγόνου, και µια β υποµονάδα, 

γνωστή επίσης και ως ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator), τα 

επίπεδα της οποίας παραµένουν σταθερά (78) (Εικόνα 22). Στον άνθρωπο υπάρχουν 

τρεις διακριτές α υποµονάδες HIF-1α, HIF-2α και HIF-3α που κωδικοποιούνται από 

τα γονίδια HIF1A, EPAS1  και HIF3A αντίστοιχα και µία κοινή για όλα τα µέλη HIFβ 

υποµονάδα (79). Η έκφραση των ισοµορφών ποικίλει ανάµεσα στους διάφορους 

ιστούς. Ο HIF-1α εκφράζεται σε όλους τους ιστούς, ενώ οι HIF-2α και HIF-3α 

διατηρούν ιστοειδική έκφραση (80).  Σε συνθήκες υποξίας η HIFα υποµονάδα 

αλληλεπιδρά µε την HIFβ υποµονάδα και µετά τον ετεροδιµερισµό προκύπτουν οι 

µεταγραφικοί παράγοντες HIF-1, HIF-2 και HIF-3 (81). Οι HIF-1, HIF-2 και ο 

συνενεργοποιητικός µεταγραφικός παράγοντας p300/CBP (Creb-binding protein), του 

οποίου η λειτουργία αναφέρεται µε µεγαλύτερη λεπτοµέρεια στη συνέχεια, (82) 

αναγνωρίζουν στους υποκινητές των γονιδίων στόχων µια ειδική αλληλουχία DNA (5΄-

Α/G CGTC -3’) η οποία έχει ονοµαστεί στοιχείο απόκρισης στην υποξία (HRE) (83). 

Ο παράγοντας HIF-3 είναι λιγότερο µελετηµένος και τα µέχρι σήµερα δεδοµένα 

δείχνουν ότι αποτελεί αρνητικό ρυθµιστή της δράσης των HIF-1 και HIF-2  (84) (85). 
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Εικόνα 22: Σ χηµατική απεικόνιση των παραγόντων HIF και των λειτουργικών 

επικρατειών τους. Ανατύπωση από Chee.2019 (86).  

 

Οι µεταγραφικοί παράγοντες HIF ανήκουν στην οικογένεια πρωτεϊνών µε δοµή 

βασικής έλικας-θηλιάς-έλικας bHLH/PAS (basic Helix-Loop-Helix-Per-ARNT-Sim) 

(78) και διατηρούν σε µεγάλο βαθµό ο µοιότητες ανάµεσα στις δοµικές τους 

επικράτειες (87) (Εικόνα 22). Όλα τα µέλη φέρουν στο αµινοτελικό τους άκρο την 

επικράτεια bHLH η οποία είναι απαραίτητη για την πρόσδεση των HIF στο DNA και 

δύο επικράτειες PAS (PAS-A και PAS-B) οι οποίες εξυπηρετούν τον ετεροδιµερισµό 

(88). Η εξαρτώµενη από το οξυγόνο επικράτεια αποικοδόµησης ODDD (oxygen 

dependent degradation domain) περιλαµβάνει αµινοξικά κατάλοιπα προλίνης 

καθοριστικά για τη σταθερότητα των πρωτεϊνών και ανευρίσκεται αποκλειστικά στις 

ισοµορφές HIFα (89). Το καρβοξυτελικό άκρο των HIFα ισοµορφών φέρει περιοχές 

ενεργοποίησης της µεταγραφής TAD (Trans-Activation-Domain) που είναι 

απαραίτητες για την ενεργοποίηση της µεταγραφής των γονιδίων στόχων των HIF. Οι 

HIF-1α και HIF-2α έχουν δύο περιοχές TAD, µία αµινοτελική Ν -TAD, η οποία 

βρίσκεται µέσα στην περιοχή ODDD, και µία καρβοξυτελική C-TAD (90). Η ισοµορφή 

HIF-3α έχει µία Ν-TAD περιοχή (91) και ο ARNT µία περιοχή C-TAD. Οι TAD των 

HIF-1α και HIF-2α παρουσιάζουν υψηλή απόκλιση αλληλουχίας επιτρέποντας έτσι 

εκλεκτικότητα ως προς την επιλογή των γονιδίων στόχων των δύο ισοµορφών (92).  

 

1.4.2 Γονίδια στόχοι των παραγόντων ΗIF 

Οι παράγοντες HIF ρυθµίζουν γονίδια στόχους που µεσολαβούν ποικίλες βιολογικές 

διεργασίες. Σε αυτά περιλαµβάνονται γονίδια τα οποία εµπλέκονται στη ρύθµιση 

λειτουργιών που σχετίζονται µε την αγγειογένεση και παροχή οξυγόνου στους ιστούς, 

το µεταβολικό επαναπρογραµµατισµό, την κυτταρική επιβίωση και απόπτωση, τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασµό και τη µετάσταση (Εικόνα 23).  
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Εικόνα 23: Γονίδια στόχοι των µεταγραφικών παραγόντων HIF.  

 

Πολλές µελέτες δείχνουν πως υπάρχουν τόσο κοινά όσο και διαφορετικά 

γονίδια στόχοι µεταξύ των ισοµορφών HIF (93). Πιο συγκεκριµένα η µεταγραφή των 

γονιδίων HK1, HK2, PFK, ALDOA, PGK1, LDHA που κωδικοποιούν ένζυµα της 

γλυκολυτικής οδού ρυθµίζεται αποκλειστικά από τον παράγοντα HIF-1 ενώ ο 

παράγοντας HIF-2 εµπλέκεται στη µεταγραφή των γονιδίων EPO, POU5F1, TGFA, 

CCND1 που κωδικοποιούν πρωτεΐνες σχετιζόµενες µε την ερυθροποίηση, την 

ανάπτυξη βλαστικών κυττάρων και τον κυτταρικό κύκλο (94) (79). Στους κοινούς 

στόχους των HIF-1 και HIF-2 ανήκουν ενδεικτικά τα γονίδια τα οποία κωδικοποιούν 

το µεταφορέα γλυκόζης GLUT1, την πρωτεΐνη ADRP (adipose differentiation-related 

protein), την ιντερλευκίνη-6 και τον αγγειακό ενδοθηλιακό αυξητικό παράγοντα VEGF 

(vascular endothelial growth factor) (94).   

 

1.4.3 Η ρύθµιση του παράγοντα HIF-1α 

1.4.3.1 Η εξαρτώµενη από το οξυγόνο ρύθµιση  

Ο παράγοντας HIF-1α είναι ιδιαίτερα ασταθής σε συνθήκες νορµοξίας (συγκέντρωση 

οξυγόνου 21%) διότι παρά τη συνεχή σύνθεσή του, τροποποιείται από το σύστηµα της 

ουβικιτίνης και αποικοδοµείται στο πρωτεάσωµα (Εικόνα 24). Αυτό επιτυγχάνεται 

µέσω της υδροξυλίωσης σε δύο κατάλοιπα προλίνης στις θέσεις 406 και 564 από 

ειδικές για τους HIF προλυλ-4 υδροξυλάσες γνωστές και ως PHD (prolyl hydroxylase 

domain) που λειτουργούν ως κυτταρικοί αισθητήρες οξυγόνου (95). Στη συνέχεια η Ε3 
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λιγάση Von Hippel Lindau (pVHL) αναγνωρίζει τα υδροξυλιωµένα κατάλοιπα 

προλίνης και ουβικιτινιώνει τον HIF-1α, οδηγώντας τον για αποικοδόµηση στο 

πρωτεάσωµα (96).  

Ο µηχανισµός αυτός αναστέλλεται όταν το κύτταρο εκτεθεί σε συνθήκες 

υποξίας (Εικόνα 24). Σε αυτή την περίπτωση, η έλλειψη οξυγόνου αλλά, πιθανόν, και 

η αυξηµένη παραγωγή ελευθέρων ριζών οξυγόνου (ROS) στα µιτοχόνδρια αναστέλλει 

τη δράση των υδροξυλασών. Εποµένως ο HIF-1α σταθεροποιείται, διµερίζεται µε τον 

παράγοντα HIF-1β και ενεργεί ως µεταγραφικός παράγοντας (97).  

Επιπλέον σε συνθήκες νορµοξίας ο παράγοντας αναστολής του HIF (factor 

inhibiting HIF, FIH) υδροξυλιώνει τον HIF-1α στο κατάλοιπο ασπαραγίνης που 

βρίσκεται στη θέση 803 και εµποδίζει την αλληλεπίδρασή του µε τον συνενεργοποιητή 

της µεταγραφής p300/CBP µειώνοντας τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 (98) 

(Εικόνα 24).  

 
Εικόνα 24: Η ρύθµιση του παράγοντα HIF-1α από το οξυγόνο. Σε συνθήκες νορµοξίας 

ο HIF-1α υδροξυλιώνεται στα κατάλοιπα προλίνης  P402 και P564 από τις PHDs, 

ουβικιτινιώνεται από την Ε3 λιγάση VHL και αποικοδοµείται στο πρωτεάσωµα. 

Επιπλέον η υδροξυλίωση του καταλοίπου ασπαραγίνης Ν806 από τον FIH εµποδίζει την 

αλληλεπίδραση µε τον p300/CBP. Η υποξία αναστέλλει τις PHDs και FIH, εµποδίζει την 

υδροξυλίωση του HIF-1α και επιτρέπει τη σταθεροποίηση και την µεταγραφική 

ενεργοποίησή του. Μετατροπή από Chen.2017 (99).  
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1.4.3.2 Η ανεξάρτητη από το οξυγόνο ρύθµιση του HIF-1 

1.4.3.2.1 Ρύθµιση της σύνθεσης του HIF-1α  

Η ανεξάρτητη από την υποξία ρύθµιση του HIF-1α µεσολαβείται από καταστάσεις 

όπως το µηχανικό στρες (100), χηµικά και ορµονικά ερεθίσµατα όπως η αγγειοτενσίνη 

ΙΙ (101), ο λιποπολυσακχαρίτης LPS (102), αυξητικοί παράγοντες (103), η θροµβίνη 

(104), η γλυκόζη (105), ιντερλευκίνες (IL-1β, IL-6, IL-8) (106), ελεύθερες ρίζες 

οξυγόνου (ROS) (104) και ο παράγοντας νέκρωσης των όγκων TNF-α (107). Οι 

παράγοντες αυτοί δρουν µέσω της ενεργοποίησης σηµατοδοτικών µονοπατιών και 

επάγουν τη µεταγραφή ή/και τη µετάφραση του HIF-1α mRNA (97). Η µεταγραφή του 

γονιδίου του HIF-1α επάγεται ύστερα από ενεργοποίηση  του NF-κB (107) (108).   

Η πρόσδεση εξωτερικών σηµατοδοτικών µορίων στα οποία περιλαµβάνονται 

αυξητικοί παράγοντες και ορµόνες σε υποδοχείς συζευγµένους µε G πρωτεΐνες ή 

υποδοχείς κινάσης τυροσίνης οδηγεί στην ενεργοποίηση σηµατοδοτικών µονοπατιών 

τα οποία συµµετέχουν στην σύνθεση του HIF-1α και περιλαµβάνουν τα µονοπάτια των 

PI3K και MAP κινασών. Επιπλέον, η αναστολή της δράσης του mTOR αναστέλλει τη 

µετάφραση του παράγοντα HIF-1α (109).  

 

1.4.3.2.2 Ρύθµιση των επιπέδων και της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1α  

1.4.3.2.2.1 Αλληλεπιδράσεις µε άλλες πρωτεΐνες  

Η ρύθµιση της µεταγραφικής ενεργότητας και σταθερότητας του παράγοντα HIF-1α 

επιτυγχάνεται µέσω αλληλεπίδρασης µε άλλες πρωτεΐνες όπως οι HSP90, RACK1, 

CITED2, IPAS, ARD1 και MgcRacGAP  (97) (110).  

HSP90/RACK1 

Η πρωτεΐνη RACK1 αλληλεπιδρά µε την ελογκίνη C, η οποία συµπεριλαµβάνεται στο 

σύµπλοκο Ε3 λιγάσης του VHL, και επάγει την αποικοδόµηση του HIF-1α στο 

πρωτεάσωµα (111). Η πρωτεΐνη θερµικού σοκ HSP90 (heat shock protein90) δρα ως 

θετικός ρυθµιστής των επιπέδων και της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1α. Η 

HSP90 προσδένεται στην επικράτεια PAS-A του HIF-1α µε τρόπο ανεξάρτητο από τη 

συγκέντρωση οξυγόνου (112) και ανταγωνίζεται ισχυρά την πρωτεΐνη RACK1 για την 

ίδια θέση δέσµευσης (111). Τη θετική επίδραση της HSP90 στη ρύθµιση του HIF-1α 

επιβεβαιώνουν µελέτες, στις οποίες αναστολείς της HSP90 οδηγούν σε ανεξάρτητη 

από τον VHL καταστροφή του HIF-1α στο πρωτεάσωµα (111). 
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MgcRacGap 

Αρνητική επίδραση στη ρύθµιση της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 έχει η 

πρωτεΐνη MgcRacGap (male germ cell Rac GTPase Activating Protein) η οποία 

αποτελεί ρυθµιστή των Rho πρωτεϊνών που εµπλέκονται κυρίως στην οργάνωση του 

κυτταροσκελετού (110). Η MgcRacGap προσδένεται στη PAS-B επικράτεια του HIF-

1α εµποδίζοντας τον ετεροδιµερισµό µε τον παράγοντα ARNT (113).  

CITED2 

Η πρωτεΐνη CITED2, η έκφραση της οποίας αυξάνεται σε συνθήκες υποξίας, εµποδίζει 

την πρόσδεση του HIF-1α στην p300 και αναστέλλει τη µεταγραφική του δράση (114).   

ARD1 

Ως αρνητικός ρυθµιστής λειτουργεί και η ακετυλοτρανσφεράση ARD1, η οποία 

µειώνει τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 τόσο σε συνθήκες νορµοξίας όσο και 

υποξίας. Η ARD1 καταλύει την ακετυλίωση του καταλοίπου λυσίνης στη θέση 532 της 

επικράτειας ODDD, µε αποτέλεσµα τη σταθεροποίηση της αλληλεπίδρασης HIF-

pVHL και την επαγωγή της αποικοδόµησης του HIF-1α στο πρωτεάσωµα (115).   

 IPAS  

Η πρωτεΐνη IPAS (inhibitory PAS domain), η οποία είναι ένα εναλλακτικό µετάγραφο 

του  HIF-3α που στερείται TAD επικράτειας, συνδέεται µέσω της PAS επικράτειάς της 

µε τον HIF-1α δηµιουργώντας ετεροδιµερές, το οποίο αδυνατεί να προσδεθεί στο 

DNA. Έτσι λειτουργεί ως αρνητικός ρυθµιστής καταστέλλοντας τη µεταγραφική 

δράση του HIF-1α (116).  

 

1.4.3.2.2.2 Μετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις  

Εκτός από την εξαρτώµενη από τη συγκέντρωση Ο 2 υδροξυλίωση στην οποία 

υπόκειται το µόριο του HIF-1, υπάρχουν και άλλες µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις 

οι οποίες ρυθµίζουν τη σταθερότητα, τη µεταγραφική δραστικότητα και την 

υποκυτταρική εντόπιση του HIF. Σε αυτές περιλαµβάνονται: η ακετυλίωση, η s-

νιτροζυλίωση, η φωσφορυλίωση και η σουµοϋλίωση.  

Ακετυλίωση  

Η ακετυλίωση φαίνεται να ρυθµίζει τον HIF-1α τόσο θετικά όσο και αρνητικά ανάλογα 

µε το αµινοξικό κατάλοιπο το οποίο φέρει την τροποποίηση (117). Έτσι η ακετυλίωση 

των καταλοίπων λυσίνης στο αµινοτελικό άκρο του HIF-1α αποσταθεροποιεί τον 

παράγοντα και εµποδίζει την ενεργοποίηση των γονιδίων-στόχων. Η απακετυλίωση 

από την HDAC4 αντιστρέφει το αποτέλεσµα (117). Αντίθετα, η ακετυλίωση 
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καταλοίπων λυσίνης στο καρβοξυτελικό άκρο του HIF-1α από τον σχετιζόµενο µε το 

σύµπλοκο p300/CBP παράγοντα PCAF (p300/CBP associated factor) ευνοεί την 

πρόσδεση του παράγοντα p300 ενισχύοντας τη µεταγραφή των γονιδίων στόχων. Σε 

συµφωνία µε αυτό η κατάργηση της ακετυλίωσης από την SIRT1 (sirtuin1) 

καταστέλλει τη µεταγραφική ικανότητα του HIF-1 (118). 

S-νιτροζυλίωση 

Η S-νιτροζυλίωση είναι η οξειδοαναγωγική προσθήκη µονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ) 

σε σουλφυδρυλικές ο µάδες και συναντάται σε φυσιολογικές και παθολογικές 

καταστάσεις (119). Η S-νιτροζυλίωση στην ODDD επικράτεια (Cys533) αποτρέπει την 

αποικοδόµηση του HIF-1α σταθεροποιώντας τον παράγοντα µε τρόπο ανεξάρτητο από 

τη δράση των προλυλ-υδροξυλασών (120). 

Φωσφορυλίωση 

Η φωσφορυλίωση είναι η καλύτερα µελετηµένη από τις µετα-µεταφραστικές 

τροποποιήσεις στις οποίες υπόκειται ο HIF-1α. Θετική ρύθµιση προκαλεί η επαγόµενη 

από την υποξία φωσφορυλίωση στην επικράτεια C-TAD (Thr796) του HIF-1α, η οποία 

εµποδίζει την υδροξυλίωση από τον FIH αυξάνοντας τη µεταγραφική ενεργότητα του 

παράγοντα (121). Όµοια αποτελέσµατα έχει και η φωσφορυλίωση στην επικράτεια C-

TAD από την κινάση ERK1/2 (122). Η τροποποίηση αυτή καλύπτει το σήµα πυρηνικής 

εξόδου του HIF-1α και αυξάνει τη συγκέντρωσή του στον πυρήνα και τη δραστικότητά 

του (123). Σταθεροποίηση του HIF-1α µέσω αναστολής της αποικοδόµησής του 

επιφέρει η φωσφορυλίωση από τις κινάσες ATM (ataxia telangiectasia mutated) (124), 

PKA (protein kinase A) (125) και CDK1 (cyclin-dependent kinase 1) (126).  

Αρνητική επίδραση στη ρύθµιση του HIF-1α έχει η φωσφορυλίωση από την 

κινάση της καζεΐνης Ι CK1δ (casein kinase1δ) η οποία εµποδίζει το διµερισµό µε τον 

HIF-1β µειώνοντας την επαγωγή γονιδίων στόχων του HIF-1 (127). 

Αποσταθεροποίηση του HIF-1α και αποικοδόµησή του στο πρωτεάσωµα προκαλεί η 

φωσφορυλίωση της ODDD επικράτειας από την κινάσης συνθάσης του γλυκογόνου 3 

(GSK3). Η GSK3 ενεργοποιείται µέσω του σηµατοδοτικού µονοπατιού PI3K/AKT σε 

µακροχρόνια υποξία (128) καθώς και ύστερα από φωσφορυλίωση από την κινάση PLK 

(polo like kinase) (129).  

Σουµοϋλίωση 

Τα αποτελέσµατα της επίδρασης της σουµοϋλίωσης του παράγοντα HIF-1α στη 

σταθερότητα και µεταγραφική του δραστηριότητα είναι αντικρουόµενα, καθώς 

υπάρχουν µελέτες που υποστηρίζουν τόσο την αύξηση της σταθερότητας και 
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µεταγραφικής του δράσης (130) (131) όσο και την επαγωγή της αποικοδόµησης στο 

πρωτεάσωµα (132) (133) (134) (135).  

 

1.4.3.2.2.3 Ρύθµιση του HIF-1α από το σύστηµα της ουβικιτίνης 

Η ουβικιτινίωση αποτελεί βασική µετα-µεταφραστική τροποποίηση της 

οξυγονοεξαρτώµενης ρύθµισης των επιπέδων του HIF-1α, όπως περιγράφηκε 

αναλυτικά στην παράγραφο 1.4.3.1, καθώς  σηµατοδοτεί την καταστροφή του 

παράγοντα στο πρωτεάσωµα. (22).  

Ενώ η  ουβικιτινίωση του HIF-1α από την Ε3 λιγάση pVHL είναι υπεύθυνη για 

την αποικοδόµησή του στο πρωτεάσωµα σε συνθήκες νορµοξίας (Εικόνα 25), η 

κατάργηση της ουβικιτινίωσης του HIF-1α οδηγεί στη σταθεροποίηση του και την 

πυρηνική του µετακίνηση. Στις αποουβικιτινάσες που επιδρούν άµεσα στον HIF-1α 

συµπεριλαµβάνονται: η USP20 (136) η MCPIP1 που συναντάται κυρίως σε 

φλεγµονώδεις διεργασίες (137), η USP8 η οποία επιδρά και στη ρύθµιση του HIF-2α 

(138) και η UCHL1 (139).  

Επιπλέον, η ρύθµιση των επιπέδων της pVHL επηρεάζει τα πρωτεϊνικά επίπεδα 

του HIF-1α. Η pVHL αποτελεί στόχο της SMURF1 Ε3 λιγάσης, µε αποτέλεσµα την 

αποικοδόµησή της και  τη σταθεροποίηση του HIF-1α. Κατά αντιστοιχία η SMURF1 

υπόκειται σε ρύθµιση µέσω ουβικιτινίωσης, από άγνωστη µέχρι στιγµής Ε3 λιγάση, 

και αποουβικιτινίωσης που µεσολαβείται από την USP9x (140).  

 
Εικόνα 25: Η συµµετοχή των Ε3 λιγασών και αποουβικιτινασών στην 

οξυγονοεξαρτώµενη ρύθµιση του HIF-1α. Ο υδροξυλιωµένος HIF-1α ουβικιτινιώνεται 

από την pVHL η οποία ρυθµίζεται µέσω ουβικιτινίωσης από τη SMURF1. Η 

αποουβικιτινίωση του HIF-1α επιτελείται από τις USP20, USP8, MCPIP1 και UCHL1. 

Ανατύπωση από Kubaichuk.2019 (22).  
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Ρύθµιση µέσω ουβικιτινίωσης υφίστανται και οι υδροξυλάσες που 

συµµετέχουν στη ρύθµιση του HIF-1α (Εικόνα 26). Πιο συγκεκριµένα, οι PHD1/3 και 

FIH υδροξυλάσες ουβικιτινιώνονται από τις SIAH1/2 E3 λιγάσες, των οποίων η δράση 

αυξάνεται σε συνθήκες υποξίας, κατάσταση που οδηγεί τελικά στην καταστροφή των 

υδροξυλασών µέσω του µονοπατιού του πρωτεασώµατος και στη σταθεροποίηση των 

HIFα (141) (142). Παρόµοιο ρόλο έχει και η Ε3 λιγάση SPOP η οποία υδροξυλιώνει 

την PHD1 και η απώλειά της έχει συσχετιστεί µε ανάπτυξη καρκίνου του προστάτη 

(143).   

 
Εικόνα 26: Σχηµατική απεικόνιση της ρύθµισης των PHDs και του παράγοντα FIH από 

το µονοπάτι της ουβικιτίνης. Μετατροπή από Kubaichuk.2019 (22).  

 

Εκτός από τη ρύθµιση των επιπέδων του HIF-1α που εξαρτάται από τη 

συγκέντρωση οξυγόνου, το µονοπάτι της ουβικιτίνης επηρεάζει του HIF-1α ασκώντας 

δράση και ανεξάρτητα από το οξυγόνο (22). Η ουβικιτινίωση από την Ε3 λ ιγάση 

TRAF6 προκαλεί τη σταθεροποίηση του HIF-1α (144), ενώ η Ε3 λιγάση Fbw7 

στρατολογείται έπειτα από τη φωσφορυλίωση του HIF-1α από την GSK3 κινάση και 

σηµατοδοτεί την καταστροφή του στο πρωτεάσωµα (145).  

 

1.4.4 Η επίδραση του HIF-1α σε κυτταρικές λειτουργίες  

Οι µεταγραφικοί παράγοντες HIF ως κύριοι ρυθµιστές της κυτταρικής απόκρισης στην 

υποξία δρουν συντονισµένα και ενεργοποιούν τη µεταγραφή πολλών διακριτών 

γονιδίων που µεσολαβούν την προσαρµογή σε καταστάσεις που προκαλούν 
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συστηµατική υποξία. Τέτοιες καταστάσεις είναι η οξεία απώλεια αίµατος, η πνευµονία 

αλλά και το αυξηµένο υψόµετρο, που οδηγούν σε µειωµένη κυτταρική συγκέντρωση 

οξυγόνου. Η υποξία επάγει την έκφραση των HIF οι οποίοι είναι υπεύθυνοι για τη 

µεταγραφή γονιδίων που συµµετέχουν στην αύξηση της παραγωγής ερυθροκυττάρων 

(146). Βασικότερο γονίδιο στόχος των HIF σε αυτή την κυτταρική διεργασία είναι το 

γονίδιο που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη ερυθροποιητίνη, EPO, η οποία είναι υπεύθυνη 

για την επιβίωση, πολλαπλασιασµό και διαφοροποίηση των προγονικών 

ερυθροκυττάρων (147).  

Επιπλέον, προκειµένου να αντιµετωπιστεί τοπικά η αυξηµένη ανάγκη 

οξυγόνωσης των ιστών οι HIF επάγουν την αγγειογένεση και την αναδιαµόρφωση των 

αγγείων ενεργοποιώντας γονίδια τα οποία κωδικοποιούν αγγειακούς αυξητικούς 

παράγοντες όπως ο VEGF, PGF, PDGF αλλά και κυτταροκίνες που επάγουν τον 

πολλαπλασιασµό των ενδοθηλιακών κυττάρων (148). 

Στα πλαίσια της προσαρµοστικής ικανότητας των κυττάρων σε συνθήκες 

έλλειψης οξυγόνου ανήκει και ο επαναπρογραµµατισµός του µεταβολισµού (149).  

Βασικός µηχανισµός είναι η αλλαγή από τον οξειδωτικό στο γλυκολυτικό 

µεταβολισµό που επιτυγχάνεται µε την επαγωγή γονιδίων που κωδικοποιούν ένζυµα 

της γλυκολυτικής οδού (111). Στα γονίδια στόχους του HIF-1 ανήκουν γονίδια που 

κωδικοποιούν µεταφορείς γλυκόζης (GLUT1 και GLUT3), γλυκολυτικά ένζυµα 

(HK1/2, ENO1, PGK1 και PKM2) αλλά και πρωτεΐνες των οποίων η δράση µειώνει τη 

λειτουργία των µιτοχονδρίων και κατά συνέπεια την κατανάλωση οξυγόνου και την 

παραγωγή ελευθέρων ριζών οξυγόνου (PDK1 και BNIP3) (150) (151). 

Αλλαγή επέρχεται και στο µεταβολισµό των λιπιδίων. Σε συνθήκες υποξίας 

προκαλείται αύξηση της λιπογένεσης που επιτυγχάνεται µέσω της επαγωγής γονιδίων 

στόχων των παραγόντων HIF (PPARγ , FABP-3, FABP-4, FABP-7, LRP1 και VLDLR) 

που σχετίζονται µε την πρόσληψη, σύνθεση και αποθήκευση λιπαρών οξέων (152). 

Ακόµη, ο HIF-1 ασκεί προστατευτική δράση έναντι της λιποτοξικότητας προωθώντας 

το σχηµατισµό λιποσταγονιδίων µέσω της επαγωγής της έκφρασης των AGPAT2 

(acylglycerol-3phosphate acyltransferase 2) (153) και λιπίνης-1 (154).  

 

1.4.5 Η επίδραση του HIF-1α σε παθολογικές καταστάσεις    

Η επίδραση του HIF-1 στη ρύθµιση παθολογικών καταστάσεων καλύπτει ένα ευρύ 

φάσµα παθήσεων και µπορεί να είναι τόσο θετική όσο και αρνητική.  
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Ο HIF-1 ασκεί προστατευτική δράση έναντι της καρδιακής ανεπάρκειας (155), 

στεφανιαίας νόσου και περιφερικής αγγειοπάθειας (156) επάγοντας την έκφραση 

αγγειογόνων αυξητικών παραγόντων (VEGF, SGF-1, PGF) που συµβάλλουν στη 

αναδιαµόρφωση των αγγείων και τη νεοαγγειογένεση (156) και ενζύµων όπως CD39, 

CD73 που επάγουν την αγγειοδιαστολή  (157).  

Παρά την θετική ρύθµιση σε ορισµένες νόσους του καρδιαγγειακού, η δράση 

του HIF δύναται να συµβάλλει στην παθογένεση νόσων που περιλαµβάνουν την 

πνευµονική και συστηµατική υπέρταση (96), την οικογενή ερυθροκυττάρωση (158), 

την αποφρακτική υπνική άπνοια (156) και τον καρκίνο (159).   

 

1.4.5.1 Η επίδραση του HIF-1α στον καρκίνο   

Σύµφωνα µε αποτελέσµατα βιοψιών που έχουν ληφθεί από πρωτοπαθείς συµπαγείς 

όγκους αλλά και µεταστάσεις, τα υψηλά επίπεδα του HIF-1α έχουν συσχετιστεί µε 

αυξηµένη θνητότητα και κακή πρόγνωση σε διαφορετικούς τύπους καρκίνου που 

ενδεικτικά περιλαµβάνουν τον καρκίνο µαστού, παχέος εντέρου, ουροδόχου κύστεως, 

πνευµόνων, προστάτη, ωοθηκών κ.α (156). Τα καρκινικά κύτταρα ε µφανίζουν 

παθολογικά αυξηµένα επίπεδα πολλαπλασιασµού µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία όγκων 

οι οποίοι χαρακτηρίζονται από ανώµαλη αγγείωση και ανάπτυξη υποξικών περιοχών 

(160).  

Μεταλλάξεις γονιδίων που συµµετέχουν στη ρύθµιση των παραγόντων HIF και 

καταλήγουν στην  ενεργοποίηση και απορρύθµιση της λειτουργίας των έχουν 

ανιχνευθεί σε πολλούς τύπους καρκινικών κυττάρων. Απώλεια της δράσης 

ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών µε κυριότερο εκπρόσωπο της κατηγορίας την 

πρωτεΐνη VHL, η µετάλλαξη του γονιδίου της οποίας εντοπίστηκε στα κύτταρα του 

νεφρικού καρκινώµατος αλλά και του παρεγκεφαλιδικού αιµαγγειοβλαστώµατος, 

αυξάνει τη σταθεροποίηση του HIFα (161). Επιπλέον, ενεργοποίηση ογκογονιδίων 

όπως για παράδειγµα το BCR-ABL στην χρόνια µυελογενή λευχαιµία αυξάνει και πάλι 

τα επίπεδα του HIF-1α µέσω της δράσης του σηµατοδοτικού µονοπατιού 

PI3K/AKT/mTOR (162).  

Η δράση των ισοµορφών HIF-1α και HIF-2α διαφοροποιείται ανάµεσα στους 

τύπους καρκίνου όπως διαφοροποιείται και στη φυσιολογική επαγωγή των γονιδίων 

στόχων  (94). Χαρακτηριστικά, ενώ η έκφραση του HIF-1α στον καρκίνο του 

στοµάχου σχετίζεται µε κακή πρόγνωση (163), δεν ισχύει το ίδιο και για την έκφραση 

του HIF-2α (164). Η διαφοροποίηση αυτή πιθανό να οφείλεται εκτός από τη ρύθµιση 
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διαφορετικών γονιδίων στόχων και στην αλληλεπίδραση της κάθε ισοµορφής µε 

διαφορετικά σύµπλοκα ογκογονικών ή ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών (94).  

Τα καρκινικά κύτταρα που διατηρούν αυξηµένα επίπεδα έκφρασης των 

παραγόντων HIF είναι πιο ανθεκτικά και έχουν πλεονέκτηµα επιβίωσης συγκριτικά µε 

τα φυσιολογικά κύτταρα αφού ενεργοποιούν τη µεταγραφή γονιδίων που καθορίζουν 

βασικές λειτουργίες στη βιολογία των καρκινικών κυττάρων. Μεταξύ των λειτουργιών 

αυτών διακρίνονται: η αγγειογένεση, η γενετική αστάθεια, η αποφυγή της ανοσιακής 

απάντησης, η κυτταρική διείσδυση και µετάσταση, η επιθηλιακή προς µεσεγχυµατική 

µετατροπή, ο µεταβολισµό της γλυκόζης και των λιπιδίων, η ρύθµιση του pH και η 

αντίσταση στην ακτινοθεραπεία (160) (165). 

 

1.4.5.1.1 Η στόχευση του παράγοντα HIF-1 στη θεραπεία του καρκίνου 

Ο παράγοντας HIF-1 λόγω της συµβολής του στην ανάπτυξη και εξέλιξη του καρκίνου 

αποτελεί ελκυστικό θεραπευτικό στόχο. Διάφορες χηµικές ενώσεις και εγκεκριµένα 

φάρµακα έχουν αποδειχθεί αποτελεσµατικά στην αναστολή του HIF-1 στοχεύοντας 

διαφορετικούς µοριακούς µηχανισµούς στους οποίους περιλαµβάνονται: η έκφραση 

mRNA, η πρωτεϊνοσύνθεση και η σταθεροποίηση του HIF-1α καθώς και  ο 

ετεροδιµερισµός, η σύνδεση στο DNA και η µεταγραφική ικανότητα του HIF-1 (166). 

Παραδείγµατα αναστολέων οι οποίοι βρίσκονται είτε στη φάση κλινικών δοκιµών είτε 

χορηγούνται ήδη σε ασθενείς είναι οι καρδιακές γλυκοσίδες όπως η διγοξίνη, οι 

αναστολείς τοποϊσοµεράσης όπως η τοποτεκάνη και συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια 

όπως  το ΕΖΝ2968 που λειτουργούν ως αναστολείς της µετάφρασης του HIF-1α 

mRNA. Ακόµα, η µπορτεζοµίµπη, που ανήκει στους αναστολείς πρωτεασώµατος, δρα 

µειώνοντας τη µεταγραφική ικανότητα του HIF-1 ενώ η ακριφλαβίνη προσδένεται 

στην PAS-B επικράτεια του HIF-1α και ε µποδίζει τον ετεροδιµερισµό µε τη β 

υποµονάδα. Οι ανθρακυκλίνες, στις οποίες ανήκει η δοξορουµπικίνη, συνδέονται στο 

DNA, αποτρέπουν τη σύνδεση του HIF-1 και αναστέλλουν έτσι τη µεταγραφή των 

γονιδίων στόχων.  
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 2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  
2.1. ΥΛΙΚΑ 

2.1.1 Κυτταρικές Σειρές  

Χρησιµοποιήθηκαν οι κυτταρικές σειρές ανθρώπινων νεφρικών ε µβρυϊκών 

κυττάρων HEK293T και ανθρώπινων καρκινικών κυττάρων µαστού HCC1937. Τα 

HEK293T είναι κύτταρα µε υψηλή ικανότητα διαµόλυνσης τα οποία προκύπτουν από 

τη κυτταρική σειρά HEK293 στην οποία έχει εισαχθεί το γονίδιο για το ιϊκό αντιγόνο 

SV40-T (simian virus 40). Τα HCC1937 προέρχονται από πρωτοπαθές πορώδες 

αδενοκαρκίνωµα και αποµονώθηκαν από θήλυ ασθενή 23 ετών σταδίου ΙΙΒ κατά ΤΝΜ 

και βαθµού 3. Χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα αγρίου τύπου (WT) και κύτταρα στα οποία 

είχε γίνει απαλοιφή του γονιδίου της αποουβικιτινάσης CYLD (KO CYLD) µε  τη 

µέθοδο CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) – CAS9 

(CRISPR-associated protein 9), τα οποία αναπτύχθηκαν από την ο µάδα της Επικ. 

Καθηγήτριας κ. Ε. Χατζηβασιλείου (τµήµα Ιατρικής Α.Π.Θ.).  

 

2.1.2 Αντιδραστήρια  

 Η προµήθεια των υλικών και αντιδραστηρίων που χρησιµοποιήθηκαν για τη 

διεξαγωγή των πειραµάτων, έγινε όπως φαίνεται παρακάτω: 

• Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Roswell Park Memorial 

Institute (RPMI-1640), ορός εµβρύου βοός (FBS), αντιβιοτικά πενικιλίνη-

στρεπτοµυκίνη, διάλυµα 0,25% τρυψίνης-0,53mM EDTA: BIOSERA, Nuaille, 

France 

• Tris-Base, κυανό της βρωµοφαινόλης, Triton X-100, PMSF, APS, λουµινόλη: 

Sigma-Adrich, St Louis, MO, USA 

• SDS, DTT, γλυκίνη, Tween20, άγαρ, µεθανόλη: Applichem, Darmstadt, 

Germany 

• Ισοπροπανόλη, αιθανόλη, TEMED: Merck, Darmstadt, Germany 

• Ακρυλαµίδιο, Ponceau S: SERVA, Heidelberg, Germany 

• Μεµβράνες νιτροκυτταρίνης: Macherey-Nagel, Duren, Germany 

• DMSO: Jena Bioscience, Germany 

• MTS: Promega, Madison, WI, USA 

• Bactotrypton, bacto-yeast extract: Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ 
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• Πρωτεϊνικός µάρτυρας (Bluestar Prestained Protein Marker): Genetics, Dueren, 

Germany 

• SYBR Green: KAPABIOSYSTEMS, Indianapolis, IN, USA 

•  

2.2. ΜΕΘΟΔΟΙ  

2.2.1 Καλλιέργεια κυττάρων 

Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε πλήρες θρεπτικό µέσο Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium (DMEM) ή σε Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640)  στο οποίο 

είχε προστεθεί ορός εµβρύου βοός 10% ( fetal bovine serum FBS) και συνδυασµός 

αντιβιοτικών πενικιλίνη 100U/ml και στρεπτοµυκίνη 100mg/ml. Οι καλλιέργειες 

επωάστηκαν σε κλίβανο σταθερής θερµοκρασίας 37οC και ατµόσφαιρας 5% CO2.  

Η ανανέωση του θρεπτικού µέσου γινόταν κάθε 48-72 ώρες ενώ ανακαλλιέργεια 

όταν τα κύτταρα κ άλυπταν το 80% της επιφάνειας της φλάσκας ή του πιάτου 

καλλιέργειας. Συγκεκριµένα, αφαιρούνταν το θρεπτικό µέσο, ακολουθούσε έκπλυση 

των κυττάρων µε αποστειρωµένο διάλυµα φωσφορικών αλάτων (phosphate buffered 

saline PBS) (Πίνακας 1), προσθήκη κατάλληλου όγκου διαλύµατος 0,25% τρυψίνης-

0,53mM EDTA και επώαση στον κλίβανο µε σκοπό την αποκόλληση των κυττάρων. Ο 

έλεγχος της αποκόλλησης γινόταν µε τη χρήση του οπτικού µικροσκοπίου. 

Ακολουθούσε προσθήκη πλήρους θρεπτικού µέσου, επαναιώρηση, τοποθέτηση του 

κατάλληλου αριθµού των κυττάρων σε φλάσκες ή τρυβλία κατάλληλου µεγέθους και 

µεταφορά  στον επωαστικό θάλαµο. Όλοι οι χειρισµοί γίνονταν σε θάλαµο κάθετης 

νηµατικής ροής κάτω από άσηπτες συνθήκες, ώστε να αποφευχθεί η πιθανότητα 

επιµόλυνσης. 

 

PBS 

Αντιδραστήριο Συγκέντρωση 

NaCl 137mM 

KCl 2,7mM 

Na2HPO4 8mM 

KH2PO4 1,46mM 

Πίνακας 1: Σύσταση διαλύµατος PBS.  
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2.2.2 Κατάψυξη κυττάρων  

Μετά την αποκόλληση των κυττάρων και την επαναιώρηση του κυτταρικού 

διαλύµατος σε πλήρες θρεπτικό µέσο καλλιέργειας όπως περιγράφεται στην 

παράγραφο 2.2.1 τα κύτταρα µεταφέρθηκαν σε αποστειρωµένο σωλήνα τύπου falcon 

και φυγοκεντρήθηκαν  στις 1200 rpm για 5 λεπτά σε θερµοκρασία 4oC. Κατόπιν 

αφαιρέθηκε το υπερκείµενο θρεπτικό µέσο και έγινε επαναιώρηση του κυτταρικού 

ιζήµατος σε πλήρες θρεπτικό µέσο στο οποίο έχει προστεθεί 10% v/v (όγκο κατ’ όγκο) 

διµεθυλοσουλφοξείδιο (dimethyl sulfoxide DMSO). Το κυτταρικό εναιώρηµα 

µοιράστηκε σε µικροσωληνίσκους (cryovials) χωρητικότητας 1,5 ml και καταψύχθηκε 

σταδιακά αρχικά στους -80oC και στη συνέχεια σε δεξαµενή υγρού αζώτου.  

 

2.2.3 Απόψυξη κυττάρων 

Για την απόψυξη των κυττάρων τα φιαλίδια αποψύχθηκαν σε υδατόλουτρο σε 

θερµοκρασία 37οC µε συνεχή ανακίνηση. Τα κύτταρα τοποθετήθηκαν σε φλάσκες 

75cm2, στις οποίες έχει ήδη προστεθεί το κατάλληλο θρεπτικό µέσο και ακολούθησε 

ανάµειξη και καλλιέργεια σε κλίβανο CO2.  

 

2.2.4 Κατεργασία κυττάρων σε συνθήκες υποξίας  

Τα κύτταρα επιστρώθηκαν σε τρυβλία κατάλληλου µεγέθους και καλλιεργήθηκαν σε 

πλήρες θρεπτικό µέσο το οποίο ανανεώθηκε 2-16 ώρες πριν την έναρξη της επώασης 

σε συνθήκες υποξίας. Τα τρυβλία µεταφέρθηκαν σε ειδικό θάλαµο υποξίας (INVIVO2 

200 workstation, Ruskinn Life Sciences) και επωάστηκαν σε θερµοκρασία 37οC και 

ατµόσφαιρα 1% Ο2, 94% Ν2, 5% CO2.  

 

2.2.5 Παρασκευή ολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος  

Αρχικά έγινε αφαίρεση του θρεπτικού µέσου και έκπλυση των κυττάρων µε κρύο PBS. 

Ακολούθησε προσθήκη κατάλληλου όγκου διαλύµατος λύσης (lysis buffer) (50 έως 120 

µl ανάλογα µε την επιφάνεια καλλιέργειας) (Πίνακας 2) και αποκόλληση των κυττάρων 

µε τη χρήση ειδικής σπάτουλας (cell scraper). 
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Διάλυµα λύσης (lysis buffer) 

Αντιδραστήριο Συγκέντρωση 

Tris-Cl pH 8.0 50mM 

NaCl 150mM 

MgCl2 2mM 

Triton X-100 1% 

PMSF 0,2mM 

Πίνακας 2: Σύσταση διαλύµατος λύσης (lysis buffer). 

 

Το κυτταρικό λύµα µεταφέρθηκε σε σωληνάριο τύπου Eppendorf 1,5ml, 

αναδεύτηκε µε τη χρήση µικροπιπέτας και επωάστηκε στον πάγο για 10 λεπτά. Στη 

συνέχεια τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν στις 10000rpm για 15-20 λεπτά σε 

θερµοκρασία 4oC ώστε να κατακρηµνιστούν τα υπολείµµατα των κυτταρικών 

µεµβρανών. Το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε νέο σωληνάριο. Από το υπερκείµενο 

ποσότητα 5µl χρησιµοποιήθηκε για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης της πρωτεΐνης 

και στο υπόλοιπο προστέθηκε διάλυµα επιφόρτωσης (4Χ Laemmli Buffer) (Πίνακας 3) 

σε αναλογία 1:3 (τελική συγκέντρωση 1Χ). Τέλος τα δείγµατα θερµάνθηκαν στους 

95oC για 5 λεπτά και αποθηκεύτηκαν στους -20oC.  

 

4X Laemmli Buffer 

Αντιδραστήριο Συγκέντρωση 

Tris-Cl pH 6.8 250mM 

SDS 9,2% 

Γλυκερόλη 40% 

Κυανό της 

βρωµοφαινόλης 

0,1% 

DTT 100mM 

Πίνακας 3: Σύσταση διαλύµατος επιφόρτωσης (Laemmli Buffer). 

 

2.2.6 Προσδιορισµός συγκέντρωσης πρωτεϊνών  

 Ο υπολογισµός της πρωτεϊνικής συγκέντρωσης των δειγµάτων έγινε µε τη µέθοδο 

Bradford. Η χρωστική Coomassie Brilliant Blue G-250 δηµιουργεί σύµπλοκα µε τις 

πρωτεΐνες υπό όξινες συνθήκες µε αποτέλεσµα τη µετατόπιση του µέγιστου 
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απορρόφησής της από 465nm σε 595nm. Η απορρόφηση στα 595nm είναι ανάλογη της 

ποσότητας των πρωτεινών στο δείγµα. 

  Συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκαν 2µl  πρωτεϊνικού δείγµατος, 800µl 

απιονισµένου νερού και 200µl αντιδραστηρίου Biorad και ακολούθησε η µέτρηση της 

απορρόφησης σε φασµατοφωτόµετρο υπεριώδους-ορατού φάσµατος (UV-VIS), (U-

2900 Hitachi), στα 595nm. Ως τυφλό χρησιµοποιήθηκε δείγµα στο οποίο προστέθηκαν 

µόνο 800µl απιονισµένου νερού και 200µl αντιδραστηρίου Biorad.  

  O υπολογισµός της πρωτεϊνικής συγκέντρωσης του κάθε δείγµατος έγινε βάσει 

της πρότυπης καµπύλης αναφοράς αλβουµίνης (Bovine Serum Albumin-BSA) (Εικόνα 

27).  

 

 

Εικόνα 27: Πρότυπη καµπύλη αναφοράς αλβουµίνης (BSA). 

 

2.2.7 Ανάλυση πρωτεϊνών µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου SDS-

PAGE  

Η ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών είναι η κίνηση µέσα σε ένα ηλεκτρικό πεδίο. Ο 

ρυθµός µε τον οποίο κινούνται οι πρωτεΐνες (σε µονάδες cm2 / Vsec) εξαρτάται από  τα 

φυσικά χαρακτηριστικά του συστήµατος ηλεκτροφόρησης και των πρωτεϊνών. Αυτά 

περιλαµβάνουν την ισχύ του ηλεκτρικού πεδίου, τη θερµοκρασία του συστήµατος, το 

pΗ, τον τύπο του ρυθµιστικού διαλύµατος καθώς και το µέγεθος, το σχήµα και το 

φορτίο των πρωτεϊνών (167).  

Στην ηλεκτροφόρηση σε πηκτή ακρυλαµιδίου η πηκτή χρησιµεύει ως ηθµός 

επιλογής µε βάση το µέγεθος των πρωτεϊνών κατά τη διάρκεια του διαχωρισµού. Καθώς 
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οι πρωτεΐνες κινούνται κατά µήκος του ηλεκτρικού πεδίου, η δοµή των πόρων της 

πηκτής επιτρέπει τη µεταφορά των µικρότερων σε µέγεθος πρωτεινών ταχύτερα. Το 

µέγεθος πρωτεϊνών που είναι δυνατόν να διαχωριστούν κυµαίνεται από 5-250kD (167).  

H ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE (Polyacrylamide-Gel-Electrophoresis) γίνεται 

σε αποδιατακτικές συνθήκες παρουσία του ανιονικού απορρυπαντικού 

δωδεκακυλοθειϊκού νατρίου (SDS) το οποίο δεσµεύεται µη ο µοιοπολικά στην 

εξωτερική επιφάνεια των πρωτεϊνών κατά τρόπο που προσδίδει συνολικά αρνητικό 

φορτίο και επίµηκες σχήµα καταργώντας την πολύπλοκη τριτοταγή τους δοµή. 

Επιπλέον προσδίδει σε όλες τις πρωτεΐνες παρόµοια αναλογία φορτίου προς µάζα 

δεδοµένου ότι δεσµεύεται 1,4 g SDS ανά 1 g πρωτεΐνης (µία στοιχειοµετρία περίπου 

ενός µορίου SDS ανά δύο αµινοξέα). Ως αποτέλεσµα, ο  ρυθµός µεταφοράς της 

δεσµευµένης πλέον µε SDS πρωτεΐνης µέσα στην πηκτή εξαρτάται κυρίως από το 

µέγεθος και κατ΄ επέκταση από το µοριακό βάρος (167).  

Η πηκτή πολυακρυλαµιδίου βασίζεται στον πολυµερισµό της ακρυλαµίδης µε 

τη δις-ακρυλαµίδη σχηµατίζοντας έτσι ένα δίκτυο πολυακρυλαµίδης. Ο πολυµερισµός 

αρχίζει µε το υπερθειϊκό αµµώνιο (APS) που αποτελεί οξειδωτικό παράγοντα και πηγή 

ελευθέρων ριζών και η αντίδραση καταλύεται από το τετραµέθυλο-1,2-διαµινο-αιθάνιο 

(TEMED) το οποίο ενισχύει την παραγωγή των ριζών από το APS (167).  

Για την ασυνεχή ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE είναι απαραίτητη η παρασκευή 

δύο πηκτών ακρυλαµιδίου: της πηκτής διαχωρισµού (separating gel) (Πίνακας 4) και 

της πηκτής επιστοίβαξης (stacking gel) (Πίνακας 5). Η πηκτή διαχωρισµού είναι 

υπεύθυνη για το διαχωρισµό των πρωτεϊνών σύµφωνα µε το µοριακό τους βάρος ενώ η 

πηκτή επιστοίβαξης που έχει µεγαλύτερο µέγεθος πόρων συγκεντρώνει τα πρωτεϊνικά 

δείγµατα σε µια στενή περιοχή ανάµεσα στα ιόντα του ρυθµιστικού διαλύµατος (Cl-

,Gly-). H συγκέντρωση πολυακρυλαµιδίου στις πηκτές είναι αυτή που καθορίζει το 

µέγεθος των πόρων που θα δηµιουργηθούν: µεγαλύτερη συγκέντρωση 

πολυακρυλαµιδίου συνεπάγεται µικρότερο µέγεθος πόρων και αντίστροφα.  
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Πηκτή διαχωρισµού (separating gel) 10% 

Αντιδραστήρια Ποσότητες Συγκέντρωση 

Ακρυλαµίδιο 40% 2,5ml 10% 

1,5 M Tris-Cl pH 8,8 2,5ml 25% 

SDS 10% 100µl 1% 

H2O 4,52ml 45,2% 

APS 10% 40µl 0,4% 

TEMED 40µl 4% 

Πίνακας 4: Σύσταση πηκτής διαχωρισµού (10ml). 

  

Πηκτή επιστοίβαξης (stacking gel) 4% 

Αντιδραστήρια Ποσότητες Συγκέντρωση 

Ακρυλαµίδιο 40% 1ml 4% 

1,5 M Tris-Cl pH 8,8 2,5ml 25% 

SDS 10% 100µl 1% 

H2O 6,33ml 63,3% 

APS 10% 62,5µl 6,52% 

TEMED 62,5µl 0,625% 

Πίνακας 5: Σύσταση πηκτής επιστοίβαξης (10ml). 

 

Σε ειδική διάταξη που αποτελούνταν από δύο εφαπτόµενα µεταξύ τους λεπτά 

τζάµια διαστάσεων τοποθετήθηκε αρχικά η πηκτή διαχωρισµού και εφόσον ήταν 

σταθερή προστέθηκε το διάλυµα της πηκτής επιστοίβαξης. Αµέσως µετά την 

τοποθέτηση και πριν ακόµα σταθεροποιηθεί η πηκτή επιστοίβαξης εφαρµόστηκε µέσα 

σε αυτή µια ειδική οδοντωτή µήτρα η οποία δηµιούργησε τα φρεάτια που δέχτηκαν τα 

πρωτεϊνικά δείγµατα. Η συνολική πλέον διάταξη που περιλάµβανε την πηκτή 

πολυακρυλαµιδίου µέσα στις πλάκες τοποθετήθηκε στη συσκευή ηλεκτροφόρησης 

σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή και προστέθηκε το ρυθµιστικό διάλυµα 

ηλεκτροφόρησης (Running Buffer) (Πίνακας 6). Η διάταξη που χρησιµοποιήθηκε ήταν 

της εταιρίας Biorad (Εικόνα 28).    
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Διάλυµα ηλεκτροφόρησης (Running Buffer) 

pH ~ 8,3 

Αντιδραστήριο Συγκέντρωση 

Tris Base 25mM 

Γλυκίνη 190mM 

SDS 0,1% 

Πίνακας 6: Σύσταση ρυθµιστικού διαλύµατος ηλεκτροφόρησης (Running Buffer).  

 

Η φόρτωση των πρωτεϊνικών δειγµάτων και του µάρτυρα (πρωτεϊνικό δείγµα 

γνωστών µοριακών βαρών) έγινε µε τη βοήθεια της σύριγγας Hamilton αφού πρώτα 

υποβλήθηκαν σε σύντοµη διαδικασία βρασµού στους 95oC για 3-5 λ επτά και 

φυγοκεντρήθηκαν για σύντοµο χρονικό διάστηµα (shortspin) στις 10000 rpm. Τέλος η 

συσκευή της ηλεκτροφόρησης συνδέθηκε σε τροφοδοτικό µηχάνηµα και εφαρµόστηκε 

σταθερή τάση 120V για περίπου 1 ώρα ή έως ότου η χρωστική του διαλύµατος 

φόρτωσης έφτασε στο κατώτερο άκρο της πηκτής (Εικόνα 29).   

 
Εικόνα 28: Αναπαράσταση συσκευής ηλεκτροφόρησης Biorad. Ανατύπωση από: 

http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/Bulletin_1658100.pdf 
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Εικόνα 29: Αναπαράσταση συσκευής ηλεκτροφόρησης και διαχωρισµού πρωτεινών σε 

πηκτή πολυακρυλαµιδίου. Ανατύπωση από: “Protein Gel Analysis”, 

https://www.creative-proteomics.com/services/protein-gel-and-imaging-analysis.htm 

2.2.8 Ανοσοαποτύπωση κατά Western  

Η ανοσοαποτύπωση περιλαµβάνει τη µεταφορά των πρωτεϊνών από την πηκτή σε 

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και έπειτα την ανίχνευση των πρωτεϊνών µε τη χρήση 

αρχικά ειδικού για την κάθε πρωτεΐνη πρώτου αντισώµατος και στη συνέχεια µη ειδικού 

για το πρώτο δεύτερου αντισώµατος το οποίο είναι συζευγµένο µε ένα ένζυµο. Η 

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης είναι η συχνότερη επιλογή καθώς χαρακτηρίζεται από 

χαµηλότερη µη-ειδική πρόσδεση αντισωµάτων και µπορεί να χρησιµοποιηθεί για 

περισσότερες της µίας ανοσοανιχνεύσεις, αφού ξηραθεί και αποθηκευτεί (167). 

 

2.2.9 Μεταφορά πρωτεινών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης  

Η ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών σε µεµβράνη βασίζεται στην αρχή της µετακίνησης των 

πρωτεϊνών µέσα σε ένα ηλεκτρικό πεδίο όπως και η ηλεκτροφόρηση. Η διαδικασία 

γίνεται σε υγρό περιβάλλον διαλύµατος µεταφοράς (Transfer Buffer) (Πίνακας 7).  
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Διάλυµα µεταφοράς (Transfer Buffer) 

Αντιδραστήριο Συγκέντρωση 

Tris Base 25mM 

Γλυκίνη 190mM 

SDS 0,1% 

Μεθανόλη 20% 

Πίνακας 7: Σύσταση διαλύµατος µεταφοράς (Transfer Buffer) 

 

Συγκεκριµένα, αρχικά εµποτίστηκαν όλα τα υλικά τα οποία χρησιµοποιήθηκαν 

σε ρυθµιστικό διάλυµα µεταφοράς και η  διάταξη που εφαρµόστηκε ήταν η εξής: σε 

ειδική θήκη τοποθετήθηκε αρχικά σπόγγος, τρία διηθητικά χαρτιά στο µέγεθος της 

πηκτής, η πηκτή, η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, τρία ακόµα διηθητικά χαρτιά  στο ίδιο 

µέγεθος και σπόγγος (Εικόνα 30). Η τοποθέτηση των επιµέρους προαναφερθέντων 

υλικών έγινε µε προσοχή ώστε να αποφευχθεί η παγίδευση τυχόν φυσαλίδων η οποία 

θα παρεµπόδιζε την οµαλή ροή του ηλεκτρικού ρεύµατος.   

  Η θήκη τοποθετήθηκε στην ειδική συσκευή και προστέθηκε το διάλυµα 

µεταφοράς. Κατά τη µεταφορά εφαρµόστηκε συνεχής ανάδευση σε ψυχόµενες 

συνθήκες. Τέλος η συσκευή συνδέθηκε σε τροφοδοτικό µηχάνηµα και εφαρµόστηκε 

σταθερή τάση 100V για 1 ώρα.  

  Μετά την ολοκλήρωση της διαδικασίας η µεταφορά των πρωτεϊνών 

επιβεβαιώθηκε µε τη χρώση της µεµβράνης µε διάλυµα χρωστικής Ponceau S,  η οποία 

βάφει αντιστρεπτά τις ζώνες των πρωτεϊνών µε κόκκινο χρώµα. Ακολούθησε ξέπλυµα 

της µεµβράνης µε απιονισµένο νερό και φωτογράφηση της µεµβράνης. Η χρωστική 

αποµακρύνθηκε ύστερα από έκπλυση µε  διάλυµα 1X PBS-0,1% Tween20. 

 

 
Εικόνα 30: Σχηµατική αναπαράσταση ηλεκτροµεταφοράς πρωτεινών από την πηκτή σε 

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. Ανατύπωση από: “Western Blotting Transfer Products”, 

https://www.bosterbio.com/products/western-blot-reagents/protein-transfer.html 
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2.2.10 Ανοσοανίχνευση  

 H ανίχνευση των πρωτεϊνών βασίζεται στην ειδική πρόσδεση των αντισωµάτων σε 

συγκεκριµένους αντιγονικούς επιτόπους. Αρχικά η µεµβράνη επωάστηκε σε διάλυµα 

κορεσµού -blocking solution PBS-0,1% Tween20-5% γάλα και ακολούθησε επώαση µε 

το πρώτο αντίσωµα, το οποίο αναγνωρίζει την πρωτεΐνη στόχο, για 18-20 ώρες στους 

4oC ή για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου (Πίνακας 8). Κατόπιν έγινε συλλογή του 

διαλύµατος του πρώτου αντισώµατος και η µεµβράνη ξεπλύθηκε µε διάλυµα 1Χ PBS-

0,1% Tween20 τρεις φορές για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου.  Ακολούθησε 

επώαση για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου µε δεύτερο αντίσωµα συζευγµένο µε το 

ένζυµο υπεροξειδάση, το οποίο αναγνωρίζει το πρώτο, και συγκεκριµένα την Fc 

σταθερή́ περιοχή́ του, η οποία είναι χαρακτηριστική́ και ειδική́ του ζώου από το οποίο 

παρασκευάστηκε το αντίσωµα (Πίνακας 8). Τέλος η µεµβράνη ξεπλύθηκε και πάλι µε 

τον τρόπο που περιγράφηκε παραπάνω. 

 

1ο αντίσωµα Αραίωση 

Anti-HIF-1α (Lyberopoulou A et al.) 1:2000 (PBS-0,1%Tween20-5% γάλα)  

Anti-Cyld (Ε-4: sc 74434) 1:200 (PBS-0,1%Tween20-5% γάλα) 

Anti-Tubulin (Cell Signaling 

Biotechnology) 

1:10000 (PBS-0,1%Tween20-1% BSA) 

 

2ο αντίσωµα Αραίωση 

Anti-rabbit IgG, HRP  1:5000 (PBS-0,1%Tween20-5% γάλα) 

Anti-mouse IgG, HRP 1:3000 (PBS-0,1%Tween20-5% γάλα) 

Πίνακας 8: Αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν κατά την ανοσοαποτύπωση 

Western.  

 

Η ανίχνευση των πρωτεϊνών έγινε µε τη µέθοδο της ενισχυµένης 

χηµειοφωταύγειας (Εικόνα 31). Η υπεροξειδάση (που είναι συζευγµένη µε το δεύτερο 

αντίσωµα) παρουσία υπεροξειδίου προκαλεί οξείδωση της λουµινόλης και εκποµπή 

φωτονίων στις θέσεις της µεµβράνης νιτροκυτταρίνης που καταλαµβάνει το δεύτερο 

αντίσωµα. Για το σκοπό αυτό η µεµβράνη επωάστηκε µε το αντιδραστήριο λουµινόλης 

(Luminata, MILLIPORE) για 3 λεπτά και ακολούθησε εµφάνιση στη συσκευή Uvitec 
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Cambridge Chemiluminescence Imaging System. Η ποσοτικοποίηση των πρωτεϊνικών 

επιπέδων έγινε µε τη χρήση του λογισµικού́ προγράµµατος Alliance Software (έκδοση 

16.06).  

 
Εικόνα 31: Αναπαράσταση της ανοσοανίχνευσης µε τη µέθοδο της χηµειοφωταύγειας. 

Ανατύπωση από: https://advansta.com/western-blot-detection-method-use/ 

2.2.11 Προσδιορισµός τ ου κυτταρικού πολλαπλασιασµού / επιβίωσης µε τη 

χρωµατοµετρική µέθοδο MTS 

 Η χρωµατοµετρική µέθοδος MTS (MTS colorimetric assay) βασίζεται στην οξείδωση 

των αλάτων τετραζολίου, ΜΤS (3-(4,5-διµεθυλθειαζολ-2-υλ)- 5-(3-

καρβοξυµεθοξυφαινυλ)- 2-(4- σουλφοφαινυλ)- 2Η-τετραζολίου) σε παράγωγα 

φορµαζάνης (Εικόνα 32), στα µιτοχόνδρια και εποµένως είναι ανάλογη του αριθµού 

των ζωντανών κυττάρων. Η αντίδραση γίνεται εµφανής από τη µετατροπή του κίτρινου 

χρώµατος του MTS σε µωβ το οποίο απορροφά στα 490nm (168).   

 

 
Εικόνα 32: Αντίδραση µετατροπής MTS σε φορµαζάνη. Ανατύπωση από: 

https://fnkprddata.blob.core.windows.net/domestic/data/datasheet/BVN/K300.pdf 
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  Κατά την πειραµατική διαδικασία, σε πιάτο 96 θέσεων τοποθετήθηκαν 5000 

κύτταρα σε 100µl κατάλληλου πλήρους θρεπτικού υλικού. Ακολούθησε επώαση στον 

κλίβανο CO2, στους 37oC για 24 ώρες και αφαίρεση του θρεπτικού µέσου και εκ νέου 

προσθήκη θρεπτικού (100µl) µαζί µε 20µl MTS/θέση. Τα δείγµατα επωάστηκαν στον 

κλίβανο για 2 ώρες και ακολούθησε  µέτρηση της απορρόφησης σε φωτόµετρο ELISA 

plate reader (ELx800 BIO-TEK) στα 490nm.  

 

2.2.12 Μετασχηµατισµός δεκτικών βακτηριακών κυττάρων 

 Ο µετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων E.Coli Top10 µε πλασµιδιακό DNA έγινε µε 

τη µέθοδο CaCl2. Ο ακριβής µηχανισµός στον οποίο βασίζεται η µέθοδος δεν είναι 

γνωστός όµως είναι πιθανό τα ιόντα ασβεστίου να λειτουργούν ως κατιονική γέφυρα 

που συνδέει το αρνητικά φορτισµένο πλασµιδιακό DNA µε την αρνητικά φορτισµένη 

κυτταρική επιφάνεια. Εφόσον έχουν έρθει σε επαφή το DNA θα εισέλθει στο κύτταρο 

στη συνέχεια µε την εφαρµογή θερµικού σοκ (169). Σε 100µl δεκτικών κυττάρων 

προστέθηκε ανασυνδυασµένο πλασµίδιο (PGL3-HRE), τα κύτταρα επωάστηκαν για 30 

λεπτά στον πάγο και έπειτα µεταφέρθηκαν για 1 λεπτό στους 42oC. Στη συνέχεια 

προστέθηκαν 500µl υγρού θρεπτικού µέσου LB (Luria-Bertani) (Πίνακας 9) και ύστερα 

από επώαση για 45 λεπτά στους 37oC έγινε επίστρωση των µετασχηµατισµένων 

βακτηριακών κυττάρων σε τρυβλία µε θρεπτικό υλικό (LB Agar) (Πίνακας 10) και 

αντιβιοτικό επιλογής (αµπικιλλίνη). Τα τρυβλία επωάστηκαν ολονύχτια στους 37oC 

προς ανάπτυξη αποικιών.  

 

LB  

Αντιδραστήριο Συγκέντρωση 

Bactotryptone 1% 

Bacto-yeast 

extract 

0,5% 

NaCl 0,5% 

Πίνακας 9: Σύσταση θρεπτικού υλικού LB. 
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LB Agar 

Αντιδραστήριο Συγκέντρωση 

Bactotryptone 1% 

Bacto-yeast 

extract 

0,5% 

NaCl 0,5% 

Agar 2% 

Πίνακας 10: Σύσταση θρεπτικού υλικού LB Agar. 

 

2.2.13 Μικρής κλίµακας αποµόνωση πλασµιδιακού DNA (mini-preparation) 

Η µικρής κλίµακας αποµόνωση πλασµιδιακού DNA έγινε µε τη χρήση του 

αντιδραστηρίου Nucleospin-Plasmid (Macherey-Nagel), σύµφωνα µε τις οδηγίες του 

κατασκευαστή.  

Συγκεκριµένα, αποικίες µετασχηµατισµένων κυττάρων Top10 εµβολιάστηκαν 

σε 5ml θρεπτικού µέσου (LB Agar) παρουσία αντιβιοτικού (αµπικιλλίνη) και 

επωάστηκαν σε θερµοκρασία 37oC υπό συνεχή ανάδευση στις 170rpm. 

Την εποµένη µέρα έγινε συλλογή 3ml από κάθε καλλιέργεια, ακολούθησε 

φυγοκέντρηση στις 13500rpm για 30sec και αφαίρεση του υπερκειµένου. Ακολούθησε   

επαναιώρηση του ιζήµατος σε 250µl διαλύµατος επαναιώρησης (Α1), προσθήκη 250µl 

διαλύµατος λύσης (Α2) και ήπια ανακίνηση 6-8 φορές. Τα δείγµατα επωάστηκαν για 5 

λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου, προστέθηκαν 300µl διαλύµατος εξουδετέρωσης (Α3) 

και φυγοκεντρήθηκαν στις 13500rpm για 5 λεπτά.  

Το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε στήλη τοποθετηµένη σε σωλήνα συλλογής και 

φυγοκεντρήθηκε στις 13500rpm για 1 λεπτό. Στη συνέχεια προστέθηκαν 500µl 

διαλύµατος πλύσης (AW) και τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν στις 13500rpm για 1 

λεπτό. Έπειτα έγινε πλύση της στήλης και έκλουση του πλασµιδιακού DNA σε 50µl 

διαλύµατος έκλουσης (AE) (5 mM Tris/HCl, pH 8.5) και αποθήκευση στους -20oC. O 

προσδιορισµός της συγκέντρωσης DNA έγινε  µε µέτρηση της απορρόφησης στα 

260nm µε τη χρήση Nanodrop2000 (Thermo Scientific) .  
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 2.2.14 Παροδική διαµόλυνση κυττάρων  

 H διαµόλυνση αφορά την εισαγωγή ξένου DNA σε ένα ευκαρυωτικό κύτταρο. 

Χρησιµοποιήθηκε αντιδραστήριο διαµόλυνσης πολυαιθυλενιµίνης (PEI). Το PEI είναι 

ένα σταθερό κατιονικό πολυµερές το οποίο συµπυκνώνει το DNA σε θετικά 

φορτισµένα σωµατίδια και διευκολύνει τη δέσµευση τους πάνω στην αρνητικά 

φορτισµένη κυτταρική επιφάνεια. Το σύµπλοκο DNA-PEI ενδοκυτταρώνεται και το 

DNA απελευθερώνεται στο κυτταρόπλασµα.  

  Κύτταρα HEK293T WT και κύτταρα HEK293T KO CYLD επιστρώθηκαν σε 

πιάτα 24 θέσεων ώστε την ηµέρα της διαµόλυνσης κάλυπταν το 60-80% της επιφάνειας 

καλλιέργειας. Παρασκευάστηκε το µείγµα διαµόλυνσης το οποίο αποτελούνταν από 

1µg από το πλασµίδιο PGL3-HRE το οποίο φέρει 5 αλληλουχίες HRE στον υποκινητή 

του γονιδίου αναφοράς λουσιφεράση της πυγολαµπίδας, 0,05µg του πλασµιδίου 

αναφοράς λουσιφεράση Renilla, 50µl θρεπτικού υλικού χωρίς FBS και αντιβιοτικό και 

2µl αντιδραστηρίου PEI για κάθε θέση. Ακολούθησε σύντοµη περιδίνηση και επώαση 

σε θερµοκρασία δωµατίου για 10 λεπτά. Προστέθηκαν 160µl θρεπτικού µέσου µε 5% 

FBS και έγινε έντονη ανάδευση. Αφαιρέθηκε το θρεπτικό µέσο και προστέθηκε πλήρες 

θρεπτικό (DMEM , 10%FBS , αντιβιοτικά). Έγινε επώαση στους 37oC για 2 ώρες και 

στη συνέχεια τα κύτταρα επωάστηκαν  για 18 ώρες σε συνθήκες νορµοξίας (21% Ο2) ή 

υποξίας (1% Ο2). 

 

2.2.15 Μέτρηση της µεταγραφικής ενεργότητας µε τη χρήση του γονιδίου της 

λουσιφεράσης ως γονίδιο αναφοράς (Luciferase assay) 

 Η δράση του ενζύµου της λουσιφεράσης χρησιµοποιείται ως µέτρο ένδειξης της 

ενεργότητας του υποκινητή, ο  οποίος προηγείται του γονιδίου αναφοράς που 

κωδικοποιεί τη λουσιφεράση, σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης.  

Η µέθοδος βασίζεται στην αντίδραση οξείδωσης της λουσιφερίνης η οποία 

καταλύεται από το ένζυµο της λουσιφεράσης παρουσία ATP, O2 και Mg2+ αποδίδοντας 

οξυλουσιφερίνη, πυροφοσφωρικά, CO2 και φωτεινή ακτινοβολία η οποία µετράται στα 

420nm µε τη βοήθεια ειδικού φωτοµέτρου (λουµινόµετρο Turner TD-20/20).  

  Η λουσιφεράση της πυγολαµπίδας (Photinus pyralis) χρησιµοποιείται ευρέως 

για τη µελέτη της γονιδιακής έκφρασης και λειτουργίας. Είναι ιδιαίτερα ευαίσθητη 

εξαιτίας της απουσίας ενδογενούς δραστηριότητας στα κύτταρα θηλαστικών. Ως 

εσωτερικός µάρτυρας χ ρησιµοποιείται το γονίδιο της λουσιφεράσης της Renilla 

(Renilla reniformis).  
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  Η µέτρηση της δράσης της λουσιφεράσης έγινε µε τη χρήση του 

αντιδραστηρίου Firefly & Renilla Luciferase Single Tube Assay Kit (Biotium), 

σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Πιο αναλυτικά, ύστερα από  επώαση σε 

συνθήκες νορµοξίας ή υποξίας, αφαιρέθηκε το θρεπτικό µέσο καλλιέργειας και 

ακολούθησε έκπλυση µε 300µl κρύο PBS. Τα κύτταρα λύθηκαν µε την προσθήκη  60µl 

διαλύµατος λύσης και επωάστηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου για 15 λεπτά υπό συνεχή 

ανάδευση. Τα κύτταρα αποκολλήθηκαν από την επιφάνεια καλλιέργειας µε τη βοήθεια 

ενός tip, έγινε συλλογή του λύµατος σε αποστειρωµένο σωληνάριο τύπου Eppendorf 

και φυγοκέντρηση για 30sec. Το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε καθαρό σωληνάριο και 

τοποθετήθηκε στον πάγο.  

  Για τη µέτρηση της παραγωγής φωτός στο λουµινόµετρο 1µl από το κυτταρικό 

λύµα αραιώθηκε σε 20µl διαλύµατος λύσης, προστέθηκαν 20µl αντιδραστηρίου 

λουσιφεράσης (Firefly working solution) και έγινε µέτρηση της εκποµπής φωτονίων σε 

λουµινόµετρο (Εικόνα 33). Κατόπιν προστέθηκαν, στο ίδιο σωληνάριο, 10µl από το 

αντιδραστήριο της Renilla (Renilla working solution), το οποίο κατέστειλε τη 

λουσιφεράση της πυγολαµπίδας και ενεργοποίησε τη λουσιφεράση της Renilla, και 

ακολούθησε µέτρηση στο λουµινόµετρο. Οι τιµές της δράσης της λουσιφεράσης της 

πυγολαµπίδας κανονικοποιήθηκαν ως προς τις αντίστοιχες τιµές της λουσιφεράσης της 

Renilla.  

 
Εικόνα 33: Αναπαράσταση της πειραµατικής διαδικασίας της µέτρησης µεταγραφικής 

ενεργότητας του γονιδίου λουσιφεράσης (single tube luciferase assay). Ανατύπωση από: 

https://biotium.com/product/firefly-renilla-luciferase-single-tube-assay-kit/ 
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2.2.16 Αποµόνωση ολικού RNA  

 Για την αποµόνωση του ολικού RNA χρησιµοποιήθηκε το αντιδραστήριο Nucleozol 

(Macherey-Nagel) το οποίο είναι διάλυµα φαινόλης και ισοθειοκυανικής γουανιδίνης 

και η διαδικασία έγινε σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Όλα τα υλικά που 

χρησιµοποιήθηκαν ήταν αποστειρωµένα και απαλλαγµένα από RNAάσες. 

  Αρχικά, αφαιρέθηκε το θρεπτικό µέσο και προστέθηκε κατάλληλος όγκος 

αντιδραστηρίου λύσης. Έγινε αποκόλληση των κυττάρων µε χρήση ειδικής σπάτουλας 

(cell scraper) και µεταφορά του κυτταρικού λύµατος σε αποστειρωµένα σωληνάρια 

τύπου Eppendorf. Τα δείγµατα επωάστηκαν για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και 

φυγοκεντρήθηκαν στις 6500rpm για 5 λεπτά. Το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε καθαρά 

σωληνάρια τύπου Eppendorf  και προστέθηκε αποστειρωµένο νερό σε όγκο 1/3 του 

υπερκειµένου. Τα δείγµατα ανακινήθηκαν γρήγορα για 15 δευτερόλεπτα και έπειτα 

επωάστηκαν για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν 

για 15 λεπτά στις 11000rpm στους 4oC. Το υπερκείµενο (που περιείχε το RNA) 

µεταφέρθηκε σε νέο Eppendorf και προστέθηκe ισοπροπανόλη σε όγκο ίσο µε τον όγκο 

του υπερκειµένου. Έγινε σύντοµη ανάδευση, επώαση για 10 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου και φυγοκέντρηση στις 11000rpm για 10 λεπτά στους 4oC. Το υπερκείµενο 

αφαιρέθηκε και ακολούθησε πλύση του ιζήµατος µε 500µl διαλύµατος 75% αιθανόλης. 

Έγινε φυγοκέντρηση για 3 λεπτά στις 9500rpm και επανάληψη του προηγούµενου 

βήµατος (πλύση και φυγοκέντρηση). Μετά την αποµάκρυνση της αιθανόλης, έγινε 

επαναιώρηση των δειγµάτων RNA σε 50µl αποστειρωµένου ύδατος και αποθήκευση 

στους -80oC. Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης του RNA έγινε µε µέτρηση της 

απορρόφησης στα 260nm µε τη χρήση Nanodrop2000 (Thermo Scientific).  

 

2.2.17 Σύνθεση cDNA από RNA µε αντίστροφη µεταγραφή  

 Κατά την αντίδραση σύνθεσης cDNA η αντίστροφη µεταγραφάση συνθέτει DNA 

χρησιµοποίωντας ως εκµαγείο RNA (Εικόνα 34). Για την αντίδραση χρησιµοποιήθηκε 

το αντιδραστήριο Primescript RT reagent Kit-Perfect Real Time (TAKARA) σύµφωνα 

µε τις οδηγίες του κατασκευαστή.  

 Συγκεκριµένα, κάθε αντίδραση περιείχε:  

- 2µl 5Χ Prime Script Buffer 

- 0,5µl αντίστροφης µεταγραφάσης (Prime Script RT Enzyme mix 1)  

- 0,5µl εκκινητών (Oligo dT primer)  

- 0,5µl τυχαίων εξαµερών (Random 6mers) 
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- 0,5 µg ολικού RNA 

- Αποστειρωµένο νερό έως τον τελικό όγκο (10µl) 

Χρησιµοποιήθηκε δείγµα RNA χωρίς αντίστροφη µεταγραφάση ως αρνητικός 

µάρτυρας της αντίδρασης (NRT). Η επώαση των δειγµάτων έγινε σε 

θερµοκυκλοποιητή στις ακόλουθες συνθήκες: 

• 37oC για 15 λεπτά  

• 85oC για 5 δευτερόλεπτα 

Μετά το τέλος της αντίδρασης στα δείγµατα προστέθηκαν 90 µl Η 20 και 

αποθηκεύτηκαν στους -20oC. 

 
Εικόνα 34: Σχηµατική αναπαράσταση των σταδίων σύνθεσης cDNA από RNA 

(αντίστροφη µεταγραφή). Ανατύπωση από: 

https://repository.kallipos.gr/bitstream/11419/647/1/02_chapter_07.pdf  

 

2.2.18 Ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης σε πραγµατικό χρόνο 

(Quantitative Real Time PCR - qRT-PCR) 

Η ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης έχει τη δυνατότητα µέτρησης της 

ποσότητας του προϊόντος της PCR µετά από κάθε κύκλο ενίσχυσης σε αντίθεση µε την 

κλασική PCR κατά την οποία η µέτρηση γίνεται στο τέλος της αντίδρασης. Τα 

προϊόντα της qRT-PCR µετρώνται καθώς παράγονται µε τη βοήθεια µιας φθορίζουσας 

χρωστικής η οποία προσδένεται στα παραγόµενα δίκλωνα µόρια DNA και οι τιµές 

φθορισµού καταγράφονται σε κάθε κύκλο της αντίδρασης (Εικόνα 35). Μεταξύ του 

σήµατος φθορισµού και της συγκέντρωσης DNA η σχέση είναι γραµµική και έτσι η 
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αύξηση του σήµατος φθορισµού αντιστοιχεί σε αύξηση της συγκέντρωσης DNA 

(Sigma). Σηµαντική παράµετρος της διαδικασίας είναι η τιµή Ct που αντιστοιχεί στον 

κύκλο της αντίδρασης όπου το σήµα φθορισµού των προϊόντων ξεπερνά το κατώφλι 

ανίχνευσης (threshold) και χρησιµεύει στην ποσοτικοποίηση του δείγµατος.  

 
Εικόνα 35: Αναπαράσταση της πρόσδεσης της φθορίζουσας χρωστικής στο δίκλωνο 

DNA. Ανατύπωση από: 

https://repository.kallipos.gr/bitstream/11419/647/1/02_chapter_07.pdf 

 

Πραγµατοποιήθηκε ενίσχυση και προσδιορισµός των επιπέδων mRNA του 

γονιδίου LOX µε χρήση κατάλληλων εκκινητών (Πίνακας 11). Ως γονίδιο αναφοράς 

για την κανονικοποίηση των αποτελεσµάτων χρησιµοποιήθηκε η β ακτίνη. Οι 

αντιδράσεις έγιναν στη συσκευή Mini Opticon (Biorad) µε χρήση του αντιδραστηρίου 

SYBR Green. Σε κάθε αντίδραση (τελικού όγκου 10µl) προστέθηκαν: 

      - 5µl διαλύµατος φθορίζουσας χρωστικής (SYBR Green) 

- 0,5µl εµπρόσθιου εκκινητής (forward primer) 

- 0,5µl ανάστροφου εκκινητή (reverse primer) 

- 1,5 µl αποστειρωµένο νερό 

- 2,5µl cDNA 

  Ως αρνητικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν αντίδραση cDNA χωρίς την 

αντίστροφη µεταγραφάση (NRT) και αντίδραση χωρίς δείγµα cDNA (NTC). 

Ακολούθησε επώαση των αντιδράσεων ως εξής:  

- Ενεργοποίηση του αντιδραστηρίου στους 50oC για 2 λεπτά  

- Αρχική αποδιάταξη στους 95oC για 5 λεπτά  

- Αντίδραση PCR (40 κύκλοι) 

o Αποδιάταξη στους 95oC για 15 δευτερόλεπτα 

o Επιµήκυνση στους 60oC για  λεπτό  

- Μέτρηση της απορρόφησης 

- Καµπύλη τήξης: 60oC-90oC  

Η σχετική ποσοτικοποίηση της έκφρασης των mRNA έγινε µε τη µέθοδο ΔΔCt.  
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Γονίδιο Εµπρόσθιος εκκινητής Ανάστροφος εκκινητής 

hsLOX CGACGACCCTTACAACCCCTAC AAATCTGAGCAGCACCCTGTG 

hsβ-ακτίνη CCAACCGCGAGAAGATGA CCAGAGGCGTACAGGGATAG 

Πίνακας 11: Αλληλουχίες εκκινητών γονιδίων που αναλύθηκαν µε RT-PCR 

 

2.2.19 Στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων 

Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων έγινε σύµφωνα µε τη µέθοδο t-test. Η τιµή́ 

P<0.05 θεωρήθηκε στατιστικά́ σηµαντική́.  
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  
3.1 Επίδραση της απαλοιφής του γονιδίου της CYLD στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό / επιβίωση κυττάρων HCC1937 και HEK293 σε συνθήκες 

νορµοξίας και υποξίας   

Δεδοµένου ότι έχει δειχθεί ότι η πρωτεΐνη CYLD ασκεί ογκοκατασταλτική δράση, 

αρχικά έγινε έλεγχος της επίδραση της απαλοιφής του γονιδίου της στον 

πολλαπλασιασµό / επιβίωση κυττάρων της κ υτταρικής σειράς αδενοκαρκινώµατος 

µαστού HCC1937  και της σειράς εµβρυϊκών νεφρικών κυττάρων HEK293, σε 

συνθήκες νορµοξίας ή υποξίας. Ο προσδιορισµός του αριθµού των κυττάρων έγινε µε 

τη χρωµατοµετρική µέθοδο MTS.  

Κύτταρα HCC1937 ή HEK293 αγρίου τύπου (WT) και κύτταρα στα οποία έγινε 

απαλοιφή γονιδίου της πρωτεΐνης CYLD (ΚΟ CYLD) επιστρώθηκαν σε τρυβλία 96 

θέσεων (5000 κύτταρα/θέση) και επωάστηκαν σε κλίβανο CO2 στους 37οC 

προκειµένου να προσκολληθούν στο υπόστρωµα (0 hs). Στη συνέχεια το θρεπτικό 

υλικό αντικαταστάθηκε µε νέο και τα κύτταρα επωάστηκαν σε συνθήκες νορµοξίας 

(21% Ο2) ή υποξίας (1% Ο2) για 24 ώρες (24 hs). Στο τέλος κάθε επώασης προστέθηκε 

στα τρυβλία το αντιδραστήριο MTS και έγινε η µέτρηση της απορρόφησης στα 595nm. 

Η κανονικοποίηση των τιµών έγινε σε σχέση µε την απορρόφηση των κυττάρων στις 

0hs. 

Όπως φαίνεται από το γράφηµα (Εικόνα 36), στα καρκινικά κύτταρα HCC1937 

η απαλοιφή του γονιδίου της CYLD (ΚΟ CYLD) αύξησε την επιβίωση / 

πολλαπλασιασµό των κυττάρων σε σχέση µε τα κύτταρα αγρίου τύπου (WT), σε 

συνθήκες νορµοξίας και υποξίας. Επιπλέον, ενώ η επιβίωση / πολλαπλασιασµός των 

κυττάρων αγρίου (WT) τύπου δεν επηρεάστηκε από την επώαση σε χαµηλή 

συγκέντρωση Ο 2, η αποσιώπηση του γονιδίου της CYLD προκάλεσε αύξηση του 

πολλαπλασιασµού / επιβίωσης των κυττάρων στην υποξία σε σχέση µε τη νορµοξία.  
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Εικόνα 36: Πολλαπλασιασµός / επιβίωση των κυττάρων HCC1937 (%) έπειτα από 

επώαση για 24 ώρες σε συνθήκες νορµοξίας ή υποξίας. Ο αριθµός των κυττάρων (%) 

παρουσιάζεται σε σχέση τον αρχικό αριθµό των κυττάρων (0 hs). Οι τιµές 

αντιπροσωπεύουν το µέσο όρο ± τυπική απόκλιση τριών µετρήσεων. (*:P<0,05, 

**:P<0,01, ***:P<0,001, NS: Non Significant).  

 

Στην περίπτωση των κυττάρων HEK293 (Εικόνα 37) παρατηρείται ότι η επώαση στην 

υποξία επηρεάζει αρνητικά τον πολλαπλασιασµό τόσο των κυττάρων αγρίου τύπου 

(WT), όσο και των κυττάρων στα οποία έχει γίνει απαλοιφή του γονιδίου της CYLD  

(ΚΟ CYLD). Επιπλέον, η απαλοιφή της CYLD προκαλεί µείωση πολλαπλασιασµού σε 

σύγκριση µε τα κύτταρα αγρίου τύπου (WT), η οποία είναι στατιστικά σηµαντική σε 

συνθήκες υποξίας.  

 
Εικόνα37: Πολλαπλασιασµός-επιβίωση των κυττάρων HΕΚ293 (%) έπειτα από επώαση 

για 24 ώρες σε συνθήκες νορµοξίας ή υποξίας. Ο αριθµός των κυττάρων (%) 

παρουσιάζεται σε σχέση τον αρχικό αριθµό των κυττάρων (0 hs). Οι τιµές 

αντιπροσωπεύουν το µέσο όρο ± τυπική απόκλιση  τριών ανεξάρτητων πειραµάτων που 

έγιναν εις τριπλούν. (*:P<0,05, **:P<0,01, ***:P<0,001, NS: Non Significant)  
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3.2 Επίδραση της απαλοιφής του γονιδίου της CYLD στα επίπεδα της πρωτεΐνης 

HIF-1α κυττάρων HCC1937 και HEK293 

Κύτταρα HCC1937 ή HEK293, WT και Κ O CYLD, επωάστηκαν σε συνθήκες 

νορµοξίας ή υποξίας. Παρασκευάσθηκαν κυτταρικά εκχυλίσµατα και η έκφραση του 

HIF-1α αναλύθηκε µε τη µέθοδο της ανοσοαποτύπωσης κατά Western. Και στις δύο 

κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιήθηκαν, στα κύτταρα στα οποία έχει γίνει απαλοιφή 

του γονιδίου της CYLD δεν παρατηρήθηκε έκφραση της (Εικόνα 38 & 39).  Η επώαση 

σε συνθήκες υποξίας για 4 ή 24 ώρες, προκάλεσε επαγωγή της έκφρασης της πρωτεΐνης 

HIF-1α τόσο  σε κύτταρα HCC1937 WT όσο και  σε κύτταρα HCC1937 ΚΟ (Εικόνα 

38Α & 38Γ). Ωστόσο, από την ποσοτικοποίηση των ζωνών της πρωτεΐνης HIF-1α σε 

σχέση µε τις ζώνες της τουµπουλίνης προκύπτει ότι η επαγωγή του HIF-1α σε συνθήκες 

υποξίας είναι µικρότερη στα κύτταρα ΚΟ CYLD σε σύγκριση µε τα κύτταρα WT 

(Εικόνα 38Β & 38Δ).  

A.                                                           B. 

 
 
 
          Γ.                                                             Δ. 
 

 
 

Εικόνα 38: Επίδραση της υποξίας στην έκφραση της πρωτεΐνης HIF-1α σε κύτταρα 
HCC1937.  
Α & Γ. Ανάλυση µε ανοσοαποτύπωση κατά Western της έκφρασης του HIF-1α. σε 

κύτταρα επωάστηκαν για 4 (Α) και 24 (Β) ώρες σε συνθήκες νορµοξίας (21% Ο2) ή 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
04/06/2024 09:15:50 EEST - 3.137.163.164



 72 

υποξίας (1% Ο2). Η τουµπουλίνη χρησιµοποιήθηκε ως µάρτυρας ισοφόρτωσης των 

δειγµάτων. Η ανοσοανίχνευση έγινε µε χρήση πολυκλωνικού αντισώµατος έναντι του 

HIF-1α και µονοκλωνικών αντισωµάτων έναντι της CYLD και της τουµπουλίνης.  

Β & Δ. Ποσοτικοποίηση του HIF-1α εκφρασµένου ως λόγος HIF-1α/τουµπουλίνη.  

 

Όµοια στα κύτταρα HEK293 WT και KO CYLD τα επίπεδα έκφρασης του HIF-1α 

επάγονται σε συνθήκες υποξίας (Εικόνα 39Α & 39Γ). Στην περίπτωση αυτή τα 

αποτελέσµατα της ποσοτικοποίησης δείχνουν ότι η απαλοιφή της CYLD ενισχύει την 

επαγωγή του HIF-1α σε σχέση µε τα κύτταρα WT (Εικόνα 39Β & 39Δ).   

       Α.                                                               Β. 

 
 

    Γ.                                                                   Δ. 

 
Εικόνα 39: Επίδραση της υποξίας στην έκφραση της πρωτεΐνης HIF-1α σε κύτταρα 
ΗΕΚ293. 
Α & Γ. Ανάλυση µε ανοσοαποτύπωση κατά Western της έκφρασης του HIF-1α. σε 

κύτταρα επωάστηκαν για 4 (Α) και 24 (Β) ώρες σε συνθήκες νορµοξίας (21% Ο2) ή 

υποξίας (1% Ο2). Η τουµπουλίνη χρησιµοποιήθηκε ως µάρτυρας ισοφόρτωσης των 

δειγµάτων. Η ανοσοανίχνευση έγινε µε χρήση πολυκλωνικού αντισώµατος έναντι του 

HIF-1α και µονοκλωνικών αντισωµάτων έναντι της CYLD και της τουµπουλίνης.  

 Β & Δ. Ποσοτικοποίηση του HIF-1α εκφρασµένου ως λόγος HIF-1α/τουµπουλίνη.  
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3.3 Έλεγχος της επίδρασης της απαλοιφής του γονιδίου της CYLD στη 

µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 κυττάρων HEK293 

Αρχικά έγινε έλεγχος της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 σε κύτταρα HEK293 

WT και KO CYLD µε τη δοκιµασία λουσιφεράσης. 

Κύτταρα HEK293 WT και KO CYLD διαµολύνθηκαν µε τα πλασµίδια 

αναφοράς PGL3-VEGF-5xHRE και pCI Renilla µε τη βοήθεια του αντιδραστηρίου 

πολυαιθυλενιµίνης (PEI). Στη συνέχεια τα κύτταρα επωάστηκαν για 18 ώρες σε 

συνθήκες νορµοξίας (21% Ο2) ή υποξίας (1% Ο2), έγινε  λύση και µέτρηση του 

σήµατος της λουσιφεράσης. Οι τιµές του σήµατος από τη δράση της λουσιφεράσης της 

πυγολαµπίδας κανονικοποιήθηκαν ως προς τις αντίστοιχες τιµές της λουσιφεράσης της 

Renilla. Η έκφραση των τιµών έγινε ως προς τη δράση της λουσιφεράσης στα κύτταρα 

HEK293 WT σε συνθήκες νορµοξίας.  

Σε συνθήκες υποξίας παρατηρήθηκε αύξηση των επιπέδων λουσιφεράσης 9 

φορές στα κύτταρα WT και περίπου 4 φορές στα κύτταρα KO CYLD (Εικόνα 40Α).  

Ύστερα από κανονικοποίηση των τιµών ως προς τις τιµές των κυττάρων της 

ίδιας σειράς σε συνθήκες νορµοξίας, παρατηρήθηκε ότι σε συνθήκες υποξίας η αύξηση 

των επιπέδων λουσιφεράσης ήταν 9 φορές στα κύτταρα WT και περίπου 13 φορές στα 

κύτταρα KO CYLD (Εικόνα 40Β).  
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                        Α. 

 
                         B. 

 
Εικόνα 40: Προσδιορισµός της δράσης της λουσιφεράσης σε κύτταρα HEK293 WT και 

KO CYLD  τα οποία διαµολύνθηκαν µε τον πλασµιδιακό φορέα PGL3-HRE και το pCI 

Renilla και επωάστηκαν σε συνθήκες νορµοξίας ή υποξίας. Οι τιµές εκφράζονται σε 

σχέση µε τη δράση της λουσιφεράσης (Α) στα κύτταρα WT σε συνθήκες νορµοξίας και 

(Β) σε κύτταρα WT ή ΚΟ CYLD αντίστοιχα σε συνθήκες νορµοξίας. Οι τιµές 

αντιπροσωπεύουν το µέσο όρο  ± τυπική απόκλιση 3-4 µετρήσεων. (*:P<0,05, 

**:P<0,01, ***:P<0,001). 
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3.4 Επίδραση της υποξίας στα επίπεδα mRNA της LOX σε κύτταρα HCC1937 και 

HEK293  

Στη συνέχεια µελετήθηκε η επίδραση της απαλοιφής του γονιδίου της CYLD στην 

έκφραση των επιπέδων mRNA ενός γονιδίου στόχου του HIF-1 σε συνθήκες υποξίας. 

Για τον έλεγχο αυτό προσδιορίστηκαν τα επίπεδα mRNA του γονιδίου της λύσυλ-

οξειδάσης (lysyl-oxidase, LOX) µε τη µέθοδο της ποσοτικής PCR πραγµατικού χρόνου 

(RT-PCR). Για το σκοπό αυτό, καρκινικά κύτταρα HCC1937 (WT και KO CYLD) και 

κύτταρα HEK293 (WT και KO CYLD) επωάστηκαν σε συνθήκες νορµοξίας (21% O2) 

ή υποξίας (1% O2) για 24 ώρες. Ακολούθησε αποµόνωση ολικού RNA, ανάστροφη 

µεταγραφή και ανάλυση των επιπέδων mRNA της LOX µε ποσοτική Real-Time PCR 

και χρήση κατάλληλων εκκινητών. Ως γονίδιο αναφοράς για την κανονικοποίηση των 

επιπέδων mRNA χρησιµοποιήθηκε η β-ακτίνη.  

Τα επίπεδα mRNA της LOX σε κύτταρα HCC1937 WT και KO CYLD 

αυξάνονται στατιστικά σηµαντικά σε συνθήκες υποξίας (Εικόνα 41Α).  Η αύξηση αυτή 

ήταν σηµαντικά µεγαλύτερη στα κύτταρα WT σε σχέση µε τα κύτταρα KO CYLD.  

Ύστερα από κανονικοποίηση των τιµών ως προς τις αντίστοιχες τιµές των 

κυττάρων της κάθε σειράς (WT ή KO CYLD) σε συνθήκες νορµοξίας, παρατηρήθηκε 

σε συνθήκες υποξίας στατιστικά σηµαντική αύξηση των επιπέδων mRNA η οποία, 

ωστόσο, δεν διέφερε σηµαντικά ανάµεσα  σε κύτταρα WT και κύτταρα KO CYLD 

(Εικόνα 41Β).  
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                      A. 

 
                       B. 

 
Εικόνα 41: Προσδιορισµός των επιπέδων mRNA της LOX µε ποσοτική PCR 

πραγµατικού χρόνου µετά από επώαση των κυττάρων HCC1937 WT και KO CYLD σε 

νορµοξία (21% Ο2) ή υποξία (1% Ο2) για 24 ώρες. Η β -ακτίνη χρησιµοποιήθηκε ως 

γονίδιο αναφοράς για την κανονικοποίηση των επιπέδων mRNA. Τα αποτελέσµατα 

παρουσιάζονται ως µεταβολή προς τα επίπεδα έκφρασης (Α) σε κύτταρα WT σε συνθήκες 

νορµοξίας και (Β) σε κύτταρα WT ή ΚΟ CYLD αντίστοιχα σε συνθήκες νορµοξίας . Οι 

τιµές αντιπροσωπεύουν το µέσο όρο  ± τυπική απόκλιση 3 ανεξάρτητων δειγµάτων, τα 

οποία αναλύθηκαν εις διπλούν. (*:P<0,05, **:P<0,01, ***:P<0,001). 

 
Τα αποτελέσµατα ήταν παρόµοια στα κύτταρα HEK293, όπου σε συνθήκες 

υποξίας  παρατηρήθηκε αύξηση των επιπέδων mRNA της LOX τόσο σε κύτταρα WT 
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όσο και σε κύτταρα KO CYLD (Εικόνα 42Α), η οποία ήταν στατιστικά σηµαντική µόνο 

στα κύτταρα WT.  

Παρόµοια επαγωγή των επιπέδων mRNA της LOX παρατηρήθηκε και έπειτα 

από κανονικοποίηση των τιµών ως προς τις αντίστοιχες τιµές των κυττάρων της κάθε 

σειράς (WT ή KO CYLD) σε συνθήκες νορµοξίας (Εικόνα 42Β).  

                    

                   A. 

 
                   Β. 

 
Εικόνα 42: Προσδιορισµός των επιπέδων mRNA της LOX µε ποσοτική PCR 

πραγµατικού χρόνου µετά από επώαση των κυττάρων HΕΚ293 WT και KO CYLD σε 

νορµοξία (21% Ο2) ή υποξία (1% Ο2) για 24 ώρες. Η β -ακτίνη χρησιµοποιήθηκε ως 

γονίδιο αναφοράς για την κανονικοποίηση των επιπέδων mRNA. Τα αποτελέσµατα 

παρουσιάζονται ως µεταβολή προς τα επίπεδα έκφρασης (Α) σε κύτταρα WT σε συνθήκες 

νορµοξίας και (Β) σε κύτταρα WT ή ΚΟ CYLD αντίστοιχα σε συνθήκες νορµοξίας. Οι 

τιµές αντιπροσωπεύουν το µέσο όρο  ± τυπική απόκλιση 3 ανεξάρτητων δειγµάτων, τα 

οποία αναλύθηκαν εις διπλούν. (*:P<0,05, **:P<0,01, ***:P<0,001, NS: Non 

Significant). 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ  
Στην παρούσα εργασία µελετήθηκε η επίδραση της απαλοιφής του γονιδίου της 

αποουβικιτινάσης CYLD, η οποία έχει  ογκοκατασταλτική δράση, στην κυτταρική 

απόκριση στην υποξία κυττάρων αδενοκαρκινώµατος µαστού HCC1937 και 

εµβρυϊκών νεφρικών κυττάρων HEK293.  

Η υποξία (χαµηλή συγκέντρωση οξυγόνου Ο 2) αποτελεί χαρακτηριστικό 

γνώρισµα των συµπαγών όγκων (76). Τα καρκινικά κύτταρα προσαρµόζονται και 

επιβιώνουν κάτω από τις συνθήκες χαµηλής παροχής οξυγόνου. Βασικό ρόλο στη 

ρύθµιση αυτής της προσαρµογής έχουν οι µεταγραφικοί παράγοντες HIF (79). Τα 

επίπεδα των παραγόντων HIF καθορίζονται σε µεγάλο βαθµό από τη δράση του 

συστήµατος της ουβικιτίνης τόσο µέσω της άµεσης τροποποίησης τους, όσο και 

έµµεσα µέσω ουβικιτινίωσης ρυθµιστικών πρωτεϊνών του µονοπατιού των HIF (21).  

Η αποουβικιτινάση CYLD, η οποία έχει χαρακτηριστεί ως ογκοκατασταλτική 

πρωτεΐνη στην οικογενή κυλινδωµάτωση, συσχετίζεται και µε την ε µφάνιση 

πολλαπλών διαφορετικών µορφών καρκίνου (καρκίνος µαστού (74), παχέος εντέρου 

(170), ηπατοκυτταρικό καρκίνωµα (171)). Η CYLD είναι υπεύθυνη για την 

αποµάκρυνση Κ63 αλυσίδων ουβικιτίνης από τις πρωτεΐνες υποστρώµατα και η δράση 

της επηρεάζει σηµατοδοτικά µονοπάτια που σχετίζονται µε την κυτταρική επιβίωση, 

απόπτωση και τον πολλαπλασιασµό όπως αυτά των NF-κΒ, Wnt/β-catenin και Bcl-3 

(38).  

Η σχέση της CYLD µε την υποξία και το σύστηµα των µεταγραφικών 

παραγόντων HIF δεν έχει διερευνηθεί σε µεγάλο βαθµό. Υπάρχουν ορισµένες µελέτες 

οι οποίες εξετάζουν κυρίως την επίδραση της υποξίας στα επίπεδα έκφρασης και 

δράσης της πρωτεΐνης CYLD.  

Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων της παρούσας εργασίας έδειξαν ότι η 

απαλοιφή του γονιδίου της CYLD σε καρκινικά κύτταρα HCC1937 προκάλεσε αύξηση 

της επιβίωσης / πολλαπλασιασµού σε συνθήκες νορµοξίας και υποξίας, ενώ τα κύτταρα 

WT δεν επηρεάστηκαν από την υποξία (Εικόνα 36). Όσον αφορά την επαγωγή της 

έκφρασης του HIF-1α ήταν µικρότερη στα κύτταρα KO CYLD παρόλο που ο µικρός 

αριθµός των πειραµάτων δεν επιτρέπει τη στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων 

(Εικόνα 38). Επιπλέον, ενώ τα επίπεδα mRNA του γονιδίου στόχου του HIF-1 LOX  

ήταν µικρότερα στα κύτταρα KO CYLD σε συνθήκες νορµοξίας και υποξίας (Εικόνα 
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41Α), δεν παρατηρήθηκε σηµαντική διαφορά στη σχετική επαγωγή του γονιδίου 

µεταξύ κυττάρων WT και KO CYLD στην υποξία (Εικόνα 41Β). 

H αύξηση της κυτταρικής επιβίωσης / πολλαπλασιασµού κυττάρων HCC1937, 

που παρατηρείται σε συνθήκες νορµοξίας απουσία της CYLD, έρχεται σε συµφωνία 

µε δεδοµένα προηγούµενων µελετών, και επιβεβαιώνει την ογκοκατασταλτική της 

δράση. Συγκεκριµένα µελέτη σε καρκινικά κύτταρα ήπατος Huh7 και Hep3B έδειξε 

ότι η αποσιώπηση της CYLD προσφέρει ισχυρή αντίσταση έναντι της επαγόµενης από 

τον TNF-α απόπτωσης (172) ενώ παράλληλα η ανάπτυξη όγκου ηπατοκαρκινώµατος 

ήταν σηµαντικά ταχύτερη στην περίπτωση των ποντικών µε µη λειτουργική CYLD 

(173). Επιπλέον, απώλεια της CYLD σε ανθρώπινα κύτταρα καρκίνου του παγκρέατος 

(PANC-1 και EPP85) συσχετίστηκε µε αυξηµένο κυτταρικό πολλαπλασιασµό και την 

ανάπτυξη του όγκου (174). Παρόµοια, σε κύτταρα κακοήθους µελανώµατος η 

αποσιώπηση του γονιδίου της CYLD προκάλεσε αύξηση του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού (175). Ο ρόλος της CYLD στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό θα 

µπορούσε να αποδοθεί στη ρυθµιστική δράση της στα µονοπάτια NF-κΒ και Wnt/β-

catenin (38). H απουσία της CYLD αυξάνει την ενεργοποίηση και δράση του 

µεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ ενισχύοντας την επιβίωση (30) ενώ στην περίπτωση 

του Wnt/β-catenin  επάγει τη δράση της β -κατενίνης επιδρώντας θετικά στον 

πολλαπλασιασµό (176).  

Οι µελέτες που εξετάζουν την σχέση της CYLD µε την κυτταρική επιβίωση σε 

συνθήκες υποξίας είναι περιορισµένες. Μελέτη σε λάρβες και ενήλικες µύγες 

(Drosophila) έδειξε ότι, απουσία λειτουργικής πρωτεΐνης CYLD, η επιβίωση µειώνεται 

δραµατικά σε συνθήκες υποξίας (177). Ακόµα, οι Feng et al (2017) µελέτησαν την 

έκφραση της CYLD σε φλοιϊκούς νευρώνες υπό συνθήκες αποστέρησης οξυγόνου και 

γλυκόζης, κατάσταση που προσοµοιάζει την υποξία, και διαπίστωσαν ότι αυξάνεται 

µέσω της δράσης της p38 κινάσης οδηγώντας σε νεκρόπτωση (178). Γνωρίζοντας τη 

θετική επίδραση της υποξίας µέσω των παραγόντων HIF στην ανάπτυξη όγκων και τον 

πολλαπλασιασµό των καρκινικών κυττάρων θα µπορούσαµε να υποθέσουµε ότι η 

απουσία της CYLD δρα συνεργικά µε την υποξία ενισχύοντας το πλεονέκτηµα 

επιβίωσης των καρκινικών κυττάρων.  

Είναι πιθανό ο αυξηµένος πολλαπλασιασµός των κυττάρων KO CYLD στην 

υποξία να σχετίζεται µε τη µικρότερη επαγωγή του HIF-1α που παρατηρήθηκε στα 

κύτταρα αυτά συγκριτικά µε κύτταρα WT. Έχει αναφερθεί ότι οι παράγοντες HIF είναι 

δυνατό να έχουν ανασταλτικό ρόλο στην εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου προκαλώντας 
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τη διακοπή αυτού (179). Παρόλ΄αυτά, για να επιβεβαιωθεί αυτή η υπόθεση  θα πρέπει 

να γίνουν πειράµατα µε αποσιώπηση του γονιδίου του HIF-1Α.  

Αν και, απ’ όσο γνωρίζουµε, δεν υπάρχουν µελέτες που να ερευνούν την πιθανή 

αλληλεπίδραση της αποουβικιτινάσης CYLD µε τους παράγοντες HIF, είναι γνωστό 

πως τα επίπεδα του HIF-1α εξαρτώνται άµεσα από το σύστηµα της ουβικιτίνης, καθώς 

ουβικιτινιώνεται από την πρωτεΐνη VHL και οδηγείται για αποικοδόµηση στο 

πρωτεάσωµα, ενώ η σταθεροποίησή του προάγεται από αποουβικιτινάσες στις οποίες 

συµπεριλαµβάνονται οι USP20 (180), USP7 (181), USP8 (138), USP28 (128), UCHL1 

(139), MCPIP1 (182) και Cezanne (OTUD7B) (183). Η CYLD, η οποία ανήκει και 

αυτή στην οικογένεια των USP αποουβικιτινασών, θα µπορούσε να δρα ρυθµίζοντας 

κάποιο ένζυµο του µονοπατιού των HIF όπως οι προλυλ-υδροξυλάσες, οι οποίες 

ουβικιτινιώνονται από γνωστές Ε3 λιγάσες όµως δεν έχουν αναγνωριστεί οι 

αντίστοιχες αποουβικιτινάσες (21). Ακόµα είναι δυνατόν η CYLD να επιδρά στον HIF-

1α µε τρόπο ανεξάρτητο από τις ενζυµικές της ιδιότητες. Παρόµοια επίδραση έχει 

αναφερθεί στην περίπτωση της αποβουκιτινάσης USP19, η οποία αλληλεπιδρά µε την 

bHLH και PAS επικράτεια του αµινοτελικού άκρου του HIF-1α και τον σταθεροποιεί 

(184), και της αποβουκιτινάσης USP52, η οποία συµβάλλει στη σταθεροποίηση του 

mRNA του HIF-1α (185).  

Η µείωση της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 σε συνθήκες νορµοξίας και 

υποξίας που παρατηρήθηκε στα κύτταρα KO CYLD σε σύγκριση µε τα WT σε 

συνδυασµό µε τα παρόµοια, µεταξύ των κυττάρων WT και KO CYLD, επίπεδα 

σχετικής επαγωγής του γονιδίου της LOX στην υποξία µας οδηγούν στην πιθανή 

εξήγηση ότι η αποουβικιτινάση CYLD είναι απαραίτητη για τη διαδικασία της 

µεταγραφής χωρίς όµως να επηρεάζει ειδικά τη µεταγραφική δράση του παράγοντα 

HIF-1. Ανεξάρτητα από αυτά, θα ήταν ιδιαίτερα χρήσιµος ο έλεγχος της επίδρασης της 

απαλοιφής του γονιδίου της CYLD στα επίπεδα mRNA επιπλέον γονιδίων στόχων του 

HIF-1 και HIF-2, αλλά και των ίδιων των παραγόντων HIF-1α και HIF-2α. 

Τα πειράµατα σε ανθρώπινα εµβρυϊκά νεφρικά κύτταρα HEK293 έδειξαν ότι, 

σε αντίθεση µε τα καρκινικά κύτταρα HCC1937, η απαλοιφή του γονιδίου της CYLD 

επιφέρει αρνητικά αποτελέσµατα στην κυτταρική επιβίωση / πολλαπλασιασµό των 

κυττάρων σε νορµοξία και υποξία (Εικόνα 37) και αυξάνει την έκφραση του HIF-1α 

(Εικόνα 39). Ενδιαφέρον έχει το γεγονός ότι η απουσία της CYLD επιδρά διαφορετικά 

στις δύο κυτταρικές σειρές, ασκώντας πιθανώς προστατευτική δράση στα HCC1937 

και ανασταλτική δράση στα HEK293.  
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Αντίθετα έχει παρόµοια επίδραση, όπως και στα καρκινικά κύτταρα HCC1937, 

στα επίπεδα mRNA του γονιδίου στόχου του HIF-1 LOX (Εικόνα 42) και στη 

µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 όπως φαίνεται επιπλέον από πειράµατα 

δοκιµασίας λουσιφεράσης (Εικόνα 40).  

Η επίδραση της υποξίας στη ρύθµιση των επιπέδων της πρωτεΐνης CYLD έχει 

µελετηθεί και φαίνεται να διαφέρει ανάµεσα στους διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους. 

Επαγωγή της έκφρασής της παρατηρείται σε συνθήκες υποξίας ύστερα από την 

ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ στη Δροσόφιλα (177) αλλά και σε 

φλοιϊκούς νευρώνες έπειτα από ενεργοποίηση της p38 κινάσης (178). Παρόµοια είναι 

και τα αποτελέσµατα σε κύτταρα νευροβλαστώµατος ποντικού, όπου η υποξία 

καταστέλλει την έκφραση του miRNA-181b αυξάνοντας τα επίπεδα της CYLD (186). 

Αντίθετα, η υποξία καταστέλλει την έκφραση της CYLD σε καρκινικά κύτταρα 

κεφαλής, τραχήλου και τραχήλου της µήτρας τα οποία είχαν προσβληθεί από τον ιό 

των ανθρωπίνων θηλωµάτων HPV (55), αλλά και σε κύτταρα γλοιοβλαστώµατος 

(187).   

Συµπερασµατικά, η απαλοιφή του γονιδίου της CYLD φαίνεται να έχει 

διαφορετική επίδραση στην υποξία στις δύο κυτταρικές σειρές που µελετήθηκαν, 

προκαλώντας αύξηση του κυτταρικού πολλαπλασιασµού στα καρκινικά κύτταρα 

HCC1937, αλλά µείωση στα ανθρώπινα ε µβρυϊκά νεφρικά κύτταρα ΗΕΚ293. Η 

διαφορά αυτή µπορεί να οφείλεται στα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά των καρκινικών και 

εµβρυϊκών κυτταρων αλλά και στην ενεργοποίηση διαφορετικών σηµατοδοτικών 

µονοπατιών.  Όσον αφορά την επίδραση της απαλοιφής της CYLD στον HIF-1α τα 

αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας δείχνουν ότι σε συνθήκες υποξίας, η απουσία 

της CYLD µειώνει την επαγωγή του στην καρκινική σειρά HCC1937, ενώ προκαλεί 

αύξηση των επιπέδων της πρωτεΐνης HIF-1α στην κυτταρική σειρά των εµβρυϊκών 

κυττάρων HEK293, χωρίς ωστόσο να γνωρίζουµε αν τα αποτελέσµατα αυτά είναι 

στατιστικά σηµαντικά, λόγω του µικρού αριθµού των πειραµάτων. Τέλος και στις δύο 

κυτταρικές σειρές, η απαλοιφή του γονιδίου της CYLD οδηγεί σε µειωµένη 

µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 σε νορµοξία και υποξία, χωρίς να επηρεάζει 

σηµαντικά την ενεργοποίησή του σε συνθήκες υποξίας.  
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