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Η παρούσα διδακτορική διατριβή υλοποιήθηκε µε την υποστήριξη του Ιδρύµατος 

Κρατικών Υποτροφιών (ΙΚΥ) µε υποτροφία προς την κ. Αγγελική Καραγιώτα στα πλαίσια 

της Πράξης «Ενίσχυση του ανθρώπινου ερευνητικού δυναµικού µέσω της υλοποίησης 

διδακτορικής έρευνας» - MIS 5000432 που πραγµατοποιήθηκε µε πόρους του 

Επιχειρησιακού Προγράµµατος «Ανάπτυξη Ανθρώπινου Δυναµικού, Εκπαίδευση και Δια 

Βίου Μάθηση», 2014-2020 µε τη συγχρηµατοδότηση του Ευρωπαϊκού Κοινωνικού Ταµείου 

(ΕΚΤ) και του Ελληνικού Δηµοσίου. 

Μέρος της διατριβής υποστηρίχθηκε από τη δράση «ΑΡΙΣΤΕΙΑ ΙΙ» και στα πλαίσια του 

έργου «Κωδ. 3129, Ακρωνύµιο HYPOXYTARGEΤ, Στόχευση των επαγόµενων από την 

υποξία µεταγραφικών παραγόντων HIF στη φλεγµονή και τον καρκίνο (Targeting the 

hypoxia-inducible transcription factors HIFs in inflammation and cancer)» που 

συγχρηµατοδοτήθηκε από το Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταµείο (ΕΚΤ) και Εθνικούς Πόρους  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

© 2018 Αγγελική Καραγιώτα 

 

 

Η έγκριση της διδακτορικής διατριβής από το Τµήµα Ιατρικής της Σχολής Επιστηµών Υγείας 

του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας δεν υποδηλώνει αποδοχή των απόψεων του συγγραφέα 

(σύµφωνα µε τις διατάξεις του άρθρου 202, παράγραφος 2 του Ν.5343/1932). 
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Εγκρίθηκε από τα Μέλη της Επταµελούς Εξεταστικής Επιτροπής (7η/20-12-2018 ΓΣΕΣ): 
  

 

1ος Εξεταστής  Ηλίας Μυλωνής 
(Επιβλέπων)  Επίκουρος Καθηγητής Βιοχηµείας, Τµήµα Ιατρικής, Πανεπιστήµιο 
                         Θεσσαλίας 
 
 
 
 
2ος Εξεταστής  Γεώργιος Σίµος  
                Καθηγητής Βιοχηµείας, Τµήµα Ιατρικής, Πανεπιστήµιο Θεσσαλίας 
 
 
 
 
3ος  Εξεταστής  Γεωργία Χαχάµη 
                          Λέκτορας Κυτταρικής Βιοχηµείας, Τµήµα Ιατρικής, Πανεπιστήµιο  
     Θεσσαλίας 
 
 
 
 
4ος  Εξεταστής  Ελένη Γεωργάτσου 

Αναπληρώτρια Καθηγήτρια Βιοχηµείας - Μοριακής Βιολογίας, Τµήµα 
Ιατρικής, Πανεπιστήµιο Θεσσαλίας 

 
 
 
 
5ος  Εξεταστής  Παναγιώτης Λιάκος 

Αναπληρωτής Καθηγητής Ιατρικής Βιοχηµείας, Τµήµα Ιατρικής, 
Πανεπιστήµιο Θεσσαλίας  

 
 
 
 
6ος  Εξεταστής  Ανδρέας Τσακάλωφ   

Αναπληρωτής Καθηγητής Ιατρικής Χηµείας, Τµήµα Ιατρικής, Πανεπιστήµιο 
Θεσσαλίας  

  
 
 

 
7ος  Εξεταστής  Ευφροσύνη Παρασκευά 

  Αναπληρώτρια Καθηγήτρια Κυτταρικής Φυσιολογίας, Τµήµα Ιατρικής, 
Πανεπιστήµιο Θεσσαλίας  
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ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 

Η παρούσα εργασία εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Βιοχηµείας του Τµήµατος Ιατρικής της 

Σχολής Επιστηµών Υγείας του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας µε επιβλέποντα τον Επίκουρο 

Καθηγητή Βιοχηµείας κ. Η. Μυλωνή. Αισθάνοµαι τυχερή που είχα την ευκαιρία να ενταχθώ 

στο εργαστήριο αυτό, να γνωρίσω και να συνεργαστώ µε τα αξιόλογα µέλη του. Για το λόγο 

αυτό, θα ήθελα να ευχαριστήσω θερµά όλους όσους συνέβαλαν στην διεκπεραίωση της 

διδακτορικής µου διατριβής και ιδιαιτέρως τα µέλη της τριµελούς επιτροπής, στα οποία 

οφείλω την εργαστηριακή µου εκπαίδευση, την αγάπη µου για την επιστήµη και την 

καλλιέργεια της επιστηµονικής σκέψης, και τα οποία αποτελούν πρότυπα για µένα.  

Αρχικά, θα ήθελα να ευχαριστήσω µέσα από τον καρδιά µου τον επιβλέποντα µου κ. Η. 

Μυλωνή, για την ανάθεση της διατριβής, την καθοδήγησή του ήδη από το στάδιο του 

µεταπτυχιακού και όλες τις γνώσεις που µου µετέδωσε, για την πολύτιµη βοήθεια, τη στήριξή 

του σε κάθε δύσκολο βήµα µου, για την εµπιστοσύνη που µου έδειξε αλλά και την υποµονή, 

την επιµονή και την πραότητά του. Οι απέραντες γνώσεις του και το ήθος του ήταν 

παράδειγµα για µένα στο δρόµο για την κατάκτηση του διδακτορικού µου.  

Επιπλέον ένα πολύ µεγάλο ευχαριστώ θα ήθελα να εκφράσω προς την κ. Γ. Χαχάµη, 

Λέκτορα Κυτταρικής Βιοχηµείας, υπό την καθοδήγηση της οποίας πραγµατοποιήθηκε ένα 

σηµαντικό µέρος της διατριβής µου. Την ευχαριστώ ιδιαίτερα για την υπέροχη συνεργασία 

µας, την ψυχολογική υποστήριξη που µου παρείχε, τις πολύτιµες συµβουλές, τις 

εποικοδοµητικές συζητήσεις µας, την εµπιστοσύνη, την υποµονή της αλλά και τον ευχάριστο 

χαρακτήρα της.  

Πέρα από την εξαιρετική συνεργασία µας στα πλαίσια της διδακτορικής διατριβής, ο κ. 

Μυλωνής και η κ. Χαχάµη στάθηκαν δίπλα µου όλα αυτά τα χρόνια ως πραγµατικοί φίλοι και 

µου έδειξαν απεριόριστη φροντίδα, έτσι ώστε κατέχουν ξεχωριστή θέση στην καρδιά µου.  

Στη συνέχεια, θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Διευθυντή του εργαστηρίου Βιοχηµείας, 

Καθηγητή Βιοχηµείας και µέλος της τριµελούς επιτροπής κ. Γ. Σίµο, τον οποίο εκτιµώ και 

θαυµάζω απεριόριστα. Τον ευχαριστώ για την ευκαιρία που µου έδωσε εντάσσοντας µε στο 

εργαστήριο του, για τις καίριες συµβουλές, την παρακολούθηση και το συντονισµό όλης της 

προόδου της διατριβής µου, το τελικό αποτέλεσµα της οποίας δεν θα ήταν το ίδιο χωρίς τη 

δική του συµβολή. 

Νιώθω πολύ τυχερή που αυτοί οι  λαµπροί επιστήµονες και αξιόλογοι άνθρωποι 

αποτέλεσαν τους µέντορές µου. 
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Ευχαριστώ επίσης θερµά όλα τα υπόλοιπα µέλη της Επταµελούς Εξεταστικής Επιτροπής, 

κ. Ε. Γεωργάτσου, κ. Π. Λιάκο, κ. Α. Τσακάλωφ και κ. Ε. Παρασκευά, για τις χρήσιµες 

παρατηρήσεις τους και το χρόνο που διέθεσαν για την αξιολόγηση της προόδου µου και της 

διατριβής µου. 

Ένα πολύ θερµό ευχαριστώ θα ήθελα να πω και σε όλα τα µέλη του Εργαστηρίου 

Βιοχηµείας, µεταδιδάκτορες, διδακτορικούς και µεταπτυχιακούς φοιτητές, για την άψογη 

συνεργασία, το ευχάριστο και οικογενειακό κλίµα εντός του εργαστηρίου καθώς και την 

παρέα και φιλία τους όλα αυτά τα χρόνια. 

Τέλος, θα ήθελα µέσα από την καρδιά µου να εκφράσω το µεγαλύτερο ευχαριστώ στους 

λατρεµένους µου γονείς Κωνσταντίνο και Κατερίνα, στα αδέρφια µου Βαγγέλη και Νικόλα, 

στον σύντροφό µου Βασίλη και στους φίλους µου, οι οποίοι µε στήριξαν σε όλη τη διάρκεια 

αυτής της προσπάθειας και µε βοήθησαν να ξεπεράσω κάθε ψυχολογικό εµπόδιο και 

δυσκολία, και που πίστεψαν στις ικανότητές µου ενθαρρύνοντάς µε σε κάθε µου βήµα.  

 

 

 

 

Αγγελική Καραγιώτα 
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Στους γονείς µου, Κωνσταντίνο και Κατερίνα,  

που αποτελούν το µεγαλύτερο στήριγµά µου σε κάθε µου βήµα 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στους καθηγητές µου, κ. Ηλία Μυλωνή και κ. Γεωργία Χαχάµη 
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ΣΥΝΤΟΜΟ ΒΙΟΓΡΑΦΙΚΟ 
 

ΠΡΟΣΩΠΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ 

Ονοµατεπώνυµο : Καραγιώτα Αγγελική 

Ηµεροµηνία γέννησης : 25-02-1990 

Διεύθυνση: Παλαιολόγου 92, Καρδίτσα 

Τηλέφωνο επικοινωνίας : 2410-685583 & 6981824690 

e-mail: akaragi@med.uth.gr 

 

ΣΠΟΥΔΕΣ 

Φεβρουάριος 2015 - Νοέµβριος 2018: Εκπόνηση Διδακτορικής Διατριβής στο Εργαστήριο 

Βιοχηµείας του Τµήµατος Ιατρικής του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας υπό την επίβλεψη του κ. Η . 

Μυλωνή, Επίκουρου Καθηγητή Βιοχηµείας 

Οκτώβριος 2013 - Οκτώβριος 2014: Εκπόνηση Μεταπτυχιακού Διπλώµατος Ειδίκευσης στις 

«Κλινικές Εφαρµογές Μοριακής Ιατρικής» µε ειδίκευση στη Βιοχηµεία, του Τµήµατος Ιατρικής του 

Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας (Βαθµός 9,60 «Άριστα») 

Σεπτέµβριος 2007 - Μάρτιος 2012: Φοίτηση στο Τµήµα Βιολογίας της Σχολής Θετικών Επιστηµών 

του Α.Π.Θ. (Βαθµός πτυχίου 7,27 «Λίαν καλώς») 

2007: Αποφοίτηση από το 4ο Γενικό Λύκειο Καρδίτσας (Βαθµός απολυτηρίου 19 «Άριστα») 

 

ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΗ/ΕΠΑΓΓΕΛΜΑΤΙΚΗ ΕΜΠΕΙΡΙΑ 

Φεβρουάριος 2015 - Νοέµβριος 2018: Διδακτορική διατριβή µε θέµα «Η σηµασία των µηχανισµών 

µετά-µεταφραστικής τροποποίησης των πρωτεϊνών για την κυτταρική απόκριση στην υποξία και την 

εµπλοκή της στην καρκινογένεση» (ως υπότροφος του ΙΚΥ από Δεκέµβριο 2016 – Νοέµβριο 2018) 

Μάρτιος 2015 - Οκτώβριος 2015: Απασχόληση ως Υποψήφια Διδάκτωρ µε σύµβαση έργου στο 

ερευνητικό πρόγραµµα «ΑΡΙΣΤΕΙΑ ΙΙ» µε τίτλο «Στόχευση των επαγόµενων από υποξία 

µεταγραφικών παραγόντων HIF στη  φλεγµονή  και  τον  καρκίνο» (HYPOXYTARGET 3129), µε  

επιστηµονικό υπεύθυνο τον Καθηγητή Βιοχηµείας Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας κ. 

Γ. Σίµο. 

Φεβρουάριος 2014 - Οκτώβριος 2014: Εκπόνηση διπλωµατικής εργασίας µε τίτλο «Μελέτη του 

ρόλου της φωσφορυλίωσης στον υποκυτταρικό εντοπισµό και τη δραστικότητα του επαγόµενου από 

την υποξία παράγοντα 1α (HIF-1α)», στα πλαίσια του µεταπτυχιακού 

Σεπτέµβριος 2010 - Οκτώβριος 2012: Εκπόνηση διπλωµατικής εργασίας µε τίτλο «Προσδιορισµός 

βακτηριοσινών του προβιοτικού βακτηρίου Bacillus subtilis µε χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης – 
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HPLC», στο Εργαστήριο Γενικής Βιολογίας, Τοµέας Γενετικής Ανάπτυξης και Μοριακής Βιολογίας 

του Τµήµατος Βιολογίας, Σχολή Θετικών Επιστηµών, Α.Π.Θ., υπό την επίβλεψη της κ. Μ. Τουράκη, 

Λέκτορα  

Οκτώβριος 2011 - Νοέµβριος 2011: Εκπόνηση πρακτικής άσκησης µε αντικείµενο την 

Υποβοηθούµενη Αναπαραγωγή στο Προηγµένο Ιατρικό Κέντρο ΙΑΚΕΝΤΡΟ 

 

ΔΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ 

1. Angeliki Karagiota, Maria Kourti, George Simos and Ilias Mylonis. HIF-1α-derived cell-

penetrating peptides inhibit ERK-dependent activation of HIF-1 and trigger apoptosis of cancer 

cells under hypoxia. Cellular and Molecular Life Sciences, 2018, DOI: 10.1007/s00018-018-

2985-7. 

2. Angeliki Karagiota, Ilias Mylonis, George Simos and Georgia Chachami. Protein phosphatase 

PPP3CA (calcineurin A) down-regulates hypoxia-inducible factor transcriptional activity. 

Archives of Biochemistry and Biophysics, 2019, DOI: 10.1016/j.abb.2019.02.007. 

 

ΑΝΑΚΟΙΝΩΣΕΙΣ ΣΕ ΣΥΝΕΔΡΙΑ 

1. Karagiota A., Touraki M. (2013) Quantitative determination of the bacteriocins produced by 

the potential probiotic Bacillus subtilis NCIMB 3610 using turbidometric analysis and HPLC. 

Proceedings of the 35th Scientific Conference of Hellenic Association for Biological Sciences 

Nafplio, May 23-25, 2013, 137. 

2. Angeliki Karagiota, George Simos, Ilias Mylonis (2014) Functional analysis of Flag-tagged 

HIF-1α forms carrying mutations inside their ERK-targeted domain. Abstract book, 2ο 

Πανελλήνιο Forum Νέων Επιστηµόνων Θεσσαλονίκη, Νοέµβριος 27, 2014, 47. 

3. Angeliki Karagiota, George Simos, Ilias Mylonis (2014) Functional analysis of Flag-tagged 

HIF-1α forms carrying mutations inside their ERK-targeted domain. Book of Abstracts of the 

65th Congress of the Hellenic Society of Biochemistry and Molecular Biology Thessaloniki, 

November 28-30, 2014, 134. 

4. Mylonis I., Kourti M., Karagiota A., Simos G (2015) Development of peptide inhibitors that 

target the ERK-dependent function of HIF-1α. The FEBS Journal Supplement 1 of the 40th 

Congress of the Federation of the European Biochemical Societies Berlin - Germany, July 4-9, 

2015, 287. 

5. Angeliki Karagiota, Maria Kourti, George Simos, Ilias Mylonis (2016) Cell permeable 

peptides that inhibit activation of HIF-1α by ERK block cancer cell growth under hypoxia. 

Book of abstracts, 4ο Πανελλήνιο Forum Νέων Επιστηµών, Ιωάννινα, Νοέµβριος 24, 2016, 77. 

6. Angeliki Karagiota, Maria Kourti, George Simos, Ilias Mylonis (2016) Cell permeable 

peptides that inhibit activation of HIF-1α by ERK block cancer cell growth under hypoxia. 
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Book of abstracts of the 67th Congress of the Hellenic Society of Biochemistry and Molecular 

Biology Ioannina, November 25-27, 2016, 129. 

7. A. Karagiota, M. Kourti, G. Simos, I. Mylonis (2017) Inhibition of HIF-1α phosphorylation 

by cell-penetrating peptides impairs metabolic adaptation and triggers apoptosis of cancer cells 

under hypoxia. Book of abstracts of the 68th Congress of the Hellenic Society of Biochemistry 

and Molecular Biology Athens, November 10-12, 2017, A10 (Oral presentation). 

8. Angeliki Karagiota, Ilias Mylonis, George Simos and Georgia Chachami (2017) The role of 

de-phosphorylation in the regulation of HIF-1α expression and activity. Book of abstracts of the 

68th Congress of the Hellenic Society of Biochemistry and Molecular Biology Athens, 

November 10-12, 2017, P38. 

9. A. Karagiota, M. Kourti, G. Simos, I. Mylonis (2018) Cell-penetrating peptides inhibiting 

ERK-dependent activation of HIF1α reduce survival and induce apoptosis of cancer cells under 

hypoxia. Abstract book of the 18th FEBS Young Scientists’ Forum, Prague – Czech Republic, 

July 4-7, 2018, 52. 

10.  A. Karagiota, M. Kourti, G. Simos, I. Mylonis (2018) Cell-penetrating peptides inhibiting 

ERK-dependent activation of HIF1α reduce survival and induce apoptosis of cancer cells under 

hypoxia. The 43rd FEBS Congress BIOCHEMISTRY FOREVER Prague 2018, FEBS openBIO 

Supplement 1, July 2018, 211. 

11.  Angeliki Karagiota, Ilias Mylonis, George Simos and Georgia Chachami (2018) Protein 

phosphatase PDP1 regulates HIF activity. Abstracts Book of the 69th Congress of the Hellenic 

Society of Biochemistry and Molecular Biology Larissa, November 23-25, 2018, 172. 

 

ΕΙΔΙΚΕΣ ΓΝΩΣΕΙΣ 

1. ΑΓΓΛΙΚΑ: Certificate of Competency in English, University of Michigan, 2004 

2. ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΚΗ: Πολύ καλό επίπεδο, κάτοχος πιστοποιητικού γνώσης χειρισµού 

Ηλεκτρονικών Υπολογιστών του University Of Cambridge -‐	   International Examinations, IT 

Skills Standard και πιστοποιητικού ECDL 

 

ΥΠΟΤΡΟΦΙΕΣ 

09/12/2016 – 09/12/2018: Υποτροφία  για  διδακτορικές  σπουδές  από  το  Ίδρυµα  Κρατικών  

Υποτροφιών (ΙΚΥ). 

 

ΙΔΙΟΤΗΤΕΣ 

2014 - σήµερα: Αρωγό µέλος της Ελληνικής Εταιρίας Βιοχηµείας και Μοριακής Βιολογίας (ΕΕΒΜΒ) 
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2016: Μέλος  της  οργανωτικής  επιτροπής  του  4ου Πανελλήνιου  Forum Νέων Επιστηµόνων της 

ΕΕΒΜΒ που πραγµατοποιήθηκε στις 24 Νοεµβρίου 2016, στα πλαίσια του 67ου Πανελλήνιου 

Συνεδρίου της ΕΕΒΜΒ, Ιωάννινα 

2018: Πρόεδρος  της  οργανωτικής  επιτροπής  του 6ου Πανελλήνιου  Forum Νέων Επιστηµόνων της 

ΕΕΒΜΒ που πραγµατοποιήθηκε στις 22 Νοεµβρίου 2018, στα πλαίσια του 69ου Πανελλήνιου 

Συνεδρίου της ΕΕΒΜΒ, Λάρισα 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Η υποξία (έλλειψη οξυγόνου) είναι ένα χαρακτηριστικό γνώρισµα των στερεών όγκων και 

µέσω της ενεργοποίησης των επαγόµενων από την υποξία παραγόντων (HIF) προκαλεί 

προσαρµοστικές µεταβολές που προωθούν την εξέλιξη του καρκίνου. Οι HIF έχουν 

συσχετιστεί µε την προαγωγή του καρκίνου και θεωρούνται ελκυστικοί στόχοι για την 

ανάπτυξη αντικαρκινικών θεραπειών. Οι εξαρτώµενες από το οξυγόνο υποµονάδες HIF-α 

ελέγχονται και από άλλους µηχανισµούς που βασίζονται στη φωσφορυλίωση. Παρόλο που 

αρκετές κινάσες έχει δειχθεί ότι ρυθµίζουν τους HIF-α, οι αντίστοιχες πιθανές φωσφατάσες 

που αντισταθµίζουν τη δράση τους παρέµεναν µέχρι τώρα άγνωστες.  

Στο πρώτο µέρος της παρούσας διατριβής, πραγµατοποιήθηκε δοκιµασία διαλογής 

φωσφατασών µε πειράµατα αποσιώπησης µέσω siRNA, η οποία αποκάλυψε ότι οι 

φωσφατάσες ΡΡΡ3CΑ (καλσινευρίνη), που εξαρτάται από το ασβέστιο, και PDP1 

(φωσφατάση της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού 1), που αποφωσφορυλιώνει και 

ενεργοποιεί την πυροσταφυλική αφυδρογονάση (PDH),  επηρεάζουν την ενεργότητα των HIF 

σε συνθήκες υποξίας (1% Ο2), σε καρκινικά κύτταρα HeLa. Αποδείχθηκε πειραµατικά ότι η 

PPP3CA αναστέλλει τους HIF, καθώς η υπερέκφραση ή η ενεργοποίησή της µε ιονοµυκίνη 

µείωσε τη µεταγραφική ενεργότητα των HIF στην υποξία, χωρίς να µεταβάλλει τα 

πρωτεϊνικά επίπεδα των HIF-α, τον υποκυτταρικό εντοπισµό του HIF-1α ή τη σύνδεσή  του 

µε τον HIF-β. Αντίθετα, η υπερέκφραση της PDP1, παρά τον εντοπισµό της στα µιτοχόνδρια,  

αύξησε τη δράση του HIF-1 κατά την υποξία, γεγονός που επέτρεψε, πιθανόν µέσω 

αρνητικής ανατροφοδότησης, τη διατήρηση των επιπέδων φωσφορυλίωσης της PDΗ εξαιτίας 

της επαγωγής της κινάσης PDK1 από τον HIF-1. Ωστόσο, σε πειράµατα 

ανοσοκατακρήµνισης δεν παρατηρήθηκε δηµιουργία συµπλόκου µεταξύ του HIF-1α και της 

PPP3CA ή της PDP1, υποδεικνύοντας ότι οι δύο φωσφατάσες δε δρουν άµεσα στους HIF-α, 

αλλά ρυθµίζουν τη µεταγραφική δραστικότητα των HIF µέσω ενός έµµεσου µηχανισµού.  

Στο δεύτερο µέρος της διατριβής, µελετήθηκε ο ρόλος της φωσφορυλίωσης του HIF-1α από 

τις ERK1/2, µέσω της αναστολής του HIF-1 µε τη χρήση πεπτιδίων που περιέχουν αµινοξικές 

αλληλουχίες του HIF-1α και µπορούν να εµποδίσουν τη φωσφορυλίωση του από τις κινάσες 

ERK1/2. Με  βάση π ροηγούµενες µελέτες του Εργαστηρίου Βιοχηµείας του Τµήµατος 

Ιατρικής του Π.Θ., σύµφωνα µε τις οποίες η φωσφορυλίωση του HIF-1α από τις ERK1/2 στα 

κατάλοιπα Ser641 και Ser643 αυξάνει τη δραστικότητά του παρεµποδίζοντας την εξαγωγή 

του από τον πυρήνα, έγινε σχεδίαση, κλωνοποίηση, υπερέκφραση σε βακτήρια και 
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αποµόνωση σε καθαρή µορφή πεπτιδίων που περιέχουν τη φυσική αλληλουχία της περιοχής 

ETD (ERK1/2 Targeted Domain, αµινοξέα 616-658) του HIF-1α ή µορφές της ETD που 

έφεραν µεταλλάξεις που καταστρέφουν τις θέσεις φωσφορυλίωσης από τις κινάσες ERK1/2 

(ETD-SA) ή  µιµούνται τη φωσφορυλίωση αυτή (ETD-SE) ή καταστρέφουν το σήµα 

πυρηνικής εξαγωγής του HIF-1α (ETD-ΙΑ). Τα πεπτίδια αυτά έφεραν επίσης στο αµινοτελικό 

τους άκρο την αλληλουχία ΤΑΤ του ιού ΗIV, που προσδίδει ικανότητα διείσδυσης στα 

κύτταρα, και στο καρβοξυτελικό τους άκρο τον επίτοπο Flag, που επιτρέπει την ανίχνευσης 

τους µε ειδικό αντίσωµα. Όταν τα πεπτίδια αυτά προστέθηκαν στο µέσο καλλιέργειας 

κυττάρων ηπατοκαρκινώµατος Huh7 σε συνθήκες υποξίας (1% Ο2), εισήλθαν στο εσωτερικό 

των κυττάρων, και όλα, εκτός από το ETD-SA, συσσωρεύτηκαν στον πυρήνα, προκάλεσαν 

τη µετατόπιση του ενδογενούς HIF-1α στο κυτταρόπλασµα, µείωσαν τη  µεταγραφική 

δραστικότητα του HIF-1 και εµπόδισαν την έκφραση γονιδίων-στόχων του HIF-1, χωρίς 

όµως να επηρεάσουν την έκφραση γονιδίων-στόχων του HIF-2. Επίσης τα πεπτίδια TAT-

ETD που εντοπίζονται στον πυρήνα ανέστειλαν τη µεταβολική προσαρµογή, τη 

µετανάστευση και την ικανότητα σχηµατισµού αποικιών των καρκινικών κυττάρων και 

αύξησαν το  θάνατό τους ενεργοποιώντας την απόπτωση, αποκλειστικά κάτω από συνθήκες 

υποξίας. Τα δεδοµένα αυτά αποδεικνύουν τη σηµασία της φωσφορυλίωσης του HIF-1α από 

τις κινάσες ERK1/2 για την επιβίωση των καρκινικών κυττάρων σε συνθήκες υποξίας και 

επιπλέον, προτείνουν τη χρήση των κυτταροδιεισδυτικών πεπτιδίων ΤΑΤ-ETD ως έναν 

αποτελεσµατικό τρόπο για την ειδική αναστολή της δράσης του HIF-1 και των εξαρτώµενων 

από τον HIF-1 βιολογικών λειτουργιών, που επιτρέπουν τόσο την κυτταρική προσαρµογή στη 

υποξία, όσο και την ανάπτυξη των στερεών όγκων. 
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SUMMARY 
 

Hypoxia (oxygen deprivation) is a typical aspect of solid tumors and evokes changes that 

promote cancer, mainly by activating a small family of transcriptional activators called 

Hypoxia Inducible Factors (HIFs). HIFs have indeed been associated with tumorigenesis and 

are, therefore, considered valid targets of anticancer therapy. The oxygen-sensitive HIF-α 

subunit is additionally controlled by mechanisms involving phosphorylation. Although 

several kinases are known to regulate HIF-α, the corresponding counteracting phosphatases 

remain so far unknown.  

The first part of this thesis concerns the identification of phosphatases that regulate HIF 

activity. A phosphatome siRNA screening was performed and revealed that two phosphatases, 

PPP3CA (calcineurin), a calcium-dependent phosphatase, and PDP1 (Pyruvate 

Dehydrogenase Phosphatase 1), an activator of pyruvate dehydrogenase, affect HIF-

dependent transcriptional activity in HeLa cells under hypoxia (1% O2). Additional 

experiments showed that PPP3CA inhibits HIF activity, since its overexpression or its 

activation by ionomycin reduced HIF transcriptional activity under hypoxic conditions, 

without affecting HIF-α protein levels, HIF-1α subcellular localization or its association with 

HIF-1β. On the other hand, overexpression of PDP1, despite its localization in mitochondria, 

enhanced HIF-1 activity, which, probably through feedback inhibition, allowed preservation 

of the phosphorylation levels of PDH by HIF-1-dependent induction of PDK1. However, 

immunoprecipitation studies did not show any physical interaction between HIF-1α and 

PPP3CA or PDP1, suggesting that both phosphatases do not directly act on HIF-1α but 

regulate HIF activity indirectly.  

The second part of this thesis investigated the possibility to impair the adaptation of cancer 

cells to hypoxia using HIF-1α-derived peptides that inhibit its phosphorylation by ERK. 

Following previous studies by the Laboratory of Biochemistry (Faculty of Medicine, 

University of Thessaly) demonstrating that phosphorylation of HIF-1α by ERK1/2 at Ser641 

and Ser643  stimulates HIF-1α activity by blocking its nuclear export, peptides containing  the 

wild-type sequence of the HIF-1α ETD (ERK1/2-Targeted Domain, amino acids 616-658) or 

ETD forms carrying mutations that destroyed the ERK sites (ETD-SA) or mimicked 

phosphorylation be ERK (ETD-SE) or destroyed the  HIF-1α nuclear export signal (ETD-IA) 

were designed, cloned, overexpressed in bacteria and purified. These peptides also contained 

an N-terminal HIV-derived TAT sequence, allowing penetration inside cells and a C-terminal 
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Flag epitope, allowing their detection by specific antibodies. When these peptides were added 

in the culture medium of hepatocarcinoma Huh7 cells grown under hypoxia (1% O2), they 

entered the cells and all forms, except ETD-SA, were localized inside the nucleus, caused 

HIF-1α mislocalization to the cytoplasm, significantly reduced HIF-1 activity and impaired 

the induction of HIF-1 target genes, without, however, affecting the expression HIF-2 specific 

gene targets. Furthermore, the nuclear TAT-ETD peptides inhibited the metabolic adaptation, 

migration and colony formation of cancer cells and triggered their apoptotic death exclusively 

under hypoxia. Taken together, these data demonstrate the importance of ERK-mediated 

modification of HIF-1α for cancer cell survival under hypoxia and, in addition, suggest that 

cell-penetrating TAT-ETD peptides can be used as specific inhibitors of HIF-1 activity and 

HIF-1-dependent processes required for cellular adaptation to hypoxia and solid tumor 

growth.  
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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 
 

AGPAT: 1-acyldlycerol-e-phosphat-O-acyltransferase, ακυλοτρανσφεράση της 3-

φωσφορικής ακυλογλυκερόλης 

ARD1: arrest defective protein-1 

ARNT: Aryl Hydrocarbon Nuclear Translocator 

ATP: Τριφωσφορική αδενοσίνη 

bHLH: basic helix-loop-helix, βασική περιοχή έλικας-θηλιάς-έλικας 

BSA: Αλβουµίνη ορού βοδιού 

CBP: CREB binding protein, πρωτεΐνη πρόσδεσης στον CREB 

CIP: calf-intestinal alkaline phosphatase, αλκαλική φωσφατάση εντέρου µοσχαριού 

cDNA: συµπληρωµατικό DNA 

CK: casein kinase, κινάση καζεΐνης 

CMV: Cytomegalovirus 

CnA: καταλυτική υποµονάδα της καλσινευρίνης 

CnΒ: ρυθµιστική υποµονάδα της καλσινευρίνης 

DAG: diacylglycerol, διακυλογλυκερόλη 

DAPI: 4΄, 6-διαµιδινο-2-φαινυλινδόλιο 

DGAT: diglyceride acyltransferase, ακυλοτρανσφεράση των διγλυκεριδίων 

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DMOG: dimethyloxaloglycine, διµεθυλοξαλογλυκίνη 

DMSO: dimethylsulfoxide, διµεθυλοσουλφοξείδιο 

DNA: deoxyribonucleic acid, δεοξυριβονουκλεϊνικό οξύ 

DTT: dithiothreitol, διθειοθρεϊτόλη 

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid, αιθυλενοδιαµινοτετραοξικό οξύ 

EMT: epithelial-mesenchemal transition, µετάβαση από τον επιθηλιακό στο µεσεγχυµατικό 

φαινότυπο 

EPO: ερυθροποιητίνη 

ER: endoplasmic retculum, ενδοπλασµατικό δίκτυο 

ERK: extacellular signal-regulated kinase, κινάση ρυθµιζόµενη από εξωκυττάρια σήµατα 

FABP: fatty acid binding protein, πρωτεΐνη πρόσδεσης σε λιπαρά  

FASN: fatty acid synthase, συνθάση των λιπαρών οξέων 

FBS: ορός εµβρύου βοός 
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FIH: παράγοντας που αναστέλλει τον HIF 

FGFR: fibroblast growth factor receptor, υποδοχέας του αυξητικού παράγοντα των 

ινοβλαστών 

FSP-1: fibroblast-specific protein 1, ειδική πρωτεΐνη των ινοβλαστών 1 

GLUT-1: glucose transporter 1, µεταφορέας της γλυκόζης 1 

GPAT: glycerol-3-phosphate acyltransferase, ακυλοτρανσφεράση της 3-φωσφορικής 

γλυκερόλης 

GST: τρανσφεράση της γλουταθειόνης 

Hepes: Ν-2-υδροξυαιθυλ-πιπεραζιν-Ν΄-2-αιθανοσουλφονικό οξύ 

HIF: hypoxia-inducible factor, παράγοντας επαγόµενος από την υποξία  

HK: hexokinase, εξοκινάση 

ΗRE: hypoxia-response element, στοιχείο απόκρισης στην υποξία 

Hsp: heat-shock protein, πρωτεΐνη θερµικού σοκ 

INF: interferon, ιντερφερόνη 

IL-6: Ιντερλευκίνη 6 

IPTG: Ισοπροπυλ-1-θειο-β-D-γαλακτοπυρανοζίδιο 

LB: Luria Broth 

LD: lipid droplet, λιποσταγονίδιο 

LDH: lactate dehydrogenase, γαλακτική αφυδρογονάση 

LOX: lysyl oxidase, οξειδάση λυσίνης 

LPA: lysophosphatidic acid, λυσοφωσφατιδικό οξύ 

MPAK: mitogen-activated protein kinase, κινάσες πρωτεϊνών που ενεργοποιούνται από 

µιτογόνα 

MMP: matrix metalloproteinase, µεταλλοπρωτεϊνάση της εξωκυττάριας ουσίας 

mTOR: Στόχος της ραπαµυκίνης 

NES: Nuclear Export Signal, σήµα εξαγωγής από τον πυρήνα 

NF-κB: Nuclear factor kappa-light chain-enhancer of activated B cells, πυρηνικός 

παράγοντας ενίσχυσης της κάπα-ελαφριάς αλυσίδας των ενεργοποιηµένων Β κυττάρων 

NLS: Nuclear Localization Signal, σήµα πυρηνικού εντοπισµού 

ODDD: oxygen-dependent degradation domain, περιοχή οξυγόνο-εξαρτώµενης 

αποικοδόµησης  

PA: phosphatidic acid, φωσφατιδικό οξύ 

PAI-1: Αναστολέας του ενεργοποιητή του πλασµινογόνου 1 

PAS: Per-Arnt-Sim 
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PBS: phosphate buffer saline, διάλυµα φυσιολογικής συγκέντρωσης φωσφορικών ιόντων 

PCR: polymerase chain reaction, αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης  

PDK1: pyruvate dehydrogenase kinase 1, κινάση της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού 1 

PDP1: pyruvate dehydrogenase phosphatase 1, φωσφατάση της αφυδρογονάσης του 

πυροσταφυλικού 1 

PGK: Κινάση του φωσφογλυκερινικού οξέος 

PHD: prolyl hydroxylase, πρόλυλο-υδροξυλάση 

PI3K: Κινάση της 3-φωσφατιδυλο-ινοσιτόλης 

PMSF: phenyl methyl sulfonyl fluoride, φαινυλο-µεθυλο-σουλφονυλο-φθορίδιο.  

PTEN: phosphatase and tensin homolog, οµόλογο φωσφατάσης και τενσίνης 

P4HA1: Α1 υποµονάδα της 4-προλυλο-υδροξυλάσης του κολλαγόνου 

RNA: Ριβονουκλεϊνικό οξύ 

ROS: Ενεργές ρίζες οξυγόνου 

SDS: Δωδεκάκιλο-θειικό νάτριο 

Stat3: signal transducer and activator of transcription 3, µεταγωγέας σήµατος και 

ενεργοποιητής της µεταγραφής 3 

SUMO: Small ubiquitin-like modifier, µικρός τροποποιητής τύπου ουβικιτίνης 

SV40: Simian Virus 40 

TAD: trans-activation domain, περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής 

TAE: Tris-οξικό οξύ-EDTA 

TGs: triglycerides, τριγλυκερίδια 

TGF-α: tranforming growth factor α, αυξητικός παράγοντας µετασχηµατισµού α 

TEMED: Ν,Ν,Ν,Ν-τετραµεθυλο-αιθυλενο-διαµίνη 

TNF-α: Παράγοντας νέκρωσης όγκων 

Tris: Τρις-υδροξυµεθυλ-αµινοµεθάνιο 

VEGF: Αυξητικός παράγοντας των ενδοθηλιακών κυττάρων 

VHL: von Hippel-Lindau 
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A. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
  

A.1 Η υποξία 

Ως υποξία ορίζεται η κατάσταση κατά την οποία τα διαθέσιµα επίπεδα οξυγόνου 

µειώνονται σηµαντικά σε κύτταρα ή  ιστούς. Η έλλειψη οξυγόνου συναντάται σε 

φυσιολογικές συνθήκες, όπως είναι η παραµονή σε µεγάλο υψόµετρο ή κατά την έντονη 

σωµατική άσκηση. Θεωρείται απαραίτητο ερέθισµα για την επίτευξη σηµαντικών 

λειτουργιών του ανθρώπινου οργανισµού, όπως είναι η οµαλή εµβρυογένεση, η διατήρηση 

της πολυδυναµίας των στελεχιαίων κυττάρων και η  ερυθροποίηση. Η υποξία χαρακτηρίζει 

όµως και πολλές παθολογικές καταστάσεις, συµπεριλαµβανοµένων των πνευµονικών 

παθήσεων, των ισχαιµιών και του καρκίνου. Όσον αφορά στον καρκίνο, ο ι στερεοί όγκοι 

συχνά εµφανίζουν υποξικές περιοχές, εξαιτίας της δηµιουργίας ανισορροπιών µεταξύ της 

απαίτησης των κυττάρων για οξυγόνο και της προµήθειας οξυγόνου από τα αγγεία. Η υποξία 

εµφανίζεται σε προχωρηµένα στάδια της ανάπτυξης ενός όγκου, όταν εξαιτίας του αυξηµένου 

πολλαπλασιασµού και της συσσώρευσης των κυττάρων, δηµιουργείται κακή αγγείωση στο 

κέντρο του όγκου (1). Η παρατεταµένη έκθεση σε πλήρη απουσία οξυγόνου, κατάσταση που 

ονοµάζεται ανοξία, οδηγεί σε νέκρωση των κυττάρων.  

Προκειµένου να επιβιώσουν, τ α κύτταρα έχουν αναπτύξει προσαρµοστικούς 

µηχανισµούς στην έλλειψη οξυγόνου. Οι µηχανισµοί αυτοί περιλαµβάνουν τον 

επαναπρογραµµατισµό του µεταβολισµού ώστε να λειτουργεί στα χαµηλά επίπεδα οξυγόνου, 

την παραγωγή ερυθροκυττάρων και την αγγειογένεση ώστε να συντελείται επαρκής 

οξυγόνωση των κυττάρων και την ανθεκτικότητα στην απόπτωση. Οι προσαρµοστικές  αυτές 

µεταβολές επάγονται από την υποξία, η οποία διεγείρει έναν καταρράκτη διαδοχικών 

γεγονότων. Τα υποξικά κύτταρα διέρχονται από µια πρώιµη και ταχεία φάση, κατά την οποία 

µεταβάλλεται η δραστικότητα διαφόρων ενζύµων και επάγονται οι µετά-µεταφραστικές 

τροποποιήσεις πολλών µορίων. Η φάση αυτή ακολουθείται από µια χρόνια κατάσταση, η 

οποία περιλαµβάνει αλλαγές στη λειτουργιών των πρωτεϊνών, στη µεταγραφή γονιδίων και 

την πρωτεϊνοσύνθεση (2).  

 

Α.2 Η οικογένεια των παραγόντων που επάγονται από την υποξία, (Hypoxia Inducible 

Factors, HIF) 

Οι βασικοί τελεστές της κυτταρικής απόκρισης στην υποξία, είναι τα µέλη της 

οικογένειας των παραγόντων που επάγονται από την υποξία, HIF (Hypoxia Inducible 
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Factors). Πρόκειται για µεταγραφικούς ενεργοποιητές, οι  οποίοι επάγοντας τη µεταγραφή 

γονιδίων, διαµεσολαβούν την πραγµατοποίηση των προσαρµοστικών αλλαγών σε συνθήκες 

υποξίας, τόσο φυσιολογικών όσο και µεταµορφωµένων κυττάρων (3). Οι HIF διαθέτουν µια 

δοµική επικράτεια έλικας-θηλιάς-έλικας, µέσω της οποίας δεσµεύονται στο DNA, που τους 

κατατάσσει στην ευρύτερη οικογένεια µεταγραφικών παραγόντων bHLH – PAS (basic Helix-

Loop-Helix - Per-ARNT-Sim) (4). Συνιστούν ετεροδιµερή σύµπλοκα, αποτελούµενα από µια 

β-υποµονάδα η οποία εκφράζεται σταθερά, και µια α-υποµονάδα, η σταθεροποίηση της 

οποίας ελέγχεται αυστηρά από τα επίπεδα του οξυγόνου. Έχουν βρεθεί 3 ισοµορφές της α -

υποµονάδας, που κωδικοποιούνται από διαφορετικά γονίδια. Ο HIF-1α χαρακτηρίστηκε 

πρώτη φορά από τον Semenza και τους συνεργάτες του, το 1995, ως πυρηνικός παράγοντας 

826 αµινοξέων, που σχηµατίζει σύµπλοκο µε τον HIF-β ή ΑRNT (Αryl hydrocarbon Receptor 

Nuclear Translocator) και δεσµεύεται στο DNA ως απόκριση σε συνθήκες υποξίας (5), (6). 

Αρκετά σύντοµα ανακαλύφθηκε ο  HIF-2α ή EPAS όπως αρχικά ονοµάστηκε, από πολλές 

διαφορετικές οµάδες (7), (8), (9). Η αλληλουχία του HIF-2α έχει µέγεθος 870 αµινοξέων και 

εµφανίζει µεγάλη ο µολογία µε του HIF-1α. O HIF-2α λειτουργεί ως µεταγραφικός 

παράγοντας κατά παρόµοιο τρόπο, ετεροδιµεριζόµενος µε τον ARNT στην υποξία και η 

έκφραση του, σε αντίθεση µε τον HIF-1α, είναι ιστοειδική και περιορίζεται κυρίως στο ήπαρ, 

πνεύµονες, νεφρούς, καρδιά, εγκέφαλο και έντερο (10). Η τρίτη ισοµορφή που περιγράφηκε, 

HIF-3α, είναι λιγότερο µελετηµένη. Παρουσιάζει πολύ µικρότερη οµοιότητα µε τις άλλες δύο 

ισοµορφές και διαφορετικά λειτουργικά χαρακτηριστικά (11). Η έκφρασή της περιορίζεται σε 

ιστούς όπως η καρδιά, οι  πνεύµονες και οι  νεφροί (12). Διαθέτει πολλά εναλλακτικά 

µατισµένα µετάγραφα (τουλάχιστον 6), µε το HIF-3α4 (IPAS) να µην είναι οξυγόνο-

ευαίσθητο, να µην λειτουργεί ως µεταγραφικός ενεργοποιητής, αλλά να ρυθµίζει αρνητικά 

τον HIF-1α, παρεµποδίζοντας το διµερισµό του µε τον ARNT και τη δέσµευση στο DNA 

(13), (14), (15, 16) (Εικόνα 1).  

O HIF-β είναι µια πρωτεΐνη 789 αµινοξέων για την οποία έχουν περιγραφεί δύο 

ισοµορφές (ARNT, ARNT2) (17). Διαθέτει σήµα πυρηνικού εντοπισµού (NLS) που ρυθµίζει 

την είσοδό του στον πυρήνα µέσω αλληλεπίδρασης µε τις ι µπορτίνες α/β (18). O ARNT 

συµµετέχει σε δύο διακριτά σηµατοδοτικά µονοπάτια ως απόκριση σε στρεσογόνες 

συνθήκες: στην οδό του υποδοχέα AhR (Aryl Hydrocarbon Receptor) σε συνθήκες έκθεσης 

σε διοξίνες και στην οδό των HIF σε συνθήκες υποξίας (19). Σύµφωνα µε την βιβλιογραφία, 

ο ARNT δεν επηρεάζεται από την υποξία και η έκφρασή του είναι συνεχής και σταθερή, 

ανεξάρτητα από τα επίπεδα του οξυγόνου. Ωστόσο, πρόσφατες µελέτες που υποστηρίζουν ότι 
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ο ARNT ρυθµίζεται από την υποξία σε συγκεκριµένες καρκινικές κυτταρικές σειρές, 

υποδεικνύοντας ένα καινούριο ρόλο του ARNT στην ογκογένεση (20, 21). 

Σε φυσιολογικές συγκεντρώσεις οξυγόνου, η α -υποµονάδα αποικοδοµείται συνεχώς, 

αλλά σταθεροποιείται και συσσωρεύεται ταχύτατα µέσα στον πυρήνα όταν τα κύτταρα 

εκτεθούν σε συνθήκες χαµηλής συγκέντρωσης οξυγόνου. Εκεί συναντά τον ARNT, µε τον 

οποίο διµερίζεται και συγκροτεί ένα λειτουργικό σύµπλοκο. Προκειµένου να εκδηλώσουν τη 

δράση τους ως µεταγραφικοί παράγοντες, οι HIF δεσµεύονται στο DNA, σε συγκεκριµένες 

θέσεις, που ονοµάζονται στοιχεία απόκρισης στην υποξία (Hypoxia-Response Elements, 

HRE). Τα HRE αποτελούν το συντηρηµένο µοτίβο 5'-(A/G)CGTG-3', και εντοπίζονται στους 

υποκινητές ή ενισχυτές των γονιδίων-στόχων της υποξίας. Μετά την πρόσδεση των HIF στα 

HRE, οι HIF-α προσελκύουν διάφορους συνενεργοποιητές, όπως είναι οι συµπαράγοντες της 

µεταγραφής, οι  ακετυλο-τρανσφεράσες που πραγµατοποιούν την ακετυλίωση των ιστονών, 

το σύµπλοκο αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης και η RNA πολυµεράση, προκειµένου να 

επάγουν τη µεταγραφή των γονιδίων που εµπλέκονται στη ρύθµιση της απαίτησης και της 

προµήθειας οξυγόνου στα κύτταρα (22). Παρότι το γονιδίωµα διαθέτει πληθώρα πιθανών 

HRE, µόνο στο 1% αυτών δεσµεύονται οι HIF, σύµφωνα µε αναλύσεις ανοσοκατακρήµνισης 

χρωµατίνης και αλληλούχισης (ChiP-Seq) (23), (24, 25), (26).  

 

Α.2.1 Η δοµή των παραγόντων HIF 

Τα µέλη της οικογένειας των  HIF εµφανίζουν δοµικά συντηρηµένες επικράτειες. Οι 3 

ισοµορφές της α-υποµονάδας και ο ARNT διαθέτουν στο αµινοτελικό τους άκρο την περιοχή 

bHLH, η οποία είναι απαραίτητη για τη σύνδεση µε το DNA και τις περιοχές 

ετεροδιµερισµού PAS-A και PAS-B. Στο καρβοξυτελικό τους άκρο, οι HIF-1α και HIF-2α 

διαθέτουν δύο περιοχές µεταγραφικής ενεργοποίησης, Ν -TAD και C-TAD (Transactivation 

Domains), στις οποίες δεσµεύονται συµπαράγοντες της µεταγραφής, όπως ο  p300/CBP. Οι 

περιοχές αυτές διαµεσολαβούν την επαγωγή της µεταγραφής των γονιδίων-στόχων των HIF 

(Εικόνα 1). Οι περιοχές TAD διαχωρίζονται από µία ενδιάµεση περιοχή που καλείται 

ανασταλτική περιοχή (Inhibitory Domain, ID), η αποµάκρυνση της οποίας οδηγεί σε αύξηση 

της µεταγραφικής ενεργότητας (27). Τέλος η α-υποµονάδα φέρει τη περιοχή οξυγόνο-

εξαρτώµενης ρύθµισης, ODD (Oxygen-dependent Degradation Domain), η οποία 

αλληλεπικαλύπτεται εν µέρει µε την περιοχή N-TAD (Εικόνα 1), (4). 

Η περιοχή bHLH παρουσιάζει 85% ο µοιότητα στην αλληλουχία µεταξύ των HIF-α 

υποµονάδων, ενώ οι περιοχές PAS είναι περίπου 70% ταυτόσηµες µεταξύ των HIF-1α και 
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HIF-2α. Συγκριτικά, οι bHLH και PAS περιοχές του HIF-3α έχουν αντίστοιχα 74% και 52-

58% οµοιότητα µε τους HIF-1α και HIF-2α (4).	  

Πολλές από τις ισοµορφές του HIF-3α φέρουν την N-TAD, αλλά τους λείπει η C-TAD 

περιοχή. Πρόσφατες µελέτες στον οργανισµό zebrafish έδειξαν ότι η ισοµορφή αυτή δρα ως 

µεταγραφικός παράγοντας και ταυτοποιήθηκαν γονίδια στόχοι του, στα οποία προσδένεται σε 

άτυπα HRE (28). Παρόλα αυτά στο καρβοξυτελικό τους άκρο φέρουν ένα διαφορετικό 

δοµικό µοτίβο (φερµουάρ λευκίνης, Εικόνα1) µε άγνωστη έως τώρα λειτουργία (15), (16). Η 

καλύτερα χαρακτηρισµένη ισοµορφή HIF-3α4 δεν έχει καθόλου TAD περιοχές και 

λειτουργεί όπως αναφέρθηκε παραπάνω, ως αρνητικός ρυθµιστής του HIF-1α (14), (15). 

 

                  
Εικόνα 1: Οι δοµικές επικράτειες των µελών της οικογένειας των HIF. Οι παράγοντες HIF αποτελούνται από 

συντηρηµένες περιοχές που εµπλέκονται στη σύνδεση τους µε το DNA (έλικα-βρόχος-έλικαα, bHLH), την 

αλληλεπίδραση µεταξύ α-υποµονάδας και ARNT (PAS-Α και PAS-Β), την οξυγόνο-εξαρτώµενη αποικοδόµηση 

τους (ODD) και τη µεταγραφική ενεργοποίηση (Ν-TAD, C-TAD) (29). 

 

Στο µόριο του HIF-1α έχουν επιπλέον βρεθεί και χαρακτηριστεί δύο ειδών συντηρηµένες 

αλληλουχίες, οι οποίες λειτουργούν ως σήµατα που καθορίζουν τη µετακίνηση του προς και 

από τον πυρήνα. Η εκδήλωση της δράσης του HIF-1α ως µεταγραφικού παράγοντα εξαρτάται 

από τη συσσώρευσή του στον πυρήνα, µια διαδικασία που διαµεσολαβείται από το σήµα 

πυρηνικού εντοπισµού (NLS). Ο HIF-1α διαθέτει, βάσει αλληλουχίας, τρία βασικά 

«κλασσικά» NLS. Τα δύο από αυτά βρίσκονται στην αµινοτελική (αµινοξέα 17-74) και ένα 

στην καρβοξυτελική περιοχή (αµινοξέα 718-756). Ωστόσο, έχει δειχθεί πειραµατικά ότι µόνο 

το καρβοξυτελικό βασικό NLS (αµινοξέα 716–757) είναι λειτουργικό και αναγνωρίζεται από 

µέλη της οικογένειας των ιµπορτινών α, τα οποία δεσµεύονται στον HIF-1α και τον εισάγουν 
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στον πυρήνα (18) (30, 31) (Εικόνα 2). Παροµοίως µε τον HIF-1α, ο  HIF-2α διαθέτει στην 

ίδια καρβοξυτελική επικράτεια (αµινοξέα 705-742) ένα  συντηρηµένο βασικό NLS (32). 

Παρόλα αυτά, στον HIF-1α η λειτουργία του συγκεκριµένου NLS δεν είναι ο µοναδικός 

µηχανισµός που ρυθµίζει την εισαγωγή του στον πυρήνα, καθώς, καταστροφή του 

καρβοξυτελικού NLS δεν απέκλεισε τον πυρηνικό εντοπισµό του HIF-1α (33). Περισσότερα 

βιβλιογραφικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι η ενεργός µεταφορά του HIF-1α διαµέσω των  

πυρηνικών πόρων πραγµατοποιείται από διαφορετικούς υποδοχείς ι µπορτινών, οπού εκτός 

από τα µέλη της οικογένειας των ιµπορτινών α, περιλαµβάνουν επίσης τις ιµπορτίνες 4 και 7 

(33). Η πρόσδεση στις ιµπορτίνες 4 και 7 διαµεσολαβείται από το αµινοτελικό τµήµα  του 

HIF-1α (αµινοξέα 1-251) (Εικόνα 2). 	  

Ωστόσο, ο  HIF-1α µετατοπίζεται στο κυτταρόπλασµα όταν τα ερεθίσµατα που ευνοούν 

τον πυρηνικό του εντοπισµό και την ενίσχυση της δράσης του, παύουν να υπάρχουν. Η 

διεργασία εξαγωγής του από τον πυρήνα εξαρτάται από µια συντηρηµένη υδρόφοβη 

αλληλουχία που λειτουργεί ως σήµα εξαγωγής από τον πυρήνα (Nuclear Export Signal, 

NES). Στον HIF-1α έχει ταυτοποιηθεί η ύπαρξη ενός άτυπου NES στην καρβοξυτελική του 

επικράτεια (632MEDIKILI639), το οποίο αναγνωρίζεται από την κύρια εξπορτίνη των 

θηλαστικών CRM1 (Chromosome Region Maintenance 1 protein), η οποία προσδένεται στον 

HIF-1α στο σηµείο αυτό και τον εξάγει στο κυτταρόπλασµα (Εικόνα 2). Το συγκεκριµένο 

NES έχει αποδειχθεί ότι αποτελεί το µόνο αποτελεσµατικό τρόπο µεταφοράς του HIF-1α έξω 

από τον πυρήνα, καθώς η µετάλλαξή του οδήγησε σε παγίδευση του HIF-1α µέσα στον 

πυρήνα (34). 

 

             
Εικόνα 2: Δοµικές περιοχές και αλληλεπιδράσεις υπεύθυνες για τη µετακίνηση του HIF-1α προς και από 

τον πυρήνα. Η εισαγωγή του HIF-1α στον  πυρήνα  διαµεσολαβείτε  από µέλη  της  οικογένειας  των  ιµπορτινών, 

µε την ιµπορτίνη α να αναγνωρίζει το καρβοξυτελικό NLS του HIF-1α και τις ιµπορτίνες 4/7 να αλληλεπιδρούν 

µε το αµινοτελικό τµήµα του. Η εξπορτίνη CRM1 προσδένεται στο καρβοξυτελικό NES του HIF-1α και τον 

εξάγει στο κυτταρόπλασµα.  
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Α.2.2 Ο φυσιολογικός ρόλος των HIF και η διαφορική ρύθµιση της µεταγραφής από 

τους HIF-1 και HIF-2 

Οι HIF ρυθµίζουν σηµαντικές φυσιολογικές διεργασίες, που είναι απαραίτητες για την 

προσαρµογή των κυττάρων σε συνθήκες υποξίας, καθώς  επάγουν την έκφραση γονιδίων που 

συµµετέχουν σε ποικίλα βιολογικά µονοπάτια.  

Παρόλο που οι  δύο ισοµορφές του HIF εµφανίζουν µεγάλη οµολογία µεταξύ τους, οι 

ρόλοι τους είναι αρκετά διακριτοί. Ο HIF-1α εκφράζεται σε όλους τους κυτταρικούς τύπους 

και σταθεροποιείται άµεσα µετά από την έκθεση των κυττάρων σε χαµηλές συγκεντρώσεις 

οξυγόνου, ενώ η έκφραση του HIF-2α φαίνεται να είναι ιστό-ειδική. Σ υγκεκριµένα, τα 

πρωτεϊνικά του επίπεδα βρέθηκαν αυξηµένα σε κύτταρα του ενδοθηλίου, του ήπατος, του 

πνεύµονα, της καρδιάς, του εγκεφάλου, του επιθηλίου του παχέος εντέρου και σε µυϊκά 

κύτταρα (3), (10), ενώ, ενεργοποιείται µετά από έκθεση των κυττάρων σε µεγαλύτερης 

διάρκειας υποξία. 

Κάποια γονίδια-στόχοι της υποξίας επάγονται και από τις δύο HIF ισοµορφές, ωστόσο η 

καθεµιά ρυθµίζει ειδικά τη µεταγραφή ενός διαφορετικού σετ γονιδίων. Έτσι, ο  HIF-1 

επηρεάζει περισσότερο κυτταρικές λειτουργίες, εµπλεκόµενος κυρίως στον 

επαναπρογραµµατισµό του µεταβολισµού, καθώς επάγει την ενεργοποίηση των 

γλυκολυτικών ενζύµων και παραγόντων που επηρεάζουν τη λειτουργία των µιτοχονδρίων. 

Αντίθετα, ο  HIF-2 επηρεάζει συστηµικές λειτουργίες, καθώς σχετίζεται περισσότερο µε την 

ερυθροποίηση, το µεταβολισµό του σιδήρου και την αγγειογένεση. 

Ο HIF-1, ελέγχει το µεταβολισµό της γλυκόζης και είναι υπεύθυνος για την εµφάνιση 

του φαινοτύπου Warburg σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου. Επάγει αµέσως µ ετά την 

έκθεση των κυττάρων σε υποξία την έκφραση των µεταφορέων της γλυκόζης (GLUT1 και 

GLUT3) και σχεδόν όλων των γλυκολυτικών ενζύµων, όπως η εξοκινάση ΙΙ  (ΗΚΙΙ) και η 

αφυδρογονάση του γαλακτικού (LDH), οδηγώντας το κύτταρο να χρησιµοποιεί κυρίως την 

αναερόβια γλυκόλυση για την παραγωγή ενέργειας (35), (36). Επίσης, ο HIF-1 επηρεάζει τη 

λειτουργία των µιτοχονδρίων µε πολλούς τρόπους, ένας εκ των οποίων είναι η επαγωγή της 

κινάσης της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού (PDK1). Το ένζυµο αυτό φωσφορυλιώνει 

και αναστέλλει τη λειτουργία της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού, η οποία αποτελεί το 

σηµείο ζεύξης της γλυκόλυσης µε τον κύκλο του Krebs και την οξειδωτική φωσφορυλίωση. 

Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα τη µείωση της κατανάλωσης οξυγόνου από τα µιτοχόνδρια αλλά 

και της παραγωγής ROS, που σχηµατίζονται κατά τη λειτουργία της αλυσίδας µεταφοράς 

ηλεκτρονίων κατά την υποξία (37). Η στροφή προς την αναερόβια γλυκόλυση διασφαλίζει 

την επιβίωση των κυττάρων σε συνθήκες υποξίας (Εικόνα 3). 
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Εικόνα 3: Επαναπρογραµµατισµός του µεταβολισµού από τον HIF-1 και ο φαινότυπος Warburg. Μετά την 

έκθεση σε συνθήκες υποξίας, η  σταθεροποίηση των HIF-α και η  ρύθµιση της µεταγραφής προκαλούν τον 

αντισταθµιστικό επαναπρογραµµατισµό του µεταβολισµού, ο οποίος περιλαµβάνει την αυξηµένη έκφραση του 

µεταφορέα γλυκόζης 1 (GLUT1), της εξοκινάσης (ΗΚ), η  οποία µετατρέπει τη γλυκόζη σε 6-φωσφορική 

γλυκόζη (G6P) και της αφυδρογονάσης του γαλακτικού (LDHA), η  οποία µετατρέπει  το  πυροσταφυλικό  σε  

γαλακτικό οξύ. Ταυτόχρονα, υπάρχει αυξηµένη δράση της κινάσης του πυροσταφυλικού (PKM2), η οποία 

επιβραδύνει την παραγωγή πυροσταφυλικού από το φωσφοενελοπυροσταφυλικό (PEP) και µειωµένη λειτουργία 

της αφυδρογονάσης του  πυροσταφυλικού (PDH), η  οποία  οφείλεται  στην  επαγωγή  της  κινάσης  της  

αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού (PDK1). Το φαινόµενο Warburg προάγει την επιβίωση και τον 

πολλαπλασιασµό των κυττάρων και η ταυτόχρονη υπερπόλωση του δυναµικού της µεµβράνης του µιτοχονδρίου 

προάγει την αποφυγή της εξαρτώµενης από τα µιτοχόνδρια απόπτωσης. ETC: αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων 

(37), τροποποιηµένη. 

 

Πρόσφατα δεδοµένα εµπλέκουν τον HIF-1 και στον επαναπρογραµµατισµό του 

µεταβολισµού των λιπιδίων. Σε συνθήκες υποξίας, η µειωµένη λειτουργικότητα των  

µιτοχονδρίων και η αναστολή της β-οξείδωσης, οδηγούν σε αύξηση της συγκέντρωσης των 

ελεύθερων λιπαρών οξέων. Η υπέρµετρη συσσώρευση όµως των λιπαρών οξέων, µπορεί να 

οδηγήσει σε λιποτοξικότητα και κυτταρικό θάνατο. Έτσι, τα κύτταρα για να επιβιώσουν 

µετατρέπουν τα λιπαρά οξέα σε τριακυλογλυκερόλες, που συσσωρεύονται σε σταγονίδια 
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λίπους. Το φαινόµενο αυτό οφείλεται σε µεγάλο βαθµό στην εξαρτώµενη από τον HIF-1 

επαγωγή των γονιδίων της ακυλοτρανσφεράσης της 1-ακυλο 3-φωσφορικής γλυκερόλης 

(AGPAT2) και της λιπίνης-1 (LPIN1) που εµπλέκονται στο βιοσυνθετικό µονοπάτι των 

τριγλυκεριδίων, µια διαδικασία απαραίτητη για την επιβίωση των κυττάρων στην υποξία (38) 

(Εικόνα 4).  

 

           
Εικόνα 4: Μονοπάτι βιοσύνθεσης της τριακυλογλυκερόλης (TAG) και των γλυκερό-φωσφολιπιδίων. 

GPAT: ακυλοτρανσφεράση της 3-φωσφορικής γλυκερόλης, LPA: λυσοφωσφατιδικό οξύ, AGPAT: 

ακυλοτρανσφεράση της 3-φωσφορικής-1-ακυλογλυκερόλης, PI: φωσφατιδυλοϊνοσιτόλη, PG: 

φωσφατιδυλογλυκερόλη, CL: καρδιολιπίνη, PA: φωσφατιδικό οξύ, PC: φωσφατιδυλοχολίνη, PE: φωσφατιδυλ-

αιθανολ-αµίνες, PS: φωσφατιδυλοσερίνη, DAG: διακυλογλυερόλη, DGAT: ακυλοτρανσφεράση της 

διακυλογλυκερόλης. Τα ένζυµα Lipin1 και AGPAT2 επάγονται από τον HIF-1 (38), τροποποιηµένη. 

 

Ένας άλλος σηµαντικός φυσιολογικός ρόλος των HIF είναι η αγγειογένεση. Πρόκειται 

για τη διαδικασία σχηµατισµού νέων τριχοειδών από τα προϋπάρχοντα αγγεία, µε σκοπό την 

αύξηση της µεταφοράς οξυγόνου στα υποξικά κύτταρα. Οι HIF και κυρίως ο  HIF-2, επάγει 

τη µεταγραφή γονιδίων που διαµεσολαβούν στην αγγειογένεση, όπως είναι διάφοροι 

αυξητικοί παράγοντες, (vascular endothelial growth factor-VEGF, platelet-derived growth 

factor-PDGF, fibroblast growth factor-FGF), η ενδοθηλίνη (EDN1), η αγγειοποιητίνη 1 

(ANGPT1), µεταλλοπρωτεάσες (matrix metalloproteinase-2, MMP2), παράγοντες που 

προωθούν τη διηθητικότητα (plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1) και παράγοντες που 
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διαµεσολαβούν στη µετανάστευση και διαφοροποίηση των επιθηλιακών κυττάρων (octamer-

binding transcription factor 4, OCT4), ώστε τελικά σχηµατίζονται τα νέα αγγεία και 

αποκαθίσταται η παροχή οξυγόνου στις υποξικές περιοχές (39), (40-43) (Εικόνα 5). 

Ο HIF-2α ρυθµίζει επίσης τη µεταγραφή γονιδίων που εµπλέκονται στην ερυθροποίηση 

(erythropoietin, EPO), στην αντιοξειδωτική άµυνα (Superoxide dismutase 2, SOD2) και στον 

πολλαπλασιασµό (Transforming Growth Factor alpha TGF-α, Cyclin D1).  

 

   
Εικόνα 5: Η διαδικασία της αγγειογένεσης. Η υποξική σταθεροποίηση των HIF, οδηγεί σε έκφραση και 

απελευθέρωση από  τα υποξικά κύτταρα προ -αγγειογενετικών παραγόντων, που  κατευθύνονται προς τα 

υπάρχοντα αγγεία. Επίσης, η  ενεργοποίηση των µεταλλοπρωτεασών έχει σαν αποτέλεσµα την αποικοδόµηση 

της βασικής µεµβράνης του υπάρχοντος αγγείου. Η  πρόσδεση των  αυξητικών  παραγόντων, µε  κυριότερο  τον  

VEGF, σε υποδοχείς ενδοθηλιακών κυττάρων του  αγγείου, οδηγεί  στη µετανάστευση ειδικών ενδοθηλιακών 

κυττάρων προς  την  κατεύθυνση  απελευθέρωσης  των  αγγειογενετικών  παραγόντων. Ακολουθεί  διαφοροποίηση  

των ενδοθηλιακών κυττάρων και πολλαπλασιασµός τους, µε τελικό αποτέλεσµα το σχηµατισµό του νέου 

αγγείου. Η αγγειογένεση ολοκληρώνεται µε τη σταθεροποίηση και ωρίµανση του νέου αγγείου και την παροχή 

οξυγόνου στα υποξικά κύτταρα (Cancer Research Product Guide, Edition 3, 2015, τροποποιηµένη).  

 

Η διαφορική ικανότητα ρύθµισης της µεταγραφής από τους HIF, οφείλεται επίσης στο 

γεγονός ότι οι δύο ισοµορφές συνεργάζονται και µε άλλους µεταγραφικούς παράγοντες για 

την επαγωγή των γονιδίων-στόχων τους, οι οποίοι διαφέρουν µεταξύ των HIF-1 και HIF-2. 

Γειτονικά των HRE στους υποκινητές καλά χαρακτηρισµένων γονιδίων-στόχων των HIF, 

έχουν βρεθεί αλληλουχίες αναγνώρισης και δέσµευσης άλλων µεταγραφικών παραγόντων 

(44). Ο παράγοντας STAT3 δρα συνεργατικά µε τ ον HIF-1α για την προσέλκυση της 
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RNAPII και την επαγωγή γ ονιδίων-στόχων του HIF-1, όπως VEGF (vascular endothelial 

growth factor), CAIX (carbonic anhydrase IX), PGK1 (Phosphoglycerate kinase 1) (40). O 

HIF-2α επίσης λειτουργεί σε συνεργασία µε άλλους παράγοντες που δεσµεύονται στο DNA, 

όπως οι  USF2 (Upstream Stimulatory factor 2), SP1 (Specificity Protein 1) και ELK (ETS 

Transcription Factor), οι οποίοι δρουν στον ίδιο ενισχυτή (45-49).  

Διάφορες ο µάδες τέλος υποστήριξαν ότι η περιοχή N-TAD ευθύνεται για την 

επιλεκτικότητα των γονιδίων, καθώς παίζει σηµαντικό ρόλο στη δέσµευση στους HIF-α 

διαφορετικών συνενεργοποιητών της µεταγραφής (p300/CBP, SWI/SNF) και συµπλόκων 

απαραίτητων για την ακετυλίωση των ιστονών και την αναδίπλωση της χρωµατίνης (43), 

(50). Η κατάσταση της χρωµατίνης, η δράση της RNAPII (RNA Polymerase II), η 

διαθεσιµότητα των διαφόρων συµπαραγόντων της µεταγραφής, µπορεί να ευθύνονται και για 

την επιλεκτική επαγωγή γονιδίων ανάλογα µε τον κυτταρικό τύπο (51), (40), (52). 

 

Α.3 Η ρύθµιση των HIF-α 

Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, η σύνθεση των HIF-α υποµονάδων είναι συνεχής, 

αλλά η ενεργοποίηση της δράσης τους είτε σε φυσιολογικές, είτε σε υποξικές συνθήκες 

ρυθµίζεται σε πολλά στάδια, όπως σε επίπεδο µεταγραφής, σε επίπεδο έκφρασης, µέσω 

ελέγχου της σταθερότητάς του, της εισαγωγής του στον πυρήνα, του ετεροδιµερισµού τους 

µε τον ARNT, της πρόσδεσης στο DNA και της αλληλεπίδρασης µε άλλους συµπαράγοντες 

της µεταγραφής. Είναι λοιπόν εµφανές, ότι η ρύθµιση των HIF-α είναι ιδιαίτερα πολύπλοκη 

και περιλαµβάνει µεγάλη ποικιλία µηχανισµών, οι οποίοι µπορεί να εξαρτώνται από την 

παρουσία του οξυγόνου ή να λειτουργούν ανεξάρτητα από αυτό. 

 

Α.3.1 Οξυγόνο-εξαρτώµενη ρύθµιση των HIF-α 

Ο πιο διαδεδοµένος και καλά χαρακτηρισµένος τρόπος ρύθµισης των HIF-α είναι αυτός 

που εξαρτάται από το οξυγόνο. Οι µηχανισµοί ρύθµισης που ελέγχονται από τη συγκέντρωση 

του οξυγόνου είναι κοινοί για τους HIF-1α και HIF-2α. Κατά τη νορµοξία η α -υποµονάδα 

των HIF παράγεται συνεχώς, αλλά δεν είναι ανιχνεύσιµη καθώς αποικοδοµείται ταχύτατα.  

Σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου, τα µέλη µιας οικογένειας πρόλυλο-υδροξυλασών 

PHD (Prolyl Hydroxylase Domain) που χρησιµοποιούν ως υπόστρωµα το µοριακό οξυγόνο, 

καθώς και το α-κετογλουταρικό οξύ, το ασκορβικό οξύ και το σίδηρο ως συµπαράγοντες, 

αναγνωρίζουν το γενικό µοτίβο LXXLAP και υδροξυλιώνουν την α-υποµονάδα των  HIF σε  

δύο συντηρηµένα κατάλοιπα προλίνης (Pro-402 και Pro-564 για τον HIF-1α και Pro-405 και 

Pro-531 για τον HIF-2α) που εντοπίζονται στην  επικράτεια ODD των HIF-α (53, 54). Η 
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προστιθέµενη υδροξυλοµάδα αναγνωρίζεται από την ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη VHL (von 

Hippel-Lindau), η οποία αποτελεί µέρος του συµπλόκου της Ε3 λιγάσης της ουβικιτίνης. Η 

σύνδεση του VHL στους HIF-α έχει σαν αποτέλεσµα την ουβικιτινιλίωση τους και τη 

σηµατοδότηση της µεταφοράς των HIF-α στο 26S πρωτεάσωµα για αποικοδόµηση (55), (56). 

Όταν το περιβάλλον γίνει υποξικό, οι  PDH απενεργοποιούνται λόγω της χαµηλής 

διαθεσιµότητας του οξυγόνου, κι έτσι ο ι HIF-α σταθεροποιούνται και εισάγονται στον 

πυρήνα µέσω του σήµατος πυρηνικού εντοπισµού (Nuclear Localization Signal, NLS). Εκεί 

διµερίζονται µε τον ARNT και επάγουν τη µεταγραφή των γονιδίων-στόχων της υποξίας 

(Εικόνα 6).  

Είναι άξιο αναφοράς ότι οι ισοµορφές PDH 2 και PDH 3 αποτελούν γονίδια-στόχους των 

HIF, διαµορφώνοντας έτσι, ένα κύκλο αρνητικής ανατροφοδότησης της ρύθµισης των HIF 

(4). 

Οι HIF-1α και HIF-2α υπόκεινται και σε έναν ακόµη οξυγόνο-εξαρτώµενο µηχανισµό 

ρύθµισης της δράσης τους µέσω υδροξυλίωσης. Το ένζυµο FIH (Factor Inhibiting HIF, 

παράγοντας που αναστέλλει τον HIF) τροποποιεί τους HIF-α σε ένα κατάλοιπο ασπαραγίνης 

(Αsn803 για τον HIF-1α και Αsn847 για τον HIF-2α) το οποίο βρίσκεται µέσα στην περιοχή 

C-TAD. Η υδροξυλίωση αυτή παρεµποδίζει τη σύνδεση των συµπαραγόντων της µεταγραφής 

p300/CBP στην περιοχή C-TAD των HIF-α, µε αποτέλεσµα να αναστέλλεται η µεταγραφική 

ενεργοποίηση των HIF (Εικόνα 6). Η αλληλεπίδραση των p300/CBP µε την περιοχή C-TAD 

των HIF-α, περιλαµβάνει µια αλλαγή της τρισδιάστατης διαµόρφωσης, η οποία κρύβει πολύ 

καλά την ασπαραγίνη-στόχο του FIH στο εσωτερικό της. Συνεπώς, η υ δροξυλίωση της 

ασπαραγίνης µπλοκάρει τη µεταβολή αυτή (57), (58).   

Ο FIH έχει µικρότερη σταθερά συγγένειας µε το οξυγόνο (Km) σε σχέση µε τις PHD. 

Αυτό σηµαίνει ότι µπορεί να εκδηλώνει τη δράση του ακόµη και σε χαµηλότερη 

συγκέντρωση οξυγόνου, έτσι ώστε οι HIF-α που σταθεροποιούνται µετά την απενεργοποίηση 

των PHD, υπόκεινται σε αρνητική ρύθµιση από τον FIH (59). Ενδιαφέρον είναι ότι ο  FIH 

εµφανίζεται να υδροξυλιώνει πιο ειδικά τον HIF-1α παρά τον HIF-2α (60).  

Έτσι, η υδροξυλίωση αποτελεί έναν διπλό µηχανισµό ελέγχου της ρύθµισης της δράσης 

των HIF-α όταν τα επίπεδα του οξυγόνου είναι φυσιολογικά. Η α-υποµονάδα που συντίθεται 

αποικοδοµείται άµεσα στο πρωτεάσωµα µέσω της δράσης των PHD. Τα µόρια των HIF-α 

που διαφεύγουν αυτού του µηχανισµού καθίστανται µεταγραφικά ανενεργά λόγω της δράσης 

του FIH, ακόµη και όταν τα επίπεδα του οξυγόνου µειωθούν και απενεργοποιούνται οι PDH 

(Εικόνα 6).  
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Εικόνα 6: Οξυγόνο-εξαρτώµενη ρύθµιση του HIF-1α µέσω υδροξυλίωσης. Ρύθµιση της σταθερότητας και 

της µεταγραφικής ενεργοποίησης του HIF-1α µέσω υδροξυλίωσης από τις PHD και από τον FIH αντίστοιχα σε 

συνθήκες νορµοξίας. Οι PHD ενεργοποιούνται από το οξυγόνο και υδροξυλιώνουν κατάλοιπα προλίνης του  

HIF-1α επιτρέποντας την πρόσδεση του VHL, ο  οποίος µαζί µε τους παράγοντες Cullin2, elongin C και  Ring 

Box1 συνιστούν το σύµπλοκο της λιγάσης της ουβικιτίνης E3, µε αποτέλεσµα την πολυ -ουβικιτινιλίωση του 

HIF-1α και την αποικοδόµησή του στο 26S πρωτεάσωµα. Ο FIH υδροξυλιώνει τον HIF-1α και παρεµποδίζει την 

αλληλεπίδραση του µε τους συµπαράγοντες της µεταγραφής p300/CBP, αναστέλλοντας έτσι τη µεταγραφική του 

ενεργότητα (61), τροποποιηµένη. 

 

A.3.2 Ανεξάρτητη από το οξυγόνο ρύθµιση των HIF-α 

Εκτός από τα επίπεδα του οξυγόνου, η ενεργοποίηση των HIF-α ρυθµίζεται κι από 

ανεξάρτητους του οξυγόνου µηχανισµούς, οι οποίοι λειτουργούν ως απόκριση σε ερεθίσµατα 

όπως η  ενεργοποίηση ογκογονιδίων, η παρουσία παραγόντων ανάπτυξης και κυτοκινών 

καθώς και από παράγοντες που επηρεάζουν το κυτταρικό περιβάλλον, όπως είναι το pH. 

Έτσι, υ πάρχουν πολλά και διαφορετικά επίπεδα ελέγχου της δράσης των HIF-α, που 

περιλαµβάνουν τη ρύθµιση της µεταγραφής και µετάφρασής τους, καθώς και πλήθος µετά-

µεταφραστικών τροποποιήσεων (62), (63). Οι ανεξάρτητοι από το οξυγόνο µηχανισµοί που 

ρυθµίζουν τους HIF-1α και HIF-2α είναι διακριτοί. Η παρούσα διατριβή επικεντρώνεται 

κυρίως στη µελέτη της ρύθµισης του HIF-1α µέσω µετά-µεταφραστικών τροποποιήσεων. 
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Α.3.2.1 Ρύθµιση του HIF-1α από σηµατοδοτικά µονοπάτια 

 

Α.3.2.1.1 Ρύθµιση της µεταγραφής του HIF-1α 

Υπάρχουν αναφορές οι οποίες εµπλέκουν το µονοπάτι του µεταγραφικού παράγοντα NF-

κΒ στη ρύθµιση της µεταγραφής του γονιδίου του HIF-1A, µετά από ενεργοποίηση του 

µονοπατιού σε απόκριση σ τον TNF-α (Tumor Necrosis Factor α), την κολχικίνη και τον 

αυξητικό παράγοντα HGF (Hepatocyte Growth Factor) (64). Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι η 

µεταγραφή του HIF-1A επάγεται και ως απόκριση σε καταστάσεις φλεγµονής και σε 

κυτταροκίνες, όπως η ιντερφερόνη γ που εκκρίνεται από τα βοηθητικά (Th1) κύτταρα (65). Η 

επαγωγή του HIF-1A εµπλέκει κυρίως το κανονικό µονοπάτι του NF-κΒ (nuclear factor 

kappa light chain enhancer of activated B cells) στο οποίο, ο παράγοντας IκΒ (Inhibitory κΒ) 

φωσφορυλιώνεται και αποικοδοµείται στο πρωτεάσωµα, µε αποτέλεσµα ο παράγοντας NF-

κΒ να απελευθερώνεται, να εισέρχεται στον πυρήνα και να επάγει την αύξηση των επιπέδων 

mRNA του HIF-1A. Παρουσία θροµβίνης, Η2Ο2 (66) και βραχείας διάρκειας υποξίας (67), οι 

υποµονάδες του NF-κΒ, p50 και p65, προσδένονται άµεσα στον υποκινητή του γονιδίου του 

HIF-1α, στην περιοχή -197/-188 ζευγών βάσεων, σε µια συντηρηµένη µεταξύ των 

οργανισµών αλληλουχία (68) (Εικόνα 7). Επίσης, αν και µε διαφορετικούς µηχανισµούς, και 

ο HIF-2α έχει βρεθεί να ενεργοποιείται µεταγραφικά από το µονοπάτι του NF-κΒ, το οποίο 

επάγεται από κυτταροκίνες των Th2 βοηθητικών κυττάρων όπως η ιντερλευκίνη 4 (65) ή από 

την ενεργοποίηση της µη-κανονικής οδού του NF-κΒ από την πρωτεΐνη LIGHT (tumor 

necrosis factor superfamily member 14, TNFSF14) (69).  

 

            
Εικόνα 7: Ρύθµιση της µεταγραφής του HIF-1α από το µονοπάτι του NF-κΒ. Η επαγωγή του µονοπατιού 

του NF-κΒ από ογκογονίδια, υποξία και φλεγµονώδεις παράγοντες  οδηγεί  σε  αύξηση  της µεταγραφής  του  

γονιδίου του HIF-1α (64). 
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Ένας άλλος τρόπος µεταγραφικής ρύθµισης του HIF-1A είναι από το µεταγραφικό 

παράγοντα STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3). Ο παράγοντας 

αυτός ενεργοποιείται από κυτταροκίνες και αυξητικούς παράγοντες, όπως η IL-6 

(ιντερλευκίνη 6) και ο  EGF (epidermal growth factor), φωσφορυλιώνεται σε ένα κατάλοιπο 

τυροσίνης (Υ705) από κινάσες της οικογένειας JAK, διµερίζεται και εισάγεται στον πυρήνα 

όπου ρυθµίζει τη µεταγραφή γονιδίων (70). Έχει δειχθεί ότι ο STAT3 επάγεται στην υποξία 

και προσδένεται σε στοιχεία του υποκινητή του HIF-1A, ενεργοποιώντας έτσι, µεταγραφικά 

τον HIF-1α σε καρκινικά και µυελοειδή κύτταρα (71). Αρνητική ρύθµιση της συγκεκριµένης 

οδού πραγµατοποιείται από την κινάση του eIF2α (eykaryotic translation initiation factor 2α), 

PKR (double-stranded RNA-dependent protein kinase), η οποία καταστέλλει τη µεταγραφή 

του HIF-1α. Η αναστολή της µεταγραφής του HIF-1Α από την PKR είναι ανεξάρτητη από τη 

φωσφορυλίωση του eIF2α, αλλά οφείλεται στην αποφωσφορυλίωση του SΤΑΤ3 από την 

φωσφατάση TC-PTP (T-cell Protein Tyrosine Phosphatase) που ενεργοποιείται από την PKR. 

Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα την παρεµπόδιση της συσσώρευσης του HIF-1α και της επαγωγής 

των γονιδίων-στόχων του (72) (Εικόνα 8). 

 

                               
Εικόνα 8: Ρύθµιση του HIF-1α από την PKR σε επίπεδο µεταγραφής. Η PKR αναστέλλει τη µεταγραφή του 

HIF-1α σε νορµοξικά κύτταρα, αναστέλλοντας τη  φωσφορυλίωση  του  STAT3 στο κατάλοιπο Y705, µέσω της 

ενεργοποίησης της φωσφατάσης τυροσίνης TC-PTP. Η απενεργοποίηση του STAT3 είναι αναγκαία και 

επαρκής για την αναστολή της µεταγραφής του HIF-1α (72). 

 

Α.3.2.1.2 Ρύθµιση της πρωτεϊνικής σύνθεσης του HIF-1α 

Διάφορα σηµατοδοτικά µονοπάτια ρυθµίζουν τον HIF-1α και σε επίπεδο µετάφρασης 

του mRNA του. Έτσι, εκτός από την έλλειψη οξυγόνου, τα πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-1α 

αυξάνονται και ως απόκριση σε ερεθίσµατα που προέρχονται από διάφορους αυξητικούς 
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παράγοντες, οι οποίοι επάγουν την έκφραση του HIF-1α µε ιστοειδικό τρόπο, σε αντίθεση µε 

την καθολική επαγωγή του από την υποξία. Επιπλέον, ενώ η υποξία σχετίζεται µε µειωµένη 

αποικοδόµηση του HIF-1α, οι αυξητικοί παράγοντες, οι κυτταροκίνες και άλλα σηµατοδοτικά 

µόρια, διεγείρουν τη σύνθεση του HIF-1α µέσω ενεργοποίησης των µονοπατιών της κινάσης 

της τριφωσφορικής ινοσιτόλης (PI3K) και των πρωτεϊνικών κινασών που ενεργοποιούνται 

από µιτογόνα (Mitogen-activated Protein Kinases, MAPK) (73).  

Συγκεκριµένα, η σύνδεση σηµατοδοτικών µορίων κυρίως σε υποδοχείς που έχουν δράση 

κινάσης τυροσίνης οδηγεί σε ενεργοποίηση των PI3K/ΑΚΤ και MAPK µονοπατιών. 

Ακολουθεί ένας καταρράκτης φωσφορυλιώσεων και ενεργοποίησης κινασών πρωτεϊνών, µε 

την ΡΙ3Κ να ενεργοποιεί την κινάση σερίνης/θρεονίνης ΑKT (γνωστή και ως πρωτεϊνική 

κινάση Β , ΡΚΒ) και την πρωτεΐνη mTOR (mammalian Target of Rapamycin), και τις MEK 

να ενεργοποιούν τις ERK1/2 και αυτές την ΜΝΚ  (MAPK iNteracting Kinase). Οι ERK1/2 

και mTOR ενεργοποιούν την p70 S6 κινάση (S6K), η οποία µε τη σειρά της φωσφορυλιώνει 

την S6 ριβοσωµική πρωτεΐνη. Παράλληλα, φωσφορυλιώνονται από συστατικές κινάσες των 

παραπάνω µονοπατιών ο  ευκαρυωτικός παράγοντας έναρξης της µετάφρασης 4Ε (eIF-4E) 

και η προσδενόµενη σε αυτόν πρωτεΐνη 4Ε-ΒΡ1 (4E Binding Protein 1) (74). Το αποτέλεσµα 

της φωσφορυλίωσης του 4Ε-ΒΡ1 είναι η παρεµπόδιση της σύνδεσης του στον eIF-4E, 

γεγονός που οδηγεί στη µετάφραση των mRNA µε 5’ κάλυµµα. Επίσης η εξαρτώµενη από 

την ΜΝΚ φωσφορυλίωση του eIF-4E, διεγείρει τη δράση του απευθείας. Έτσι, µέσω της 

λειτουργία των µονοπατιών αυτών αυξάνεται η  µετάφραση µιας ο µάδας συγκεκριµένων 

mRNA στα οποία συµπεριλαµβάνεται και αυτό του HIF-1α, µε αποτέλεσµα την αύξηση των 

πρωτεϊνικών του επιπέδων (73, 75) (Εικόνα 9).  
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Εικόνα 9: Ρύθµιση της πρωτεϊνικής σύνθεσης του HIF-1α από αυξητικούς παράγοντες. Η σηµατοδότηση 

από αυξητικούς παράγοντες οδηγεί στην ενεργοποίηση των µονοπατιών της PI3K και  των MAPK και  την  

επακόλουθη φωσφορυλίωση και ενεργοποίηση του παράγοντα έναρξης  της µετάφρασης eIF-4E, ο οποίος 

διεγείρει την έκφραση του HIF-1α (74), τροποποιηµένη. 

 

Α.3.2.1.3 Ρύθµιση του HIF-1α από δραστικές µορφές οξυγόνου (ROS), µεταβολίτες και 

µη κωδικεύοντα µόρια RNA 

Υπάρχουν, όµως, µηχανισµοί που ρυθµίζουν εκτός από τη σύνθεση και τη σταθερότητα 

του HIF-1α, ανεξάρτητα από το οξυγόνο. Έχει δειχθεί, ότι ο  HIF-1α ρυθµίζεται από τις 

δραστικές µορφές οξυγόνου (ROS). Στα κύτταρα των θηλαστικών, οι  ROS δηµιουργούνται 

φυσιολογικά ως παραπροϊόντα του συµπλόκου ΙΙΙ  της αναπνευστικής αλυσίδας των 

µιτοχονδρίων, του κυτοχρώµατος P450, των οξειδασών NADH/NADPH και των 

κυκλοξυγενασών. Το ανιόν υπεροξειδίου (Ο2•), το υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2), η ρίζα 

υδροξυλίου (ΗΟ•) και η ρίζα του µονοξειδίου του αζώτου (NO•) είναι από τις συνηθέστερες 

µορφές των ROS. Τα κύτταρα αµύνονται στην παραγωγή ROS µε αντιοξειδωτικούς 

µηχανισµούς που περιλαµβάνουν ένζυµα, όπως η δισµουτάση του υπεροξειδίου (SOD), η 

υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GPX) και η καταλάση (CAT) (76). Όταν η παραγωγή των 

ROS υπερβεί την ικανότητα του κυττάρου να ανταπεξέλθει στο οξειδωτικό φορτίο, 

προκαλείται οξειδωτικό στρες το οποίο προκαλεί βλάβες στο DNA και απορρύθµιση του 

πολλαπλασιασµού ή  απόπτωση. Εναλλακτικά, οι  ROS δρουν ως σήµατα για την 

ενεργοποίηση συγκεκριµένων µονοπατιών, µε αποτέλεσµα την αλλαγή της γονιδιακής 

έκφρασης, την παύση του κυτταρικού κύκλου ή την επιβίωση (77). Έχει δειχθεί, ότι η αύξηση 
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των παραγόµενων ROS από τα µιτοχόνδρια, είτε σε κανονική συγκέντρωση οξυγόνου είτε 

στην υποξία, οδηγεί στην αύξηση των πρωτεϊνικών επιπέδων του HIF-1α λόγω οξείδωσης 

του διαθέσιµου Fe2+, αναστέλλοντας έτσι τις PHDs. Επιπλέον, τα επίπεδα του ΝΟ• εκτός από 

το να µειώνουν τη δράση των PHD µέσω  µετά-µεταφραστικών τροποποιήσεων (S-

νιτροσυλίωση), σταθεροποιούν τα επίπεδα του HIF-1α (Εικόνα 10) (78).  

 

                      
Εικόνα 10: Ρύθµιση του HIF-1α από τα ROS και NO. Οι PHD που καταλύουν την υδροξυλίωση και 

αποικοδόµηση του HIF-1α ελέγχονται από  τα ROS και NO. Τα ROS προέρχονται από τα µιτοχόνδρια ή από 

κυτταροπλασµατικές πηγές και οδηγούν σε σταθεροποίηση του HIF-1α (78), τροποποιηµένη. 

 

Σηµαντική, επίσης, είναι η συµβολή διαφόρων µεταβολιτών στη σταθεροποίηση και 

αύξηση της δράσης του HIF-1α. Για παράδειγµα, το φουµαρικό και το ηλεκτρικό οξύ 

µειώνουν την ενζυµική δραστικότητα των PHD µέσω ενός µηχανισµού αρνητικής 

ανατροφοδότησης, καθώς δεσµεύονται στις PHD και τις αναστέλλουν (79), (80), (81) 

(Εικόνα 11).  

Επιπλέον, η συσσώρευση γαλακτικού και πυροσταφυλικού οξέος έχουν ως αποτέλεσµα 

τη σταθεροποίηση του HIF-1α (82). Από την άλλη, η  διαθεσιµότητα κάποιων άλλων 

θρεπτικών συστατικών, όπως η γλυκόζη, έχει δειχθεί ότι ρυθµίζει τη σταθερότητα του HIF-

1α ανάλογα µε τον κυτταρικό τύπο. Σε φυσιολογικά κύτταρα, τα χαµηλά επίπεδα γλυκόζης 

προκαλούν την αύξηση της σταθεροποίησης του HIF-1α (83), ενώ σε καρκινικά κύτταρα ο 

HIF-1α σταθεροποιείται όταν τα επίπεδα γλυκόζης είναι υψηλά (84). 
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Εικόνα 11: Ρύθµιση της σταθεροποίησης του HIF-1α από  προϊόντα του µεταβολισµού. Η υποξία, η 

παραγωγή ελευθέρων ριζών οξυγόνου και η παρουσία κάποιων µεταβολιτών, οδηγούν σε αναστολή της δράσης 

των PHD, σταθεροποίηση του HIF-1α και επαγωγή της µεταγραφικής του ενεργότητας µε µηχανισµούς 

εξαρτώµενους ή ανεξάρτητους από το οξυγόνο (85), τροποποιηµένη. 

 

Άλλα µόρια που ρυθµίζουν τον HIF-1α είναι τα µη κωδικά µόρια RNA. Η υποξία 

ρυθµίζει µεταγραφικά την έκφραση διαφόρων µικρών µορίων miRNA (MicroRNA, miR-23, 

-24, -26, -27, -103, -107, -181, -210, -213), είτε άµεσα µέσω των HIF ή έµµεσα από άλλους 

παράγοντες που ρυθµίζονται από την υποξία, όπως ο  Oct-4. Υπάρχουν miRNA που 

ρυθµίζουν την έκφραση του HIF-1α, µέσω της  δέσµευσης στο mRNA του είτε τη 

σταθερότητα του, ελέγχοντας την έκφραση πρωτεϊνών που ρ υθµίζουν τους HIF-α, όπως ο 

pVHL ή οι  PHD (22). Για παράδειγµα, το miR-210 ρυθµίζει αρνητικά τη λειτουργία του 

SDHD (Succinate Dehydrogenase Complex Subunit D) µε αποτέλεσµα την αύξηση των 

επιπέδων του ηλεκτρικού που αναστέλλει τις PHD, ενώ, µειώνει τα πρωτεϊνικά επίπεδα του 

GPD1L (glycerol-e-phosphatase dehydrogenase 1-like) που µε κάποιον άγνωστο µέχρι 

στιγµής µηχανισµό οδηγεί στη σταθεροποίηση του HIF-1α (86), (87).  

Επίσης, διάφορα µεγάλου µεγέθους µη κωδικά µόρια RNA (long non-coding RNA) 

ρυθµίζουν µε διάφορους τρόπους τον HIF-1α. Υπάρχουν lncRNA, όπως το «3’aHIF-1a», που 

προκαλούν µεταβολές στο γονιδίωµα ή αστάθεια στο mRNA του HIF-1α και αναστέλλουν 

την έκφ ραση του. Άλλα lncRNA (ENST00000480739 και pvt1) ρυθµίζουν την έκφραση 
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πρωτεϊνών όπως η OS-9, η οποία συµβάλει στην αλληλεπίδραση του HIF-1α µε τις PHD2/3, 

αυξάνοντας το ρυθµό αποικοδόµησης του. Τέλος υπάρχουν και περιπτώσεις lncRNA, όπως 

τα UCA1, CASC9, LINK-A και LncHIFCAR, τα οποία αυξάνουν τη δράση του HIF-1α είτε 

λόγω σταθεροποίησης του, είτε επάγοντας την αλληλεπίδραση του µε πρωτεΐνες όπως οι 

CBP/p300 (22). 

 

Α.3.2.2 Ρύθµιση του HIF-1α µέσω αλληλεπίδρασης µε άλλες πρωτεΐνες 

Μετά-µεταφραστικά ο HIF-1α µπορεί να ρυθµίζεται είτε µέσω της αλληλεπίδρασης µε 

άλλα µόρια και παράγοντες, είτε µέσω της τροποποίησής του από έναν µεγάλο αριθµό 

διαφορετικών ενζύµων (88, 89).  

Έχει δειχθεί, ότι η αλληλεπίδραση του HIF-1α µε τις πρωτεΐνες Hsp90 και RACK1 

(Receptor of activated protein C kinase) ρυθµίζει τη σταθερότητά του ανεξάρτητα από το 

οξυγόνο. Η Hsp90 (πρωτεΐνη θερµικού σοκ και µοριακή συνοδός), βρέθηκε ότι συνδέεται in 

vitro µε την περιοχή PAS του HIF-1α, τόσο σε συνθήκες νορµοξίας όσο και κατά την υποξία 

(90), µε αποτέλεσµα την επαγωγή της δράσης του HIF-1. Αναστολή της Η sp90 µε ουσίες 

όπως η γελδαναµυκίνη, προκάλεσε τη µείωση της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 σε 

συνθήκες υποξίας. Επιπλέον, αναστολή της αλληλεπίδρασης Η sp90-HIF-1α προώθησε την 

αποικοδόµηση του HIF-1α στο πρωτεάσωµα, µε έναν εξαρτώµενο από τον pVHL µηχανισµό 

(91) (Εικόνα 12).  

Αντίθετα, η αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης RACK1 µε τον HIF-1α βρέθηκε ότι οδηγεί 

τον HIF-1α σε αποικοδόµηση, ανεξάρτητα από τα επίπεδα οξυγόνου και από την  παρουσία 

του pVHL και των PHD. Η RACK1 ανταγωνίζεται την Hsp90 για την πρόσδεση στην 

περιοχή PAS-A του HIF-1α, καθώς, µετά από επώαση µε τον αναστολέα της Hsp90 

γελδαναµυκίνη ή την ανάλογη ένωση 17-AAG, παρατηρήθηκε η αλληλεπίδραση της RACK1 

µε τον HIF-1α, η οποία προώθησε την ουβικιτινιλίωση και αποικοδόµησή του (91). Ο 

µηχανισµός αυτός περιλαµβάνει, εκτός από την πρόσδεση της RACK1 στον HIF-1α, την 

προσέλκυση της Elogin-C, η οποία συνδέεται στην περιοχή WD6 της RACK1. Η Elogin-C 

στη συνέχεια αλληλεπιδρά µε την Elogin-B και µε άλλα µέλη του συµπλόκου της E3 λιγάσης 

της ουβικιτίνης, µε αποτέλεσµα την ουβικιτινιλίωση του HIF-1α και την αποικοδόµηση του 

στο πρωτεάσωµα. Έτσι, η ισορροπία δέσµευσης των RACK1 και Hsp90 στον HIF-1α 

ρυθµίζει την αποσταθεροποίηση ή σταθερότητα, αντίστοιχα, του τελευταίου, µε ένα 

µηχανισµό που προσοµοιάζει µε αυτόν που εξαρτάται από τον pVHL, µε τη µόνη διαφορά ότι 

δεν απαιτεί την ύπαρξη οξυγόνου (Εικόνα 12).  
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Το µηχανισµό αυτό συµπληρώνει η δράση των πρωτεϊνών Spermidine/Spermine N1-

Acetyltransferase-1 (SSAT1) και Septin 9 (SEPT9_v1), οι  οποίες είτε προωθούν είτε 

αναστέλλουν, αντίστοιχα, την αλληλεπίδραση του HIF-1α µε τη RACK1 και ρυθµίζουν τη 

σταθεροποίηση του (92), (93). 

 

                     
Εικόνα 12: Ρύθµιση της σταθερότητας του HIF-1α από τις πρωτεΐνες Hsp90 και RACK1. Μηχανισµός 

ρύθµισης του HIF-1α από  τη RACK1 και την Hsp90. Η σύνδεση της Hsp90 στον HIF-1α οδηγεί σε 

σταθεροποίηση και επαγωγή  της  δράσης  του. Αναστολή της αλληλεπίδρασης του HIF-1α µε την Hsp90 και 

δέσµευση της RACK1 στην PAS-A περιοχή του HIF-1α, οδηγεί στην προσάρτηση του συµπλόκου Elogin-

C/Elogin-B στον HIF-1α, µε αποτέλεσµα την ουβικιτινιλίωση και την αποικοδόµησή του στο πρωτεάσωµα 

ανεξάρτητα από το οξυγόνο (91), τροποποιηµένη.  

 

Μια άλλη αλληλεπίδραση του HIF-1α, αυτή µε  την  MgcRacGap (Male germ cell Rac 

GTPase activator protein), δείχθηκε ότι επηρεάζει τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 

(94). Η MgcRacGap είναι µια πρωτεΐνη που ελέγχει τη δράση των µικρών Rho GTPασών, οι 

οποίες συµµετέχουν ενεργά στην ρύθµιση της οργάνωσης του κυτταροσκελετού. Η 

αλληλεπίδραση αυτή, δεν επηρεάζει τη σταθερότητα ή τον υποκυτταρικό εντοπισµό του HIF-

1α. Η  MgcRacGap συνδέεται µε την περιοχή PAS-B (αµινοξέα 244-352) του HIF-1α και 

παρεµποδίζει τον ετεροδιµερισµό του µε τον ARNT και το σχηµατισµό ενεργού συµπλόκου, 

µε αποτέλεσµα τη µείωση της δράσης του HIF-1 (95).  

Άµεση επίδραση στη δράση του HIF-1 έχει η αλληλεπίδραση της α-υποµονάδας του µε 

συνενεργοποιητές της µεταγραφής, οι  οποίοι προάγουν τη µεταγραφική του ενεργότητα. Οι 
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γνωστότεροι συµπαράγοντες της µεταγραφής που αλληλεπιδρούν µε τον HIF-1α είναι οι 

p300/CBP, οι οποίοι δεσµεύονται µέσω της CH1 περιοχής τους στην επικράτεια TAD-C του 

HIF-1α και συνεισφέρουν στη µεταγραφική ενεργοποίηση ενός µεγάλου αριθµού γονιδίων-

στόχων του HIF-1. Oι p300/CBP είναι απαραίτητοι, κυρίως λόγω της ικανότητάς τους να 

τροποποιούν το τοπικό περιβάλλον της χρωµατίνης, µέσω της δράσης ακετυλοτρανσφεράσης 

λυσίνης που διαθέτουν και επιπλέον λόγω της ικανότητάς τους να αλληλεπιδρούν µε 

πυρηνικές πρωτεΐνες του µηχανισµού µεταγραφής. Άλλοι συµπαράγοντες της µεταγραφής µε 

δράση ακετυλοτρανσφεράσης λυσίνης που αλληλεπιδρούν µε τον HIF-1α είναι οι  NCOA1, 

NCOA2, NCOA3 (Nuclear Receptor Co-activators), οι οποίοι συµµετέχουν στη µεταγραφή 

συγκεκριµένων γονιδίων-στόχων (4). Επίσης, ο Luo και οι συνεργάτες του έδειξαν ότι η M2 

ισοµορφή της κινάσης του πυροσταφυλικού (PKM2) που επάγεται από τους HIF, 

αλληλεπιδρά µαζί τους σε ρόλο συνενεργοποιητή της µεταγραφής, συνεισφέροντας στη 

µεταγραφή γονιδίων που συµµετέχουν στη στροφή του µεταβολισµού από τη οξειδωτική 

φωσφορυλίωση στη γλυκόλυση (GLUT1, PDK1, LDHA), ενισχύοντας το φαινόµενο Warburg 

σε καρκινικά κύτταρα (96, 97). Ακόµη, η κινάση CDK8 (Cyclin-dependent kinase 8) 

αποτελεί συµπαράγοντα του HIF-1α για τη µεταγραφή γονιδίων-στόχων της υποξίας και 

παίζει σηµαντικό ρόλο στην προσέλκυση του SEC (Super Elongation Complex) και στην 

ενεργοποίηση της RNAPII (51). Στους παράγοντες του µηχανισµού της µεταγραφής οι οποίοι 

αλληλεπιδρούν µε τον HIF-1α, συµπεριλαµβάνεται επίσης η πρωτεΐνη Pontin (παράγοντας 

αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης) που, πρόσφατα, δείχθηκε ότι ενισχύει την ενεργοποίηση 

ενός υποσυνόλου των γονιδίων-στόχων του HIF-1 (98). Τέλος, οι υποµονάδες BRM και 

BRG1 του συµπλόκου αναδιαµόρφωσης των νουκλεοσωµάτων SWI/SNF, το οποίο επάγει 

άµεσα τη µεταγραφή του HIF-1α, έχει βρεθεί ότι συµµετέχουν και στη µεταγραφή µιας 

οµάδας γονιδίων-στόχων του HIF-1 ως συνενεργοποιητής (99), (100).  

 Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι ο HIF-1α αλληλεπιδρά µε πρωτεΐνες που ρυθµίζουν αρνητικά 

τη δράση του και λειτουργούν ως καταστολείς της εξαρτώµενης από τον HIF-1 µεταγραφής. 

Ένας τέτοιος παράγοντας ε ίναι η SIRT6 (Σιρτουΐνη 6), η οποία αλληλεπιδρά άµεσα µε τον 

HIF-1α και δεσµεύεται στους εκκινητές των γονιδίων-στόχων που κωδικοποιούν ένζυµα της 

γλυκόλυσης. Η SIRT6 αποτελεί καταστολέα της µεταγραφής µέσω της δράσης της ως 

απακετυλάση της ιστόνης H3K9 (101). Ένας άλλος καταστολέας της µεταγραφικής 

ενεργότητας του HIF-1α είναι ο παράγοντας CITED2 (Cbp/p300-interacting transactivator 

with Glu/Asp-rich carboxy-terminal domain 2), ο  οποίος αλληλεπιδρώντας µε τις περιοχές 

CH1 και CH3 των p300/CBP παρεµποδίζει τη σύνδεσή τους µε τις περιοχές N-TAD και C-
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TAD του HIF-1α (102). O CITED2 αποτελεί ο ίδιος γονίδιο-στόχο του HIF-1 και δηµιουργεί 

έναν µηχανισµό αρνητικής ανατροφοδότησης της δράσης του HIF-1. 

Τέλος, πρόσφατα δείχθηκε η αλληλεπίδραση του HIF-1α µε τον TRAF6 (παράγοντας 

που σχετίζεται µε τον TNFR), µια πρωτεΐνη που συντελεί στην ενεργοποίηση του NF-κΒ και 

παίζει σηµαντικό ρόλο στην έναρξη της ανοσιακής απάντησης. Ο TRAF6 επάγει την 

έκφραση του HIF-1α ανεξάρτητα από το οξυγόνο, καθώς αυξάνει τα πρωτεϊνικά του επίπεδα 

χωρίς να επηρεάζει ιδιαίτερα τα επίπεδα mRNA του (103). Ο µηχανισµός µέσω του οποίου 

επιτυγχάνεται αυτό περιλαµβάνει τη δέσµευση του TRAF6 στον HIF-1α και την επακόλουθη 

πολυ-ουβικιτινιλίωση του στη λυσίνη 63, που οφείλεται στη δράση E3 λιγάσης που διαθέτει 

ο TRAF6. Οι αλυσίδες πολυ-ουβικιτίνης που προστίθενται στον HIF-1α δε σηµατοδοτούν 

την αποικοδόµησή του από το πρωτεάσωµα, σε αντίθεση µε την ουβικιτινιλίωση που 

διαµεσολαβείται από τον VHL.  

 

Α.3.2.3 Ρύθµιση του HIF-1α µέσω µετά-µεταφραστικών τροποποιήσεων 

 

o Ακετυλίωση: 

Το πρότυπο ακετυλίωσης φαίνεται να συνεισφέρει στην ενεργοποίηση του HIF-1α τόσο 

θετικά όσο και αρνητικά (Εικόνα 13). Ο HIF-1α βρέθηκε ότι ακετυλιώνεται στη λυσίνη 532 

(L532) που εντοπίζεται στην περιοχή ODD από την ακετυλοτρανσφεράση ARD1 (arrest-

defective-1). H ακετυλίωση αυτή ενισχύει την αλληλεπίδραση του HIF-1α µε τον VHL και 

οδηγεί σε αποσταθεροποίησή του. Μετάλλαξη της λυσίνης 532 σε αργινίνη είχε ως 

αποτέλεσµα την αυξηµένη σταθερότητα του HIF-1α (104). Παρατηρήθηκε, ότι και η ίδια η  

ARD1 ρυθµίζεται από την υποξία σε ορισµένες κυτταρικές σειρές, καθώς, µειώνονται τα 

επίπεδα mRNA και τα πρωτεϊνικά της επίπεδα κατά την υποξία, γεγονός που οδηγεί σε 

χαµηλά επίπεδα ακετυλίωσης του HIF-1α.  

Επίσης, ο  Geng και οι  συνεργάτες του συνέδεσαν την ακετυλίωση των καταλοίπων 

λυσίνης 9, 10, 11, 19 και 21 του αµινοτελικού άκρου του HIF-1α, µε τη µειωµένη 

σταθερότητα του και την παρεµπόδιση της ενεργοποίησης των γονιδίων-στόχων του. Η 

απακετυλίωση των καταλοίπων αυτών από το ένζυµο HDAC4 (Histone Deacetylase 4) 

οδήγησε σε αύξηση των πρωτεϊνικών επιπέδων του HIF-1α και της µεταγραφικής του 

ενεργότητας (105).  

Αντίθετα, η προσθήκη ακετυλοµάδας στα καρβοξυτελικά αµινοξέα λυσίνη-674 και 

λυσίνη-709, προώθησε την αύξηση των πρωτεϊνικών επιπέδων του HIF-1α και διέγειρε την 

ενεργοποίηση των γονιδίων-στόχων του (106), (107). Η ακετυλίωση της λυσίνης-674 
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πραγµατοποιείται από τον PCAF (p300/CBR-associated factor) και έχει ως αποτέλεσµα την 

αύξηση των πρωτεϊνικών επιπέδων του HIF-1α και τη διευκόλυνση της δέσµευσης σε αυτόν 

του συµπαράγοντα p300, οδηγώντας σε ενεργοποίηση του HIF-1α (107). Η ακετυλίωση της 

λυσίνης-674 οφείλεται στη δραστικότητα ακετυλοτρανσφεράσης του p300. Πιθανολογείται 

ότι η τροποποίηση αυτή προλαµβάνει την ουβικιτινιλίωση του HIF-1α και την αποικοδόµησή 

του στο πρωτεάσωµα, καθώς το συγκεκριµένο κατάλοιπο λυσίνης υπόκειται επίσης πολυ-

ουβικιτινιλίωση (106). 

 

o S-νιτροσυλίωση: 

H προσθήκη µονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ) σε σουλφιδρυλοµάδες καταλοίπων κυστεΐνης 

έχει δειχθεί ότι εµπλέκεται σε πολλές φυσιολογικές και παθολογικές καταστάσεις (108). H 

κυστεΐνη 800 (Cys-800) του HIF-1α αποτελεί στόχο S-νιτροσυλίωσης (Εικόνα 13), µε 

αποτέλεσµα την αύξηση της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 (109). Ωστόσο, µία 

µελέτη που αντικρούει την παραπάνω παρατήρηση υποστηρίζει ότι η προσθήκη φορτισµένου 

ΝΟ στο αµινοξύ αυτό, αναστέλλει την αλληλεπίδραση µεταξύ του HIF-1α και των p300/CBP 

(110). Είναι πιθανό λοιπόν η  ενεργοποίηση του HIF-1α στην περίπτωση αυτή να οφείλεται 

στην αλληλεπίδραση µε διαφορετικούς συµπαράγοντες της µεταγραφής. Έχει επίσης 

προταθεί, ότι µία διαφορετική τροποποίηση από το ΝΟ στη θέση 533 επάγει τη δράση του 

HIF-1α, αναστέλλοντας τη δράση της PHD2 άρα και την πρόσδεση του VHL (111), (112). 

 

o Σουµοϋλίωση: 

Οµοίως µε την νιτροσυλίωση, ο  ρόλος της σουµοϋλίωσης του HIF-1α παραµένει 

αδιευκρίνιστος, καθώς αναφέρονται αντικρουόµενες παρατηρήσεις από τις ο µάδες που τη 

µελετούν (113). Ο HIF-1α σουµοϋλιώνεται στις λυσίνες 391, 477 και 532 από την RanBP2 

Ε3 λιγάση (Εικόνα 13), η οποία εντοπίζεται στην κυτταροπλασµατική πλευρά των πυρηνικών 

πόρων (114). Ωστόσο, ο ρόλος των τροποποιήσεων µε την προσθήκη της οµάδας SUMO δεν 

έχει διευκρινιστεί και υπάρχει διαφωνία σχετικά µε το αν επάγουν ή αναστέλλουν τη δράση 

του HIF-1. Μια σειρά από µελέτες έδειξε ότι η σουµοϋλίωση αυξάνει τη σταθερότητα και την 

ενεργοποίηση του HIF-1α, ενώ υπάρχουν δεδοµένα που αντικρούουν αυτό τον ισχυρισµό, 

υποστηρίζοντας ότι η σουµοϋλίωση µειώνει τη δράση του HIF-1α και επάγει την 

ουβικιτινιλίωσή του µέσω του pVHL (112, 115-118). 
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o Φωσφορυλίωση: 

Η πιο καλά  µελετηµένη µετά-µεταφραστική τροποποίηση είναι η φωσφορυλίωση. 

Πρόκειται για την προσθήκη µιας φωσφορικής οµάδας σε κατάλοιπα θρεονίνης, σερίνης ή 

τυροσίνης (T, S, Y), µε δ ότη κυρίως το ATP, από ένζυµα που ονοµάζονται κινάσες. Η 

αντίστροφη διεργασία ονοµάζεται αποφωσφορυλίωση, και καταλύεται από ένζυµα που 

ονοµάζονται φωσφατάσες. Ο HIF-1α φωσφορυλιώνεται σε πολλαπλές θέσεις από διάφορες 

κινάσες σερίνης/θρεονίνης (Εικόνα 13). Η απευθείας φωσφορυλίωση του HIF-1α αποτελεί 

ένα γρήγορο και αντιστρεπτό µηχανισµό ρύθµισης της δράσης του HIF-1, ως απόκριση σε 

διαφορετικά ερεθίσµατα. Έχουν περιγραφεί τόσο ενεργοποιητικές όσο και ανασταλτικές 

φωσφορυλιώσεις, ανάλογα µε την επικράτεια του HIF-1α στην οποία πραγµατοποιούνται και 

το ρόλο που αυτή διεκπεραιώνει (63).  

Η φωσφορυλίωση του HIF-1α από την κινάση της καζεΐνης 2 (CK2), έχει δειχθεί ότι 

επάγει τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1. H CK2 φωσφορυλιώνει το κατάλοιπο 

θρεονίνη 796 (Thr796), το οποίο εντοπίζεται στην περιοχή C-TAD του HIF-1α. Η χρήση 

αναστολέων ενάντια στη CK2 ή η µετάλλαξη της θέσης φωσφορυλίωσης από την CK2, 

οδήγησε σε µείωση της δράσης του HIF-1 (119). Η φωσφορυλίωση αυτή δεν επηρεάζει 

άµεσα την αλληλεπίδραση του HIF-1α µε τον συνενεργοποιητή της µεταγραφής p300, αλλά 

παρεµποδίζει την υδροξυλίωσή του από τον FIH-1 διευκολύνοντας την πρόσδεση της p300 

(110).  

Αντίθετα, αρνητική είναι η ρύθµιση του HIF-1α από την κινάση της συνθάσης του 

γλυκογόνου (GSK3β) καθοδικά του µονοπατιού PI3K/Akt. Η GSK3β φωσφορυλιώνει τρία 

κατάλοιπα σερίνης (Ser551/555/589) εντός της περιοχής ODD του HIF-1α και προάγει την  

αποικοδόµησή του στο πρωτεάσωµα, µέσω ενός µηχανισµού ανεξάρτητου από τον VHL, 

µειώνοντας την ενεργότητα του HIF-1 (120).  

Η φωσφορυλίωση του HIF-1α από την κινάση της καζεΐνης 1 (CK1) επίσης επηρεάζει 

αρνητικά τη δράση του (121). Η ισοµορφή CK1δ φσωφορυλιώνει την σερίνη 247 στην 

περιοχή PAS-B, γεγονός που παρεµποδίζει τον ετεροδιµερισµό του HIF-1α µε τον ARNT σε 

συνθήκες υποξίας. Η αναστολή ή αποσιώπηση της CK1δ διεγείρει τη  µεταγραφική 

ενεργότητα του HIF-1, προκαλεί τη συσσώρευση σταγονιδίων λίπους στα κύτταρα και 

αυξάνει σηµαντικά το ρυθµό πολλαπλασιασµού σε συνθήκες υποξίας (122).  

Μια πιο πρόσφατη µελέτη, παρουσιάζει τη φωσφορυλίωση του HIF-1α από την 

εξαρτώµενη από την κυκλίνη κινάση 1 (CDK1) (123). Σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου, 

η CDK1 φωσφορυλιώνει άµεσα τον HIF-1α στη σερίνη 668 και αναστέλλει την 

αποικοδόµηση του στο πρωτεάσωµα. Το φαινόµενο αυτό αποτελεί µία µοριακή εξήγηση για 
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την αύξηση των επιπέδων του HIF-1α σε πρωτογενείς και µεταστατικούς όγκους ανεξάρτητα 

από τη συγκέντρωση του οξυγόνου. 

Μία φωσφορυλίωση που, επίσης, σταθεροποιεί τον HIF-1α είναι και αυτή που 

πραγµατοποιείται από την κινάση πρωτεϊνών Α (PKA) στα κατάλοιπα θρεονίνη 63 σερίνη 

692. Δείχθηκε ότι η PKA αλληλεπιδρά µε τον HIF-1α, τον τροποποιεί στις συγκεκριµένες 

θέσεις και αναστέλλει την αποικοδόµηση του στο πρωτεάσωµα, ανεξάρτητα από την 

υδροξυλίωση του από τις PHD. Η ίδια οµάδα ανέφερε ότι η PKA σχετίζεται και µε αυξηµένη 

δραστικότητα της TAD-C περιοχής του HIF-1α επηρεάζοντας, πιθανά, τη µειωµένη 

υδροξυλίωσης της ασπαραγίνης 803 ανεξάρτητα, όµως, από την φωσφορυλίωση του HIF-1α 

(124). 

Άλλες λιγότερο µελετηµένες τροποποιήσεις του HIF-1α π εριλαµβάνουν τη 

φωσφορυλίωση των καταλοίπων σερίνης 576 και 657 από την PLK3 (polo-like kinase 3), 

σηµαντικού ρυθµιστή του κυτταρικού κύκλου, µε αποτέλεσµα την αποσταθεροποίηση του 

HIF-1α και τη µείωση της δράσης του (125). Επίσης, η φωσφορυλίωση της σερίνης 696 από 

την κινάση ΑΤΜ (ataxia-telangiectasia mutated), η οποία σε αντίθεση µε την PLK3, 

προκαλεί τη σταθεροποίηση του HIF-1α και την αύξηση των πρωτεϊνικών του επιπέδων (63, 

126).  

Τέλος, µια από τις καλύτερα µελετηµένες φωσφορυλιώσεις του HIF-1α είναι αυτή που 

διαµεσολαβείται από τις ERK1/2 (p44/p42 MAPK) σε απόκριση στην υποξία (127). Η 

τροποποίηση αυτή επάγει τη δράση του HIF-1α µέσω ενός µηχανισµού που θα παρουσιαστεί 

αναλυτικά παρακάτω (κεφάλαιο Α .4), και ο  ρόλος της αφορά ένα µεγάλο µέρος της 

παρούσας διατριβής.   

 

       
Εικόνα 13: Εξαρτώµενες και ανεξάρτητες από το οξυγόνο µετά-µεταφραστικές τροποποιήσεις του HIF-

1α. Οι τροποποιήσεις του HIF-1α περιλαµβάνουν υδροξυλιώσεις, ακετυλιώσεις, σουµοϋλιώσεις, νιτροσυλιώσεις 

και φωσφορυλιώσεις που µπορεί να έχουν ενεργοποιητική ή ανασταλτική επίδραση στη δράση του HIF-1 (4). 
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Ο πίνακας 1 συγκεντρώνει όλα τα γνωστά µονοπάτια και τους παράγοντες που 

επηρεάζουν τον HIF-1α σε επίπεδο µεταγραφής, µετάφρασης και µετά-µεταφραστικών 

τροποποιήσεων (73). 

 
Πίνακας 1: Θετική και αρνητική ρύθµιση του HIF-1. Αναγράφονται οι παράγοντες και τα µονοπάτια που 

επηρεάζουν τον HIF-1α, ο τρόπος και ο µηχανισµός ρύθµισης του. 

Λειτουργική κατηγορία / 

σύµβολο γονιδίου 

Θετική ή αρνητική 

επίδραση στον HIF-1 

Ρυθµιστικός µηχανισµός της 

δράση του HIF-1 

Έναρξη της µεταγραφής του 

γονιδίου hif-1a  

 

ISGF3(STAT1/STAT2/IRF9)  

 

 

 

STAT3  

 

 

 

NF-κB 

 

 

 

PI3K/Akt/PKC/HDAC 

µονοπάτι  

 

 

LY6E 

 

 

NRF-1 

 

 

Σταθεροποίηση του mRNA 

του hif-1a  

 

 

 

 

Θετική  

 

 

 

Θετική  

 

 

 

Θετική 

 

 

 

Θετική 

 

 

 

Θετική 

 

 

Αρνητική 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σύνδεση στον εκκινητή του 

γονιδίου του HIF-1α για 

ενεργοποίηση της έναρξης της 

µεταγραφής   

Σύνδεση στον εκκινητή του 

γονιδίου του HIF-1α για 

ενεργοποίηση της έναρξης της 

µεταγραφής  

Σύνδεση στον εκκινητή του 

γονιδίου του HIF-1α για 

ενεργοποίηση της έναρξης της 

µεταγραφής  

Ενεργοποίηση της έναρξης της 

µεταγραφής στην περίπτωση της 

µετάλλαξης G13997A του 

µιτοχονδριακού γονιδίου ND6  

Ενεργοποίηση του µονοπατιού 

PI3K/Akt µέσω της µείωσης της 

έκφρασης του PTEN 

Σύνδεση στον εκκινητή του 

γονιδίου του HIF-1α για καταστολή 

της έναρξης της µεταγραφής  
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P-σωµάτια (USP52/PAN2) 

 

 

Έναρξη της µετάφρασης του 

γονιδίου hif-1a  

 

YB-1  

 

 

 

PI3K/Akt µονοπάτι  

 

 

ATR  

 

Θετική   

 

 

 

 

 

Θετική                       

 

 

 

Θετική 

 

 

Θετική 

Αλληλεπίδραση µε το 3’UTR του 

mRNA του HIF-1α για τη 

σταθεροποίησή του 

 

 

 

Σύνδεση στη δευτεροταγή δοµή του 

5’-UTR του mRNA του HIF-1α για 

ενίσχυση της έναρξης της 

µετάφρασης 

Ενίσχυση της εξαρτώµενης από το 

κάλυµµα και το IRES έναρξης της 

µετάφρασης  

Επίδραση στα στοιχεία cis της 

κωδικής περιοχής του mRNA του 

HIF-1α όταν ενεργοποιείται από 

στρες της αντιγραφής 

 

Σταθεροποίηση της πρωτεΐνης 

του HIF-1a µέσω 

τροποποίησης της κατάστασης 

προλυλ-υδροξυλίωσης του 

 

PHD1, 2, 3 

 

 

IDH3  

 

 

NQO1  

 

SIRT2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Αρνητική 

 

 

Θετική 

 

 

Θετική 

 

Αρνητική 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Υδροξυλίωση των καταλοίπων 

P402 και P564 του HIF-1α για 

ουβικιτινιλίωση 

Αλληλεπίδραση µε τις PHD µέσω 

της µείωσης των επιπέδων του 

2OG, όταν υπερεκφράζεται 

Σύνδεση στον HIF-1α και πρόληψη 

της αλληλεπίδρασής του µε τις PHD  

Απακετυλίωση του καταλοίπου 

K709 του HIF-1α και ενίσχυση της 

αλληλεπίδρασης µεταξύ HIF-1α και 

PHD2 
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Σταθεροποίηση της πρωτεΐνης 

του HIF-1a χωρίς 

τροποποίησης της κατάστασης 

προλυλ-υδροξυλίωσης του 

 

HSP90 

 

 

 

GSK-3  

 

 

 

PLK3 

 

 

RSUME  

 

SET7/9 

 

 

 

SENP1 

 

 

 

LSD1  

 

 

 

 

Σταθεροποίηση της πρωτεΐνης 

του HIF-1a µέσω 

τροποποίησης της κατάστασης 

ουβικιτινιλίωσής του 

 

 

 

 

 

 

Θετική 

 

 

 

Αρνητική 

 

 

 

Αρνητική 

 

 

Θετική 

 

Αρνητική 

 

 

 

Θετική 

 

 

 

Θετική 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Προστατεύει τον HIF-1α από την 

RACK1-διαµεσολαβούµενη και 

PHD-VHL-ανεξάρτητη 

πρωτεόλυση 

Φωσφορυλίωση των καταλοίπων 

S551, T555, και S589 του HIF-1α 

για PHD-VHL-ανεξάρτητη 

πρωτεόλυση 

Φωσφορυλίωση των καταλοίπων 

S576 και S657 του HIF-1α για 

PHD- ανεξάρτητη πρωτεόλυση 

Σουµοϋλίωση του HIF-1α για 

σταθεροποίησή του 

Μεθυλίωση του HIF-1α στο 

κατάλοιπο K32 για ουβικιτινιλίωση 

και πρωτεόλυσή του µε PHD-VHL-

ανεξάρτητο τρόπο 

Απο-σουµοϋλίωση του HIF-1α για 

αναστολή της VHL-εξαρτώµενης 

ουβικιτινιλίωσης µε PHD-

ανεξάρτητο τρόπο 

Απο-µεθυλίωση του HIF-1α στο 

κατάλοιοπο K32 για καταστολή της 

PHD-VHL-ανεξάρτητης 

πρωτεόλυσης 
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VHL 

  

VDU (επίσης και USP20) 

 

USP8 

 

UCHL1  

Αρνητική  

 

Θετική  

 

Θετική 

 

Θετική 

Ουβικιτινιλίωση του HIF-1α για 

αποικοδόµηση στο πρωτεάσωµα 

Απο-ουβικιτινιλίωση του HIF-1α 

για σταθεροποίησή του  

Απο-ουβικιτινιλίωση του HIF-1α 

για σταθεροποίησή του  

Απο-ουβικιτινιλίωση του HIF-1α 

για σταθεροποίησή του  

Πυρηνική συσσώρευση  

 

Dynein 

 

 

AMPK/HDAC µονοπάτι 

 

 

MAPK (ERK1/2) 

 

 

 

Σχηµατισµός ετεροδιµερούς  

 

CK1δ 

 

 

 

Ενεργοποίηση της δράσης του 

HIF-1a   

 

FIH-1 

 

 

 

SIRT1   

 

 

 

 

Θετική 

 

 

Θετική 

 

 

Θετική 

 

 

 

 

 

Αρνητική 

 

 

 

 

 

 

Αρνητική 

 

 

 

Αρνητική 

 

 

 

 

Αλληλεπίδραση µε το NLS του 

HIF-1α για τη συσσώρευσή του 

στον πυρήνα 

Πυροδότηση της µεταφοράς του 

HIF-1α στον πυρήνα και προώθηση 

της αλληλεπίδρασης HIF-1α-HSP90 

Φωσφορυλίωση των καταλοίπων 

S641 και S643 για πυρηνική 

συσσώρευση του HIF-1α 

 

 

 

Φωσφορυλίωση του καταλοίπου 

S247 του HIF-1α για αναστολή της 

αλληλεπίδρασης µε τον HIF-1β 

 

 

 

 

Υδροξυλίωση του καταλοίπου 

N803 του HIF-1α για αναστολή της 

αλληλεπίδρασης µεταξύ HIF-1α και 

p300/CBP 

Αναστολή της αλληλεπίδρασης 

HIF-1α-p300/CBP µέσω 

απακετυλίωσης του καταλοίπου 
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XBP1 

 

 

 

IDH3  

 

 

 

 

Θετική 

 

 

 

Θετική 

K647 του HIF-1α, που 

ακετυλιώνεται από την PCAF 

Σχηµατισµός µεταγραφικού 

συµπλόκου µε τον HIF-1α και 

προσέλκυση της RNA πολυµεράσης 

II 

Αλληλεπίδραση µε τον FIH-1 µέσω 

της µείωσης των επιπέδων του 2OG 

όταν υπερεκφράζεται 

 

 

Α.3.2.4 Ρύθµιση του HIF-2α µέσω φωσφορυλίωσης 

Σηµαντικές είναι επίσης οι  φωσφορυλιώσεις που ελέγχουν τη δράση του HIF-2α. Έχει 

βρεθεί ότι ο HIF-2α φωσφορυλιώνεται στο κατάλοιπο θρεονίνης Thr324 από την κινάση της 

πρωτεΐνης D1 (PKD1), µε αποτέλεσµα την αναστολή της αλληλεπίδρασής του µε το 

µεταγραφικό παράγοντα SP1 (Specificity Protein 1) και την επαγωγή της έκφρασης του 

απαραίτητου για την επιδιόρθωση του DNA παράγοντα νιµπρίνη (NSBS1) (128). Η 

φωσφορυλίωση αυτή φαίνεται να εξαρτάται από ένα γειτονικό κατάλοιπο προλίνης, το οποίο 

είναι µοναδικό στον HIF-2α, µε αποτέλεσµα ο HIF-1α να µη φωσφορυλιώνεται στην 

αντίστοιχη θρεονίνη Thr-322, και έτσι να καταστέλλεται η δράση των πρωτεϊνών 

επιδιόρθωσης του DNA λόγω µη σύνδεσης µε τον MYC (proto-oncogene protein) αλλά µε  

τον SP1. Τα παραπάνω, αποτελούν χαρακτηριστικό παράδειγµα του πώς µια µετά-

µεταφραστική τροποποίηση των υποµονάδων HIF-α, µπορεί να επηρεάσει διακριτά την 

αλληλεπίδρασή τους µε συµπαράγοντες, οδηγώντας σε διαφορετικές λειτουργίες και 

διαφορετικούς φαινοτύπους (3, 128). 

Επίσης, ο HIF-2α φωσφορυλιώνεται από την κινάση της καζεΐνης 2 (CK2) στο 

συντηρηµένο κατάλοιπο θρεονίνης Thr844 της επικράτειας C-TAD, και µε τρόπο αντίστοιχο 

µε τ ην φωσφορυλίωση του HIF-1α από την ίδια κινάση, οδηγεί στην αύξηση της 

µεταγραφικής του ενεργότητας (129), µειώνοντας τη  συγγένεια του HIF-2α µε τον 

ανασταλτικό παράγοντα FIH και την αντίστοιχη υδροξυλίωση στην ασπαραγίνη 847.  

Τέλος, η πιο πρόσφατα χαρακτηρισµένη φωσφορυλίωση του HIF-2α είναι αυτή που 

πραγµατοποιείται από την κινάση της καζεΐνης 1δ (CK1δ). Η CK1δ φωσφορυλιώνει τον HIF-

2α σε δύο αµινοξικά κατάλοιπα (Ser383 και Thr528) και, έτσι, προωθεί την πυρηνική 

συσσώρευσή του HIF-2α µε αποτέλεσµα την αύξηση της εκκρινόµενης ερυθροποιητίνης 
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(EPO) σε κύτταρα ηπατοκαρκινώµατος, εµποδίζοντας ένα µηχανισµό πυρηνικής ε ξαγωγής 

που εµπλέκει την εξπορτίνη CRM1 (130) (Εικόνα 14). 

 

           
Εικόνα 14: Η φωσφορυλίωση του HIF-2α από την CK1δ επάγει τη µεταγραφική του ενεργότητα. Σε 

συνθήκες υποξίας ο HIF-2α σταθεροποιείται και εισάγεται στον πυρήνα, αλλά  εξάγεται  γρήγορα  στο  

κυτταρόπλασµα µέσω της εξπορτίνης CRM1. Η φωσφορυλίωση του από  την CK1δ στα κατάλοιπα Ser383 και 

Thr528 δεν επιτρέπει την εξαγωγή του από τον πυρήνα. Έτσι, ο HIF-2α συσσωρεύεται στον πυρήνα, όπου  

διµερίζεται µε τον ARNT, επάγει τη µεταγραφή του γονιδίου της EPO επιτρέποντας, έτσι, την αύξηση των 

επιπέδων της εκκρινόµενης EPO (130), τροποποιηµένη. 

 

Α.4 Έλεγχος της δράσης του HIF-1α από τις ERK1/2 

Το µονοπάτι των MAPK, µαζί µε αυτό της PI3K/Akt, αποτελούν τα γνωστότερα 

σηµατοδοτικά µονοπάτια που ρυθµίζουν, ποικιλοτρόπως, τον HIF-1α. Το µονοπάτι των 

MAPK ε πάγεται από αυξητικούς παράγοντες, κυτοκίνες, ογκογονίδια, αλλά κι από την 

υποξία και επηρεάζει εκτός από τη µετάφραση του mRNA του HIF-1α, όπως αναφέρθηκε 

προηγουµένως, και τη µεταγραφική του ενεργοποίηση. Έχει δειχθεί η άµεση στόχευση του 

HIF-1α από τις ERK1/2 (p42/44 ΜΑΡΚ), µε αποτέλεσµα τη ρύθµιση της µεταγραφικής 

ενεργοποίησής του (127), ενώ δεν αποτελεί στόχο των υπόλοιπων µελών της οικογένειας των 

MAPK (p38 ή c-JNK) (131). Σε αντίθεση µε τις τροποποιήσεις που αναφέρθηκαν και 

ρυθµίζουν τη σταθερότητα του HIF-1α (από τις GSK3, PLK3, ATM, CDKI), ή τον 

ετεροδιµερισµό του µε τον ARNT (CK1δ), η φωσφορυλίωση του από τις ERK1/2 επηρεάζει 

άµεσα τη δράση του.  

Δεδοµένα του εργαστηρίου Βιοχηµείας έδειξαν πως οι ERK1/2 φωσφορυλιώνουν άµεσα 

δύο συντηρηµένα κατάλοιπα σερίνης (Ser641 και Ser643) (127) που εντοπίζονται εντός µιας 

µικρής καρβοξυτελικής περιοχής 43 αµινοξέων του HIF-1α, που έχει ο ριστεί ως ETD 
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(ERK1/2 Targeted Domain, αµινοξέα 616-658). Η συγκεκριµένη περιοχή, εκτός των θέσεων 

φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2, περιλαµβάνει και το γειτονικό σήµα εξαγωγής από τον 

πυρήνα (NES, αµινοξέα 632-639). 

Η υπερέκφραση σε κύτταρα HeLa µιας µεταλλαγµένης µορφής του HIF-1α στην οποία 

έχουν καταργηθεί οι  θέσεις φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 (Ser641 σε Ala και Ser643 σε 

Ala), έδειξε ότι έχει κυρίως κυτταροπλασµατικό εντοπισµό και πολύ χαµηλή µεταγραφική 

ενεργότητα. Παρόλα αυτά, κατεργασία των κυττάρων αυτών µε Leptomycin B, έναν ειδικό 

αναστολέα της εξπορτίνης CRM1, είχε ως αποτέλεσµα τη συγκέντρωση της µεταλλαγµένης 

µορφής του HIF-1α στον πυρήνα και επανάκτηση της δράσης του. Έτσι προτάθηκε ότι η 

απουσία φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 µειώνει την πυρηνική συσσώρευση του HIF-1α 

λόγω της εξαγωγής του στο κυτταρόπλασµα (127). Επιπλέον, αναστολή του µονοπατιού των 

MAPK, µε τη χρήση του αναστολέα της MEK1, PD98059, φυσικών προϊόντων και στέρηση 

ορού, οδήγησε σε µετατόπιση του ενδογενούς HIF-1α στο κυτταρόπλασµα και απώλεια της 

µεταγραφικής του ενεργότητας, µειώνοντας την έκφραση των γονιδίων που ελέγχονται 

αποκλειστικά από τον HIF-1 (132-134). Σηµαντική, επίσης, είναι η παρατήρηση ότι παρά την 

απώλεια της µεταγραφικής του ενεργότητας, ο  HIF-1α που εκτοπίζεται από τον πυρήνα δεν 

διαχέεται στο κυτταρόπλασµα αλλά εντοπίζεται στην εξωτερική µεµβράνη των µιτοχονδρίων 

µέσω της αλληλεπίδρασης του µε τη µιτοχονδριακή πρωτεΐνη µορταλίνη (Mortalin/GRP75). 

Εκεί συµµετέχει, µαζί µε τη µορταλίνη, σε ένα σύµπλοκο µε την εξοκινάση ΙΙ και το κανάλι 

ιόντων VDAC1 (Voltage-dependent anion-selective channel 1), προστατεύοντας τα κύτταρα 

από την απόπτωση (133).  Η υπερέκφραση µορφών του HIF-1α που φέρουν µεταλλάξεις που 

µιµούνται τη φωσφορυλίωση (Ser641 σε Glu) ή καταστρέφουν το NES, εντοπίζονται 

αποκλειστικά στον πυρήνα και καθίστανται ανθεκτικές σε µεγάλο βαθµό στην αναστολή του 

µονοπατιού των MAPK (34).  

 Συνοψίζοντας τα παραπάνω, όταν το µονοπάτι των ERK1/2 είναι ανενεργό, ο  HIF-1α 

εισάγεται µεν στον πυρήνα αλλά εξάγεται γρήγορα εξαιτίας της αλληλεπίδρασής του µέσω 

του NES µε την εξπορτίνη CRM1. Αποτέλεσµα αυτού είναι η µεταγραφική του δράση να  

παραµένει χαµηλή. Ταυτόχρονα, ό µως, η δέσµευση του µέσω της µορταλίνης στα 

µιτοχόνδρια εξασφαλίζει την επιβίωση των κυττάρων (133). Ενεργοποίηση του µονοπατιού 

των  ERK1/2 έχει σαν αποτέλεσµα τη φωσφορυλίωση του HIF-1α στις σερίνες 641/643 µε 

άµεσο αποτέλεσµα την απόκρυψη του γειτονικού σήµατος NES και την παρεµπόδιση της 

αλληλεπίδρασής του HIF-1α µε τη CRM1 (34). Ο µηχανισµός αυτός εξασφαλίζει την 

συσσώρευση του HIF-1α στον πυρήνα, τον ετεροδιµερισµό µε τον ARNT και την 

ενεργοποίηση της µεταγραφής των γονιδίων-στόχων της υποξίας (Εικόνα 15). Εποµένως, ο 
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µηχανισµός µε τον οποίο οι ERK1/2 επάγουν τη δράση του HIF-1α περιλαµβάνει τη ρύθµιση 

της εξαγωγής του από τον πυρήνα (62).  

 

           
Εικόνα 15: Η φωσφορυλίωση του HIF-1α από τις ERK1/2 επάγει απευθείας τη µεταγραφική του 

ενεργότητα, ρυθµίζοντας τη µετακίνηση του µεταξύ πυρήνα και κυτταροπλάσµατος. Μετά τη 

σταθεροποίησή του, ο HIF-1α αλληλεπιδρά µε υποδοχείς εισαγωγής στον πυρήνα (ιµπορτίνες α/β, 4 και 7) και 

εισάγεται µέσα στον πυρήνα µέσω των συµπλόκων πυρηνικού πόρου (Nuclear Pore Complexes, NPCs). 

Εξάγεται, όµως, γρήγορα στο κυτταρόπλασµα µέσω της αλληλεπίδρασης µε την εξπορτίνη CRM1 που 

διαµεσολαβείται από  το  NES του. Η φωσφορυλίωση του HIF-1α από  τις ERK1/2 καλύπτει το NES και 

αναστέλλει την αλληλεπίδρασή µε τη CRM1. Ακολουθεί η  συσσώρευση του  HIF-1α στον πυρήνα 

εξασφαλίζοντας τη µέγιστη µεταγραφική του ενεργότητα (62), τροποποιηµένη. 

 

Δοκιµές υπερέκφρασης διαφόρων µορφών της µικρής περιοχής ETD σαν ανεξάρτητο 

πεπτίδιο, έδειξαν ότι η αγρίου τύπου µορφή του πεπτιδίου ανέστειλε τη δράση του 

ενδογενούς HIF-1α σε κύτταρα HeLa και Huh7, ανταγωνιζόµενο τον πλήρους µεγέθους HIF-

1α. Αντίθετα, η χρήση της µεταλλαγµένης µορφής του πεπτιδίου ETD που δεν 

φωσφορυλιώνεται από τις ERK1/2 άφησε την ενεργότητα του HIF-1α ανεπηρέαστη (34) (62). 

Απόρροια των παραπάνω παρατηρήσεων είναι η υπόθεση αν οι  διάφορες µορφές του 

πεπτιδίου ETD θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν για την εκτενέστερη µελέτη της σηµασίας 

της φωσφορυλίωσης του HIF-1α από τις ERK1/2 στην κυτταρική απόκριση στην υποξίας. 
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Α.5 Ρύθµιση του HIF-1 από φωσφατάσες 

Παρόλο που ο ρόλος των κινασών στη ρύθµιση της δράσης των HIF-α και την κυτταρική 

απόκριση στην υποξία έχει µελετηθεί εκτενώς, πολύ λίγα είναι γνωστά για τις φωσφατάσες 

που επηρεάζουν τους HIF-α. Οι φωσφατάσες είναι τα ένζυµα που καταλύουν την υδρόλυση 

των φώσφο-εστερικών δεσµών των φωσφορυλιωµένων αµινοξέων και αποµακρύνουν 

φωσφορικές ο µάδες που προστέθηκαν από τ ις κινάσες. Στα ευκαρυωτικά κύτταρα 

οµαδοποιούνται σε τρεις βασικές κατηγορίες, τις φωσφατάσες σερίνης/θρεονίνης (PSP), τις 

φωσφατάσες τυροσίνης (PTP) και τις φωσφατάσες διπλής εξειδίκευσης (DUSP), οι  οποίες 

αποφωσφορυλιώνουν τόσο κατάλοιπα σερίνης/θρεονίνης όσο και τυροσίνης στις πρωτεΐνες-

στόχους τους (135, 136).  

Υπάρχουν λίγες αναφορές στη βιβλιογραφία για τη ρύθµιση της δράσης του HIF-1α από 

φωσφατάσες. Σύµφωνα µε τον Liu και τους συνεργάτες του, η καλσινευρίνη, µια φωσφατάση 

µε πολλαπλούς ρόλους, προωθεί την αύξηση των πρωτεϊνικών επιπέδων και της δράσης του 

HIF-1α, αναστέλλοντας τη RACK1-εξαρτώµενη αποικοδόµησή του (137). Όπως 

αναφέρθηκε, η RACK1 επάγει την αποικοδόµηση του HIF-1α µε ανεξάρτητο του οξυγόνου 

και του VHL τρόπο. Η καλσινευρίνη αποφωσφορυλιώνει τη RACK1 παρεµποδίζοντας έτσι 

τον διµερισµό της και κατ’ επέκταση την αλληλεπίδραση του HIF-1α µε την Elogin-C, 

γεγονός που προωθεί τη σταθεροποίησή του (Εικόνα 16).  

 

                       
Εικόνα 16: Η καλσινευρίνη επάγει τη σταθεροποίηση του HIF-1α µέσω της αποφωσφορυλίωσης της 

RACK1. Η καλσινευρίνη αποφωσφορυλιώνει τη RACK1, µε αποτέλεσµα να παρεµποδίζεται ο διµερισµός της 

και να αναστέλλεται η αλληλεπίδραση του HIF-1α µε την Elogin-C, που είναι συνδεδεµένοι στην περιοχή WD6 
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του κάθε µονοµερούς της RACK1. Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα την παρεµπόδιση της ουβικιτινιλίωσης του HIF-

1α και την αποικοδόµησή του στο πρωτεάσωµα (137), τροποποιηµένη. 

 

Επίσης, πολλά από τα µέλη της οικογένειας των φωσφατασών διπλής ειδίκευσης (DUSP) 

επηρεάζουν έµµεσα τη δράση του ΗΙF-1α. Έχει δειχθεί ότι οι  DUSP αποτελούν αναστολείς 

των MAPK, γι’ αυτό ονοµάζονται και φωσφατάσες των MAPK (MKP, MAPK phoshatases) 

(Πίνακας 2) (138), και ως εκ τούτου έχουν αποδοθεί σε αυτές σηµαντικοί βιολογικοί ρόλοι 

(139). Οι DUSP αποφωσφορυλιώνουν άµεσα διάφορα µέλη της οικογένειας των MAPK.  

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η αποφωσφορυλίωση και απενεργοποίηση των 

ERK1/2, οι  οποίες όπως αναφέρθηκε, διαµεσολαβούν στην επαγωγή της µεταγραφικής 

ενεργότητας του HIF-1α. Οι φωσφατάσες DUSP2, DUSP6, DUSP7 και DUSP9 φαίνεται να 

παρουσιάζουν µεγάλη εξειδίκευση ως προς την επιλογή των ERK1/2 ως υποστρώµατά τους 

(140) (141), (142-144), (145). Άλλα βιβλιογραφικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι και άλλα 

µέλη της οικογένειας των DUSP παίζουν ρόλο στη ρύθµιση των ERK1/2, όπως οι  DUSP4, 

DUSP5, DUSP9 και DUSP14 (146-148). 

Κάποιες από τις φωσφατάσες αυτές έχει δειχθεί ότι συνδέονται µε το µονοπάτι της 

υποξίας (149), (150). H φωσφατάση DUSP1 (MKP1), η οποία επάγεται µεταγραφικά από την 

υποξία (151), ρυθµίζει αρνητικά τη δράση του HIF-1α, αποφωσφορυλιώνοντας και 

απενεργοποιώντας τις ERK1/2 (152). Τέλος, µια καινούρια µελέτη συσχετίζει και την 

ενεργοποίηση των φωσφατασών DUSP9 και DUSP16 µε το µονοπάτι της υποξίας (153). 

Συγκεκριµένα, δείχνει ότι η επαγόµενη αύξηση της έκφρασης της DUSP 9 και µείωση της 

έκφρασης της DUSP 16 µέσω ενός εξαρτώµενου από τον HIF-1α µηχανισµού, ως απόκριση 

στη χηµειοθεραπεία, ελέγχει τη δράση των κινασών ERK και p38 MAPK. 
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Πίνακας 2: Οι φωσφατάσες των MAP κινασών της οικογένειας DUSP. Στον πίνακα φαίνονται τα µέλη της 

οικογένειας των DUSP, η υποκυτταρική κατανοµή τους και τα µέλη της οικογένειας των MAPK που 

αποφωσφορυλιώνουν (140).  

   Προτίµηση 
υποστρώµατος 

Τάξη Άλλο όνοµα Υποκυτταρικός 
εντοπισµός ERK1/2 p38 JNK 

Τάξη Ι 
    DUSP1 
    DUSP2 
    DUSP4 
    DUSP5 
Τάξη ΙΙ 
    DUSP6 
    DUSP7 
    DUSP9 
Τάξη ΙΙΙ 
    DUSP8 
    DUSP10 
    DUSP 16 

 
MKP-1, CL-100, erp, 3CH134, hVH1 
PAC-1 
MKP-2, Typ1, Sty8, hVH2 
hVH-3, B23 
 
MPK-3, Pyst1, rVH6 
MPK-X, Pyst2, B59 
MPK-4, Pyst3 
 
M3/6, hVH5, HB5 
MKP-5 
MKP-7 

 
Πυρήνας 
Πυρήνας 
Πυρήνας 
Πυρήνας 

 
Κυτταρόπλασµα 
Κυτταρόπλασµα 
Κυτταρόπλασµα 

 
Πυρήν/κυτταρόπλ 
Πυρήν/κυτταρόπλ 
Πυρήν/κυτταρόπλ 

 
Χ 
Χ 
Χ 
Χ 
 
Χ 
Χ 
Χ 

 
Χ 
Χ 
Χ 
 
 
 
 

x 
 

X 
X 
X 

 
Χ 
 
Χ 
 
 
 
 
 
 

X 
X 
X 

 

 

Α.6 Οι υπό µελέτη φωσφατάσες 

Στην παρούσα διατριβή µελετήθηκε ο  ρόλος δύο φωσφατασών σερίνης/θρεονίνης στη 

ρύθµιση της δράσης των HIF-α.  

 

Α.6.1 Η φωσφατάση καλσινευρίνη (PPP3CA, CnA) 

Η καλσινευρίνη είναι µια κυτταροπλασµατική φωσφατάση σερίνης/θρεονίνης, η δράση 

της οποίας ρυθµίζεται από τη συγκρότηση του συµπλόκου Ca2+/καλµοδουλίνης. Είναι 

διµερές αποτελούµενο από µια καταλυτική υποµονάδα (PPP3CA, CnA) µεγέθους ~61 kDa 

και µια ρυθµιστική υποµονάδα (PPP3R, CnB) µεγέθους 19 kDa. Έχουν χαρακτηριστεί τρεις 

διαφορετικές ισοµορφές για την καταλυτική υποµονάδα (PPP3CAa, PPP3CAb, PPP3CAc) 

που κωδικοποιούνται από διαφορετικά γονίδια, και δύο ισοµορφές για τη ρυθµιστική 

υποµονάδα (PPP3R1, PPP3R2) (154).  

Η δοµή της PPP3CA είναι πολύ συντηρηµένη και αποτελείται από δύο κύριες 

επικράτειες, την καταλυτική (αµινοξέα 70-328) και την ρυθµιστική (αµινοξέα 333-490). Η 

ρυθµιστική επικράτεια περιέχει 3 µικρές υποπεριοχές, την περιοχή αλληλεπίδρασης µε τη 

ρυθµιστική υποµονάδα (CnB), την περιοχή δέσµευσης της καλµοδουλίνης µετά την 

ενεργοποίησή της από το Ca2+ (CaM) και την περιοχή αυτό-αναστολής (AID) (Εικόνα 17) 

(155, 156).  
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Εικόνα 17: Δοµική οργάνωση της καλσινευρίνης. Α) Σχηµατική αναπαράσταση της καταλυτικής υποµονάδας 

της καλσινευρίνης. Β) Αναπαράσταση των υποπεριοχών της ρυθµιστικής περιοχής της καταλυτικής υποµονάδας 

της καλσινευρίνης. Αναγράφονται τα όρια και η αµινοξική αλληλουχία της κάθε υποπεριοχής. Με µαύρη 

σκίαση επισηµαίνονται τα αµινοξέα που είναι απαραίτητα για την αλληλεπίδραση µε την κυκλοφιλίνη  και τον 

FKBP12 (156), τροποποιηµένη.  

 

Στην υποπεριοχή δέσµευσης τ ης ρυθµιστικής υποµονάδας CnB, ε πιδρούν και οι  δύο 

καλά χαρακτηρισµένοι και ευρέως χρησιµοποιούµενοι αναστολείς της καλσινευρίνης. 

Πρόκειται για τα ανοσοκατασταλτικά φάρµακα κυκλοσπορίνη A (CsA) και FK506 ή 

τακρόλιµους (157, 158). Οι παράγοντες αυτοί αναστέλλουν τη δράση της καλσινευρίνης 

έµµεσα. Η CsA δεσµεύεται στην κυτταροπλασµατική πρωτεΐνη κυκλοφιλίνη και ο  FK506 

δεσµεύεται σε µια πρωτεΐνη της οικογένειας των ανοσοφιλινών µε µέγεθος 12 kDa, την 

FKBP12 (FK-binding protein 12). Τα σύµπλοκα CsA-κυκλοφιλίνη και FK506-FKBP12 στη 

συνέχεια αλληλεπιδρούν µε την καλσινευρίνη στην περιοχή δέσµευσης της ρ υθµιστικής 

υποµονάδας (Εικόνα 17) και αναστέλλουν τη δράση της (159-161). Τα σύµπλοκα CsA-

κυκλοφιλίνη και FK506-FKBP12 δρουν ως µη συναγωνιστικοί αναστολείς, παρά την έλλειψη 

δοµικής οµολογίας µεταξύ των δύο συµπλόκων (162, 163). Επίσης, έχει δειχθεί ότι πέραν της 

καλσινευρίνης, οι CsA και FK506 αναστέλλουν τη δράση και άλλων σηµατοδοτικών µορίων, 

όπως διαφόρων MAP κινασών, µέσω διακριτών µηχανισµών, εξαιτίας των διαφορετικών 

συµπλόκων που σχηµατίζουν (157). Πρόσφατα έχει χαρακτηριστεί ένας νέος αναστολέας της 

καλσινευρίνης, ο οποίος αλληλεπιδρά άµεσα µε τη φωσφατάση, η isogarcinol. Υπάρχουν δύο 

θέσεις δέσµευσης της στην καλσινευρίνη και µάλιστα στην καταλυτική περιοχή της 

φωσφατάσης. Έτσι η isogarcinol λειτουργεί ως συναγωνιστικός αναστολέας, 

παρεµποδίζοντας την εκδήλωση της δράσης φωσφατάσης της καλσινευρίνης. Η isogarcinol 
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εµφανίζει χαµηλότερη τοξικότητα αλλά ισχυρό ανοσοκατασταλτικό αποτέλεσµα σε σχέση µε 

τα φάρµακα CsA και FK506 (164, 165). 

Στην ανενεργή της µορφή η καταλυτική περιοχή της καλσινευρίνης αποκρύπτεται από 

την αυτό-ανασταλτική περιοχή (AID) που βρίσκεται στο καρβοξυτελικό της άκρο. Για την 

ενεργοποίησή της απαιτείται η σύνδεση της ρυθµιστικής υποµονάδας (CnB) ή της 

καλµοδουλίνης. Η σύνδεση αυτή επάγεται από την αύξηση της ενδοκυττάριας συγκέντρωσης 

του Ca2+. Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, η δράση φωσφατάσης της καλσινευρίνης 

ρυθµίζεται από τα επίπεδα Ca2+ µέσα στο κύτταρο. Έχει δειχθεί, ότι ουσίες που επάγουν την 

αύξηση της ενδοκυττάριας συγκέντρωσης Ca2+ προκαλούν την ενεργοποίηση της 

καλσινευρίνης. Μια τέτοια ουσία είναι η ιονοµυκίνη, ένα ιονοφόρο που παράγεται από το 

βακτηριακό στέλεχος Streptomyces conglobatus κι έχει την ικανότητα να µεταφέρει κατιόντα 

και κυρίως Ca2+ δια µέσω της φωσφολιπιδικής µεµβράνης στο εσωτερικό του κυττάρου 

(166). Το Ca2+ δεσµεύεται τόσο στην καλµοδουλίνη όσο και στην CnB, οι  οποίες είναι 

δοµικά όµοιες αλλά διαφέρουν πολύ λειτουργικά. Η σύνδεση της ρυθµιστικής υποµονάδας 

CnB, έχει ως αποτέλεσµα την αλλαγή της διαµόρφωσης της καταλυτικής υποµονάδας και την 

απελευθέρωση του ανασταλτικού καρβοξυτελικού άκρου AID (154, 167). Εποµένως, είναι 

πολύ σηµαντική για την ενεργοποίηση της ενζυµικής δράσης της καλσινευρίνης. Η σύνδεση 

του συµπλόκου Ca2+/καλµοδουλίνης, επίσης προκαλεί την ενεργοποίηση της καταλυτικής 

υποµονάδας, αλλά η αποµάκρυνση της AID περιοχής αφήνει τη φωσφατάση «απροστάτευτη» 

έναντι της δισµουτάσης του υπεροξειδίου, κι αυτό εξηγεί το ρόλο της καλµοδουλίνης στην 

οξειδωτική απενεργοποίηση της καλσινευρίνης (156). Έχει δειχθεί ότι η µορφή της 

καλσινευρίνης που δεν διαθέτει την περιοχή δέσµευσης της καλµοδουλίνης (CaM, εικόνα 

17), αλλά µπορεί να δεσµεύσει την ρυθµιστική υποµονάδα CnB, έχει 10 φορές µεγαλύτερη 

συγγένεια για το Ca2+ σε σχέση µε το αγρίου τύπου ένζυµο (168).  

Η καλσινευρίνη είναι µια πολυλειτουργική φωσφατάση που διαθέτει ένα µεγάλο αριθµό 

υποστρωµάτων. Έχει βρεθεί ότι διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο σε πολλές βιολογικές 

διεργασίες, καθώς εµπλέκεται σε διάφορα σηµατοδοτικά µονοπάτια και ρυθµίζει θετικά ή 

αρνητικά τη δράση πολλών µεταγραφικών παραγόντων (NFAT, NF-κΒ, AP1). Ο πιο γνωστός 

ρόλος που της έχει αποδοθεί, είναι η εµπλοκή της στην έναρξη της ανοσιακής απόκρισης και 

την ενεργοποίηση των  T-λεµφοκυττάρων. Έχει δειχθεί ότι η καλσινευρίνη 

αποφωσφορυλιώνει άµεσα τον πυρηνικό παράγοντα των ενεργοποιηµένων Τ -

λεµφοκυττάρων, NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells). Η αποφωσφορυλίωση αυτή 

οδηγεί σε ενεργοποίηση του NFAT, ο  οποίος εισέρχεται στον πυρήνα και ως µεταγραφικός 

παράγοντας επάγει τη µεταγραφή γονιδίων και οδηγεί σε απελευθέρωση των ιντερλευκινών -
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2, -3, -4, της ιντερφερόνης γ και του παράγοντα νέκρωσης των όγκων-α, ΤNFα, διεγείροντας 

µια σειρά ανοσιακών απαντήσεων (169, 170). Επίσης, µια πρόσφατη µελέτη πάνω στο ρόλο 

της καλσινευρίνης στη ρύθµιση του NFAT, υπέδειξε την ύπαρξη µιας µικρότερης µορφής της 

φωσφατάσης, η οποία εντοπίζεται µαζί µε τον NFAT στον πυρήνα, και αναστέλλεται επίσης 

από τον ανοσοκατασταλτικό παράγοντα FK506 (171, 172) (Εικόνα 18). Η µορφή αυτή της 

φωσφατάσης σύµφωνα µε τα βιβλιογραφικά δεδοµένα προκύπτει µετά από πέψη της 

καλσινευρίνης από το ένζυµο καλπαΐνη. Η πρωτεόλυση αυτή πραγµατοποιείται µετά την 

είσοδο της καλσινευρίνης στον πυρήνα.  

 

                                    
Εικόνα 18: Ο ρόλος της καλσινευρίνης στην επαγωγή της ανοσιακής απόκρισης. Η  καλσινευρίνη  

αποφωσφορυλιώνει άµεσα και επάγει την ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα NFAT. Η ενεργοποίηση 

του NFAT έχει ως αποτέλεσµα την παραγωγή ιντερλευκινών και άλλων παραγόντων που σηµατοδοτούν την 

ανοσιακή απάντηση. Τόσο η κυτταροπλασµατική, όσο και η µικρότερη-πυρηνική µορφή της φωσφατάσης 

αναστέλλονται από τον FK506 (171), τροποποιηµένη.  

 

Έχει επίσης δειχθεί ότι η καλσινευρίνη διαµεσολαβεί την ενεργοποίηση του µονοπατιού 

του µεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ σε απόκριση στην ενεργοποίηση των TCR (υποδοχείς 

των T-κυττάρων). Σε αντίθεση µε την περίπτωση του NFAT, η επίδραση της καλσινευρίνης 

στην επαγωγή του NF-κΒ είναι έµµεση και πραγµατοποιείται µέσω της ρύθµισης της 

συγκρότησης του συµπλόκου CBM. Το σύµπλοκο αυτό αποτελείται από τις πρωτεΐνες 

Carma1 (CARD-containing MAGUK protein 1), Bcl10 (B-cell lymphoma/leukemia 10) και 

Malt1 (Mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation protein 1). Απαραίτητη 

προϋπόθεση για τη συγκρότηση του συµπλόκου είναι η φωσφορυλίωση της Carma1 και η 
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αποφωσφορυλίωση του Bcl10. Η αποφωσφορυλίωση αυτή πραγµατοποιείται από την 

καλσινευρίνη, η οποία ενεργοποιείται από την αύξηση της ενδοκυττάριας συγκέντρωσης 

Ca2+, που επάγεται από την ενεργοποίηση των TCR (T-cell receptor). Ο σχηµατισµός του 

συµπλόκου CBM οδηγεί σε ενεργοποίηση του NF-κΒ, ο οποίος εισέρχεται στον πυρήνα και 

επάγει τη µεταγραφή των γονιδίων-στόχων του (173). 

Επιπλέον, υπάρχουν αρκετές µελέτες που εµπλέκουν την καλσινευρίνη µε την προώθηση 

του κυτταρικού θανάτου, είτε µέσω της ενεργοποίησης του µονοπατιού της απόπτωσης (174), 

είτε ρυθµίζοντας την αυτοφαγία. Συγκεκριµένα, έχει δειχθεί ότι η καλσινευρίνη 

αποφωσφορυλιώνει άµεσα την πρωτεΐνη Drp1 (dynamin-related protein 1), προωθώντας τη 

σχάση των µιτοχονδρίων, κατάσταση που χαρακτηρίζει τα πρώιµα στάδια της απόπτωσης 

(175). Άλλα βιβλιογραφικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι η καλσινευρίνη αποφωσφορυλιώνει 

την προ-αποπτωτική πρωτεΐνη BAD, οδηγώντας στην αποδέσµευσή της από τις 14-3-3-

πρωτεΐνες µε αποτέλεσµα τον εντοπισµό της στα µιτοχόνδρια όπου συµπλέκεται µε την Bcl-

xL. Η αλληλεπίδραση αυτή έχει ως αποτέλεσµα την αναστολή της αντί-αποπτωτικής 

πρωτεΐνης Bcl-xL και την απελευθέρωση του κυτοχρώµατος c, που ενεργοποιεί το 

αποπτωτικό µονοπάτι και την επαγωγή της εκτελεστικής κασπάσης 3. Η επίδραση της 

καλσινευρίνης στην έναρξη της απόπτωσης µέσω της αποφωσφορυλίωσης της BAD, έχει 

δειχθεί in vitro και in vivo (176-178).  

Πρόσφατα περιγράφηκε ότι η απελευθέρωση Ca2+ από τα λυσοσώµατα µέσω της 

µουκολιπίνης 1 (MCOLΝ1), ενεργοποιεί την καλσινευρίνη, η οποία δεσµεύεται στον 

παράγοντα TFEB (Transcription Factor EB) και τον αποφωσφορυλιώνει, προάγοντας τη 

συσσώρευσή του στον πυρήνα. Εκεί ο TFEB εκδηλώνει το ρόλο του ως κύριος µεταγραφικός 

ρυθµιστής ο οποίος καθορίζει τη βιογένεση των λυσοσωµάτων και την αυτοφαγία (179) 

(Εικόνα 19).  
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Εικόνα 19: Ο ρόλος της καλσινευρίνης στην επαγωγή της αυτοφαγίας. Σε καταστάσεις πείνας και φυσικής 

άσκησης απελευθερώνεται Ca2+ από τα λυσοσώµατα. Το Ca2+ ενεργοποιεί τη ν καλσινευρίνη, η  οποία  

αποφωσφορυλιώνει το µεταγραφικό  παράγοντα TFEB, µε  αποτέλεσµα  τη µετατόπισή  του  από το 

κυτταρόπλασµα στον πυρήνα. Εκεί ο TFEB επάγει τη µεταγραφή γονιδίων που εµπλέκονται στη βιογένεση των 

λυσοσωµάτων και την αυτοφαγία (179), τροποποιηµένη. 

 

Η καλσινευρίνη έχει συσχετιστεί, επίσης, και µε την παρεµπόδιση της µεταγραφής 

γονιδίων που εµπλέκονται στην κυτταρική επιβίωση, µέσω της αναστολής της δράσης του 

παράγοντας Stat3. O Stat3 έχει διπλή λειτουργία και εµπλέκεται σε διάφορες κυτταρικές 

λειτουργίες, συµπεριλαµβανοµένων του κυτταρικού πολλαπλασιασµού, της διαφοροποίησης 

και της επιβίωσης (180). Η δράση του όπως περιγράφηκε προηγουµένως, ρυθµίζεται µε 

φωσφορυλίωση του καταλοίπου Y705. Έχει δειχθεί, ότι η αύξηση της κυτταροπλασµατικής 

συγκέντρωσης Ca2+ µετά από ενεργοποίηση του υποδοχέα IP3 (inositol triphosphate), οδηγεί 

σε αύξηση της δράσης της καλσινευρίνης, η οποία προωθεί την αποικοδόµηση του 

παράγοντα Stat3. Η µείωση των πρωτεϊνικών του επιπέδων και της φωσφορυλιωµένης του 

µορφής αναστέλλει την έκφραση παραγόντων που διαµεσολαβούν την κυτταρική επιβίωση 

(181, 182). 

Επιπρόσθετα, η καλσινευρίνη παίζει ρόλο στην οργάνωση του κυτταροσκελετού. Η 

αναδιοργάνωση της ακτίνης διαµεσολαβεί σηµαντικές διεργασίες των κυττάρων, όπως η 

µετανάστευση, οι αλλαγές στη µορφολογία και τον σχηµατισµό µεταφορικών κυστιδίων. Ως 

απόκριση σε σήµατα που α υξάνουν την ενδοκυττάρια συγκέντρωση Ca2+ η καλσινευρίνη 
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ενεργοποιείται και αποφωσφορυλιώνει την φωσφατάση SSH1L (Slingshot-1L), η οποία 

εµφανίζει µεγάλη εξειδίκευση υποστρώµατος. Η  SSH1L αποφωσφορυλιώνει αποκλειστικά 

την πρωτεΐνη κοφιλίνη, η οποία συνδέεται στα µονοµερή της ακτίνης και διεγείρει τον 

αποπολυµερισµό των νηµατίων ακτίνης (183). Κι άλλες ο µάδες έχουν προτείνει 

διαφορετικούς µηχανισµούς για τη ρύθµιση της σταθερότητας της f-ακτίνης δια µέσω της 

καλσινευρίνης. Συγκεκριµένα, έχει δειχθεί ότι η ενεργοποίηση των υποδοχέων NMDA (N-

methyl-D-aspartate receptor) στους νευρώνες έχει ως αποτέλεσµα την ενεργοποίηση της 

καλσινευρίνης, η οποία παίζει ρόλο στη σταθερότητα της f-ακτίνης (184). 

Τέλος, όπως αναφέρθηκε, η καλσινευρίνη φαίνεται να επηρεάζει έµµεσα το µεταγραφικό 

παράγοντα HIF-1α, για τον οποίο έχει προταθεί ένας µηχανισµός που πραγµατοποιείται σε 

φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου και σε κύτταρα τα οποία δεν εκφράζουν την 

ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη pVHL (137). 

 

Α.6.2 Η φωσφατάση της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού (PPM2C, PDP1) 

Η φωσφατάση της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού PDP1, ανήκει στην κατηγορία 

των φωσφατασών σερίνης/θρεονίνης και η δράση της είναι εξαρτώµενη από το Mg2+ και το 

Ca2+. Είναι µιτοχονδριακό ένζυµο µεγέθους ~50 kDa, και διαθέτει µόνο ένα γνωστό 

υπόστρωµα και έναν πολύ συγκεκριµένο ρόλο, π ου είναι η ρύθµιση της λειτουργίας του 

συµπλόκου της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού, PDC (Εικόνα 20).  

Το PDC αποτελεί κοµβικό σηµείο τ ου µεταβολισµού και καταλύει τη µη-αντιστρεπτή 

οξειδωτική αποκαρβοξυλίωση του πυροσταφυλικού σε ακέτυλο-συνένζυµο Α, συνδέοντας τη 

γλυκόλυση µε τον κύκλο του Krebs. Το ακέτυλο-συνένζυµο Α που παράγεται από το PDC 

χρησιµοποιείται επίσης και για τη σύνθεση των λιπαρών οξέων σε ορισµένους ιστούς (185). 

Παίζει σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της οµοιοστασίας της γλυκόζης, καθώς σε περιπτώσεις 

στέρησης τροφής η έλλειψη γλυκόζης αναστέλλει τη δράση του συµπλόκου.  

Το PDC αποτελείται από τρία καταλυτικά συστατικά, ένα συστατικό δέσµευσης και δύο 

ρυθµιστικά συστατικά. Τα καταλυτικά συστατικά είναι το E1, η αφυδρογονάση του 

πυροσταφυλικού (PDHA1), το Ε2 (ακετυλοτρανσφεράση του διϋδρολιποαµιδίου) και το E3 

(αφυδρογονάση του διϋδρολιποαµιδίου). Επίσης η υποµονάδα E3BP (E3 binding protein) και 

τα ένζυµα  PDHK ή  PDK (κινάση της PDH) και PDP (φωσφατάση της PDH) (185, 186). Η 

λειτουργία του συµπλόκου καθορίζεται από επαναλαµβανόµενους κύκλους µετά-

µεταφραστικών τροποποιήσεων (φωσφορυλίωσης / αποφωσφορυλίωσης) της αφυδρογονάσης 

του πυροσταφυλικού PDH από τα ρυθµιστικά συστατικά του συµπλόκου (PDK/PDP), οι 

οποίοι ελέγχονται α) ιστό-ειδικά από τη διαθεσιµότητα των αντίστοιχων ενζύµων (ισοµορφές 
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των ενζύµων), β) από τη ρύθµιση της δράσης των PDK και PDP και γ) από τα επίπεδα των 

µεταβολιτών, την οξειδοαναγωγική κατάσταση του κυττάρου και τη λειτουργικότητα των 

µιτοχονδρίων (187, 188). 

Η PDH φωσφορυλιώνεται από την PDK σε τρία κατάλοιπα σερίνης 

(Ser264/Ser271/Ser293), µε αποτέλεσµα την αναστολή της δράσης της. Στην περίπτωση αυτή 

το PDC καθίσταται ανενεργό και ο µεταβολισµός στρέφεται προς την αναερόβια γλυκόλυση 

και τη µετατροπή του πυροσταφυλικού σε γαλακτικό οξύ. H PDP αντιστρέφει την 

τροποποίηση αυτή, αποφωσφορυλιώνει την PDH και επανενεργοποιεί το σύµπλοκο της 

αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού. Η επαναφορά της λειτουργίας του PDC οδηγεί σε 

παραγωγή ενέργειας µέσω της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης στα µιτοχόνδρια. Τόσο η PDK 

όσο και η PDP προσδένονται στις λιποϋλ-οµάδες του E2, που αποτελεί τον πυρήνα του 

συµπλόκου, προκειµένου να ασκήσουν τη δράση τους πάνω στο E1 συστατικό (PDH).  

 

                   
Εικόνα 20: Ο  µηχανισµός ρύθµισης  της  δράσης  του  συµπλόκου PDC. Η  φωσφορυλίωση  της PDH από  την  

PDK οδηγεί σε απενεργοποίηση του PDC και ενεργοποίηση της γλυκόλυσης. Η ενεργοποίηση του PDC µέσω 

της αποφωσφορυλίωσης της PDH από την PDP1, επάγει τη µετατροπή του πυροσταφυλικού σε acetyl-CoA και 

την είσοδό του στον κύκλο του Krebs. Η λειτουργία του PDC ρυθµίζεται επίσης και  από  τη  συγκέντρωση  

προϊόντων του µεταβολισµού, ιόντα και την οξειδοαναγωγική κατάσταση του κυττάρου. 
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Η υψηλή παραγωγή γαλακτικού οξέος και η µερική οξείδωση της γλυκόζης, εκτός από 

τις συνθήκες έλλειψης οξυγόνου, εµφανίζεται σε καρκινικά κύτταρα και όγκους. Αυτός ο 

τροποποιηµένος µεταβολικός φαινότυπος είναι γνωστός ως φαινόµενο Warburg, και έχει 

συνδεθεί µε την κακοήθη εξέλιξη των όγκων και την κακή  εξέλιξη της νόσου. Η αναστολή 

της δράσης του PDC από τη δράση της PDK, έχει ως αποτέλεσµα να εµφανίζεται ο 

φαινότυπος Warburg. 

Έχουν χαρακτηριστεί δύο ισοµορφές της φωσφατάσης PDP, η PDP1 που είναι διµερές 

αποτελούµενο από µια καταλυτική και µια ρυθµιστική υποµονάδα, και η PDP2 (189). Η 

καταλυτική υποµονάδα της PDP1 µπορεί να εκδηλώσει τη δράση φωσφατάσης απουσία της 

ρυθµιστικής υποµονάδας (190). H PDP1 ανιχνεύτηκε κυρίως στην καρδιά και τον εγκέφαλο, 

ενώ η PDP2 στο ήπαρ, τα νεφρά, τη καρδιά και τον εγκέφαλο. Και οι  δύο ισοµορφές της 

φωσφατάσης µπορούν να αποφωσφορυλιώσουν και τα τρία κατάλοιπα σερίνης της PDH, 

όµως η PDP1 εµφανίζει ισχυρότερη καταλυτική δράση σε σχέση µε την PDP2 (191, 192).  

Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, η δράση της PDP ελέγχεται από τα επίπεδα 

ασβεστίου. Η PDP1 προσδένεται στην περιοχή L2 του ενζύµου E2 µε τη συµµετοχή του Ca2+ 

(193). Αντίθετα η PDP2 δεν εµφανίζει ευαισθησία στο ασβέστιο. Η αύξηση της 

συγκέντρωσης Ca2+ στο κύτταρο, επάγει τη δράση της PDP1 (192).  

Επιπλέον, η PDP θεωρείται εξαρτώµενη από το Mg2+, καθώς στο ενεργό της κέντρο 

φέρει θέση σύνδεσης µετάλλου. Οι PDP1 και PDP2 έχουν διαφορετική ευαισθησία για το 

Mg2+. Η ρυθµιστική υποµονάδα αυξάνει τη συγκέντρωση µαγνησίου που είναι απαραίτητη 

για την εκδήλωση της καταλυτικής δράσης φωσφατάσης. Η σπερµίνη και άλλες πολυαµίνες 

µειώνουν τη σταθερά Km για το Mg2+, πιθανόν επειδή ανταγωνίζονται για την πρόσδεση στη 

ρυθµιστική υποµονάδα της PDP (185, 187).  

Ακόµη, η δράση της PDP έχει δειχθεί ότι ρυθµίζεται και από την ινσουλίνη. Η ινσουλίνη 

αυξάνει τη δράση της PDP, µέσω της PKCδ (protein kinase Cδ), η οποία φωσφορυλιώνει και 

ενεργοποιεί τη φωσφατάση (194, 195). Άλλες µελέτες υποστηρίζουν ότι η ινσουλίνη 

επηρεάζει τη δράση της PDP µέσω των µονοπατιών PI3K/Akt και MAPK (196).  

Τέλος, πρόσφατα δεδοµένα δείχνουν τη ρύθµιση της δράσης της PDP1 µέσω µετά-

µεταφραστικών τροποποιήσεων. Στην υποξία που το µονοπάτι τον κινασών τυροσίνης είναι 

ενεργοποιηµένο, η PDP1 φωσφορυλιώνεται σε δύο κατάλοιπα τυροσίνης (Tyr94 και Tyr381) 

µε αποτέλεσµα να αναστέλλεται η δράση της, µέσω διαφορετικού µηχανισµού σε κάθε 

περίπτωση (Εικόνα 21). Συγκεκριµένα η φωσφορυλίωση της Tyr94 µειώνει την ικανότητα 

δέσµευσης της PDP1 στο λιποϊκό οξύ της L2 περιοχής του E2 (197). Η φωσφορυλίωση της 

Tyr381 από την άλλη, προκαλεί την αποσύνδεση της απακετυλάσης SIRT3 (Sirtuin 3) και 
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προωθεί τη σύνδεση της ακετυλοτρανσφεράσης ACAT1 (Acetyl-CoA acetyltransferase ή 

Acetyl-CoA thiolase) στο PDC, οδηγώντας σε αύξηση της ανασταλτικής ακετυλίωσης των 

PDH και PDP1 σε κατάλοιπα λυσίνης (198).  

 

                            
Εικόνα 21: Η αρνητική ρύθµιση της δράσης της PDP1 από τη φωσφορυλίωση. Η φωσφορυλίωση της PDP 

από κινάσες τυροσίνης σε δύο  διαφορετικά κατάλοιπα τυροσίνης, οδηγεί  σε  αναστολή της δράσης της 

φωσφατάσης µέσω δύο διακριτών µηχανισµών, οδηγώντας σε απενεργοποίηση του PDC και στροφή προς τον 

αναερόβιο µεταβολισµό (197), τροποποιηµένη.  

 

Παρατηρήθηκε ότι µεταλλάξεις του γονιδίου φωσφατάσης σε δύο ασθενείς, µε 

αποτέλεσµα τη µη ενεργοποίηση της PDP1, συνδέονται µε ένα σύνδροµο που χαρακτηρίζεται 

από υποτονία, διατροφικές δυσκολίες, αυξηµένα επίπεδα γαλακτικού οξέος και 

καθυστερηµένη ψυχοκινητική ανάπτυξη (199). 

 Όσον αφορά την PDK, υπάρχουν 4 ισοµορφές της κινάσης, PDK1, PDK2, PDK3 και 

PDK4, που παρουσιάζουν ιστό-ειδικότητα (187). Εµφανίζουν υψηλή οµολογία µεταξύ τους 

(66% -74%), ενώ είναι αρκετά συντηρηµένες και µεταξύ των ειδών. Διαφέρουν όµως µεταξύ 

τους ως προς τις κινητικές παραµέτρους, τη ρύθµιση από τους µεταβολίτες, τη σχετική 

καταλυτική τους ενεργότητα και την εξειδίκευση στη φωσφορυλίωση των τριών θέσεων-

στόχων της PDH (200). Παρόλο που όλες οι ισοµορφές φωσφορυλιώνουν τις θέσεις 1 και 2, 

η θέση 3 φωσφορυλιώνεται µόνο από την PDK1 (191, 201). 

Η PDK ρυθµίζεται από διάφορα προϊόντα του µεταβολισµού. Η αύξηση της αναλογία 

NADH+/NAD και acetyl-CoA/CoA ρυθµίζει θετικά την PDK, οδηγώντας σε απενεργοποίηση 

του PDC. Από την άλλη, η συσσώρευση και αύξηση της συγκέντρωσης του πυροσταφυλικού, 

προκαλεί την αναστολή της δράσης της PDK και την ενεργοποίηση της PDH. Έχει ακόµη 
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δειχθεί, ότι το διχλωροξικό (DCA), που είναι ανάλογο του πυροσταφυλικού, επίσης 

αναστέλλει τη δράση της PDK1 και οδηγεί σε µειωµένη ανάπτυξη του όγκου, σύµφωνα µε 

µελέτες που έγιναν σε ζώα (202) και σε ένα µικρό δείγµα ασθενών (203), µέσω της 

ενεργοποίησης της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης, της αντιστροφής του φαινοµένου Warburg 

και της ανθεκτικότητας των καρκινικών κυττάρων στην απόπτωση.   

Σύµφωνα µε βιβλιογραφικά δεδοµένα, η PDK1 ρυθµίζεται και από τη φωσφορυλίωση. Η 

φωσφορυλίωση της PDK1 σε κατάλοιπα τυροσίνης, ως απόκριση στη σηµατοδότηση από 

αυξητικούς παράγοντες, οδηγεί σε ενεργοποίηση της κινάσης και παρέχει έναν µηχανισµό 

καταστολής του µιτοχονδριακού PDC στον καρκίνο. Συγκεκριµένα, η PDK1 

φωσφορυλιώνεται άµεσα από τον ενεργοποιηµένο FGFR1 σε καρκινικά κύτταρα, στα 

κατάλοιπα Tyr136, Tyr243, Tyr244. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα να προωθείται το φαινόµενο 

Warburg στα καρκινικά κύτταρα συντελώντας στην ανάπτυξη του όγκου, όπως 

παρατηρήθηκε σε in vivo πειράµατα (204).  

Η δράση της PDK1 αυξάνεται επίσης και ως απόκριση στην έλλειψη οξυγόνου. Έχει 

δειχθεί ότι το γονίδιο που κωδικοποιεί για την PDK1 αποτελεί µεταγραφικό στόχο 

αποκλειστικά του HIF-1 και όχι των άλλων ισοµορφών HIF (205). Η επαγόµενη από τον 

HIF-1 έκφραση της PDK1 αποτελεί ένα µεταβολικό διακόπτη, απαραίτητο για την απόκριση 

των κυττάρων στην υποξία καθώς σταµατάει ο  κύκλος του Krebs να τροφοδοτείται µε το 

απαραίτητο ακέτυλο-συνένζυµο Α.  

Σύµφωνα µε παλαιότερες µελέτες, η δράση των PDK1 και PDP1 έχει πολύ σηµαντικό 

ρόλο στη διαδικασία της ογκογένεσης. Τόσο σε in vitro όσο και in vivo πειράµατα η 

υπερέκφραση της φωσφατάσης οδήγησε σε µείωση του πολλαπλασιασµού των καρκινικών 

κυττάρων, µειωµένη ανάπτυξη του όγκου και αυξηµένη επιβίωση των ασθενών (206). Η 

αναστολή της δράσης της PDH ως απόκριση στην υποξία (ενεργοποίηση του HIF-1α και 

επακόλουθη επαγωγή της PDK1), είναι απαραίτητη για τον επαναπρογραµµατισµό του 

µεταβολισµού και την ανάπτυξη του όγκου (Εικόνα 22).   
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Εικόνα 22: Η ανάπτυξη του όγκου µειώνεται όταν η PDH είναι ενεργοποιηµένη. Το διάγραµµα δείχνει ότι η 

αποσιώπηση του HIF-1α, η  αποσιώπηση της PDK1 και η  υπερέκφραση της PDP1, που  καθιστούν το PDC 

λειτουργικό, µειώνουν σηµαντικά την ανάπτυξη του όγκου σε συνθήκες υποξίας (206), τροποποιηµένη. 

 

Η απενεργοποίηση του PDC εξασφαλίζει την αναστολή της επαγόµενης από τα 

µιτοχόνδρια έναρξης της απόπτωσης σε καρκινικά κύτταρα (202). Η αναστολή του 

συµπλόκου στα κύτταρα σχετίζεται µε τη σταθεροποίηση του HIF-1α, µε την αλλαγή της 

συγκέντρωσης µεταβολιτών της γλυκόλυσης και την αύξηση των επιπέδων της PDK1. Η 

αύξηση της συγκέντρωσης των µεταβολιτών της γλυκόλυσης, ως αποτέλεσµα της υψηλής 

έκφρασης της PDK1, οδηγεί στη συνέχεια σε ενεργοποίηση του HIF-1α, σχηµατίζοντας έναν 

κύκλο θετικής ανατροφοδότησης και  την πρόοδο της κακοήθειας.  

Έχει δειχθεί ότι η αποσιώπηση της PDK1, µειώνει τη φωσφορυλίωση της PDH (χωρίς να 

την εξαλείφει), επαναφέρει τη λειτουργία του συµπλόκου, αντιστρέφει το µεταβολικό 

φαινότυπο Warburg και οδηγεί σε µείωση της έκφρασης του HIF-1α (στη νορµοξία), µε 

τελικό αποτέλεσµα τη µειωµένη επιβίωση των καρκινικών κυττάρων και τη µείωση 

ανάπτυξης του όγκου (206) (Εικόνα 22).  

Γίνεται λ οιπόν κατανοητό ότι το σύµπλοκο της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού 

κατέχει κεντρικό ρόλο σ τη ρύθµιση του µεταβολισµού τόσο σε φυσιολογικές όσο και σε 

υποξικές συνθήκες, και ότι η απορρύθµιση του συµβάλει σηµαντικά στην ογκογένεση.  

Μια ερευνητική οµάδα υποστήριξε πρόσφατα ότι το σύµπλοκο PDC µεταφέρεται µε τη 

βοήθεια µοριακών συνοδών από το µιτοχόνδριο µέσα στον πυρήνα. Εκεί, παράγει ακέτυλο-

συνένζυµο Α , το οποίο χρησιµοποιείται για την ακετυλίωση των ιστονών. Η PDK1 δεν 

εντοπίστηκε στον πυρήνα, γεγονός που υποδεικνύει ότι το σύµπλοκο είναι συνεχώς ενεργό 
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µέσα στον πυρήνα. Αντίθετα έδειξαν ότι ένα µικρό κλάσµα της PDP1 µετατοπίζεται, επίσης, 

στον πυρήνα (207) (Εικόνα 23).  

 

                                        
Εικόνα 23: Η µετατόπιση και λειτουργία του PDC στον πυρήνα διαµεσολαβεί την ακετυλίωση των 

ιστονών. Η σηµατοδότηση από τον EGF οδηγεί σε αύξηση των επιπέδων της Hsp70, η οποία διαµεσολαβεί τη 

µεταφορά του PDC και της PKM2 στον πυρήνα. Η Hsp70 ανταγωνίζεται µε την PDK1 για τη σύνδεση στο 

PDC, διασφαλίζοντας έτσι τη  συνεχή  λειτουργικότητα του συµπλόκου µέσα στον  πυρήνα. Η PKM2 

διαµεσολαβεί την παραγωγή πυροσταφυλικού µέσα στον πυρήνα, το οποίο στη συνέχεια µετατρέπεται σε 

ακέτυλο-συνένζυµο Α από το PDC. Το ακέτυλο-συνένζυµο Α χρησιµοποιείται για την ακετυλίωση των ιστονών, 

γεγονός που διεγείρει τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό (207), τροποποιηµένη. 

 

 Α.7 Σχέση υποξίας, HIF-1α και καρκίνου 

Η υποξία είναι µια κατάσταση που συνήθως παρατηρείται σε στερεούς όγκους σε 

προχωρηµένα στάδια ανάπτυξης τους. Τέτοιου είδους µορφώµατα χωρίζονται σε τρεις 

διακριτές ζώνες σύµφωνα µε την ύπαρξη αγγείωσης και τη συγκέντρωση οξυγόνου. Η ζώνη Ι 

αποτελείται από καλά οξυγονωµένα καρκινικά κύτταρα που βρίσκονται σε επαφή µε τα 

αιµοφόρα αγγεία. Η ζώνη ΙΙΙ είναι µια νεκρωτική περιοχή, όπου τα καρκινικά κύτταρα έχουν 

πεθάνει από ασφυξία, καθώς λόγω του αυξηµένου πολλαπλασιασµού βρίσκονται 

αποµακρυσµένα σε µεγάλη απόσταση από τα αγγεία, µε αποτέλεσµα η παροχή οξυγόνου να 

είναι σχεδόν ανύπαρκτη και η διαθέσιµη συγκέντρωση οξυγόνου ανεπαρκής για την επιβίωση 

των κυττάρων αυτών. Η ζώνη ΙΙ  συνίσταται από κύτταρα που επιβιώνουν σε ελαττωµένη 
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συγκέντρωση οξυγόνου και τα οποία είναι και αυτά που παίζουν καθοριστικό ρόλο στην 

κακοήθεια του καρκίνου (208) (Εικόνα 24Α).  

Όταν τα κύτταρα εκτίθενται σε χαµηλή συγκέντρωση οξυγόνου, οι HIF-α 

σταθεροποιούνται και επάγουν την εξαρτώµενη από τους HIF µεταγραφική ενεργοποίηση. 

Εκτός από την έλλειψη οξυγόνου, οι HIF επάγονται εξαιτίας της αύξησης συγκεκριµένων 

µεταβολιτών (όπως το ηλεκτρικό και το φουµαρικό) και της όξυνσης του περιβάλλοντος των 

κυττάρων (82, 209, 210). Οι HIF ως κύριοι διαµεσολαβητές της κυτταρικής απόκρισης στην 

υποξία, ενεργοποιούν τη µεταγραφή γονιδίων που εµπλέκονται σε βασικές πτυχές της 

βιολογίας του καρκίνου, συµπεριλαµβανοµένων του επαναπρογραµµατισµού του 

µεταβολισµού της γλυκόζης, της αύξησης του πολλαπλασιασµού, της ανθεκτικότητας στην 

απόπτωση, της αγγειογένεσης, της µετάστασης, της συντήρησης των βλαστικών κυττάρων, 

της µείωσης της δράσης του ανοσοποιητικού και της ανθεκτικότητας στην χηµειοθεραπεία 

και ακτινοθεραπεία (211) (Εικόνα 24Β). Με τον τρόπο αυτό οι  HIF εξασφαλίζουν όχι µόνο 

την επιβίωση των καρκινικών κυττάρων στην ανάπτυξη του υποξικού µικροπεριβάλλοντος, 

αλλά είναι υπεύθυνοι και για την προώθηση της ογκογένεσης (3, 211, 212).	  

 

                    
Εικόνα 24: Η υποξία επάγει την εξαρτώµενη από τους HIF ανάπτυξη του όγκου. Α) Ανοσοϊστοχηµική 

ανίχνευση του HIF-1α σε βιοψία καρκίνου. Στην τοµή αναγνωρίζονται η ζώνη Ι µε τα κύτταρα που βρίσκονται 

κοντά στα αγγεία, η ζώνη ΙΙ που χαρακτηρίζεται από την έκφραση του HIF-1α και η ζώνη ΙΙΙ που αποτελείται 

από νεκρωτικά κύτταρα, Β) Τα κύτταρα της ζώνης ΙΙ λόγω της χαµηλής οξυγόνωσης εκφράζουν υψηλά επίπεδα 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/05/2024 09:11:57 EEST - 3.15.144.247



	   73	  

των παραγόντων HIF, οι  οποίοι  επάγουν  την  ενεργοποίηση  γονιδίων-στόχων που διαµεσολαβούν όλες τις 

βασικές διεργασίες που ευνοούν την πρόοδο του καρκίνου (208), τροποποιηµένη. 

 

Πέρα από την υποξία, η επαγωγή του HIF-1α έχει συσχετιστεί και µε την ενεργοποίηση 

σηµατοδοτικών µονοπατιών που έχει δειχθεί ότι ευνοούν την αυξηµένη επιβίωση των 

καρκινικών κυττάρων (211). Όπως ήδη αναφέρθηκε, κυτοκίνες και αυξητικοί παράγοντες 

οδηγούν στην ενεργοποίηση του HIF-1α (Εικόνα 25), ο  οποίος µε τη σειρά του επάγει την 

έκκριση από τα καρκινικά κύτταρα σηµατοδοτικών µορίων, που προωθούν την ογκογένεση 

(1), σχηµατίζοντας έτσι έναν κύκλο θετικής ανατροφοδότησης του HIF-1 µονοπατιού.  

Επίσης, ο HIF-1α ενεργοποιείται και από γενετικές αλλαγές οι οποίες προκαλούν κυρίως 

απώλεια της λειτουργίας γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες που εµπλέκονται στο 

µονοπάτι του HIF (Εικόνα 25). Για παράδειγµα, µεταλλάξεις στο γονίδιο του pVHL που 

έχουν ως αποτέλεσµα την απενεργοποίησή του, έχει δειχθεί ότι αυξάνουν την έκφραση του 

HIF-1α, εξαιτίας της αναστολής της ουβικιτινιλίωσης και της αποικοδόµησής του (213). 

Επιπλέον, µεταλλάξεις στο γονίδιο της αφυδρογονάσης του ηλεκτρικού οξέος (SDH) και της 

φουµαράσης (FH) οδηγούν σε αναστολή της δράσης των PHD, µε αποτέλεσµα τη 

σταθεροποίηση του HIF-1α και την επαγωγή της έκφρασης των  γονιδίων στόχων του σε  

διάφορα είδη καρκίνων (214, 215).  

Η απορρύθµιση σηµαντικών σηµατοδοτικών µονοπατιών (Εικόνα 25), συµβάλλει και 

αυτή στην υπερέκφραση του HIF-1α στον καρκίνο. Σε καρκινικά κύτταρα στα οποία είναι 

συνεχώς ενεργά τα µονοπάτια των Ras/MAPK, Src και PI3K/Akt/mTOR, έχουν παρατηρηθεί 

αυξηµένα πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-1α (216-219). Ακόµη, η απώλεια της λειτουργίας 

ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών όπως του PTEN και της p53, η οποία οδηγεί σε συνεχή 

ενεργότητα του Akt µονοπατιού, σχετίζεται µε αυξηµένη ενεργότητα του HIF-1 (220, 221). 
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Εικόνα 25: Μονοπάτια ενεργοποίησης του  HIF-1 στον καρκίνο. Ο επαγωγή της έκφρασης του HIF-1α στα  

καρκινικά κύτταρα πραγµατοποιείται εξαιτίας αλλαγών στις συνθήκες του περιβάλλοντος (όπως είναι η υποξία, 

η έλλειψη θρεπτικών συστατικών, η  µείωση του pH), της ενεργοποίησης σηµατοδοτικών µονοπατιών (όπως 

αυτά του Ras, Src και  Myc) και αυξητικών παραγόντων, της  απενεργοποίησης ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών 

και των µεταλλάξεων σε µιτοχονδριακά ένζυµα. Η υπερέκφραση του HIF-1α καταλήγει στην επαγωγή γονιδίων 

που σχετίζονται µε την αγγειογένεση, τη µεταβολική προσαρµογή, τη µετάσταση, προσφέροντας  πλεονέκτηµα  

για την επιβίωση των καρκινικών κυττάρων (222), τροποποιηµένη. 

 

O HIF-1α έχει βρεθεί να υπερεκφράζεται σε πολλούς τύπους καρκίνου όπως της 

ουροδόχου κύστης, του εγκεφάλου, του στήθους, του τραχήλου της µήτρας, του παχέος 

εντέρου, του ενδοµητρίου, των ωοθηκών, του πνεύµονα, του παγκρέατος, του στοµάχου και 

του ορθού  (211). Τα αυξηµένα επίπεδα του HIF-1α σε διαγνωστικές βιοψίες πολλών τύπων 

καρκίνου έχουν συσχετιστεί µε κακοήθη φαινότυπο, αυξηµένη επιθετικότητα, κακή 

πρόγνωση, υψηλή µεταστατικότητα και αυξηµένο κίνδυνο θνησιµότητας των ασθενών (35, 

208, 222). Αυτά τα αποτελέσµατα συµπληρώνονται κι από πειραµατικές µελέτες, οι  οποίες 

υποστηρίζουν ότι οι  γενετικοί χειρισµοί που αυξάνουν την έκφραση του HIF-1α, έχουν ως 

αποτέλεσµα την αυξηµένη ανάπτυξη των όγκων, ενώ αντίθετα η απώλεια της ενεργότητας 

του HIF-1 έχει ως αποτέλεσµα τη µείωση της ανάπτυξης των όγκων (223). 
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Η υπερέκφραση του HIF-1α και η απορρύθµιση της δράσης του HIF-1, προσφέρει στα 

καρκινικά κύτταρα πλεονέκτηµα επιβίωσης στο υποξικό µικροπεριβάλλον που αναπτύσσεται 

στην περιοχή του όγκου, ρυθµίζοντας κατά κύριο λόγο το µεταβολισµό τους και επάγοντας 

την δηµιουργία νέων αγγείων (224). Η µεταβολική προσαρµογή που διαµεσολαβείται από τον 

HIF-1 εξυπηρετεί την οξειδοαναγωγική ο µοιοστασία (208). Όπως αναφέρθηκε και στην 

παράγραφο Α.2.2 για τα φυσιολογικά κύτταρα, έτσι και στα καρκινικά κύτταρα ο HIF-1α 

επάγει την έκφραση των µεταφορέων της γλυκόζης (GLUT1 και GLUT3) και σχεδόν όλων 

των γλυκολυτικών ενζύµων, στρέφοντας το µεταβολισµού προς την αναερόβια γλυκόλυση 

για την παραγωγή ενέργειας (Εικόνα 26).  

Παράλληλα, ο HIF-1 επηρεάζει και τη λειτουργία των µιτοχονδρίων µε πολλούς τρόπους 

(208). Έχει δειχθεί ότι επάγει τη µεταγραφή της κινάσης της αφυδρογονάσης του 

πυροσταφυλικού (PDK1) (205), που όπως αναφέρθηκε προηγουµένως αναστέλλει τη 

λειτουργία του µιτοχονδριακού συµπλόκου PDC και οδηγεί στην παραγωγή γαλακτικού 

οξέος. Επιπλέον, ο HIF-1 µειώνει την παραγωγή ROS από τα µιτοχόνδρια, επάγοντας την 

έκφραση µιας πιο αποδοτικής ισοµορφής της οξειδάσης του κυτοχρώµατος (225, 226). 

Ακόµη, ο  HIF-1 επάγει τη µιτοφαγία (αυτοφαγία των µιτοχονδρίων), αυξάνοντας την  

έκφραση των BNIP3 και BNIP3L, µελών της οικογένειας BCL2, οι οποίες διαµεσολαβούν 

την αποµάκρυνση των κατεστραµµένων µιτοχονδρίων, συµβάλλοντας έτσι στην κυτταρική 

επιβίωση (212).  

O HIF-1α αλληλεπιδρά µε την PKM2 (pyruvate kinase M2), η οποία λειτουργεί ως 

συνενεργοποιητής, προκειµένου να επάγει τη µεταγραφή γονιδίων όπως GLUT1 (µεταφορέας 

της γλυκόζης 1), LDHA (αφυδρογονάση του πυροσταφυλικού Α), PDK1 (Εικόνα 26) (96). Ο 

HIF-1 διεγείρει επίσης την αποθήκευση της γλυκόζης ως γλυκογόνο, ενεργοποιώντας ένζυµα 

που καταλύουν τη σύνθεση γλυκογόνου (227, 228). Επιπλέον, ρυθµίζει το ενδοκυττάριο pH, 

αυξάνοντας την παραγωγή γαλακτικού και την εκροή πρωτονίων, επάγοντας την έκφραση 

του µεταφορέα µονοκαρβοξυλίων (MCT4), της καρβονικής ανυδράσης 9 (CAIX) και του 

καναλιού ιόντων Na+-H+ (229).  
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Εικόνα 26: Ο φαινότυπος Warburg στα  καρκινικά  κύτταρα. Η στροφή του µεταβολισµού προς την 

αναερόβια γλυκόλυση παρατηρείται συχνά στα καρκινικά κύτταρα και οφείλεται στην ενεργοποίηση ενζύµων 

που παίζουν σηµαντικό ρόλο στο µεταβολισµό της γλυκόζης. Η αυξηµένη κατανάλωση της γλυκόζης µέσω του 

µονοπατιού της γλυκόλυσης έχει ως αποτέλεσµα την παραγωγή ενδιάµεσων προϊόντων, τα οποία το κύτταρο 

χρειάζεται για τη διασφάλιση του γρήγορου πολλαπλασιασµού (σύνθεση νουκλεϊκού οξέος, αντιγραφή του 

DNA). Η αυξηµένη παραγωγή πυροσταφυλικού διεγείρει την σύνθεση λιπιδίων. Τελικά, η έκκριση γαλακτικού 

από τα κύτταρα του όγκου, επάγει την όξυνση του  περιβάλλοντος  και  την ανάπτυξη του όγκου. Aldo: 

αλδολάση, Eno: ενολάση, GAPDH: 3-φωσφορική αφυδρογονάση της γλυκεραλδεΰσης, GLUT1: µεταφορέας 

της γλυκόζης 1, HK: εξοκινάση, LDH: γαλακτική αφυδρογονάση, PFK-I: φωσφο-φρουκτοκινάση 1, PGI: 

ισοµεράση της φωσφογλυκόζης, PGK: κινάση του φωσφογλυκερικού, PGM: µουτάση του φωσφογλυκερικού, 

PK: κινάση του πυροσταφυλικού, TPI: ισοµεράση της φωσφορικής τριόζης (230), τροποποιηµένη.  

 

Πρόσφατα δεδοµένα εµπλέκουν την υποξία και τον HIF στον επαναπρογραµµατισµό του 

µεταβολισµού των λιπιδίων. Αν και τα καρκινικά κύτταρα προµηθεύονται τα απαραίτητα 

λιπαρά οξέα αυξάνοντας την πρόσληψη τους µέσω της επαγωγής γονιδίων όπως τα FABP3/7 

(Πρωτεΐνες δέσµευσης λιπαρών οξέων 3/7) (231, 232), σε ορισµένες καρκινικές σειρές 

παρατηρείται και αυξηµένη έκφραση της συνθάσης των λιπαρών οξέων (FASN) µέσω του 

HIF-1 (233). Επιπροσθέτως, η έλλειψη οξυγόνου και ακόλουθη δυσλειτουργία των 
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µιτοχονδρίων αυξάνει την συγκέντρωση ελεύθερων λιπαρών οξέων λόγω αναστολής της β-

οξείδωσης (234). Η υπέρµετρη ό µως συσσώρευση λιπαρών οξέων σε συνθήκες υποξίας 

µπορεί να οδηγήσει σε λιποτοξικότητα και κυτταρικό θάνατο (235). Έτσι, τα κύτταρα για να 

επιζήσουν εστεροποιούν τα λιπαρά οξέα σε τριακυλογλυκερόλες που συσσωρεύονται σε 

σταγονίδια λίπους. Όντως, σε συνθήκες υποξίας υπάρχει σηµαντική αύξηση στη 

συγκέντρωση λιποσταγονιδίων (236). Το φαινόµενο αυτό οφείλεται σε µεγάλο βαθµό στην 

εξαρτώµενη από τον HIF-1 επαγωγή των γονιδίων του βιοσυνθετικού µονοπατιού των 

τριακυλογλυκερολών, AGPAT2 και της LPIN1, τα οποία κωδικοποιούν για τα ένζυµα της 

ακυλοτρανσφεράση της 1-ακυλο 3-φωσφορικής γλυκερόλης και της φωσφατάσης του 

φωσφατιδικού οξέος λιπίνη 1 αντίστοιχα (Εικόνα 4, παράγραφος Α.2.2) (236, 237). 

Σηµαντική είναι και η ρύθµιση της α-υποµονάδας του HIF-1 από την κινάση CK1δ, καθώς η 

φωσφορυλίωση από την CK1 στη σερίνη 247 του HIF-1α ελαττώνει τη δράση του µε 

αποτέλεσµα τη µειωµένη έκφραση της λιπίνης 1, τον περιορισµό των λιποσταγονιδίων και τη 

µείωση, της επιβίωσης των καρκινικών κυττάρων (Εικόνα 4, παράγραφος Α.2.2) (122). 

Όσον αφορά την αγγειογένεση, πρόκειται για µια διαδικασία σχηµατισµού νέων µικρών 

τριχοειδών από τα προϋπάρχοντα αγγεία, µε σκοπό την αύξηση της µεταφοράς οξυγόνου για 

την υποστήριξη της ανάπτυξης του όγκου. Στην κατεύθυνση αυτή, ο  HIF-1 επάγει τη 

µεταγραφή γονιδίων που διαµεσολαβούν την αγγειογένεση, όπως των αυξητικών παραγόντων 

VEGF, SDF-1, PGF, AΝGPT2 και ενζύµων όπως η συνθάση του NO (223) (Εικόνα 5, 

παράγραφος Α.2.2). Η φυσιολογική αγγειογένεση δηµιουργεί λειτουργικά αγγεία µέσω της 

οργανωµένης έκφρασης πολλαπλών αγγειογενετικών παραγόντων για την αύξηση της 

αιµάτωσης, ενώ η αγγειογένεση στους όγκους παράγει αγγεία τα οποία είναι δοµικά και 

λειτουργικά ανώµαλα εξαιτίας της µη κατάλληλης ισορροπίας και της υπερβολικής 

παραγωγής των αγγειογενετικών παραγόντων στο µικροπεριβάλλον του όγκου (238).  

Επιπλέον, ο  HIF-1 επάγει τη µετάσταση, µέσω της µεταγραφής παραγόντων που 

διασφαλίζουν την επιτυχή διεκπεραίωση των  διαφόρων σταδίων της διαδικασίας: τη 

µετατροπής των επιθηλιακών κυττάρων σε µεσεγχυµατικά (EMT), τη διείσδυση στον 

γειτονικό ιστό και την είσοδο στα αιµοφόρα ή τα λεµφικά αγγεία, την έξοδο από τα αγγεία 

στη θέση σχηµατισµού της νέας µεταστατικής εστίας, τη µετάβαση των κυττάρων ξανά από 

το µεσεγχυµατικό στον επιθηλιακό φαινότυπο προκειµένου να αποκτήσουν ξανά την 

ικανότητα κλωνογονικότητας. Παραδείγµατα παραγόντων που επάγονται από τον HIF-1 και 

εµπλέκονται στις παραπάνω διεργασίες είναι µέλη της οικογένειας των µεταλλοπρωτεϊνασών 

(MMP), οι προλυλ-υδροξυλάσες του κολλαγόνου (P4HA1/2), οι λυσυλ-οξειδάσες (LOX-1/ -

2/ -4) (Εικόνα 27) (239-243).  
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Εικόνα 27: Τα γονίδια-στόχοι της υποξίας και  οι  κυτταρικές  λειτουργίες  που  επηρεάζουν. Έχουν 

ταυτοποιηθεί πάνω από 100 γονίδια που αποτελούν άµεσους µεταγραφικούς στόχους των HIF. Οι HIF 

ενεργοποιούν τόσο κοινά όσο και διακριτά γονίδια, τα οποία συµµετέχουν σε φυσιολογικές και παθολογικές 

καταστάσεις, διαµεσολαβούν τον επαναπρογραµµατισµό του µεταβολισµού, την προ µήθεια οξυγόνου στα 

κύτταρα, καθώς και διαδικασίες όπως η προστασία από την απόπτωση, ο κυτταρικός πολλαπλασιασµός και η 

µετάσταση (4), τροποποιηµένη.  

 

Ακόµη, η έκθεση των καρκινικών κυτταρικών στην υποξία έχει δειχθεί ότι επάγει την 

εξαρτώµενη από τους HIF έκφραση των γονιδίων KLF4, MYC, OCT4, SOX2 και NANOG, τα 

οποία είναι γνωστό ότι προάγουν την πολυδυναµικότητα και καταστέλλουν τη 

διαφοροποίηση (Εικόνα 27) (244). 

Τέλος, ο HIF-1 επάγει παράγοντες που εµπλέκονται στην αναστολή της απόπτωσης και 

τον αυξηµένο ρυθµό πολλαπλασιασµού (Εικόνα 27) και προσδίδει στα υποξικά καρκινικά 

κύτταρα ανθεκτικότητα στην ακτινοθεραπεία και τη χηµειοθεραπεία (245, 246). Η ίδια η 

κυτταροτοξική χηµειοθεραπεία επάγει την εξαρτώµενη από τους HIF µεταβολή της 

γονιδιακής έκφρασης µε ανεξάρτητο του οξυγόνου τρόπο (247, 248), και προάγει τη 

διατήρηση του βλαστικού φαινοτύπου στον καρκίνου του στήθους (208).  

Έτσι, το υποξικό µικροπεριβάλλον των όγκων προωθεί της ανάπτυξης των καρκινικών 

όγκων, µέσω της επαγωγής της δράσης του HIF-1. 
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Α.8 Θεραπευτική στόχευση του µονοπατιού υποξίας-HIF-1 

Σύµφωνα µε τα όσα έχουν αναφερθεί στην παράγραφο Α.2.2, οι HIF είναι απαραίτητοι 

για την επιβίωση των κυττάρων σε συνθήκες υποξίας. Μάλιστα, σε καταστάσεις όπως οι 

ισχαιµίες που απαιτούν την αύξηση της διαθεσιµότητας οξυγόνου στα κύτταρα, οι  HIF 

συµβάλλουν θετικά, µέσω της επαγωγής της ερυθροποίησης και της δηµιουργίας νέων 

αγγείων. Για το λόγο αυτό, στόχος των θεραπευτικών προσεγγίσεων σε αυτές τις περιπτώσεις 

είναι η ενεργοποίηση των παραγόντων αυτών. Υπάρχουν όµως και περιπτώσεις στις οποίες οι 

HIF διαδραµατίζουν αρνητικό ρόλο, όπως είναι στην περίπτωση του καρκίνου (παράγραφος 

Α.7), όπου ανάµεσα στις στρατηγικές αντιµετώπισης της νόσου περιλαµβάνεται η αναστολή 

των παραγόντων HIF.	  

Πολλά συστατικά των µονοπατιών απόκρισης στην υποξία αποτελούν δυνητικούς 

θεραπευτικούς στόχους για τον καρκίνο. Οι HIF, και ειδικά ο HIF-1, αποτελούν ελκυστικούς 

στόχους για αντικαρκινική θεραπεία, καθώς συµβάλλουν όχι µόνο στη µεταβολική 

προσαρµογή των καρκινικών κυττάρων σε συνθήκες υποξίας, αλλά είναι επίσης υπεύθυνοι 

για την ενεργοποίηση γονιδίων που µεσολαβούν την πρόοδο του καρκίνου και τη µετάσταση, 

όπως περιγράφηκε παραπάνω (παράγραφος Α.7) (208). Έχουν αναφερθεί πολλές ουσίες οι 

οποίες είτε άµεσα, είτε έµµεσα οδηγούν στην αναστολή των HIF (249) (Πίνακες 3 και 4) και 

για τις οποίες προκλινικές µελέτες σε ζωικά µοντέλα, έχουν δείξει ότι εµφανίζουν αντί-

καρκινική δράση (250), ειδικά όταν εφαρµόζονται σε συνδυασµό µε τις παραδοσιακές 

χηµειοθεραπευτικές και ακτινοθεραπευτικές προσεγγίσεις (222, 251).  

Η επικύρωση των HIF-α ως στόχοι για αντικαρκινική θεραπεία, υποστηρίζεται και από 

µια πρόσφατη µελέτη που περιγράφει τη δοκιµή µιας πρωτότυπης ένωσης που στοχεύει τον 

διµερισµό µεταξύ HIF-2α και ARNT, σε έναν ασθενή που πάσχει από µεταστατικό νεφρικό 

καρκίνωµα (ccRCC), µε ενθαρρυντικά αποτελέσµατα (252). Οµοίως, το µικρό µόριο 

(PT2399) που αναστέλλει άµεσα τη δράση του HIF-2α δεσµευόµενο στην PAS-B περιοχή 

του, εµφανίζει αντικαρκινική δράση σε προκλινικές µελέτες πρωτογενούς και µεταστατικού 

όγκου στα νεφρά (253). 

Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι εξίσου σηµαντική είναι η στόχευση του HIF-1 για την 

θεραπεία και άλλων ασθενειών πέραν του καρκίνου, όπως η πνευµονική αρτηριακή 

υπέρταση, η µη αλκοολική ηπατική νόσος, η οφθαλµική νέο-αγγειοποίηση και διάφορα 

φλεγµονώδη νοσήµατα, η παθογένεια των οποίων εµπλέκει την υπέρ-ενεργοποίηση του HIF-

1 (254). 
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Α.8.1 Ουσίες που στοχεύουν άµεσα τον HIF-1α 

Προκειµένου να στοχευθεί άµεσα ο HIF-1α, έχουν εφαρµοστεί προσεγγίσεις που 

παρεµποδίζουν την έκφραση και µεταγραφική του ενεργότητα. Κάποιες στρατηγικές 

βασίζονται στη χρήση ειδικών αντινοηµατικών µορίων RNA, τα οποία αναστέλλοντας την 

έκφραση και κατ’ επέκταση τη δράση του HIF-1α, µειώνουν τη µεταγραφική ενεργοποίηση 

του VEGF και την αγγειογένεση (255). Στην κατεύθυνση αυτή έχει επίσης χρησιµοποιηθεί 

και µια επικρατούσα αρνητική µορφή του HIF-1α, η οποία προκάλεσε την αναστολή της 

ογκογένεσης, παρεµποδίζοντας το σχηµατισµό λειτουργικού συµπλόκου HIF-1, µε 

αποτέλεσµα να καταστέλλεται ο  µεταβολισµός της γ λυκόζης σε καρκινικά κύτταρα 

παγκρεάτος (256).  

Μια άλλη προσέγγιση για την αναστολή της δράσης του HIF-1 είναι η παρεµπόδιση της 

αλληλεπίδρασης του HIF-1α µε άλλες πρωτεΐνες. Ένα τέτοιο παράδειγµα είναι η χρήση του 

µικρού µορίου χετοµίνη, η οποία στοχεύει τη σύνδεση του HIF-1α µε τους συµπαράγοντες 

της µεταγραφής p300/CBP (πιθανόν συνδεόµενη στην περιοχή C-TAD του HIF-1α), µε 

αποτέλεσµα τη µείωση της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 και αναστολή της 

ογκογένεσης (257). Η αναστολή της αλληλεπίδρασης HIF-1α-p300/CBP, επιτυγχάνεται 

επίσης µε την έκφραση ενός ρετροϊικού πολυπεπτιδίου (258) ή µε τη  χ ρήση του 

αντικαρκινικού παράγοντα YC-1, ο οποίος αναστέλλει τη δράση του HIF-1α και την επαγωγή 

του VEGF, οδηγώντας σε µείωση της ανάπτυξης του όγκου σε ποντίκια χωρίς λειτουργικό 

ανοσοποιητικό σύστηµα (259-261).  

Εκτός από την αλληλεπίδραση µε άλλους παράγοντες της µεταγραφής, κάποιες ουσίες 

παρεµποδίζουν τον ετεροδιµερισµό του HIF-1α µε τον ARNT. Μ ικρά µόρια όπως η 

ρολιτετρακυκλίνη (NSC-50352) (262) και η ακριφλαβίνη (NSC-13502) (263), παρεµπόδισαν 

το διµερισµό του HIF-1α µε τον ARNT, στοχεύοντας τις περιοχές PAS-A και PAS-B 

αντίστοιχα. Έτσι προκάλεσαν τη µείωση της µεταγραφικής ενεργοποίησης του HIF-1 µέσω 

της παρεµπόδισης σχηµατισµού λειτουργικού συµπλόκου.  

Τέλος, κάποιες ουσίες στοχεύουν τη σύνδεση του HIF-1α στο DNA. Σε αυτή την 

κατηγορία ανήκει η ουσία εχινοµυκίνη,  η οποία δείχθηκε ότι αναστέλλει τη σύνδεση του 

HIF-1α και ARNT στα HRE και κυρίως σε αυτά που βρίσκονται στον εκκινητή του γονιδίου 

του VEGF, µειώνοντας έτσι την εξαρτώµενη από τα HRE µεταγραφική ενεργότητα και τα 

επίπεδα mRNA του VEGF στην υποξία (264). 

Οι διάφορες ουσίες που δοκιµάστηκαν για την αναστολή του HIF-1α άµεσα, φαίνονται 

πιο αναλυτικά στον πίνακα 3. 
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Πίνακας 3: Θεραπευτικές προσεγγίσεις που στοχεύουν στην αναστολή του HIF-1α και του µονοπατιού 

των HIF. Αναγράφονται οι παράγοντες που χρησιµοποιούνται για την αναστολή του HIF-1α και οι µηχανισµοί 

µέσω των οποίων εκδηλώνουν τη δράση τους (222, 249). 

Δοκιµασία Ουσίες Μηχανισµός 

Βασισµένη στα κύτταρα 

(HRE αναφορά)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Επικρατούσα αρνητική 

µορφή  

 

Aντινοηµατικό 

 

 

 

 

 

 

Αλληλεπίδραση πρωτεϊνών 

 

 

 

 

 

Άλλοι παράγοντες                                    

 

 

Topotecan (Hycamtin)  

 

NSC-134754 

103D5R 

Εχινοµυκίνη 

Alkyliminophenylacetate 

Ανθρακυκλίνη   

Xηµειοθεραπευτικοί 

παράγοντες 

Καρδιακά γλυκοσίδια 

 

 

 

dnHIF-1  

 

 

SPC-2968 (ENZ-2968) 

 

 

RX-0047  

 

 

 

Chetomin  

 

 

Ρολιτετρακυκλίνη  

 

 

Ακριφλαβίνη 

 

 

 

Αναστολέας τοποϊσοµεράσης 

1  

Αναστολέας µετάφρασης 

Αναστολέας µετάφρασης  

Σύνδεση στο DNA  

DNA/ενεργοποίηση  

Μιτοχόνδρια 

Σύνδεση στο DNA 

 

Αναστολείς της 

πρωτεϊνοσύνθεσης του HIF-

1α 

 

Αναστολή της συγκρότησης 

λειτουργικού HIF-1  

 

Αλληλεπίδραση DNA – 

RNA (αναστολέας 

έκφρασης)  

Αλληλεπίδραση DNA – 

RNA (αναστολέας 

έκφρασης)  

 

Αναστολέας της 

αλληλεπίδρασης p300–HIF-

1α  

Αναστολέας της 

αλληλεπίδρασης HIF-1α–

HIF-1β (ARNT)  

Αναστολέας της 

αλληλεπίδρασης HIF-1α–

HIF-1β (ARNT)  
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KRH102053 

HIF oligonucleotide decoy  

 

Ενδοσωµάτια (IB-AG2) 

Ενεργοποιητής της PHD2 

Συνδέεται και απενεργοποιεί 

τον HIF-1α  

Αναστέλλει τη µεταγραφική 

ενεργότητα του HIF-1 

 

 

Α.8.2 Ουσίες που στοχεύουν σηµατοδοτικά µονοπάτια που ρυθµίζουν τους HIF 

Οι ουσίες αυτής της κατηγορίας λειτουργούν παρεµποδίζοντας έµµεσα την έκφραση ή τη 

µεταγραφική ενεργοποίηση του HIF-1α, καταστέλλοντας τη λειτουργία σηµατοδοτικών 

µονοπατιών που ρυθµίζουν θετικά τον HIF-1α σε επίπεδο σύνθεσης της πρωτεΐνης, 

σταθεροποίησης και δράσης (Εικόνα 28).  

 

      
Εικόνα 28: Στρατηγικές στόχευσης του µονοπατιού του HIF-1 στον καρκίνο. α-γ) Διάφορες στρατηγικές για 

τη στόχευση της έκφρασης ή της δράσης του HIF-1α, όπως είναι (α) η αναστολή της αλληλεπίδρασης µε άλλες 

πρωτεΐνες (π.χ. διµερισµός µε τον ARNT ή σύνδεση µε τους συµπαράγοντες της µεταγραφής p300/CBP), (β) η 

αναστολή της εξαρτώµενης από τα HRE µεταγραφικής ενεργότητας, µέσω της χρήσης µικρών µορίων και (γ) η 
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παρεµπόδιση της σταθεροποίησης, µε τη χρήση ενεργοποιητών των PHD και επαγωγή της αποικοδόµησης του 

HIF-1α. δ -στ) Στόχευση µονοπατιών που είναι γνωστό ότι επάγουν την ενεργοποίηση του HIF-1α (σύνθεση, 

σταθεροποίηση και δράση) σε καρκινικά κύτταρα, όπως είναι (δ) η αναστολή των µονοπατιών PI3K/Akt/mTOR 

και Ras/MAPK, (ε) η αναστολή των µοριακών συνοδών (π.χ. Hsp70) και (στ) η ενεργοποίηση 

ογκοκατασταλτικών παραγόντων (π.χ. p35) (222), τροποποιηµένη.  

 

Οι µηχανισµοί που ρυθµίζουν τη σταθερότητα του HIF-1α παρέχουν ένα τρόπο για την 

έµµεση στόχευση των πρωτεϊνικών του επιπέδων σε καρκινικά κύτταρα. Για παράδειγµα, η 

ενζυµική δράση των PHD οδηγεί σε αποικοδόµηση του HIF-1α. Έτσι, έχουν αναπτυχθεί 

µικρά µόρια, όπως το KRH1020053, που λειτουργούν ως ενεργοποιητές των PHD και 

προκαλούν τη µείωση των πρωτεϊνικών επιπέδων του HIF-1α σε καρκινικά κύτταρα (265). 

Εναλλακτικά, η γενετική απενεργοποίηση του γονιδίου που κωδικοποιεί τη λιγάση 

ουβικιτίνης Siah1a/2 η οποία ευθύνεται για την ουβικιτινιλίωση και αποικοδόµηση της 

PHD1/3, οδηγεί επίσης σε αποσταθεροποίηση του HIF-1α, και παρέχει ένα µηχανισµό 

στόχευσης της σταθερότητας του (266, 267). 

Ακόµη, έχει δειχθεί ότι η γελδαναµυκίνη (GA) αποτελεί ανταγωνιστή του µοριακού 

συνοδού Hsp90. Όπως ήδη αναφέρθηκε, η Hsp90 επάγει τη δράση του HIF-1α, συνεπώς η 

GA προωθεί την ουβικιτινιλίωση του HIF-1α και την αποικοδόµησή του στο πρωτεάσωµα, 

τόσο σε νορµοξία όσο και σε υποξία, µέσω ενός ανεξάρτητου του pVHL µηχανισµού. 

Επιπλέον µειώνει δραµατικά τη δράση του HIF-1α και τη µεταγραφική ενεργοποίηση των 

γονιδίων-στόχων του (79). 

Κάποιες άλλες ουσίες µειώνουν την έκφραση του HIF-1α, αναστέλλοντας µόρια και 

κινάσες που λειτουργούν ανοδικά σε σηµατοδοτικά µονοπάτια που ρυθµίζουν τον HIF-1α. Το 

φάρµακο 103D5R, µειώνει τη σύνθεση του HIF-1α χωρίς να επηρεάζει τα επίπεδα mRNA 

και τη σταθεροποίησή του. Έχει δειχθεί ότι το 103D5R αναστέλλει τη φωσφορυλίωση των 

κινασών Akt, ERK1/2, JNK καθιστώντας τις ανενεργές και έχει ως αποτέλεσµα τη µείωση 

της µεταγραφής γονιδίων στόχων του HIF-1α, όπως του GLUT1 (268).  

Επιπλέον, πρόσφατα αναπτύχθηκε ένα µικρό µόριο, το RITA (reactivation of p53 and 

induction of tumor cell apoptosis, επανενεργοποιητής του p53 και επαγωγέας απόπτωσης 

καρκινικών κυττάρων), που λειτουργεί ως ενεργοποιητής του p53, µε αποτέλεσµα την 

επαγωγή της απόπτωσης των καρκινικών κυττάρων (269). Παρατηρήθηκε ότι ο  παράγοντας 

αυτός εµποδίζει επίσης την έκφραση του HIF-1α και οδηγεί σε µείωση της µεταγραφής του 

VEGF και της αγγειογένεσης in vivo.  
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Στο κοµµάτι αυτό της στόχευσης της έκφρασης του HIF-1α, έχει επίσης δειχθεί ότι ο 

παράγοντας ραπαµυκίνη αναστέλλοντας τη δράση του mTOR, οδηγεί σε µείωση της 

επαγόµενης από την υποξία συσσώρευσης του HIF-1α και της εξαρτώµενης από τον HIF-1 

µεταγραφής, αναστέλλοντας την κυτταρική απόκριση στο υποξικό στρες (270).  

Τέλος, για τη στόχευση του HIF-1α χρησιµοποιείται ένας µεγάλος αριθµός παραγόντων 

που λειτουργούν µέσω άλλων µηχανισµών (Πίνακας 4). Σε αυτούς περιλαµβάνεται το 

topotecan, ένας αναστολέας της τοποϊσοµεράσης, και γνωστοί κυτταροτοξικοί παράγοντες 

που έχει δειχθεί ότι αναστέλλουν τη µετάφραση του HIF-1α και χρησιµοποιούνται στην 

πράξη για να στοχεύσουν καρκινικά κύτταρα των ωοθηκών και του πνεύµονα. Ένας άλλος 

αναστολέας της έκφρασης του HIF-1α είναι και ο  PX-478, ο  οποίος βρίσκεται στη φάση 1 

κλινικών δοκιµών. Άλλοι γνωστοί παράγοντες που λειτουργούν παρεµποδίζοντας την 

έκφραση ή τη δράση του HIF-1α είναι οι τριχοστατίνη A και FK228, οι  οποίοι αποτελούν 

αναστολείς της απακετυλάσης των ιστονών, και οι καρδιακές γλυκοσίδες όπως η διγοξίνη, 

που δοκιµάστηκαν ως αναστολείς του HIF-1 µε πιθανή αντικαρκινική δράση. Έχουν 

δοκιµαστεί, επίσης, παράγοντες που στοχεύουν άλλους ρυθµιστές του µονοπατιού των HIF, 

όπως τους c-Myc, c-Met και συστατικά των µονοπατιών Ras και Wnt (222). 

 
Πίνακας 4: Αντικαρκινικοί παράγοντες που αναστέλλουν τον HIF-1α και στοχεύουν το µονοπάτι του HIF-

1. Αναγράφονται οι παράγοντες και τα µονοπάτια που στοχεύουν/µηχανισµοί δράσης (222). 

Μηχανισµοί και σηµατοδοτικά µονοπάτια 

που στοχεύονται 
Ουσίες που δοκιµάστηκαν 

Σηµατοδότηση 

Υποδοχέας κινάσης τυροσίνης 

 

 

 

 

Ras–MAPK µονοπάτι  

 

 

PI3K–AKT µονοπάτι 

 

 

 

  

 

Γενιστεΐνη  

(VEGFR)-bevacizumab (avastin) (EGFR)-

Iressa/gefitinib Tarceva/erlotinib  

C225/cetuximab  

 

PD98059 

BAY 43-9006 (sorafenib)  

 

LY294002 

Wortmannin 

Nelfinavir (HIV protease inhibitor) 

Silibinin 

NO-sulindac  
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mTOR  

 

 

 

HSP90  

 

 

 

Διαλυτή γουανιλυλοκυκλάση (sGS)  

 

COX-2  

 

 

Απακετυλάση ιστονών  

 

 

 

 

Μικροσωληνίσκοι  

Αποσταθεροποιητές µικροσωληνίσκων  

 

 

 

 

Σταθεροποιητές µικροσωληνίσκων  

 

 

Σύνδεση/καταστροφή του DNA 

/κυτταροτοξικότητα  

Σύνδεση στο DNA  

 

 

 

 

 

 

Ραπαµυκίνη  

Temsirolimus/CC1-779 

Everolimus/RAD001  

 

Γενδαναµυκίνη  

17AAG  

Απιγενίνη   

 

YC-1 (ενεργοποιητής sGC)  

 

NS398  

Ibuprofen  

 

SAHA 

FK228  

LAQ824  

Τριχοστατίνη A  

 

 

Κουρκουµίνη  

EF24  

2-ME2  

ENMD-1198  

 

Ταξόλ 

 

 

 

 

Εχινοµυκίνη  

Πολυαµίδιο  

DJ12  

Δοξορουβικίνη  

Cisplatin  
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p53  

Αλληλεπίδραση p53–HDM2  

 

 

Μεταγραφή  

 

 

 

 

Τοποϊσοµεράση I/II  

 

 

Αντιγραφή/ µεταγραφή DNA  

Τοποϊσοµεράση I/II  

 

Μιτοχόνδρια  

 

 

 

 

Άλλα   

Οξειδοαναγωγικό σύστηµα θειορεδοξίνης 

RNA πολυµεράση 

Σύνθεση/επιδιόρθωση DNA  

Διάφορα σηµατοδοτικά µονοπάτια 

   (Ras–MAPK; P13K–AKT)  

CDK  

 

Nutlins  

RITA  

 

PX-478  

Tunicamycin  

UVC ακτινοβολία  

 

 

Topotecan  

NSC-644221  

 

 

Irinotecan  

 

Alkylimino- phenylacetate  

Αντιµυκίνη 

Rotenone 

Myxothiazol  

 

 

Πλευροτίνη  

TAS106 (ECyd)  

TS-1  

Resveratrol  

 

Φλαβοπιριδόλη  

 

 

Α.8.3 Χρήση πεπτιδίων για τη στόχευση του HIF-1α 

Στα πλαίσια ανάπτυξης στρατηγικών στόχευσης του HIF-1α, χρησιµοποιήθηκαν πεπτίδια 

που είτε συνδέονται άµεσα στον HIF-1α και τον αναστέλλουν, είτε αποτελούν πεπτίδια του 

ίδιου του HIF-1α που λειτουργούν ανταγωνιστικά ως προς αυτόν.  

Υπάρχουν παραδείγµατα πεπτιδίων που αναστέλλουν τον ετεροδιµερισµό του HIF-1α µε 

τον ARNT. Ένα τέτοιο παράδειγµα είναι το κυκλικό εξαπεπτίδιο CLLFVY, το οποίο 

λειτουργεί ως αναστολέας της αλληλεπίδρασης HIF-1α-ARNT, in vitro και µέσα στα 
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κύτταρα. Το πεπτίδιο συνδέεται άµεσα µε την περιοχή PAS-B του HIF-1α και αναστέλλει το 

σχηµατισµό λειτουργικού συµπλόκου HIF-1. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα τη µείωση της 

µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 και της διαµεσολαβούµενης από αυτόν απόκρισης στην 

υποξία, χωρίς όµως να επηρεάζει τη δράση της ισοµορφής HIF-2 (271). 

Έχει επίσης δειχθεί, ότι το κυτταροδιεισδυτικό πεπτίδιο 6His-Tat-Ainp1 αναστέλλει τη 

λειτουργία του HIF-1, χωρίς να επηρεάζει τα πρωτεϊνικά επίπεδα των υποµονάδων HIF-1α 

και ARNT. Το πεπτίδιο Ainp1 συνδέεται άµεσα στην bHLH περιοχή του ARNT, µε  

αποτέλεσµα να παρεµποδίζεται ο  ετεροδιµερισµός του µε τον HIF-1α και να µειώνεται η 

επαγωγή των γονιδίων στόχων της υποξίας (272).  

Ακόµη, έχουν κατασκευαστεί πεπτίδια που αναστέλλουν την αλληλεπίδραση του HIF-1α 

µε τους συµπαράγοντες της µεταγραφής p300/CBP. Το πολυπεπτίδιο TAD-C, προερχόµενο 

από την καρβοξυτελική επικράτεια µεταγραφικής ενεργοποίησης του HIF-1α και 

συγκεκριµένα από την ελάχιστη περιοχή που απαιτείται για τη δέσµευση της CH1 περιοχής 

του p300, ανταγωνίζεται τον HIF-1α για τη σύνδεση µε τον p300. Καθώς δεσµεύεται το ίδιο 

στην περιοχή CH1, αναστέλλει την αλληλεπίδραση του ενδογενούς HIF-1α µε τον p300, µε  

αποτέλεσµα να µειώνεται η  µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1. Πέρα από τον HIF-1 έχει 

δειχθεί ότι επηρεάζει τη δράση και άλλων παραγόντων που δεσµεύονται στην περιοχή CH1 

του p300, όπως του STAT2, αλλά δεν αναστέλλει άλλες λειτουργίες του συµπλόκου 

p300/CBP (258). 

 

Α.9 Η τεχνολογία της πρωτεϊνικής µεταγωγής 

Οι µεµβράνες των κυττάρων αποτελούν φυσικό φραγµό για βακτήρια, ιούς και µεγάλα 

υδρόφιλα µόρια, ενώ επιτρέπουν την είσοδο µικρών υδρόφοβων µορίων. Επίσης, 

παρεµποδίζουν τις θεραπευτικές ουσίες να φτάσουν στους στόχους τους, όταν εισέλθουν 

στην κυκλοφορία του αίµατος. Για το σκοπό αυτό, τα τελευταία χρόνια χρησιµοποιείται η  

τεχνολογία της πρωτεϊνικής µεταγωγής, η οποία βασίζεται στην ικανότητα κάποιων 

πρωτεϊνών ιϊκής προέλευσης να διαπερνούν τις βιολογικές µεµβράνες (273).  

Τα CPP (Cell Penetrating Peptides) είναι µικρά κυτταροδιεισδυτικά πεπτίδια (µήκους 5-

40 αµινοξέων) που χρησιµοποιούνται σε σύντηξη µε µεγαλοµόρια, όπως φάρµακα, 

αντισώµατα, λιποσώµατα, πεπτίδια, νανοσωµατίδια και νουκλεϊκά οξ έα, ώστε  να  

διευκολύνουν τη µεταφορά τους µέσα στα κύτταρα (Εικόνα 29). Τα µεγαλοµόρια συνδέονται 

µε τα CPP µε χηµικούς ή µε µη οµοιοπολικούς δεσµούς. Η σύνδεσή τους µε τα CPP αυξάνει 

την ικανότητα τους να διαπερνούν τις κυτταρικές µεµβράνες και τη συγκέντρωσή τους στους 

ιστούς-στόχους (273).  
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Εικόνα 29: Τα CPP χρησιµοποιούνται για τη µεταφορά µεγαλοµορίων δια µέσω των βιολογικών 

µεµβρανών. Πλασµίδια, λιποσώµατα, µόρια RNA, πρωτεΐνες χρησιµοποιούνται σε  σύντηξη µε  τα CPP, 

προκειµένου να διευκολύνεται η διείσδυσή τους στα κύτταρα (O’ Brochta, IGTRCN, 2014, τροποποιηµένη).  

 

Τα τελευταία 20 χρόνια έχουν ανακαλυφθεί περισσότερα από 100 κυτταροδιεισδυτικά 

πεπτίδια που είναι ικανά να διευκολύνουν την ενδοκυττάρια πρόσληψη ουσιών. Τα πεπτίδια 

προέρχονται είτε από πρωτεΐνες µε ικανότητα διείσδυσης σε κύτταρα, είτε αποτελούν 

χιµαιρικές αλληλουχίες που προκύπτουν από την ένωση δύο φυσικών κυτταροδιεισδυτικών 

αλληλουχιών, ενώ µπορεί να είναι και συνθετικά, βάση πρόβλεψης της δοµής τους. 

Ταξινοµούνται σε τρεις τάξεις ανάλογα µε τις φυσικοχηµικές ιδιότητες της αλληλουχίας τους, 

τα κατιονικά, τα αµφιπαθικά και τα υδρόφοβα (274). 

Η µεταφορά των µεγαλοµορίων µέσα στα κύτταρα από τα CPP (κυρίως τα κατιονικά 

όπως το pTAT), πραγµατοποιείται µέσω µιας διαδικασίας που περιλαµβάνει την 

ενδοκύττωση και στη συνέχεια τη µεταφορά του “φορτίου” στα ενδοσώµατα των κυττάρων 

των θηλαστικών. Έχουν περιγραφεί 3 βασικοί µηχανισµοί διείσδυσης των CPP, η απευθείας 

διείσδυση, η ενδοκύττωση και η διείσδυση µέσω του σχηµατισµού παροδικών δοµών (275). 

Το πρώτο CPP που ανακαλύφθηκε το 1988 από δύο διαφορετικά εργαστήρια ήταν η  

πρωτεΐνη TAT (Trans-acting Activator of Transcription) του ιού HIV. Είναι µια πρωτεΐνη 

πρόσδεσης του RNA και έχει µεγάλη κυτταροδιεισδυτική ικανότητα. Π αίζει καθοριστικό 

ρόλο στην εισβολή και στην έκφραση του ιϊκού γονιδιώµατος στα κύτταρα του ξενιστή. Για 

την κυτταροδιεισδυτική ιδιότητα της πρωτεΐνης αυτής, υπεύθυνη είναι η περιοχή PTD 

(Protein Transduction Domain, αµινοξέα 49-57). Πρόκειται για µια κατιονική αµινοξική 

αλληλουχία αποτελούµενη από 9 αµινοξέα, πλούσια σε αργινίνες και λυσίνες (Εικόνα 30) 

(276).  
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Εικόνα 30: Το κυτταροδιεισδυτικό πεπτίδιο TAT του ιού HIV. Το πεπτίδιο TAT-PTD (αµινοξέα 49-57: 

RKKRRQRRR) της πρωτεΐνης ΤΑΤ (Trans-acting Activator of Transcription) κωδικοποιείται από το γονιδίωµα 

του ιού HIV και ανήκει στα CPP (Cell Penetrating Peptides) (273), τροποποιηµένη.  

 

Το µικρό πεπτίδιο ΤΑΤ-PTD διαµεσολαβεί τη µεταφορά µεγαλοµορίων µέσα στα 

κύτταρα µε τη διαδικασία της ενδοκύττωσης και συγκεκριµένα µε µακροπινοκύτωση. Η 

µακροπινοκύτωση είναι το κύριο µονοπάτι εισόδου των πλούσιων σε αργινίνες πεπτιδίων στα 

κύτταρα. Δεν απαιτείται η µεσολάβηση υποδοχέα, χρειάζεται ό µως την κατανάλωση 

ενέργειας. Η διαδικασία ξεκινάει µε την αλληλεπίδραση των θετικά φορτισµένων πεπτιδίων 

ΤΑΤ µε την αρνητικά φορτισµένη κυτταρική µεµβράνη. Σ υγκεκριµένα, οι  αργινίνες 

αλληλεπιδρούν µε πρωτεογλυκάνες της µεµβράνης, και ειδικότερα µε τις HSPG (Heparan 

Sulfate Proteoglycans), µε αποτέλεσµα την ενεργοποίηση της Rac1. Η Rac1 είναι γνωστό ότι 

εµπλέκεται στην οργάνωση της F-ακτίνης, ειδικότερα κατά το σχηµατισµό των 

λαµελιποδίων. Έτσι, µέσα σε λίγα λεπτά από τη ενεργοποίηση του µονοπατιού της Rac1, 

επάγεται η αναδιοργάνωση της ακτίνης και πραγµατοποιείται η µακροπινοκύτωση 

επιτρέποντας την είσοδο των πεπτιδίων και του φορτίου τους στα κύτταρα (Εικόνα 31) (277-

279). 
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Εικόνα 31: Το πεπτίδιο TAT διεισδύει στα  κύτταρα µε  τη  διαδικασία  της µακροπινοκύτωσης. Η 

αλληλεπίδραση των θετικά φορτισµένων πεπτιδίων µε τις πρωτεογλυκάνες (HSPG) της κυτταρικής µεµβράνης, 

προωθεί την ενεργοποίηση σηµατοδοτικών µονοπατιών που οδηγούν στην αναδιοργάνωση της ακτίνης και την 

εγκόλπωση των πεπτιδίων ΤΑΤ (277), τροποποιηµένη.  
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ 
 

Απώτερος στόχος της παρούσας διατριβής είναι η µελέτη της ρύθµισης των επαγόµενων 

από την υποξία παραγόντων (HIF) από τη φωσφορυλίωση και της σηµασίας του µηχανισµού 

αυτού σ την απόκριση των καρκινικών κυττάρων σε συνθήκες έλλειψης οξυγόνου. Για τη 

διευκρίνιση του ρόλου της φωσφορυλίωσης των HIF ακολουθήθηκαν δύο διαφορετικές 

προσεγγίσεις. Η πρώτη προσέγγιση περιλαµβάνει τη διερεύνηση της αναστολής του 

µονοπατιού της φωσφορυλίωσης των HIF, µέσω της πιθανής εµπλοκής φωσφατασών στη 

ρύθµιση τους στην υποξία. Η δεύτερη προσέγγιση αφορά τη µελέτη του ρόλου της 

αναστολής της φωσφορυλίωσης του HIF-1α από τις ERK1/2 µε έναν τεχνητό τρόπο, τη 

χρήση κυτταροδιεισδυτικών πεπτιδικών αναστολέων που βασίζονται στην ίδια την 

αλληλουχία του µεταγραφικού παράγοντα, στην επιβίωση των καρκινικών κυττάρων σε 

συνθήκες υποξίας. 

Παρόλο που έχει δειχθεί ότι ένας µεγάλος αριθµός κινασών είναι υπεύθυνος για την 

φωσφορυλίωση των HIF-α, ελάχιστα είναι γνωστά µέχρι τώρα για τις φωσφατάσες που 

επηρεάζουν τη δράση των HIF. Ένας από τους στόχους λοιπόν της παρούσας µελέτης, είναι η 

ταυτοποίηση των φωσφατασών που ρυθµίζουν τη δράση των HIF σε συνθήκες υποξίας, µέσω 

µιας ευρείας δοκιµασίας διαλογής φωσφατασών µε πειράµατα αποσιώπησης. Οι φωσφατάσες 

που θα προκύψουν από τη δοκιµασία διαλογής, θα διερευνηθούν περαιτέρω για το ρόλο τους 

στη ρύθµιση του µονοπατιού των HIF και στην προσαρµογή των καρκινικών κυττάρων στην 

υποξία. 

Έχει δειχθεί ότι οι  HIF συµβάλλουν όχι µόνο στη µεταβολική προσαρµογή των 

καρκινικών κυττάρων σε συνθήκες υποξίας, αλλά είναι επίσης υπεύθυνοι για την 

ενεργοποίηση γονιδίων που προωθούν την κακοήθεια, την επιθετικότητα και τη µετάσταση. 

Επιπλέον, οι  HIF καθιστούν τα υποξικά καρκινικά κύτταρα ανθεκτικά στη συµβατική 

χηµειοθεραπεία και ακτινοθεραπεία (245, 246). Στα πλαίσια του δεύτερου µέρους της 

διατριβής, θα µελετηθεί ο  ρόλος της φωσφορυλίωσης του HIF-1α από τις ERK1/2, στη 

διεκπεραίωση βασικών βιολογικών λειτουργιών των καρκινικών κυττάρων και στην 

επιβίωση τους σε συνθήκες υποξίας. Στην παρούσα εργασία, α ντί να χρησιµοποιηθούν οι 

γνωστοί και γενικοί αναστολείς των ERK1/2, χρησιµοποιήθηκαν διάφορες µορφές της µικρής 

περιοχής ETD (EKR1/2 Targeted Domain, αµινοξέα 616-658) του HIF-1α, η οποία, όπως 

αναφέρθηκε στην παράγραφο Α.4, αποτελεί το υπόστρωµα των ERK1/2, και αναστέλλουν τη 

δράση του ενδογενούς HIF-1. Τα πεπτίδια που προέρχονται από την ETD περιοχή 
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χρησιµοποιήθηκαν ως βάση για την κατασκευή κυτταροδιεισδυτικών πεπτιδίων, προκειµένου 

να ανταγωνιστούν εκλεκτικά τη φωσφορυλίωση του ενδογενούς HIF-1α από τις ERK1/2. Τα 

πεπτίδια αυτά θα εξεταστούν ως προς την ικανότητά τους να αναστέλλουν ειδικά τη δράση 

του HIF-1 στα υποξικά καρκινικά κύτταρα και να παρεµποδίζουν την επιβίωση και ανάπτυξή 

τους. 

Έτσι, η ανάλυση των µοριακών µηχανισµών που οδηγούν σε ενεργοποίηση ή καταστολή 

του HIF-1α καθώς και η ανάπτυξη ειδικών αναστολέων των HIF, είναι πολύ σηµαντική όχι 

µόνο για την παραγωγή νέας γνώσης, αλλά και για τη χρήση τους σε συνδυασµό µε τις 

παραδοσιακές θεραπευτικές µεθόδους ή άλλες στοχευµένες στρατηγικές για την 

αντιµετώπιση σοβαρών ασθενειών, όπως ο καρκίνος. 
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B. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 

B.1 ΥΛΙΚΑ 

 

B.1.1 Κυτταρικές σειρές 

Οι κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιήθηκαν είναι: 

 Huh7, κυτταρική σειρά προερχόµενη από ανθρώπινο ηπατοκαρκίνωµα - επιθηλιακού 

τύπου. 

 HepG2, κυτταρική σειρά προερχόµενη από ανθρώπινο ηπατοκαρκίνωµα - 

επιθηλιακού τύπου. 

 HeLa, κυτταρική σειρά προερχόµενη από ανθρώπινο καρκίνο τραχήλου της µήτρας - 

επιθηλιακού τύπου. 

 

B.1.2 Βακτηριακά στελέχη 

Τα βακτηριακά στελέχη E. coli που χρησιµοποιήθηκαν είναι: 

 TOP10 (Invitrogen), παρουσιάζουν ανθεκτικότητα στη στρεπτοµυκίνη και γονότυπο 

F-mcrA Δ( mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacΖΔΜ15 Δ lacX74recA1 araD139 Δ(ara-

leu)7697 galUgalK λ - rpsL(StrR) endA1 nupG. Τα κύτταρα αυτά χρησιµοποιήθηκαν 

για όλες τις εφαρµογές κλωνοποίησης. 

 BL21 RIL (Stratagene), παρουσιάζουν ανθεκτικότητα στη χλωραµφαινικόλη και 

γονότυπο E. coli B F– ompT hsdS (rB – mB –) dcm+ Tetr gal endA Hte [argU ileY 

leuW Camr]. Τα κύτταρα αυτά χρησιµοποιήθηκαν για έκφραση σε µεγάλη κλίµακα 

ανασυνδυασµένων ευκαρυωτικών πρωτεϊνών, καθώς έχουν τροποποιηθεί ώστε να 

εκφράζουν tRNA για τα αµινοξέα αργινίνη, λευκίνη και ισολευκίνη, τα οποία είναι 

σπάνια στα βακτήρια. 

 

B.1.3 Πλασµιδιακοί φορείς 

 pGEX-4T1 (Amersham) 

Πλασµιδιακός φορέας έκφρασης σε βακτηριακά κύτταρα. Φέρει τον υποκινητή PTac και 

το γονίδιο lacI για τον έλεγχο της έκφρασης του καταστολέα του οπερονίου της λακτόζης. 

Περιέχει την αλληλουχία που κωδικοποιεί την τρανσφεράση της γλουταθειόνης (GST) στην 

5΄ πλευρά της περιοχής πολλαπλής κλωνοποίησης (Multiple Cloning Site, MCS), παρέχοντας 

τη δυνατότητα έκφρασης των κλωνοποιηµένων cDNA ως πρωτεΐνες σύντηξης µε τη GST. 
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Επίσης, φέρει γονίδιο που παρέχει στα βακτηριακά κύτταρα ανθεκτικότητα στην αµπικιλλίνη. 

Στο φορέα αυτό κλωνοποιήθηκαν τα cDNA των διαφόρων µορφών του πεπτιδίου TAT-ETD-

FLAG (wt, SA, SE, IA) τα οποία παράχθηκαν µε τη χρήση κατάλληλων εκκινητών (δες 

παράγραφο Β .1.4) και αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction, 

PCR). Το cDNA των πεπτιδίων εισάχθηκε στη θέση της ενδονουκλεάσης περιορισµού 

BamHI, που βρίσκεται εντός της MCS και µετά την αλληλουχία που κωδικοποιεί την GST 

(Εικόνα 32). 

 

                                               
Εικόνα 32: Απεικόνιση του χάρτη του πλασµιδίου έκφρασης των διαφόρων µορφών των πρωτεϊνών GST-TAT-

ETD-FLAG 

 

 pFLAG-CMVTM-2 (Sigma) 

Πλασµιδιακός φορέας που φέρει τον υποκινητή του κυτταροµεγαλοϊού CMV, 

παρέχοντας τη δυνατότητα να εκφραστούν τα κλωνοποιηµένα cDNA σε κύτταρα θηλαστικών 

σε σύντηξη µε τον επίτοπο FLAG. Ο συγκεκριµένος επίτοπος εκφράζεται αµινοτελικά της 

εκφραζόµενης πρωτεΐνης και αποτελείται από µια αλληλουχία 8 αµινοξέων (DYKDDDDK). 

Το πλασµίδιο φέρει επίσης γονίδιο ανθεκτικότητας στην αµπικιλλίνη (Εικόνα 33). Στο φορέα 

αυτό ήταν κλωνοποιηµένα τα cDNA που κωδικοποιούν για τις διάφορες µορφές της 

καλσινευρίνης (PPP3CA f.l., ΔCam wt και ΔCam HQ). Οι κατασκευές παραχωρήθηκαν από 

τον Dr. Marienfeld (173). 
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Εικόνα 33: Απεικόνιση του χάρτη του πλασµιδιακού φορέα pFLAG-CMVTM-2   

 

 pEGFP-N3 (Clonetech) 

Πλασµιδιακός φορέας έκφρασης σε κύτταρα θηλαστικών υπό τον έλεγχο του υποκινητή 

CMV. Επιτρέπει την έκφραση των κλωνοποιηµένων cDNA ως πρωτεΐνες σύντηξης µε  την  

πρωτεΐνη GFP (Green Fluorescent Protein) στο καρβοξυτελικό τους άκρο, καθώς η 

αλληλουχία που κωδικοποιεί για τον επίτοπο GFP βρίσκεται στην 3΄ πλευρά της περιοχής 

MCS. Φέρει γονίδιο ανθεκτικότητας για το αντιβιοτικό καναµυκίνη. Στο φορέα αυτό 

κλωνοποιήθηκε το cDNA της πλήρους µεγέθους φωσφατάσης PDP1, το οποίο προηγουµένως 

αποµονώθηκε µε κατάλληλους εκκινητές (δες παράγραφο Β .1.4) και PCR από ολικό cDNA 

κυττάρων HeLa. Το cDNA της PDP1 εισάχθηκε στο MCS στη θέση πέψης της 

ενδονουκλεάσης BamHI.  

 

 
Εικόνα 34: Απεικόνιση του χάρτη του πλασµιδιακού φορέα pEGFP-N3  
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 pGL3-VEGF-5xHRE-Luc  

Φέρει τα χαρακτηριστικά του πλασµιδικού φορέα pGL3-Basic (Εικόνα 35). Εκφράζει τη 

λουσιφεράση της πυγολαµπίδας υπό τον έλεγχο 5 στοιχείων απόκρισης στην υποξία 

(Hypoxia Response Elements, HREs), τα οποία προέρχονται από τον υποκινητή του VEGF, 

κοινού γονιδίου-στόχου των HIF, και έχουν εισαχθεί στις θέσεις των περιοριστικών 

ενδονουκλεασών KpnI και BglII. Το πλασµίδιο αυτό χρησιµοποιήθηκε σε πειράµατα 

µέτρησης της εξαρτώµενης από τους HIF µεταγραφικής ενεργότητας και αποτελεί ευγενική 

χορηγία του Dr. Giaccia (Department of Medicine, University of Stanford). 

 

                                        
Εικόνα 35: Απεικόνιση του χάρτη του πλασµιδιακού φορέα pGL3-Basic 

 

 pCI-Renilla (Promega)  

Όταν εισάγεται στα κύτταρα οδηγεί σε συνεχή έκφραση της λουσιφεράσης του 

θαλάσσιου οργανισµού Renilla reniformes, η οποία ελέγχεται από τον υποκινητή CMV. 

Χρησιµοποιείται ως µάρτυρας για τον έλεγχο του ποσοστού διαµόλυνσης και την 

κανονικοποίηση των µετρήσεων της εξαρτώµενης από τους HIF µεταγραφικής ενεργότητας  

(Εικόνα 36). 

 

                                              
Εικόνα 36: Απεικόνιση του χάρτη του πλασµιδιακού φορέα pCI-neo 
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 pGL3-Lpin1-Luc 

Ο φορέας αυτός φέρει ολόκληρο τον υποκινητή του γονιδίου της λιπίνης 1 (-3298bp έως 

-1bp) (Lpin1), ειδικού γονιδίου-στόχου του HIF-1, ο  οποίος ελέγχει την έκφραση του 

γονιδίου της λουσιφεράσης της πυγολαµπίδας (Εικόνα 37). Ο υποκινητής του LPIN1 και το 

cDNA της λουσιφεράσης εισάχθηκαν στον πλασµιδιακό φορέα pGL3-Basic (Εικόνα 35). Το 

πλασµίδιο αυτό χρησιµοποιήθηκε σε πειράµατα µέτρησης µεταγραφικής ενεργότητας 

αποκλειστικά της HIF-1 ισοµορφής. Κατασκευάστηκε και περιγράφθηκε από τους (236).  

 

                                      
Εικόνα 37: O υποκινητής του γονιδίου ης LPIN1 

 

B.1.4 Εκκινητές, ολιγονουκλεοτίδια και small interfering RNA (siRNA) 

Οι εκκινητές και τα ολιγονουκλεοτίδια κατασκευάστηκαν από την εταιρία VBC-Biotech. 

 

 Αλληλουχίες εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για Real Time PCR: 

Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής σχεδιάστηκαν οι  εκκινητές για την ενίσχυση του 

cDNA των παρακάτω γονιδίων µε ποσοτική Real Time PCR: 

 
Πίνακας 5: Αλληλουχίες εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για qRT-PCR. 

Γονίδιο Νοηµατικός εκκινητής Αντινοηµατικός εκκινητής 

PDP1 AGGCTGGAACTTCTGACTGG CTCGTCGGGAAGAATCGTT 

PDK1 CTGGGTAATGAGGATTTGACTGT AAGTCTGTCAATTTTCCTCAAAGG 

PPP3CA ACGCCAACCTTAACTCCATCA TGCTGTCCGTGCCGTTAGT 

VEGF CCCACTGAGGAGTCCAACATC GGCCTTGGTGAGGTTTGATC 

LOX1 CGACGACCCTTACAACCCCTAC AAATCTGAGCAGCACCCTGTG 

P4HA1a AGGGGTTGCTGTGGATTACC GTCATGTACTGTAGCTCGGC 

LIPIN1 TTTCCACGTCCGCTTTGGG GTGGCCAGGTGCATAGGG 

NDRG1 GGGCTGAAAAGCATTATTGG CCACCATCTCAGGGTTGTTT 

PAI-1 GAAAGGCAACATGACCAGGC CATGCGGGCTGAGACTATGA 

FSP1 CTCCTCAGCGCTTCTTCTTTCTT AAGCAGCTTCATCTGTCCTTTT 

18S CTCAACACGGGAAACCTCAC CGCTCCACCAACTAAGAACG 

β-actin CCAACCGCGAGAAGATGA CCAGAGGCGTACAGGGATAG 
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 Αλληλουχίες ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση µε PCR 

του γονιδίου της PDP1: 

 

Νοηµατικός εκκινητής: 5’-ΤΤΤ GGA TCC ATG CCA GCA CCA AC-3’ 

Αντινοηµατικός εκκινητής: 5’-TTT GGA TCC GAA TTC TTC TTG GTT TTG ATA CGC 

CCC-3’ 

 

Με έντονα γράµµατα επισηµαίνεται η αλληλουχία αναγνώρισης και πέψης από την 

ενδονουκλεάση BamHI και µε υπογράµµιση η αλληλουχία πέψης της ενδονουκλεάσης 

EcoRI. 

 

 Αλληλουχίες ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιµοποιήθηκαν για την κατασκευή των 

διαφόρων µορφών του πεπτιδίου TAT-ETD-FLAG: 

 

Νοηµατικός εκκινητής:  

5’-ΤΤΤΤΤ GGATCC CGC AAG AAA CGC CGC CAG CGC CGC CGC ACT ACC ACT 

GCC ACC ACT GAT G-3’ 

Αντινοηµατικός εκκινητής:  

5’-TTTTT GGATCC TCA AAGCTT GTC GTC ATC GTC TTT GTA GTC TGG TGA 

TGA TGT GGC ACT AGT AG-3’ 

 

Με υπογράµµιση επισηµαίνεται η αλληλουχία αναγνώρισης και πέψης από την 

ενδονουκλεάση BamHI, στη θέση της οποίας κλωνοποιήθηκαν τα cDNA των πεπτιδίων 

TAT-ETD-FLAG στον πλασµιδιακό φορέα pGEX-4T1. 

Με έντονα γράµµατα επισηµαίνεται στο νοηµατικό εκκινητή, η αλληλουχία που 

κωδικοποιεί το πεπτίδιο ΤΑΤ (9 αµινοξέα: RKKRRQRRR) του ιού HIV, το οποίο παρέχει 

στα πεπτίδια κυτταροδιεισδυτική ικανότητα, και εκφράζεται στο αµινοτελικό τους άκρο. 

Στον αντινοηµατικό κλώνο υπάρχει αντίστοιχα η αλληλουχία που κωδικοποιεί το 

οκταπεπτίδιο FLAG (DYKDDDDKL), το οποίο λειτουργεί ως επίτοπος για τον ενδοκυττάριο 

εντοπισµό των πεπτιδίων και εκφράζεται στο καρβοξυτελικό τους άκρο. 

Με κόκκινο χρώµα επισηµαίνεται η αλληλουχία αναγνώρισης και πέψης από την 

ενδονουκλεάση HindIII, η οποία χρησιµοποιήθηκε για τον έλεγχο της ένθεσης των cDNA µε 

σωστό προσανατολισµό µέσα στον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης.  

Με µπλε χρώµα επισηµαίνεται το κωδικόνιο λήξης της µεταγραφής.  
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 siRNA που χρησιµοποιήθηκαν για την αποσιώπηση των φωσφατασών. 

Για την αρχική δοκιµασία διαλογής (screen) των φωσφατασών που επηρεάζουν τη δράση 

των HIF σε συνθήκες υποξίας, πραγµατοποιήθηκε αποσιώπηση της έκφρασης των 

καταλυτικών υποµονάδων 25 ανθρώπινων φωσφατασών σερίνης/θρεονίνης ή διπλής 

εξειδίκευσης. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε µια βιβλιοθήκη siRNA (Ambion 

Silencer® Select Human Phosphatase siRNA Library – 4397919-AMO01Y9M (Life 

technologies-Thermo Fisher Scientific), η οποία παραχωρήθηκε από τον Dr. Gruss 

(University of Bohn, Germany). Η βιβλιοθήκη περιέχει 3 διαφορετικά siRNA για όλες (298) 

τις ανθρώπινες φωσφατάσες. 

Τα mRNA της φωσφατάσης καλσινευρίνη (PPP3CA, CnA - NM_000944) και της 

φωσφατάσης της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού (PPM2C, PDP1 – NM_018444) 

στοχεύτηκαν χρησιµοποιώντας τα ειδικά siRNA της Qiagen: Hs-PPP3CA-6 FlexiTube 

siRNA (SI02658614) και Hs-PPM2C-5 FlexiTube siRNA (SI02759372) αντίστοιχα. Ως 

αρνητικός µάρτυρας ελέγχου χρησιµοποιήθηκε το Allstars siRNA (Qiagen). 

 

B.1.5 Αλληλούχιση (Sequencing) 

Η επαλήθευση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των cDNA των πλασµιδιακών 

κατασκευών από τα οποία κωδικοποιούνται οι  διάφορες µορφές του πεπτιδίου ΤΑΤ-ETD-

FLAG και η φωσφατάση PDP1 πραγµατοποιήθηκε από την εταιρία Eurofins Genomics - US. 

 

B.1.6 Χηµικές ενώσεις-Αντιδραστήρια 

Τα χηµικά αντιδραστήρια αναλυτικής καθαρότητας αποκτήθηκαν από τις εταιρίες Sigma 

(St.Louis, USA) και Applichem GmbH (Germany). 

 

B.1.7 Υλικά Μοριακής Βιολογίας 

Τα ένζυµα και υλικά για τα πειράµατα µοριακής βιολογίας αποκτήθηκαν από τους οίκους 

New England BioLabs Inc, Takara, Applied Biological Materials Inc και Fermentas.  

 

B.1.8 Αντισώµατα 

Τα αντισώµατα που αναγράφονται παρακάτω χρησιµοποιήθηκαν για την 

ανοσοαποτύπωση κατά Western, τον ανοσοφθορισµό ή σε πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης: 

 Πολυκλωνικό αντί-HIF-2α αντίσωµα καθαρισµένο από ορό  κουνελιού (Novus 

Biologicals) σε αραίωση 1:750. 
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 Πολυκλωνικό αντί-ΗΙF-1α αντίσωµα καθαρισµένο από ορό  κουνελιού (94) σε 

αραίωση 1:1000. 

 Μονοκλωνικό αντί-ARNT αντίσωµα καθαρισµένο από ορό  ποντικού (BD 

Biosciences) σε αραίωση 1:500. 

 Μονοκλωνικό αντί-beta actin αντίσωµα καθαρισµένο από ορό  ποντικού (Cell 

Signalling) σε αραίωση 1:5000. 

 Πολυκλωνικό αντί-GST αντίσωµα καθαρισµένο από ορό  κουνελιού (Amersham 

Biosciences) σε αραίωση 1:15000. 

 Μονοκλωνικό αντί-tubulin αντίσωµα καθαρισµένο από ορό  ποντικού (Cell 

Signalling) σε αραίωση 1:10000. 

 Μονοκλωνικό αντί-FLAG M5 αντίσωµα καθαρισµένο από ορό  ποντικού (Sigma-

Aldrich) σε αραίωση 1:10000. 

 Μονοκλωνικό αντί-PP2B-Aa αντίσωµα καθαρισµένο από ορό  ποντικού (Santa Cruz) 

σε αραίωση 1:500. 

 Πολυκλωνικό αντί-PDP1 αντίσωµα καθαρισµένο από ορό κουνελιού (Cell Signalling) 

σε αραίωση 1:1000. 

 Πολυκλωνικό αντί-PDH αντίσωµα καθαρισµένο από ορό κουνελιού (Cell Signalling) 

σε αραίωση 1:1000. 

 Πολυκλωνικό αντί-pSer293 PDH αντίσωµα καθαρισµένο από ορό  κουνελιού (Novus 

Biologicals) σε αραίωση 1:1000. 

 Πολυκλωνικό αντί-histone 3 αντίσωµα καθαρισµένο από ορό κουνελιού (Santa Cruz) 

σε αραίωση 1:50000. 

 Μονοκλωνικό αντί-NPM1 αντίσωµα καθαρισµένο από ορό  ποντικού (Millipore) σε 

αραίωση 1:3000.  

 Πολυκλωνικό αντί-caspase 3 αντίσωµα καθαρισµένο από ορό  κουνελιού (Cell 

Signalling) σε αραίωση 1:1000. 

 Πολυκλωνικό αντί-cleaved caspase 3 αντίσωµα καθαρισµένο από ορό κουνελιού (Cell 

Signalling) σε αραίωση 1:1000. 

 Πολυκλωνικό αντί-p44/p42 MAPK αντίσωµα καθαρισµένο από ορό  κουνελιού (Cell 

Signalling) σε αραίωση 1:1000. 

 Πολυκλωνικό αντί-pERK1/2 αντίσωµα καθαρισµένο από ορό  κουνελιού (Cell 

Signalling) σε αραίωση 1:1000. 

 Συζευγµένα µε υπεροξειδάση (για ανοσοαποτύπωση) (Cell Signalling – 1:3000) ή µε 

Cy3/FITC (για ανοσοφθορισµό) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc – 1:300) 
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αντισώµατα έναντι της IgG από κουνέλι, ποντικό ή κατσίκα, τα οποία 

χρησιµοποιήθηκαν ως δεύτερα αντισώµατα. 

 

 

B.2 ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

B.2.1 Κλωνοποίηση cDNA σε πλασµιδιακούς φορείς   

Τα πλασµίδια είναι δίκλωνα, κυκλικά µόρια DNA που περιέχονται σε βακτηριακά 

κύτταρα. Ένα βακτήριο µπορεί να περιέχει ένα ή περισσότερα πλασµίδια, τα οποία είναι 

ανεξάρτητα από το κύριο µόριο του βακτηριακού DNA και περιέχουν µικρό ποσοστό της 

γενετικής πληροφορίας. Έχουν τη δυνατότητα να αντιγράφονται ηµιαυτόνοµα και µεταξύ 

άλλων, να φέρουν γονίδια που προσδίδουν αντίσταση σε αντιβιοτικά. Τα πλασµίδια έχουν 

την ικανότητα να ανταλλάσσουν γενετικό υλικό τόσο µεταξύ τους όσο και µε το κύριο µόριο 

DNA, καθώς και να µεταφέρονται από ένα βακτήριο σε άλλο. Με τον τρόπο αυτό 

µετασχηµατίζουν το βακτήριο στο οποίο εισέρχονται και του προσδίδουν νέες ιδιότητες. Για 

το λόγο αυτό αποτελούν πολύτιµα εργαλεία της Γενετικής Μηχανικής και παίζουν σπουδαίο 

ρόλο στην κλωνοποίηση γονιδίων και την παραγωγή των επιθυµητών πρωτεϊνών.  

Η κλωνοποίηση DNA σε πλασµιδιακούς φορείς βασίζεται στην ικανότητα του 

πλασµιδιακού DNA να διασπάται σε συγκεκριµένες θέσεις µετά από πέψη µε 

ενδονουκλεάσες περιορισµού και να συνδέεται µε ένα διαφορετικό τµήµα DNA που έχει 

υποστεί την ίδια κατεργασία. Με τη βοήθεια του ενζύµου DNA λιγάση, τα δύο είδη DNA 

ενώνονται. Στη συνέχεια το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο εισάγεται σε βακτηριακά κύτταρα 

µε µια διεργασία που ονοµάζεται µετασχηµατισµός. Η επιλογή των µετασχηµατισµένων 

κυττάρων έναντι των κυττάρων που δεν περιέχουν το πλασµίδιο, βασίζεται στη χρήση 

κατάλληλων αντιβιοτικών, τα οποία  επιτρέπουν την ανάπτυξη µόνο των ανασυνδυασµένων 

κλώνων, οι  οποίοι διαθέτουν ανθεκτικότητα σε αυτά. Παρακάτω παρουσιάζονται αναλυτικά 

τα διάφορα στάδια της διαδικασία κλωνοποίησης: 

 

Β.2.1.1 Ενίσχυση τµηµάτων γονιδίων (DNA) µε PCR 

Η µέθοδος της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (polymerase chain reaction, PCR) 

καθιστά δυνατή την ενίσχυση µιας καθορισµένης αλληλουχίας DNA µε τη χρήση 

συµπληρωµατικών ολιγονουκλεοτιδίων (εκκινητών) και θερµοάντοχων πολυµερασών. Η 

ενίσχυση της επιθυµητής αλληλουχίας επιτυγχάνεται µέσω επαναλαµβανόµενων κύκλων. Ο 

κάθε κύκλος περιλαµβάνει την αποδιάταξη του δίκλωνου DNA, η οποία ακολουθείται από 
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την υβριδοποίηση των ολιγονουκλεοτιδίων-εκκινητών σε κάθε κλώνο και τελικά την 

επιµήκυνση των θυγατρικών κλώνων από τη θερµοάντοχη DNA πολυµεράση. Έτσι, το 

επιθυµητό τµήµα DNA που λαµβάνεται είναι ειδικό (λήψη µοναδικού προϊόντος) και µπορεί 

παράγεται σε µεγάλες ποσότητες.  

Στην παρούσα µελέτη ενισχύθηκαν οι  αλληλουχίες DNA που κωδικοποιούν για τις 

διάφορες µορφές του πεπτιδίου TAT-ETD-FLAG (wt, SA, SE και ΙΑ), µε τη χρήση των 

εκκινητών που περιγράφηκαν στην παράγραφο Β .1.4. Ως εκµαγείο χρησιµοποιήθηκαν οι 

αντίστοιχες µορφές του πλήρους µεγέθους του HIF-1α, οι  οποίες κατασκευάστηκαν µε 

στοχευµένη µεταλλαξιγένεση του αγρίου τύπου HIF-1α από τους Mylonis et al., 2008. Για 

την ενίσχυση των αλληλουχιών αυτών χρησιµοποιήθηκε η υψηλής πιστότητας Vent 

πολυµεράση (New Englang Biolabs) λόγω της 3’-5’ δραστικότητας εξονουκλεάσης που 

διαθέτει διορθώνοντας, έτσι, τυχόν λάθη που προκύπτουν κατά την επιµήκυνση των κλώνων 

του DNA.  

Επιπλέον, ενισχύθηκε το cDNA του γονιδίου της φωσφατάσης PDP1 από ολικό cDNA 

κυττάρων HeLa, το οποίο χρησιµοποιήθηκε ω ς εκµαγείο. Για την ενίσχυση του 

χρησιµοποιήθηκε η BesTaq πολυµεράση (Applied Biological Materials Inc), η οποία διαθέτει 

υψηλή πιστότητα. 

 
Πίνακας 6: Συνθήκες  της  αντίδρασης PCR που  εφαρµόστηκαν  για  την  ενίσχυση  του cDNA των  πεπτιδίων  

TAT-ETD-FLAG και της φωσφατάσης PDP1 (Με έντονα γράµµατα οι επαναλαµβανόµενοι κύκλοι). 

 Μίγµα αντίδρασης Συνθήκες αντίδρασης (x30 κύκλοι) 

 

 

 

 

TAT-ETD-FLAG 

- 200 ng εκµαγείο DNA 

(pcDNA3.1 Flag – HIF-1α 

wt/SA/SE/IA) 

- 1x Thermopol Buffer 

- 2 mM από κάθε dNTP 

- 1 unit Vent πολυµεράσης 

- 20 pmoles/µl από  τον  κάθε  

εκκινητή (νοηµατικό - 

αντινοηµατικό) 

- H2O έως όγκο 50 µl 

- 5 min → 95οC Αρχική αποδιάταξη 

του δίκλωνου DNA 

 

- 30 sec → 95οC Αποδιάταξη του 

δίκλωνου DNA  

- 30 sec → 52οC Υβριδοποίηση 

εκκινητών και επιµήκυνση  

- 1 min → 72οC Επιµήκυνση 

 

- 5 min → 72οC Τελική επιµήκυνση 

 

 

 

 

- 1 µg εκµαγείο DNA (ολικό  

cDNA κυττάρων HeLa) 

- 1x Buffer 

- 10 pmoles / µl από  τον  κάθε  

- 5 min → 95οC Αρχική αποδιάταξη 

του δίκλωνου DNA 

 

- 1 min → 95οC Αποδιάταξη του 
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PDP1 

εκκινητή (νοηµατικό - 

αντινοηµατικό) 

- 2 mM από κάθε dNTP 

- 1 unit Bestaq πολυµεράσης 

- 3% DMSO 

- H2O έως όγκο 50 µl 

δίκλωνου DNA  

- 1 min → 52οC Υβριδοποίηση 

εκκινητών και επιµήκυνση  

- 2:30 min → 72οC Επιµήκυνση 

 

- 5 min → 72οC Τελική επιµήκυνση 

 

Για το στάδιο υβριδοποίησης η θερµοκρασία υπολογίστηκε από το πρόγραµµα 

πρόβλεψης θερµοκρασίας τήξης των εκκινητών (Tm) Oligo Calculator 

(http://www.sciencelauncher.com/oligocalc.html), ανάλογα µε το µέγεθος και τη σύσταση 

των ολιγονουκλεοτιδίων σε βάσεις. Ο τύπος που ακολουθείται ευρέως για την εύρεση του 

Tm (για µικρούς εκκινητές ~25 νουκλεοτιδίων) είναι ο εξής:  

Tm=2(A+T)+4(G+C) 

Μετά την ολοκλήρωση της αντίδρασης PCR, 2 µl ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή 

αγαρόζης 1% για την PDP1 ή 2% για τα πεπτίδια TAT-ETD-FLAG, ώστε να ελεγχθεί η 

ορθότητα και η καθαρότητα του προϊόντος της αντίδρασης. Τα προϊόντα της PCR 

υποβλήθηκαν σε καθαρισµό µε τη χρήση του πρωτοκόλλου «PCR clean-up kit» των 

εταιρειών Macherey-Nagel και αποτέλεσαν τα DNA ενθέµατα, τα οποία κλωνοποιήθηκαν 

στη συνέχεια στον κατάλληλο πλασµιδιακό φορέα έκφρασης (στον pGEX-4T1 τα cDNA που 

κωδικοποιούν τα πεπτίδια TAT-ETD-FLAG και στον pEGFP-N3 το cDNA της φωσφατάσης 

PDP1).  

 

Β.2.1.2 Πέψεις  µε ενδονουκλεάσες περιορισµού  

Οποιοδήποτε τµήµα DNA µπορεί να κοπεί σε µικρότερα τµήµατα µε τη βοήθεια 

ενζύµων που ονοµάζονται ενδονουκλεάσες περιορισµού και αναγνωρίζουν συγκεκριµένες 

νουκλεοτιδικές αλληλουχίες. Στην παρούσα διατριβή, η πέψη µε ένζυµα περιορισµού 

χρησιµοποιήθηκε: 1) για τον έλεγχο της παρουσίας του DNA-ενθέµατος µέσα σε έναν 

πλασµιδιακό φορέα και του προσανατολισµού του, 2) για την αποµόνωση συγκεκριµένων 

τµηµάτων που προορίζονται για κλωνοποίηση και 3) για το σχηµατισµό συµπληρωµατικών 

άκρων µεταξύ ενός DNA-ενθέµατος και του πλασµιδιακού φορέα στον οποίο πρόκειται να 

κλωνοποιηθεί. Η ποσότητα του ενζύµου που χρησιµοποιείται σε µια αντίδραση πέψης 

καθορίζεται από την ενεργότητα του (Unit/µl). 1 unit ενζύµου ορίζεται ως η ποσότητα του 

ενζύµου που απαιτείται για να πέψει πλήρως 1 µg DNA σε µια ώρα. Για τον έλεγχο του 

ενθέµατος µέσα σε έναν πλασµιδιακό φορέα, η αντίδραση πέψης έγινε σε τελικό όγκο 20 µl 
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και περιείχε 1 µg πλασµιδιακού DNA, 1 Unit του κατάλληλου ενζύµου (New England 

Biolabs) και 1x κατάλληλου ρυθµιστικού διαλύµατος που ορίζεται για κάθε ένζυµο από την 

εταιρεία παρασκευής. Ακολούθησε επώαση για 1 ώρα στην καθοριζόµενη για το κάθε ένζυµο 

θερµοκρασία, συνήθως η βέλτιστη θερµοκρασία δράσης των ενδονουκλεασών περιορισµού 

είναι οι  37οC. Για το σχηµατισµό συµπληρωµατικών άκρων µεταξύ φορέα και ενθέµατος, η 

αντίδραση πραγµατοποιήθηκε σε 30 µl τελικό όγκο και διήρκησε 2 ώρες. Την τελευταία ώρα 

προστέθηκε, µόνο στην αντίδραση που αφορά τον πλασµιδιακό φορέα, το ένζυµο αλκαλική 

φωσφατάση (CIP), 20 Units (10.000 Unit/ml, New England Biolabs). Το ένζυµο αυτό 

επιτυγχάνει την αποφωσφορυλίωση των ελεύθερων 5’ άκρων του φορέα, που προέκυψαν από 

την πέψη µε την ενδονουκλεάση περιορισµού, εµποδίζοντας, έτσι, την επανασύνδεσή των 

κολλωδών άκρων του φορέα απουσία ενθέµατος.  

 

Β.2.1.3 Ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτή αγαρόζης  

Η ηλεκτροφόρηση τµηµάτων DNA σε πηκτή αγαρόζης και η αποµόνωσή τους από αυτή 

αποτελεί έναν τρόπο διαχωρισµού και καθαρισµού τους. Η µέθοδος βασίζεται στη χρήση 

θερµασµένου διαλύµατος αγαρόζης για το σχηµατισµό ενός πλέγµατος, µετά την ψύξη του. Η 

πυκνότητα του πλέγµατος εξαρτάται από τη συγκέντρωση της αγαρόζης στο διάλυµα. Με την 

εφαρµογή ηλεκτρικού πεδίου τα τµήµατα του DNA, που είναι αρνητικά φορτισµένα σε 

ουδέτερο pH, µετακινούνται προς την άνοδο (θετικό πόλο). Η ταχύτητα µετακίνησης των 

τµηµάτων DNA µέσα στην πηκτή εξαρτάται από: το µέγεθος τους, τη διαµόρφωση τους, τη 

συγκέντρωση της αγαρόζης, τη διαφορά δυναµικού που εφαρµόζεται στα άκρα της πηκτής 

και τη σύσταση του ρυθµιστικού διαλύµατος της ηλεκτροφόρησης. Στην παρούσα µελέτη 

χρησιµοποιήθηκαν πηκτώµατα µε συγκέντρωση 1% ή 2% σε αγαρόζη, ενώ το ρυ θµιστικό 

διάλυµα ηλεκτροφόρησης (TAE) αποτελείται από 4 mM Tris-οξικό και 1 mM EDTA pH 8.0, 

παρουσία βρωµιούχου αιθιδίου σε συγκέντρωση 0,5 µg/ml. Το βρωµιούχο αιθίδιο 

παρεµβάλλεται ανάµεσα στις βάσεις του DNA και λόγω της ιδιότητας του να απορροφά την 

υπεριώδη ακτινοβολία και να την εκπέµπει στο ερυθρό ορατό φάσµα (590 nm), 

χρησιµοποιείται για την ανίχνευση των τµηµάτων DNA µέσα στην πηκτή. Το διάλυµα 

φόρτωσης των δειγµάτων αποτελείται από 5% γλυκερόλη, 0,42% µπλε της βρωµοφαινόλης, 

0,42% κυανούν του ξυλενίου. Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε σε σταθερή τάση 100 V, 

για περίπου 30 λεπτά. 
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Β.2.1.4 Εξαγωγή και καθαρισµός των τµηµάτων DNA από πηκτή αγαρόζης 

Για την αποµόνωση και τον καθαρισµό των επιθυµητών τµηµάτων DNA από την πηκτή 

αγαρόζης χρησιµοποιήθηκε το Gel Extraction Kit της Qiagen. Η αποµόνωση τµηµάτων DNA 

σύµφωνα µε τη µέθοδο αυτή, βασίζεται στην ιδιότητα του DNA να δεσµεύεται στη µεµβράνη 

σιλικόνης της στήλης παρουσία υψηλής συγκέντρωσης αλάτων, ενώ οι προσµίξεις διέρχονται 

από τη στήλη.  

Μετά από ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης, το επιθυµητό τµήµα του DNA 

αποκόπηκε από την υπόλοιπη πηκτή και τοποθετήθηκε σε σωλήνα µικροφυγοκέντρησης 

(eppendorf). Σε αυτό προστέθηκε το διάλυµα διαλυτοποίησης της αγαρόζης QC, σε αναλογία 

300 µl/100 mg πηκτής. Ακολούθησε θέρµανση για 10 λεπτά στους 50°C µε περιοδική 

ανάδευση, ώστε να διαλυτοποιηθεί η πηκτή. Στο µίγµα προστέθηκε ισοπροπανόλη σε 

αναλογία 100 µl/100 mg πηκτής, και µετά από καλή ανάδευση µεταφέρθηκε σε στήλη 

Qiaquick. Πραγµατοποιήθηκε φυγοκέντρηση στις 13.000×g για 1 λεπτό, προκειµένου να 

συνδεθεί το DNA στο υλικό της στήλης. Στη συνέχεια προστέθηκε στη στήλη διάλυµα 

πλύσης PE, το οποίο περιέχει αιθανόλη, ώστε να αποµακρυνθούν τυχόν προσµίξεις, ενώ το 

DNA παραµένει δεσµευµένο στο υλικό της στήλης. Η στήλη υφίσταται φυγοκέντρηση 

προκειµένου να αποµακρυνθούν τα υπολείµµατα αιθανόλης και στη συνέχεια το DNA  

εκλούεται µε προσθήκη 30 µl ddΗ2Ο. Μικρή ποσότητα από το έκλουσµα (2-4 µl) 

ηλεκτροφορήθηκε σε πηκτή αγαρόζης προκειµένου να γίνει κατ’ εκτίµηση ποσοτικοποίηση 

του DNA που αποµονώθηκε. 

Με τη διαδικασία αυτή καθαρίστηκαν οι  πλασµιδιακοί φορείς και τα DNA ενθέµατα 

µετά από τη διαδικασία του σχηµατισµού συµπληρωµατικών µεταξύ τους άκρων, 

προκειµένου να ακολουθήσει η εισαγωγή του ενθέµατος µέσα στον πλασµιδιακό φορέα.  

 

Β.2.1.5 Αντίδραση λιγάσης  

Ο πλασµιδιακός φορέας και το τµήµα του DNA-ενθέµατος που έχουν κατεργαστεί µε τα 

ίδια ένζυµα περιορισµού κι εποµένως φέρουν συµπληρωµατικά άκρα, µπορούν να συνδεθούν 

οµοιοπολικά µεταξύ τους και να σχηµατίσουν τη νέα πλασµιδιακή κατασκευή. Η διαδικασία 

αυτή καταλύεται από το ένζυµο DNA λιγάση του βακτηριοφάγου Τ4. Το ένζυµο αυτό είναι 

υπεύθυνο για τη δηµιουργία φωσφοδιεστερικών δεσµών µεταξύ των 3΄-υδροξυλικών και 5΄-

φωσφορικών άκρων. Για την αντίδραση της λιγάσης ο  πλασµιδιακός φορέας και το ένθεµα 

σε κατάλληλη κάθε φορά αναλογία µεταξύ τους, προστέθηκαν σε τελικό όγκο αντίδρασης 20 

µl, µε ρυθµιστικό διάλυµα λιγάσης (500 mM Tris-Cl, 100 mM MgCl2, 100 mM DTT, 10 mM 
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ATP, 25 µg/ml BSA pH 7.5), 2,5 Units ενζύµου λιγάσης (5 Unit/µl, New England Biolabs) 

και ddH2O. Το µίγµα επωάστηκε ολονύχτια στους 16o C. 

 

Β.2.1.6 Παρασκευή βακτηριακών κυττάρων δεκτικών για µετασχηµατισµό (competent) 

Σε στελέχη E.coli Top10 και BL21RIL έγινε εισαγωγή των πλασµιδίων ή των 

αντιδράσεων λιγάσης, µε σκοπό να παραχθεί µεγάλη ποσότητα του επιθυµητού πλασµιδιακού 

DNA ή της εκφραζόµενης από αυτό ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης. Προκειµένου να γίνει αυτό 

εφικτό, εφαρµόστηκε µια τεχνική που έχει ως στόχο να επάγει την επιδεκτικότητα των 

βακτηριακών κυττάρων, ώστε να είναι ικανά να προσλάβουν πλασµιδιακό φορέα που 

περιέχει κλωνοποιηµένο ένα ξένο τµήµα DNA. Η µέθοδος αυτή βασίζεται στην παρατήρηση 

ότι βακτήρια κατεργασµένα µε διαλύµατα CaCl2 στους 4οC και µε ακόλουθη θέρµανση λίγων 

λεπτών, µπορούν να προσλάβουν DNA. 

Για το σκοπό αυτό, 3 ml θρεπτικού ΤΥΜ (2% τρυπτόνη, 0,5% εκχύλισµα ζύµης, 0,1 M 

NaCl και 10 mM MgSO4) που περιέχει αντιβιοτικό στρεπτοµυκίνη ή χλωραµφαινικόλη 

εµβολιάστηκαν µε αποικίες των Top10 ή BL21RIL αντίστοιχα και ακολούθησε ολονύχτια 

επώαση στους 37οC. Την επόµενη µέρα έγινε αραίωση της καλλιέργειας αυτής σε τελικό 

όγκο 50 ml χωρίς αντιβιοτικό και οι  νέες καλλιέργειες επωάστηκαν στους 37οC µέχρι 

OD600nm= 0,4. Στο σηµείο αυτό η καλλιέργεια φυγοκεντρήθηκε στα 4000xg για 5 λεπτά, 

αφαιρέθηκε το υπερκείµενο και τo ίζηµα επαναιωρήθηκε σε 25 ml διαλύµατος TFB-I (30 

mM CH3COOK,  50 mM MnCl2 , 10 mM CaCl2 ,100 mM KCl και 15% γλυκερόλη µε pH 7) 

και επωάστηκε για 10 λεπτά στον πάγο. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 4000xg για 5 min 

στους 4oC. Tο υπερκείµενο αφαιρέθηκε, το ίζηµα επαναιωρήθηκε σε 2 ml διαλύµατος TFB-II 

(10 mM MOPS, 75 mM CaCl2, 10 mM KCl και 20% γλυκερόλη µε pH 7) και επωάστηκε για 

1 ώρα στον πάγο. Στο σηµείο αυτό τα δεκτικά κύτταρα είναι έτοιµα.  

 

Β.2.1.7 Μετασχηµατισµός E.coli Τοp10 και E.coli  BL21RIL 

Για το µετασχηµατισµό δεκτικών βακτηριακών κυττάρων, προστέθηκαν 100 ng/µl από τα 

πλασµίδια που έχουν ήδη περιγραφεί (που κωδικοποιούν για τα πεπτίδια TAT-ETD-FLAG ή 

τις φωσφατάσες PDP1 και CnA) ή ολόκληρη η αντίδραση λιγάσης (20 µl), σε 50 µl κυττάρων 

Top10 ή BL21RIL, τα οποία στη συνέχεια επωάστηκαν στον πάγο για 30 min. Μετά από 

θερµικό σοκ στους 42οC για 2 λεπτά, στα βακτηριακά κύτταρα προστέθηκαν 500 µl θρεπτικού 

LB (Luria Broth) χωρίς αντιβιοτικά και ακολούθησε επώαση στους 37οC για 45 λεπτά. Αν 

πρόκειται για µετασχηµατισµό µε κάποιο γνωστό πλασµίδιο, το 1/10 της ποσότητας των 

κυττάρων επιστρώνεται σε τρυβλίο Πέτρι που περιέχει στερεό θρεπτικό υλικό LB-άγαρ µε το 
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κατάλληλο αντιβιοτικό επιλογής. Αν πρόκειται για µετασχηµατισµό µε το προϊόν της 

αντίδρασης λιγάσης, τότε πραγµατοποιείται φυγοκέντρηση για 2 λεπτά στα 4000xg, όλο το 

ίζηµα των κυττάρων επαναδιαλύεται σε 50 µl LB και επιστρώνεται σε τρυβλίο µε το 

κατάλληλο αντιβιοτικό επιλογής. Τα τρυβλία επωάστηκαν στους 37°C για 12-16 ώρες. Η 

επιλογή των µετασχηµατισµένων βακτηριακών κυττάρων γίνεται παρουσία κατάλληλου 

αντιβιοτικού στα τρυβλία, καθώς τα κύτταρα που έχουν προσλάβει το ανασυνδυασµένο µε το 

ξένο DNA πλασµίδιο αποκτούν ανθεκτικότητα σε αυτό.  

Το θρεπτικό µέσο LB αποτελείται από 1% w/v Tryptone, 0.5% w/v Yeast extract, 1% 

NaCl. Στην περίπτωση παρασκευής στερεού θρεπτικού µέσου LB-άγαρ προστίθενται 

επιπλέον 20 g/lt άγαρ. Η προσθήκη του κατάλληλου αντιβιοτικού γίνεται λίγο πριν την πήξη 

του θρεπτικού µέσου σε συγκέντρωση 100 µg/ml.  

 

Β.2.1.8 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µικρής κλίµακας µε αλκαλική λύση (Mini 

Preparation)  

Σε 3 ml θρεπτικού υλικού LB παρουσία κατάλληλου αντιβιοτικού επιλογής, 

εµβολιάστηκαν οι  αποικίες που σχηµατίστηκαν από τα µετασχηµατισµένα κύτταρα Top10, 

και επωάστηκαν Ο/Ν στους 37οC υπό συνεχή ανάδευση. Τα κύτταρα 1 ml της καλλιέργειας 

συλλέχθηκαν µε φυγοκέντρηση στις 5000xg για 2 λεπτά. Το υπερκείµενο απορρίφθηκε, και 

το ίζηµα των βακτηριακών κυττάρων επαναιωρήθηκε σε 250 µl διαλύµατος Τ.Ε. (50 mM Tris 

pH 8.0, 10 mM EDTA), στο οποίο έχει προστεθεί 0.1 mg/ml RNAse A. Στη συνέχεια, τα  

κύτταρα λύθηκαν µε 250 µl διαλύµατος λύσης (0.2 M NaOH, 1% SDS) για 5 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου και ήπια ανάδευση, ώστε να καταστεί ο µογενές. Κατόπιν, 

προστέθηκαν 300 µl διαλύµατος εξουδετέρωσης (3 M οξικό νάτριο pH 5.1) κι έγινε έντονη 

ανάδευση, µε σκοπό την εξουδετέρωση του διαλύµατος λύσης και το χονδρικό διαχωρισµό 

του πλασµιδιακού DNA από το χρωµοσωµικό και τις βακτηριακές πρωτεΐνες. Ακολούθησε 

φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στα 11000xg και µεταφορά του υπερκειµένου που περιέχει το 

πλασµιδιακό DNA σε νέο σωληνάκι. Το DNA κατακρηµνίστηκε µε προσθήκη 100% 

ισοπροπανόλης σε αναλογία κατ’ όγκο 1:0.7, ψύξη στους -20οC για 20 λεπτά και 

φυγοκέντρηση στα 11000xg για 10 λεπτά. Το υπερκείµενο αποµακρύνθηκε και το ίζηµα 

ξεπλύθηκε µε 500 µl 70% αιθανόλη. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 11000xg για 5 λεπτά. 

Το υπερκείµενο αποµακρύνθηκε εκ νέου και το ίζηµα αφέθηκε να στεγνώσει, ώστε να 

επαναδιαλυθεί τελικά σε 30 µl αποστειρωµένου δις απιονισµένου νερού (ddH2O). Για πιο 

καθαρή αποµόνωση πλασµιδιακού DNA χρησιµοποιήθηκαν στήλες καθαρισµού µεµβράνης 
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σιλικόνης και έτοιµα διαλύµατα, µε βάση το πρωτόκολλο του DNA purification kit της 

εταιρείας Macherey-Nagel. 

Το πλασµιδιακό DNA που αποµονώθηκε ελέγχθηκε για την ύπαρξη και το σωστό 

προσανατολισµό του ενθέµατος µέσα στο φορέα, µε πέψεις µε ενδονουκλεάσες περιορισµού, 

όπως αναφέρθηκε αναλυτικά παραπάνω.  

 

B.2.2 Επαγωγή της έκφρασης ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών µε IPTG 

Προκειµένου να εκφραστεί µια πρωτεΐνη σε βακτηριακά στελέχη, το cDNA της 

κλωνοποιείται σε πλασµιδιακό φορέα που φέρει ισχυρό υποκινητή, ο  οποίος συνήθως 

βρίσκεται συνδεδεµένος µε περιοχές του «χειριστή» (operator) του οπερονίου της λακτόζης. 

Τα κλωνοποιηµένα cDNA βρίσκονται σε ανενεργή κατάσταση, διότι η παραπάνω περιοχή 

του χειριστή καταστέλλεται από µια πρωτεΐνη «καταστολέα» που εκφράζεται από το lacI 

γονίδιο και η οποία δεν επιτρέπει τη σύνδεση της RNA πολυµεράσης στον υποκινητή. Το 

εναρκτήριο σήµα για την ενεργοποίηση των κλωνοποιηµένων cDNA και της έκφρασης των 

αντίστοιχων πρωτεϊνών, δίνεται από τη λακτόζη ή χηµικά ανάλογα της (π.χ. IPTG), τα οποία 

απενεργοποιούν τον καταστολέα. Έτσι, επιτυγχάνεται η ελεγχόµενη έκφραση των 

ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών.  

Τα πλασµίδια που κωδικοποιούν για τις διάφορες µορφές του πεπτιδίου GST-TAT-ETD-

FLAG χρησιµοποιήθηκαν για να µετασχηµατίσουν δεκτικά κύτταρα BL21RIL E. coli. Μία 

αποµονωµένη αποικία κυττάρων εµβολιάστηκε σε 50 ml υγρού θρεπτικού υλικού LB 

παρουσία των αντιβιοτικών αµπικιλλίνη και χλωραµφαινικόλη και η καλλιέργεια επωάστηκε 

υπό ανάδευση για 16 ώρες στους 37°C. Την επόµενη µέρα η αρχική αυτή καλλιέργεια 

αραιώθηκε σε 400 ml LB, τα οποία περιέχουν επίσης 1% σορβιτόλης και 50 mM διαλύµατος 

φωσφορικών αλάτων pH 7, έτσι ώστε η νέα καλλιέργεια να έχει O.D.600nm=0,1. Η  

καλλιέργεια επωάστηκε υπό ανάδευση στους 37°C έως ότου η απορρόφηση της φτάσει στο 

0,4. Στο στάδιο αυτό, η επαγωγή της έκφρασης των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών 

επιτεύχθηκε µε την προσθήκη στην καλλιέργεια 0,5 mM IPTG και επώαση για 1 ώρα στους 

25°C. Τα βακτηριακά κύτταρα που εξέφρασαν τα πεπτίδια ΤΑΤ-ETD-FLAG σε σύντηξη µε 

GST, συλλέχθηκαν µε φυγοκέντρηση στα 4000xg για 20 λεπτά. Στο σηµείο αυτό το ίζηµα 

των κυττάρων µπορεί να αποθηκευτεί στους -20oC.   

Υπερέκφραση σε βακτηριακά κύτταρα BL21 πραγµατοποιήθηκε και για την πρωτεάση 

TEV, η οποία χρησιµοποιήθηκε στην συνέχεια για τον καθαρισµό των πεπτιδίων TAT-ETD-

FLAG. Το γονίδιο της TEV ήταν κλωνοποιηµένο σε πλασµιδιακό φορέα που προσδίδει 

ανθεκτικότητα στην καναµυκίνη και η πρωτεάση εκφράστηκε σε σύντηξη µε 6 ιστιδίνες. Η 
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επαγωγή της έκφρασης της ανασυνδυασµένης His-TEV έγινε µε 0,5 mM IPTG για 4 ώρες 

στους 30°C . 

 

B.2.3 Καθαρισµός των GST-tagged πρωτεϊνών µε χρωµατογραφία αγχιστείας και 

αποµάκρυνση του GST επιτόπου 

Οι διάφορες µορφές του πεπτιδίου GST-ΤΑΤ-ΕΤD-FLAG, µετά την έκφρασή τους στα 

κύτταρα BL21RIL, αποµονώθηκαν και καθαρίστηκαν µε χρωµατογραφικές µεθόδους, ενώ 

στο τέλος πραγµατοποιήθηκε αποµάκρυνση του επιτόπου GST.  

 

Β.2.3.1 Αποµόνωση των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών από τα κύτταρα BL21RIL 

Τα κύτταρα Ε. coli που εξέφρασαν τα πεπτίδια ΤΑΤ-ΕΤD-FLAG σε  σύντηξη  µε την 

GST, λύθηκαν µε 8 ml (από 400 ml αρχικής καλλιέργειας) κατάλληλου διαλύµατος λύσης, 

που αποτελείται από 20 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM PMSF, 0,2% 

Tween 20 και 1 mM DTT, καθώς και µε υπερήχους, εφαρµόζοντας 5 παλµούς διάρκειας 20 

δευτερολέπτων µε ενδιάµεσες παύσεις των 40 δευτερολέπτων. Η διαδικασία αυτή έγινε σε 

πάγο. Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε φυγοκέντρηση του παραπάνω εκχυλίσµατος στα 

10000xg για 30 λεπτά στους 4οC, προκειµένου να διαχωριστεί το διαλυτό από το αδιάλυτο 

κλάσµα των πρωτεϊνών. Προκειµένου να είναι λειτουργικές, οι ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες 

πρέπει να βρίσκονται στο διαλυτό κλάσµα, το οποίο χρησιµοποιήθηκε στην περαιτέρω 

διαδικασία καθαρισµού.  

Για τις πεπτιδικές µορφές ETD wt και ETD SA η  συγκέντρωση του NaCl στο διάλυµα 

λύσης ήταν 300 mM, καθώς ήταν απαραίτητη η αύξηση της ιονικής ισχύς για τη διατήρηση 

της διαλυτότητάς τους.  

 

Β.2.3.2 Καθαρισµός των πεπτιδίων ΤΑΤ-ΕΤD-FLAG 

Για το διαχωρισµό των χιµαιρικών GST-πρωτεϊνών από τις υπόλοιπες πρωτεΐνες των 

βακτηριακών εκχυλισµάτων, εφαρµόστηκε η µέθοδος της χρωµατογραφίας αγχιστείας. Το 

διαλυτό κλάσµα των πρωτεϊνών επωάστηκε µε σφαιρίδια γλουταθειόνης αγαρόζης (Protino 

Glutathione Agarose 4B, Macherey-Nagel) για 1 ώρα στους 4οC, υπό συνεχή ανάδευση. 

Συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκαν 250 µl σφαιριδίων (για υλικό που προέρχεται από 400 ml 

καλλιέργειας), τα οποία είχαν προηγουµένως εξισορροπηθεί στο διάλυµα λύσης των 

κυττάρων. Κατά τη διαδικασία αυτή, τα πεπτίδια GST-TAT-ETD-FLAG δεσµεύτηκαν  στα 

σφαιρίδια µέσω της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης (GST), η οποία έχει ως υπόστρωµα 

την γλουταθειόνη. Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε φυγοκέντρηση στα 3000xg για 3 λεπτά 
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και το υπερκείµενο, το οποίο περιέχει όλες τις υπόλοιπες πρωτεΐνες των βακτηριακών 

εκχυλισµάτων απορρίφθηκε, ενώ τα πεπτίδια GST-TAT-ETD-FLAG παρέµειναν δεσµευµένα 

στα σφαιρίδια. Ακολούθησαν 3 διαδοχικές δεκάλεπτες πλύσεις της στήλης, µε 5 ml 

διαλύµατος λύσης.  

Για τις πεπτιδικές µορφές GST-TAT-ETD wt-FLAG και GST-TAT-ETD SA-FLAG, 

προηγήθηκε διαπίδυση του διαλυτού κλάσµατος πριν τη µεταφορά του στα σφαιρίδια 

γλουταθειόνης σεφαρόζης. Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, η λύση των κυττάρων που 

εξέφρασαν αυτά τα πεπτίδια έγινε σε διάλυµα µε υψηλή συγκέντρωση NaCl, η οποία θα 

προκαλούσε την έκλουση των πεπτιδίων από τα σφαιρίδια γλουταθειόνης λόγω αυξηµένης 

ιοντικής ισχύος κι έτσι δε θα ήταν δυνατή η αποµόνωσή τους. Για το σκοπό αυτό, το διαλυτό 

πρωτεϊνικό κλάσµα των βακτηριακών αυτών κυττάρων, επωάστηκε O/N στους 4οC υπό 

ανάδευση, σε 1 lt διαλύµατος διαπίδυσης που περιέχει πολύ µικρή συγκέντρωση NaCl (50 

mM Tris pH 8, 50 mM NaCl). Για τη διαδικασία αυτή, χρησιµοποιήθηκε ηµιπερατή 

µεµβράνη, η οποία επέτρεψε τη µεταφορά άλατος από το µέρος υψηλής συγκέντρωσης 

(διαλυτό κλάσµα) στο µέρος χαµηλής συγκέντρωσης (διάλυµα διαπίδυσης), µέχρις ότου η 

συγκέντρωση NaCl µεταξύ των δύο πλευρών τις µεµβράνης εξισωθεί, χωρίς ό µως να 

επιτρέπει τη µεταφορά των πρωτεϊνών. Την επόµενη µέρα, το διαλυτό κλάσµα απαλλαγµένο 

από το αλάτι µεταφέρθηκε στα σφαιρίδια γλουταθειόνης και ακολούθησε ο  καθαρισµός, 

όπως περιγράφηκε παραπάνω. 

Για την αποµόνωση των πεπτιδίων TAT-ETD-FLAG από τα σφαιρίδια γλουταθειόνης, 

δεν πραγµατοποιήθηκε έκλουση τους µε τη χρήση της γλουταθειόνης όπως συνηθίζεται σε 

αυτά τα πρωτόκολλα, αλλά µε τη χρήση της ανασυνδυασµένης πρωτεάσης His-TEV. Η TEV 

αναγνωρίζει µια αλληλουχία που βρίσκεται στο βραχίονα που συνδέει τον επίτοπο GST µε το 

πεπτίδιο TAT-ETD-FLAG και υπάρχει στον πλασµιδιακό φορέα pGEX-4T1. Στο σηµείο 

αυτό πραγµατοποιείται πέψη από την πρωτεάση κι έτσι η GST αποµακρύνεται από την 

υπόλοιπη πρωτεΐνη. Για το σκοπό αυτό, στα σφαιρίδια γλουταθειόνης τα οποία φέρουν 

καθηλωµένα τα πεπτίδια GST-TAT-ETD-FLAG, προστέθηκαν 5 µg της πρωτεάσης His-TEV 

σε τελικό όγκο 1 ml κατάλληλου διαλύµατος 50 mM Tris-HCL pH 8, 5 mM MgCl2 και 1 mM 

DTT και πραγµατοποιήθηκε επώαση O/N στους 4οC, υπό συνεχή ανάδευση. Το έκλουσµα 

παραλαµβάνεται µετά από φυγοκέντρηση στα 3000xg για 3 λεπτά και περιλαµβάνει τα 

πεπτίδια TAT-ETD-FLAG και τη His-TEV, ενώ η GST παρέµεινε συνδεδεµένη στα 

σφαιρίδια γλουταθειόνης.  

Για την αποµάκρυνση της His-TEV από το έκλουσµα προκειµένου να παραληφθούν τα 

πεπτίδια TAT-ETD-FLAG σε καθαρή µορφή, πραγµατοποιήθηκε διήθηση. Τ ο έκλουσµα 
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πέρασε κατόπιν φυγοκέντρησης, δια µέσω σωληνίσκου (microcon-10kDa centrifugal filter 

unit) που διαθέτει µεµβράνη η οποία επιτρέπει τη διέλευση µορίων µικρότερων των 10 kDa. 

Έτσι, στο κλάσµα που διέρχεται από τη στήλη συλλέχθηκαν τα πεπτίδια TAT-ETD-FLAG 

που έχουν µέγεθος ~7 kDa, ενώ η πρωτεάση His-TEV (~28 kDa) παρέµεινε στο 

συµπύκνωµα.  

  

                                                
Εικόνα 38: Σχηµατική απεικόνιση της δ ιαδικασίας καθαρισµού των πεπτιδίων ΤΑΤ-ΕΤD-FLAG που  

εκφράστηκαν σε κύτταρα BL21RIL E. Coli, µε χρωµατογραφία αγχιστείας. 

 

Β.2.4 Καθαρισµός των His-tagged πρωτεϊνών µε χρωµατογραφία ιόντων µετάλλου (Ni-

NTA) 

Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, στα πλαίσια της παρούσας µελέτης εκφράστηκε σε 

κύτταρα BL21RIL και καθαρίστηκε η ανασυνδυασµένη πρωτεάση His-TEV, προκειµένου να 

χρησιµοποιηθεί για τον καθαρισµό των πεπτιδίων TAT-ETD-FLAG, όπως περιγράφθηκε 

παραπάνω. Τα βακτηριακά κύτταρα λύθηκαν µε τη χρήση διαλύµατος λύσης (50 mM Tris pH 

7,5, 200 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0,1% TritonX-100, 1 mM PMSF, 1 mM DTT, 5% 

glycerol) και υπερήχους. Στη συνέχεια, το διαλυτό κλάσµα επωάστηκε για 1 ώρα σε 

σφαιρίδια νικελίου (Ni-NTA Agarose), τα οποία είχαν προηγουµένως εξισορροπηθεί στο 

διάλυµα λύσης. Οι χιµαιρική His-TEV συγκρατήθηκε στα σφαιρίδια Ni-NTA µέσω των 

ιστιδινών και διαχωρίστηκε από τις υπόλοιπες βακτηριακές πρωτεΐνες, οι  οποίες 
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απορρίφθηκαν µετά από φυγοκέντρηση στα 3000xg για 3 λεπτά. Οι πρωτεΐνες που 

δεσµεύονται στη ρητίνη µπορούν να εκλουσθούν είτε µε ρυθµιστικό διάλυµα χαµηλού pΗ ή 

µε ανταγωνισµό µε ι µιδαζόλιο ή ιστιδίνη. Έτσι, στα σφαιρίδια έγιναν 3 διαδοχικές 

δεκάλεπτες πλύσεις µε διάλυµα λύσης το οποίο περιείχε επιπλέον 50 mM ι µιδαζόλιο, 

προκειµένου να αποµακρυνθούν τυχόν ασθενικές µη ειδικές αλληλεπιδράσεις στα σφαιρίδια, 

και ακολούθησε έκλουση της πρωτεάσης His-TEV από τα σφαιρίδια µε 300 mM ιµιδαζόλιο, 

σε τελικό όγκο 1 ml και δυνατό vortex σε θερµοκρασία δωµατίου. Πριν από τη χρήση της 

πρωτεάσης πραγµατοποιήθηκε διαπίδυση για την αποµάκρυνση του ι µιδαζολίου. Για το 

σκοπό αυτό, η έκλουση από τα σφαιρίδια νικελίου επωάστηκε Ο/Ν στους 4οC υπό συνεχή 

ανάδευση σε διάλυµα διαπίδυσης (50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 20 mM imidazole). 

 

B.2.5 Προσδιορισµός πρωτεϊνικής συγκέντρωσης µε τη µέθοδο Bradford 

Η περιεκτικότητα ενός δείγµατος σε πρωτεΐνη προσδιορίστηκε µε βάση τη µέθοδο 

Bradford. Πρόκειται για µια χρωµατοµετρική µέθοδο που βασίζεται στη δηµιουργία 

συµπλόκου µεταξύ των αρωµατικών αµινοξέων µιας πρωτεΐνης και της χρωστικής Coomassie 

Brilliant blue G250, σε όξινο περιβάλλον. Κατά τη συµπλοκοποίηση µε πρωτεΐνες το µέγιστο 

απορρόφησης της χρωστικής µεταβάλλεται από τα 470 nm στα 595 nm. Για τη µέτρηση της 

πρωτεϊνικής συγκέντρωσης ενός δείγµατος, το αντιδραστήριο που αποτελείται από 1 mg/ml 

της παραπάνω χρωστική σε διάλυµα φωσφορικού οξέος και µεθανόλης (Biorad), 

αναµιγνύεται µε H2O σε αναλογία 1/4 σε τελικό όγκο 1 ml, προστίθεται µια µικρή ποσότητα 

του δείγµατος και η απορρόφηση του σχηµατιζόµενου συµπλόκου µετριέται στα 595 nm. Η 

απορρόφηση αυτή ανάγεται σε συγκέντρωση πρωτεΐνης, χρησιµοποιώντας µια πρότυπη 

καµπύλη αναφοράς µε αλβουµίνη (BSA). 

 

B.2.6 Κυτταροκαλλιέργειες 

Όλες οι  κυτταρικές σειρές καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό µέσο DMEM (Dulbecco's 

Modified Eagle Medium) της εταιρίας Biosera, το ο ποίο περιείχε 10% ορό  εµβρύου βοός 

(FBS) και 100 U/ml των αντιβιοτικών πενικιλίνη και στρεπτοµυκίνη (Biochrom). Η επώαση 

των κυττάρων πραγµατοποιήθηκε σε κλίβανο στους 37οC σε 5% CO2. 

 

B.2.7 Πάγωµα και απόψυξη των κυττάρων για επανέναρξη καλλιεργειών 

Για το πάγωµα των κυττάρων που βρίσκονταν σε καλλιέργεια, τα κύτταρα ξεπλύθηκαν 

µε PBS (Phosphate buffered saline) (8,1 mM Na2HPO4, 1,47 mM KH2PO4, 138 mM NaCl, 

2,67 mM KCl, pH 7.4) και προστέθηκε σε αυτά 1 ml 0,2% τρυψίνης, ώστε να αποκολληθούν 
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από την επιφάνεια του τρυβλίου. Το αιώρηµα φυγοκεντρήθηκε για 5 λεπτά στα 2500xg, 

αποµακρύνθηκε το υπερκείµενο και το ίζηµα των κυττάρων επαναιωρήθηκε σε 1 ml πλήρους 

θρεπτικού µέσου DMEM το οποίο περιέχει επιπλέον 10% DMSO (διµεθυλοσουλφοξίδιο). 

Ακολούθησε µεταφορά σε ειδικούς µικροσωλήνες (cryotubes, Greiner) και σταδιακή ψύξη 

τους µε τελική αποθήκευση σε υγρό άζωτο (-196 οC).  

Η επανέναρξη καλλιεργειών περιλάµβανε το άµεσο ξεπάγωµα των κυττάρων µε 

θέρµανση στους 37οC και τη µεταφορά τους σε τρυβλίο που περιείχε 7 ml θρεπτικού µέσου 

DMEM προκειµένου να αναπτυχθούν.  

 

B.2.8 Παροδική διαµόλυνση ευκαρυωτικών κυττάρων 

Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται για την εισαγωγή πλασµιδιακού DNA σε ευκαρυωτικά 

κύτταρα θηλαστικών και την έκφραση των κλωνοποιηµένων γονιδίων, ως πρωτεΐνες 

σύντηξης µε χαρακτηριστικές αλληλουχίες που είναι εύκολα ανιχνεύσιµες. Στα κύτταρα 

Huh7, η διαµόλυνση επιτεύχθηκε µε τη χρήση ενός µη λιπιδικού πολυµερούς παράγοντα 

(Turbofect, Fermentas). Ο κατιονικός αυτός παράγοντας σχηµατίζει συµπαγή, σταθερά, 

θετικά φορτισµένα σύµπλοκα µε τις αρνητικά φορτισµένες αλυσίδες του νουκλεϊκού οξέος. 

Τα σύµπλοκα αυτά προστατεύουν το DNA από αποικοδόµηση και διαµεσολαβούν την 

αλληλεπίδραση του µε την αρνητικά φορτισµένη µεµβράνη του κυττάρου, επιτρέποντας την 

ενδοκύττωση του συµπλόκου. 

Στα κύτταρα HeLa, η παροδική διαµόλυνση µε πλασµιδιακό DNA πραγµατοποιήθηκε µε 

τη χρήση του παράγοντα PEI (Polyethylenimine). Πρόκειται επίσης για ένα σταθερό 

κατιονικό πολυµερές, το οποίο περικλείει το DNA µέσα σε θετικά φορτισµένα σωµατίδια, τα 

οποία δεσµεύονται στην ανιονική κυτταρική επιφάνεια. Το σύµπλοκο PEI-DNA εισέρχεται 

στα κύτταρα µε ενδοκύττωση και το DNA απελευθερώνεται στο κυτταρόπλασµα.  

Και για τους δύο παράγοντες διαµόλυνσης, η διαδικασία που ακολουθήθηκε ήταν κοινή. 

Σε θρεπτικό υλικό DMEM απουσία αντιβιοτικών και ορού προστέθηκε το πλασµιδιακό DNA 

και το µέσο διαµόλυνσης σε αναλογία 1:2. Η ποσότητα του πλασµιδιακού DNA που 

χρησιµοποιήθηκε για τις πλάκες των 24 πηγαδιών ήταν 0,75 µg, για τις πλάκες 12 πηγαδιών 

ήταν 1 µg και για τα πιάτα των 60mm ήταν 1,5 - 2 µg. Ακολούθησε επώαση του µίγµατος σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 20 λεπτά, προκειµένου να σχηµατιστούν τα σύµπλοκα. Κατόπιν, 

στο µίγµα διαµόλυνσης προστέθηκε DMEM µε 5% FBS και µεταφέρθηκε στα κύτταρα. 

Έγινε επώαση των κυττάρων για 4 ώρες στους 37o C, 5% CO2 παρουσία του µίγµατος 

διαµόλυνσης και στη συνέχεια, τα κύτταρα ξεπλύθηκαν µε PBS και προστέθηκε σε αυτά 

πλήρες θρεπτικό υλικό. Ακολούθησε επώαση για 16 έως 24 ώρες σε φυσιολογικές συνθήκες, 
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ώστε να εκφραστεί το πλασµιδιακό DNA που εισάχθηκε. Την επόµενη µέρα, έγινε η 

κατάλληλη κατεργασία των κυττάρων, ανάλογα µε την πειραµατική διαδικασία που θα 

ακολουθούσε. 

 

B.2.9 Αποσιώπηση της έκφρασης µε siRNA 

 Ο ορισµός “RNA παρέµβαση” (RNA interference-RNAi) ή αποσιώπηση της έκφρασης 

κάποιου RNA, αναφέρεται σε έναν θεµελιώδη βιολογικό µηχανισµό κυτταρικής ρύθµισης της 

έκφρασης γονιδίων µετά-µεταγραφικά. Η εκκίνηση του γίνεται από πρόδροµα δίκλωνα µόρια 

RNA (double-stranded RNA-dsRNA) των οποίων το µέγεθος και η προέλευση ποικίλει. Στη 

συνέχεια, αυτά συµµετέχουν στην αναγνώριση συµπληρωµατικών µονόκλωνων µορίων RNA 

και επάγουν είτε τη διάσπαση και αποικοδόµηση ή τη µεταφραστική καταστολή των 

τελευταίων. 

Ρόλο κλειδί στη διαδικασία της αποσιώπησης έχουν οι  µονόκλωνες αλυσίδες των 

«µικρών παρεµβατικών RNA» (short-interfering RNA-siRNA) που έχουν συµπληρωµατική 

νουκλεοτιδική αλληλουχία µε τις αλυσίδες των mRNA-στόχων τους. Τα siRNA κατευθύνουν 

εξειδικευµένες πρωτεΐνες, που συµµετέχουν στο µονοπάτι της RNAi, στο στοχευόµενο 

mRNA, προκειµένου αυτές να αποικοδοµήσουν το mRNA-στόχο σε µικρότερα κοµµάτια τα 

οποία δε µπορούν πλέον να µεταφραστούν σε λειτουργικό πολυπεπτίδιο. 

Για την αποσιώπηση της έκφρασης των φωσφατασών που ελέγχθηκαν στο αρχικό 

screening, έγινε διαµόλυνση των κυττάρων HeLa µε τα siRNA της βιβλιοθήκης Ambion 

Silencer® Select, µέσω εγκλωβισµού τους σε λιποσώµατα µε τη βοήθεια του αντιδραστηρίου 

Lipofectamine 2000 RNAiMAX (Invitrogen). Ως αρνητικό κοντρόλ χρησιµοποιήθηκε το 

AllStars-siRNA (Qiagen), το οποίο δεν παρουσιάζει ο µολογία µε κανένα γνωστό mRNA 

θηλαστικών. Για κάθε θέση του τρυβλίου των 96 θέσεων, σε 10 µl DMEM χωρίς ορό  και 

αντιβιοτικό, προστέθηκαν 20 nM από το εκάστοτε siRNA. Σε ένα δεύτερο σωληνίσκο 

αναµίχθηκαν τα πλασµίδια αναφοράς που κωδικοποιούν τη λουσιφεράση της πυγολαµπίδας 

και τη Renilla λουσιφεράση µε τον παράγοντα διαµόλυνσης RNAiMAX. Μετά από 

ανακίνηση των δύο µικροσωληνίσκων το περιεχόµενο τους αναµίχθηκε και επωάστηκε σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 20 λεπτά, για να δηµιουργηθούν λιποσώµατα που έχουν 

έγκλειστα τα siRNA των διαφόρων φωσφατασών. Στη συνέχεια τα λιποσώµατα 

µεταφέρθηκαν στα κύτταρα (~50% επικάλυψη επιφάνειας τρυβλίου), τα οποία επωάστηκαν 

για 4 ώρες στους 37οC, 5% CO2 σε θρεπτικό µέσο DMEM µε ορό  αλλά χωρίς αντιβιοτικό. 

Μετά το πέρας των 4 ωρών τα κύτταρα ξεπλύθηκαν µε PBS και προστέθηκε εκ νέου 

θρεπτικό µέσο DMEM µε ορό  αλλά χωρίς αντιβιοτικά και τα κύτταρα επωάστηκαν για 40 
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περίπου ώρες σε φυσιολογικές συνθήκες. Ακολούθησε η επεξεργασία των κυττάρων ανάλογα 

µε τις απαιτήσεις της µετέπειτα πειραµατικής διαδικασίας. 

Για τα µετέπειτα πειράµατα αποσιώπησης των φωσφατασών CnA και PDP1, 

χρησιµοποιήθηκαν διάφοροι παράγοντες διαµόλυνσης, που επιλέχθηκαν µε βάση την 

πειραµατική δ ιαδικασία που θα ακολουθούσε τη διαµόλυνση. Οι παράγοντες που 

χρησιµοποιήθηκαν είναι οι Lipofectamine 2000 (Invitrogen), Viromer® Blue (lipocalyx) και 

jetPrime (Polyplus). Για τον παράγοντα Lipofectamine 2000, το πρωτόκολλο περιγράφθηκε 

προηγουµένως. Ο παράγοντας Viromer® Blue αποτελείται από ένα µεσαίου µεγέθους 

διακλαδισµένο πολυµερές που µιµείται τον τρόπο µόλυνσης των κυττάρων από τον ιό  της 

γρίπης και η ικανότητά του να διαµολύνει τ α κύτταρα βασίζεται στη δοµή, το ουδέτερο 

φορτίο του συµπλόκου Viromer® Blue – siRNA και σε έναν ενεργό µηχανισµό εξόδου των 

συµπλόκου από τα ενδοσωµάτια, που επιτρέπει την είσοδο των µορίων siRNA στο 

κυτταρόπλασµα. Η διαδικασία διαµόλυνσης µε τον συγκεκριµένο παράγοντα ήταν η εξής: Σε 

ένα σωληνίσκο τύπου eppendorf προστέθηκε κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα, που παρέχεται 

από τον κατασκευαστή, και το siRNA, ώστε στον τελικό όγκο της καλλιέργειας έχει 

συγκέντρωση 25 nM. Σε ένα δεύτερο σωληνίσκο προστέθηκε ο παράγοντας Viromer® Blue, 

στο τοίχωµά του, και το ίδιο ρυθµιστικό διάλυµα. Οι όγκοι του ρυθµιστικού διαλύµατος και 

του παράγοντα διαµόλυνσης ορίστηκαν κάθε φορά ανάλογα µε το µέγεθος τ ου τρυβλίου 

κυτταροκαλλιέργειας, σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Ύστερα από καλή 

ανάδευση, τα περιεχόµενα των δύο σωληνίσκων αναµίχθηκαν και ακολούθησε επώαση του 

µίγµατος για 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολούθως, το µίγµα διαµόλυνσης 

µεταφέρθηκε στα κύτταρα και προστέθηκε µικρή ποσότητα πλήρους θρεπτικού µέσου. Τα 

κύτταρα επωάστηκαν για 4 ώρες σε φυσιολογικές συνθήκες και κατόπιν προστέθηκε πλήρες 

θρεπτικό µέσο στα κύτταρα, χωρίς να αποµακρυνθεί το µέσο διαµόλυνσης. Τα κύτταρα 

αφέθηκαν να αναπτυχθούν για 40 περίπου ώρες σε φυσιολογικές συνθήκες, προκειµένου να 

επιτευχθεί η αποσιώπηση των φωσφατασών και στη συνέχεια επεξεργάστηκαν ανάλογα µε τη 

µετέπειτα διαδικασία. 

Όσον αφορά τον παράγοντα jetPrime, πρόκειται για ένα µ η-τοξικό παράγοντα 

διαµόλυνσης, που χρησιµοποιήθηκε σε πειράµατα διαµόλυνσης µε πλασµιδιακό DNA και 

siRNA ταυτόχρονα. Σε ένα δοκιµαστικό σωλήνα αναµίχθηκαν το ρυθµιστικό διάλυµα που 

διατίθεται από το κατασκευαστή, siRNA σε τελική συγκέντρωση 20 nM και κατάλληλη 

συγκέντρωση DNA (0,5 µg για τα τρυβλία των 24 θέσεων). Πραγµατοποιήθηκε ανάδευση 

και κατόπιν προστέθηκε κατάλληλος όγκος του παράγοντα jetPrime, σύµφωνα µε τις οδηγίες 

του κατασκευστή (1,5 µl για τα τρυβλία των 24 θέσεων). Έγινε εκ νέου ανάδευση του 
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µίγµατος, το οποίο στη συνέχεια επωάστηκε για 10 λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. 

Έπειτα µεταφέρθηκε στα κύτταρα, στα οποία προστέθηκε επίσης πλήρες θρεπτικό µέσο 

DMEM, και αφέθηκαν να αναπτυχθούν για περίπου 40 ώρες σε φυσιολογικές συνθήκες, 

χωρίς να αντικατασταθεί το µέσο καλλιέργειας. Έπειτα, τα κύτταρα επεξεργάστηκαν ανάλογα 

µε τη µετέπειτα διαδικασία.  

 

B.2.10 Συνθήκες επαγωγής των HIF-1α και HIF-2α και επίδραση ουσιών στα κύτταρα 

Η επαγωγή των HIF στις διάφορες κυτταρικές σειρές πραγµατοποιήθηκε µε επώαση των 

κυττάρων σε συνθήκες υποξίας (1% O2), οι οποίες διασφαλίζονται σε ειδικό θάλαµο υποξίας 

IN VIVO2 (Baker Ruskinn).  

Για την περαιτέρω µελέτη της επαγωγής των HIF, σε κύτταρα που επωάστηκαν 

αποκλειστικά σε συνθήκες νορµοξίας, έγινε επίδραση µε 1mM του αναστολέα των προπυλ-

υδροξυλασών DMOG (Dimethyloxalyglycine, Alexis Biochemicals) για 8 ώρες.  

Για την επαγωγή της δράσης της φωσφατάσης CnA, τα κύτταρα επωάστηκαν παρουσία 

του ιονοφόρου που αυξάνει την ενδοκυττάρια συγκέντρωση ασβεστίου Ionomycin (Cayman 

Chemicals), σε συγκέντρωση 1µΜ για 1 ώρα σε φυσιολογικές συνθήκες και κατόπιν σε 

συνθήκες νορµοξίας και υποξίας για 8 ώρες.  

 

Β.2.11 Επίδραση στα καρκινικά κύτταρα µε τα πεπτίδια ΤΑΤ-ΕΤD-FLAG 

Η επίδραση στα κύτταρα Huh7 µε τα ανασυνδυασµένα πεπτίδια TAT-ETD-FLAG, 

πραγµατοποιήθηκε µε απευθείας προσθήκη τους στο θρεπτικό υλικό των κυττάρων, σε 

συγκέντρωση 3µg/ml. Ακολούθησε 1 ώρα προ-επώαση των κυττάρων σε φυσιολογικές 

συνθήκες και κατόπιν σε συνθήκες νορµοξίας ή υποξίας για χρονική περίοδο που εξαρτάται 

από την κάθε πειραµατική διαδικασία. Για πειράµατα µε µεγάλη χρονική διάρκεια έγινε 

ανανέωση της συγκέντρωσης των πεπτιδίων στο µέσο καλλιέργειας των κυττάρων κάθε 24 

ώρες, προκειµένου τα κύτταρα να βρίσκονται πάντοτε υπό την επίδραση των πεπτιδίων. 

 

B.2.12 Αποµόνωση ολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος 

Για την αποµόνωση του ολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος, τα κύτταρα κατεργάστηκαν 

µε δύο διαφορετικούς τρόπους. Στην περίπτωση που το πρωτεϊνικό εκχύλισµα προορίζονταν 

για ανοσοκατακρήµνιση, τα κύτταρα ξεπλύθηκαν µε PBS 1x και αποκολλήθηκαν από το 

τρυβλίο µε τη χρήση διαλύµατος λύσης αποτελούµενο από 25 mM Hepes pH 7.5, 150 mM 

NaCl, 2 mM MgCl2, 1% Triton Χ -100, 1 mM DTT και 0,1 mM PMSF. Το PMSF είναι 

αναστολέας πρωτεασών σερίνης και προστίθεται ακριβώς πριν τη χρήση στο διάλυµα λύσης, 
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ώστε να προστατέψει τις πρωτεΐνες από την πρωτεόλυση. Το κυτταρικό εκχύλισµα, έπειτα 

από καλή ανακίνηση µε vortex, επωάστηκε για 30 λεπτά στον πάγο και φυγοκεντρήθηκε στα 

12000xg για 15 λεπτά στους 4οC. Στο υπερκείµενο, το οποίο αποτελεί το πρωτεϊνικό δείγµα, 

προστέθηκε 1 mM DTT και διάλυµα Laemli (62,5 mM Tris-HCl pH 6.8, 2,3% SDS, 10% 

glycerol, 0,05% Bromophenol Blue, 25 mM DTT) πριν την ανάλυσή του µε SDS-PAGE 

ηλεκτροφόρηση,.  

Στην περίπτωση που σκοπός ήταν η ανοσοανίχνευση πρωτεϊνών για τον έλεγχο των 

επιπέδων τους, τα κύτταρα λύθηκαν απευθείας σε διάλυµα Laemmli. Στα κυτταρικά λύµατα 

προστέθηκε 1 mM DTT και ακολούθησε επίδραση υπερήχων σε πολύ µικρή ένταση για λίγα 

δευτερόλεπτα, προκειµένου να επιτευχθεί η θραύση του ιξώδους γενετικού υλικού. 

Ακολούθησε θέρµανση των κυτταρικών λυµάτων στους 95 οC για 5 λεπτά και αποθήκευση 

στους -20 οC, µέχρι την ανάλυση µε SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση.  

 

B.2.13 Ανάλυση πρωτεϊνών µε SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση 

Η SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση αποτελεί µια ευρύτατα χρησιµοποιούµενη µέθοδο για τον 

διαχωρισµό πρωτεϊνών µε βάση το µοριακό τους µέγεθος. Βασίζεται στη δυνατότητα 

µετακίνησης των φορτισµένων µορίων διαµέσου των πόρων µιας πηκτής, υπό την επίδραση 

ηλεκτρικού πεδίου.  

Τα βασικά υλικά της µεθόδου είναι µια ασυνεχής πηκτή πολυακρυλαµιδίου και το άλας 

νατρίου του θειικού δωδεκυλίου (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS). Η πηκτή ακρυλαµίδης είναι 

ένα τρισδιάστατο πλέγµα από επιµήκεις αλειφατικές αλυσίδες πολυακριλαµιδίου και 

σχηµατίζεται από τον πολυµερισµό του ακρυλαµιδίου (CH2=CH-CO-NH2) και του ΝΝ-

µεθυλεν-δις-ακρυλαµιδίου, που είναι υπεύθυνο για τη δηµιουργία σταυροδεσµών. Το 

µέγεθος των πόρων του πλέγµατος εξαρτάται από τη συγκέντρωση των µονοµερών 

ακριλαµιδίου και ο πολυµερισµός επιτυγχάνεται µέσω µηχανισµού ελευθέρων ριζών, µε την 

προσθήκη του υπερθειικού αµµωνίου (NH4)2S2O8 (APS) και του φωτοχηµικού καταλύτη 

τετραµεθυλοαιθυλενοδιαµίνη (TEMED).  

Το SDS είναι ένα ανιονικό απορρυπαντικό που δρα ως αποδιατακτικό µέσο, και εφόσον 

δεσµευτεί στις πρωτεΐνες µέσω υδρόφοβων δεσµών, τους προσδίδει επιµήκη δοµή και 

καθαρό αρνητικό φορτίο. Η πρόσδεση του SDS στις πολυπεπτιδικές αλυσίδες προκαλεί 

οµοιόµορφη κατανοµή του φορτίου ανά µονάδα µάζας, έχοντας ως αποτέλεσµα η 

ηλεκτροφορητική ικανότητα των πρωτεϊνών να είναι µοναδική συνάρτηση του µοριακού τους 

µεγέθους και να µην επηρεάζεται από το φορτίο και τη δοµή τους. Έτσι, οι µικρού µεγέθους 
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πρωτεΐνες µετακινούνται γρηγορότερα µέσα στην πηκτή, ενώ οι µεγάλου µεγέθους πρωτεΐνες 

παραµένουν πιο κοντά στο σηµείο εκκίνησης. 

Για την παρασκευή της πηκτής για την SDS-PAGE χρησιµοποιήθηκαν οι συσκευές των 

εταιριών Hoeffeur και Biorad. Η πηκτή διαχωρισµού (separating gel) αποτελείται από 10-

15% ακρυλαµίδιο, 1,5 M Tris, 8 mM EDTA, 0,4% SDS, 0,04% υπερθειικό αµµώνιο και 

0,02% TEMED σε H2O µε pH 8.8. Η πηκτή επιστοίβαξης (stacking gel) αποτελείται από 

4,5% ακρυλαµίδιο, 0,5 M Tris, 8 mM EDTA, 0,4% SDS, 0,08% υπερθειικό αµµώνιο, 0,04% 

TEMED σε H2O µε pH 6.8. Το διάλυµα ηλεκτροφόρησης αποτελείται από 0,25 M Tris, 1,92 

M glycine, 10 mM EDTA, 0,5% SDS και η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται σε σταθερή 

τάση 120V. 

 

B.2.14 Χρώση πρωτεϊνών στην πηκτή πολυακρυλαµιδίου µε Coomassie Brilliant Blue   

Προκειµένου να παρατηρηθεί το σύνολο των πρωτεϊνών που αναλύθηκαν µε τη µέθοδο 

SDS-PAGE, η πηκτή βάφτηκε µε τη χρωστική Coomassie Brilliant Blue (Coomassie 0,1%, 

10% οξικό οξύ, 50% µεθανόλη) για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου υπό συνεχή 

ανάδευση. Κατόπιν η πηκτή αποχρωµατίστηκε µε επώαση σε διάλυµα 10% οξικού οξέος, 

10% µεθανόλης για 1 ώρα, σε θερµοκρασία δωµατίου υπό συνεχή ανάδευση. Η πηκτή µπορεί 

να διατηρηθεί ενυδατωµένη σε νερό.    

 

B.2.15 Ανοσοαποτύπωση κατά Western 

Προκειµένου να ταυτοποιηθεί µία συγκεκριµένη πρωτεΐνη ενός δείγµατος, αφού 

ολοκληρωθεί η ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE, εφαρµόζεται η µέθοδος της ανοσοαποτύπωσης 

κατά Western.  

Το πρώτο στάδιο της διαδικασίας αυτής είναι η ηλεκτροµεταφορά των πρωτεϊνών από 

την πη κτή σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, η  οποία βασίζεται στην κίνηση των αρνητικά 

φορτισµένων πρωτεϊνών από την πηκτή προς τη µεµβράνη κατά την εφαρµογή διαφοράς 

δυναµικού και στον εγκλωβισµό τους στο πλέγµα της µεµβράνης. Για το σκοπό αυτό, η 

πηκτή που περιέχει τις διαχωρισµένες πρωτεΐνες τοποθετήθηκε µαζί µε τη µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης σε διάλυµα µεταφοράς Tris-Borate pH 8.5 (125 mM Tris, 0,2% SDS, 0,5 

mM DTT, ρύθµιση του pH µε άλας βορικού οξέος) και κατόπιν στη  συσκευή  ηµ ι-ξηρής 

µεταφοράς (TRANS-BLOT SD Semi-Dry Transfer Cell, Biorad), ώστε να γίνει η µεταφορά 

των πρωτεϊνών από την πηκτή στη µεµβράνη µε βάση υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις. Μέσα 

στη συσκευή, η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και η πηκτή πολυακρυλαµιδίου τοποθετήθηκαν 

ανάµεσα σε διηθητικό χαρτί, το οποίο είχε επίσης εµβαπτιστεί στο διάλυµα µεταφοράς. Η 
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επαφή µεταξύ της πηκτής και της µεµβράνης είναι άµεση και χωρίς την παρεµβολή 

φυσαλίδων αέρα, ώστε να µην παρεµποδίζεται η διέλευση του ηλεκτρικού ρεύµατος και 

τοποθετούνται έτσι, ώστε η µεµβράνη να είναι προσανατολισµένη στο θετικό πόλο και η 

πηκτή στον αρνητικό. Η µεταφορά πραγµατοποιήθηκε στα 10V για 60 λεπτά.  

Αφού ολοκληρώθηκε η ηλεκτροµεταφορά, έγινε χρώση των πρωτεϊνών στη µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης µε τη χρωστική Ponceau S (0,5% w/v Ponseau, 1% οξικό οξύ), προκειµένου 

να ελεγχθεί η επιτυχία της µεταφοράς των πρωτεϊνών. Το Ponceau είναι µια υδατοδιαλυτή 

ουσία ανοικτού ερυθρού χρώµατος, που µπορεί να χρώσει αντιστρεπτά τις ζώνες των 

πρωτεϊνών. Κατόπιν η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης ξεπλύθηκε µε PBS-Τween 20 υπό συνεχή 

ανάδευση, µέχρι να αφαιρεθεί τελείως η χρωστική.  

Το επόµενο στάδιο είναι η ανοσοανίχνευση, µια τεχνική που καθιστά δυνατό τον 

εντοπισµό µιας καθηλωµένης σε µεµβράνη πρωτεΐνης µε τη βοήθεια αντισώµατος. Ένα 

αντίσωµα αναγνωρίζει ειδικά την καθηλωµένη πρωτεΐνη-αντιγόνο και η αλληλεπίδραση αυτή 

ανιχνεύεται µε τη βοήθεια ενός δευτέρου αντισώµατος, το οποίο εκτός του ότι είναι ικανό να 

αναγνωρίσει και να δεσµευθεί µε τις ανοσοσφαιρίνες IgG του αρχικού αντισώµατος, περιέχει 

στο µόριο του συζευγµένο κάποιο ένζυµο-δείκτη, όπως υπεροξειδάση ή αλκαλική 

φωσφατάση, το οποίο αντιδρώντας µε ένα εξωγενώς προστιθέµενο υπόστρωµα, δίνει 

χαρακτηριστική αντίδραση χηµειοφωταύγειας καταδεικνύοντας έτσι τη ζώνη του αντιγόνου. 

Έτσι, η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, µετά το τέλος της ηλεκτροµεταφοράς, επωάστηκε σε 

διάλυµα κορεσµού (5% γάλα σε σκόνη, και PBS-0,1% Tween 20) για 1 ώρα, για τον κορεσµό 

των θέσεων δέσµευσης πρωτεϊνών της µεµβράνης από την καζεΐνη του γάλακτος, 

προκειµένου να αποφευχθούν µη-εξειδικευµένες αλληλεπιδράσεις του αντισώµατος µε τη 

µεµβράνη. Ακολούθησε ξέπλυµα της µεµβράνης µε PBS-0,1% Tween 20 (3x 5 λεπτά). 

Έπειτα, έγινε ολονύχτια επώαση µε το εκάστοτε αντίσωµα έναντι της πρωτεΐνης 

ενδιαφέροντος, στην κατάλληλη αραίωση σε διάλυµα κορεσµού, υπό συνεχή ανάδευση στους 

4οC. Ακολούθησαν τρεις πεντάλεπτες πλύσεις της µεµβράνης µε διάλυµα 1× PBS – 0.1% 

Tween20 και επώαση της για 1 ώρα υπό συνεχή ανάδευση σε θερµοκρασία περιβάλλοντος, 

µε το δεύτερο αντίσωµα σε διάλυµα κορεσµού. Το αντίσωµα αυτό είναι συζευγµένο µε το 

ένζυµο υπεροξειδάση και αναγνωρίζει και προσδένεται στο πρώτο αντίσωµα. Τέλος, η 

µεµβράνη ξεπλύθηκε µε PBS-0,1% Tween 20 (3x 5 λεπτά). 

Για την εµφάνιση των πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της ενισχυµένης 

χηµειοφωταύγειας. Η χρωµοαντίδραση επιτεύχθηκε µε την προσθήκη 30 µl 3% Η2Ο2 και 100 

µl κουµαρικού οξέος (6,8 mM κουµαρικού οξέος σε DMSO) σε 10ml διαλύµατος λουµινόλης 

(1,25 mM λουµινόλης σε 0,1 Μ Tris-Cl pH 8.5) για 1-2 λεπτά σε θερµοκρασία 
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περιβάλλοντος. Η συζευγµένη µε το δεύτερο αντίσωµα υπεροξειδάση αντιδρά µε το 

υπεροξείδιο, δηµιουργώντας ρίζες υπεροξειδίου. Αυτές µε τη σειρά τους αντιδρούν µε τον 

ενισχυτή της χηµειοφωταύγειας κουµαρικό οξύ, δηµιουργώντας ρίζες κουµαρικού οξέος, οι 

οποίες τελικά οξειδώνουν τη λουµινόλη σε 3 αµινο-φθαλικό, αντίδραση η οποία εκλύει φως. 

Η λήψη εικόνων έγινε στη συσκευή Uvitec Cambridge Chemiluminescence Imaging System 

και η ποσοτικοποίηση των πρωτεϊνικών επιπέδων έγινε µε το λογισµικό πρόγραµµα Alliance 

Software. 

 

B.2.16 Ανοσοκατακρήµνιση πρωτεϊνών 

Με την τεχνική της ανοσοκατακρήµνισης είναι δυνατή η αποµόνωση µιας πρωτεΐνης από 

εκχυλίσµατα κυττάρων, µε τη χρήση ειδικού αντισώµατος έναντι της πρωτεΐνης-στόχου. Οι 

ανοσοσφαιρίνες που έχουν δεσµεύσει την πρωτεΐνη-στόχο αποµονώνονται στη συνέχεια µε 

τη χρήση αιωρήµατος σφαιριδίων Σεφαρόζης-πρωτεΐνης Α (Protein A-Sepharose), λόγω της 

ικανότητας της πρωτεΐνης Α του Staphylococcus aureus να δεσµεύεται στη σταθερή περιοχή 

των ανοσοσφαιρινών IgG. Με τον τρόπο αυτό, επιτυγχάνεται ο  εξειδικευµένος 

διαχωρισµός/καθαρισµός µιας πρωτεΐνης µέσα από ένα µίγµα πρωτεϊνών. Επίσης είναι 

δυνατόν κάτω από κατάλληλα διαµορφωµένες µη-αποδιατακτικές συνθήκες εφαρµογής της 

τεχνικής, να συγκατακρηµνιστούν µε αυτήν την πρωτεΐνη και άλλες πρωτεΐνες, οι  οποίες 

δεσµεύονται ισχυρά µαζί της (υποστρώµατα, ρυθµιστές, κ.α.), προσφέροντας µια γενική 

εικόνα των αλληλεπιδράσεων στο φυσιολογικό περιβάλλον της πρωτεΐνης.  

Πιο συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκε 1 µ g του πολυκλωνικού αντισώµατος έναντι του 

HIF-1α (94) ή των IgG από κουνέλι σαν συνθήκη ελέγχου. Τα αντισώµατα επωάστηκαν µε 

πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα κυττάρων HeLa τα οποία είχαν επωαστεί σε υποξία, για χρονικό 

διάστηµα 2 ωρών υπό ανακίνηση στους 4°C, ώστε να αλληλεπιδράσουν µε τις αντίστοιχες 

πρωτεΐνες που αναγνωρίζουν. Παράλληλα, τα σφαιρίδια Σεφαρόζης-πρωτεΐνης Α 

εξισορροπήθηκαν µε 3 πλύσεις των 10 λεπτών, σε ρυθµιστικό διάλυµα 25 mM Hepes pH 7.5, 

150 mM NaCl, 2 mΜ MgCl2, 1% Triton X-100, και παραλήφθηκαν µετά από σύντοµη 

φυγοκέντρηση, µε αποµάκρυνση του ρυθµιστικού διαλύµατος. Μετά το πέρας της 

διαδικασίας, τα κυτταρικά εκχυλίσµατα, στα οποία έχουν σχηµατιστεί τα σύµπλοκα 

πρωτεΐνης-αντισώµατος, µεταφέρθηκαν στα εξισορροπηµένα σφαιρίδια. Η δέσµευση τ ου 

αντισώµατος στα σφαιρίδια διαρκεί 16 ώρες και πραγµατοποιείται υπό συνεχή ανακίνηση 

στους 4οC. Ακολούθησαν 3 δεκάλεπτες πλύσεις των σφαιριδίων, µε το ίδιο ρυθµιστικό 

διάλυµα, ώστε να αποφευχθούν τυχόν µη-ειδικές ασθενείς αλληλεπιδράσεις τους µε άλλες 
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πρωτεΐνες των εκχυλισµάτων. Τέλος, οι  δεσµευµένες πρωτεΐνες εκλούστηκαν µε διάλυµα 

φόρτωσης Laemli και αναλύθηκαν µε SDS PAGE και ανοσοαποτύπωση.    

 

Β.2.17 Βιοχηµική κλασµάτωση 

Η κυτταρική κλασµάτωση είναι η διαδικασία διαχωρισµού και αποµόνωσης των δοµικών 

συστατικών του κυττάρου, όπως του πυρήνα, των µιτοχονδρίων, των ριβοσωµάτων, µε σκοπό 

τη µελέτη της µορφολογίας και της λειτουργίας τους. Πραγµατοποιείται σχετικά εύκολα, 

καθώς τα υποκυτταρικά οργανίδια διαφέρουν σε µέγεθος και πυκνότητα, γεγονός που 

επιτρέπει τον διαχωρισµό τους µε φυγοκέντρηση. Στην παρούσα εργασία η κλασµάτωση 

εφαρµόστηκε για το διαχωρισµό του πυρηνικού από το κυτταροπλασµατικό πρωτεϊνικό 

κλάσµα των κυττάρων, όπως περιγράφεται στο (280).  

Αρχικά τα κύτταρα Huh7 ξεπλύθηκαν δύο φορές µε κρύο PBS 1x, αποκολλήθηκαν από 

το πιάτο µε θρυψινοποίηση και συλλέχθηκαν κατόπιν φυγοκέντρησης σε 100xg για 10 sec. 

Το ί ζηµα των κυττάρων επαναιωρήθηκε σε 400 µl υποτονικού διαλύµατος (10 mM Hepes-

KOH pH 7.9, 1,5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0,5 mM dithiothreitol και 0,2 mM PMSF) και 

επωάστηκε για 20 λεπτά στον πάγο. Οι κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες συλλέχθηκαν στο 

υπερκείµενο µετά από φυγοκέντρηση στις 2000xg για 10 λεπτά, στους 4ο C. Το ίζηµα, που 

αποτέλεσε το πυρηνικό πρωτεϊνικό κλάσµα, επαναιωρήθηκε σε 400 µl υπέρτονου διαλύµατος 

(20 mM Hepes-KOH pH 7.9, 1,5 mM MgCl2, 420 mM NaCl, 0,2mM EDTA, 0,5 mM 

dithiothreitol and 0,2 mM PMSF) και µετά από 20 λεπτά επώασης στον πάγο, το διαλυτό 

κλάσµα των πρωτεϊνών συλλέχθηκε στο υπερκείµενο µε φυγοκέντρηση στις 10000xg για 5 

λεπτά στους 4ο C.  

 

B.2.18 Μελέτη του υποκυτταρικού εντοπισµού πρωτεϊνών µε έµµεσο ανοσοφθορισµό 

και φθορισµό, παρατήρηση µιτοχονδρίων και λιποσταγονιδίων 

Με τη χρήση των τεχνικών µικροσκοπίας, είναι δυνατή η παρατήρηση της κατανοµής 

µιας συγκεκριµένης πρωτεΐνης µέσα στο κύτταρο. Η  παρατήρηση του υποκυτταρικού 

εντοπισµού των ενδογενών πρωτεϊνών είναι δυνατή µε τη χρήση ειδικών αντισωµάτων 

ενάντια σε αυτές. Τα αντισώµατα αυτά µπορεί να είναι συζευγµένα µε µια φθορίζουσα ουσία 

(άµεσος ανοσοφθορισµός), είτε να αναγνωρίζονται από ένα δεύτερο αντίσωµα το οποίο φέρει 

τη φθορίζουσα οµάδα (έµµεσος ανοσοφθορισµός). Από την άλλη, µε φθορισµό είναι δυνατή 

και η παρατήρηση των υπερεκφρασµένων πρωτεϊνών, το cDNA των οποίων εισάγεται 

εξωγενώς στα κύτταρα, και εκφράζονται σε αυτά σε σύντηξη µε φθορίζοντες επιτόπους όπως 

η GFP (green fluorescent protein), µια φθορίζουσα πρωτεΐνη που διεγείρεται στα 488 nm 
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(EGFP) και εκπέµπει στα 509 nm. Στην περίπτωση αυτή, δεν είναι απαραίτητη η χρήση 

αντισώµατος. Και στις δύο περιπτώσεις το σήµα του φθορισµού υποδεικνύει το 

υποκυτταρικό διαµέρισµα στο οποίο βρίσκεται η υπό µελέτη πρωτεΐνη. Ο φθορισµός 

επιτυγχάνεται µε την απορρόφηση φωτός κατάλληλου µήκους κύµατος από µία φθορίζουσα 

ουσία και την εκποµπή του σε µεγαλύτερο µήκος κύµατος. Η παρατήρηση του εκπεµπόµενου 

φωτός γίνεται µε τη χρήση µικροσκοπίου, το οποίο φέρει κατάλληλους φακούς και φίλτρα 

απορρόφησης του φωτός. 

Η τεχνική του έµµεσου ανοσοφθορισµού χρησιµοποιήθηκε κυρίως για την ενδοκυττάρια 

ανίχνευση των πεπτιδίων TAT-ETD-FLAG, του ενδογενούς HIF-1α, των διαφόρων µορφών 

της CnA σε κύτταρα Huh7 και HeLa. Τα κύτταρα που αναπτύχθηκαν σε καλυπτρίδες 

διαµέτρου 12 mm, ξεπλύθηκαν µε PBS 1x και µονιµοποιηθήκαν µε 3% φορµαλδεΰδη (σε 

PBS 1x) για 5 λεπτά σ ε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολούθησαν 3 πεντάλεπτες πλύσεις µε 

PBS και κατόπιν έγινε κατεργασία µε 0,1% Τriton X-100 (σε PBS 1x) για 15 λεπτά στους 

4oC, προκειµένου να καταστούν διαπερατές οι  κυτταρικές µεµβράνες. Στη συνέχεια, τα  

κύτταρα πλύθηκαν τρεις φορές µε διάλυµα PBS 1x – 0,1% Tween20 για 5 λεπτά και 

πραγµατοποιήθηκε κορεσµός των µη-ειδικών θέσεων µε 1% BSA (σε PBS 1x-0,1% 

Tween20) για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολούθησε η επώαση των κυττάρων µε το 

πρώτο αντίσωµα για 16 ώρες στους 4oC. Μετά από 3 διαδοχικές πεντάλεπτες πλύσεις των 

κυττάρων µε PBS 1x – 0,1% Tween20, έγινε προσθήκη του δεύτερου αντισώµατος, έναντι 

των ΙgG ποντικού ή κουνελιού, σε αραίωση 1:500 για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. Τα 

δεύτερα αντισώµατα ήταν συζευγµένα είτε µε την φθορίζουσα οµάδα Cy3 (Cyanine, εκποµπή 

στα 570 nm) ή µε την FITC (Fluorescein isothiocyanate, εκποµπή στα 525 nm). Τέλος, τα 

κύτταρα πλύθηκαν 2 φορές µε PBS 1x – 0.1% Tween20, 1 φορά µε PBS 1x και ακολούθησε 

µια τελευταία στιγµιαία εµβάπτιση σε H2O. Οι καλυπτρίδες τοποθετήθηκαν πάνω σε 

αντικειµενοφόρους πλάκες µε διάλυµα σταθεροποίησης του φθορισµού (Mowiol) το οποίο 

περιείχε και την φθορίζουσα ουσία DAPI (4’,6-διάµινο-2-φαινυλινδολη, 2 µg/ml), η οποία 

προσδένεται στη χρωµατίνη κι έτσι καθιστά τους πυρήνες διακριτούς. Η παρατήρηση των 

καλυπτρίδων έγινε σε µικροσκόπιο φθορισµού Zeiss Axio Imager.Z2 εξοπλισµένο µε 

αισθητήρα AxioCam MRm και φακούς µε µεγέθυνση 40x ή 100x (καταδυτικός).  

Επίσης, µε άµεσο φθορισµό έγινε παρατήρηση των µιτοχονδρίων των κυττάρων HeLa 

καθώς και των λιποσταγονιδίων σε κύτταρα Huh7. Η σήµανση των µιτοχονδρίων 

πραγµατοποιήθηκε µε τη φθορίζουσα ουσία Mito Red (Sigma), η οποία προστέθηκε σε ζώντα 

κύτταρα σε τελική συγκέντρωση 100 nM σε θρεπτικό µέσο DMEM χωρίς ορό, 15 λεπτά πριν 

τη µονιµοποίηση τους µε φορµαλδεΰδη. Το Mito Red φθορίζει σε µήκος κύµατος λem=594 
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nm. Για την παρατήρηση των λιποσταγονιδίων χρησιµοποιήθηκε το Nile Red (Sigma), µια 

φθορίζουσα ουσία η οποία δεσµεύεται στα ουδέτερα λιπίδια, τα οποία κατά κύριο λόγο 

συσσωρεύονται στα λιποσταγονίδια και η οποία φθορίζει σε µήκος κύµατος λem=635 nm 

(281). Η επίδραση µε το Nile Red πραγµατοποιήθηκε µετά τη µονιµοποίηση των κυττάρων 

και αφού αυτά είχαν επωαστεί µε το δεύτερο αντίσωµα.  Ακολούθησαν 3 δεκάλεπτες πλύσεις 

µε PBS 1x και κατόπιν έγινε επώαση µε 0,1µg Nile Red (σε PBS 1x) για 30 λεπτά χωρίς 

ανακίνηση στο σκοτάδι. Μετά από τουλάχιστον 3x πλύσεις µε PBS 1x και 2x µε Η 2Ο στη 

συνέχεια οι καλυπτρίδες σταθεροποιήθηκαν µε mowiol.  

 

B.2.19 Μέτρηση της µεταγραφικής ενεργότητας των HIF 

Η µέτρηση της ενεργότητας των HIF έγινε µε τη βοήθεια µιας φωτοµετρικής µεθόδου, 

που χρησιµοποιεί µία αντίδραση η οποία καταλύεται από ένζυµα που καλούνται 

λουσιφεράσες. Οι λουσιφεράσες είναι µία οικογένεια ενζύµων τα οποία καταλύουν 

οξειδωτικά τα υποστρώµατα τους για να παράγουν φως. Αυτή η ιδιότητα τους οδήγησε στην 

ευρεία χρήση τους ως γονίδια αναφοράς.  

Στην παρούσα µελέτη, χρησιµοποιήθηκε η λουσιφεράση που προέρχεται από δύο 

διαφορετικούς οργανισµούς, την πυγολαµπίδα (Firefly luciferase) και το θαλάσσιο οργανισµό 

Renilla reniformis (Renilla luciferase), για τη µέτρηση της ενεργότητας των HIF (127). Οι 

λουσιφεράσες αυτές, εξαιτίας της διαφορετικής εξελικτικής τους προέλευσης, έχουν 

διαφορετική ανώτερη διαµόρφωση και, ως εκ’ τούτου, είναι δραστικές σε διαφορετικές 

συνθήκες αντίδρασης. Αυτές οι διαφορές καθιστούν δυνατή την επιλεκτική διάκριση µεταξύ 

των αντίστοιχων αντιδράσεων φωταύγειας του κάθε ενζύµου. Ως πλασµίδια γενετικής 

αναφοράς της επαγόµενης από τους HIF µεταγραφής χρησιµοποιήθηκαν τα pGL3-5xHRE-

VEGF-Luc και pGL3-LPIN1-Luc, ενώ ως πλασµίδιο µάρτυρας της απόδοσης της 

διαµόλυνσης για την κανονικοποίηση των αποτελεσµάτων, χρησιµοποιήθηκε το pCI-Renilla, 

το οποίο κωδικοποιεί τη Renilla λουσιφεράση. Το πλασµίδιο pGL3-5xHRE-VEGF-Luc 

µετράει την ενέργοτητα και των δύο HIF-ισοµορφών, ενώ το pGL3-LPIN1-Luc µόνο του 

HIF-1 (βλέπε παράγραφο Β.1.3). Έτσι, η ενεργότητα της λουσιφεράσης της πυγολαµπίδας 

είναι το µέτρο της µεταγραφικής ενεργότητας των HIF. 

Τα κύτταρα που διαµολύνθηκαν µε τα παραπάνω πλασµίδια, λύθηκαν µε 50 µl 

διαλύµατος λύσης (Passive Lysis Buffer, περιέχεται στο kit Dual-Luciferase Reporter Assay 

System της Promega) και επωάστηκαν για 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου υπό συνεχή 

ανακίνηση, προκειµένου να προκληθεί λύση τους. Το κυτταρικό εκχύλισµα φυγοκεντρήθηκε 

για 1 λεπτό στις 14.000×g και το υπερκείµενο χρησιµοποιήθηκε για τη µέτρηση της 
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ενεργότητας της λουσιφεράσης. 20 µl του υπερκειµένου αναµίχθηκαν µε 20 µl του 

αντιδραστηρίου LAR II (Luciferase Assay Reagent II), το οποίο αποτελεί το υπόστρωµα της 

λουσιφεράσης της πυγολαµπίδας και το παραγόµενο φως µετρήθηκε σε λουµινόµετρο 

(Turner design). Για τη µέτρηση της ενεργότητας του γονιδίου µάρτυρα, στο ίδιο σωληνάκι 

προστέθηκαν 10 µl  του αντιδραστηρίου Stop & Glo 1×, το οποίο περιέχει το υπόστρωµα της 

Renilla λουσιφεράσης και γίνεται η δεύτερη µέτρηση. Το διάλυµα Stop & Glo σταµατάει τη 

δράση της λουσιφεράσης της πυγολαµπίδας και ταυτόχρονα παρέχει το υπόστρωµα για τη 

δράση της Renilla λουσιφεράσης. Η κανονικοποιηµένη µεταγραφική ενεργότητα των HIF 

είναι ο  λόγος ενεργότητα της λουσιφεράσης της πυγολαµπίδας / ενεργότητα της Renilla 

λουσιφεράσης. 

 

B.2.20 Αποµόνωση ολικού RNA και προσδιορισµός της συγκέντρωσής του 

Για την αποµόνωση του ολικού RNA των κυττάρων χρησιµοποιήθηκε το αντιδραστήριο 

NucleoZol (Macherey-Nagel). Τα κύτταρα ξεπλύθηκαν µε PBS 1x, και λύθηκαν µε προσθήκη 

του NucleoZol, 400 µl σε πιάτο 60mm. Το κυτταρικό εκχύλισµα µεταφέρθηκε σε σωλήνα 

µικροφυγοκέντρου και σε αυτό προστέθηκαν 160 µl Η2Ο. Ακολούθησε έντονη ανάδευση µε 

vortex και επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 10 λεπτά. Στη συνέχεια, πραγµατοποιήθηκε 

φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στα 12000xg, προκειµένου να διαχωριστεί το RNA από το DNA 

και το πρωτεϊνικό κλάσµα. Η υδατική φάση η οποία περιέχει το RNA, µεταφέρθηκε σε νέο 

σωληνάκι, και σε αυτή προστέθηκε ίσος όγκος ισοπροπανόλης. Το µίγµα αναδεύτηκε ισχυρά 

και επωάστηκε για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολούθως το δείγµα 

φυγοκεντρήθηκε για 10 λεπτά στα 12000xg, ώ στε να κατακρηµνιστεί το RNA. Αφού 

αποµακρύνθηκε η υπερκείµενη ισοπροπανόλη, στο ίζηµα προστέθηκαν 500 µl 70% 

αιθανόλης, προκειµένου να ξεπλυθεί το κατακρηµνισµένο RΝΑ. Το δείγµα φυγοκεντρήθηκε 

απευθείας στα 12000xg για 3 λεπτά.  Η πλύση επαναλήφθηκε δεύτερη φορά και στο τέλος η 

αιθανόλη αφαιρέθηκε πλήρως. Το ίζηµα που αποτελεί το RNA, επαναιωρήθηκε σε 30 µl 

αποστειρωµένου H2O, απαλλαγµένου από RNAσες, ένζυµα που πέπτουν το RNA. Τα 

δείγµατα διατηρούνται στους -80οC. 

Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης του RNA και η εκτίµηση της καθαρότητάς του 

πραγµατοποιήθηκαν στο φασµατοφωτόµετρο NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) µε 

µέτρηση της οπτικής απορρόφησης σε µήκη κύµατος 260nm (A260) και 280nm (Α280). 

Συγκεκριµένα, η ποσότητα του RNA προσδιορίζεται µε βάση την απορρόφηση των 

νουκλεοτιδίων στα 260 nm στηριζόµενοι στο ότι διάλυµα RNA 40µg/ml έχει απορρόφηση 1 

a.u. (absorbance units). Σε µήκος κύµατος 280nm ελέγχεται εάν υπάρχει πρόσµιξη από 
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πρωτεΐνες που δεν αποµακρύνθηκαν επαρκώς. Έτσι, ο  λόγος των τιµών απορρόφησης που 

παρουσιάζει ένα διάλυµα RNA, A260/Α280, αποτελεί µέτρο της καθαρότητάς του και των 

προσµίξεων από πρωτεΐνες που τυχόν συνυπάρχουν. Υψηλής καθαρότητας RNA µε 

ελάχιστες προσµίξεις έχει λόγο που κυµαίνεται από 1,7 έως 2. 

 

B.2.21 Ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου (Real Time, 

qRT-PCR) 

Η Real-Time PCR αποτελεί µία παραλλαγή της γνωστής αντίδρασης PCR. 

Χρησιµοποιείται για την ανάλυση (ποιοτική και ποσοτική) της έκφρασης γονιδίων και 

συγκεκριµένα για τη µέτρηση των επιπέδων mRNA των υπό µελέτη γονιδίων. Απαραίτητη 

προϋπόθεση είναι η µετατροπή του mRNA που αποµονώθηκε από τα κύτταρα όπως 

περιγράφθηκε παραπάνω, σε µόρια DNA. Για το σκοπό αυτό, χρησιµοποιήθηκε το ένζυµο 

της αντίστροφης µεταγραφάσης για τη σύνθεση αντιγράφων cDNA από εκµαγείο mRNA, και 

εφαρµόστηκε η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης. 

 

 Σύνθεση cDNA 

Η σύνθεση του cDNA πραγµατοποιήθηκε µε το PrimeScript RT reagent kit (Takara). Η  

αντίδραση διαµορφώθηκε σε τελικό όγκο 20 µl ως εξής: 

� 1 µg template mRNA  

� 4 µl RT Buffer (5x) 

� 1 µl oligo dT primers (25 pmol) 

� 1 µl τυχαίων εκκινητών (50 pmol) 

� 1 µl ενζύµου αντίστροφης µεταγραφάσης 

� H2O απαλλαγµένο από RNAses 

Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε µε βάση τις συνθήκες που ανέφερε το κιτ. Το προϊόν της 

αντίδρασης κατόπιν αραιώθηκε 1/5 µε την προσθήκη 80 µl ddH2O. Το cDNA διατηρήθηκε 

στους -20οC. 

 

 Real-Time PCR 

Για την ανίχνευση του δίκλωνου DNA που παράχθηκε κατά τη διάρκεια της αντίδρασης RT-

PCR, εφαρµόστηκε η µέθοδος των φθοριζουσών χρωστικών µε τη χρήση της φθορίζουσας 

SYBR Green. H SYBR Green δεσµεύεται κατά προτίµηση στο δίκλωνο DNA, και το 

σύµπλοκο DNA-SYBR Green εκπέµπει ακτινοβολία (λem=520 nm) µετά από διέγερση. 
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Αντίθετα, τα ελεύθερα µόρια του SYBR Green δεν παρουσιάζουν φθορισµό. Έτσι, κατά τη 

διάρκεια του σταδίου επιµήκυνσης του DNA στην αντίδραση της RT-PCR, µε τη δηµιουργία 

δίκλωνων µορίων DNA αυξάνονται τα µόρια της χρωστικής που δεσµεύονται στο DNA, µε 

αποτέλεσµα την αύξηση της εκπεµπόµενης ακτινοβολίας. Οι αντιδράσεις της ποσοτικής 

Real-Time PCR πραγµατοποιήθηκαν στη συσκευή LightCycler 96 (Roche Life Science) 

χρησιµοποιώντας το KAPA SYBR FAST qPCR (Takara). Για την ενίσχυση των υπό εξέταση 

γονιδίων χρησιµοποιήθηκαν κατάλληλα ζεύγη εκκινητών, όπως αναγράφονται στην 

παράγραφο Β.1.4. Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν σε ειδικά πιάτα 96 θέσεων, σε τελικό 

όγκο 10 µl. Εκτός από τους εκκινητές και τη χρωστική SYBR, περιλάµβαναν 1 µl του 

αραιωµένου cDNA ως εκµαγείο και ddH2O. Η τελική συγκέντρωση των εκκινητών ήταν 0,5 

µΜ. Κάθε αντίδραση πραγµατοποιείται εις διπλούν. Επίσης, ως δείγµατα ελέγχου, 

χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα RNA, τα οποία δεν έχουν υποστεί αντίστροφη µεταγραφή 

(ΝRT), καθώς και δείγµατα στα οποία αντί του cDNA προστέθηκε ως εκµαγείο H2O (NTC). 

Συνολικά πραγµατοποιήθηκαν 40 κύκλοι ενίσχυσης. Οι συνθήκες της αντίδρασης ήταν:  

 

� 2 min → 50 οC Θερµική ενεργοποίηση της DNA πολυµεράσης  

� 10 min → 94  οC Αρχική αποδιάταξη του δίκλωνου DNA 

Κύκλοι: 

� 15 sec → 95  οC Αποδιάταξη του δίκλωνου DNA 

� 1 min → 60  οC Υβριδοποίηση εκκινητών και επιµήκυνση 

Αριθµός κύκλων: 40 

� 2 sec → 60  οC Τελική επιµήκυνση 

 

Με την τεχνική της qRT-PCR υπάρχει η δυνατότητα όχι µόνο της παρακολούθησης της 

αντίδρασης σε πραγµατικό χρόνο, αλλά και του προσδιορισµού της ποσότητας των 

παραγόµενων προϊόντων µε απόλυτο ή σχετικό υπολογισµό. Η απόλυτη ποσοτικοποίηση 

προσδιορίζει τον αριθµό αντιγράφων του αρχικού δείγµατος µε χρήση καµπύλης 

ποσοτικοποίησης, ενώ η σχετική ποσοτικοποίηση προσδιορίζει το ρυθµό έκφρασης σε σχέση 

µε την παραγωγή mRNA του κυττάρου. Στην παρούσα διατριβή χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος 

της σχετικής ποσοτικοποίησης για την εξαγωγή των αποτελεσµάτων. Με τη σχετική 

ποσοτικοποίηση προσδιορίζονται οι  αλλαγές των επιπέδων του mRNA ενός γονιδίου, σε 

σχέση µε το επίπεδο έκφρασης ενός εσωτερικού γονιδίου αναφοράς. Στην εργασία αυτή, ως 

γονίδια αναφοράς χρησιµοποιήθηκαν τα γονίδια της β -ακτίνης και της ριβοσωµική 
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υποµονάδας 18S. Η σχετική ποσοτικοποίηση βασίζεται στο λόγο των επιπέδων έκφρασης του 

γονιδίου-στόχου προς το γονίδιο αναφοράς στην ίδια συνθήκη. Για το υπολογισµό αυτού του 

λόγου έχει εφαρµοσθεί το µαθηµατικό µοντέλο του 2-ΔΔCt. Η µέθοδος του 2-ΔΔCt, που έχει και 

την πιο ευρεία χρήση, είναι κατάλληλη για αντιδράσεις µε παρεµφερή τιµή απόδοσης 

(efficiency, E), καθώς δεν περιλαµβάνει εξοµάλυνση των αποδόσεων. Οι λόγοι έκφρασης 

υπολογίζονται από την εξίσωση: R = 2 – (ΔCt δείγµα – ΔCt µάρτυρας) (282). 

 

B.2.22 Δοκιµασία επούλωσης τραύµατος (wound healing assay) 

Η ικανότητα µετανάστευσης αποτελεί µια σηµαντική βιολογική λειτουργία των 

καρκινικών κυττάρων, που τους επιτρέπει να µετακινούνται και να δηµιουργούν νέες 

µεταστατικές εστίες. Η µεταναστευτική ικανότητα των κυττάρων µελετήθηκε εφαρµόζοντας 

τη δοκιµασία επούλωσης τραύµατος (283).  

Κύτταρα Huh7 στρώθηκαν σε πιάτα καλλιέργειας των 6 πηγαδιών και αναπτύχθηκαν 

µέχρι να σχηµατιστεί πλήρως µια µονοστοιβάδα. Στη συνέχεια, στην κυτταρική 

µονοστοιβάδα δηµιουργήθηκε µια "πληγή", αποξαίνοντας µε  την  άκρη ενός ρύγχους σε 

ευθεία γραµµή τα κύτταρα, σχηµατίζοντας µια κενή περιοχή. Τα κύτταρα που 

αποκολλήθηκαν, αποµακρύνθηκαν µετά από πλύση µε PBS και προστέθηκε θρεπτικό µέσο 

DMEM που περιείχε 1% FBS. Με τον τρόπο αυτό δεν ευνοείται ο πολλαπλασιασµός, αλλά η 

µετακίνηση των ήδη υπαρχόντων κυττάρων προς την ελεύθερη περιοχή. Επάνω σε αυτή την 

ευθεία σηµειώθηκαν 5 σηµεία, τα οποία αποτέλεσαν σηµεία αναφοράς, προκειµένου σε αυτά 

να παρατηρείται η πορεία της µετανάστευσης των κυττάρων σε διάφορες χρονικές στιγµές. 

Τα κύτταρα, εφόσον υπέστησαν την επιθυµητή κατεργασία, αφέθηκαν να µεταναστεύσουν 

µέσα στην κενή επιφάνεια για 48 ώρες. Οι εικόνες ελήφθησαν στα χρονικά σηµεία των 0, 24 

και 48 ωρών, µε ένα µικροσκόπιο αντίθεσης φάσης εξοπλισµένο µε κάµερα Leica DFC480. 

Η µέτρηση της ελεύθερης επιφάνειας σε κάθε χρονική στιγµή έγινε µε το λογισµικό ImageJ. 

 

B.2.23 Δοκιµασία κλωνογονικότητας (clonogenic assay) 

Η ικανότητα ενός µεµονωµένου κυττάρου να παράγει πολλούς «απογόνους» και να 

αναπτύσσει µια µεγάλη αποικία που είναι εµφανής µε γυµνό µάτι, αποδεικνύει ότι το κύτταρο 

αυτό έχει διατηρήσει την ικανότητα αναπαραγωγής του και αναφέρεται ως "κλωνογόνο". 

Διάφοροι µηχανισµοί έχουν περιγραφεί για τον κυτταρικό θάνατο. Ωστόσο, η απώλεια της 

αναπαραγωγικής ακεραιότητας και η αδυναµία πολλαπλασιασµού επ 'αόριστον, είναι κοινά 

χαρακτηριστικά κυτταρικού θανάτου. Εποµένως, ένα κύτταρο π ου διατηρεί την ικανότητά 

του να συνθέτει πρωτεΐνες και DNA και µπορεί να πραγµατοποιεί µία ή δύο µιτώσεις, αλλά 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/05/2024 09:11:57 EEST - 3.15.144.247



	   128	  

δεν είναι σε θέση να διαιρεθεί περαιτέρω και να παραγάγει ένα µεγάλο αριθµό θυγατρικών 

κυττάρων, θεωρείται «νεκρό». Αυτό πολύ συχνά αναφέρεται ως απώλεια της 

αναπαραγωγικής ακεραιότητας ή αναπαραγωγικός θάνατος. Ο προσδιορισµός της 

αναπαραγωγικής ικανότητας των κυττάρων χρησιµοποιείται ευρέως για τον έλεγχο της 

επίδρασης διαφόρων παραγόντων (ακτινοβολίας, χηµειοθεραπευτικών φαρµάκων και άλλων) 

στην απώλεια αυτής της ικανότητας (284). 

Στη συγκεκριµένη µελέτη, διερευνήθηκε η επίδραση των πεπτιδίων TAT-ETD-FLAG 

στην ικανότητα αυτή των καρκινικών κυττάρων Huh7. Για το σκοπό αυτό, έγινε αιώρηση 

6000 κυττάρων Huh7 σε θρεπτικό µέσο, ώστε να προσκολληθούν ως µοναδικά κύτταρα και 

αφέθηκαν να αναπτυχθούν σε πιάτα καλλιέργειας των 60 mm για 7 ηµέρες, υπό κανονικές ή 

υποξικές συνθήκες. Μετά την παρέλευση της περιόδου επώασης, τα κύτταρα ξεπλύθηκαν µε 

PBS και µονιµοποιήθηκαν µε 100% µεθανόλη για 10 λεπτά στους -20οC. Στη συνέχεια, έγινε 

χρώση τους µε τη χρωστική Crystal Violet (0,5% χρωστικής σε 25% µεθανόλη). Τα κύτταρα 

επωάστηκαν µε τη χρωστική για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και στη συνέχεια η 

περίσσεια της χρωστικής αποµακρύνθηκε µε 2 πλύσεις µε Η 2Ο. Προκειµένου να είναι µια 

αποικία ορατή µετά τη χρώση, θα πρέπει να αποτελείται από 50 τουλάχιστον κύτταρα. Από 

κάθε πιάτο καλλιέργειας ελήφθησαν φωτογραφίες και µε το πρόγραµµα επεξεργασίας 

εικόνων ImageJ πραγµατοποιήθηκε η µέτρηση του αριθµού των αποικιών και των επιφανειών 

που αυτές καταλαµβάνουν.  

 

B.2.24 Μέτρηση κυτταρικού πολλαπλασιασµού  

Στην παρούσα διατριβή µελετήθηκε η επίδραση των διαφόρων µορφών του πεπτιδίου 

TAT-ETD-FLAG στον πολλαπλασιασµό των καρκινικών κυττάρων Huh7. Τα κύτταρα 

αναπτύχθηκαν σε πιάτα καλλιέργειας τ ων 96 θέσεων (1000 κύτταρα/θέση) και 

κατεργάστηκαν για 72 ώρες σε συνθήκες νορµοξίας ή υποξίας. Ο πολλαπλασιασµός των 

κυττάρων προσδιορίστηκε χρησιµοποιώντας το «CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell 

Proliferation Assay» κιτ (Promega). Πρόκειται για µια χρωµατοµετρική µέθοδο που επιτρέπει 

τον προσδιορισµό του αριθµού των ζωντανών κυττάρων. Στα µεταβολικά δραστήρια 

κύτταρα, µιτοχονδριακές αναγωγάσες µετατρέπουν (ανάγουν) την κίτρινη τετραζόλη MTT σε 

ένα έγχρωµο (µωβ) προϊόν, τη φορµαζάνη. Η απορρόφηση της τελευταίας µετρείται στα 490 

nm, και εκφράζει τον αριθµό των ζωντανών κυττάρων. Το ΜΤΤ προστέθηκε στα κύτταρα σε 

αναλογία 1:1 µε το θρεπτικό µέσο (20 µl MTT και 20 µl DMEM ανά πηγάδι) και τα κύτταρα 

επωάστηκαν για 30 λεπτά στο σκοτάδι, πριν τη µέτρηση της οπτικής απορρόφησης. Η 
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µέτρηση του αριθµού των ζωντανών κυττάρων έγινε κάθε 24 ώρες. Ο πολλαπλασιασµός των 

κυττάρων σε κάθε περίπτωση συγκρίθηκε µε την συνθήκη ελέγχου.  

 

B.2.25 Μέτρηση κυτταρικού θανάτου  

Για τον προσδιορισµό του κυτταρικού θανάτου µετά από επίδραση των διαφόρων 

µορφών του πεπτιδίου TAT-ETD-FLAG, τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε πιάτα καλλιέργειας 

των 96 θέσεων (2000 κύτταρα / θέση), µε θρεπτικό µέσο DΜΕΜ που περιέχει 1% FBS. 

Χρησιµοποιήθηκε το «LDH Cytotoxity Detection kit» (Takara Clontech), που βασίζεται σε 

µια χρωµατοµετρική µέθοδο η οποία µετρά την ενεργότητα της γαλακτικής αφυδρογονάσης 

(LDH). Το ένζυµο αυτό που φυσιολογικά είναι κυτταροπλασµατικό, απελευθερώνεται στο 

υπερκείµενο της καλλιέργειας εξαιτίας της καταστροφής των κυττάρων που έχουν πεθάνει. H 

δράση της LDH έχει ως αποτέλεσµα την αναγωγή του NAD+ σε NADH, το οποίο στη 

συνέχεια χρησιµοποιείται για την ενζυµική µετατροπή του τετραζολίου σε φορµαζάνη. Το 

αντιδραστήριο προστίθεται στο υπερκείµενο της καλλιέργειας µισή ώρα πριν τη µέτρηση, σε 

αναλογία 1:1 και το χρώµα που αναπτύσσεται µετρείται 490 nm. Η απορρόφηση είναι ευθέως 

ανάλογη µε τον κυτταρικό θάνατο, ο  οποίος εκφράστηκε ως ποσοστό %. Ως 100% του 

κυτταρικού θανάτου θεωρήθηκε η απορρόφηση της συνθήκης όπου τα κύτταρα λύθηκαν µε 

2% Τriton Χ -100 (σε DMEM µε 1% FBS) για 15 λεπτά, πριν την προσθήκη του 

αντιδραστηρίου. Τα κύτταρα επωάστηκαν σε συνθήκες νορµοξίας και υποξίας για 48 ώρες, 

ενώ η µέτρηση του κυτταρικού θανάτου πραγµατοποιήθηκε στις 0, 24 και 48 ώρες.  

 

B.2.26 Μελέτη της αποδιοργάνωσης της κυτταρικής µεµβράνης (Annexin V assay) 

Μια από τις τροποποιήσεις που υφίστανται τα αποπτωτικά κύτταρα είναι η 

αναδιοργάνωση της κυτταροπλασµατικής τους µεµβράνης και η απώλεια της φωσφολιπιδικής 

ασυµµετρίας της (285). Το γεγονός αυτό αποτελεί πρώιµο στάδιο της απόπτωσης και 

θεωρείται αντιστρεπτό. Τα κύτταρα που βρίσκονται στο στάδιο αυτό εκφράζουν κάποιους 

δείκτες/µάρτυρες στην κυτταρική τους επιφάνεια, που οδηγούν στην πρώιµη αναγνώριση 

τους από γειτονικά κύτταρα, µε σκοπό να φαγοκυτταρωθούν. Ένα από τα γεγονότα τα οποία 

σχετίζονται µε την απώλεια της ασυµµετρίας της µεµβράνης είναι η µετακίνηση της 

φωσφατιδυλοσερίνης από τ ην εσωτερική κυτταροπλασµατική µεµβράνη προς τον 

εξωκυττάριο χώρο. 

Προκειµένου να ελεγχθεί αν τα πεπτίδια ΤΑΤ-ETD-FLAG επάγουν το φαινόµενο αυτό, 

κύτταρα Huh7 αναπτύχθηκαν σε καλυπτρίδες και επωάστηκαν για 24h σε συνθήκες υποξίας. 

Κατόπιν, τα κύτταρα ξεπλύθηκαν µε PBS και µονιµοποιήθηκαν µε 3% φορµαλδεΰδη για 5 
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λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Για τη σήµανση των θέσεων της µεµβράνης που έχουν 

τροποποιηθεί, εφαρµόστηκε µια µέθοδος που χρησιµοποιεί την αννεξίνη 5 (Εικόνα 39), µια 

πρωτεΐνη που α λληλεπιδρά ισχυρά και ειδικά µε τα κατάλοιπα φωσφατυδιλοσερίνης, 

συζευγµένη µε µια φθορίζουσα χρωστική (Annexin V, CFTM555 Conjugate, Biotium). Έτσι, 

µετά τη µονιµοποίησή τους, τα κύτταρα ξεπλύθηκαν 2 φορές µε ένα ειδικό ρυθµιστικό 

διάλυµα (annexin V binding buffer) και στη συνέχεια επωάστηκαν για 30 λεπτά µε 2,5 µg/ml 

αννεξίνης 5 στο σκοτάδι. Ακολούθησαν 2 πλύσεις µε το ρυθµιστικό διάλυµα και στη 

συνέχεια έγινε επώαση των καλυπτρίδων για 5 λεπτά µε  DAPI (10mg σε annexin V binding 

buffer), για χρώση των πυρήνων των κυττάρων. Η παρατήρηση του φθορισµού της αννεξίνης 

5 έγινε στα 564 nm. Οι φωτογραφίες τραβήχτηκαν µε τον φακό 20x και στη συνέχεια 

µετρήθηκαν για κάθε συνθήκη περισσότερα από 200 κύτταρα. Ο αριθµός των κυττάρων που 

φθορίζουν µετά από επώαση µε την αννεξίνη 5 εκφράστηκε ως ποσοστό του συνολικού 

αριθµού κυττάρων. 

 

                 
Εικόνα 39: Σχηµατική απεικόνιση της µεθόδου ανίχνευσης της φωσφατιδυλοσερίνης που εκτίθεται στην 

εξωτερική κυτταροπλασµατική µεµβράνη των αποπτωτικών κυττάρων, µε σηµασµένη αννεξίνη 5. 

 

B.2.27 Μέτρηση της ενεργότητας των εκτελεστικών κασπασών 3 και 7 

Το βασικό χαρακτηριστικό του µονοπατιού της απόπτωσης είναι η ενεργοποίηση των 

εκτελεστικών κασπασών 3 και 7. Οι κασπάσες αυτές ανήκουν σε µια οικογένεια ειδικών 

πρωτεασών κυστεΐνης και ασπαρτικού οξέος. Ενεργοποιούνται πρωτεολυτικά και παίζουν 

καθοριστικό ρόλο τελεστών στην απόπτωση των κυττάρων. Εφόσον ενεργοποιηθεί ο 

καταρράκτης των κασπασών, η διαδικασία της απόπτωσης είναι µη αναστρέψιµη (285).  

Η δραστικότητα των κασπασών 3 και 7 µετρήθηκε µε το κιτ "Caspase-Glo® 3/7 Assay" 

(Promega), το οποίο χρησιµοποιεί µια µέθοδο προσδιορισµού φωταύγειας. Το κιτ περιέχει 

ένα φωτογόνο υπόστρωµα των κασπασών 3 και 7 που φέρει το τετραπεπτίδιο που 
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αναγνωρίζουν και πέπτουν οι κασπάσες. Έτσι, στο τέλος της αντίδρασης εκλύεται φως, το 

οποίο είναι ευθέως ανάλογο µε τη δράση των κασπασών αυτών. Τα κύτταρα Huh7 

επιστρώθηκαν σε πιάτα καλλιέργειας 96 θέσεων (1000 κύτταρα / θέση) και επωάστηκαν για 

48 ώρες παρουσία των πεπτιδίων ΤΑΤ-ΕΤD-FLAG, σε νορµοξία και υποξία. Η µέτρηση της 

ενεργότητας των κασπασών πραγµατοποιήθηκε στις 0, 24 και 48 ώρες. Για το σκοπό αυτό, 

στα κύτταρα προστέθηκε το αντιδραστήριο του κιτ σε αναλογία 1:1 µε το θρεπτικό µέσο και 

επωάστηκε για 1 ώρα. Το αντιδραστήριο αυτό προκάλεσε τη λύση των κυττάρων, µε 

αποτέλεσµα οι εκτελεστικές κασπάσες που υπήρχαν στο κυτταρόπλασµα των κυττάρων που 

εισήλθαν σε διαδικασία απόπτωσης, να απελευθερωθούν στο υπερκείµενο και να πέψουν το 

υπόστρωµά τους, που υπήρχε επίσης στο αντιδραστήριο. Αυτό είχε ως αποτέλεσµα τη 

δηµιουργία ενός προϊόντος που αποτελεί υπόστρωµα του ενζύµου λουσιφεράση, η οποία 

περιέχεται στο ίδιο αντιδραστήριο. Από την αντίδραση της λουσιφεράσης παράχθηκε φως, το 

οποίο µετρήθηκε σε λουµινόµετρο.  

 

Β.2.28 Μελέτη της βλάβης του DNA (TUNEL assay - terminal deoxynucleotidyl 

transferase dUTP nick end labeling) 

Τελικό στάδιο της απόπτωσης αποτελεί η θραύση της χρωµατίνης (285). Για να 

ανιχνευτούν τα κύτταρα που έχουν εισέλθει σε αυτό το στάδιο, χρησιµοποιήθηκε µια µέθοδος 

(In situ Apoptosis Detection Kit, Takara) που στηρίζεται στην εισαγωγή σηµασµένων µε 

φθορίζουσα χρωστική dNTPs στα ελεύθερα 3’-ΟΗ άκρα που έχουν προκύψει από τη θραύση 

του DNA στα αποπτωτικά κύτταρα, επιτρέποντας την άµεση παρατήρησή τους σε 

µικροσκόπιο φθορισµού. Αυτό διαµεσολαβείται από το ένζυµο Terminal deoxynucleotidyl 

transferase (ΤdΤ) (Εικόνα 40).  

Έτσι, κύτταρα Huh7 αναπτύχθηκαν σε καλυπτρίδες και επωάστηκαν για 24 ώρες 

παρουσία των διαφόρων µορφών του πεπτιδίου TAT-ETD-FLAG, σε συνθήκες υποξίας. 

Κατόπιν, τα κύτταρα ξεπλύθηκαν µε PBS και µονιµοποιήθηκαν µε 3% φορµαλδεΰδη για 5 

λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια, προστέθηκαν σε κάθε καλυπτρίδα 100 µl 

διαλύµατος που καθιστά διαπερατές τις µεµβράνες (παρέχεται από το κιτ) και έγινε επώαση 

για 5 λεπτά στον πάγο. Το στάδιο αυτό διασφαλίζει την διείσδυση του ενζύµου TdT στα  

κύτταρα. Ακολούθως, σε κάθε καλυπτρίδα προστέθηκαν 50 µl από το µέσο επισήµανσης, 

αποτελούµενο από 5 µl ενζύµου TdT και 45 µl διαλύµατος επισήµανσης (labeling safe 

buffer). Το µέσο επισήµανσης παρασκευάστηκε λίγο πριν τη χρήση και διατηρήθηκε σε πάγο. 

Τα κύτταρα επωάστηκαν µε το µέσο επισήµανσης για 60 λεπτά στους 37οC. Μετά το τέλος 

της επώασης, τα κύτταρα ξεπλύθηκαν µε PBS και σταθεροποιήθηκαν σε αντικειµενοφόρο 
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πλάκα µε Mowiol και DAPI, και παρατηρήθηκαν στο µικροσκόπιο φθορισµού. Τα 

σηµασµένα dNTPs φθορίζουν στα 525 nm. Για κάθε συνθήκη µετρήθηκαν περισσότερα από 

200 κύτταρα. Τα κύτταρα που βρίσκονται στο τελικό στάδιο της απόπτωσης και εµφάνισαν 

φθορισµό µετά την επώαση µε το ένζυµο TdT και τα σηµασµένα dNTPs, εκφράστηκαν ως 

ποσοστό % του συνολικού αριθµού των κυττάρων.  

 

                     
Εικόνα 40: Σχηµατική απεικόνιση της µεθόδου TUNEL, για  την  ανίχνευση  της  θραύσης  του DNA στα  

αποπτωτικά κύτταρα. 

 

B.2.29 Στατιστική ανάλυση  

Η στατιστική επεξεργασία έγινε µε τη χρήση του στατιστικού πακέτου GraphPad Prism 

ver.5.04. Διαφορές ανάµεσα σε δύο ο µάδες ελέγχθηκαν µε το Student’s t-test, έλεγχος 

πολλαπλών οµάδων έγινε µε το ANOVA test. Τα δεδοµένα εκφράζονται ως µέσοι όροι  +/- 

την τυπική απόκλιση (SD) ή το τυπικό σφάλµα (SEM) . Τα στατιστικά σηµαντικά όρια είναι 

***p<0,001, **p<0,001 και * p<0,05. 
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Γ. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

Γ.1 ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΟΥ ΡΟΛΟΥ ΤΗΣ ΔΡΑΣΗΣ ΦΩΣΦΑΤΑΣΩΝ ΣΤΗ ΡΥΘΜΙΣΗ 

ΤΗΣ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑΣ ΤΩΝ HIF-α 

Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή (παράγραφος Α.3.2.3), η  α-υποµονάδα των HIF 

υπόκειται σε διάφορες µετά-µεταφραστικές τροποποιήσεις, µε πιο µελετηµένη τη 

φωσφορυλίωση. Έχουν περιγραφεί τόσο ανασταλτικές, όσο και ενεργοποιητικές 

φωσφορυλιώσεις, που µεταβάλλουν τη σταθερότητα και την ενεργοποίηση των HIF-α. 

Παρόλο που διάφορες κινάσες, µεταξύ των οποίων οι  ERK1/2 και CK1δ, είναι γνωστό ότι 

φωσφορυλιώνουν και ρυθµίζουν τους HIF-α, οι φωσφατάσες που επηρεάζουν τη δράση των 

HIF παραµένουν µέχρι τώρα άγνωστες. Στην παρούσα διατριβή θελήσαµε να διερευνήσουµε 

την ύπαρξη φωσφατασών που ρυθµίζουν τους HIF-α, άµεσα ή έµµεσα, και µεταβάλλουν τη  

µεταγραφική ενεργότητα των HIF σε συνθήκες υποξίας.  

 

Γ.1.1 Ταυτοποίηση φωσφατασών που επηρεάζουν τη δράση των HIF σε ανθρώπινα 

καρκινικά κύτταρα 

Προκειµένου να εντοπιστούν νέοι ρυθµιστές της δράσης των HIF και του µονοπατιού 

της υποξίας, εξετάστηκε η επίδραση της αποσιώπησης ενός ικανοποιητικού αριθµού 

φωσφατασών στη ρύθµιση της δράσης των HIF. Για το σκοπό αυτό πραγµατοποιήθηκε µια 

δοκιµασία διαλογής (screen) φωσφατασών, χρησιµοποιώντας µία βιβλιοθήκη που περιέχει 

τρία διαφορετικά siRNA για όλες τις γνωστές ανθρώπινες φωσφατάσες (Ambion Silencer® 

Select). Δεδοµένου ότι οι  HIF-1α και HIF-2α φωσφορυλιώνονται κυρίως σε κατάλοιπα 

σερίνης ή θρεονίνης, επιλέχθηκαν για τη διαδικασία διαλογής µόνο τα siRNA που 

αποσιωπούν την έκφραση των καταλυτικών υποµονάδων 25 φωσφατασών που ανήκουν στην 

κατηγορία των φωσφατασών σερίνης-θρεονίνης ή διπλής εξειδίκευσης (Πίνακας 7). Έτσι, σε 

κύτταρα HeLa, αποσιωπήθηκαν µεµονωµένα οι  συγκεκριµένες φωσφατάσες, 

χρησιµοποιώντας τα τρία διαφορετικά siRNA για την καθεµία. 
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Πίνακας 7: Ο πίνακας παρουσιάζει τις 25 καταλυτικές υποµονάδες των ανθρώπινων φωσφατασών 

σερίνης/θρεονίνης ή διπλής εξειδίκευσης που εξετάστηκαν στη δοκιµασία διαλογής, για την επίδρασή τους στη 

δράση των HIF σε συνθήκες υποξίας. Η βιβλιοθήκη siRNA Ambion Silencer® Select περιείχε τρία διαφορετικά 

siRNA για την κάθε φωσφατάση.  

      
 

Προκειµένου να µετρηθεί η µεταγραφική ενεργότητα των HIF σε συνθήκες υποξίας, τα 

κύτταρα διαµολύνθηκαν ταυτόχρονα µε το siRNA και τα πλασµίδια αναφοράς που 

εκφράζουν τη λουσιφεράση της πυγολαµπίδας υπό τον έλεγχο ενός υποκινητή που περιέχει 5 

HRE (στοιχείων απόκρισης στην υποξία) και τη Renilla λουσιφεράση (παράγραφος Β.1.3), 

(Εικόνα 41). Έπειτα από επώαση 40 ωρών τα κύτταρα επωάστηκαν 8ώρες σε νορµοξία ή 

υποξία και ακολούθησε ανάλυση τ ων κυτταρικών εκχυλισµάτων και µέτρηση της 

µεταγραφικής ενεργότητας µε δοκιµασία λουσιφεράσης. 
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Εικόνα 41:  Σχηµατική απεικόνιση της δοκιµασίας διαλογής των φωσφατασών που επηρεάζουν τη 

µεταγραφική ενεργότητα των HIF στην υποξία µε πειράµατα αποσιώπησης. Κύτταρα HeLa διαµολύνθηκαν 

µε το siRNA των φωσφατασών του πίνακα 3 σε συνδυασµό µε τα πλασµιδία pGL3-5xHRE-VEGF-Luc και 

pCL-Renilla για 40 ώρες. Στη συνέχεια, τα κύτταρα επωάστηκαν σε συνθήκες υποξίας (1% Ο2) για 8 ώρες και 

µετρήθηκε η δράση της λουσιφεράσης.  

 

Τα αποτελέσµατα της δοκιµασίας διαλογής παρουσιάζονται στον πίνακα 8 και στο 

χρωµατικό χάρτη της ε ικόνας 42. Στον πίνακα φαίνονται οι  τιµές για κάθε siRNA που 

χρησιµοποιήθηκε έναντι των 25 φωσφατασών. Ως 1 χαρακτηρίστηκε η επαγωγή της δράσης 

των HIF από την υποξία µετά από διαµόλυνση µε το κοντρόλ siRNA, που αποτέλεσε και το 

θετικό κοντρόλ του πειράµατος. 

 Διαπιστώθηκε ότι οι φωσφατάσες που µελετήθηκαν επηρεάζουν µε διαφορετικό τρόπο 

τους HIF. Κάποιες επηρέασαν είτε θετικά, είτε αρνητικά τη δράση των HIF στην υποξία, ενώ 

κάποιες άλλες δεν τη µετέβαλαν σηµαντικά.	   Πιο συγκεκριµένα, µε την αποσιώπηση αρκετών 

φωσφατασών, όπως των PPP3CA, PPEF1 και DUSP9, ενισχύθηκε σηµαντικά η µεταγραφική 

ενεργότητα των HIF σε υποξία (Εικόνα 42, κόκκινο χρώµα). Τα δεδοµένα αυτά υπέδειξαν 

πως η απουσία συγκεκριµένων φωσφατασών οδηγεί σε αύξηση της µεταγραφικής 

ενεργότητας των HIF, µέσω άµεσης ή έµµεσης δράσης τους στους ΗΙF-α. 
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Πίνακας 8:  Ο πίνακας παρουσιάζει τα αποτελέσµατα της δοκιµασία διαλογής για τα τρία διαφορετικά siRNA 

της κάθε φωσφατάσης, τους µέσους όρους των τριών πειραµάτων και το log10 των τιµών του µέσου όρου. Σε 

ελάχιστες περιπτώσεις ο µέσος όρος προέκυψε από δύο διαφορετικά πειράµατα siRNA. 

 siRNA -A siRNA - B siRNA - C Μέσος όρος log10 

HYPO CTR 1 1 1 1 0 

DUSP16 0,605  0,664 0,635 -0,197 

DUSP2 0,573 0,701 0,879 0,718 -0,144 

PPM2C 1,190 0,526 0,365 0,694 -0,159 

DUSP6 0,520 0,600 1,358 0,826 -0,083 

DUSP7 0,595 0,671 1,407 0,891 -0,050 

DUSP10 1,044 0,540 0,708 0,764 -0,117 

PPP1CB 0,812 0,378 1,348 0,846 -0,073 

DUSP8 0,264 1,544 1,324 1,044 0,019 

PPP3CB 0,770 0,454 1,413 0,879 -0,056 

PPP1CA 0,755 0,661 1,376 0,931 -0,031 

PDP2 1,129 0,694  0,911 -0,040 

DUSP5 0,939 0,568 1,314 0,940 -0,027 

PPP2CB 1,099 0,873 1,086 1,019 0,008 

PPP4C 0,398 1,894 1,438 1,244 0,095 

PPP1CC 0,760 1,322 1,495 1,192 0,076 

PPP6C 0,860  1,598 1,229 0,090 

PPP3CC 1,294 0,532 1,388 1,072 0,030 

PPP5C 0,753 1,953 0,913 1,206 0,081 

PPP2CA 1,367 0,887  1,127 0,052 

DUSP4 1,095 0,534 2,235 1,288 0,110 

DUSP1 1,416 0,738 1,782 1,312 0,118 

PPEF2 1,132 1,192 1,615 1,313 0,118 

DUSP9 1,250 1,644 1,242 1,379 0,139 

PPEF1 1,583 1,142 1,665 1,463 0,165 

PPP3CA 1,232 0,715 2,483 1,476 0,169 

 

Αντίθετα, η αποσιώπηση κάποιων άλλων φωσφατασών, όπως των DUSP16, DUSP2 και 

PPM2C, προκάλεσε σηµαντική µείωση της µεταγραφικής ενεργότητας των HIF (Εικόνα 42, 

µπλε χρώµα). Συνοψίζοντας, τα αποτελέσµατα της δοκιµασίας αποσιώπησης υπέδειξαν ότι 

υπάρχουν φωσφατάσες που η δράση τους µπορεί να έχει είτε θετική ή  αρνητική επίδραση 

στην ενεργότητα των HIF.  
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Εικόνα 42: Μεταγραφική ενεργότητα των HIF κατά την αποσιώπηση διαφόρων φωσφατασών στην  

υποξία. Χρωµατικός χάρτης που απεικονίζει τα αποτελέσµατα της δοκιµασίας διαλογής, εκφρασµένα ως log10 

του µέσου όρου τριών ανεξάρτητων πειραµάτων. Η κανονικοποίηση έγινε ως προς το θετικό κοντρόλ (κοντρόλ 

siRNA, log10=0 λευκό χρώµα στον χάρτη). Τα κύτταρα σε νορµοξία διαµολυσµένα µε κοντρολ siRNA, 

αποτέλεσαν το αρνητικό κοντρόλ. Με πλαίσιο επισηµαίνονται οι φωσφατάσες που  επιλέχθηκαν για να 

µελετηθεί διεξοδικά η επίδραση τους στη ρύθµιση των HIF (PPP3CA, PPM2C). 

 

Στα πλαίσια της παρούσας µελέτης επιλέχθηκαν για δ ιεξοδικότερη διερεύνηση οι 

καταλυτικές υποµονάδες των δύο φωσφατασών σερίνης/θρεονίνης που εµφάνισαν την 

ισχυρότερη επίδραση στη δραστικότητα των HIF σε συνθήκες υποξίας: η καλσινευρίνη 

(PPP3CA ή CnA), η αποσιώπηση της οποίας προκάλεσε τη µεγαλύτερη παρατηρούµενη 

αύξηση της µεταγραφικής ενεργότητας των HIF, και η  φωσφατάση της αφυδρογονάσης του 

πυροσταφυλικού (PPM2C ή PDP1), η απουσία της οποίας προκάλεσε τη µεγαλύτερη µείωση 

της δράσης των HIF. 
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Γ.1.2 Διερεύνηση του ρόλου της καλσινευρίνης (PPP3CA) στη ρύθµιση των HIF 

 

Γ.1.2.1 Μελέτη της αποσιώπησης της PPP3CA στην ενεργότητα των HIF  

Για την επιβεβαίωση της επίδρασης της αποσιώπησης της φωσφατάσης PPP3CA στην 

ενεργότητα των HIF σε συνθήκες υποξίας, χρησιµοποιήθηκε ένα διαφορετικό siRNA για τη 

συγκεκριµένη φωσφατάση, σε σχέση µε τα siRNA της δοκιµασίας διαλογής. Αρχικά, 

ελέγχθηκε η ειδικότητα του νέου siRNA (Hs-PPP3CA-6, Qiagen) και η ικανότητά του να  

προκαλεί ικανοποιητικό ποσοστό αποσιώπησης της PPP3CA. Για το σκοπό αυτό µετρήθηκαν 

τα επίπεδα mRNA της φωσφατάσης µε ποσοτική RT-PCR, µετά από διαµόλυνση των 

καρκινικών κυττάρων µε κοντρολ siRNA ή µε siRNA έναντι της PPP3CA σε νορµοξία και 

υποξία (Εικόνα 43), καθώς και τα πρωτεϊνικά της επίπεδα µε ανοσοαποτύπωση κατά Western 

και κατάλληλο αντίσωµα ενάντια στην PPP3CA (Εικόνα 44). 

 

                                     
Εικόνα 43: Aποσιώπηση της φωσφατάσης PPP3CA µε το Hs-PPP3CA-6 siRNA. Μέτρηση των επιπέδων 

mRNA της φωσφατάσης PPP3CA µε q-RT-PCR, σε κύτταρα HeLa τα οποία διαµολύνθηκαν µε το siRNA της 

PPP3CA (+) ή µε το κοντρολ siRNA (-) για 40 ώρες και ακολούθως επωάστηκαν για 8 ώρες σε νορµοξία (21% 

Ο2) ή υποξία (1% Ο2). Τα επίπεδα mRNA του 18S χρησιµοποιήθηκαν για την εξοµάλυνση των αποτελεσµάτων 

(-/+ s.d., *: P<0.05, ****: P<0.0001). 

 

Μετά από παροδική διαµόλυνση κυττάρων HeLa µε το siRNA της PPP3CA, 

παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση των επιπέδων mRNA της φωσφατάσης, σε ποσοστό 

περίπου 80%, σε σχέση  µε την εκάστοτε συνθήκη αναφοράς, όπως προέκυψε από τρία 

ανεξάρτητα πειράµατα (Εικόνα 43, στήλη 2 σε σχέση µε στήλη 1 και στήλη 4 σε σχέση µε 

στήλη 3). Επίσης, στα ίδια πειράµατα, δείχθηκε ότι η PPP3CA δεν επάγεται από την υποξία, 

καθώς τα επίπεδα mRNA της δεν παρουσιάζουν σηµαντική διαφορά µεταξύ νορµοξίας 
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(στήλη 1) και υποξίας (στήλη 3) στις συνθήκες ελέγχου, που έχει γίνει επίδραση µε το 

κοντρόλ siRNA. 

 

                
Εικόνα 44: Η αποσιώπηση της PPP3CA δεν επηρεάζει τα πρωτεϊνικά επίπεδα των ενδογενών HIF-1α και 

HIF-2α στην υποξία. Ανοσοαποτύπωση κατά Western σε ολικά εκχυλίσµατα κυττάρων HeLa που 

διαµολύνθηκαν µε το siRNA της PPP3CA (Hs-PPP3CA-6) και επωάστηκαν για 8 ώρες σε νορµοξία (21% Ο2) 

και υποξία (1% Ο 2). (A) Πρωτεϊνικά επίπεδα HIF-1α, HIF-2α, PPP3CA, β -actin µε τη χρήση ειδικών 

αντισωµάτων ενάντια σε αυτές. Ποσοτικοποίηση των επιπέδων έκφρασης των HIF-1α και HIF-2α  από τρία 

ανεξάρτητα πειράµατα ανοσοαποτύπωσης, χρησιµοποιώντας τα επίπεδα της β-actin για την κανονικοποίηση (-

/+ s.e.m., n.s.: µη σηµαντική διαφορά). 

 

Η ικανοποιητική αποσιώπηση της PPP3CA έγινε εµφανής και από τη µείωση των 

πρωτεϊνικών της επιπέδων, µετά την επίδραση µε το siRNA (Εικόνα 44, ανοσοαποτύπωση 

διαδροµές 3 και 4). Παρόλα α υτά, δεν προκάλεσε στατιστικά σηµαντική µεταβολή στα 

πρωτεϊνικά επίπεδα των ενδογενών HIF-1α και HIF-2α σε συνθήκες υποξίας (Εικόνα 44, 

ανοσοαποτύπωση διαδροµή 4 σε σχέση µε διαδροµή 2), σύµφωνα µε την ποσοτικοποίηση 

τριών ανεξάρτητων πειραµάτων ανοσοαποτύπωσης (Εικόνα 44, αντίστοιχα διαγράµµατα).  
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Επιπλέον, πειράµατα ανοσοφθορισµού έδειξαν ότι η αποσιώπηση της PPP3CA δεν 

επηρέασε τον υποκυτταρικό εντοπισµό του ενδογενούς HIF-1α, ο  οποίος παρέµεινε 

πυρηνικός σε συνθήκες υποξίας (Εικόνα 45, εικόνα ι σε σχέση µε εικόνα ζ).  

 

                              
Εικόνα 45: Η αποσιώπηση της PPP3CA δε µεταβάλει  τον  υποκυτταρικό  εντοπισµό  του  ενδογενούς HIF-

1α στην υποξία. Εικόνες µικροσκοπίου µετά από έµµεσο ανοσοφθορισµό, σε κύτταρα HeLa τα οποία 

διαµολύνθηκαν µε το siRNA της PPP3CA ή µε το κοντρολ siRNA για 40 ώρες και επωάστηκαν για 8 ώρες σε 

νορµοξία (21% Ο2) ή υποξία (1% Ο2). Στο πράσινο κανάλι εµφανίζεται ο HIF-1α, ενώ µε DAPI έγινε η χρώση 

των πυρήνων . Η κλίµακα ορίστηκε στα 10 µΜ. 

 

Μετά από ταυτόχρονη διαµόλυνση των κυττάρων HeLa µε το siRNA της PPP3CA και τα 

πλασµίδια που εκφράζουν τη λουσιφεράση της πυγολαµπίδας υπό τον έλεγχο των HIF και τη 

Renilla λουσιφεράση, παρατηρήθηκε ότι η αποσιώπηση της PPP3CA σε συνθήκες υποξίας, 

προκάλεσε στατιστικά σηµαντική αύξηση της µεταγραφικής ενεργότητας των  HIF (Εικόνα 

46, στήλη 4 σε σχέση µε στήλη 2), γεγονός που επιβεβαίωσε τα αποτελέσµατα της 

δοκιµασίας διαλογής (Εικόνα 42).   

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/05/2024 09:11:57 EEST - 3.15.144.247



	   141	  

                                
Εικόνα 46: Η αποσιώπηση της PPP3CA ενισχύει τη µεταγραφική ενεργότητα των HIF στην υποξία. 

Μέτρηση της δράσης λουσιφεράσης σε κύτταρα HeLa που διαµολύνθηκαν ταυτόχρονα µε το siRNA της 

PPP3CA (Hs-PPP3CA-6) ή το κοντρολ siRNA και τα πλασµίδια αναφοράς pGL3-5xHRE-VEGF-Luc και pCL-

Renilla για 40 ώρες και επωάστηκαν για 8 ώρες σε 21% Ο2 ή 1% Ο2. Η δράση λουσιφεράσης παρουσιάζεται ως 

φορές επαγωγής συγκρινόµενη µε την αντίστοιχη νορµοξία (έχει οριστεί ως 1). Οι τιµές του διαγράµµατος 

αντιπροσωπεύουν το µέσο όρο τριών ανεξάρτητων πειραµάτων και σύνολο 9 τιµών (-/+ s.e.m., *: P<0.05, ***: 

P<0.001). 

 

Τα αποτελέσµατα αυτά υποδεικνύουν ότι η PPP3CA µπορεί να ρυθµίζει αρνητικά την 

ενεργοποίηση των HIF, χωρίς ό µως να επηρεάζει τη σταθερότητα και τον υποκυτταρικό 

εντοπισµό του HIF-1α. 

 

Γ.1.2.2 Μελέτη της επίδρασης της υπερέκφρασης των διαφόρων µορφών της PPP3CA, 

στη ρύθµιση των HIF σε συνθήκες υποξίας 

Προκειµένου να επιβεβαιωθεί η αρνητική ρύθµιση του HIF από την PPP3CA, σε 

κύτταρα HeLa υπερεκφράστηκαν δύο µεταλλαγµένες µορφές της φωσφατάσης (Εικόνα 47), 

µια συνεχώς ενεργοποιηµένη µορφή (FLAG-ΔCam wt) και µια καταλυτικά ανενεργή µορφή 

(FLAG-ΔCam H151Q), µαζί µε τα πλασµίδια αναφοράς της λουσιφεράσης.  
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Εικόνα 47: Σχηµατική απεικόνιση της αγρίου τύπου (60 kDa) και των µεταλλαγµένων µορφών (συνεχώς 

ενεργή και καταλυτικά ανενεργή ~55 kDa) της φωσφατάσης PPP3CA. Από τις δύο µεταλλαγµένες µορφές 

της PPP3CA απουσιάζει η περιοχή δέσµευσης της καλµοδουλίνης, ενώ στην καταλυτικά ανενεργή µορφή έχει 

αντικατασταθεί η ιστιδίνη της θέσης 151 µε ασπαραγίνη, καταστρέφοντας ένα δεσµό συναρµογής στο ενεργό 

κέντρο, αναστέλλοντας έτσι, τη δράση φωσφατάσης του ενζύµου.  

 

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 48, η έκφραση της συνεχώς ενεργοποιηµένης µορφής της 

φωσφατάσης (στήλη 2) µείωσε σηµαντικά τη µεταγραφική ενεργότητα των HIF σε συνθήκες 

υποξίας. Αντίθετα, η υπερέκφραση της συνεχώς ανενεργής µορφή της PPP3CA (στήλη 3) δεν 

προκάλεσε στατιστικά σηµαντική µεταβολή στη δράση των HIF.  

 

                                       
Εικόνα 48: Η καταλυτική δράση της PPP3CA απαιτείται για την αναστολή της εξαρτώµενης από τους 

HIF δράσης της  λουσιφεράσης  στην  υποξία . Μέτρηση της δράσης λουσιφεράσης σε κύτταρα HeLa που 

διαµολύνθηκαν είτε µε τον άδειο φορέα pCMV2-FLAG, ή µε τις πλασµιδιακές κατασκευές που εκφράζουν τις 

µεταλλαγµένες µορφές της PPP3CA, και τα πλασµίδια pGL3-5xHRE-VEGF-Luc και pCL-Renilla, και 24 ώρες 

µετά επωάστηκαν για 8 ώρες σε συνθήκες νορµοξίας (21% Ο2) ή υποξίας (1% Ο2). Η δράση λουσιφεράσης για 

κάθε συνθήκη υποξίας έχει κανονικοποιηθεί ως προς την αντίστοιχη νορµοξία, και παρουσιάζεται ως % σχετική 

δράση σε σχέση µε το κοντρόλ της υποξίας (κύτταρα που διαµολύνθηκαν µε τον άδειο πλασµιδιακό φορέα = 
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100%). Οι τιµές του διαγράµµατος παρουσιάζουν το µέσο όρο τεσσάρων ανεξάρτητων πειραµάτων και σύνολο 

12 τιµών (-/+ s.e.m., **: P<0.01, n.s.: µη σηµαντική διαφορά). 

 

Το αποτέλεσµα αυτό υποδηλώνει ότι η καταλυτική δράση της φωσφατάσης ευθύνεται 

για την αναστολή της δράσης των HIF. Επίσης, η παρατηρούµενη µείωση της µεταγραφικής 

ενεργότητας των HIF µετά από υπερέκφραση της συνεχώς ενεργοποιηµένης µορφής της 

PPP3CA, δε φάνηκε να οφείλεται σε αποσταθεροποίηση των HIF-α υποµονάδων. Η 

επίδραση µε τη µορφή αυτή (ΔCam wt) δεν επηρέασε τα πρωτεϊνικά επίπεδα των ενδογενών 

HIF-1α και HIF-2α σε συνθήκες υποξίας, σε σχέση µε τη συνθήκη αναφοράς (Εικόνα 49, 

ανοσοαποτύπωση), όπως προέκυψε µε ποσοτικοποίηση τριών ανεξάρτητων πειραµάτων 

ανοσοαποτύπωσης κατά Western (Εικόνα 49, αντίστοιχα διαγράµµατα). Το ίδιο 

παρατηρήθηκε και για την επίδραση µε την καταλυτικά ανενεργή µορφή της PPP3CA (ΔCam 

HQ). 

 

                            
Εικόνα 49: Η υπερέκφραση των µεταλλαγµένων µορφών της PPP3CA δεν επηρεάζει τα πρωτεϊνικά 

επίπεδα των ενδογενών HIF-1α και HIF-2α στην υποξία. (Α) Ανάλυση κατά Western µε τη χρήση 

κατάλληλων αντισωµάτων για τις υπό  µελέτη πρωτεΐνες, σε ολικά εκχυλίσµατα κυττάρων που  διαµολύνθηκαν  

µε τα πλασµίδια που εκφράζουν τις µεταλλαγµένες µορφές της PPP3CA και επωάστηκαν για 8 ώρες σε υποξία 

(1% Ο 2). Ποσοτικοποίηση των επιπέδων έκφρασης των HIF-1α και HIF-2α  από τρία ανεξάρτητα πειράµατα 

ανοσοαποτύπωσης, χρησιµοποιώντας τα επίπεδα της ιστόνης 3 για την κανονικοποίηση (-/+ s.e.m., n.s.: µη 

σηµαντική διαφορά). 
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Επιπλέον, η επίδραση µε τη συνεχώς ενεργοποιηµένη µορφή της PPP3CA δεν φάνηκε να 

µεταβάλλει τον πυρηνικό εντοπισµό του ενδογενούς HIF-1α σε συνθήκες υποξίας (Εικόνα 

50, εικόνα στ  σε  σχέση  µε εικόνα β). Στις εικόνες της µικροσκοπίας ανοσοφθορισµού, 

παρατηρήθηκε επίσης και η υποκυτταρική κατανοµή των µεταλλαγµένων µορφών της 

PPP3CA, µε τη χρήση αντισώµατος ενάντια στον επίτοπο FLAG (Εικόνα 50, εικόνες ε και ι). 

Οι διάφορες µορφές της φωσφατάσης, εµφανίστηκαν να έχουν κυτταροπλασµατικό 

εντοπισµό, σύµφωνα και µε τη βιβλιογραφία, ο οποίος δε µεταβλήθηκε µεταξύ νορµοξίας και 

υποξίας.  

 

           
Εικόνα 50: Ο πυρηνικός εντοπισµός του ενδογενούς HIF-1α δεν επηρεάζεται από την υπερέκφραση των 

µεταλλαγµένων µορφών της PPP3CA. Εικόνες µικροσκοπίας ανοσοφθορισµού για τον εντοπισµό των  

µεταλλαγµένων µορφών της PPP3CA και του ενδογενούς HIF-1α µε  τη  χρήση  κατάλληλων αντισωµάτων. 

Κύτταρα HeLa που εκφράζουν τη συνεχώς ενεργή ή συνεχώς ανενεργή µορφή της φωσφατάσης, επωάστηκαν 

σε συνθήκες νορµοξίας (21% Ο 2) και υποξίας (1% Ο 2) για 8 ώρες και παρατηρήθηκαν στο µικροσκόπιο 

φθορισµού µε φακό 40x. Με DAPI επισηµαίνονται οι πυρήνες. Η κλίµακα ορίστηκε στα 10 µΜ.  

 

Γ.1.2.3 Μελέτη της επίδρασης της ιονοµυκίνης στη ρύθµιση των HIF 

Στη συνέχεια, µελετήθηκε η επίδραση της πλήρους ενεργοποίησης της ενδογενούς 

PPP3CA, στη µεταγραφική ενεργότητα των HIF σε συνθήκες υποξίας. Όπως αναφέρθηκε και 

στην εισαγωγή (παράγραφος Α.6.1), η δράση της καλσινευρίνης εξαρτάται από τα επίπεδα 

του Ca2+ µέσα στο κύτταρο. Το Ca2+ δεσµεύεται από την καλµοδουλίνη και στη συνέχεια το 

σύµπλοκο CaM-Ca2+ συνδέεται στην PPP3CA. Η δέσµευση αυτή προωθεί την αλλαγή της 

τρισδιάστατης διαµόρφωσης της PPP3CA και την απελευθέρωση της επικράτειας 
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αυτοκαταστολής από το ενεργό της κέντρο, µε αποτέλεσµα η φωσφατάση να καθίσταται 

ενεργή. Συνεπώς, η αύξηση της συγκέντρωσης του Ca2+ στα κύτταρα, οδηγεί σε αύξηση της 

ενεργότητας της PPP3CA, λόγω της αύξησης των µορίων που είναι ικανά να προκαλέσουν 

κατάλυση. Για το σκοπό αυτό, στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκε το ιονοφόρο 

ιονοµυκίνη, το οποίο προκαλεί την αύξηση της ενδοκυττάριας συγκέντρωσης του Ca2+, σαν 

ενεργοποιητής της ενδογενούς µορφής της  PPP3CA.  

Έτσι, σε κύτταρα HeLa, τα οποία είχαν προηγουµένως διαµολυνθεί µε τα πλασµίδια 

αναφοράς της λουσιφεράσης, έγινε προεπώαση των κυττάρων µε ιονοµυκίνη για 1 ώρα πριν 

τα κ ύτταρα υποβληθούν σε υποξία. Όπως φάνηκε, η εξαρτώµενη από την υποξία 

µεταγραφική ενεργότητα µειώθηκε σηµαντικά, κατά περίπου 50%, µετά από επίδραση µε 

ιονοµυκίνη σε σχέση µε τη συνθήκη αναφοράς της υποξίας (Εικόνα 51, στήλη 4 σε σχέση µε 

στήλη 3), γεγονός που συµφωνεί µε τα αποτελέσµατα της υπερέκφρασης της συνεχώς 

ενεργοποιηµένης µορφής της PPP3CA. 

 

                                
Εικόνα 51: Η ενεργοποίηση της ενδογενούς PPP3CA µε  ιονοµυκίνη µειώνει σηµαντικά τη µεταγραφική  

ενεργότητα των HIF στην υποξία. Μέτρηση της δράσης λουσιφεράσης, εκφρασµένη ως φορές επαγωγής σε 

σχέση µε την αντίστοιχη συνθήκη νορµοξίας, σε κύτταρα HeLa που έχουν διαµολυνθεί µε τα πλασµίδια pGL3-

5xHRE-VEGF-Luc και pCL-Renilla. 24 ώρες µετά τη διαµόλυνση, τα κύτταρα επωάστηκαν παρουσία ή 

απουσία 1 µΜ ιονοµυκίνης για 1 ώρα και στη συνέχεια για 8 ώρες σε συνθήκες νορµοξίας (21% Ο2) ή υποξίας 

(1% Ο2). Οι τιµές του διαγράµµατος αντιπροσωπεύουν το µέσο όρο τριών ανεξάρτητων πειραµάτων και σύνολο 

9 τιµών (-/+ s.e.m., **: P<0.01, ***: P<0.001). 

 

Προκειµένου να διαπιστωθεί αν η ιονοµυκίνη επιδρά στους HIF ή είναι αποτέλεσµα της 

έκθεσης των κυττάρων στην υποξία γενικότερα, χρησιµοποιήθηκε η ουσία DMOG, η οποία, 

είναι αναστολέας των προλυλ-υδροξυλασών (PHD) και προκαλεί την σταθεροποίηση τ ων 

HIF σε συνθήκες νορµοξίας. Έτσι, σε κύτταρα HeLa τα οποία είχαν προηγουµένως 
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διαµολυνθεί µε τα πλασµίδια αναφοράς της λουσιφεράσης, έγινε επίδραση µε ιονοµυκίνη και 

DMOG σε συνθήκες νορµοξίας.  

Ενώ όπως ήταν αναµενόµενο η επώαση µόνο µε το DMOG προκάλεσε την αύξηση της 

ενεργότητας των HIF (Εικόνα 52, στήλη 3), όταν παράλληλα µε το DMOG έγινε επίδραση µε 

ιονοµυκίνη, παρατηρήθηκε η δραµατική µείωση της µεταγραφικής ενεργότητας των ΗΙF που 

προκαλείται από το DMOG (Εικόνα 52, στήλη 4 σε σχέση µε στήλη 3). Το γεγονός αυτό 

υποδηλώνει ότι η αναστολή της µεταγραφικής ενεργότητας από την ιονοµυκίνη, οφείλεται 

αποκλειστικά στην επίδραση της τελευταίας στη δράση των HIF κι όχι σε άλλους παράγοντες 

της υποξίας. 

 

                                      
Εικόνα 52: Η ιονοµυκίνη αναστέλλει τη δράση των HIF µετά από σταθεροποίηση τους µε DMOG στη  

νορµοξία. Μέτρηση της δράσης λουσιφεράσης, εκφρασµένη ως φορές επαγωγής σε σχέση µε την αντίστοιχη 

συνθήκη νορµοξίας, σε κύτταρα HeLa που έχουν διαµολυνθεί µε τα πλασµίδια pGL3-5xHRE-VEGF-Luc και 

pCL-Renilla. 24 ώρες µετά τη διαµόλυνση, τα κύτταρα επωάστηκαν παρουσία ή απουσία 1 µΜ ιονοµυκίνης για 

1 ώρα και στη συνέχεια παρουσία ή απουσία 1 mM DMOG για επιπλέον 8 ώρες σε συνθήκες νορµοξίας (21% 

Ο2). Οι τιµές του διαγράµµατος αντιπροσωπεύουν το µέσο όρο  τριών ανεξαρτήτων πειραµάτων και σύνολο 9 

τιµών (-/+ s.e.m., **: P<0.01, ****: P<0.0001). 

 

Παρά τη σηµαντική µείωση της ενεργότητας των HIF, σε καµία από τις δύο περιπτώσεις 

(υποξία ή επίδραση µε DMOG), η ιονοµυκίνη δεν επηρέασε τα πρωτεϊνικά επίπεδα των 

ενδογενών HIF-1α και HIF-2α σε σχέση µε τις συνθήκες αναφοράς (Εικόνα 53, 

ανοσοαποτύπωση διαδροµή 4 σε σχέση µε διαδροµή 3), όπως παρουσιάζεται και στα 

διαγράµµατα που απεικονίζουν την ποσοτικοποίηση τριών ανεξάρτητων πειραµάτων 

ανοσαποτύπωσης κατά Western (Εικόνα 53, αντίστοιχα διαγράµµατα). Επιπλέον, η 

ιονοµυκίνη από µόνη της δεν προκάλεσε τη σταθεροποίηση τους σε συνθήκες νορµοξίας 

(Εικόνα 53, ανοσοαποτύπωση διαδροµή 2 σε σχέση µε διαδροµή 1).   
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Εικόνα 53: Τα  πρωτεϊνικά  επίπεδα  των  ενδογενών HIF-1α και HIF-2α δεν επηρεάζονται από την 

ιονοµυκίνη. (Α) Ανοσοαποτύπωση κατά Western µε τη χρήση αντισωµάτων ενάντια στις υπό µελέτη πρωτεΐνες, 

σε ολικά εκχυλίσµατα κυττάρων HeLa που έχουν κατεργαστεί παρουσία ή  απουσία 1 µΜ  ιονοµυκίνης. Τα  

κύτταρα στη συνέχεια επωάστηκαν στην υποξία (1% Ο 2) ή παρουσία 1 mM DMOG για 8 ώρες, επιπλέον. 

Ποσοτικοποίηση των επιπέδων έκφρασης των HIF-1α ή HIF-2α σε σχέση µε την β-actin, που προέρχονται από 

τρία ανεξάρτητα πειράµατα ανοσοαποτύπωσης (-/+ s.e.m., n.s.: µη σηµαντική διαφορά).  

 

Προκειµένου να µελετηθεί ποια από τις δύο ισοµορφές HIF επηρεάζεται σε επίπεδο 

µεταγραφής γονιδίων-στόχων από την ενεργοποίηση της PPP3CA µε ιονοµυκίνη, 

µετρήθηκαν τα επίπεδα mRNA ειδικών γονιδίων-στόχων της υποξίας µε ποσοτική RT-PCR. 

Συγκεκριµένα εξετάστηκε η µεταγραφή των γονιδίων LOX-1, ειδικού γονιδίου-στόχου του 

HIF-1 και PAI-1, που ελέγχεται αποκλειστικά από τον HIF-2 (208), (10). Η αύξηση των 

επιπέδων των mRNA των δύο γονιδίων που παρατηρείται στην υποξία µειώνεται στατιστικά 

σηµαντικά µετά από επίδραση µε ιονοµυκίνη, µόνο σε συνθήκες υποξίας (Εικόνα 54, στήλη 4 

σε σχέση µε στήλη 3).  
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Εικόνα 54: Η ιονοµυκίνη προκαλεί την αναστολή της µεταγραφής ειδικών γονιδίων-στόχων των HIF-1 

και HIF-2 στην υποξία. Μέτρηση των επιπέδων mRNA ειδικών  γονιδίων-στόχων των HIF-1α (LOX-1) και 

HIF-2α (PAI-1) µε qRT-PCR, σε κύτταρα HeLa, τα  οποία  έχουν  κατεργαστεί  παρουσία ή  απουσία 1 µΜ  

ιονοµυκίνης για 1 ώρα και επωάστηκαν για επιπλέον 8 ώρες σε συνθήκες νορµοξίας (21% Ο 2) ή υποξίας (1% 

Ο2). Σαν εσωτερικό κοντρόλ χρησιµοποιήθηκαν τα επίπεδα mRNA του γονιδίου 18S για  την  κανονικοποίηση  

των αποτελεσµάτων. Τα αποτελέσµατα αντιπροσωπεύουν το µέσο όρο τριών ανεξάρτητων πειραµάτων (-/+ s.d., 

*: P<0.05, ***: P<0.001). 

 

Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι η χηµική επαγωγή της δράσης της PPP3CA από την 

ιονοµυκίνη, ρυθµίζει αρνητικά τη δράση τόσο του HIF-1 όσο και του HIF-2 και αναστέλλει 

την εξαρτώµενη από την υποξία µεταγραφή γονιδίων. 

 

Γ.1.2.4 Η ιονοµυκίνη αναστέλλει τη δράση των HIF µέσω της PPP3CA 

Προκειµένου να επιβεβαιωθεί ότι η επίδραση της ιονοµυκίνης στη ρύθµιση της 

µεταγραφικής ενεργότητας των HIF οφείλεται στην ενεργοποίηση της PPP3CA κι όχι 

κάποιου άλλου µονοπατιού, µελετήθηκε η δράση της σε κύτταρα στα οποία αποσιωπήθηκε η 

PPP3CA καθώς και σε κοντρόλ κύτταρα. Έτσι, σε κύτταρα HeLa τα οποία είχαν διαµολυνθεί 

ταυτόχρονα µε το siRNA της PPP3CA ή µε κοντρόλ siRNA και µε τα πλασµίδια αναφοράς 

της λουσιφεράσης, έγινε επίδραση µε ιονοµυκίνη και κατόπιν επώαση σε συνθήκες υποξίας.  
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Εικόνα 55: Η επίδραση της ιονοµυκίνης στη ρύθµιση των HIF διαµεσολαβείται από την PPP3CA. 

Μέτρηση της δράσης της λουσιφεράσης σε κύτταρα HeLa που συνδιαµολύνθηκαν µε το siRNA της PPP3CA ή 

το κοντρολ siRNA και µε τα πλασµίδια pGL3-5xHRE-VEGF-Luc και pCL-Renilla. 40 ώρες µετά τη 

διαµόλυνση έγινε επίδραση παρουσία ή  απουσία 1 µΜ  ιονοµυκίνης για 1 ώρα και στη συνέχεια τα κύτταρα 

επωάστηκαν για επιπλέον 8 ώρες σε νορµοξία (21% Ο2) ή υποξία (1% Ο2). Η δράση λουσιφεράσης στην υποξία 

έχει κανονικοποιηθεί µε την αντίστοιχη συνθήκη στη νορµοξία και έχει εκφραστεί ως % σχετική δράση σε 

σχέση µε την κοντρόλ συνθήκη της υποξίας (κύτταρα που διαµολύνθηκαν µε το κοντρολ siRNA και δεν έχουν 

κατεργαστεί µε ιονοµυκίνη = 100%). Οι τιµές του διαγράµµατος αντιπροσωπεύουν το µέσο  όρο  τριών  

ανεξάρτητων πειραµάτων (-/+ s.e.m., *: P<0.05, ***: P<0.001, n.s.: µη σηµαντική διαφορά). 

 

Παρατηρήθηκε, ότι η ιονοµυκίνη από µόνη της µειώνει στατιστικά σηµαντικά τη 

µεταγραφική ενεργότητα των HIF κατά περίπου 50% (Εικόνα 55, σύγκριση στήλης 2 µε 

στήλη 1), όπως δείχθηκε και στην παράγραφο Γ.1.2.3. Όταν όµως η έκφραση της PPP3CA 

αποσιωπάται µέσα στα κύτταρα, η επίδραση της ιονοµυκίνης δε γίνεται εµφανής, και η δράση 

των HIF δεν επηρεάζεται σηµαντικά σε σχέση µε την συνθήκη αναφοράς, αλλά και όταν 

µόνο η PPP3CA έχει αποσιωπηθεί (Εικόνα 55, σύγκριση στήλης 2 µε στήλη 4). 

Με βάση  τα παραπάνω επιβεβαιώνεται ότι η επίδραση της ιονοµυκίνης στους HIF 

διαµεσολαβείται από την PPP3CA. 

 

Γ.1.2.5 Επίδραση κυττάρων HeLa µε ιονοµυκίνη µετά από υπερέκφραση της PPP3CA  

Προκειµένου να µελετηθεί σε συνδυασµό η επίδραση της PPP3CA και της ιονοµυκίνης 

στη ρύθµιση του HIF-1, σε κύτταρα ΗeLa υπερεκφράστηκε η πλήρους µεγέθους PPP3CA σε 

σύντηξη µε τον επίτοπο FLAG (FLAG-PPP3CA f.l.) και στη συνέχεια έγινε επίδραση µε 

ιονοµυκίνη και υποξία. Παράλληλα µε την PPP3CA, τα κύτταρα διαµολύνθηκαν µε τα 

πλασµίδια που εκφράζουν τη λουσιφεράση της πυγολαµπίδας, είτε υπό τον έλεγχο των 5 
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HRE που ανήκουν στον υποκινητή του γονιδίου VEGF (Εικόνα 56Α), ή  υπό τον έλεγχο 

ολόκληρου του υποκινητή του γονιδίου της LPIN1 (Εικόνα 56Β), και τη Renilla 

λουσιφεράση. Στην πρώτη περίπτωση δηλαδή, εξετάστηκε η µεταγραφική ενεργότητα που 

οφείλεται και στις δύο ισοµορφές HIF, αφού ο VEGF αποτελεί κοινό γονίδιο-στόχο, ενώ στη 

δεύτερη περίπτωση µετρήθηκε η µεταγραφική ενεργότητα αποκλειστικά του HIF-1, καθώς η 

LPIN1 αποτελεί ειδικό γονίδιο-στόχο του HIF-1 (236).  

Όπως ήταν αναµενόµενο µε βάση τα προηγούµενα πειράµατα, τόσο η υπερέκφραση της 

PPP3CA, όσο και η επίδραση µε ιονοµυκίνη από µόνα τους ανέστειλαν σηµαντικά την 

εξαρτώµενη από τα HRE µεταγραφική ενεργότητα (Εικόνα 56Α), καθώς και την 

ενεργοποίηση του υποκινητή της LPIN1(Εικόνα 56Β, στήλες 2 και 3 σε σχέση µε τη στήλη 

1), σε συνθήκες υποξίας. Η µείωση αυτή έγινε, όµως, ακόµη µεγαλύτερη µετά από το 

συνδυασµό των δύο παραπάνω συνθηκών (Εικόνα 56Α, στήλη 3 και Εικόνα 54Β, στήλη 4). 

                         

           
Εικόνα 56: Η συνδυασµένη επίδραση της υπερέκφρασης της PPP3CA και της ιονοµυκίνης στην 

εξαρτώµενη από τα HRE και την εξαρτώµενη από τον HIF-1 µεταγραφική ενεργότητα στην υποξία. 

Μέτρηση της δράσης της λουσιφεράσης σε κύτταρα HeLa που έχουν διαµολυνθεί µε τον άδειο φορέα pCMV2-

FLAG ή το πλασµίδιο που κωδικοποιεί για την FLAG-PPP3CA f.l., έχουν κατεργαστεί παρουσία ή  απουσία 1 

µΜ ιονοµυκίνης για 1 ώρα και στη συνέχεια επωάστηκαν για επιπλέον 8 ώρες σε νορµοξία (21% Ο2) ή υποξία 

(1% Ο 2). (Α) Ταυτόχρονη  διαµόλυνση µε τα πλασµίδια pGL3-5xHRE-VEGF-Luc και pCL-Renilla. (Β) 

Ταυτόχρονη δ ιαµόλυνση µε τα πλασµίδια pGL3-Lpin1-Luc και pCL-Renilla. Η δράση λουσιφεράσης στην 

υποξία έχει κανονικοποιηθεί µε την αντίστοιχη συνθήκη στη νορµοξία και έχει εκφραστεί ως % σχετική δράση 

σε σχέση µε την κοντρόλ συνθήκη της υποξίας (κύτταρα που  διαµολύνθηκαν µε τον άδειο φορέα pCMV2-

FLAG και δεν έχουν κατεργαστεί µε ιονοµυκίνη = 100%). Οι τιµές του διαγράµµατος αντιπροσωπεύουν το 

µέσο όρο τριών ανεξάρτητων πειραµάτων (-/+ s.e.m., *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001). 
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Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα αυτά, έγινε εµφανές ότι η υπερέκφραση της PPP3CA και 

η ιονοµυκίνη έχουν αθροιστική δράση στη ρύθµιση των HIF. Μάλιστα, η διαφορά του 

συνδυασµού επίδρασης µε PPP3CA και ιονοµυκίνη σε σχέση µε την συνθήκη υπερέκφρασης 

της PPP3CA, βρέθηκε να είναι στατιστικά σηµαντική στην περίπτωση ρύθµισης 

αποκλειστικά του HIF-1 και την ενεργοποίηση του υποκινητή της λιπίνης 1 (Εικόνα 56Β, 

σύγκριση στήλης 4 µε στήλη 3).  

Η συνδυασµένη επίδραση µε PPP3CA και ιονοµυκίνη, σύµφωνα και µε τα προηγούµενα 

αποτελέσµατα, δε φάνηκε να επηρεάζει τα πρωτεϊνικά επίπεδα του ενδογενούς HIF-1α 

(Εικόνα 57), ούτε να µεταβάλλει τον υποκυτταρικό εντοπισµό του (Εικόνα 58, εικόνα στ σε 

σχέση µε εικόνα β),  σε συνθήκες υποξίας.  

 

         
Εικόνα 57: Τα  πρωτεϊνικά  επίπεδα  του  ενδογενούς HIF-1α δεν επηρεάζονται από το συνδυασµό της 

υπερέκφρασης της αγρίου τύπου PPP3CA και της επίδρασης µε ιονοµυκίνη. (Α) Ανάλυση κατά Western µε 

τη χρήση αντισωµάτων ενάντια στις υπό µελέτη πρωτεΐνες, σε ολικά εκχυλίσµατα κυττάρων HeLa που έχουν 

διαµολυνθεί µε τον άδειο φορέα pCMV2-FLAG ή το πλασµίδιο που κωδικοποιεί για την FLAG-PPP3CA f.l., 

έχουν κατεργαστεί παρουσία ή  απουσία 1 µΜ  ιονοµυκίνης για 1 ώρα  και  στη  συνέχεια  επωάστηκαν  για  

επιπλέον 8 ώρες σε υποξία (1% Ο2). Ποσοτικοποίηση των πρωτεϊνικών επιπέδων του HIF-1α σε σχέση µε τα 

επίπεδα της ιστόνης 3, από  τρία  ανεξάρτητα  πειράµατα  ανοσοαποτύπωσης  (-/+ s.e.m., n.s.: µη σηµαντική 

διαφορά). 
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Εικόνα 58: Η συνδυασµένη επίδραση µε υπερέκφραση της PPP3CA και µε ιονοµυκίνη δεν επηρεάζει τον 

υποκυτταρικό εντοπισµό του ενδογενούς HIF-1α στην υποξία. Μικροσκοπία ανοσοφθορισµού σε  κύτταρα 

HeLa που κατεργάστηκαν όπως στην εικόνα 55, µε τη χρήση αντισωµάτων ενάντια στον HIF-1α (κόκκινο 

κανάλι) και τον επίτοπο FLAG για την παρατήρηση της PPP3CA f.l. (πράσινο κανάλι). Το DAPI 

χρησιµοποιήθηκε για την χρώση των πυρήνων των κυττάρων. Η  κλίµακα ορίστηκε στα 10 µΜ. 

 

Γ.1.2.6 Έλεγχος της αλληλεπίδρασης της PPP3CA µε τον HIF-1α σε συνθήκες υποξίας 

Με βάση τα µέχρι τώρα δεδοµένα, έχει δειχθεί ότι η PPP3CA ρυθµίζει αρνητικά τη 

δράση του HIF-1, χωρίς να είναι γνωστό αν αυτό πραγµατοποιείται άµεσα ή έµµεσα. Για να 

διαπιστωθεί εάν ο  HIF-1α αλληλεπιδρά µε την PPP3CA, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα 

ανοσοκατακρήµνισης. Από εκχυλίσµατα κυττάρων HeLa που επωάστηκαν σε υποξία για 8 

ώρες, παρουσία ή απουσία ιονοµυκίνης, έγινε ανοσοκατακρήµνιση µε αντίσωµα ενάντια στον 

HIF-1α. Στη συνέχεια, µε ανοσοαποτύπωση κατά Western ελέγχθηκε αν  η PPP3CA 

ανοσοκατακρηµνίζεται µαζί µε τον HIF-1α (Εικόνα 59).  
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Εικόνα 59: Η PPP3CA δεν αλληλεπιδρά µε τον HIF-1α σε πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης. Τα διαλυτά 

κλάσµατα (inputs) και οι πρωτεΐνες που  ανοσοκατακρηµνίστηκαν µαζί µε τον HIF-1α (IP) από  κύτταρα HeLa 

που έχουν επωαστεί παρουσία ή απουσία 1 µΜ ιονοµυκίνης για 1 ώρα και στη συνέχεια για επιπλέον 8 ώρες σε 

συνθήκες νορµοξίας (21% Ο 2) ή υποξίας (1% Ο 2), αναλύθηκαν µε ανοσοαποτύπωση κατά Western 

χρησιµοποιώντας κατάλληλα αντισώµατα. Στον πίνακα φαίνεται η ποσοτικοποίηση των επιπέδων των HIF-1α 

και ARNT που ανοσοκατακρηµνίστηκαν (δύο ανεξάρτητα πειράµατα).  

 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα, η ενδογενής PPP3CA που υπάρχει στα κυτταρικά 

εκχυλίσµατα (διαδροµές 1-3), δεν ανοσοκατακρηµνίστηκε µαζί µε τον HIF-1α στην υποξία, 

ούτε παρουσία (διαδροµή 6) ούτε απουσία (διαδροµή 5) ιονοµυκίνης (Εικόνα 59). Αυτό 

έδωσε µια πρώτη ένδειξη ότι η PPP3CA δεν αλληλεπιδρά άµεσα µε τον HIF-1α. Παρόλα 

αυτά δε µπορεί να αποκλειστεί µια πιθανή αλληλεπίδραση. Τόσο η φωσφορυλίωση όσο και η 

αποφωσφορυλίωση είναι πολύ γρήγορες αντιδράσεις, και η δηµιουργία σταθερού συµπλόκου 

µεταξύ ενζύµου (κινάσης ή φωσφατάσης) και υποστρώµατος (HIF-1α στην περίπτωση αυτή) 

είναι εξαιρετικά σύντοµη και ίσως µια τέτοια αλληλεπίδραση να µην είναι εύκολα 

ανιχνεύσιµη.  

Επιπλέον, από τα προηγούµενα αποτελέσµατα φάνηκε ότι ο  µηχανισµός µέσω του 

οποίου η PPP3CA αναστέλλει τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1, δεν περιλαµβάνει την 

αποσταθεροποίηση του HIF-1α, ούτε την εξαγωγή του στο κυτταρόπλασµα. Καθώς ο 

ετεροδιµερισµός του HIF-1α µε τον ARNT είναι συνήθης τρόπος ρύθµισης της ενεργότητας 

του HIF-1, ελέγχθηκε αν η PPP3CA επηρεάζει το σχηµατισµό του ενεργού συµπλόκου. 

Σύµφωνα µε τα πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης, η επίδραση µε ιονοµυκίνη, δεν προκάλεσε 

καµία αλλαγή στη δέσµευση του HIF-1α µε τον ARNT (Εικόνα 59, διαδροµή 6 σε σχέση µε 

διαδροµή 5 και πίνακας ποσοτικοποίησης) και άρα η PPP3CA δεν επηρεάζει τον σχηµατισµό 

διµερούς HIF-1.  
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Γ.1.3 Ο ρόλος της φωσφατάσης της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού (PDP1) στη 

ρύθµιση των HIF 

 

Γ.1.3.1 Μελέτη της επίδρασης της αποσιώπησης της PDP1 στη ρύθµιση της δράσης των 

HIF σε συνθήκες υποξίας 

Από τη δοκιµασία διαλογής (παράγραφος Γ.1.1), βρέθηκε ότι η αποσιώπηση της 

έκφρασης της φωσφατάσης της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού (PDP1) µείωσε 

σηµαντικά τη µεταγραφική ενεργότητα των HIF στην υποξία, και µάλιστα αποτέλεσε την 

φωσφατάση σερίνης/θρεονίνης που προκάλεσε την ισχυρότερη αρνητική επίδραση. 

Προκειµένου να επιβεβαιωθεί ότι η αποσιώπηση της PDP1 αναστέλλει τη δράση των HIF, 

χρησιµοποιήθηκε ένα διαφορετικό, από αυτά της βιβλιοθήκης, siRNA για τη φωσφατάση 

(Hs-PPM2C-5). Αρχικά έγινε έλεγχος της ικανότητας αποσιώπησης της  PDP1 από το ειδικό 

αυτό siRNA µετρώντας τα επίπεδα mRNA της PDP1. Πράγµατι, µε επίδραση του Hs-

PPM2C-5 siRNA σε κύτταρα HeLa προκλήθηκε σηµαντική µείωση των επιπέδων mRNA της 

φωσφατάσης PDP1, έως και 80%, τόσο σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου όσο και στην 

υποξία (Εικόνα 60Α, στήλη 2 σε σχέση µε στήλη 1 και στήλη 4 σε σχέση µε στήλη 3), 

δείχνοντας την ειδικότητα του συγκεκριµένου siRNA. Η ανάλυση της µεταγραφής της PDP1 

έδειξε επίσης πως τα  επίπεδα mRNA της δε µεταβλήθηκαν µεταξύ νορµοξίας και υποξίας, 

γεγονός που υποδηλώνει ότι η υποξία δεν επάγει την έκφραση της φωσφατάσης (Εικόνα 60Α, 

στήλη 3 σε σχέση µε στήλη 1). 

 

              
Εικόνα 60: Η αποσιώπηση της PDP1 µειώνει τη µεταγραφική ενεργότητα των HIF σε συνθήκες υποξίας. 

(A) Μέτρηση των επιπέδων mRNA της φωσφατάσης PDP1 µε q-RT-PCR, σε κύτταρα HeLa τα οποία 

διαµολύνθηκαν µε το siRNA της PDP1 (Hs-PPM2C-5) ή  το κοντρόλ siRNA για 40 ώρες και ακολούθως 

επωάστηκαν για 8 ώρες σε νορµοξία (21% Ο 2) ή υποξία (1% Ο 2). Τα επίπεδα mRNA του 18S 
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χρησιµοποιήθηκαν για την εξοµάλυνση των αποτελεσµάτων (-/+ s.d., **: P<0.01, ***: P<0.001). (B) Μέτρηση 

της δράσης λουσιφεράσης σε κύτταρα HeLa που διαµολύνθηκαν ταυτόχρονα µε το siRNA της PDP1 ή το 

κοντρολ siRNA και τα πλασµίδια αναφοράς pGL3-5xHRE-VEGF-Luc και pCL-Renilla για 40 ώρες και στη 

συνέχεια επωάστηκαν για 8 ώρες σε 21% Ο2 ή 1% Ο2. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται σαν φορές επαγωγής 

στην υποξία, συγκρινόµενα µε τις αντίστοιχες τιµές της νορµοξίας. Τα αποτελέσµατα αντιπροσωπεύουν το µέσο 

όρο τριών ανεξάρτητων πειραµάτων και σύνολο 9 τιµών (-/+ s.e.m., *: P<0.05, ***: P<0.001).  

 

Στη συνέχεια, µελετήθηκε η  επίδραση της αποσιώπησης της PDP1 στη µεταγραφική 

ενεργότητα των HIF. Για το σκοπό αυτό, έγινε διαµόλυνση κυττάρων HeLa µε το siRNA της 

PDP1 (Hs-PPM2C-5) ή µε το κοντρόλ siRNA και τα πλασµίδια αναφοράς της λουσιφεράσης, 

σε συνθήκες νορµοξίας και υποξίας. Βρέθηκε ότι η αποσιώπηση της φωσφατάσης µείωσε 

σχεδόν στο µισό την εξαρτώµενη από τα HRE µεταγραφική ενεργότητα, µόνο σε συνθήκες 

υποξίας (Εικόνα 60Β, στήλη 4 σε σχέση µε στήλη 2), συµφωνώντας µε τα αρχικά πειράµατα 

αποσιώπησης (παράγραφος Γ.1.1).  

Στη συνέχεια, ελέγχθηκε αν η αποσιώπηση της PDP1 επηρεάζει την έκφραση ειδικών 

γονιδίων-στόχων των HIF-1 και HIF-2 (10, 208, 243). Παρουσία του siRNA της PDP1 τόσο 

τα επίπεδα mRNA των γονιδίων που ελέγχονται αποκλειστικά από τον HIF-1 (LOX-1 και 

P4HA1, Εικόνα 61Α) όσο και αυτών που ελέγχονται από τον HIF-2 (PAI-1, Εικόνα 61Β) 

µειώθηκαν σηµαντικά στην υποξία, σε σχέση µε το κοντρόλ (στήλες 4 σε σχέση µε στήλες 3).  

Τα παραπάνω δεδοµένα που δείχνουν ότι όταν η PDP1 εκλείπει από τα καρκινικά 

κύτταρα οι HIF-1 και HIF-2 αναστέλλονται, υποδεικνύουν ότι η φωσφατάση PDP1 είναι 

θετικός ρυθµιστής της ενεργότητας των HIF. 
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Εικόνα 61: Η αποσιώπηση της PDP1 προκαλεί την αναστολή της µεταγραφής ειδικών γονιδίων-στόχων 

των HIF-1 και HIF-2 στην υποξία. Μέτρηση των επιπέδων mRNA ειδικών γονιδίων στόχων των HIF-1 (LOX-

1, P4HA1) και HIF-2 (PAI-1) µε qRT-PCR, σε κύτταρα HeLa τα οποία έχουν διαµολυνθεί µε το siRNA της 

PDP1 ή το κοντρόλ siRNA και  επωάστηκαν  για 8 ώρες  σε  συνθήκες  νορµοξίας (21% Ο2) ή υποξίας (1% Ο2). 

Σαν εσωτερικό κοντρόλ χρησιµοποιήθηκαν τα επίπεδα mRNA του γονιδίου 18S για  την  κανονικοποίηση των 

αποτελεσµάτων. Τα αποτελέσµατα αντιπροσωπεύουν το µέσο  όρο  τριών  ανεξάρτητων  πειραµάτων  (-/+ s.d., *: 

P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001). 

 

Γ.1.3.2 Μελέτη της επίδρασης της αποσιώπησης της PDP1 στη σταθερότητα και τον 

εντοπισµό των HIF σε συνθήκες υποξίας 

Προκειµένου να διασαφηνιστεί ο  τρόπος µε τον οποίο η αποσιώπηση της PDP1 

αναστέλλει τη δράση των HIF, ελέγχθηκε η επίδρασή της στην έκφραση και τον 

υποκυτταρικό εντοπισµό των τελευταίων.  

Σε ολικά εκχυλίσµατα κυττάρων HeLa που διαµολύνθηκαν µε το siRNA της PDP1 ή το 

κοντρόλ siRNA, φάνηκε ότι η αποσιώπηση της φωσφατάσης δεν επηρέασε τα πρωτεϊνικά 
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επίπεδα των ενδογενών HIF-1α και HIF-2α  σε συνθήκες υποξίας (Εικόνα 62, διαδροµή 4 σε 

σχέση µε διαδροµή 2 και αντίστοιχα διαγράµµατα).  

 

                                        
Εικόνα 62: Η αποσιώπηση της PDP1 δεν επηρεάζει τα πρωτεϊνικά επίπεδα των ενδογενών HIF-1α και 

HIF-2α στην υποξία. Ανάλυση ολικών εκχυλισµάτων κυττάρων HeLa που διαµολύνθηκαν µε το siRNA της 

PDP1 και επωάστηκαν για 8 ώρες σε νορµοξία (21% Ο2) και υποξία (1% Ο2). Ανοσοαποτύπωση των HIF-1α, 

HIF-2α και β-ακτίνης µε τη χρήση ειδικών αντισωµάτων. Ποσοτικοποίηση των επιπέδων έκφρασης των HIF-1α 

και HIF-2α  από τρία ανεξάρτητα πειράµατα ανοσοαποτύπωσης, χρησιµοποιώντας τα επίπεδα της β-actin για την 

κανονικοποίηση τους (-/+ s.e.m., n.s.: µη σηµαντική διαφορά). 

 

Παράλληλα, σε κύτταρα HeLa που κατεργάστηκαν µε τον ίδιο τρόπο, πειράµατα 

µικροσκοπίας ανοσοφθορισµού έδειξαν ότι ο  πυρηνικός εντοπισµός του ενδογενούς HIF-1α 

δε µεταβλήθηκε παρουσία του siRNA της PDP1, σε σχέση µε τη συνθήκη ελέγχου της 

υποξίας (Εικόνα 63, φωτογραφία ι σε  σχέση µε  φωτογραφία ζ). Σε φυσιολογικές συνθήκες 

οξυγόνου δεν παρατηρήθηκε σταθεροποίηση του HIF-1α µετά από την αποσιώπηση της 

PDP1 (Εικόνα 63, φωτογραφία δ σε σχέση µε φωτογραφία α). Άρα, η ανασταλτική δράση της 

αποσιώπησης της PDP1 στη µεταγραφική ενεργότητα των HIF, είναι ανεξάρτητη της 

σταθερότητας και του υποκυτταρικού εντοπισµού του HIF-1α.  
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Εικόνα 63: Η αποσιώπηση της PDP1 δε µεταβάλει  τον  υποκυτταρικό  εντοπισµό  του  ενδογενούς HIF-1α 

στην υποξία. Μικροσκοπία ανοσοφθορισµού, σε κύτταρα HeLa τα οποία διαµολύνθηκαν µε το siRNA της 

PDP1 ή µε το κοντρολ siRNA για 40 ώρες και επωάστηκαν για επιπλέον 8 ώρες σε νορµοξία (21% Ο2) ή υποξία 

(1% Ο2). Με πράσινο φθορισµό εµφανίζεται ο HIF-1α, ενώ η  χρώση των πυρήνων έγινε µε DAPI. Η κλίµακα 

ορίστηκε στα 10 µΜ. 

 

Γ.1.3.3 Μελέτη της επίδρασης της αποσιώπησης της PDP1 στον ετεροδιµερισµό του 

HIF-1α µε τον ARNT 

Σύµφωνα µε τις παραπάνω παρατηρήσεις, η αποσιώπηση της PDP1 δεν προκάλεσε την 

αποσταθεροποίηση του HIF-1α, ούτε την αλλαγή της υποκυτταρικής κατανοµής του. Έτσι, 

εξετάστηκε αν η απουσία της φωσφατάσης επηρεάζει τη δηµιουργία λειτουργικού 

συµπλόκου του HIF-1α  µε τον ARNT . 

Για να διερευνηθεί η επίδραση της PDP1 στον ετεροδιµερισµό του HIF-1α µε τον 

ARNT, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης του ενδογενούς HIF-1α, από 

εκχυλίσµατα κυττάρων HeLa που έχουν διαµολυνθεί µε το siRNA της PDP1 ή το κοντρόλ 

siRNA. 
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Εικόνα 64: Η αποσιώπηση της PDP1 δεν επηρεάζει την αλληλεπίδραση του HIF-1α µε τον ARNT. 

Ανοσοκατακρήµνιση µε αντίσωµα ενάντια στον HIF-1α (5η, 7η, 8η διαδροµή) ή µε IgG (6η διαδροµή). Τα 

διαλυτά κλάσµατα (inputs) και οι πρωτεΐνες που ανοσοκατακρηµνίστηκαν µαζί µε τον HIF-1α (IP), από κύτταρα 

HeLa που επωάστηκαν παρουσία ή απουσία του siRNA της PDP1 για 8 ώρες σε συνθήκες νορµοξίας (21% Ο2) 

ή υποξίας (1% Ο2), αναλύθηκαν µε ανοσοαποτύπωση κατά Western χρησιµοποιώντας κατάλληλα αντισώµατα.  

 

Παρατηρήθηκε ότι το ποσό του ARNT που ανοσοκατακρηµνίστηκε µε τον HIF-1α δ ε 

µεταβλήθηκε µετά από την αποσιώπηση της PDP1 σε συνθήκες υποξίας (Εικόνα 64, 

διαδροµές 7 και 8). Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι η απουσία της PDP1 δεν επηρεάζει την 

αλληλεπίδραση του HIF-1α µε τον ARNT. 

 

Γ.1.3.4 Διερεύνηση του ρόλου της αποσιώπησης της PDP1 στη λειτουργία του 

συµπλόκου της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού, σε συνθήκες υποξίας 

Όπως α ναφέρθηκε στην εισαγωγή (παράγραφος Α.6.2), ο  µόνος γνωστός ρόλος της 

φωσφατάσης PDP1 είναι η ρύθµιση της λειτουργίας του συµπλόκου της αφυδρογονάσης του 

πυροσταφυλικού (PDC), που αποτελεί κοµβικό σηµείο του µεταβολισµού των κυττάρων. Ο 

HIF-1 ως κύριος ρυθµιστής του επαναπρογραµµατισµού του µεταβολισµού σε συνθήκες 

υποξίας, επηρεάζει επίσης τη λειτουργία του PDC, επάγοντας τη µεταγραφή του γονιδίου της 

κινάσης της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού, PDK1. Εποµένως, η αναστολή της δράσης 

του HIF-1 από την αποσιώπηση της PDP1 αναµένεται να επηρεάζει τη λειτουργία του 

µεταβολισµού. 

Για το σκοπό αυτό µελετήθηκε η επίδραση της αποσιώπησης της PDP1 στη λειτουργία 

του PDC, ελέγχοντας τα επίπεδα φωσφορυλίωσης της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού 

(PDH) σε κύτταρα HeLa τα οποία έχουν διαµολυνθεί µε το siRNA της PDP1 ή το κοντρόλ 

siRNA. Στα ολικά εκχυλίσµατα των κυττάρων παρατηρήθηκε αρχικά ότι στην υποξία 

αυξήθηκαν σηµαντικά τα επίπεδα της φωσφορυλιωµένης PDH, σε σχέση µε τη νορµοξία 

(Εικόνα 65Β, διαδροµή 3 σε σχέση µε διαδροµή 2 και αντίστοιχο διάγραµµα στήλη 3 σε 

σχέση µε στήλη 2), καθώς όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, στην υποξία επάγεται η 
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έκφραση της PDK1, ειδικού γονιδίου-στόχου του HIF-1 (Εικόνα 65Α). Η PDH φυσιολογικά 

φωσφορυλιώνεται από την PDK1 µε αποτέλεσµα την απενεργοποίηση του PDC, προωθώντας 

την αναερόβια γλυκόλυση και την παραγωγή γαλακτικού οξέος. Από την άλλη, η PDP1 

αποφωσφορυλιώνει την PDH, ενεργοποιεί το σύµπλοκο και προωθεί την οξειδωτική 

φωσφορυλίωση. Σύµφωνα µε τα παραπάνω, αναµένεται η αποσιώπηση της PDP1 να οδηγεί 

σε αυξηµένα επίπεδα φωσφορυλίωσης της PDH.  

 

     
Εικόνα 65: Η αποσιώπηση της PDP1 στην υποξία δεν επάγει περαιτέρω τη φωσφορυλίωση της PDH. (Α) 

Μέτρηση των επιπέδων mRNA της PDK1 µε qRT-PCR, σε κύτταρα HeLa τα οποία έχουν διαµολυνθεί µε το 

siRNA της PDP1 ή το κοντρόλ siRNA και επωάστηκαν για 8 ώρες σε συνθήκες νορµοξίας (21% Ο2) ή υποξίας 

(1% Ο 2). Σαν εσωτερικό κοντρόλ χρησιµοποιήθηκαν τα επίπεδα mRNA του γονιδίου 18S για  την  

κανονικοποίηση των αποτελεσµάτων. Τα αποτελέσµατα αντιπροσωπεύουν το  µέσο  όρο  τριών  ανεξάρτητων  

πειραµάτων (-/+ s.d., **: P<0.01, ***: P<0.001). (Β) Ανοσοαποτύπωση κατά Western σε ολικά εκχυλίσµατα 

κυττάρων HeLa που  κατεργάστηκαν όπως στο (A). Τα πρωτεϊνικά επίπεδα των HIF-1α, HIF-2α, PDP1, PDH, 

pPDH, tubulin ανιχνεύθηκαν µε τη χρήση ειδικών αντισωµάτων. Ποσοτικοποίηση των επιπέδων έκφρασης των 

PDP1 και pPDH  από τρία ανεξάρτητα πειράµατα ανοσοαποτύπωσης, χρησιµοποιώντας τα επίπεδα της tubulin 

για την κανονικοποίηση τους (-/+ s.e.m., *: P<0.05, **: P<0.01, n.s.: µη σηµαντική διαφορά). 

 

Παρόλα αυτά, παρατηρήθηκε πως ενώ η αποσιώπηση της PDP1 στη νορµοξία οδήγησε 

σε αυξηµένη φωσφορυλίωση της PDH από την PDK1, όπως αναµενόταν, στην υποξία δεν 
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παρατηρήθηκε περαιτέρω αύξηση των επιπέδων της pPDH σε σχέση µε το κοντρόλ (Εικόνα 

65Β, διαδροµή 4 σε σχέση µε διαδροµή 3 και αντίστοιχο διάγραµµα στήλη 4 σε σχέση µε 

στήλη 3).  

Παράλληλα, µετρήθηκαν τα επίπεδα mRNA του γονιδίου της PDK1 σε κύτταρα HeLa 

που κατεργάστηκαν όπως προηγουµένως. Η παρατηρούµενη αύξηση των επιπέδων mRNA 

της κινάσης PDK1 από την υποξία (Εικόνα 65Α, στήλη 3 σε σχέση µε στήλη 1), 

αναστάλθηκε σηµαντικά µετά από αποσιώπηση της PDP1 (Εικόνα 65Α, στήλη 4 σε σχέση µε 

στήλη 3), γεγονός που µπορεί να εξηγήσει την προηγούµενη παρατήρηση.  

Συνοψίζοντας, η αποσιώπηση της PDP1 προκαλεί την αναστολή της δράση του HIF-1 

οδηγώντας σε µείωση της µεταγραφής του γονιδίου PDK1 σε συνθήκες υποξίας. Έτσι, 

παρόλο που η φωσφατάση PDP1 απουσιάζει από τα κύτταρα σε υποξία, το σύµπλοκο PDC 

δεν ενεργοποιείται περαιτέρω. 

 

Γ.1.3.5 Κλωνοποίηση του γονιδίου της PDP1 στον πλασµιδιακό φορέα pEGFP-N3 

Για να µελετηθεί περαιτέρω η ρύθµιση της δράσης των HIF από την PDP1, ήταν  

απαραίτητη η κλωνοποίηση του γονίδιου της φωσφατάσης σε πλασµιδιακό φορέα έκφρασης 

σε κύτταρα θηλαστικών, ώστε να είναι εφικτή η υπερέκφραση της σε ανθρώπινα καρκινικά 

κύτταρα.  

Το γονίδιο της PDP1 ενισχύθηκε µε PCR (Υλικά και Μέθοδοι, παράγραφος Β.2.1.1), από 

ολικό cDNA κυττάρων HeLa και τη χρήση κατάλληλων εκκινητών (Υλικά και Μέθοδοι, 

παράγραφος Β .1.4). Εφόσον ελέγχθηκε η ορθότητα του προϊόντος της αντίδρασης PCR 

(Εικόνα 66A) στα 1623 ζεύγη βάσεων, αυτό καθαρίστηκε (Εικόνα 66Β) και υποβλήθηκε σε 

κατεργασία µε το ένζυµο περιορισµού BamHI, για το σχηµατισµό κατάλληλων άκρων για 

την κλωνοποίηση του στον πλασµιδιακό φορέα στη θέση πέψης της BamHI (Εικόνα 66Γ).  

Ο πλασµιδιακός φορέας που επιλέχθηκε για την κλωνοποίηση της PDP1 είναι ο pEGFP-

N3, ο  οποίος φέρει την περιοχή κλωνοποίησης του ενθέµατος πριν την αλληλουχία που 

κωδικοποιεί την GFP. Έτσι, η PDP1 εκφράζεται σε σύντηξη µε τον επίτοπο GFP στο 

καρβοξυτελικό της άκρο, προκειµένου να µην παρεµποδίζεται η λειτουργικότητα του 

σήµατος µιτοχονδριακού εντοπισµού που φέρει η φωσφατάση στο αµινοτελικό της άκρο (70 

πρώτα αµινοξέα).  

Ο φορέας pEGFP-N3 υποβλήθηκε και αυτός σε πέψη µε την ενδονουκλεάση BamHI για 

το σχηµατισµό συµπληρωµατικών άκρων µε το cDNA της PDP1 (Εικόνα 66Γ), και 

ακολούθησε αντίδραση λιγάσης για την ένωση των δύο τµηµάτων DNA, φορέα και 

ενθέµατος. 
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Η νέα πλασµιδιακή κατασκευή pEGFP-N3-PDP1 ελέγχθηκε για την ορθότητά της πριν 

τη χρήση της σε πειράµατα διαµόλυνσης των καρκινικών κυττάρων. Για το σκοπό αυτό 

πραγµατοποιήθηκαν πέψεις µε ενδονουκλεάσες περιορισµού, BamHI για τον έλεγχο ύπαρξης 

του ενθέµατος µέσα στον πλασµιδιακό φορέα και EcoRI και AseI για τον έλεγχο του σωστού 

προσανατολισµού του ενθέµατος. Όπως φάνηκε µετά από ανάλυση του DNA σε πηκτή 

αγαρόζης, από τις πέψεις παραλήφθηκαν τµήµατα DNA µε το αναµενόµενο µέγεθος (Εικόνα 

66Δ). Η ορθότητα του πλασµιδίου pEGFP-N3-PDP1 ελέγχθηκε επιπλέον και µε 

αλληλούχιση.  

 

      
Εικόνα 66: Κλωνοποίηση του γονιδίου της PDP1 στον πλασµιδιακό φορέα pEGFP-N3. Ηλεκτροφόρηση σε 

πηκτή αγαρόζης: (Α) του προϊόντος της PCR για την ενίσχυση του γονιδίου της PDP1 από  ολικό cDNA 

κυττάρων HeLa, µε τη χρήση κατάλληλων εκκινητών, (Β) µέρους του προϊόντος της PCR µετά την αποµόνωση 

του από την πηκτή αγαρόζης και τον καθαρισµό του, (Γ) του ενθέµατος (PDP1) και του πλασµιδιακού φορέα 

pEGFP-N3 µετά από πέψη µε την ενδονουκλεάση BamHI για τον σχηµατισµό γραµµικών τµηµάτων DNA µε 

συµπληρωµατικά µεταξύ τους άκρα, (Δ) του πλασµιδιακού DNA pEGFP-N3-PDP1 που προέκυψε µετά την 

αντίδραση λιγάσης, αποµονώθηκε από  βακτηριακούς κλώνους και ελέγχθηκε για την ορθότητά του (στήλη 1: 

άκοπο, στήλη 2: γραµµικό DNA µετά από  πέψη µε το ένζυµο KpnI, στήλη 3: έλεγχος εισαγωγής ενθέµατος 

µέσα στον φορέα µε πέψη µε το ένζυµο BamHI, στήλη 4: έλεγχος του σωστού προσανατολισµού του ενθέµατος 

µε πέψη µε το ένζυµο EcoRI, στήλη 5: έλεγχος του σωστού προσανατολισµού του ενθέµατος µε πέψη µε το 

ένζυµο AseI). 
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Αφού διασφαλίστηκε η ορθότητα της αλληλουχίας του γονιδίου PDP1, ελέγχθηκε η 

έκφραση του προϊόντος PDP1-GFP που εκφράζεται από το νέο πλασµίδιο pEGFP-N3-PDP1. 

Για το σκοπό αυτό, κύτταρα HeLa διαµολύνθηκαν µε τη νέα πλασµιδιακή κατασκευή και 

εξετάστηκε αν  η  PDP1-GFP εντοπίζεται στα µιτοχόνδρια, όπως η ενδογενής φωσφατάση. 

Πειράµατα φθορισµού έδειξαν ότι το σήµα φθορισµού της PDP1-GFP (πράσινο κανάλι) 

συνεντοπίζεται µε το σήµα της φθορίζουσας ουσίας Mito Red που χρησιµοποιήθηκε για τη 

σήµανση των µιτοχονδρίων (κόκκινο κανάλι), όπως µαρτυρά και η συγχώνευση των 

φωτογραφιών από τα δύο χωριστά κανάλια (Εικόνα 67, merge). Άρα η  PDP1-GFP σωστά 

εντοπίζεται στα µιτοχόνδρια, όπου και θα είναι δυνατόν να επιτελεί το ρόλο της στη ρύθµιση 

της λειτουργίας του PDC. 

 

                        
Εικόνα 67: Η χιµαιρική πρωτεΐνη PDP1-GFP εντοπίζεται στα µιτοχόνδρια. Μικροσκοπία φθορισµού σε 

κύτταρα HeLa που διαµολύνθηκαν µε το πλασµίδιο pEGFP-N3-PDP1. Η παρατήρηση του φθορισµού της GFP 

γίνεται στο πράσινο κανάλι και των µιτοχονδρίων µε τη χρήση του Mito Red στο κόκκινο κανάλι. Στην 

τελευταία εικόνα (merge) παρουσιάζεται η συγχώνευση των δύο εικόνων για την εκτίµηση του συνεντοπισµού 

των σηµάτων φθορισµού. Με DAPI επισηµαίνονται οι πυρήνες. Η κλίµακα ορίστηκε στα 10 µΜ. Η ανάλυση 

του συνεντοπισµού της PDP1-GFP µε τα µιτοχόνδρια έγινε από τις εικόνες της µικροσκοπίας φθορισµού. Το 

scatterplot αντιπροσωπεύει την αλληλοεπικάλυψη των pixel του πράσινου καναλιού (PDP1-GFP) και του 

κόκκινου καναλιού (µιτοχόνδρια, Mito Red), των εικόνων που  φαίνονται αριστερά. Το διάγραµµα απεικονίζει 
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το συντελεστή συσχέτισης Pearson και το συντελεστή συνεντοπισµού Manders, όπως µετρήθηκαν από συνολικό 

αριθµό 35 κυττάρων, τριών ανεξαρτήτων πειραµάτων (µέσος όρος -/+ s.e.m.).  

 

Γ.1.3.6 Μελέτη της επίδρασης της υπερέκφρασης της PDP1-GFP στη ρύθµιση των HIF 

και στη λειτουργία του συµπλόκου της  αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού, σε 

συνθήκες υποξίας 

Για τη µελέτη της επίδρασης της υπερέκφρασης της PDP1-GFP στη µεταγραφική 

ενεργότητα των HIF, κύτταρα HeLa διαµολύνθηκαν µε το πλασµίδιο έκφρασης της PDP1-

GFP ή τον άδειο φορέα pEGFP-N3 και τα π λασµίδια αναφοράς της λουσιφεράσης. Η 

µέτρηση της δράσης της λουσιφεράσης έδειξε ότι η υπερέκφραση της φωσφατάσης 

προκάλεσε στατιστικά σηµαντική αύξηση της δράσης των HIF στην υποξία (Εικόνα 68Α). Τo 

αποτέλεσµα αυτό επιβεβαιώνει τα δεδοµένα που προέκυψαν από τη µελέτη της αποσιώπησης 

της PDP1.  

   

 
Εικόνα 68: Η  υπερέκφραση  της PDP1 αυξάνει  τη µεταγραφική  ενεργότητα των  HIF και  δεν  αναστέλλει  

τη φωσφορυλίωση της PDH σε συνθήκες υποξίας. (Α) Μέτρηση της δράσης της λουσιφεράσης σε κύτταρα 

HeLa που έχουν διαµολυνθεί µε τον άδειο φορέα pEGFP-N3 ή το πλασµίδιο που κωδικοποιεί για την PDP1-

GFP και τα πλασµίδια pGL3-5xHRE-VEGF-Luc και pCΙ-Renilla και επωάστηκαν για 8 ώρες σε νορµοξία (21% 
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Ο2) ή υποξία (1% Ο 2). Η δράση λουσιφεράσης στην υποξία έχει κανονικοποιηθεί µε την αντίστοιχη συνθήκη 

στη νορµοξία και έχει εκφραστεί ως % σχετική δράση σε σχέση µε την κοντρόλ συνθήκη της υποξίας (κύτταρα 

που διαµολύνθηκαν µε τον άδειο φορέα = 100%). Οι τιµές του διαγράµµατος αντιπροσωπεύουν το µέσο  όρο  

τριών ανεξάρτητων πειραµάτων. (Β) Ανοσοαποτύπωση κατά Western σε ολικά εκχυλίσµατα κυττάρων HeLa 

που κατεργάστηκαν όπως στο (A). Τα πρωτεϊνικά επίπεδα των HIF-1α, HIF-2α, PDP1, PDH, pPDH, και 

τουµπουλίνης ανιχνεύθηκαν µε τη χρήση ειδικών αντισωµάτων. Ποσοτικοποίηση των επιπέδων έκφρασης των 

HIF-1α, HIF-2α και pPDH  από τρία ανεξάρτητα πειράµατα ανοσοαποτύπωσης, χρησιµοποιώντας τα επίπεδα 

της τουµπουλίνης για την κανονικοποίηση τους (-/+ s.e.m., *: P<0.05, ***: P<0.001). 

 

Παρόλα αυτά, η υπερέκφραση της PDP1-GFP δεν φάνηκε να επηρεάζει τα πρωτεϊνικά 

επίπεδα των ενδογενών HIF-1α και HIF-2α σε συνθήκες υποξίας (Εικόνα 68Β, διαδροµή 4 σε 

σχέση µε διαδροµή 3 και αντίστοιχα διαγράµµατα), σε ολικά εκχυλίσµατα κυττάρων HeLa 

που κατεργάστηκαν όπως προηγουµένως. Στα εκχυλίσµατα ανιχνεύθηκαν τόσο η ενδογενής 

PDP1 στα 50 kDa όσο και η χιµαιρική PDP1-GFP στα 78 kDa (επισηµαίνεται µε βέλος) 

(Εικόνα 68Β), για τον έλεγχο της υπερέκφρασης.  

Παράλληλα, ελέγχθηκαν τα επίπεδα της φωσφορυλιωµένης PDH. Όπως παρατηρήθηκε 

και προηγουµένως (παράγραφος Γ.1.3.4), η φωσφορυλίωση της PDH επάχθηκε 3-4 φορές 

στην υποξία σε σχέση µε τη νορµοξία, ενώ µετά από υπερέκφραση της PDP1-GFP, τα 

επίπεδα της pPDH δε µεταβλήθηκαν ούτε σε νορµοξία ούτε σε υποξία, σε σχέση µε την 

εκάστοτε συνθήκη αναφοράς (Εικόνα 68Β, διαδροµή 4 σε σχέση µε διαδροµή 3 και σύγκριση 

διαδροµής 2 µε τη διαδροµή 1 και αντίστοιχο διάγραµµα). Έτσι, η λειτουργία του PDC δε 

φαίνεται να επηρεάζεται. 

 

Γ.1.3.7 Έλεγχος της αλληλεπίδρασης της PDP1 µε τον HIF-1α σε συνθήκες υποξίας 

Προκειµένου να διαλευκανθεί αν η PDP1 αλληλεπιδρά µε τον HIF-1α και άρα ρυθµίζει 

τη δράση του αποφωσφορυλιώνοντάς τον άµεσα, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα 

ανοσοκατακρήµνισης του ενδογενούς HIF-1α από εκχυλίσµατα κυττάρων HeLa, τα οποία 

διαµολύνθηκαν µε το siRNA της PDP1 ή το κοντρόλ siRNA και επωάστηκαν σε συνθήκες 

υποξίας. Παρατηρήθηκε ότι η PDP1 αποσιωπήθηκε επιτυχώς (Εικόνα 69, διαδροµή 4), και 

ότι δεν κατακρηµνίστηκε µαζί µε τον HIF-1α στις κοντρόλ συνθήκες υποξίας (Εικόνα 69, 

διαδροµή 7), γεγονός το οποίο υποδηλώνει ότι µάλλον η φωσφατάση δεν αλληλεπιδρά µε τον 

HIF-1α και ότι ρυθµίζει τη δράση του µε κάποιον έµµεσο µηχανισµό. Ο ARNT 

κατακρηµνίστηκε από τον HIF-1α, γεγονός που δείχνει την επιτυχία τ ου πειράµατος 

ανοσοκατακρήµνισης. Επίσης, το σύµπλοκο HIF-1α-ARNT δεν επηρεάστηκε από την 

αποσιώπηση της PDP1, όπως παρατηρήθηκε και στην παράγραφο Γ.1.3.3. 
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Εικόνα 69: Η PDP1 δεν αλληλεπιδρά µε τον HIF-1α στην υποξία. Ανοσοκατακρήµνιση χρησιµοποιώντας 

αντίσωµα ενάντια στον HIF-1α (5η, 7η, 8η διαδροµή) ή IgG από ορό  κουνελιού (6η διαδροµή). Τα διαλυτά 

κλάσµατα (inputs) και οι πρωτεΐνες που ανοσοκατακρηµνίστηκαν µαζί µε τον HIF-1α (IP), από κύτταρα HeLa 

που έχουν επωαστεί παρουσία  ή  απουσία  του siRNA της PDP1 και  επωάστηκαν  για 8 ώρες σε συνθήκες 

νορµοξίας (21% Ο 2) και υποξίας (1% Ο 2), αναλύθηκαν µε ανοσοαποτύπωση κατά Western χρησιµοποιώντας 

κατάλληλα αντισώµατα.  
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Γ.2 ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΡΟΛΟΥ ΤΗΣ ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗΣ ΤΟΥ HIF-1α ΑΠΟ ΤΙΣ 

ERK1/2 ΣΤΗΝ ΑΠΟΚΡΙΣΗ ΤΩΝ ΚΑΡΚΙΝΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΣΕ ΣΥΝΘΗΚΕΣ 

ΥΠΟΞΙΑΣ, ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ ΚΥΤΤΑΡΟΔΙΕΙΣΔΥΤΙΚΩΝ ΠΕΠΤΙΔΙΚΩΝ 

ΑΝΑΣΤΟΛΕΩΝ, ΠΡΟΕΡΧΟΜΕΝΩΝ ΑΠΟ ΤΗΝ ΠΕΡΙΟΧΗ ETD (ERK TARGETED 

DOMAIN) ΤΟΥ HIF-1α 

 

Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή (παράγραφος Α.7), ο  HIF-1α έχει βρεθεί να 

υπερεκφράζεται σε διάφορους τύπους καρκίνου και έχει συσχετιστεί µε αυξηµένη 

επιθετικότητα του όγκου, γι’ α υτό αποτελεί ελκυστικό στόχο των στρατηγικών 

αντικαρκινικής θεραπείας. Στο εργαστήριo Βιοχηµείας (Τµήµα Ιατρικής, Πανεπιστήµιο 

Θεσσαλίας) δείχθηκε ότι η φωσφορυλίωση του HIF-1α στα κατάλοιπα Ser641 και Ser643 

από τις ERK1/2 ενεργοποιεί τον HIF-1, καθώς εξυπηρετεί τη συσσώρευση του HIF-1α στον 

πυρήνα (34, 127). Έτσι λοιπόν, τ ο δεύτερο στόχο της παρούσας διατριβής αποτέλεσε η 

διερεύνηση του ρόλου της φωσφορυλίωσης του HIF-1α από τις ERK1/2, στην απόκριση των 

καρκινικών κυττάρων σε συνθήκες έλλειψης οξυγόνου και στην προώθηση της ογκογένεσης. 

Για το σκοπό αυτό, µελετήθηκε η επίδραση της παρεµπόδισης της φωσφορυλίωσης αυτής, 

στη διεκπεραίωση σηµαντικών βιολογικών λειτουργιών των καρκινικών κυττάρων και στην 

επιβίωσή τους στην υποξία. Για την παρεµπόδιση της φωσφορυλίωσης δε χρησιµοποιήθηκαν 

οι γνωστοί αναστολείς του µονοπατιού των MAPK (PD98059 αναστολέα της MEK1, U0126 

αναστολέα των ERK1/2), αλλά κατασκευάστηκαν νέοι πεπτιδικοί αναστολείς, οι  οποίοι 

προέρχονται από δοµικές/λειτουργικές περιοχές του ίδιου του HIF-1α.  

Η δηµιουργία των πεπτιδικών αναστολέων βασίστηκε στο ερώτηµα, αν θα µπορούσε να 

κατασκευαστεί κάποιος ανταγωνιστής της φωσφορυλίωσης του HIF-1α από τις ERK1/2, ο 

οποίος θα ήταν ικανός να στοχεύει τη συγκεκριµένη λειτουργική περιοχή του HIF-1α 

αναστέλλοντας, έτσι, τη δράση του HIF-1 ειδικά. Για το σκοπό αυτό, χρησιµοποιήθηκε η 

µικρή περιοχή ETD (ERK Targeted Domain, 616-658) του HIF-1α, η οποία αποτελεί το 

υπόστρωµα των ERK1/2, καθώς περιλαµβάνει τις θέσεις-στόχους των ERK1/2 και το 

γειτονικό σε αυτές σήµα εξαγωγής από τον πυρήνα (NES). Σε προκαταρκτικά πειράµατα που 

διεξάχθηκαν από την Δρ. Μαρία Κούρτη, διαφορετικές µορφές της περιοχής ETD, οι οποίες 

περιλαµβάνουν εκτός από την αγρίου τύπου µορφή, µια µορφή στην οποία έχουν καταργηθεί 

οι θέσεις φωσφορυλίωσης από τις ERK (ETD SA), µια φωσφοµιµητική µορφή (ETD SE), 

καθώς και τη µορφή στην οποία έχει καταστραφεί το σήµα εξαγωγής από τον πυρήνα (ETD 

IA) (286) (Εικόνα 70), εκφράστηκαν σε καρκινικά κύτταρα σε σύντηξη µε τον επίτοπο 

FLAG. Προέκυψε ότι οι µορφές της περιοχής ETD που φέρουν λειτουργικές θέσεις 
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φωσφορυλίωσης ή µιµούνται τη φωσφορυλίωση, αναστέλλουν έντονα τη µεταγραφική 

ενεργότητα του ενδογενούς HIF-1 σε συνθήκες υποξίας (286). 

Παρόλα αυτά, η  διαδικασία διαµόλυνσης των καρκινικών κυττάρων µε το cDNA που 

κωδικοποιεί τα πεπτίδια ETD, δεν αποτελεί πρακτικό τρόπο και δεν εφαρµόζεται για τη 

χορήγηση φαρµακευτικών ουσιών και πεπτιδίων-ανατολέων στα κύτταρα ενός όγκου, καθώς 

µπορεί να προκαλέσει ανεπιθύµητες παρενέργειες (273). Έτσι, για την αποτελεσµατική 

είσοδο των διαφόρων µορφών της περιοχής ETD στα κύτταρα χρησιµοποιήθηκε η τεχνολογία 

της πρωτεϊνικής µεταγωγής, η οποία είναι πολύ διαδεδοµένη τα τελευταία χρόνια. Όπως 

περιγράφηκε αναλυτικά στην εισαγωγή (παράγραφος Α.9), η τεχνολογία αυτή βασίζεται στην 

ικανότητα κάποιων πρωτεϊνών ιϊκής προέλευσης να διαπερνούν τις κυτταρικές µεµβράνες. Σ’ 

αυτή την κατηγορία ανήκει και η πρωτεΐνη TAT του ιού HIV. Στην παρούσα µελέτη, 

χρησιµοποιήθηκε η περιοχή PTD (Protein Transduction Domain) της πρωτεΐνης ΤΑΤ. 

Πρόκειται για ένα κατιονικής φύσης πεπτίδιο αποτελούµενο από 9 αµινοξέα, πλούσιο σε 

αργινίνες και λυσίνες (RKKRRQRRR). Αυτό το µικρό πεπτίδιο χρησιµοποιείται σε σύντηξη 

µε µεγαλοµόρια, ώστε να διευκολύνει τη διείσδυσή τους στα κύτταρα µέσω ενδοκύττωσης 

και συγκεκριµένα µε µακροπινοκύτωση (277). Για το σκοπό αυτό, ήταν απαραίτητο οι 

διάφορες µορφές του πεπτιδίου ETD (wt, SA, SE, IA) να εκφραστούν σε σύντηξη τόσο µε το 

πεπτίδιο ΤΑΤ, όσο και µε τον επίτοπο FLAG, ο  οποίος θα διευκολύνει την ανίχνευση τους 

µέσα στα κύτταρα. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 70: Oι αµινοξικές αλληλουχίες της αγρίου τύπου και των µεταλλαγµένων µορφών της περιοχής ETD 

(ERK Targeted Domain) του HIF-1α που  χρησιµοποιήθηκαν για την κατασκευή των πεπτιδίων TAT-ETD-

FLAG. Οι θέσεις φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 και το NES επισηµαίνονται µε κίτρινο χρώµα. Το κόκκινο 

χρώµα υποδεικνύει τα αµινοξέων που εισάχθηκαν µε µεταλλαξιγένεση: στην SA µορφή οι 2 σερίνες-στόχοι των 

ERK1/2 (641 και 643) έχουν αντικατασταθεί από αλανίνες, στην ΙΑ µορφή οι 3 ισολευκίνες που απαρτίζουν το 

υδρόφοβο σήµα εξόδου από τον πυρήνα (NES) έχουν αντικατασταθεί από αλανίνες και τέλος στην SE µορφή η 

µια σερίνη 641 έχει µεταλλαχθεί σε γλουταµινικό οξύ, το φορτίο του οποίου µιµείται αυτό της φωσφορικής 

οµάδας (34). 
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Γ.2.1 Κατασκευή και καθαρισµός των διαφόρων µορφών του πεπτιδίου ΤΑΤ-ETD-

FLAG 

 

Γ.2.1.1 Κλωνοποίηση του cDNA των πεπτιδίων TAT-ETD-FLAG στον πλασµιδιακό 

φορέα pGEX-4T1 

Για την ενίσχυση των διαφόρων µορφών του πεπτιδίου ETD, χρησιµοποιήθηκαν σαν 

εκµαγείο τα πλασµίδια που εκφράζουν τις µορφές αυτές του πλήρους µεγέθους HIF-1α σε 

σύντηξη µε τον επίτοπο FLAG (pcDNA 3.1-FLAG-HIF-1α wt/SA/SE/IA) και κατάλληλοι 

εκκινητές (Υλικά και Μέθοδοι, παράγραφος Β.1.4). Στην εικόνα 71 παρουσιάζεται ο έλεγχος 

της ορθότητας του προϊόντος της PCR.   

 

                                        
Εικόνα 71: Ενίσχυση του cDNA των πεπτιδίων TAT-ETD-FLAG µε PCR. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

αγαρόζης του προϊόντος της PCR (αντιπροσωπευτική εικόνα για τη µορφή αγρίου τύπου / wt).  

 

Από την αντίδραση της PCR προέκυψε για κάθε µορφή του πεπτιδίου ένα µοναδικό και 

καθαρό προϊόν, µεγέθους περίπου 200 ζευγών βάσεων. Το προϊόν της PCR στη συνέχεια 

αποµονώθηκε από την πηκτή, καθαρίστηκε και υποβλήθηκε σε πέψη µε το ένζυµο 

περιορισµού BamHI, προκειµένου να σχηµατιστούν τα κατάλληλα ελεύθερα άκρα για την 

κλωνοποίηση του στον πλασµιδιακό φορέα pGEX-4T1, ο οποίος κατεργάστηκε µε τον ίδιο 

τρόπο. Με το προϊόν της αντίδρασης λιγάσης που ακολούθησε, µετασχηµατίστηκαν 

βακτηριακά κύτταρα Top10 E. coli και από επιλεγµένους κλώνους αποµονώθηκε το 

πλασµιδιακό DNA pGEX-4T1-TAT-ETD-FLAG σε καθαρή µορφή.  

Ακολούθησε έλεγχος της ορθότητας των νέων πλασµιδιακών κατασκευών, µε πέψεις µε 

κατάλληλες ενδονουκλεάσες περιορισµού. Για το σκοπό αυτό, έγινε κατεργασία µε τα ένζυµα 

HindIII για γραµµικό τµήµα DNA (5169 ζεύγη βάσεων), Β amΗΙ για την παραλαβή δύο 

τµηµάτων που αντιστοιχούν στον φορέα (4969 ζεύγη βάσεων) και το ένθεµα (200 ζεύγη  

βάσεων) και µε το συνδυασµό των ενζύµων HindIII και EcoRV για τον έλεγχο του σωστού 
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προσανατολισµού του ενθέµατος, από την οποία επίσης προκύπτουν δύο τµήµατα µεγέθους 

3188 και 1981 ζευγών βάσεων.  

Σε κάθε περίπτωση, από τις πέψεις παραλήφθηκαν τµήµατα DNA µε το σωστό µέγεθος. 

Τα στάδια της κλωνοποίησης του cDNA των διαφόρων µορφών του πεπτιδίου TAT-ETD-

FLAG στον πλασµιδιακό φορέα pGEX-4T1 φαίνονται στην εικόνα 72. 

 

       
Εικόνα 72: Κλωνοποίηση του cDNA των  διαφόρων µορφών  του  πεπτιδίου  ΤΑΤ-ETD-FLAG στον 

πλασµιδιακό φορέα pGEX-4T1. Ηλεκτροφόρηση  σε  πηκτή  αγαρόζης: (Α) του  ενθέµατος TAT-ETD-FLAG 

(αντιπροσωπευτική εικόνα από την αγρίου τύπου µορφή) και (Β) του πλασµιδιακού φορέα pGEX-4T1 µετά από 

πέψη µε την ενδονουκλεάση BamHI για τον σχηµατισµό γραµµικών τµηµάτων DNA µε συµπληρωµατικά 

µεταξύ τους άκρα, (Γ) του πλασµιδιακού DNA για τις διάφορες µορφές του πεπτιδίου TAT-ETD-FLAG που 

αποµονώθηκε από βακτηριακούς κλώνους και ελέγχθηκε για την εισαγωγή ενθέµατος µέσα στον φορέα µε πέψη 

µε το ένζυµο BamHI, (Δ) του καθαρού πλασµιδίου pGEX-4T1-TAT-ETD-FLAG µετά από κατεργασία µε τα 

ένζυµα HindIII (διαδροµή 1, για γραµµικό DNA), BamHI (διαδροµή 2, για έλεγχο ενθέµατος) και το συνδυασµό 

των ενζύµων HindIII και EcoRV (διαδροµή 3, για  έλεγχο  του  σωστού  προσανατολισµού  το  ενθέµατος µέσα  

στον πλασµιδιακό φορέα). 

 

Πριν τη χρήση των νέων πλασµιδίων για την υπερέκφραση των διαφόρων µορφών των 

πεπτιδίων ΤΑΤ-ETD-FLAG σε βακτηριακά κύτταρα, το πλασµιδιακό DNA ελέγχθηκε 

περαιτέρω και µε αλληλούχιση, ώστε να διευκρινιστεί ότι δεν έχει εισαχθεί κάποια τυχαία 

µετάλλαξη στην αλληλουχία του DNA κατά τη διάρκεια της διαδικασίας κλωνοποίησης. Τα 
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αποτελέσµατα της αλληλούχισης έδειξαν ότι τα πλασµίδια έκφρασης των πεπτιδίων είναι 

σωστά.  

 

Γ.2.1.2 Καθαρισµός των πεπτιδίων TAT-ETD-FLAG 

Με τ α πλασµίδια pGEX-4T1-TAT-ETD-FLAG, µετασχηµατίστηκαν βακτηριακά 

κύτταρα BL21RIL E. coli και πραγµατοποιήθηκε επαγωγή της έκφρασης των διαφόρων 

µορφών των πεπτιδίων µε IPTG, σε συνθήκες που περιγράφθηκαν αναλυτικά στα Υλικά και 

Μέθοδοι (παράγραφος Β .2.2). Έτσι, οι  διάφορες µορφές της περιοχής ETD του HIF-1α 

εκφράστηκαν σε σύντηξη µε την GST και το πεπτίδιο TAT στο αµινοτελικό τους άκρο, και 

τον επίτοπο FLAG στο καρβοξυτελικό τους άκρο.  

Η αποµόνωση των ανασυνδυασµένων πεπτιδίων GST-TAT-ETD-FLAG από τις 

υπόλοιπες βακτηριακές πρωτεΐνες και ο  καθαρισµός τους, πραγµατοποιήθηκε µε 

χρωµατογραφία αγχιστείας και τη χρήση σφαιριδίων γλουταθειόνης αγαρόζης (Εικόνα 73Α). 

Στη συνέχεια, τα καθηλωµένα στα σφαιρίδια πεπτίδια TAT-ETD-FLAG αποκόπηκαν από την 

GST µε τη χρήση της πρωτεάσης TEV (Εικόνα 73Β), η οποία αναγνωρίζει µια αλληλουχία 

που κωδικοποιείται από τον πλασµιδιακό φορέα pGEX-4T1 και βρίσκεται µεταξύ της GST 

και του πεπτιδίου TAT-ETD-FLAG. Η π ρωτεάση TEV (~28 kDa) διαχωρίστηκε από τα 

πεπτίδια TAT-ETD-FLAG (~7 kDa, Πίνακας 10) µε υπερδιήθηση (Υλικά και Μέθοδοι, 

παράγραφος Β.2.3) . Με SDS-PAGE ανάλυση παρατηρήθηκε η ανάκτηση των πεπτιδίων 

TAT-ETD-FLAG σε καθαρή µορφή (Εικόνα 73Γ). 
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Εικόνα 73: Έκφραση και καθαρισµός των κυτταροδιεισδυτικών TAT-ETD-FLAG πεπτιδίων . (Α) 

Αντιπροσωπευτική απεικόνιση της πρωτεϊνικής έκφρασης των GST-TAT-ETD-FLAG (από  την  wt µορφή). 

BL21RIL E. coli κύτταρα µετασχηµατίστηκαν µε  τα  πλασµίδια  pGEX-4T1-TAT-ETD-FLAG και  επωάστηκαν  

απουσία (-, διαδροµή 1) ή  παρουσία (+, διαδροµή 2) IPTG. Το κυτταρικό εκχύλισµα (διαδροµή 3), το  διαλυτό  

πρωτεϊνικό κλάσµα (διαδροµή 4), το αδιάλυτο κλάσµα πρωτεϊνών (διαδροµή 5) και η έκλουση από τα σφαιρίδια 

γλουταθειόνης αγαρόζης (διαδροµή 7) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση και βάφηκαν µε Coomassie. 

(B) Αντιπροσωπευτική εικόνα των σταδίων αποµόνωσης των πεπτιδίων ΤΑΤ-ETD-FLAG από  το  ολικό  

πρωτεϊνικό εκχύλισµα των βακτηριακών κυττάρων (από την wt µορφή). H GST-TAT-ETD-Flag (wt) πρωτεΐνη 

δεσµεύτηκε σε σφαιρίδια γλουταθειόνης αγαρόζης και επωάστηκε για 16 ώρες µε την πρωτεάση TEV στους 4οC 

(διαδροµή 1). Τα  TAT-ETD-Flag πεπτίδια  (διαδροµή 3) διαχωρίστηκαν  από  την  πρωτεάση  TEV (διαδροµή 2) 

µε υπερδιήθηση (διέλευση από στήλη microcon- 10® centrifugal filter). Δείγµατα από κάθε στάδιο αναλύθηκαν 

µε ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE και  βάφηκαν µε  Coomassie. (Γ) Χρώση µε Coomassie (αριστερά) ή  

ανοσοανίχνευση µε αντίσωµα ενάντια στον επίτοπο FLAG (δεξιά) όλων των µορφών των πεπτιδίων TAT-ETD-

FLAG που  αποµονώθηκαν  όπως  στο  Α  και  Β (σε  κάθε  πεπτιδική µορφή  αντιστοιχούν  δύο  διαδροµές, όπως 

αριθµούνται στο κάτω µέρος της εικόνας, που παρουσιάζουν τα εκλούσµατα που προέκυψαν µετά την επώαση 

µε την TEV και τα πεπτίδια σε καθαρή µορφή απαλλαγµένα από την πρωτεάση).  

 

Μετά την ολοκλήρωση όλων των παραπάνω σταδίων, µετρήθηκε η συγκέντρωση των 

καθαρών πεπτιδίων TAT-ETD-FLAG και υπολογίστηκε η απόδοση της διαδικασίας 

καθαρισµού για τις διάφορες πεπτιδικές µορφές (Πίνακας 9).  
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Πίνακας 9: Η απόδοση του καθαρισµού όλων των µορφών του πεπτιδίου TAT-ETD-FLAG εκφρασµένη σε µg, 

από συνολικό όγκο καλλιέργειας 1,5 λίτρο.  

Όνοµα Απόδοση καθαρισµού (συνολικά µg) 

TAT-ETD wt-FLAG 809,5 

TAT-ETD SA-FLAG 802 

TAT-ETD SE-FLAG 933 

TAT-ETD IA-FLAG 957 

 

 

Γ.2.2 Έλεγχος της ικανότητας διείσδυσης των πεπτιδίων ΤΑΤ-ETD-FLAG σε κύτταρα 

Huh7 και της επίδρασής τους στα πρωτεϊνικά επίπεδα των HIF 

Αρχικά, τα πεπτίδια TAT-ETD-FLAG ελέγχθηκαν για την ικανότητά τους να διεισδύουν 

στα καρκινικά κύτταρα Huh7. Τα πεπτίδια προστέθηκαν στο θρεπτικό µέσο των 

καλλιεργειών σε τελική συγκέντρωση 3 µg/ml (Πίνακας 10).  

 
Πίνακας 10: Οι µορφές  του  πεπτιδίου TAT-ETD-FLAG. Αναγράφεται το µοριακό βάρος (σε Da) και η 

µοριακότητα της κάθε µορφής που αντιστοιχεί στη συγκέντρωση 3 µg/ml η  οποία χρησιµοποιήθηκε στα 

πειράµατα. Η αµινοτελική TAT και η  καρβοξυτελική FLAG αλληλουχία επισηµαίνονται µε έντονα γράµµατα. 

Οι µεταλλάξεις των θέσεων φωσφορυλίωσης από  τις ERK1/2 και  των  υδρόφοβων  αµινοξέων  του NES 

φαίνονται µε υπογράµµιση. 

Όνοµα Αλληλουχία (68 αµινοξέα), pI=10,5 
Μέγεθος 

(Dalton) 

Μοριακότητα 

(nM) 

wt 
GMHMSSGRKKRRQRRRTTTATTDELKTVTKDR 

MEDIKILIASPSPTHIHKETTSATSSPDYKDDDDKL 
7764 387 

SA 
GMHMSSGRKKRRQRRRTTTATTDELKTVTKDR 

MEDIKILIAAPAPTHIHKETTSATSSPDYKDDDDKL 
7732 388 

SE 
GMHMSSGRKKRRQRRRTTTATTDELKTVTKDR 

MEDIKILIAEPSPTHIHKETTSATSSPDYKDDDDKL 
7806 384 

IA 
GMHMSSGRKKRRQRRRTTTATTDELKTVTKDR 

MEDIKAAAASPSPTHIHKETTSATSSPDYKDDDDKL 
7638 393 

 

Μετά από λύση των κυττάρων και ανάλυση των ολικών εκχυλισµάτων µε 

ανοσοαποτύπωση, τόσο σε συνθήκες νορµοξίας όσο και σε υποξία, όλες οι πεπτιδικές µορφές 

ανιχνεύθηκαν µέσα στα κύτταρα ήδη από τις πρώτες 2 ώρες µετά την προσθήκη τους στο 

θρεπτικό µέσο της καλλιέργειας, εµφάνισαν τη µέγιστη ενδοκυττάρια συγκέντρωση στις 4-8 

ώρες, και ανιχνεύθηκαν µικρότερα επίπεδά τους στο εσωτερικό των κυττάρων ακόµη και 
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µετά από 24 ώρες (Εικόνα 74Α). Αυτή η σταδιακή µετάβαση των πεπτιδίων από το θρεπτικό 

µέσο της καλλιέργειας στο εσωτερικό των κυττάρων έγινε εµφανής και µετά από εξέταση της 

παρουσίας τους στο υπερκείµενο της καλλιέργειας. Στις 2 ώρες η συγκέντρωση των 

πεπτιδίων στο υπερκείµενο είναι µεγάλη, στις 4-8 ώρες µειώνεται σ ηµαντικά, καθώς το 

µεγαλύτερο µέρος των µορίων έχουν ήδη εισέλθει στα κύτταρα, ενώ στις 24 ώρες δεν 

ανιχνεύονται πλέον πεπτίδια στο θρεπτικό µέσο (Εικόνα 74Β).  

  
 

                          

                           
Εικόνα 74: Τα πεπτίδια TAT-ETD-FLAG διεισδύουν στα κύτταρα Huh7 και δεν επηρεάζουν τα 

πρωτεϊνικά επίπεδα των ενδογενών HIF-1α και HIF-2α σε συνθήκες υποξίας. 3 µg/ml της κάθε πεπτιδικής 

µορφής προστέθηκαν στο µέσο της καλλιέργειας κυττάρων Huh7, και τα κύτταρα επωάστηκαν σε συνθήκες 

νορµοξίας (21% Ο2) και υποξίας (1% Ο2) για τις χρονικές περιόδους που αναγράφονται. Με ανοσοαποτύπωση 
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κατά Western και τη χρήση αντισωµάτων ενάντια στον HIF-1α, τον HIF-2α, τον επίτοπο FLAG και την ακτίνη, 

αναλύθηκαν (Α) τα ολικά κυτταρικά εκχυλίσµατα, (Β) το  υπερκείµενο  της  καλλιέργειας  των  κυττάρων, 

(ενδεικτικά από τη µορφή TAT-ETD wt-FLAG) και (Γ) τα ολικά κυτταρικά εκχυλίσµατα. 

 

Σε όλα τα χρονικά σηµεία που εξετάστηκαν, σε συνθήκες υποξίας, η επαγωγή του 

ενδογενούς HIF-1α δεν επηρεάστηκε από την διείσδυση των διαφόρων µορφών του πεπτιδίου 

TAT-ETD-FLAG στα κύτταρα (Εικόνα 74Α), καθώς τα πρωτεϊνικά του επίπεδα σε σχέση µε 

την αντίστοιχη συνθήκη ελέγχου δε µεταβλήθηκαν. Το ίδιο παρατηρήθηκε και για τον HIF-

2α, ο οποίος φάνηκε να εκφράζεται κανονικά στα κύτταρα Huh7 σε συνθήκες υποξίας και τα 

πρωτεϊνικά του επίπεδα παρέµειναν ανεπηρέαστα παρουσία των διαφόρων µορφών του 

πεπτιδίου ETD (Εικόνα 74Γ). 

 

Γ.2.3 Μελέτη της υποκυτταρικής κατανοµής των πεπτιδίων ΤΑΤ-ETD-FLAG στο 

εσωτερικό των κυττάρων και της επίδρασής τους στον εντοπισµό του HIF-1α 

Εφόσον τα πεπτίδια TAT-ETD-FLAG είναι ικανά να διεισδύσουν στα κύτταρα, 

ελέγχθηκε ο  εντοπισµός τους στο εσωτερικό των κυττάρων Huh7. Πειράµατα 

ανοσοφθορισµού έδειξαν ότι οι µορφές του πεπτιδίου που µπορούν να φωσφορυλιωθούν (wt 

και IA) ή µιµούνται τη φωσφορυλίωση (SE), εντοπίζονται κατά κύριο λόγο στον πυρήνα, ενώ 

η µορφή στην οποία έχουν µεταλλαχθεί οι  θέσεις φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 (SA) 

εµφανίστηκε κυτταροπλασµατική (Εικόνα 75Α, πράσινο κανάλι).  

Επιπλέον, παρατηρήθηκε ότι οι  πυρηνικές µορφές του πεπτιδίου TAT-ETD-FLAG (wt, 

SE, IA) προκάλεσαν τη µετατόπιση µεγάλου κλάσµατος του ενδογενούς HIF-1α στο 

κυτταρόπλασµα. Αντίθετα, επίδραση µε την κυτταροπλασµατική SA µορφή δε µετέβαλλε τον 

πυρηνικό εντοπισµό του HIF-1α σε συνθήκες υποξίας (Εικόνα 75Α, κόκκινο κανάλι). 

Η µετατόπιση του ενδογενούς HIF-1α από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασµα παρουσία 

των πεπτιδίων TAT-ETD-FLAG (wt, SE, IA), επιβεβαιώθηκε και µε πειράµατα βιοχηµικής 

κλασµάτωσης. Οι πυρηνικές πεπτιδικές µορφές προκάλεσαν τη µείωση της συγκέντρωσης 

του HIF-1α στο πυρηνικό κλάσµα των κυττάρων και την αύξησή του στο 

κυτταροπλασµατικό κλάσµα (Εικόνα 75Β).   
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Εικόνα 75: Η διείσδυση των πεπτιδίων TAT-ETD-FLAG στα κύτταρα Huh7 µεταβάλλει τον 

υποκυτταρικό εντοπισµό του ενδογενούς HIF-1α σε συνθήκες υποξίας. 3 µg/ml της  κάθε µορφής  του 

πεπτιδίου TAT-ETD-Flag προστέθηκαν στο µέσο της καλλιέργειας κυττάρων Huh7, και µετά από 1 ώρα τα 

κύτταρα επωάστηκαν σε συνθήκες ν ορµοξίας (21% Ο 2) και υποξίας (1% Ο 2) για 8 (Α) ή 4 (Β) ώρες. (Α) 

Μικροσκοπία ανοσοφθορισµού  για  την  παρατήρηση  των  κυτταροδιεισδυτικών  πεπτιδίων  ΤΑΤ-ETD-FLAG 

(πράσινο κανάλι) και του HIF-1α (κόκκινο κανάλι), µε τη χρήση κατάλληλων αντισωµάτων ενάντια στον 

επίτοπο FLAG και τον HIF-1α αντίστοιχα. Με DAPI έγινε χρώση των πυρήνων των κυττάρων. Η κλίµακα 

ορίστηκε σε 10 µΜ. (Β) Ανοσοαποτύπωση κατά Western των υποκυτταρικών κλασµάτων (αριστερά), µε τη 

χρήση αντισωµάτων ενάντια στον HIF-1α και τον επίτοπο FLAG. Η ακτίνη και ο ARNT χρησιµοποιήθηκαν ως 

κοντρόλ της διαδικασίας κλασµάτωσης. Η ποσοτική ανάλυση (δεξιά) της ανοσοαποτύπωσης παρουσιάζει το 

ποσοστό των πρωτεϊνικών επιπέδων του HIF-1α σε  κάθε  κλάσµα µετά  από  κατεργασία µε  τα  πεπτίδια  ΤΑΤ-

ETD-FLAG και  αντιπροσωπεύει το µέσο όρο τριών ανεξαρτήτων πειραµάτων (n=9, -/+ s.e.m., *: P<0.05, **: 

P<0.01, σε σύγκριση µε το αντίστοιχο κοντρόλ της νορµοξίας ή της υποξίας) 
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Γ.2.4 Μελέτη της επίδρασης των πεπτιδίων ΤΑΤ-ETD-FLAG στη µεταγραφική 

ενεργότητα του HIF-1 

 Καθώς ο  πυρηνικός εντοπισµός των µεταγραφικών παραγόντων είναι απαραίτητος για 

να εξασκήσουν τη δράση τους, διερευνήθηκε εάν η παρατηρούµενη µεταβολή του 

υποκυτταρικού εντοπισµού του HIF-1α, λόγω της επώασης µε τα κυτταροδιεισδυτικά 

πεπτίδια, επηρέασε τη µεταγραφική του ενεργότητα, σε κύτταρα Huh7 που επωάστηκαν σε 

υποξία. Συγκεκριµένα, από πειράµατα µέτρησης της δράσης της λουσιφεράσης, η επαγωγή 

της οποίας ελέγχεται από 5 HRE, φάνηκε ότι η επίδραση µε τις πυρηνικές µορφές του 

πεπτιδίου TAT-ETD-FLAG (wt, SE, IA) προκάλεσε στατιστικά σηµαντική µείωση στην 

εξαρτώµενη από τα ΗRE µεταγραφική ενεργότητα σε συνθήκες υποξίας, ενώ η 

κυτταροπλασµατική SA µορφή λειτούργησε σαν αρνητικό κοντρόλ και δεν επηρέασε την 

δράση των HIF (Εικόνα 76Α).  

Για να επιβεβαιωθεί η επίδραση των πεπτιδίων TAT-ETD-FLAG στη δράση των HIF, 

µελετήθηκε η µεταγραφή γνωστών γονιδίων-στόχων της υποξίας, σε κύτταρα που έχουν 

επωαστεί παρουσία των πεπτιδίων. Παρατηρήθηκε ότι τόσο τα πρωτεϊνικά επίπεδα όσο και η 

µεταγραφή του γονιδίου VEGF, που αποτελεί κοινό γονίδιο-στόχο των HIF-1 και HIF-2, 

όντως µειώθηκαν µετά από επίδραση µε τα πυρηνικά πεπτίδια (wt, SE, IA, µε τη µορφή 

TAT-ETD IA-FLAG να είναι η πιο δραστική), αλλά όχι από την κυτταροπλασµατική SA 

µορφή (Εικόνα 76Β).  

Προκειµένου να διευκρινιστεί ποια από τις ισοµορφές των HIF επηρεάζεται από τα 

πεπτίδια TAT-ETD-FLAG, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα µέτρησης των επιπέδων mRNA 

ειδικών γονιδίων-στόχων των HIF-1 και HIF-2, µε qRT-PCR. Όπως ήταν αναµενόµενο, τα 

πεπτίδια TAT-ETD-FLAG, δεν προκάλεσαν καµία µεταβολή στα επίπεδα mRNA τ ων 

γονιδίων που ελέγχονται αποκλειστικά από τον HIF-2 (PAI-1 και FSP1), καθώς η 

αλληλουχία της περιοχής ETD δεν είναι συντηρηµένη στον HIF-2α (10, 287) (Εικόνα 76Δ). 

Αντίθετα, οι  πυρηνικές µορφές του πεπτιδίου (wt, SE, IA) ανέστειλαν σηµαντικά τη 

µεταγραφή των ειδικών γονιδίων-στόχων του HIF-1 (P4HA1 και NDRG1) (243, 288). Τόσο 

στην περίπτωση του P4HA1 όσο και του NDRG1, η µορφή TAT-ETD SA-FLAG 

εµφανίστηκε ανενεργή, ενώ η µορφή TAT-ETD ΙA -FLAG ήταν ο  πιο ισχυρός αναστολέας 

της µεταγραφής που ελέγχεται από τον HIF-1 (Εικόνα 76Γ).  
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Εικόνα 76: Οι µορφές των κυτταροδιεισδυτικών πεπτιδίων TAT-ETD-FLAG που εντοπίζονται στον 

πυρήνα (wt, SE, IA) αναστέλλουν την εξαρτώµενη από τον HIF-1, αλλά όχι από τον HIF-2 γονιδιακή  

έκφραση. (Α) Μέτρηση της δράσης λουσιφεράσης σε κύτταρα Huh7 τα οποία είχαν προηγουµένως διαµολυνθεί 

µε τα πλασµίδια pGL3-5xHRE-VEGF-Luc και pCL-Renilla και ακολούθησε επίδραση µε 3 µg/ml της εκάστοτε 

πεπτιδικής µορφής. Τα κύτταρα προ -επωάστηκαν για 1 ώρα  σε  φυσιολογικές  συνθήκες  και  στη  συνέχεια  για  

άλλες 16 ώρες σε συνθήκες νορµοξίας (21% Ο2) και υποξίας (1% Ο2). Οι τιµές αποτελούν το λόγο της δράσης 

της λουσιφεράσης της πυγολαµπίδας προς τη δράση της Renilla λουσιφεράσης και εκφράζονται ως φορές 

επαγωγής της υποξίας σε σχέση µε τη νορµοξία. Αντιπροσωπεύουν το µέσο όρο τριών ανεξάρτητων 

πειραµάτων και σύνολο 9 τιµών. (Β) Μέτρηση των επιπέδων mRNA µε qRT-PCR του κοινού γονιδίου-στόχου 

των HIF VEGF, σε κύτταρα Huh7 που κατεργάστηκαν µε 3 µg/ml της εκάστοτε πεπτιδικής µορφής 1 ώρα πριν 

την επώασή τους για 16 ώρες σε νορµοξία και υποξία, σε ένθεση η  ανίχνευση των πρωτεϊνικών επιπέδων 

έκφρασης µε ανοσοαποτύπωση κατά Western και τη χρήση αντισωµάτων ενάντια στον VEGF και την ακτίνη 

και (Γ-Δ) Μέτρηση των επιπέδων mRNA µε qRT-PCR, γνωστών γονιδίων-στόχων της υποξίας: (Γ) των ειδικών 

γονιδίων-στόχων του HIF-1, P4HA1 και  NDRG1 και (Δ) των  ειδικών  γονιδίων-στόχων του HIF-2, PAI-1 και  
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FSP1, σε κύτταρα Huh7 που κατεργάστηκαν όπως στο (Β). Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως φορές επαγωγής 

της υποξίας σε σχέση µε τη νορµοξία και αντιπροσωπεύουν το µέσο όρο τριών ανεξάρτητων  πειραµάτων  και  

σύνολο 6 τιµών. (-/+ s.e.m., *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, n.s.: µη σηµαντική διαφορά, σε σύγκριση µε 

τη συνθήκη κοντρόλ της υποξίας) 

 

Συνοψίζοντας τα παραπάνω αποτελέσµατα, τα κυτταροδιεισδυτικά πεπτίδια που 

προέρχονται από την περιοχή ETD του HIF-1α και διαθέτουν λειτουργικές θέσεις 

φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 (wt, IA) ή µιµούνται τη φωσφορυλίωση (SE), 

συσσωρεύονται στον πυρήνα, προκαλούν την εξαγωγή του ενδογενούς HIF-1α στο 

κυτταρόπλασµα και αναστέλλουν αποκλειστικά τη δράση του HIF-1 σε συνθήκες υποξίας. 

Αντίθετα, η µορφή στην οποία έχουν καταργηθεί οι θέσεις φωσφορυλίωσης (SA) εντοπίζεται 

στο κυτταρόπλασµα και δεν επηρεάζει τον HIF-1. 

 

Γ.2.5 Μελέτη της επίδρασης των πεπτιδίων ΤΑΤ-ETD-FLAG στo σχηµατισµό 

λιποσταγονιδίων 

Εφόσον, από τα µέχρι τώρα δεδοµένα, αποδείχθηκε ότι τα πεπτίδια TAT-ETD-FLAG 

αποτελούν ειδικούς αναστολείς της δράσης του HIF-1, εξετάστηκε αν αυτή η αναστολή 

επηρεάζει χαρακτηριστικές βιολογικές ιδιότητες των καρκινικών κυττάρων, οι  οποίες 

διαµεσολαβούνται κατά κύριο λόγο από τον HIF-1. Οι ιδιότητες αυτές διασφαλίζουν την 

επιβίωση και τον πολλαπλασιασµό των καρκινικών κυττάρων σε συνθήκες υποξίας, καθώς 

αποτελούν µηχανισµούς απόκρισης στην έλλειψη οξυγόνου. Μεταξύ των µηχανισµών αυτών 

συµπεριλαµβάνονται ο  επαναπρογραµµατισµός του µεταβολισµού, η µετανάστευση, και η 

ανθεκτικότητα στην απόπτωση, η οποία οφείλεται στην απώλεια της λειτουργικότητας των 

µιτοχονδρίων εξαιτίας της έλλειψης του οξυγόνου.  

Προκειµένου να µελετηθεί η επίδραση των πεπτιδίων TAT-ETD-FLAG στη µεταβολική 

προσαρµογή των κυττάρων Huh7 στην υποξία, ελέγχθηκε ο µεταβολισµός των λιπιδίων. Για 

το σκοπό αυτό, ελέγχθηκε η µεταγραφή του γονιδίου της λιπίνης 1, η οποία, σύµφωνα µε 

προηγούµενη µελέτη του εργαστηρίου Βιοχηµείας (122, 236), ενεργοποιείται µεταγραφικά 

από τον HIF-1, και η επαγωγή της στην υποξία παίζει καθοριστικό ρόλο στη σύνθεση των 

τριγλυκεριδίων, τα οποία συσσωρεύονται σε λιποσταγονίδια (236), µια διεργασία πολύ 

σηµαντική για την επιβίωση των καρκινικών κυττάρων στις συνθήκες αυτές. Όπως 

παρατηρήθηκε προηγουµένως για τα άλλα γονίδια-στόχους του HIF-1 (P4HA1 και NDRG1), 

η επαγωγή του γονιδίου LPIN1 αναστάλθηκε µετά από επίδραση των κυττάρων Huh7 µε τις 

δραστικές µορφές του πεπτιδίου TAT-ETD-FLAG (wt, SE, IA), αλλά δεν επηρεάστηκε από 
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το κυτταροπλασµατικό πεπτίδιο TAT-ETD SA-FLAG (Εικόνα 77Α). Αυτό είχε σαν 

αποτέλεσµα να µειωθεί σηµαντικά η συσσώρευση των λιποσταγονιδίων σε συνθήκες υποξίας 

παρουσία των πεπτιδίων αυτών (wt, SE, IA) (στα επίπεδα που παρατηρούνται στη νορµοξία). 

Παρόλα αυτά, καµία πεπτιδική µορφή δεν επηρέασε το σχηµατισµό των λιποσταγονιδίων στη 

νορµοξία  (Εικόνα 77Β, Γ).  

 

        
Εικόνα 77: Τα κυτταροδιεισδυτικά πεπτίδια TAT-ETD-FLAG (wt, SE, IA) που αναστέλλουν τον HIF-1, 

µειώνουν την  επαγωγή  της  λιπίνης 1 και  το  σχηµατισµό  λιποσταγονιδίων στην  υποξία . (Α) Μέτρηση  των  

επιπέδων mRNA του γονιδίου LPIN1 µε qRT-PCR, σε κύτταρα Huh7 που επωάστηκαν για 16 ώρες σε συνθήκες 

νορµοξίας (21% Ο 2) και υποξίας (1% Ο 2), 1 ώρα µετά από τη χορήγηση 3 µg/ml των διαφόρων µορφών του 

πεπτιδίου TAT-ETD-FLAG. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται ως φορές επαγωγής από την υποξία σε σχέση µε 

την αντίστοιχη συνθήκη νορµοξίας, και αποτελούν το µέσο όρο δύο πειραµάτων και σύνολο 6 τιµών. (Β) 

Έµµεσος ανοσοφθορισµός σε κύτταρα Huh7 που κατεργάστηκαν όπως στο (Α) και επωάστηκαν για 24 ώρες σε 

νορµοξία και υποξία. Μικροσκοπική παρατήρηση των διαφόρων πεπτιδικών µορφών µε αντίσωµα ενάντια στον 

επίτοπο FLAG και των λιποσταγονιδίων µετά από χρώση µε Nile Red. Η κλίµακα έχει οριστεί στα 10 µΜ. (Γ) 

Ποσοτική ανάλυση της έντασης φθορισµού του Nile Red σε 50 κύτταρα από τις φωτογραφίες ανοσοφθορισµού 

που παρουσιάζονται στο (Β), και οι οποίες προέρχονται από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. (-/+ s.e.m., *: P<0.05, 

**: P<0.01, n.s.: µη σηµαντική διαφορά, σε σχέση µε το κοντρόλ της υποξίας). 
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Γ.2.6 Μελέτη της επίδρασης των πεπτιδίων ΤΑΤ-ETD-FLAG στη µεταναστευτική 

ικανότητα των καρκινικών κυττάρων Huh7 

Μια άλλη πτυχή της βιολογίας των καρκινικών κυττάρων είναι η ικανότητά τους να 

µεταναστεύουν, ιδιότητα που συνήθως επάγεται σε χαµηλή συγκέντρωση οξυγόνου και 

επιτρέπει τη δηµιουργία νέων µεταστατικών εστιών.  

Όπως δείχθηκε προηγουµένως, τα πυρηνικά πεπτίδια TAT-ETD-FLAG (wt, SE, IA) 

αναστέλλουν τη µεταγραφή του ειδικού γονιδίου-στόχου του HIF-1, P4HA1, σε συνθήκες 

υποξίας. Το γονίδιο αυτό κωδικοποιεί για το ένζυµο προλυλ-υδροξυλάση του κολλαγόνου, το 

οποίο εµπλέκεται στη διαδικασία της µετανάστευσης. Έτσι, ελέγχθηκε η επίδραση των 

πεπτιδίων στη µεταναστευτική ικανότητα των κυττάρων Huh7, εφαρµόζοντας µια δοκιµασία 

επούλωσης τραύµατος σε συνθήκες νορµοξίας και υποξίας, υπό την επίδραση των 

κυτταροδιεισδυτικών πεπτιδίων TAT-ETD-FLAG για 0, 24 και 48 ώρες (Υλικά και Μέθοδοι, 

παράγραφος Β.2.21). Παρατηρήθηκε ότι σε συνθήκες νορµοξίας, κανένα από τα πεπτίδια δεν 

επηρέασε τη µετακίνηση των καρκινικών κυττάρων στην ελεύθερη επιφάνεια (Εικόνα 78Α, Β 

πάνω). Αντίθετα, σε συνθήκες υποξίας, τα δραστικά πεπτίδια (κυρίως οι  µορφές SE και IA) 

µείωσαν σηµαντικά την απόσταση που κάλυψαν τα κύτταρα (Εικόνα 78Α, Β κάτω), 

υποδεικνύοντας µια ισχυρή αρνητική ρύθµιση της µεταναστευτικής ικανότητας των υποξικών 

κυττάρων Huh7, από τις µορφές του πεπτιδίου TAT-ETD-FLAG που αναστέλλουν τον HIF-

1.  

    
Εικόνα 78: Τα δραστικά πεπτίδια TAT-ETD-FLAG (wt, SE, IA) αναστέλλουν τη µεταναστευτική 

ικανότητα των κυττάρων Huh7 στην υποξία. Δοκιµασία επούλωσης τραύµατος σε κύτταρα Huh7, στα οποία 
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έγινε επίδραση µε 3 µg/ml από την εκάστοτε πεπτιδική µορφή, και 1 ώρα µετά επωάστηκαν σε νορµοξία (21% 

Ο2) και υποξία (1% Ο 2) για 0-48 ώρες. (Α) Οι εικόνες παρουσιάζουν τη µετακίνηση των κυττάρων στην 

ελεύθερη περιοχή  στις  χρονικές  στιγµές  που  αναγράφονται  για  τη  συνθήκη  της  νορµοξίας (πάνω) και  της  

υποξίας (κάτω). (Β) Τα διαγράµµατα παρουσιάζουν την % µείωση  της  αρχικής  ελεύθερης  επιφάνειας  στις  

χρονικές στιγµές που φαίνονται. Τα δεδοµένα αποτελούν το µέσο όρο από 10 διαφορετικές µετρήσεις σε δύο 

ανεξάρτητα πειράµατα. (-/+ s.e.m., *: P<0.05)  

 

Γ.2.7 Μελέτη της επίδρασης των πεπτιδίων ΤΑΤ-ETD-FLAG στην ικανότητα των 

καρκινικών κυττάρων Huh7 να σχηµατίζουν αποικίες 

Σηµαντική βιολογική λειτουργία των καρκινικών κυττάρων αποτελεί επίσης η ικανότητά 

τους να σχηµατίζουν αποικίες, ξεκινώντας από ένα µοναδικό κύτταρο. Προκειµένου να 

διερευνηθεί η επίδραση των πεπτιδικών αναστολέων TAT-ETD-FLAG στην ιδιότητα αυτή, 

τα κύτταρα Huh7 υποβλήθηκαν σε µια δοκιµασία κλωνογονικότητας (Υλικά και Μέθοδοι, 

παράγραφος Β.2.22). Ύστερα από την επίδραση µε το φωσφοµιµητικό πεπτίδιο ή µε το 

πεπτίδιο που είναι αποκλειστικά π υρηνικό λόγω του κατεστραµµένου NES (SE, IA), η 

ικανότητα σχηµατισµού αποικιών που επάγεται από την υποξία, αναστάλθηκε σηµαντικά, 

καθώς ο  αριθµός και το µέγεθος των αποικιών που σχηµατίστηκαν, ήταν µειωµένα (σχεδόν 

στα επίπεδα που παρατηρούνται στη νορµοξία) σε σχέση µε τις συνθήκες απουσίας πεπτιδίου 

ή παρουσίας του κυτταροπλασµατικού πεπτιδίου TAT-ETD SA-FLAG. Η µορφή TAT-ETD 

IA-FLAG εµφάνισε την πιο ισχυρή και στατιστικά σηµαντική επίδραση στην ικανότητα 

σχηµατισµού αποικών των κυττάρων Huh7.  
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Εικόνα 79: Η επίδραση µε τα δραστικά κυτταροδιεισδυτικά πεπτίδια TAT-ETD-FLAG (SE, IA) 

αναστέλλει την ικανότητα των κυττάρων Huh7 να σχηµατίζουν αποικίες στην υποξία. Αντιπροσωπευτικές 

εικόνες (πάνω) τ ων αποικιών που σχηµατίστηκαν από κύτταρα Huh7 τα οποία επωάστηκαν για 96 ώρες σε 

συνθήκες νορµοξίας (21% Ο2) και υποξίας (1% Ο2), παρουσία 3 µg/ml από την εκάστοτε µορφή του πεπτιδίου 

TAT-ETD-FLAG. Το διάγραµµα (κάτω) δείχνει των αριθµό των αποικιών που σχηµατίστηκαν σε κάθε συνθήκη 

και µετρήθηκαν µε το λογισµικό ImageJ στις φωτογραφίες  που  προέκυψαν  από  5 ανεξάρτητα  πειράµατα. (-/+ 

s.e.m., *: P<0.05, **: P<0.01) 

 

Γ.2.8 Μελέτη της επίδρασης των πεπτιδίων ΤΑΤ-ETD-FLAG στον πολλαπλασιασµό και 

το θάνατο των καρκινικών κυττάρων Huh7 

Στη συνέχεια, εξετάστηκε ο τρόπος µε τον οποίο η αναστολή των παραπάνω βιολογικών 

λειτουργιών, επηρεάζει την επιβίωση και τον πολλαπλασιασµό των καρκινικών κυττάρων σε 

συνθήκες υποξίας. Η απώλεια της ικανότητας των κυττάρων Huh7 να διαιρούνται και να 

σχηµατίζουν αποικίες, µετά από επίδραση µε τους πεπτιδικούς αναστολείς TAT-ETD 

wt/SE/IA-FLAG, υπέδειξε ότι ίσως επηρεάζεται ο  πολλαπλασιασµός τους, εξαιτίας του 

χαµηλού ρυθµού του κυτταρικού κύκλου.  

Πράγµατι, διαπιστώθηκε ό τι οι  µορφές του πεπτιδίου TAT-ETD-FLAG που 

αναστέλλουν τον HIF-1, εκτός της ΤΑΤ-ΕΤD SA-FLAG µορφής, προκάλεσαν τη µείωση του 

αριθµού των κυττάρων, αποκλειστικά σε συνθήκες υποξίας σε σχέση µε τη συνθήκη 

αναφοράς. Αντίθετα, στη νορµοξία που ο  HIF-1 εκλείπει, καµία µορφή των 
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κυτταροδιεισδυτικών πεπτιδίων δεν επηρέασε τον πολλαπλασιασµό των καρκινικών 

κυττάρων (Εικόνα 80Α).  

 

             
Εικόνα 80: Τα κυτταροδιεισδυτικά πεπτίδια TAT-ETD-FLAG (wt, SE, IA) που αναστέλλουν τη δράση 

του HIF-1 µειώνουν τον πολλαπλασιασµό και επάγουν τον θάνατο των κυττάρων Huh7 στην υποξία. 

Μέτρηση του αριθµού των ζωντανών κυττάρων εκφρασµένη σε οπτική απορρόφηση (Α) και του θανάτου σε 

ποσοστό % (Β) των κυττάρων Huh7 που έχουν κατεργαστεί µε 3 µg/ml από την εκάστοτε πεπτιδική µορφή και 

επωάστηκαν σε συνθήκες νορµοξίας (21% Ο 2) και υποξία (1% Ο 2) από 0-72 ώρες. Τα αποτελέσµατα 

αντιπροσωπεύουν το µέσο όρο τριών ανεξάρτητων πειραµάτων και σύνολο 9 τιµών. (-/+ s.e.m., ***: P<0.001) 

 

Ο µειωµένος αυτός αριθµός κυττάρων, φάνηκε να οφείλεται σε σηµαντική αύξηση του 

κυτταρικού θανάτου, µετά από κατεργασία µε τις δραστικές µορφές TAT-ETD wt/SE/IA-

FLAG, αλλά όχι µε την SA µορφή, µόνο στην υποξία (Εικόνα 80Β). Η αύξηση του 

κυτταρικού θανάτου στην υποξία πιθανόν να οφείλεται στην αναστολή των βιολογικών 

λειτουργιών που εξετάστηκαν προηγουµένως, όπως η µείωση της µεταβολικής προσαρµογής 

που είναι απαραίτητη για την επιβίωση των κυττάρων στις συνθήκες µειωµένης 

διαθεσιµότητας οξυγόνου.  
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Γ.2.9 Έλεγχος της επίδρασης των πεπτιδίων ΤΑΤ-ETD-FLAG στην ενεργοποίηση της 

απόπτωσης 

Προκειµένου να διαλευκανθεί ο µοριακός µηχανισµός που διαµεσολαβεί το θάνατο των 

καρκινικών κυττάρων σε συνθήκες υποξίας που επάγεται από τα πεπτίδια TAT-ETD-FLAG, 

ελέγχθηκε το µονοπάτι της απόπτωσης στα διάφορα στάδια και βιοχηµικά χαρακτηριστικά 

του (Υλικά και Μέθοδοι, παράγραφοι Β .2.25, Β .2.26, Β.2.27). Το πρώτο και πιο πρώιµο 

στάδιο περιλαµβάνει την απώλεια της φωσφολιπιδικής ασυµµετρίας.	   Για να µελετηθεί η  

µετακίνηση της φωσφατιδυλοσερίνης στην εξωτερική επιφάνεια της κ υτταροπλασµατικής 

µεµβράνης, εφαρµόστηκε µια µέθοδος που χρησιµοποιεί την Αννεξίνη 5, η οποία 

αλληλεπιδρά ισχυρά και ειδικά µε τα κατάλοιπα φωσφατιδυλοσερίνης που εκτίθενται προς 

τον εξωκυττάριο χώρο στα αποπτωτικά κύτταρα. Παρατηρήθηκε ότι κύτταρα Huh7 που 

επωάστηκαν σε υποξία παρουσία των δραστικών πεπτιδίων TAT-ETD-FLAG (wt, SE, IA) 

εµφάνισαν αυξηµένη αναδιοργάνωση της κυτταροπλασµατικής τους µεµβράνης. Η επίδραση 

µε τις πεπτιδικές αυτές µορφές, προκάλεσε την ενεργοποίηση του µονοπατιού της απόπτωσης 

σε µεγαλύτερο αριθµό κυττάρων, σε σχέση µε την συνθήκη αναφοράς ή την επίδραση µε το 

πεπτίδιο TAT-ETD SA-FLAG (Εικόνα 81Α).  

Ελέγχοντας για περισσότερους δείκτες κυτταρικής απόπτωσης, διερευνήθηκε η 

ενεργοποίηση της εκτελεστικής κασπάσης 3, µε τη χρήση κατάλληλου αντισώµατος ενάντια 

στην ενεργοποιηµένη µορφή της. Στα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα των κυττάρων Huh7 που 

επωάστηκαν σε συνθήκες υποξίας παρουσία των πεπτιδίων που αναστέλλουν τον HIF-1, 

ανιχνεύθηκε η ενεργοποιηµένη µορφή της κασπάσης 3, γεγονός που υποδηλώνει ότι τα 

κύτταρα βρίσκονται σε προχωρηµένο στάδιο της απόπτωσης. Αντίθετα, σε κύτταρα που 

επωάστηκαν µε την  TAT-ETD SA-FLAG µορφή στην υποξία ή σε συνθήκες νορµοξίας 

κανένα από τα κυτταροδιεισδυτικά πεπτίδια δεν προκάλεσε τη επαγωγή της απόπτωσης στα 

καρκινικά κύτταρα Huh7 (Εικόνα 81Β). Επίσης, παρατηρήθηκε ότι καµία πεπτιδική µορφή 

δεν επηρέασε τα επίπεδα των φωσφορυλιωµένων ERK1/2 σε νορµοξία ή υποξία, γεγονός που 

υποστηρίζει τη δράση των πεπτιδίων TAT-ETD-FLAG ως ειδικών αναστολέων του HIF-1α 

και όχι παρεµποδίζοντας την ενεργοποίηση των ERK1/2.   

Τελικό στάδιο της απόπτωσης αποτελεί η θραύση του DNA, η οποία εξετάστηκε µε τη  

µέθοδο TUNEL, που στηρίζεται στην εισαγωγή σηµασµένων dNTPs στα ελεύθερα 3’-ΟΗ 

άκρα που έχουν σχηµατιστεί από τη θραύση του DNA στα αποπτωτικά κύτταρα.	  

Παρατηρήθηκε, ότι ο αριθµός των κυττάρων Huh7 που βρίσκονται σε αυτό το προχωρηµένο 

στάδιο της απόπτωσης είναι αυξηµένος, µετά από επίδραση µε τις δραστικές µορφές TAT-
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ETD wt/SE/IA-FLAG αποκλειστικά σε συνθήκες υποξίας, ενώ η µορφή SA λειτούργησε πάλι 

σαν αρνητικό κοντρόλ (Εικόνα 81Γ).  
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Εικόνα 81: Τα κυτταροδιεισδυτικά πεπτίδια TAT-ETD-FLAG (wt, SE, IA) που δρουν ως ειδικοί 

αναστολείς του HIF-1 επάγουν την ενεργοποίηση του µονοπατιού της απόπτωσης σε συνθήκες υποξίας. 

(Α) Αριστερά: Μικροσκοπία φθορισµού για την  Annexin V (κόκκινο  κανάλι), σε  κύτταρα Huh7 που 

επωάστηκαν σε υποξία (1% Ο 2) για 24 ώρες παρουσία 3 µg/ml της εκάστοτε πεπτιδικής µορφής. Το DAPI 

χρησιµοποιήθηκε για την επισήµανση του πυρήνα των κυττάρων. Η κλίµακα ορίστηκε στα 10 µΜ. Δεξιά: Το 

διάγραµµα αναπαριστά το ποσοστό % των αποπτωτικών κυττάρων (θετικών στο φθορισµό µε Annexin V) σε 

σχέση µε το συνολικό αριθµό των κυττάρων που µετρήθηκαν (230-250) για κάθε συνθήκη σε δύο  ανεξάρτητα 

πειράµατα. (Β) Ολικά εκχυλίσµατα κυττάρων Huh7 που  κατεργάστηκαν όπως στο (Α) και επωάστηκαν για 48 

ώρες σε  νορµοξία (21% Ο2) και υποξία (1% Ο 2), αναλύθηκαν µε ανοσοαποτύπωση κατά Western για την 

ανίχνευση της ενεργοποιηµένης κασπάσης 3, χρησιµοποιώντας τα κατάλληλα αντισώµατα. (Γ) Αριστερά: 

Μικροσκοπία φθορισµού σε κύτταρα Huh7 που κατεργάστηκαν όπως στο (Β) εφαρµόζοντας τη µέθοδο TUNEL 

(πράσινο κανάλι) για παρατήρηση της θραύσης του DNA. Η κλίµακα ορίστηκε στα 10 µΜ. Αριστερά: Το 

διάγραµµα αναπαριστά το ποσοστό % των αποπτωτικών κυττάρων (θετικών στο φθορισµό µε TUNEL) σε 

σχέση µε το συνολικό αριθµό των κυττάρων που  µετρήθηκαν (230-250) για κάθε συνθήκη σε δύο  ανεξάρτητα 

πειράµατα. (-/+ s.e.m., ***: P<0.001) 

 

Ανακεφαλαιώνοντας, τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι τα κυτταροδιεισδυτικά πεπτίδια 

TAT-ETD-FLAG που στοχεύουν τη ρύθµιση του HIF-1α από τις ERK1/2, αναστέλλουν τον 

πολλαπλασιασµό και επάγουν την απόπτωση των καρκινικών κυττάρων Huh7 αποκλειστικά 

σε συνθήκες υποξίας, χωρίς να εµφανίζουν µη ειδικές επιδράσεις όταν χορηγούνται σε 

κύτταρα που αναπτύσσονται σε συνθήκες νορµοξίας.  
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Γ.2.10 Έλεγχος της επίδρασης των πεπτιδίων ΤΑΤ-ETD(SA/IA)-FLAG στoν κυτταρικό 

θάνατο και την ενεργοποίηση της απόπτωσης σε κύτταρα HeLa και HepG2 

Προκειµένου να µελετηθεί η  επίδραση των πεπτιδίων TAT-ETD-FLAG και σε άλλες 

κυτταρικές σειρές, χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα ηπατοκαρκινώµατος HepG2 και καρκινικά 

κύτταρα τραχήλου της µήτρας HeLa, τα οποία κατεργάστηκαν µε 3 µg/ml της πιο δραστικής 

πεπτιδικής µορφής TAT-ETD IA-FLAG και της µορφής που λειτουργεί σαν αρνητικό 

κοντρόλ, TAT-ETD SA-FLAG.  

Η επίδραση µε τη δραστική ETD IA µορφή φάνηκε να αναστέλλει τη µεταγραφική 

ενεργότητα του HIF-1 σε κύτταρα HepG2 και HeLa, καθώς µείωσε τη µεταγραφή του ειδικού 

γονιδίου στόχου του LPIN1, σε συνθήκες υποξίας. Αντίθετα, δεν επηρέασε καθόλου τα 

επίπεδα mRNA του ειδικού γονιδίου στόχου του HIF-2, PAI-1 (Εικόνα 82).  

 

 
Εικόνα 82: Το κυτταροδιεισδυτικό πεπτίδιο TAT-ETD ΙΑ-FLAG αναστέλλει τη µεταγραφή των 

γονιδίων-στόχων του HIF-1 συνθήκες  υποξίας σε  κύτταρα HeLa και HepG2. Μέτρηση των επιπέδων 

mRNA µε qRT-PCR, του ειδικού γονιδίου-στόχου του HIF-1, LPIN1 και του ειδικού γονιδίου-στόχου του HIF-

2, PAI-1, σε κύτταρα (Α) HeLa και (Β) HepG2, στα οποία έγινε επίδραση µε 3 µg/ml των πεπτιδικών µορφών 

ΤΑΤ-ETD-FLAG (SA/IA) και επωάστηκαν για 16h σε συνθήκες νορµοξίας (21% Ο2) και υποξίας (1% Ο2). Τα 

αποτελέσµατα εκφράζονται ως φορές επαγωγής της υποξίας σε σχέση µε τη νορµοξία και αντιπροσωπεύουν το 
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µέσο όρο τριών ανεξάρτητων  πειραµάτων  και  σύνολο 6 τιµών. (-/+ s.e.m., ***: P<0.001, n.s.: µη σηµαντική 

διαφορά, σε σύγκριση µε τη συνθήκη κοντρόλ της υποξίας) 

 

Επίσης, παρουσία της ETD IA µορφής, παρατηρήθηκε επαγωγή του κυτταρικού θανάτου 

σε κύτταρα HeLa (Εικόνα 83A) και HepG2 (Εικόνα 83B) που επωάστηκαν σε συνθήκες 

υποξίας. Επιπλέον, η  ανασταλτική ικανότητα του πεπτιδίου TAT-ETD IA-FLAG, 

επιβεβαιώθηκε και από την ενεργοποίηση της αποπτωτικής κασπάσης 3 στα κύτταρα αυτά 

(Εικόνα 83Γ). 

Εποµένως, τα κυτταροδιεισδυτικά πεπτίδια TAT-ETD-FLAG µπορούν να αποτελούν 

ειδικούς και ισχυρούς αναστολείς του HIF-1 σε διάφορες καρκινικές σειρές.  
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Εικόνα 83: Τo κυτταροδιεισδυτικό  πεπτίδιο TAT-ETD ΙΑ-FLAG επάγει τον  κυτταρικό  θάνατο  και την  

ενεργοποίηση του µονοπατιού της απόπτωσης σε συνθήκες υποξίας σε  κύτταρα HeLa και HepG2. 

Μέτρηση του θανάτου σε ποσοστό % των  κυττάρων  HeLa (Α) και HepG2 (Β) που  έχουν  κατεργαστεί µε 3 

µg/ml από την εκάστοτε πεπτιδική µορφή και επωάστηκαν σε συνθήκες νορµοξίας (21% Ο 2) και υποξία (1% 

Ο2) από 0-48 ώρες. Τα αποτελέσµατα αντιπροσωπεύουν το µέσο όρο δύο ανεξάρτητων πειραµάτων και σύνολο 

8 τιµών (-/+ s.e.m., ***: P<0.001). (Β) Ολικά εκχυλίσµατα κυττάρων HeLa (αριστερά) και HepG2 (δεξιά), που 

κατεργάστηκαν µε τις πεπτιδικές µορφές TAT-ETD-FLAG που αναγράφονται, ε πωάστηκαν σε συνθήκες 

νορµοξίας (διαδροµές 1-3 και 1-9) και υποξίας (διαδροµές 4-6 και 10-12) για 48 ώρες και αναλύθηκαν µε 

ανοσοαποτύπωση κατά Western και τη χρήση κατάλληλων αντισωµάτων ενάντια στον HIF-1α, στην κασπάση 3 

και την ενεργοποιηµένη κασπάση 3. 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Η έκθεση των κυττάρων σε µειωµένη συγκέντρωση οξυγόνου αποτελεί µία κατάσταση 

που χαρακτηρίζει µια σειρά από σοβαρές παθολογικές καταστάσεις, όπως ο  καρκίνος, η 

ισχαιµία και οι  µεταβολικές νόσοι. Η απόκριση των κυττάρων σε συνθήκες υποξίας 

επιτυγχάνεται µέσω µιας σειράς προσαρµοστικών αλλαγών, οι  οποίες περιλαµβάνουν την 

επαγωγή της έκφρασης ενός µεγάλου αριθµού γονιδίων, που διαµεσολαβείται από τους 

επαγόµενους από την υποξία µεταγραφικούς παράγοντες, HIF (289). Η δράση των HIF 

ελέγχεται πρωταρχικά από τα επίπεδα του οξυγόνου, αλλά ρυθµίζεται µε µεγαλύτερη 

ακρίβεια από µηχανισµούς που δεν εξαρτώνται από το οξυγόνο, στους οποίους 

περιλαµβάνονται µεταφραστικές τροποποιήσεις, µε καλύτερα µελετηµένη τη φωσφορυλίωση 

(63), (55). Οι HIF-α φωσφορυλιώνονται σε πολλαπλές θέσεις από διάφορες κινάσες, οι 

οποίες τους ρυθµίζουν είτε θετικά ή αρνητικά σε επίπεδο σταθερότητας, αλληλεπίδρασης µε 

τον ARNT και µε συµπαράγοντες της µεταγραφής. Για παράδειγµα, όσον αφορά τον HIF-1 

έχει βρεθεί ότι οι  ERK1/2 στοχεύουν τον HIF-1α και επάγουν ά µεσα τη δράση του στην 

υποξία, προκαλώντας τη συσσώρευσή του στον πυρήνα (127), (34). Έτσι, ο  κύκλος 

φωσφορυλίωσης-αποφωσφορυλίωσης είναι ένας αντιστρεπτός µηχανισµός που επηρεάζει 

σηµαντικά τις βιολογικές λειτουργίες των κυττάρων. Παρόλα αυτά, η γνώση γύρω από το 

ρόλο των φωσφατασών στη ρύθµιση των HIF παραµένει ελλιπής µέχρι σήµερα.  

Σκοπός της διατριβής ήταν η  µελέτη του ρόλου της φωσφορυλίωσης των HIF και 

ειδικότερα της ρύθµισης του HIF-1 από τη φωσφορυλίωση από τις ERK1/2, στην απόκριση 

των καρκινικών κυττάρων σε συνθήκες υποξίας και στην προώθηση της ογκογένεσης. Αυτό 

πραγµατοποιήθηκε µε δύο τρόπους, Α) αναζητώντας φωσφατάσες που επηρεάζουν τη δράση 

των HIF και Β) κατασκευάζοντας πεπτίδια που αναστέλλουν τη φωσφορυλίωση του HIF-1α 

από τις ERK1/2. 

 

ΜΕΡΟΣ Α’ 

H ταυτοποίηση των φωσφατασών που εµπλέκονται στη ρύθµιση της δράσης των HIF 

πραγµατοποιήθηκε µέσω µίας δοκιµασίας διαλογής (screen), η οποία βασίστηκε στην 

αποσιώπηση της έκφρασης των καταλυτικών υποµονάδων 25 φωσφατασών 

σερίνης/θρεονίνης (PSP) και διπλής εξειδίκευσης (DUSP), µε τη χρήση µίας βιβλιοθήκης 

siRNA όλων των χαρακτηρισµένων ανθρώπινων φωσφατασών. Από τη δοκιµασία διαλογής 

προέκυψε ότι κάποιες από τις φωσφατάσες που εξετάστηκαν επηρεάζουν τη δράση των HIF 
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θετικά, κάποιες ασκούν αρνητική ρύθµιση, ενώ κάποιες άλλες δε µεταβάλλουν καθόλου τη 

µεταγραφική ενεργότητα των HIF σε συνθήκες υποξίας.  

Στην παρούσα διατριβή, µελετήθηκε εκτενώς ο  ρόλος δύο φωσφατασών που ανήκουν 

στην κατηγορία των φωσφατασών σερίνης/θρεονίνης, καθώς οι  HIF-α φωσφορυλιώνονται 

κυρίως σε κατάλοιπα σερίνης.	  Η πρώτη είναι η ισοµορφή Α της καταλυτικής υποµονάδας της 

καλσινευρίνης (PPP3CA), η αποσιώπηση της οποίας παρουσίασε την ισχυρότερη θετική 

επίδραση στη µεταγραφική ενεργότητα των HIF στην υποξία (Αποτελέσµατα, παράγραφος 

Γ.1.1, εικόνα 40 και πίνακας 8). Οι άλλες δύο ισοµορφές της φωσφατάσης αυτής (PPP3CB, 

PPP3CC), δε φαίνεται να εµπλέκονται στη ρύθµιση των HIF, καθώς η αποσιώπησή τους στα 

πλαίσια της δοκιµασίας διαλογής δεν προκάλεσε ιδιαίτερη µεταβολή στη δράση των HIF. 

Αντίθετη επίδραση φάνηκε να έχει η αποσιώπηση της φωσφατάσης της αφυδρογονάσης του 

πυροσταφυλικού 1 (PDP1), η οποία ανέστειλε τη δράση των HIF σε συνθήκες υποξίας 

(Αποτελέσµατα, παράγραφος Γ.1.1, εικόνα 40 και πίνακας 8). Η δεύτερ η ισοµορφή της 

φωσφατάσης (PDP2), που παρουσιάζει ιστοειδικότητα, δεν επηρέασε σηµαντικά την 

εξαρτώµενη από τα HRE µεταγραφή. Οι δύο αυτές φωσφατάσες επιλέχθηκαν αφενός γιατί 

εµφάνισαν την ισχυρότερη επίδραση στην ενεργότητα των HIF µεταξύ των υπολοίπων 

φωσφατασών της κατηγορίας σερίνης/θρεονίνης, και αφετέρου, γιατί σχετίζονται µε το 

µονοπάτι της υποξίας. Προηγούµενες µελέτες, έχουν συσχετίσει έµµεσα και αντιφατικά 

µεταξύ τους, την καλσινευρίνη µε τον HIF-1α (δες παρακάτω). Εποµένως θα ήταν 

ενδιαφέρον να µελετηθεί ο  ρόλος της στη ρύθµιση των HIF σε συνθήκες υποξίας. Από την 

άλλη, η  PDP1 έχει δειχθεί ότι παίζει καθοριστικό ρόλο στη ρύθµιση του µεταβολισµού, 

ελέγχοντας τη λειτουργία του συµπλόκου της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού (PDC). Η 

έλλειψη οξυγόνου οδηγεί σε επαναπρογραµµατισµό του µεταβολισµού και αναστολή της 

λειτουργίας του PDC. Σκοπός λοιπόν, ήταν η διερεύνηση του ρόλου της PDP1 στη ρύθµιση 

των HIF και του µεταβολισµού σε συνθήκες υποξίας. Σύµφωνα µε την αρχική διαλογή από 

τη βιβλιοθήκη των siRNA, µεταξύ των φωσφατασών που επηρεάζουν τους HIF φάνηκε να 

περιλαµβάνονται και πολλά µέλη της οικογένειας των DUSP (φωσφατάσες διπλής 

εξειδίκευσης) οι  οποίες, ό µως, δε µελετήθηκαν περαιτέρω στα πλαίσια της παρούσας 

διατριβής, καθώς είναι γνωστό ότι εµπλέκονται κυρίως στη ρύθµιση της δράσης των ERK1/2 

και πιθανόν επηρεάζουν έµµεσα τη φωσφορυλίωση του HIF-1 (139, 140, 148). 

Ο ρόλος της PPP3CA στη ρύθµιση των HIF: Η PPP3CA είναι µια φωσφατάση 

σερίνης/θρεονίνης και η δράση της ρυθµίζεται από τα επίπεδα του ασβεστίου. Φυσιολογικά 

αποτελείται από µια καταλυτική (CnA) και µια ρυθµιστική υποµονάδα (CnB, για την οποία 

έχουν χαρακτηριστεί δύο ισοµορφές, PPP3R1 και PPP3R2). Είναι µια πολυλειτουργική 
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φωσφατάση και διαθέτει ένα µεγάλο αριθµό υποστρωµάτων. Έχει δειχθεί ότι εµπλέκεται σε 

πολλές κυτταρικές διεργασίες, µε πιο καλά µελετηµένη την επαγωγή της ενεργοποίησης των 

T-λεµφοκυττάρων, µέσω της άµεσης αποφωσφορυλίωσης του µεταγραφικού παράγοντα 

NFAT (129, 136).  

Σε πειράµατα που ακολούθησαν την παραπάνω δοκιµασία, πιστοποιήθηκε, µε τη χρήση 

διαφορετικού siRNA, ότι η αποσιώπηση της καλσινευρίνης επάγει τη µεταγραφική 

ενεργότητα των HIF σε συνθήκες υποξίας.	   Τα δεδοµένα αυτά επιβεβαιώθηκαν µετά α πό 

υπερέκφραση της φωσφατάσης, που παρατηρήθηκε ότι η καλσινευρίνη µειώνει τη δράση των 

HIF, υποστηρίζοντας το ρόλο της ως πιθανό αναστολέα των HIF στην υποξία. Πειράµατα 

υπερέκφρασης των µεταλλαγµένων µορφών της PPP3CA (συνεχώς ενεργοποιηµένη και 

καταλυτικά ανενεργή µορφή) διευκρίνισαν ότι η καταλυτική δράση της φωσφατάσης είναι 

απαραίτητη γ ια την αναστολή των HIF. Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώθηκαν επίσης 

εφαρµόζοντας και µια διαφορετική προσέγγιση, η οποία δεν περιελάµβανε την υπερέκφραση 

της φωσφατάσης, αλλά την πλήρη ενεργοποίηση της ενζυµικής δράσης της ενδογενούς 

PPP3CA µε τη χρήση της ιονοµυκίνης, ενός ιονοφόρου που επάγει την αύξηση της 

ενδοκυττάριας συγκέντρωσης του Ca2+.	  Η επίδραση µε ιονοµυκίνη οδήγησε σε αναστολή της 

δράσης των HIF και σε µείωση της µεταγραφής ειδικών γονιδίων-στόχων τόσο του HIF-1 

όσο και του HIF-2, σε συνθήκες υποξίας.  

Έτσι, στην παρούσα µελέτη διευκρινίστηκε ότι η  φωσφατάση PPP3CA διαθέτει ρόλο 

αρνητικού ρυθµιστή της ενεργότητας των HIF. Στη βιβλιογραφία έχουν αποδοθεί πολλοί 

διακριτοί ρόλοι στην PPP3CA ανάλογα µε τον ιστό και τα όργανα που εξετάστηκε (290), 

ενώ, υπάρχουν λίγες αναφορές που τη συσχετίζουν µε το µονοπάτι της υποξίας. Ο Liu και οι 

συνεργάτες του έδειξαν ότι η υπερέκφραση της PPP3CA σε κύτταρα HEK293T ή  η  

κατεργασία τους µε ιονοµυκίνη, έχει ως αποτέλεσµα την αύξηση των πρωτεϊνικών επιπέδων 

και της δράσης του HIF-1α (137). Ανέφεραν, επίσης, ότι αυτό οφείλεται στην 

αποφωσφορυλίωση της RACK1 από την PPP3CA και την αναστολή του διµερισµού της, 

γεγονός που οδηγεί σε σταθεροποίηση του HIF-1α, καθώς όπως περιγράφηκε στην εισαγωγή, 

η RACK1 διαµεσολαβεί στην ανεξάρτητη από το οξυγόνο και τον pVHL ουβικιτινιλίωση και 

αποικοδόµηση του HIF-1α. Αντίθετα, στην παρούσα µελέτη δεν παρατηρήθηκε σηµαντική 

µεταβολή των επιπέδων έκφρασης των HIF-1α και HIF-2α σε καµία από τις περιπτώσεις που 

εξετάστηκαν, δηλαδή µετά από αποσιώπηση ή υπερέκφραση της PPP3CA, ή µετά από 

επίδραση µε ιονοµυκίνη, σε κύτταρα HeLa. Όλα τα πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν 

έδειξαν ότι η ενεργοποίηση της φωσφατάσης ήταν αντιστρόφως ανάλογη µε τη δράση των 

HIF ή την επαγόµενη από τους HIF γονιδιακή έκφραση. Αν και τα αποτελέσµατα αυτά 
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µοιάζουν αντιφατικά σε σχέση µε τη µελέτη των Liu και συνεργατών, µπορούν να εξηγηθούν 

από την ειδικότητα που εµφανίζει ο  µηχανισµός της εξαρτώµενης από τη RACK1 

αποικοδόµησης του HIF-1α ανάλογα µε τον κυτταρικό τύπο, ή από την ιστοειδική έκφραση 

της ρυθµιστικής υποµονάδας της καλσινευρίνης και προτείνουν ότι η PPP3CA µπορεί να έχει 

διαφορετική επίδραση στη δράση των HIF ανάλογα µε τον τύπο του κυττάρου ή του ιστού.  

Ο Eschricht και οι  συνεργάτες του υποστήριξαν ότι σε διαγονιδιακά ποντίκια που 

υπερεκφράζουν την PPP3CA, τα επίπεδα mRNA του HIF-1α βρέθηκαν να είναι αυξηµένα 

µέσω ενός µηχανισµού που εξαρτάται από την Hsp90 (291). Μία διαφορετική ο µάδα, 

συµφωνώντας µε τα αποτελέσµατα της παρούσας διατριβής, έδειξε ότι η αποσιώπηση της 

PPP3CA προκάλεσε την επαγωγή του εξαρτώµενου από τον VEGF πολλαπλασιασµού 

ενδοθηλιακών κυττάρων εµβρυοπλακουντικής αρτηρίας (292). Μια πρόσφατη µελέτη 

πρότεινε ότι κατά το µιτοχονδριακό στρες επάγεται η ενεργοποίηση της PPP3CA εξαιτίας της 

αύξησης των επιπέδων Ca2+. Η PPP3CA διαµεσολαβεί την αύξηση της έκφρασης του p53, ο 

οποίος αλληλεπιδρώντας µε τον HIF-1α οδηγεί στην ουβικιτινιλίωση και αποικοδόµηση του 

τελευταίου (293). Τέλος, υπάρχει µια βιβλιογραφική αναφορά που συσχετίζει έµµεσα  τη  

ρυθµιστική υποµονάδα της καλσινευρίνης (CnB) µε αναστολή της δράσης του HIF-1α (294). 

Συµπερασµατικά, υπάρχουν αρκετά αντικρουόµενα στοιχεία στη βιβλιογραφία µέχρι στιγµής 

όσον αφορά το ρόλο της PPP3CA στην υποξία και στη ρύθµιση των HIF, γεγονός που δείχνει 

πως αρκετά σηµεία του µηχανισµού παραµένουν αδιευκρίνιστα.  

Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, η επίδραση µε ιονοµυκίνη ανέστειλε τη δράση των  

HIF και τη µεταγραφή γνωστών γονιδίων-στόχων της υποξίας. Το φαινόµενο αυτό 

υποδεικνύει ένα σηµαντικό ρόλο του Ca2+ στη ρύθµιση του µονοπατιού της υποξίας και των 

HIF. Παράλληλα, η συνδυασµένη επίδραση µε υπερέκφραση της αγρίου τύπου PPP3CA και 

κατεργασία µε ιονοµυκίνη, µείωσε περαιτέρω τη δράση των HIF. Έχει δειχθεί βιβλιογραφικά 

ότι η ιονοµυκίνη και το ασβέστιο, πέραν της ενεργοποίησης της PPP3CA, διαθέτουν 

πρόσθετους ρόλους σε συνθήκες υποξίας που µπορεί να επηρεάζουν τη δράση των HIF (61, 

295). Ωστόσο, π ειράµατα αποσιώπησης της PPP3CA και ταυτόχρονης κατεργασίας µε 

ιονοµυκίνη, επιβεβαίωσαν ότι σε αυτή την περίπτωση η επίδραση της ιονοµυκίνης στη 

ρύθµιση των HIF διαµεσολαβείται από την PPP3CA. Σε όλες τις πειραµατικές διαδικασίες 

που πραγµατοποιήθηκαν, η κατεργασία µε ιονοµυκίνη για 8 ώρες σε συνθήκες υποξίας, 

ανέστειλε τη δράση των HIF, αλλά δεν προκάλεσε σηµαντική µεταβολή των πρωτεϊνικών 

επιπέδων των HIF-1α και HIF-2α.  

Παρότι δείχθηκε ξεκάθαρα ότι η PPP3CA ρυθµίζει αρνητικά τους HIF, δε 

διευκρινίστηκε πλήρως ο  µοριακός µηχανισµός µέσω του οποίου ασκεί τη δράση της. 
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Δεδοµένου ότι σε όλες τις περιπτώσεις που εξετάστηκαν (αποσιώπηση ή υπερέκφραση της 

PPP3CA) η έκφραση της οξυγόνο-εξαρτώµενης α-υποµονάδας δεν επηρεάστηκε, η επίδραση 

της PPP3CA θα πρέπει να εκδηλώνεται σε κάποιο µεταγενέστερο στάδιο από αυτό της 

επαγόµενης από την υποξία σταθεροποίησης των HIF-α. Αφού σταθεροποιηθούν, ο ι HIF-α 

εισάγονται στον πυρήνα όπου ετεροδιµερίζονται µε τον ARNT προκειµένου να σχηµατιστεί 

λειτουργικό σύµπλοκο. Σύµφωνα µε προηγούµενες µελέτες του εργαστηρίου Βιοχηµείας, η 

µετακίνηση των HIF-α µεταξύ πυρήνα και κυτταροπλάσµατος είναι µια διαδικασία που 

υπόκειται σε έλεγχο µέσω της απευθείας φωσφορυλίωσης, είτε από τις ERK1/2 στην 

περίπτωση του HIF-1α (34, 127), είτε από τη CK1δ στην περίπτωση του HIF-2α (130). Και 

στις δύο περιπτώσεις, η φωσφορυλίωση αυξάνει την πυρηνική συσσώρευση των  HIF-α και 

κατ’ επέκταση τη δράση των HIF. Έτσι, εφόσον η PPP3CA αναστέλλει τη δράση των HIF, 

θα µπορούσε να αποφωσφορυλιώνει τις θέσεις-στόχους των ERK1/2 και CK1δ. Παρόλα 

αυτά, δεν παρατηρήθηκε η µετατόπιση του HIF-1α στο κυτταρόπλασµα σε συνθήκες υποξίας 

µετά από υπερέκφραση της PPP3CA ή/και µετά από κατεργασία µε ιονοµυκίνη. Εποµένως, η 

PPP3CA δεν φαίνεται να ρυθµίζει τον υποκυτταρικό εντοπισµό του HIF-1α. Αυτό πιθανόν 

ισχύει και για την περίπτωση του HIF-2α (που λόγω µη κατάλληλου αντισώµατος δεν 

ελέγχθηκε µε ανοσοφθορισµό), εφόσον δεν παρατηρήθηκε εκλεκτική επίδραση της PPP3CA 

σε µία από τις δύο HIF-α ισοµορφές, εκτός κι αν ο µηχανισµός ρύθµισης µέσω της PPP3CA 

διαφοροποιείται για τις δύο ισοµορφές (γεγονός που δεν έχει καταστεί σαφές). Έτσι, αφού ο 

εντοπισµός του HIF-1α δε µεταβλήθηκε, εξετάστηκε η πιθανότητα η PPP3CA να αναστέλλει 

το διµερισµό του HIF-1α µε τον ARNT. Τα πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης που 

πραγµατοποιήθηκαν απέκλεισαν το ενδεχόµενο αυτό, καθώς έδειξαν ότι ο  ARNT 

συγκατακρηµνίζεται µαζί µε τον HIF-1α µετά από επίδραση µε ιονοµυκίνη το ίδιο καλά µε τη 

συνθήκη αναφοράς της υποξίας.  

Τέλος, σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα των πειραµάτων ανοσοκατακρήµνισης, δεν  

ανιχνεύτηκε αλληλεπίδραση του HIF-1α µε την PPP3CA. Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι η 

PPP3CA δεν τροποποιεί άµεσα τον HIF-1α. Περισσότερο πιθανό είναι να ρυθµίζει έµµεσα τη 

µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1, µε τη στόχευση φωσφορυλιωµένων θέσεων άλλων 

παραγόντων που δρουν ως συνενεργοποιητές του HIF-1 (63). 

Συγκεντρωτικά λοιπόν, τα αποτελέσµατα υποδεικνύουν ότι η PPP3CA αναστέλλει τη 

δράση των HIF µέσω ενός έµµεσου µηχανισµού, που δεν περιλαµβάνει την 

αποσταθεροποίηση των HIF-α, τον αποκλεισµό του HIF-1α από τον πυρήνα ή την 

παρεµπόδιση της σύνδεσής του µε τον ARNT.  
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Μελλοντικά, η περαιτέρω διερεύνηση του µηχανισµού ρύθµισης των HIF από την 

PPP3CA θα µπορούσε να εστιαστεί στον έλεγχο της εµπλοκής της φωσφατάσης στα στάδια 

που καθορίζουν τη µεταγραφική ενεργότητα των HIF µέσα στον πυρήνα. Σε αυτά τα στάδια 

συµπεριλαµβάνεται η αλληλεπίδραση του HIF-1α µε συµπαράγοντες της µεταγραφής και µε 

πυρηνικές πρωτεΐνες που ρυθµίζουν τη δέσµευσή του στη χρωµατίνη και το µηχανισµό της 

µεταγραφής. Για να ισχύουν αυτά τα ενδεχόµενα, απαραίτητη είναι η παρουσία της PPP3CA 

µέσα στον πυρήνα. Σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία, αλλά και από τα πειράµατα της 

µικροσκοπίας ανοσοθφορισµού που διεξήχθησαν στα πλαίσια της παρούσας διατριβής, η 

PPP3CA είναι ένα κυτταροπλασµατικό ένζυµο. Παρόλα αυτά, υπάρχουν δηµοσιευµένες 

παρατηρήσεις που υποστηρίζουν τον εντοπισµό της και εντός του πυρήνα (296), (297).  

Ο ρόλος της PDP1 στη ρύθµιση του HIF-1 και  στην κυτταρική απόκριση στην 

υποξία: Η PDP1 είναι µια φωσφατάση σερίνης/θρεονίνης, η δράση της οποίας ρυθµίζεται 

από το Mg2+. Πρόκειται για ένα µιτοχονδριακό ένζυµο που διαθέτει µόνο ένα γνωστό 

υπόστρωµα, την PDH, και έναν πολύ ειδικό ρόλο που είναι η  ρύθµιση της λειτουργίας του 

συµπλόκου της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού (PDC), και κατ’ επέκταση της πορείας 

του µεταβολισµού (187). Συγκεκριµένα, η PDP1 αποφωσφορυλιώνει την αφυδρογονάση του 

πυροσταφυλικού, µε αποτέλεσµα να ενεργοποιεί το σύµπλοκο και να προωθεί τον αερόβιο 

µεταβολισµό και την οξειδωτική φωσφορυλίωση.	  Αντίθετα, η κινάση της αφυδρογονάσης 

του πυροσταφυλικού, PDK1, φωσφορυλιώνει την αφυδρογονάση του πυροσταφυλικού και 

αναστέλλει τη λειτουργία του συµπλόκου, επάγοντας το φαινότυπο Warburg.  

Η αναστολή της λειτουργίας του PDC στα καρκινικά κύτταρα διαµεσολαβείται από τη 

σταθεροποίηση του HIF-1α και έχει συνδεθεί µε αυξηµένη κακοήθεια σε πολλούς τύπους 

καρκίνου (298). Η ενεργοποίηση του HIF-1α οδηγεί σε αύξηση της µεταγραφής της PDK1 

(205), η οποία ευθύνεται για τη στροφή του µεταβολισµού προς την αναερόβια γλυκόλυση 

και την παραγωγή γαλακτικού οξέος. Αποτέλεσε λοιπόν ιδιαίτερα ενδιαφέρον εύρηµα της 

δοκιµασίας διαλογής, ότι η PDP1 ρυθµίζει τη δράση των HIF, ενώ ο HIF-1 επάγει την PDK1 

στην υποξία.	   Επιπλέον, τ α προϊόντα της γλυκόλυσης, όπως το γαλακτικό οξύ ή το 

πυροσταφυλικό, που συσσωρεύονται εξαιτίας της υψηλής έκφρασης και δράσης της PDK1, 

προωθούν στη συνέχεια την περαιτέρω ενεργοποίηση του HIF-1 ανεξάρτητα από το οξυγόνο, 

δηµιουργώντας έναν κύκλο θετικής ανατροφοδότησης για την πρόοδο της κακοήθειας του 

όγκου (298). Τα δεδοµένα αυτά υποστηρίζουν τη σύνδεση των µονοπατιών του HIF-1 και της 

PDK1, και οδηγούν στην υπόθεση της ύπαρξης κάποιας πιθανής αλληλεπίδρασης µεταξύ του 

HIF-1 και του άλλου ρυθµιστικού στοιχείου του PDC, της PDP1.  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/05/2024 09:11:57 EEST - 3.15.144.247



	   197	  

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης, η χρήση διαφορετικού siRNA από 

αυτό της δοκιµασίας διαλογής έδειξε ότι η αποσιώπηση της PDP1 µειώνει σηµαντικά τη 

δράση των HIF και τη µεταγραφή των γονιδίων-στόχων των HIF-1 και HIF-2 σε συνθήκες 

υποξίας, επιβεβαιώνοντας µε αυτόν τον τρόπο τα αποτελέσµατα της διαλογής. Η αποσιώπηση 

της PDP1 προκάλεσε επίσης την αναστολή της µεταγραφής της PDK1,	   η οποία όπως 

αναφέρθηκε αποτελεί ειδικό γονίδιο-στόχο του HIF-1 και το δεύτερο ρυθµιστικό στοιχείο του 

PDC.	  Αντίθετα, η  υπερέκφραση της φωσφατάσης προκάλεσε την αύξηση της µεταγραφικής 

ενεργότητας των HIF, προτείνοντας το ρόλο της PDP1 ως ενεργοποιητή της δράσης των HIF 

στην υποξία.   

Προκειµένου να διευκρινιστεί το λειτουργικό αποτέλεσµα της αποσιώπησης ή 

υπερέκφρασης της PDP1, µελετήθηκαν τα επίπεδα φωσφορυλίωσης της αφυδρογονάση του 

πυροσταφυλικού. Με βάση τη βιβλιογραφία, θα ήταν αναµενόµενο η αποσιώπηση της PDP1 

να επάγει τα φωσφορυλιωµένα επίπεδα της PDH. Ενώ κάτι τέτοιο παρατηρήθηκε σε  

συνθήκες νορµοξίας, στην υποξία η απουσία της PDP1 δεν επηρέασε τα επίπεδα της 

φωσφορυλιωµένης PDH, καθώς όπως δείχθηκε αναστέλλει τη δράση του HIF-1 και τη 

µεταγραφή της PDK1.	  Αντίθετα, θα αναµενόταν ότι η υπερέκφραση της PDP1 να µειώνει τη 

φωσφορυλίωση της PDH, και να επάγει την ενεργοποίηση του PDC. Ωστόσο, διαπιστώθηκε 

ότι τα επίπεδα της φωσφορυλιωµένης PDH που επάγονται από την υποξία και την 

ενεργοποίηση του HIF-1, δε µεταβλήθηκαν σηµαντικά µετά από υπερέκφραση της PDP1, 

καθώς βρέθηκε ότι η υπερέκφραση της φωσφατάσης επάγει τη δράση του HIF-1 κι εποµένως 

και την έκφραση της PDK1, δρώντας αντιρροπιστικά σ την υπερέκφραση της PDP1. Οι 

παρατηρήσεις αυτές υποδεικνύουν την π ιθανή ύπαρξη ενός µηχανισµού αρνητικής 

ανατροφοδότησης της λειτουργίας του PDC στην υποξία, που διαµεσολαβείται από την 

επικοινωνία µεταξύ του HIF-1 και της PDP1. 
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Εικόνα 84: Μοντέλο  αναπαράστασης  του  πιθανού µηχανισµού  αρνητικής  ανατροφοδότησης  της  λειτουργίας  

του συµπλόκου της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού (PDC) στην υποξία. A) Η  αποσιώπηση της PDP1 

αναστέλλει τη δράση του HIF-1 και µειώνει τη µεταγραφή της PDK1, µε αποτέλεσµα να διατηρούνται σταθερά 

τα επίπεδα της φωσφορυλιωµένης PDH και να µη µεταβάλλεται η λειτουργία του PDC. Β) Η υπερέκφραση της 

PDP1 α υξάνει την ενεργότητα του HIF-1, ο  οποίος  στη  συνέχεια  επάγει  τη µεταγραφή  της PDK1, µε  

αποτέλεσµα να διατηρούνται σταθερά τα επίπεδα τη ς φωσφορυλιωµένης PDH και να µη µεταβάλλεται  η  

λειτουργία του PDC. 
 

Αν και τα πειράµατα που διεξήχθησαν δεν αποκαλύπτουν πλήρως το µηχανισµό µέσω 

του οποίου η ενεργοποίηση της PDP1 επάγει τους HIF, έγινε ξεκάθαρο ότι η PDP1 δεν 

εµπλέκεται στο στάδιο ρύθµισης της έκφρασης και σταθερότητας των HIF-α, καθώς ούτε η 

αποσιώπηση ούτε η υπερέκφραση της προκάλεσαν τη µεταβολή των πρωτεϊνικών επιπέδων 

των HIF-1α και HIF-2α σε συνθήκες υποξίας. Επίσης, δείχθηκε ότι η αποσιώπηση της PDP1 

δεν επηρέασε τον υποκυτταρικό εντοπισµό του HIF-1α και τον ετεροδιµερισµό του µε τον 

ARNT. Εάν θεωρηθεί ότι η PDP1 επηρεάζει άµεσα τον HIF-1 και προκαλεί αύξηση της 
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δράσης του, θα πρέπει να αντιστρέφει κάποια ανασταλτική φωσφορυλίωση του HIF-1α, η 

οποία να οδηγεί σε µείωση της ενεργοποίησης του, χωρίς να προκαλεί την 

αποσταθεροποίησή του ή να παρεµποδίζει τη σύνδεσή του µε τον ARNT. Ωστόσο, ένα τέτοιο 

ενδεχόµενο δεν υποστηρίχθηκε από τα δεδοµένα της παρούσας µελέτης, καθώς δεν 

ανιχνεύθηκε αλληλεπίδραση µεταξύ του HIF-1α και της PDP1 σε πειράµατα 

ανοσοκατακρήµνισης. Επιπλέον, η άµεση αλληλεπίδραση των δύο µορίων θα προϋπέθετε τον 

συνεντοπισµό τους µέσα στον πυρήνα, όπου συσσωρεύεται ο  HIF-1α σε συνθήκες υποξίας. 

Σύµφωνα, όµως, µε τη βιβλιογραφία αλλά και µε τα πειράµατα µικροσκοπίας φθορισµού που 

πραγµατοποιήθηκαν στα πλαίσια της παρούσας µελέτης, η PDP1 (PDP1-GFP) εντοπίζεται 

στα µιτοχόνδρια. Παρόλα αυτά, σε µια πρόσφατη δηµοσίευση υποστηρίζεται η µετατόπιση 

του PDC από τα µιτοχόνδρια στον πυρήνα και η παρουσία ενός µικρού κλάσµατος της PDP1 

και µέσα στον πυρήνα (207).  

Από τα δεδοµένα µας, πιθανότερο είναι το ενδεχόµενο η PDP1 να εξασκεί τη θετική της 

επίδραση στη δράση του HIF-1 έµµεσα, αποφωσφορυλιώνοντας άλλους παράγοντες που 

ελέγχουν τη µεταγραφική του ενεργότητα. Θα µπορούσε για παράδειγµα να αναστέλλει τη 

δράση κάποιου µορίου που ρυθµίζει αρνητικά την ενεργοποίηση του HIF-1 (καταστολέα), ή 

να επάγει τη λειτουργία κάποιου συµπαράγοντα της µεταγραφής. Πέρα από αυτό, η δράση 

του HIF-1 µπορεί να ρυθµίζεται έµµεσα και από τα προϊόντα του µεταβολισµού. Έχει δειχθεί 

ότι το γαλακτικό οξύ, το πυροσταφυλικό οξύ, το οξαλοξικό οξύ, το φουµαρικό οξύ και το 

ηλεκτρικό οξύ προωθούν την ενεργοποίηση του HIF-1α µε διαφορετικούς τρόπους (298). 

Έτσι, µεταβολικά προϊόντα που προκύπτουν από την αυξηµένη λειτουργία της PDP1 και κατ’ 

επέκταση του PDC, θα µπορούσαν να επάγουν τη δράση του HIF-1 σε συνθήκες υποξίας.  

Ανακεφαλαιώνοντας, στο πρώτο µέρος της παρούσας διατριβής ταυτοποιήθηκε ότι η 

καταλυτική υποµονάδα της φωσφατάσης PPP3CA λειτουργεί ως ενζυµικός αναστολέας της 

δράσης των HIF και της έκφρασης των γονιδίων-στόχων της υποξίας. Επιπλέον, 

ταυτοποιήθηκε η φωσφατάση PDP1, ως ενεργοποιητής της δραστικότητας των HIF σε 

συνθήκες υποξίας. Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα, και οι  δύο φωσφατάσες φάνηκε να 

ρυθµίζουν τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 µε έµµεσο µηχανισµό, που δεν επηρεάζει 

τα επίπεδα έκφρασης, τον υποκυτταρικό εντοπισµό του HIF-1α και το διµερισµό του µε τον 

ARNT, αλλά πιθανόν επηρεάζει την αλληλεπίδραση µε κάποια άλλη πρωτεΐνη.	  Τα δεδοµένα, 

αν και πρώιµα, έδειξαν ότι η καλσινευρίνη συνδέει τη συγκέντρωση του ασβεστί ου µε το 

µονοπάτι της υποξίας, ενώ η PDP1 µεσολαβεί την επικοινωνία µεταξύ πυρήνα και 

µιτοχονδρίου. Περαιτέρω διερεύνηση των µηχανισµών που ρυθµίζουν την επίδραση των 

φωσφατασών PPP3CA και PDP1 στη δράση των HIF, θα παράσχει όχι µόνο σηµαντικές 
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λεπτοµέρειες σχετικά µε τη διασταύρωση των σηµατοδοτικών µονοπατιών που 

διαµεσολαβούν την κυτταρική απόκριση στην υποξία, αλλά και νέους θεραπευτικούς στόχους 

για ασθένειες που σχετίζονται µε την υποξία και τον καρκίνο. 

 

ΜΕΡΟΣ Β’ 

Στα πλαίσια της µελέτης του µηχανισµού της φωσφορυλίωσης, το δεύτερο µέρος της 

διατριβής εστιάστηκε συγκεκριµένα στη διερεύνηση του ρόλου της φωσφορυλίωσης του 

HIF-1α από τις ERK1/2, στην απόκριση των καρκινικών κυττάρων σε συνθήκες υποξίας. Η 

φωσφορυλίωση του HIF-1α από τις ERK1/2 στα κατάλοιπα Ser641 και Ser643 καλύπτει το 

γειτονικό στις θέσεις φωσφορυλίωσης NES και καταστέλλει τη λειτουργία του µε 

αποτέλεσµα να οδηγεί στη συσσώρευση του HIF-1α στον πυρήνα και στην αύξηση τ ης 

µεταγραφικής του ενεργότητας (34). Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή, η ενεργοποίηση του 

µονοπατιού τ ου HIF-1 καθιστά τους υποξικούς όγκους επιθετικούς και ανθεκτικούς στις 

συµβατικές µεθόδους χηµειοθεραπείας ή  ακτινοθεραπείας. Ως εκ τούτου, είναι ιδιαίτερα 

σηµαντική η διευκρίνιση του ρόλου της ενεργοποιητικής φωσφορυλίωσης του HIF-1α από τις 

ERK1/2 στην επιβίωση των καρκινικών κυττάρων στην υποξία και στην προώθηση της 

ογκογένεσης.  

Η προσέγγιση που επιλέχθηκε για τη µελέτη της σηµασίας της τροποποίησης αυτής, ήταν 

η αναστολή της λειτουργίας του HIF-1α που ελέγχεται από τη φωσφορυλίωση. Οι χηµικοί 

αναστολείς της δράσης των ERK1/2 και της φωσφορυλίωσης του HIF-1α από αυτές, 

µπορούν να εµποδίσουν αποτελεσµατικά την ενεργοποίηση του HIF-1 (127, 132, 133), 

ωστόσο δε θεωρούνται ειδικοί, κι ως εκ τούτου δε µπορούν να διασφαλίσουν ότι η 

παρατηρούµενη επίδραση οφείλεται σε αναστολή της φωσφορυλίωσης του HIF-1α από τις 

ERK1/2, κι όχι στην αναστολή της φωσφορυλίωσης οποιασδήποτε άλλης πρωτεΐνης-στόχου 

των ERK1/2. Για το σκοπό αυτό, στην παρούσα µελέτη κατασκευάστηκαν νέοι πεπτιδικοί 

αναστολείς, βασισµένοι στην περιοχή ETD του HIF-1α. Η περιοχή ETD (αµινοξέα 616-658) 

είναι µέρος της ανασταλτικής περιοχής (ID) του HIF-1α (αµινοξέα 576-785), η οποία όταν 

απαλείφεται έχει σαν αποτέλεσµα τη µεταγραφική ενεργοποίηση των γειτονικών TAD 

περιοχών (27). Η περιοχή αυτή αποτελεί το υπόστρωµα των ERK1/2 και σύµφωνα µε 

προηγούµενα αποτελέσµατα του εργαστηρίου Βιοχηµείας η υπερέκφραση της ως ανεξάρτητο 

πολυπεπτιδίο στις καρκινικές κυτταρικές σειρές HeLa, Huh7 και HepG2 ανέστειλε τη δράση 

του HIF-1 (34, 236, 286). Η χρήση της περιοχής ETD ως αναστολέα, προϋπέθετε τη 

χορήγησή της στα κύτταρα ως πεπτίδιο που διαθέτει κυτταροδιεισδυτική ικανότητα. Για το 
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σκοπό αυτό, οι  διάφορες µορφές της περιοχής ETD παράχθηκαν ως καθαρά πεπτίδια σε 

σύντηξη µε το πεπτίδιο TAT του ιού HIV.  

Παρατηρήθηκε, ότι η  σύντηξη των διαφόρων µορφών του πεπτιδίου ETD µε την 

αλληλουχία TAT, δεν επηρέασε τη συµπεριφορά τους, όπως αυτή παρατηρήθηκε µετά από 

διαµόλυνση µε τ ο cDNA των πεπτιδίων ETD και τη σύνθεσή τους µέσα στα κύτταρα. 

Συγκεκριµένα, οι  µορφές του πεπτιδίου ETD που µπορούν να φωσφορυλιωθούν (TAT-ETD 

wt και TAT-ETD IA) ή µιµούνται τη φωσφορυλίωση (TAT-ETD SE) εµφανίστηκαν κυρίως 

πυρηνικές, προκάλεσαν τη µετατόπιση ενός µεγάλου κλάσµατος του ενδογενούς HIF-1α στο 

κυτταρόπλασµα και ανέστειλαν σηµαντικά τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 σε  

συνθήκες υποξίας. Αντίθετα, η µορφή του πεπτιδίου στο οποίο έχουν καταργηθεί οι  θέσεις 

φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 (TAT-ETD SΑ) εντοπίστηκε κυρίως στο κυτταρόπλασµα 

και δεν επηρέασε τον πυρηνικό εντοπισµό και την ενεργότητα του HIF-1α, γι’ αυτό και 

λειτούργησε ως αρνητικό κοντρόλ.  

Τα αποτελέσµατα αυτά υποστηρίζουν και επιβεβαιώνουν τα προηγούµενα δεδοµένα 

σχετικά µε την παρουσία ενός ρυθµιζόµενου από τη φωσφορυλίωση από τις ERK1/2 σήµατος 

εξαγωγής από τον πυρήνα µέσα στην περιοχή ETD του HIF-1α ως µοριακού διακόπτη (34). 

Εποµένως, η ανασταλτική δράση των πεπτιδίων TAT-ETD wt και TAT-ETD IA µπορεί να 

εξηγηθεί από την ικανότητά τους να ανταγωνίζονται τον ενδογενή HIF-1α για τη 

φωσφορυλίωση από τις ERK1/2, καθώς, αποτελούν τα ί δια υπόστρωµα των κινασών και 

αναστέλλουν τη φωσφορυλίωση του, προκαλώντας έτσι, την εξαγωγή του στο 

κυτταρόπλασµα µε τρόπο που εξαρτάται από τη CRM1. Επιπλέον, ο  πυρηνικός εντοπισµός 

και η ανασταλτική δράση του φωσφοµιµητικού πεπτιδίου TAT-ETD SE, αποτελεί την 

επιβεβαίωση ότι τα πεπτίδια ETD δεν αναστέλλουν τη δράση των ERK1/2, αλλά αποτελούν 

ειδικούς αναστολείς του HIF-1α. Το συγκεκριµένο πεπτίδιο δεν ανταγωνίζεται τον ενδογενή 

HIF-1α για τη φωσφορυλίωση από τις ERK1/2, αλλά  πιθανόν για µια σηµαντική 

αλληλεπίδραση µε κάποια πυρηνική πρωτεΐνη. Έτσι, ο  εντοπισµός και ανασταλτική 

ικανότητα του συγκεκριµένου πεπτιδίου αποκαλύπτει ότι η φωσφορυλίωση του HIF-1α από 

τις ERK1/2 είναι απαραίτητη για την δέσµευσή του µε κάποιον πυρηνικό παράγοντα, ο 

οποίος λειτουργεί σαν συνενεργοποιητής της µεταγραφής.  

Επιπλέον, δείχθηκε ότι τ α πεπτίδια ΤΑΤ-ETD ανέστειλαν σηµαντικές βιολογικές 

λειτουργίες των καρκινικών κυττάρων, που ελέγχονται από το µονοπάτι του HIF-1. Μία από 

αυτές είναι η αλλαγή του µεταβολισµού των λιπιδίων σε συνθήκες υποξίας, η οποία 

χαρακτηρίζεται από την αυξηµένη σύνθεση τριγλυκεριδίων. Η διαδικασία αυτή 

διαµεσολαβείται από τον HIF-1, µέσω της επαγωγής της έκφρασης ενζύµων του 
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βιοσυνθετικού µονοπατιού των τριακυλογλυκερολών, όπως η AGPAT2 και η λιπίνη 1 (236). 

Η συσσώρευση λιποσταγονιδίων είναι σηµαντική για την επιβίωση των κυττάρων (122, 237), 

καθώς, η σύνθεση των ουδέτερων λιπιδίων περιορίζει την κυτταροτοξικότητα των ελεύθερων 

λιπαρών οξέων, η ενδοκυττάρια συγκέντρωση των οποίων αυξάνεται στην υποξία εξαιτίας 

της αυξηµένης πρόσληψης τους και της καταστολής της β-οξείδωσης (232, 233). Επιπλέον τα 

πεπτίδια ΤΑΤ-ETD ανέστειλαν σηµαντικά την ικανότητα µετανάστευσης και την 

κλωνογονικότητα των καρκινικών κυττάρων σε συνθήκες υποξίας, διαδικασίες που 

διαµεσολαβούνται επίσης από τον HIF-1 και είναι υπεύθυνες για τη δηµιουργία νέων 

µεταστατικών εστιών. O HIF-1 ρυθµίζει την αναδιαµόρφωση της εξωκυττάριας επιφάνειας 

για την επίτευξη της µετανάστευσης των κυττάρων και επάγει την ανάπτυξη κατάλληλου 

µικροπεριβάλλοντος για το σχηµατισµό όγκου (1).  

Όπως ήταν αναµενόµενο, αναστέλλοντας αυτούς τούς σηµαντικούς προσαρµοστικούς 

µηχανισµούς, τα πεπτίδια ΤΑΤ-ETD µείωσαν σηµαντικά την επιβίωση των καρκινικών 

κυττάρων στην υποξία. Συγκεκριµένα παρατηρήθηκε ότι η επίδραση µε τα πεπτίδια ΤΑΤ-

ETD προκάλεσε την αύξηση του κυτταρικού θανάτου µέσω της επαγωγής του µονοπατιού 

της απόπτωσης σε συνθήκες υποξίας, σε τρεις διαφορετικές κυτταρικές σειρές (HeLa, Huh7 

και HepG2).  

Την ισχυρότερη επίδραση εκδήλωσε η µορφή TAT-ETD IA σε σχέση µε τις υπόλοιπες 

µορφές των κυτταροδιεισδυτικών πεπτιδίων, σε όλα τα βιολογικά τεστ που 

πραγµατοποιήθηκαν. Το γεγονός αυτό οφείλεται στις µεταλλάξεις που καταστρέφουν το NES 

του πεπτιδίου αυτού, εξασφαλίζοντας έτσι τη συσσώρευσή του αποκλειστικά µέσα στον 

πυρήνα, γεγονός που επιτρέπει την αποτελεσµατικότερη φωσφορυλίωση του από τις ERK1/2 

και, άρα, τη µεγαλύτερη αναστολή της δράσης του HIF-1α. Στην παρούσα διατριβή 

κατασκευάστηκε επίσης ένα πολύ καλό αρνητικό κοντρόλ, η µορφή TAT-ETD SΑ, στην 

οποία οι δύο σερίνες-στόχοι των ERK1/2 έχουν αντικατασταθεί από αλανίνες, µε αποτέλεσµα 

να µη µπορεί να φωσφορυλιωθεί. Η αδυναµία του πεπτιδίου αυτού, που διαφέρει µόνο σε δύο 

κατάλοιπα σερίνης από την αγρίου τύπου µορφή, να αναστείλει τη δράση του HIF-1, τις 

βιολογικές λειτουργίες και τον πολλαπλασιασµό των καρκινικών κυττάρων, επιβεβαιώνει ότι 

τα πεπτίδια ETD λειτουργούν παρεµποδίζοντας λειτουργίες που εξαρτώνται από τη 

φωσφορυλίωση του HIF-1α από τις ERK1/2.  

Δεδοµένου του αρνητικού ρόλου που διαδραµατίζει ο HIF-1 στην ανάπτυξη των όγκων, 

η αναστολή της δράσης του προσφέρει µια ελκυστική προσέγγιση για τη θανάτωση των 

καρκινικών κυττάρων που βρίσκονται στο υποξικό µικροπεριβάλλον των στερεών όγκων 

(208, 222). Η δοκιµαστική εφαρµογή ενώσεων που στοχεύουν τη σταθεροποίηση της 
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υποµονάδας HIF-α ή τη σύνδεσής της µε τον ARNT ή τους συµπαράγοντες της µεταγραφής 

p300/CBP, έχει επιβεβαιώσει ότι οι  ισοµορφές των HIF-α αποτελούν ελκυστικούς στόχους 

για αντικαρκινική θεραπεία (252, 253, 299). Έτσι, η ανάπτυξη ειδικών αναστολέων των HIF, 

προκειµένου να χρησιµοποιηθούν σε συνδυασµό µε τις παραδοσιακές θεραπευτικές µεθόδους 

ή άλλες στοχευµένες στρατηγικές, είναι πολύ σηµαντική. Παρόλα αυτά, δεν έχει επιτευχθεί 

µέχρι τώρα η ανάπτυξη κάποιου απολύτως εξειδικευµένου αναστολέα του HIF-1 που να µην 

έχει παράπλευρες ανεπιθύµητες δράσεις. Η συγκεκριµένη προσέγγιση προσκρούει στο 

γεγονός ότι η αναστολή των µεταγραφικών παραγόντων δεν είναι εύκολη. Σε αντίθεση µε τα 

ένζυµα που µπορούν να στοχευθούν ειδικά από ουσίες που µοιάζουν µε το υπόστρωµά τους ή 

τους φυσικούς τους αναστολείς, η λειτουργία των µεταγραφικών παραγόντων εξαρτάται από 

τις τροποποιήσεις τους και την αλληλεπίδραση τους µε άλλες πρωτεΐνες ή µε το DNA, 

γεγονότα που δε µπορούν να παρεµποδιστούν εύκολα από µικρού µεγέθους χηµικούς 

αναστολείς (300, 301).  

Στο κοµµάτι της ανάπτυξης θεραπευτικών προσεγγίσεων ενάντια στον καρκίνο, έχουν 

εφαρµοστεί πολλές στρατηγικές για την παρεµπόδιση της ενεργοποίησης του HIF-1. Κάποιες 

υπό δοκιµή ουσίες αναστέλλουν απευθείας τον HIF-1, ενώ άλλες αναστέλλουν σηµατοδοτικά 

µονοπάτια που τον ρυθµίζουν θετικά (222, 249). Ορισµένες προσεγγίσεις στοχεύουν την 

έκφραση του HIF-1, όπως µε τη χρήση αντινοηµατικών µορίων RNA (255) ενώ, άλλες 

προωθούν την αποσταθεροποίησή του µε ουσίες που καταργούν την αλληλεπίδραση του µε 

τη µοριακή συνοδό Hsp90 (79). Παρόλα αυτά, οι  παράγοντες αυτοί δεν θεωρούνται 

επιλεκτικοί αναστολείς του HIF-1, καθώς η ανασταλτική τους δράση δεν περιορίζεται µόνο 

στο σηµατοδοτικό µονοπάτι της υποξίας, αλλά προκαλούν τη θανάτωση και κυττάρων σε 

φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου (208).  

Μία άλλη κατηγορία ενώσεων που αναστέλλουν τον HIF-1 συµπεριλαµβάνει ουσίες που 

στοχεύουν συστατικά του µονοπατιού τη υποξίας όπως ο  ARNT (263), οι  p300/CBP (257) 

και τα HRE (264). Ωστόσο, ούτε οι ουσίες αυτές θεωρούνται ειδικοί αναστολείς του HIF-1, 

καθώς τα παραπάνω συστατικά του µονοπατιού απόκρισης στην υποξία είναι κοινά µεταξύ 

όλων των ισοµορφών HIF-α, ενώ σε κάποιες περιπτώσεις έχει δειχθεί ότι επηρεάζουν και 

µονοπάτια ανεξάρτητα της υποξίας (302, 303).  

Μια εναλλακτική και πολλά υποσχόµενη προσέγγιση για τη εκλεκτική στόχευση των 

µεταγραφικών παραγόντων, είναι η χρήση της τεχνολογίας πρωτεϊνικής µεταγωγής σε 

συνδυασµό µε πεπτίδια, που προέρχονται από µια αλληλουχία η οποία έχει δειχθεί 

πειραµατικά ότι διαθέτει ανασταλτική δράση έναντι του µεταγραφικού παράγοντα (258, 304, 

305). Σε ανεξάρτητες µελέτες έχουν αναφερθεί πεπτίδια τα οποία λειτουργούν ως αναστολείς 
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του HIF-1. Τέτοια είναι τα πεπτίδια 6His-Tat-Ainp1 και TAD-C, τα οποία ανταγωνίζονται 

τον HIF-1α για τη σύνδεση µε τον ARNT και παρεµποδίζουν τη δέσµευση των p300/CBP µε 

την περιοχή C-TAD του HIF-1α, αντίστοιχα (258, 271). Παρόλο που τα πεπτίδια αυτά 

αναστέλλουν αποτελεσµατικά τον HIF-1, αναστέλλουν λειτουργίες κοινές µεταξύ των 

ισοµορφών του HIF. Επίσης, µπορεί να επηρεάζουν τη λειτουργία και άλλων µεταγραφικών 

παραγόντων που χρησιµοποιούν τους ίδιους εταίρους, όπως ο AhR που αλληλεπιδρά µε τον 

ARNT, γεγονός που επηρεάζει την εξειδίκευση και την αποτελεσµατικότητα του αναστολέα.  

Οι πεπτιδικοί αναστολείς ΤΑΤ-ETD του HIF-1 που κατασκευάστηκαν στα πλαίσια της 

παρούσας διατριβής, βασίστηκαν σε µια περιοχή του HIF-1α η οποία ρυθµίζεται από τις 

ERK1/2 και δείχθηκε ότι διαθέτουν την απαραίτητη εξειδίκευση για να δράσουν ως 

επιλεκτικοί αναστολείς του HIF-1, χωρίς να επηρεάζουν τις άλλες ισοµορφές αυτού του 

µεταγραφικού παράγοντα. Επίσης, ό πως αναφέρθηκε παραπάνω, τα πεπτίδια αυτά δεν 

αναστέλλουν τη δράση των ERK1/2, καθώς σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα δεν επηρέασαν τα 

φωσφορυλιωµένα επίπεδα των κινασών αυτών. Επιπλέον, τα πεπτίδια ΤΑΤ-ETD φάνηκε  να 

παρουσιάζουν µεγάλη εκλεκτικότητα και ως προς την ισοµορφή των HIF που αναστέλλουν. 

Συγκεκριµένα, τα πυρηνικά πεπτίδια ETD ανέστειλαν την έκφραση κοινών γονιδίων-στόχων 

των HIF, αλλά και γονιδίων που επάγονται αποκλειστικά από τον HIF-1. Αντίθετα, δεν 

επηρέασαν καθόλου την έκφραση των ειδικών γονιδίων-στόχων του HIF-2 σε συνθήκες 

υποξίας (10, 287), δείχνοντας την υψηλή εξειδίκευσή τους ενάντια στον HIF-1α. Αυτό µπορεί 

να εξηγηθεί από το γεγονός ότι παρά τη δοµική τους οµοιότητα, οι  δύο HIF-α ισοµορφές 

διαφέρουν σηµαντικά στην περιοχή που εδράζεται το τµήµα της ETD που περιέχει το NES 

και τα δύο κατάλοιπα σερίνης που τροποποιούνται από τις ERK1/2 (127). Η υψηλή αυτή 

επιλεκτικότητα της δράσης των πεπτιδίων ETD ως ειδικών αναστολέων του HIF-1, πέρα από 

την αξιοποίησή του ως αντικαρκινικούς παράγοντες, τα καθιστά επίσης χρήσιµα βιοχηµικά 

εργαλεία για τη µελέτη των διακριτών λειτουργιών των HIF-1α και HIF-2α (3, 287) και για 

την πρόσφατα χαρακτηρισµένη µη γενωµική δράση του HIF-1α στα µιτοχόνδρια (133, 306). 

Τέλος, πέρα από τη δραστικότητα τους ως αναστολείς του HIF-1α, παρατηρήθηκε ότι τα 

πεπτίδια ETD αναστέλλουν την επιβίωση αποκλειστικά των καρκινικών κυττάρων που 

βρίσκονται σε συνθήκες υποξίας. Αντίθετα, σε συνθήκες νορµοξίας, όπου ο  HIF-1α 

απουσιάζει, δεν προκάλεσαν καµία µεταβολή. Το γεγονός αυτό υποστηρίζει περαιτέρω τη 

δράση τους ως ειδικών αναστολέων του HIF. Έτσι, τα πεπτίδια αυτά µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν ως η βάση για την παραγωγή αντικαρκινικών παραγόντων που να 

στοχεύουν τους υποξικούς όγκους αλλά όχι τα φυσιολογικά νορµοξικά κύτταρα (304). 
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Αντίθετα µε τον καρκίνο, υπάρχουν παθολογικές καταστάσεις όπως η ισχαιµία και οι 

καρδιαγγειακές παθήσεις, όπου η ενεργοποίηση του HIF-1 είναι απαραίτητη. Έτσι, έχουν 

δοκιµασθεί κυτταροδιεισδυτικά πεπτίδια του HIF-1α, που επιτυγχάνουν την επαγωγή της 

δράσης του ενδογενούς HIF-1. Τέτοια είναι πεπτίδια που προέρχονται από την περιοχή ODD 

του HIF-1α, τα οποία βρίσκονται σε σύντηξη µε την αλληλουχία ΤΑΤ και επάγουν τη 

σταθεροποίηση του HIF-1α σε συνθήκες νορµοξίας και την έκφραση των γονιδίων-στόχων 

του HIF-1. Αποτελώντας τα ίδια τα πεπτίδια υπόστρωµα των PHD, υδροξυλιώνονται και 

ανταγωνίζονται µε τον ενδογενή HIF-1α για την αλληλεπίδραση µε τον pVHL. Έτσι, ο HIF-α 

δεν αποικοδοµείται και προωθείται η αγγειογένεση (307, 308). Άρα η κατανόηση των 

µοριακών µονοπατιών και κυρίως του ρόλου των µηχανισµών της φωσφορυλίωσης και 

αποφωσφορυλίωσης που επηρεάζουν και ενεργοποιούν τους HIF είναι ιδιαίτερα σηµαντικά. 

Συνοψίζοντας τα αποτελέσµατα συνολικά, στο πρώτο µέρος της διατριβής 

ταυτοποιήθηκαν δύο φωσφατάσες που επηρεάζουν τη δράση των HIF στην υποξία, µε 

κάποιον, πιθανόν έµµεσο  µηχανισµό, που δεν έχει καταστεί σαφής και χρήζει περαιτέρω 

διερεύνησης. Η µία είναι η καλσινευρίνη, η οποία αναστέλλει τη µεταγραφική ενεργότητα 

των HIF και η άλλη είναι η µιτοχονδριακή PDP1 η οποία ενεργοποιεί τους HIF στην υποξία. 

Στα πλαίσια του δεύτερου µέρους, διευκρινίστηκε ότι η ενεργοποιητική φωσφορυλίωση του 

HIF-1α από τις ERK1/2 είναι καθοριστικής σηµασίας για τη διεκπεραίωση σηµαντικών 

βιολογικών λειτουργιών που εξασφαλίζουν την προσαρµογή και την επιβίωση των 

καρκινικών κυττάρων σε συνθήκες υποξίας. Δείχθηκε ότι τα κυτταροδιεισδυτικά πεπτίδια 

που προέρχονται από την ETD περιοχή του HIF-1α και έχουν την ικανότητα να 

ανταγωνίζονται µε τον ενδογενή HIF-1α για τη φωσφορυλίωση του από τις ERK1/2, 

αναστέλλουν βασικές βιολογικές ιδιότητες των καρκινικών κυττάρων και επάγουν την 

απόπτωση τους στην υποξία. Επιπλέον, φάνηκε ότι τα πεπτίδια αυτά αποτελούν επιλεκτικούς 

αναστολείς της δράσης του HIF-1, χωρίς να διαθέτουν ανεπιθύµητες µη-ειδικές επιδράσεις. 

Έτσι, µπορούν να αποτελέσουν αφενός πολύτιµα εργαλεία για την περαιτέρω διερεύνηση του 

ρόλου της φωσφορυλίωσης του HIF-1α από τις ERK1/2, και αφετέρου, πρότυπες ενώσεις για 

την κατασκευή ειδικών αναστολέων του HIF-1 µε εφαρµογή στην αντικαρκινική θεραπεία. 
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Abstract
Hypoxia is frequently encountered in the microenvironment of solid tumors. Hypoxia-inducible factors (HIFs), the main 
effectors of cell response to hypoxia, promote cancer cell survival and progression. HIF-1α, the oxygen-regulated subunit of 
HIF-1, is often correlated with oncogenesis and represents an attractive therapeutic target. We have previously reported that 
activation HIF-1α by ERK involves modification of two serine residues and masking of a nuclear export signal (NES), all 
inside a 43-amino acid domain termed ERK Targeted Domain (ETD). Overexpression of ETD variants including wild-type, 
phospho-mimetic (SE) or NES-less (IA) mutant forms caused HIF-1 inactivation in two hepatocarcinoma cell lines, while a 
phospho-deficient (SA) form was ineffective and acted as a sequence-specific negative control. To deliver these ETD forms 
directly into cancer cells, they were fused to the HIV TAT-sequence and produced as cell-permeable peptides. When the 
TAT-ETD peptides were added to the culture medium of Huh7 cells, they entered the cells and, with the exception of ETD-
SA, accumulated inside the nucleus, caused mislocalization of endogenous HIF-1α to the cytoplasm, significant reduction of 
HIF-1 activity and inhibition of expression of specific HIF-1, but not HIF-2, gene targets under hypoxia. More importantly, 
transduced nuclear TAT-ETD peptides restricted migration, impaired colony formation and triggered apoptotic cell death 
of cancer cells grown under hypoxia, while they produced no effects in normoxic cells. These data demonstrate the impor-
tance of ERK-mediated activation of HIF-1 for low oxygen adaptation and the applicability of ETD peptide derivatives as 
sequence-specific HIF-1 and cancer cell growth inhibitors under hypoxia.

Keywords Hypoxia · Cancer · Cell-penetrating peptides · HIF-1 · ERK1/2

Introduction

The development of permanent or transient hypoxic 
regions is a common aspect of solid tumors due to an 
occurring imbalance between oxygen availability and 
consumption in highly proliferating cancer cells [1]. 

Adaptation of cancer cells to oxygen deprivation depends 
on activation of hypoxia-inducible factors (HIFs), which 
stimulate tumor angiogenesis and mediate metabolic 
reprogramming of cancer cells, thus, facilitating their pro-
liferation, migration, metastasis and resistance to conven-
tional therapies [2]. HIFs act as heterodimers and comprise 
HIF-α subunits regulated by oxygen and a constitutively 
expressed HIF-β subunit (or ARNT; Aryl hydrocarbon 
Receptor Nuclear Translocator). HIF-1α, the most studied 
and broadly expressed HIF-α isoform, is constantly pro-
duced but under normal oxygen tension is hydroxylated by 
oxygen-dependent prolyl-hydroxylases, subjected to poly-
ubiquitination by a pVHL-containing E3 ligase complex 
and degraded at the proteasome [3]. HIF-1α comprises 
distinct functional domains such as basic helix-loop-helix 
(bHLH) and PER–ARNT–SIM (PAS) domains in its 
N-terminus that mediate attachment to DNA and heterodi-
merization with ARNT, respectively. In addition, HIF-1α 
contains an oxygen-dependent degradation (ODD) domain 
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and two transactivation domains (N-TAD and C-TAD) that 
associate with transcription co-activators like p300/CBP. 
TADs are separated by a spacer region termed inhibitory 
domain (ID), upon the deletion of which TAD-mediated 
transactivation is increased [4]. HIF-1α is overexpressed 
in cancer cells due to local hypoxia, oncogenic transforma-
tion (e.g., VHL mutations that trigger HIF-1α stabiliza-
tion and cause renal carcinoma and hemangioblastoma) 
or overactivation of signaling pathways that cause HIF-1α 
activation resulting in increased survival of cancer cells 
[5]. Thus, HIF-1α overexpression is observed in many can-
cer types and associated with malignant phenotype and 
increased patient mortality. Therefore, HIF-1α has become 
an attractive target for anticancer treatment [6]. Preclinical 
studies have shown that HIF-1α inhibition may have thera-
peutic utility, especially in combination with traditional 
chemical or radiation treatments [7]. Moreover, validation 
of HIF-α as targets for anticancer therapy is supported by 
a recent study that describes the trial of a prototype com-
pound that targets HIF-2α/ARNT dimerization in a patient 
suffering from metastatic renal carcinoma (ccRCC) with 
promising results [8]. Targeting of HIF-1 is also important 
for treating diseases other than cancer such as pulmonary 
arterial hypertension, non-alcoholic fatty liver disease, 
ocular neovascularization and others, the pathogenicity 
of which involves maladaptive overactivation of HIF-1 [9].

In addition to oxygen levels, HIF-1α regulation involves 
oxygen-independent mechanisms that involve oncogenic 
signaling, protein interactions and HIF-1α post-translational 
modifications [10]. Direct phosphorylation, the most stud-
ied HIF-1α modification, by kinases such as GSK3, PLK3, 
CDK1 and ATM affects HIF-1α stabilization [11], whereas 
modifications by CK1δ affects its dimerization with ARNT 
[12]. However, a phosphorylation that directly modulates 
HIF-1α transcriptional activity is mediated by ERK1/2. In 
our previous studies, we have shown that HIF-1α is modified 
by ERKs on Ser residues 641 and 643 that reside inside a 
small domain termed ETD (ERK Targeted Domain; amino 
acids 616–658). This phosphorylation inhibits HIF-1α 
export from nucleus as it impairs HIF-1α interaction with 
CRM1 that can bind to a neighboring nuclear export signal 
(NES) [13, 14]. Thus, HIF-1α phosphorylation by ERKs 
guarantees its effective nuclear accumulation and full tran-
scriptional activation of its target genes. Indeed, overexpres-
sion of the ETD (containing both the ERK-modified sites 
and NES signal) as an independent peptide in its wild-type 
form competed with endogenous HIF-1α and inhibited its 
activity in HeLa and Huh7 cells, whereas a mutant form that 
could not be phosphorylated by ERKs left HIF-1 activity 
unaffected [14, 15]. Furthermore, inactivation of ERKs via 
MEK inhibitors, natural compounds or serum starvation also 
caused translocation of HIF-1α to the cytoplasm and loss of 
its transcriptional activity [16, 17].

Blocking of HIF-1 phosphorylation by kinase inhibitors is 
an efficient, but not specific way to impair the transcriptional 
response to hypoxia. On the other hand, overexpression of 
substrate-derived phosphorylation-competing peptides by 
plasmid transfection is a specific but not very efficient or 
practical method, especially when intended for therapeutic 
purposes. A promising approach for delivery of inhibitory 
peptides into cells is their conjugation with short cell-per-
meable amino acid sequences derived from proteins able 
to traverse biological membranes. The best example is the 
transactivator of transcription (or TAT) peptide of HIV-1, 
one of the most studied cell-penetrating peptides [18].

In this work, we demonstrate that HIF-1α-derived ETD 
peptide variants fused to the TAT sequence effectively 
enter into cancer cells, specifically target ERK1/2-mediated 
HIF-1α activation and significantly inhibit biological func-
tions crucial for cancer cell propagation and survival under 
low oxygen conditions. These cell-penetrating peptides will 
be very useful as research tools for studying hypoxia-medi-
ated responses and may ultimately be used for developing 
viable therapeutic approaches for cancer or other HIF-1-im-
plicating disorders.

Methods

Plasmid constructions

Flag-tagged ETD expression plasmids for wild-type (wt) 
and SA (Ser641Ala, Ser643Ala) forms have been previously 
described [14]. To construct Flag-ETD-SE (Ser641Glu) 
and -IA (Ile637Ala, Leu638Ala, Ile639Ala), the respec-
tive cDNA fragments were subcloned as BamHI inserts 
into pFLAG-CMV2 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
vector after digesting with BamHI the previously reported 
pEGFP-C1-ETD-SE and pGEX-4T-1-ETD-IA plasmids, 
respectively [14]. Construction of pTRE-Tight-FLAG-ETD 
plasmids expressing for wt, SA, SE and IA forms entailed 
the isolation of the FLAG-ETD cDNA fragment from the 
corresponding pFLAG-CMV2-ETD plasmids, after digest-
ing each plasmid with the SacI restriction enzyme, fol-
lowed by incubation with T4 DNA Polymerase and dNTPs 
to create blunt ends. The empty pTRE-Tight vector (Clon-
tech, Fremont, CA, USA) was digested with the restriction 
enzyme PvuII, to generate blunt ends, followed by ligase 
reaction with the Flag-ETD cDNAs. Bacterial expression 
plasmids expressing for GST-TAT-ETD-Flag wt, SA, SE and 
IA peptide forms were produced by PCR, using as template 
previously shown pEGFP-C1-HIF-1α plasmids expressing 
full length HIF-1α forms (wt, SA, SE and IA), respectively 
[14]. The PCR primer for sense strand also contained the 
sequence that encodes for the HIV TAT peptide, while 
the PCR primer for anti-sense strand also contained the 
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sequence that encodes for the Flag-tag peptide, so that the 
different ETDs may be produced as TAT-ETD-Flag peptides. 
Primer sequences are shown in Table S2. The cDNAs of 
the TAT-ETD-Flag forms were cloned as BamHI fragments 
into pGEX-4T-1 bacterial expression vector (Amersham 
Biosciences, Little Chalfont, UK). The DNA sequences of 
all ETD forms were confirmed by sequencing performed by 
VbC-Biotech (Vienna, Austria).

Protein expression and purification

Plasmids encoding for wild-type and mutant forms of 
GST-TAT-ETD-Flag peptides were transformed into the 
BL21RIL E. coli strain. Expression of recombinant pro-
teins was induced by adding 0.5 mM IPTG into LB broth 
culture medium, which also contained 1% sorbitol and 
50 mM phosphate buffer, pH 7, for 1 h at 25 °C. E. coli cells 
expressing GST-fusion peptides were lysed by sonication 
in a buffer containing 20 mM Tris–HCl 7.6, 137 mM NaCl, 
1 mM PMSF, 0.1% Tween 20 and 1 mM DTT. The soluble 
extracts were incubated with  Protino® Glutathione Agarose 
4B (Macherey–Nagel, Duren, Germany) suspension for 1 h 
and washed three times with lysis buffer. TAT-ETD-Flag 
peptides were cleaved from GST bound on agarose-GSH 
resin and eluted by applying 1 ml of TEV protease elution 
buffer (5 μg of purified His-TEV protease diluted in 50 mM 
Tris–HCl, pH 8.0, and 0.5 mM EDTA). Purified His-TEV 
protease was obtained as described in Cabrita et al. [19]. 
Eluates containing His-TEV protease (~ 28 kDa) and TAT-
ETD-Flag peptide forms (Table S1) were passed through a 
Microcon-10 kDa centrifugal filter supplied with Ultracel-10 
membrane spin filter column with 10 kDa cutoff. TAT-ETD-
Flag peptides were collected at the flow-through, whereas 
TEV protease remained in the concentrate.

Cell culture, transfection and reporter gene assay

Human Huh7, HeLa or HepG2 cells acquired from ATCC 
or tTA-HepG2 cells (generous gift of Prof. K. Pantopoulos, 
[20]) were regularly examined for mycoplasma and cultured 
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Biosera, 
Nuaille, France) containing 10% fetal bovine serum (FBS) 
and 100 U/ml penicillin–streptomycin (Biochrom, Berlin, 
Germany). Transient transfections were carried out as pre-
viously described in 24-well plates by using Turbofect™ 
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) transfec-
tion reagent [13]. For inducible expression experiments, 
cell transfection with the pTRE-Tight-FLAG-ETD plasmids 
was followed by culturing cells in the absence or presence 
of 1 μg/ml Dox for 48 h at 37 °C. Dox was added to the 
culture medium to suppress the expression of Flag-ETDs, 
while their induction was possible when the antibiotic was 
absent. Reporter gene assays were performed as previously 

described [13] and luciferase activity was determined by 
using ‘Dual-Luciferase Reporter Assay System’ (Promega, 
Madison, WI, USA). Peptide treatments were performed by 
adding into culture medium 3 μg/ml of the TAT-ETD-Flag 
peptides (~ 380 nM, see also Table S1) and cells were pre-
incubated for 1 h under normoxia (21%  O2) to transduce 
peptides, followed by incubation under normoxic (21%  O2) 
or hypoxic (1%  O2) conditions as required. For cell treatment 
spanning more than 24 h, the culture medium was replen-
ished with the cell-penetrating peptides every 24 h. Hypoxic 
conditions were achieved by exposing cells to 1%  O2, 94% 
 N2 and 5%  CO2 in an IN VIVO2 200 hypoxia workstation 
(Baker Ruskinn, Sanford, Maine, USA).

Cell fractionation

Biochemical fractionation of cells was performed as 
described in [21]. Briefly, Huh7 cells were washed twice 
with cold PBS, detached by trypsinization and collected by 
centrifugation at 100 × g at 4 °C. Pelleted cells were sus-
pended in 400 μl of hypotonic buffer (10 mM Hepes–KOH, 
pH 7.9, 1.5 mM  MgCl2, 10 mM KCl, 0.5 mM dithiothreitol 
and 0.2 mM PMSF) and allowed to swell for 20 min on 
ice. Cytoplasmic proteins were collected in the supernatant 
by centrifugation at 2000 × g (4 °C). The nuclear pellet 
was resuspended in 400 μl of hypertonic buffer (20 mM 
Hepes–KOH, pH 7.9, 1.5  mM  MgCl2, 420  mM NaCl, 
0.2 mM EDTA, 0.5 mM dithiothreitol and 0.2 mM PMSF) 
and, after 20 min incubation on ice, soluble nuclear proteins 
were collected in the supernatant by centrifugation at 10,000 
× g (4 °C).

SDS‑PAGE and western blotting

Recombinant proteins or lysates (approximately, 60 μg of 
total protein extracts) were resolved by 10%–15% SDS-
PAGE gels, and either stained by Coomassie Brilliant Blue 
or analyzed by immunoblotting performed as previously 
described [13]. Antibodies used are: affinity purified rab-
bit anti-HIF-1α polyclonal antibody (pAb) (1:1000; [22]), 
anti-HIF-2α rabbit pAb (ΝΒ100-122, 1:1000 dilution) from 
Novus Europe (Cambridge, UK), anti-VEGF rabbit pAb 
(sc152, 1:1000) from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, 
TX, USA), anti-Flag mouse monoclonal antibody (mAb) 
(F4042, 1:10000; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), 
anti-beta actin mouse mAb (3700; 1:5000), anti-caspase 
3 rabbit pAb (9662; 1:1000), anti-cleaved caspase 3 rab-
bit pAb (9664; 1:1000), anti-ERK1/2 rabbit pAb (9102; 
1:1000), anti-phospho-ERK1/2 rabbit pAb (9101; 1:1000) 
purchased by Cell Signaling (Danvers, MA, USA). West-
ern blot images were collected by using Uvitec Cambridge 
Chemiluminescence Imaging System supplied with Alliance 
Software (ver. 16.06) and quantified by Uviband Software 
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(ver. 15.03) supplied by the instrument manufacturer (Uvitec 
Cambridge).

Immunofluorescence microscopy

Immunofluorescence microscopy experiments were per-
formed as previously described [14]. In brief, cells were 
grown on coverslips and fixed with 3% formaldehyde in PBS 
for 5 min, permeabilized with 0.1% Triton-X 100 at 4 °C for 
15 min, and treated with 1% BSA in PBS for 1 h at room 
temperature. Then, coverslips were incubated overnight at 
4 °C with a rabbit polyclonal anti-HIF-1 antibody (1:1000 
in blocking buffer; [22]) and a mouse monoclonal anti-
Flag antibody (F4042, 1:1000 in blocking buffer; Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA), washed twice with PBS, and 
incubated for 30 min at room temperature with fluorescein 
isothiocyanate-conjugated anti-mouse and Cy3-conjugated 
anti-rabbit secondary antibodies (Jackson ImmunoResearch, 
Cambridgeshire, UK). Cells were counterstained with DAPI 
(4′,6-diamidine-2′-phenylindole dihydrochloride; Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA), mounted on slides, and visu-
alized with a Zeiss Axio Imager.Z2 microscope equipped 
with AxioCam MRm sensor and a 40 × objective or 100 × 
oil-immersion lens. Lipid droplet staining was achieved by 
using Nile Red (0.1 mg in PBS; Sigma-Aldrich, St Louis, 
MO, USA) for 15 min after standard immunofluorescence 
microscopy procedure and before mounting on slides [23].

RNA extraction and real‑time quantitative PCR

Total RNA from Huh7, HeLa or HepG2 cells was isolated 
by using NucleoZol reagent (Macherey–Nagel, Duren, Ger-
many) and cDNA was synthesized with the High Capacity 
Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, 
CA, USA). Real-time quantitative PCR was performed with 
KAPA SYBR FAST qPCR (Kapa Biosystems, Wilmington, 
MA USA) in a  LightCycler® 96 System (Roche, Basel, Swit-
zerland). The mRNAs encoding for VEGF, LIPIN1, P4HA1, 
NDRG1, PAI-1, FSP1 and ACTIN were amplified using 
primers shown in Table S2. Each sample was assayed in 
triplicate for all targets and internal control. Relative quan-
titative gene expression was calculated using the ΔΔCT 
method and presented as a fold increase in relation to the 
respective control.

Wound‑healing assay

Wound-healing assay was performed according to Liang 
et al. [24]. Briefly, Huh7 cells were plated into six-well cul-
ture dishes and grown to create a confluent monolayer. The 
monolayer was grazed in a straight line to create a “scratch” 
with a pipette tip. Markings were created close to the scratch 
to be used as reference points. The cellular debris were 

washed away with PBS and then cells were supplied with 
DMEM containing 1% FBS and antibiotics. Then, cells were 
treated with 3 μg/ml of TAT-ETD-Flag peptide forms every 
24 h and left to migrate inside the empty surface for 48 h 
under normoxia or hypoxia. Images were collected with a 
Leica DFC480 camera (LAS software version V2.3.1.R1) 
on a phase-contrast microscope equipped with a 20 × objec-
tive at room temperature at each time point. The polygon 
selection tool of ImageJ software (v.1.51 g, NIH) was used 
to measure the free area of the wound.

Clonogenic assay

Huh7 cells were seeded into 60 mm culture dishes at a 
density of 6000 cells/plate and treated with 3 μg/ml of the 
TAT-ETD-Flag peptide forms replenished every 24 h and 
for 7 days, under normoxia or hypoxia. Cells were left to 
grow into colonies, washed with PBS, fixed with ice-cold 
100% methanol and stained with 0.5% crystal violet solu-
tion in 25% methanol. Pictures were collected by each dish 
and ImageJ software (v.1.51 g, NIH) was used to measure 
the number of colonies by using the ‘Find Maxima’ com-
mand [25].

Cell proliferation and cell death assays

For cell proliferation (Huh7 cell line) and death assays in 
Huh7, HeLa or HepG2 lines, cells were seeded into 96-well 
plates (1000 or 2000 cells/well, respectively) and treated 
with 3 μg/ml of TAT-ETD-FLAG peptides restocked every 
24  h and for the indicated periods under normoxia or 
hypoxia. Cell proliferation was measured using the ‘CellTi-
ter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay’ kit 
(Promega, Madison, WI, USA) and values were normalized 
to those in the absence of cells for each condition. Determi-
nation of cell death involved cells cultured in DMEM sup-
plied with 1% FBS and was performed by using the ‘LDH 
Cytotoxity Detection kit’ (Takara-Clontech, Mountain View, 
CA, USA).

TUNEL and Annexin V assays

For both TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase 
dUTP nick end labeling) and Annexin V assays, Huh7 cells 
were seeded on coverslips and treated for 48 h with 3 μg/ml 
of TAT-ETD-FLAG peptides replenished every 24 h under 
normoxia or hypoxia. Apoptotic DNA fragmentation and 
phosphatidylserine translocation were monitored by using 
the ‘In situ Apoptosis Detection’ kit (Takara-Clontech, 
Mountain View, CA, USA) and the ‘CF555 Annexin V and 
PI Apoptosis Assay’ kit (Biotium, Fremont, CA, USA), 
respectively. After fluorescent staining was established, 
nuclei were stained with DAPI and pictures were collected 
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with a Zeiss Axio Imager.Z2 microscope equipped with Axi-
oCam MRm sensor and 20x objective.

Quantification of fluorescence and statistical 
analysis

Quantitation of the fluorescence emitted by Nile Red 
was performed using the ImageJ public domain software 
(v.1.51 g, NIH) and expressed as fluorescence intensity [26] 
and involved outlining each cell, measuring area, fluores-
cence intensity and adjacent background and calculating 
total corrected cellular fluorescence as TCCF = integrated 
density – (area of selected cell × mean fluorescence of 
background).

Statistical differences between two groups of data were 
evaluated by using the GraphPad Prism version 5.04 soft-
ware. Differences were tested by Student’s t test (two-tailed) 
between two groups or by one-way analysis of variance 
(ANOVA) within multiple groups; P < 0.05 was deemed sta-
tistically significant (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001).

Results

Overexpression of HIF‑1α‑derived ETD peptides 
mislocalize and inactivate endogenous HIF‑1α 
in human Huh7 and HepG2 cancer cells

We have previously shown that overexpression of the wild-
type (wt) form of Flag-tagged ETD (Fig. 1a) in HeLa or 
Huh7 cells caused reduction of HIF transcriptional activ-
ity, in contrast to its phosphorylation-deficient mutant form 
ETD-SA (Fig. 1a) that was ineffective [14, 15]. To extend 
our study and search for more potent HIF-1α inhibitors 
amongst ETD variants, previously reported ETD forms 
carrying either a phospho-mimetic mutation at position 
641 (ETD-SE) or NES-debilitating mutations at positions 
637, 638 and 639 (ETD-IA) (Fig. 1a) were Flag-tagged and 
tested for their effect on HIF-1α localization and activity. 
Co-transfection of Huh7 cells with full length GFP-HIF-1α 
under normoxia showed that Flag-ETD forms able to be 
phosphorylated by ERKs (ETD-wt and ETD-IA) or mimick-
ing phosphorylation (ETD-SE) were predominantly nuclear 
and caused mislocalization of GFP-HIF-1α to the cyto-
plasm, with the ETD-IA mutant exhibiting a stronger effect 
(Fig. 1b; white arrows). In contrast, the phosphorylation-
deficient ETD-SA mutant was exclusively cytoplasmic and 
had no effect on GFP-HIF-1α localization (Fig. 1b; white 
arrows). When Flag-ETD variants were expressed in Huh7 
cells under hypoxia (1%  O2), they exhibited the same locali-
zation. Nuclear Flag-ETDs affected endogenous HIF-1α by 
misplacing it from the nucleus (EDT-wt and EDT-SE) or 
depleting it (ETD-IA) (Fig. 1c; white arrows) and strongly 

reduced HIF-1 transcriptional activity (Fig. 1d), while the 
cytoplasmic ETD-SA failed to affect HIF-1α localization or 
HIF-1 activity (Fig. 1c, white arrows; Fig. 1d). These results 
were reproduced using a tetracycline-inducible expression 
system that allowed the controlled expression of Flag-ETD 
forms in HepG2 cells carrying the tetracycline-controlled 
transactivator (tTA-HepG2) (Fig. 1e, f). Removal of doxy-
cycline (-dox) from the HepG2 cell medium under hypoxia 
triggered the expression of Flag-ETDs and produced simi-
lar effects on endogenous HIF-1α subcellular distribution 
(Fig. 1e) and HIF-1 transcriptional activity (Fig. 1f) as the 
non-inducible overexpression of their counterparts in Huh7 
cells.

Generation of cell‑permeable HIF‑1α ETD‑derived 
peptides

To better evaluate the potential of ETD variants as HIF-1 
inhibitors that could be delivered directly into the cells, 
all the previously tested ETD forms were fused to the HIV 
TAT transduction sequence at their N-terminus, to become 
cell penetrating, and the Flag-epitope at their C-terminus, 
to be easily detectable. To produce and purify these cell-
permeable peptides, their cDNAs were cloned into a bacte-
rial expression vector encoding a TEV cleavage site after the 
GST encoding sequence (Fig. 2a). The peptide production 
process (depicted schematically in Fig. 2b) initially entailed 
bacterial expression and affinity purification of GST-TAT-
ETD-Flag proteins (Fig. 2c). Next, the purified proteins were 
immobilized on GSH-beads and the TAT-ETD-Flag pep-
tides were released by cleaving off GST using TEV protease 
(Fig. 2d). TEV protease (~ 28 kDa) was separated from the 
TAT-ETD-Flag peptides (approximately, 7 kDa; table S1) 
using ultrafiltration (Fig. 2d). SDS-PAGE analysis showed 
recovery of all TAT-ETD-Flag forms in pure form (Fig. 2e).

Nuclear cell‑penetrating TAT‑ETD peptides 
do not affect HIF‑1α protein levels, but impair 
selectively its nuclear accumulation and activity

Flag-tagged TAT-ETD peptides were, initially, tested for 
their ability to enter inside Huh7 cells and their effect on 
HIF-1α protein levels. Both under normoxia or hypoxia, 
all TAT-ETD forms could be detected inside the cells 2 h 
post-transduction, their intracellular concentration was 
maximized at 4–8 h and they were still detectable 24 h after 
addition to the culture medium (Fig. 3a). At all time points 
tested under hypoxia, the induction of HIF-1α was not sig-
nificantly affected by the cellular entry of the TAT-ETD pep-
tides (Fig. 3a). However, as shown by biochemical fractiona-
tion (Fig. 3b) and immunofluorescence microscopy analysis 
(Fig. 3c), the TAT-ETD-wt, -SE and -IA forms, which were 
themselves predominantly nuclear, caused the translocation 
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Fig. 1  Overexpressed Flag-ETD peptide forms impair nuclear accu-
mulation and activity of HIF-1α in Huh7 and HepG2 cells. a Sche-
matic representation of HIF-1α protein domains and amino acid 
sequence of wild-type and mutant forms of ETD. ERK-modified or 
NES-forming residues are displayed underlined or in bold, respec-
tively. Gray boxes indicate residues introduced by mutagenesis. b 
Immunofluorescence microscopy of Huh7 cells expressing Flag-
tagged ETD peptides and GFP-HIF-1α (Scale = 10  μm; arrows 
indicate transfected cells). c Immunofluorescence microscopy of 
Huh7 cells expressing Flag-tagged ETD peptides incubated under 
hypoxia for 4 h (scale = 10 μm; arrows indicate transfected cells). d 
Huh7 cells transfected with Flag-tagged ETD expressing plasmids 
in various forms (as indicated) along with the pGL3–5HRE-VEGF 
and pCI-Renilla reporter plasmids. Values are ratios of firefly lucif-
erase activity over Renilla activity expressed as percentage of fold 

increase in hypoxia relative to normoxia and represent the mean of 
three independent experiments performed in triplicate ± s.e.m. (n = 9; 
*P < 0.05). e Immunofluorescence microscopy of tTA-HepG2 cells 
expressing Flag-ETD peptides in the absence of doxycycline (-dox) 
for 44  h incubated under hypoxia for 4  h. (Scale = 10  μm; white 
arrows indicate transfected cells). f tTA-HepG2 cells transfected with 
pTRE-Tight-Flag-ETD plasmids in various forms (as indicated) along 
with the pGL3–5HRE-VEGF and pCI-Renilla reporter plasmids were 
grown for 32 h in the absence of doxycycline (-dox) and incubated in 
normoxia or hypoxia for 16 h. Values are ratios of firefly luciferase 
activity over Renilla activity expressed as percentage of fold increase 
in hypoxia relative to normoxia and represent the mean of three inde-
pendent experiments performed in triplicate ± s.e.m. (n = 9; ns non-
significance, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001—compared to Flag 
control)
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of a significant fraction of endogenous HIF-1α to the cyto-
plasm (Fig. 3b), while the TAT-ETD-SA form, which was 
itself predominantly cytoplasmic, did not affect the nuclear 
localization of HIF-1α (Fig. 3b, c). As expected from the 
mislocalization of HIF-1α, treatment with the nuclear TAT-
ETD-wt, -SE and -IA variants (which from now on will be 
referred to as HIF-1-inhibitory peptides or HIPs) resulted 
in a significant decrease of HRE-dependent transcriptional 
activity, which was not affected by the cytoplasmic TAT-
ETD-SA form (Fig. 4a). Therefore, the transduced recom-
binant and bacterially produced ETD peptide derivatives 
behaved almost indistinguishably from their counterparts 
produced inside the cancer cells through plasmid-driven 
overexpression. To confirm the effects of the TAT-ETD 
peptides of HIF-1 transcriptional activity, expression of 

known hypoxia-inducible genes was analyzed in cells 
treated with the peptides. Both mRNA and protein VEGF 
levels, a common HIF-1 and HIF-2 gene target, were indeed 
reduced after treatment with all HIPs (TAT-ETD-IA form 
being the more potent inhibitor), but not by TAT-ETD-SA 
(Fig. 4b and inset). To test the selectivity of this inhibition, 
expression of gene targets unique to either HIF-1 or HIF-2 
was then analyzed. As expected by the fact that the ETD 
sequence is not conserved in HIF-2α, expression of P4HA1 
and NDRG1, genes known to be controlled exclusively by 
HIF-1 [27, 28], was inhibited by most HIPs (Fig. 4c), while 
expression of PAI-1 and FSP1, genes known to be under 
the exclusive control of HIF-2 [29, 30], was not affected in 
HIF-2α-expressing Huh7 cells (Fig. 4d and inset). In both 
the P4HA1 and NDRG1 cases, the TAT-ETD-SA form was 

Fig. 2  Expression and purification of cell-permeable HIF-1α-derived 
TAT-ETD-Flag peptides. a Depiction of the expression plasmid after 
cloning cDNAs encoding for the different TAT-ETD-Flag forms. b 
Workflow of purification by affinity chromatography of the differ-
ent TAT-ETD-Flag forms. c Representative GST-TAT-ETD-Flag (for 
the wt form) protein expression. BL21RIL E. coli cells transformed 
with the pGEX-4T-1-TAT-ETD-Flag plasmid were incubated in the 
absence (−; lane 1) or presence (+; lane 2) of IPTG. Homogenate 
(lane 3), supernatant (lane 4), pellet (lane 5) and glutathione-agarose 
resin eluate (lane 6) from the induced cells were analyzed by SDS-

PAGE. d Representative TAT-ETD-Flag (for the wt form) isolation. 
GST-TAT-ETD-Flag (wt) protein bound to glutathione-agarose resin 
incubated for 16  h with TEV protease at 8  °C (lane 1). TAT-ETD-
Flag peptides (lane 3) separated from TEV protease (lane 2) by 
Microcon-10® centrifugal filters. Samples from each step were ana-
lyzed by SDS-PAGE. e Coomassie staining (Left panels) or immu-
noblotting (Right panel) of all TAT-ETD-Flag peptides (as indicated) 
isolated as in B and D (odd lane numbers indicate retained TEV frac-
tions, whereas even lane numbering indicates purified TEV-free pep-
tide fractions)
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inactive, while the TAT-ETD-IA form was the most potent 
inhibitor of their HIF-1-driven expression. Those results 
were confirmed in HeLa and HepG2 cell lines treated with 
TAT-ETD-SA or TAT-ETD-IA peptide forms by determina-
tion of LPIN1 (HIF-1 target, [15]) or PAI-1 (HIF-2 target) 
mRNA levels (Sup. Figure 1).

Taken together, these results show that cell-penetrating 
ETD peptide derivatives that can be phosphorylated by 
ERKs (ETD-wt and ETD-IA forms) or mimic phosphoryla-
tion (ETD-SE form) accumulate inside the nucleus, mis-
localize HIF-1α and selectively inhibit HIF-1-dependent 
transcriptional activity. These, together with the fact that 
the phosphorylation-deficient ETD-SA form resides in the 
cytoplasm and leaves HIF-1α unaffected, suggest that the 
inhibitory peptides act as specific blockers of ERK-mediated 
HIF-1α modification (being themselves modified instead) 
and, additionally, their phosphorylated forms may also 
impair the interaction of residually modified HIF-1α with 
chromatin components essential for transcriptional activa-
tion of HIF-1 target genes. In any case, the TAT-ETD-IA 
variant is shown to be an agent that can efficiently inhibit 
HIF-1 activity without affecting HIF-2 and can therefore 
be used to study the requirement of HIF-1 for cancer cell 
adaptation to hypoxia.

HIPs interfere with lipid synthesis and the migratory 
potential of cancer cells only under hypoxia

Cancer cells respond to lack of oxygen in several ways: they 
reprogram their metabolism, migrate away from the hypoxic 
areas and restrict actively the apoptotic processes that may 
be initiated by oxygen-deficient mitochondria. These adap-
tive changes are mostly mediated by HIFs; however, it is 
not always clear which HIF isoform is involved, especially 
in cells that express both HIF-1 and HIF-2, such as hepa-
tocarcinoma cells. The HIPs were, therefore, analyzed, as 
selective HIF-1 inhibitors, for their effects on characteristic 

cancer cell properties that facilitate their survival and pro-
liferation under hypoxia.

We have previously reported that a metabolic prerequisite 
for cancer cell proliferation under hypoxia is accumulation 
of lipid droplets, a process that involves HIF-1-dependent 
induction of Lipin1, a product of the LPIN1 gene and a 
key enzyme in triglyceride biosynthesis [15, 31]. As for 
the other tested HIF-1 targets, induction of LPIN1 expres-
sion by hypoxia was abolished after transduction of HIPs, 
but not affected by treatment with TAT-ETD-SA (Fig. 5a). 
Consequently, lipid droplet accumulation under hypoxia was 
significantly reduced (to almost normoxic levels) when cells 
were treated with HIPs, which, however, did not affect at all 
lipid droplet formation under normoxia (Fig. 5b, c). Another 
aspect of cancer cell biology is their migratory potential, 
which is often increased under low oxygen conditions [32, 
33]. Since transduction of inhibitory TAT-ETD peptides 
reduced P4HA1 expression, a gene encoding for an enzyme 
shown to be involved in cell migration [28], we tested the 
effect of the peptides on Huh7 cell migration under hypoxia 
using wound-healing assays. Under normoxia, none of the 
cell-penetrating peptides affected the distance traversed by 
Huh7 cells (Fig. 5d upper panels and graph). In contrast, 
under hypoxia the HIPs (TAT-ETD-SE and -IA, especially) 
diminished significantly the distance covered by the cells 
(Fig. 5d lower panels and graph), indicating a strong nega-
tive effect on the migratory ability of the hypoxic cells. Both 
results demonstrate the importance of HIF-1-mediated gene 
expression for adaptive functions of hepatocarcinoma cells 
under hypoxia.

HIPs impair cancer cell colony formation and cause 
cell death by inducing apoptosis under hypoxia

A prominent trait of cancer cells is the ability of a single cell 
to produce an indefinite number of progeny and thus create a 
colony. To test the ability of HIPs to target also this property 
of cancer cells under low oxygen conditions, clonogenic assays 
were performed with Huh7 cells. The number of colonies 
formed from Huh7 cells significantly increased under hypoxia 
in the absence of any peptide. However, at least two of the 
HIPs decreased the number of hypoxic colonies to normoxic 
levels, with the TAT-ETD-IA variant giving the strongest 
effect (Fig. 6a). The diminished ability of cancer cells to form 
more colonies under hypoxia and in the presence of HIPs fur-
ther suggests a proliferation defect that may be due to slower 
cell cycle or increased cell death rates. Indeed, treatment with 
the TAT-ETD-SE and -IA peptides practically blocked cellular 
proliferation under hypoxia (Fig. 6b; right panel), although 
treating the cells with any of the peptides under normoxia had 
no effect on proliferation (Fig. 6b; left panel). In agreement 
with these results, cell death rate was not affected by the pep-
tides under normoxia (Fig. 6c; left panel), but was significantly 

Fig. 3  Huh7 cells penetration by TAT-ETD-Flag peptides and its 
influence on HIF-1α induction and localization. a TAT-ETD-Flag 
peptides (as indicated) were added to the culture medium of Huh7 
cells kept under normoxia or hypoxia for the indicated time periods. 
Total cell extracts (60 μg of protein) were analyzed by immunoblot-
ting with indicated antibodies. b Western blotting (left panel) of 
subcellular fractions (60  μg) derived from Huh7 cells, grown under 
hypoxia for 4  h and treated with TAT-ETD-Flag peptides (as indi-
cated), using the indicated antibodies. Actin and ARNT were used as 
fractionation controls. Quantitative analysis (right panel) of immu-
noblots depicting the percentage of HIF-1α levels in each fraction 
after TAT-ETD-Flag treatment (as indicated) representing the mean 
of three independent experiments performed in triplicate ± s.e.m. 
(n = 9; *P < 0.05, **P < 0.01—compared to the respective normoxic 
or hypoxic control). c Immunofluorescence microscopy of Huh7 cells 
treated as in A and incubated under normoxia or hypoxia for 8  h. 
Cell-permeable peptides and endogenous HIF-1α were detected with 
anti-Flag and anti-HIF-1α antibodies, respectively (scale = 10 μm)
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increased by the transduction of HIPs, with TAT-ETD-IA 
being the most potent stimulant of cell death under hypoxia in 
three different cell lines (Fig. 6c; right panel and Sup. Fig. 2). 
To test whether the effects of the cell-penetrating HIPs on 

cell viability involved stimulation of apoptosis, three differ-
ent types of apoptosis detection assays were employed. First, 
phosphatidylserine exposure to the outer leaflet of plasma 
membrane was determined by CF555–Annexin V staining. 
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This revealed that treatment of Huh7 cells with HIPs resulted 
in induction of apoptosis to a significantly higher number of 
cells compared to no peptide addition or treatment with TAT-
ETD-SA and only under hypoxic conditions (Fig. 7a and Sup. 
Fig. 3a). Second, analysis of executive caspase activation as 
determined by the production of cleaved caspase 3 showed 
that, although none of the cell-penetrating peptides triggered 
apoptosis in Huh7 cells under normoxia (Fig. 7b; lanes 1–5), 
treatment with HIPs (especially, the IA form) under hypoxia 
induced the onset of apoptosis as evidenced by caspase 3 acti-
vation without, however, affecting HIF-1α levels or ERK1/2 
activation (Fig. 7b; lanes 6–10). Treatment with TAT-ETD-
SA as in all other cases acted as a phosphorylation-specific 
negative control (Fig. 7b; lane 8). The potential of IA form to 
induce apoptosis under hypoxia was also confirmed by caspase 
3 cleavage in HeLa or HepG2 cells treated with TAT-ETD-
SA or -IA peptide forms (Sup. Fig. 3c). Third, detection of 
apoptotic DNA fragmentation using the TUNEL method also 
showed significantly increased number of apoptotic Huh7 cells 
only under hypoxia after HIP treatment in contrast to hypoxia 
alone or TAT-ETD-SA addition (Fig. 7c and Sup. Fig. 3b). In 
summary, our data show that treatment with cell-permeable 
peptides targeting ERK-mediated regulation of HIF-1α inhibits 
proliferation and causes apoptotic cell death of cancer cells 
subjected to hypoxia. These effects are specific, as no defects, 
whatsoever, are observed when the peptides are introduced 
into the cells under normoxia.

Discussion

HIF-mediated signaling renders hypoxic tumors aggres-
sive and resistant to conventional methods of treatment. 
Hence, inhibition of HIF activity offers an attractive 

approach to kill cancer cells in hypoxic solid tumors [6, 7]. 
However, inhibition of transcription factors cannot be eas-
ily achieved by small size chemical inhibitors [34, 35]. An 
alternative and promising approach to target transcription 
factors is the use of cell-penetrating peptides providing 
that a suitable inhibitory sequence has been experimen-
tally determined [36–38].

In the present study, we report the generation of cell-pene-
trating peptides that are based on the ETD domain of HIF-1α 
and specifically inhibit HIF-1 activity and block cancer cell 
growth under hypoxia. The ETD domain of HIF-1α (amino 
acids 616–658) is situated inside the inhibitory domain (ID) 
(amino acids 576–785) of HIF-1α [4], the presence of which 
was originally shown to curtail the transcriptional activity 
of its neighboring TAD domains. Our previous results indi-
cated that the ETD domain of HIF-1α may be used as an 
HIF-1 inhibitor, since its overexpression as an independent 
polypeptide repressed HRE-dependent transcriptional activ-
ity in contrast to its phosphorylation-deficient mutant form 
[14]. We, now, show that mutant variants of the ETD domain 
that either mimic its phosphorylation by ERK (ETD-SE) 
or are constitutively nuclear by harbouring a mutated NES 
(ETD-IA) are also inhibitors of HRE-dependent transcrip-
tional activity, as they can displace HIF-1α from the nucleus. 
Importantly, the presence of the TAT sequence in the chi-
meric peptides did not alter their localization compared with 
the ETDs produced inside transfected cells.

Phosphorylatable (TAT-ETD-wt and NES mutant TAT-
ETD-IA) and phosphomimetic (TAT-ETD-SE) forms 
(together termed as HIPs) were nuclear, mislocalized HIF-1α 
in the cytoplasm and inhibited HIF-1 activity, whereas the 
phosphodeficient TAT-ETD-SA form was mainly cytoplas-
mic and did not affect HIF-1α localization or activity.

These results are fully consistent and support our pre-
viously proposed mechanism involving the presence of an 
NES inside the ETD domain of endogenous HIF-1α that acts 
as a molecular switch: its phosphorylation by ERK switches 
it off and efficiently traps HIF-1α inside the nucleus, while 
absence of phosphorylation switches it on and leads HIF-1α 
to the cytoplasm. Thus, the inhibitory potential of the TAT-
ETD-wt and TAT-ETD-IA peptides can be explained by 
their ability to act as substrates of ERK and, therefore, com-
pete in a sequence-specific manner with endogenous HIF-1α 
for interaction with ERK [14]. The localization and inhibi-
tory potential of the phosphomimetic TAT-ETD-SE mutant 
further suggests that once phosphorylated, the nuclear ETD 
peptides also compete with residually modified HIF-1α for 
binding to nuclear factors that are required for HIF-1 target 
gene expression as transcriptional coactivators. The strong-
est effect of the TAT-ETD-IA form in all biological tests 
could be explained by its stronger nuclear accumulation, due 
to the NES mutation, which in turn allows for more effective 
phosphorylation by nuclear ERKs and, subsequently, leads 

Fig. 4  Cell-permeable TAT-ETD-Flag peptides exhibiting nuclear 
localization inhibit HIF-1, but not HIF-2 target gene expression. a 
TAT-ETD-Flag peptides (as indicated) added to the culture medium 
of Huh7 cells transfected with the pGL3–5HRE-VEGF and pCI-
Renilla reporter plasmids. Cells were incubated under normoxia or 
hypoxia for 16 h. Values are ratios of firefly luciferase activity over 
Renilla activity expressed as fold increase in hypoxia in relation 
to normoxia and represent the mean of three independent experi-
ments performed in triplicate ± s.e.m. (n = 9; n.s.: non-significance, 
*P < 0.05, **P < 0.01—compared to hypoxic control; ##P < 0.01—
compared to normoxic control). b-d RT-PCR determination of 
mRNA expression levels of shared (b; VEGF), HIF-1-exclusive (c; 
P4HA1, NDRG1) and HIF-2-exclusive (d; PAI-1; FSP1) target genes 
in Huh7 cells treated as in a (as indicated). Results are shown as fold 
increase in relation to the corresponding normoxic conditions and 
represent the mean of three independent experiments performed in 
triplicate ± s.d. (n = 9; ns non-significance, *P < 0.05, **P < 0.01, 
***P < 0.001—compared to hypoxic control; #P < 0.05, ##P < 0.01, 
###P < 0.001—compared to normoxic control). Immunoblots shown 
as insets inside graphs analyze VEGF (b) or HIF-2α (d) expression 
levels in Huh7 cells treated as in a (as indicated) and are indicative of 
two independent experiments. Actin was used as loading control
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Fig. 5  Nuclear TAT-ETD-Flag peptides impair lipid droplet forma-
tion and migration ability of Huh7 cells under hypoxia. a RT-PCR 
determination of LPIN1 mRNA levels. Huh7 cells were treated with 
TAT-ETD-Flag peptides (as indicated) and incubated under normoxia 
or hypoxia for 16 h. Results are shown as fold increase in relation to 
the corresponding normoxic conditions and represent the mean of 
two independent experiments performed in triplicate ± s.d. (n = 6; ns 
non-significance, *P < 0.05, **P < 0.01—compared to hypoxic con-
trol; #P < 0.05—compared to normoxic control). b Immuno-fluores-
cence microscopy of Huh7 cells treated as in A and incubated under 
normoxia or hypoxia for 24  h with anti-Flag antibody and stained 

with Nile Red (scale = 10  μm). c Quantitative analysis of immuno-
fluorescence images collected in B representing the fluorescence 
intensity of Nile Red staining of 50 cells from three independent 
experiments (± s.e.m.; n.s.: non-significance, *P < 0.05, **P < 0.01—
compared to hypoxic control; #P < 0.05—compared to normoxic con-
trol). d Wound-healing assay of Huh7 cells treated with TAT-ETD-
Flag peptides (as indicated) and incubated under normoxia (upper 
panels) or hypoxia (lower panels) for 0–48 h. Digitized graphs show 
the % reduction of initial scratch area at the indicated time points 
(mean of ten individual measurements from two independent experi-
ments ± s.e.m. for each condition; *P < 0.05)
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to more efficient inhibition of both HIF-1α modification and 
its phosphorylation-dependent interactions.

The inability of the phosphodeficient TAT-ETD-SA 
form, which differs only in the two ERK-targeted residues 
(Table S1), to affect HIF-1 activity or any cancer cell prop-
erties further corroborates that the HIPs act exclusively 
by disturbing the ERK-dependent activation of HIF-1α. 
The effects of HIPs on cancer cell properties were strictly 
observed only under hypoxia, further confirming their HIF 
specificity. Furthermore, HIPs reduced the expression of 
common or HIF-1-only target genes and did not affect the 
expression of genes regulated by HIF-2 [29, 30], show-
ing their high level of selectivity against HIF-1α. This 
agrees with the fact that although HIF-αs share similarity 
in their dimerization and transactivation domains, both 
serine residues targeted by ERKs in HIF-1α, and the ETD 
domain in general, are not conserved in HIF-2α [13]. This 
HIF-1 selectivity signifies that apart from their antican-
cer potential, HIPs might serve as biochemical tools to 
distinguish between the unique and many times divergent 
HIF-1/HIF-2 cellular function [2, 30] or enable to shed 
light in recently described non-genomic HIF-1α functions 
[16, 39]. As expected by the inhibition of HIF-1 activity, 
HIPs impaired different HIF-1-dependent processes such 
as accumulation of lipid droplets [15, 31, 40], which is 
required under hypoxia to avoid lipotoxicity [41, 42], or 
enhanced migration and colony formation [1] that also 

typify hypoxic cancer cell behavior. More importantly, 
treatment with HIPs triggered apoptotic cell death under 
hypoxia, showing the potential of HIPs as lead compounds 
for the generation of anticancer agents that will target 
hypoxic tumors but not normally oxygenated cells.

There have been numerous previous reports concerning 
chemical agents that block HIF-1 activation (reviewed in 
[43]) by, e.g., impairing HIF-1α synthesis [44], inhibiting 
signaling pathways [45, 46] or promoting HIF-1α destabi-
lization [47]. Compounds were also identified that target 
the ability of HIF-1α to dimerize with ARNT [48], bind 
to DNA [49] or associate with CBP/p300 [50]. However, 
most of these chemicals were not selective for the hypoxic 
machinery or lacked specificity for HIF-1α, since they tar-
geted common partners of all HIF isoforms [51, 52]. On the 
other hand, there have been examples of peptides that either 
compete for HIF-α or ARNT binding [38, 53] or imitate 
p300/CBP binding to the C-TAD domain of HIF-1α [37] 
and thus inactivate HIF-1. The specificity of these peptides 
was also limited because they targeted domains conserved 
in all HIF isoforms or also affected the function of unrelated 
transcription factors sharing the same binding partners. In 
contrast, HIPs, as cell-penetrating peptides based on the 
ETD domain of HIF-1α and blocking the ERK-dependent 
activation of HIF-1, are the first examples of agents that 
exhibit strict HIF-1 isoform-specific inhibition and exert 
their activity exclusively under hypoxia.

Fig. 6  Treating Huh7 cells with nuclear TAT-ETD-Flag peptides 
impairs colony formation and decreases cancer cell survival under 
hypoxia. a Representative images of colonies produced by Huh7 
cells incubated under normoxia or hypoxia for 96 h in the presence 
of TAT-ETD-Flag peptides (as indicated). Digitized graph depicts 
the number of colonies in each condition as measured by ImageJ 
software (five independent experiments ± s.e.m.; ns non-significance, 

*P < 0.05, **P < 0.01—compared to hypoxic control; #P < 0.05, 
##P < 0.01—compared to the normoxic control). b, c Determination 
of cell proliferation b and cell death c of Huh7 cells treated with 
TAT-ETD-Flag peptides (as indicated) and incubated under normoxia 
(left panel) or hypoxia (right panel) for the indicated time periods. 
Data are the mean from two independent experiments performed in 
triplicate ± s.e.m (n = 6; ***P < 0.001)
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In conclusion, the reduced oxygen conditions of solid 
tumors evoke changes that support cancer progression 
mainly by HIF activation. Moreover, HIFs render hypoxic 
tumor cells resistant to conventional chemotherapy or radi-
ation treatment [54, 55]. Trials with compounds that target 
the accumulation of the oxygen-regulated HIF-α subunit 
or its association with ARNT have established HIF-αs as 
attractive targets of anticancer strategies [8, 56, 57]. Thus, 
the development of selective HIF inhibitors, to be used 
in combination with traditional agents or other targeted 
therapies, is a very important but still largely elusive task. 
Chemical inhibitors of ERK activation and ERK-mediated 
phosphorylation of HIF-1α can efficiently block HIF-1 
activity [13, 14], but the use of kinase inhibitors can have 
off-target undesirable effects. Instead, targeting the ERK-
dependent function of HIF-1 by cell-penetrating peptides 
such as the ETD-derived HIPs described in this study is 
a very specific way to restrain HIF-1-depedent hypoxic 
cancer cell growth and offer proof of principle for the 
development of peptidomimetic agents with therapeutic 
potential against cancer.
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A B S T R A C T

Hypoxia-inducible factors (HIF) are master regulators of the response to hypoxia. Although several kinases are
known to modify their oxygen sensitive HIF-α subunits or affect indirectly their function, little is known about
the role of phosphatases in HIF control. To address this issue, a library containing siRNAs for the 25 known
catalytic subunits of human phosphatases was used to screen for their effect on HIF transcriptional activity in
HeLa cells. Serine-threonine phosphatase PPP3CA (calcineurin A, isoform a) was identified as the strongest
candidate for a negative regulator of HIF activity. Indeed, independent silencing of PPP3CA expression stimu-
lated HIF transcriptional activity under hypoxia, without increasing the protein levels of HIF-1α or HIF-2α.
Overexpression of a constitutively active PPP3CA form, but not its catalytically inactive counterpart, inhibited
HIF activity and expression of HIF target genes but did not affect HIF-1α or HIF-2α expression. These results
were phenocopied by treatment with the ionophore ionomycin, that activates endogenous PPP3CA. The effect of
ionomycin was mediated by PPP3CA as it was largely abolished by PPP3CA silencing. Furthermore, ionomycin
enhanced the down-regulation of HIF activity by wild-type PPP3CA overexpression. Overall, our results suggest
the involvement of PPP3CA in fine-tuning the HIF-dependent transcriptional response to hypoxia.

1. Introduction

Exposure to low oxygen, termed hypoxia, characterizes many phy-
siological as well as pathological events. Hypoxia causes gene expres-
sion reprogramming that facilitates anaerobic production of energy,
increased oxygen delivery via stimulation of erythropoiesis and angio-
genesis and many other adaptive changes that allow survival under low
oxygen conditions. Crucial mediators of this response are the hypoxia-
inducible factors (HIF) [1], a family of heterodimeric transcription
factors composed of three oxygen regulated HIF-α subunits and their
partner HIF-β (ARNT). The HIF-1α and HIF-2α isoforms possess struc-
tural and functional similarities and are expressed in a broad range of
tissues but differ concerning their target genes, their expression profile
in different cell types and tissues and their roles e.g. in erythropoiesis,
metabolism and cancer development [2].

HIF-α subunits are continuously expressed and degraded in a ubi-
quitin-dependent manner that entails their hydroxylation by oxygen-
dependent prolyl-hydroxylases (PHDs), subsequent polyubiquitination
by a pVHL-associated SCF ubiquitin ligase complex and, finally, de-
gradation by the proteasome [3]. Under low oxygen conditions PHDs

become inactive and, as a result, the HIF-α subunits get stabilized and
transported into the nucleus, where they associate with ARNT to form
HIF heterodimers that bind to hypoxia-response DNA elements (HREs)
and promote expression of hypoxia target genes. In addition to oxygen-
dependent hydroxylation, HIF-α are also regulated by intracellular
signaling pathways that are activated in response to various stimuli like
stress, hormones, cytokines, growth factors etc. Often these pathways
lead to activation of kinases and phosphorylation events, which in turn
can affect stability, nuclear translocation, transcriptional activity and
protein-protein interactions of HIF-1α [4–6]. For example, kinases such
as GSK3, ATM, CDK1 and PLK3 target HIF-1α directly and affect its
protein stability [5], while others such as p38α, p38γ, ERK1/2 and
CK1δ indirectly or directly regulate HIF-1α activity [5,7]. In the latter
two cases, direct phosphorylation of HIF-1α by ERK1/2 masks a CRM1-
dependent nuclear export signal (NES) thus inhibiting its nuclear export
and stimulating HIF-1 transcriptional activity [8], while phosphoryla-
tion of HIF-1α by CK1δ inhibits HIF-1 activity by destabilizing the HIF-
1α/ARNT complex [9]. Phosphorylation of HIF-2α is less well studied,
but HIF-2α is known to be a target of PKD1, CK2 and CK1δ [10–12]. In
the last case and in contrast to HIF-1α, modification of HIF-2α by CK1δ
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enhances HIF-2 activity [10], indicating that phosphorylation may be
used as a means to differentially regulate HIF-1 and HIF-2 activities in
cells that express both HIF isoforms.

Although the role of kinases in controlling HIF activity is well
documented, very little is known about the protein phosphatases that
reverse the phosphorylation of HIF-α subunits or their effectors.
Furthermore, the involvement of phosphatases, which are mainly ca-
tegorized as phosphoserine–phosphothreonine phosphatases (PSPs),
phosphotyrosine phosphatases (PTPs) or dual specificity phosphatases
(DUSPs) [13,14], in the cellular response to hypoxia is also poorly
characterized. To address this issue, we now report the results of a
siRNA screen that tested the effect of silencing human phosphatase
catalytic subunits (PSPs and DUSPs) on HIF transcriptional activity
under hypoxia. We also present data showing that one of the phos-
phatases identified by our screen, PPP3CA, also known as Calcineurin A
(CnA) isoform a, inhibits HIF activity without affecting the expression
or localization of the HIF-α subunits and can, therefore, play a role in
the fine-tuning of the transcriptional response to hypoxia.

2. Materials and methods

2.1. Plasmids

Plasmids expressing full length PPP3CA (CnAa) (pCMV-FLAG-CnA)
and the constitutive active and constitutive inactive PPP3CA forms
(pCMV-FLAG-ΔCamwt and pCMV-FLAG-ΔCamH151Q, respectively)
were kindly provided by Prof. Dr. R. Marienfeld (University of Ulm,
Germany) [15]. pEGFP-HIF-1α and reporter plasmids pGL3–5XHRE-
VEGF, pCI-Renilla and pGL3-HRE1–8 containing the human LPIN1
promoter region, were previously described [16,17].

2.2. siRNA screen against human phosphatases

A sub-library, part of the Ambion Silencer® Select human phospha-
tase siRNA library (Life technologies-Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, CA), composed of siRNAs targeting the catalytic subunits of
the 25 known serine/threonine or dual-specificity phosphatases (3
different siRNAs for each target) was used for the siRNA screen (Table
S1). HeLa cells were transiently co-transfected in 96-well plates with
siRNAs (20 nM) and the luciferase reporter plasmids, using Lipofecta-
mine™ RNAiMAX (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA). 48 h
post-transfection cells were incubated for 8 h under hypoxic conditions
(1% O2) and the HRE-dependent luciferase activity was measured as
described below. Firefly luciferase values were normalized against Re-
nilla luciferase values and HIF transcriptional activity in each sample
was calculated as fold increase of the normalized firefly luciferase va-
lues in relation to the corresponding values obtained from cells trans-
fected with control siRNA and incubated under normoxia (negative
control).

2.3. siRNA-mediated silencing of PPP3CA

PPP3CA expression was silenced using Hs-PPP3CA-6 FlexiTube
siRNA (Qiagen, Venlo, Netherlands). AllStars siRNA (Qiagen) was used
as negative control.

2.4. Cell cultures, transfection and luciferase assays

Human HeLa cells were cultured in Dulbecco's modified Eagle's
medium containing 10% fetal bovine serum penicillin–streptomycin
(Biosera). Transient transfection was carried out in 24-well plates by
using polyethylenimine (PEI, Thermo Scientific) as transfection re-
agent. Luciferase assays were performed in cells transiently co-trans-
fected with equal amounts of plasmids expressing different forms of
PPP3CA (or the empty parental vector pCMV2-FLAG as control), the
firefly luciferase HIF reporter plasmids pGL3–5XHRE-VEGF or pGL3-

HRE1–8 [17] and control plasmid pCI-Renilla. When required, cells
were treated with 1 μM ionomycin (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI)
for 1h or 1mM dimethyloxalyl glycine (DMOG; Alexis Biochemicals)
for 8h. Luciferase activity was determined as previously described [16].
For transfections with siRNA, Lipofectamine 2000 was used (Invitrogen,
Life Technologies, Carlsbad, CA) following the manufacturer's protocol.
For hypoxic treatment, cells were exposed to 1% O2, 94% N2 and 5%
CO2 in an IN VIVO2 200 hypoxia workstation (Ruskinn Life Sciences,
Pencoed, UK).

2.5. SDS-PAGE, western blotting and antibodies

Proteins were resolved by 10% SDS-PAGE and analysed by western
blotting. The following antibodies were used: anti-HIF-1α polyclonal
antibody (pAb) [18], anti-HIF-2α polyclonal antibody (pAb) (1:750
dilution) from Novus Biologicals (Cambridge, UK), anti-Flag mono-
clonal antibody (mAb) (1:10000)| from Sigma- Aldrich (St Louis, MO,
USA), anti-β-actin mAb (1:5000 dilution) from Cell Signaling (Danvers,
MA, USA), anti-PP2B-Aa (PPP3CA) mAb (1:500 dilution) from Santa
Cruz (Dallas, T. X) and anti-histone 3 pAb (1:5000 dilution; ab1791)
from Abcam (Cambridge, UK).

2.6. Immunofluorescence microscopy

Cells grown on coverslips were transfected with the siRNA for
PPP3CA or with the plasmids expressing the different forms of the
PPP3CA, incubated for 8 h under normoxic or hypoxic conditions and
prepared for immunofluoresence microscopy as previously described
[8] using as primary antibodies polyclonal anti-HIF-1α [18] or mono-
clonal anti-FLAG and appropriate secondary antibodies. Cells were
viewed by a Leica DFC480 camera (LAS software version V2.3.1. R1) on
an Axioscope 40 Zeiss microscope. Scale bars were set to 10 μΜ.

2.7. RNA extraction and real-time quantitative PCR

RNA extraction and cDNA synthesis was performed using NucleoZol
(Macherey-Nagel, Duren, Germany) and the SensiFAST-TM cDNA
synthesis kit (Bioline, Luckenwalde, Germany). Real-time quantitative
PCR was performed with KAPA SYBR FAST qPCR (Kapa Biosystems,
Wilmington, MA, USA) in a LightCycler 96 (Roche Life Science, Basel,
Switzerland). The mRNAs encoding PPP3CA, LOX-1, PAI-1 and 18S
rRNA were amplified using specific primers shown in Table S3. Each
sample was assayed in duplicate for all targets. Relative quantitative
gene expression was calculated using the ΔΔCT method and presented
as a fold increase in relation to the respective controls.

2.8. Immunoprecipitation

Cells were lysed in buffer containing 25mM Hepes, pH 7.6, 150mM
NaCl, 1% Triton X-100, 2mM MgCl2, 1 mM PMSF. After centrifugation,
samples were incubated for 3 h at 4 °C, with l μg of anti-HIF-1α anti-
body. 20 μl of Protein A-Sepharose bead slurry was added and in-
cubation continued for 16 h at 4 °C under gentle shaking. Bound pro-
teins were eluted in SDS sample buffer.

2.9. Statistical analysis

Statistical differences were assessed using the Graph Pad Prism
version 6 software. Data are expressed as mean ± s.e.m. Differences
were examined by Student's t-test (two-tailed) between two groups.
P < 0.05 was considered statistically significant (*P < 0.05;
**P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001).
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3. Results

3.1. Silencing of PPP3CA expression stimulates HIF transcriptional activity
without affecting HIF-α protein levels or HIF-1α localization

Since all characterized phosphorylation sites of HIF-1α and HIF-2α

involve Ser or Thr residues, we used siRNAs against the catalytic sub-
units of all known 25 serine-threonine and dual specificity phospha-
tases (Table S1) in order to silence their expression in HeLa cells car-
rying a reporter plasmid for HRE-dependent HIF transcriptional activity
and incubated under hypoxia (Fig. 1A). Knockdown of several phos-
phatases including PPP3CA (CnA), PPEF1 and DUSP9 enhanced HIF

(caption on next page)
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transcriptional activity under hypoxia (Fig. 1B, marked in red & Table
S2) while knockdown of others, such as DUSP16, DUSP2 and PPM2C
(Fig. 1B, marked in blue & Table S2), caused reduction in HIF activity
suggesting that several different phosphatases may be involved in HIF
regulation. The potential role of PPP3CA, the catalytic subunit of Cal-
cineurin A, was investigated further since its knockdown produced the
most drastic positive effect on HIF activity. To confirm the involvement
of PPP3CA, its expression was silenced using a different siRNA than the
ones used in the screen. Again, significant stimulation of hypoxic HIF
activity was observed after knockdown of PPP3CA (Fig. 1C), the effi-
ciency of which was confirmed at both PPP3CA mRNA (Fig. 1D) and
protein (Fig. 1E) levels. Despite the positive effect of PPP3CA silencing
on hypoxic HIF activity, neither HIF-1α nor HIF-2α hypoxia-induced
expression was increased upon PPP3CA silencing (Fig. 1E). Similarly,
knockdown of PPP3CA did not affect the nuclear localization of HIF-1α
under hypoxia as shown by indirect immunofluorescence microscopy
(Fig. 1F; anti-HIF-2α antibodies could not be used for localization).
These results suggest that PPP3CA negatively affects HIF activity,
without however affecting the expression levels of its regulatory HIF-α
subunits or the subcellular distribution of HIF-1α.

3.2. Overexpression of catalytically active PPP3CA inhibits HIF activity
without affecting HIF-α protein levels or HIF-1α localization

To test whether the negative effect of PPP3CA on HIF activity entails
its catalytic properties, a constitutively active FLAG-PPP3CA mutant
form (ΔCamwt) or a catalytically inactive similar mutant (ΔCamH151Q)
[15], were overexpressed in HeLa cells carrying the HIF reporter
plasmid and incubated under hypoxia. As shown in Fig. 2A, over-
expression of PPP3CA-ΔCamwt reduced HIF activity under hypoxia
while the effect of the PPP3CA-ΔCamH151Q (expressed at similar levels;
Fig. 2B) was weaker and not significant (Fig. 2A), suggesting that
PPP3CA enzymatic activity is required for downregulating HIF. Neither
HIF-1α nor HIF-2α protein levels were significantly affected by the
overexpression of the PPP3CA mutants (Fig. 2B) indicating that
PPP3CA exerts its effect on HIF activity rather than on the expression of
the HIF-α subunits. Furthermore, the overexpressed PPP3CA mutant
forms were localised mainly in the cytoplasm in contrast to HIF-1α that
maintained its nuclear localization (Fig. 2C).

3.3. Activation of PPP3CA by ionomycin inhibits HIF activity and hypoxia-
dependent gene expression

To corroborate our data with pharmacological means, cells were
treated with the calcium ionophore ionomycin, which activates the
catalytic activity of PPP3CA [19]. Addition of ionomycin, 1 h prior to
subsequent hypoxic incubation of HeLa cells, decreased the HRE-de-
pendent activity of HIF (Fig. 3A, left panel), without however, affecting
the protein expression levels of either HIF-1α or HIF-2α (Fig. 3B, left
panel). The same results were also obtained upon non-hypoxic HIF
activation by DMOG, an agent that inhibits HIF prolyl-hydroxylases and
stabilizes HIF-α subunits even under normoxic conditions (Fig. 3A &B,
right panels) indicating again that PPP3CA affects a step downstream of

HIF-α stabilization. In agreement, treatment with ionomycin under
normoxic conditions did not stabilize either HIF-1α or HIF-2α (Fig. 3B).

More importantly, ionomycin reduced the expression of known
hypoxia-target genes such as LOX-1 (specific for HIF-1) and PAI-1
(specific for HIF-2), that were induced under hypoxia (Fig. 3C).
Therefore, ionomycin reduced both HIF transcriptional activity and
HIF-dependent gene expression under hypoxia, presumably by acti-
vating PPP3CA. To verify the latter, ionomycin was added to HeLa cells
in which expression of PPP3CA had been silenced via siRNA. While
ionomycin reduced significantly HIF activity in control cells, its effect
on cells with silenced PPP3CA was much weaker (Fig. 4A) showing that
ionomycin inhibits HIF, at least partly, by activating PPP3CA.

To positively verify the PPP3CA role in the ionomycin effect, io-
nomycin was added to cells overexpressing wild-type FLAG-PPP3CA
under hypoxia. Overexpression of wild-type PPP3CA inhibited HIF ac-
tivity, showing that PPP3CA is, at least partially, active under our ex-
perimental conditions (Fig. 4B). Ionomycin enhanced this inhibition as
expected by its stimulatory effect on PPP3CA (Fig. 4B). Neither over-
expression of wild-type PPP3CA alone nor its combination with iono-
mycin altered the protein expression (Fig. 4C) or localization of HIF-1α
(Fig. 4D). As with the constitutively active mutant (ΔCamwt; Fig. 2C),
wild-type FLAG-PPP3CA was also localised predominantly in the cy-
toplasm (Fig. 4D).

To confirm our data, a different reporter construct, containing the
full-length native human LPIN1 promoter known to be targeted by HIF-
1 [17], was used to measure HIF-1 activity in cells treated with iono-
mycin or overexpressing wild-type FLAG-PPP3CA or both. Both iono-
mycin treatment or PPP3CA overexpression inhibited hypoxic activa-
tion of the HIF-1-dependent promoter and, more importantly, a further
reduction in HIF-1 activity was observed when the two conditions were
combined (Fig. 4E), suggesting a causative relationship between iono-
mycin, activation of PPP3CA and inhibition of HIF-1 activity.

In order to test if PPP3CA directly acts on HIF-1α, the physical as-
sociation of the endogenous proteins was analysed by im-
munoprecipitation. Although the association of HIF-1α with ARNT was
readily detected, endogenous PPP3CA was absent from HIF-1α im-
munoprecipitates even when PPP3CA was activated by ionomycin
(Fig. 4F). Moreover, overexpressed forms of PPP3CA (constitutively
active PPP3CA-ΔCamwt and catalytically inactive PPP3CA-ΔCamH151Q)
also failed to interact with overexpressed GFP-HIF-1α (Fig. 4G), even
though ARNT association with HIF-1α was not affected, suggesting
once more that, first, inhibition of HIF-1 activity by ionomycin or
overexpression of PPP3CA does not involve the HIF-1α/ARNT inter-
action, and second, HIF-1α does not associate physically with PPP3CA,
favoring an indirect effect.

4. Discussion

Our siRNA screen to identify catalytic subunits of phosphatases in-
volved in the regulation of HIF activity provided PPP3CA as a candidate
inhibitor of HRE-dependent transcriptional activity. Independent
knock-down and overexpression experiments, verified this role of
PPP3CA and showed the requirement of its catalytic activity for HIF

Fig. 1. Silencing of PPP3CA enhances HIF transcriptional activity under hypoxia. A) Schematic representation of the siRNA screen used in this work. HeLa cells were
transfected with siRNAs for human phosphatases together with reporter plasmids and 40 h post-transfection were exposed to hypoxia (8 h) before determination of
luciferase activity. B) Heat map representing total screening results as the log10 ratio activities (average of three independent experiments performed in triplicates,
each experiment using a different siRNA for every target), compared to the positive control (activity of cells transfected with control siRNA and incubated under
hypoxia) which was set to 1 (log10 = 0). PPP3CA (calcineurin A - CnA) is marked with a square. Ratio activities are represented according to the blue to red colour
scale shown below the map. C) HIF activity, shown as fold increase in hypoxic samples compared to corresponding normoxic controls, in HeLa cells transfected with
siRNA for PPP3CA (+) or control siRNA (−) and, 40 h post-transfection, incubated under 21% or 1% O2 (8h). D) Determination of PPP3CA mRNA levels in cells
treated as in (C) using real-time quantitative PCR. 18S rRNA was used for normalization. E) Immunoblotting analysis (images) of cells treated as in (C) using
indicated antibodies and quantification (graphs) of HIF-α protein expression levels. F) Localization of endogenous HIF-1α by indirect immunofluorescence micro-
scopy in cells treated as in (C). DAPI was used for nuclei visualization. Scale bar = 10 μM. Values in (C) and (D) are the mean of three independent experiments
performed in triplicate± S.E. (*: P < 0.05; ***: P < 0.001, ****: P < 0.0001). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is
referred to the Web version of this article.)
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inhibition. This was confirmed by exploiting ionomycin, an agent that
stimulates the enzymatic activity of PPP3CA. PPP3CA is the catalytic
subunit of calcineurin, normally composed of PPP3CA (CnA) and the
regulatory subunit calcineurin B (CnB). There are two additional cata-
lytic subunit isoforms (PPP3CB, and PPP3CC), which, according to our
siRNA screen results, are most likely not involved in HIF regulation.

Previous studies have implicated calcineurin in the cellular response
to hypoxia [20,21]. CnA overexpression in transgenic mice caused
upregulation of HIF-1α levels in an HSP90-dependent manner [21] and
CnA overexpression in HEK293T cells or ionomycin treatment

increased HIF-1α protein expression and activity [20]. The latter was
mediated by calcineurin-dependent dephosphorylation of RACK1, a
protein responsible for oxygen-independent HIF-1α degradation [20].
Unlike these previous data, we were not able to detect any significant
changes in the protein expression levels of either HIF-1α or HIF-2α
under all conditions tested (PPP3CA silencing or overexpression and
ionomycin treatment) that could affect calcineurin activity in HeLa
cells. Furthermore, in all our experiments, activation of calcineurin was
inversely correlated to HIF transcriptional activity or HIF-dependent
gene expression. This controversy may be explained by cell/tissue

Fig. 2. Overexpression of catalytically active PPP3CA inhibits HIF transcriptional activity. A) Relative HIF activity in HeLa cells transfected with an empty FLAG
vector or the indicated Flag-tagged PPP3CA constructs and incubated under 21% or 1% O2 (8 h). Values are the mean of three independent experiments performed in
triplicate± S.E. (**: P < 0.01; n. s.: not significant). B) Immunoblotting analysis (images) of cells treated as in (A) and incubated under hypoxia using indicated
antibodies and quantification (graphs) of HIF-α protein expression levels. Histone 3 (HIST3) was used as loading control. C) Indirect immunofluorescence microscopy
analysis of cells treated as in (A) using indicated antibodies. DAPI was used for nuclei visualization. Scale bar = 10 μM.
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Fig. 3. Ionomycin inhibits HIF activity and hypoxia-dependent gene expression. A) HIF activity, shown as fold increase compared to normoxic controls, in HeLa cells
treated ± ionomycin (1 μM; 1 h) and exposed to 21% or 1% O2 (8 h; left) or further treated ± 1 mM DMOG (8h; right). B) Immunoblotting analysis (images) of cells
treated as in (A) using indicated antibodies and quantification (graphs) of HIF-α protein expression levels. C) Determination of mRNA expression levels of two
hypoxia target genes in cells treated as in (A). Values in (A) and (C) are the mean of three independent experiments performed in triplicate± S.E. (*: P < 0.05; **:
P < 0.01; ***: P < 0.001, ****: P < 0.0001).
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Fig. 4. PPP3CA mediates inhibition of HIF activity by ionomycin. A) Relative HIF activity in HeLa cells transfected with PPP3CA (+) or control (−) siRNA and, 40 h
post-transfection, treated ± 1 μM ionomycin (1 h) and exposed to 21% or 1% O2 (8 h). B) Relative HIF activity in HeLa cells transfected with empty FLAG or FLAG-
PPP3CA vector and treated as in (A). C) Immunoblotting analysis (images) of cells treated as in (B) using indicated antibodies and quantification (graph) of HIF-1α
protein expression levels. D) Indirect immunofluorescence microscopy analysis of cells treated as in (B) using indicated antibodies. DAPI was used for nuclei
visualization. Scale bar= 10 μΜ. E) HIF activity (using reporter plasmid pGL3-HRE1–8 with the human LPIN1 promoter) in HeLa cells transfected with empty FLAG
or FLAG-PPP3CA vector and treated as in (A). F) Immunoblotting analysis of soluble extracts (input) or HIF-1α immunoprecipitates (IP) of HeLa cells treated as in (A)
using the indicated antibodies. (G) Immunoblotting analysis of soluble extracts (input) or GFP immunoprecipitates (IP) of HeLa cells transfected with empty GFP or
GFP-HIF-1α vector together with the indicated Flag-tagged PPP3CA constructs, using the indicated antibodies. Values in (A), (B) and (E) are the mean of three
independent experiments performed in triplicate± S.E. (*: P < 0.05; **: P < 0.01; ***: P < 0.001; N.S.: Not Significant).
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specificity of the RACK1-mediated HIF-1α degradation system or by
cell/tissue specific expression of the calcineurin regulatory subunits and
suggests that calcineurin may have diverse effects on HIF activity that
depend on the cellular and/or tissue context.

Despite their consistency, our data were not sufficient to provide a
definite molecular mechanism for the effect of calcineurin on HIF ac-
tivity. Given the fact that under all conditions, the expression of the O2-
regulated HIF-α subunits was not apparently affected, calcineurin must
exert its effect at a step downstream of hypoxia-dependent HIF-α sta-
bilization. Once stabilized, HIF-α subunits have to enter the nucleus in
order to form functional DNA binding dimers with nuclear ARNT.
Additionally, both HIF-α isoforms have been previously shown to be-
have as shuttling proteins and their nucleocytoplasmic distribution was
shown to be controlled through their direct phosphorylation by either
ERK1/2, in the case of HIF-1α [16], or CK1δ, in the case of HIF-2α [10].
In both cases, phosphorylation increases their nuclear concentration
and, subsequently, their activity. So, a likely scenario to explain the
inhibitory effect of calcineurin would be calcineurin-dependent de-
phosphorylation of the corresponding phospho-sites. At least in the case
of HIF-1α, that we were able to test, this scenario became unlikely as its
nuclear accumulation was not perturbed by the conditions that acti-
vated calcineurin.

Another possibility entails direct or indirect involvement of calci-
neurin in the nuclear steps of HIF-dependent transcriptional activation,
such as binding of HIFs to chromatin and recruitment of transcriptional
cofactors. This scenario requires the presence of calcineurin inside the
nucleus. As our own results indicate, PPP3CA is mainly found in the
cytoplasm but previously published data support its presence also in-
side the nucleus [22,23]. Binding of HIF-1 to DNA can be inhibited by
CK1δ-mediated phosphorylation of HIF-1α which impairs formation of
the HIF-1α/ARNT heterodimer [9,24]. However, reversal of this phos-
phorylation could not be a target of calcineurin as it would lead to
further activation of HIF-1 and not inhibition. Furthermore, our im-
munoprecipitation data suggest that the interaction between HIF-1α
and ARNT is not perturbed in the presence of ionomycin. On the other
hand, phosphorylation of a conserved threonine residue in the C-
terminal transactivation domain of both HIF-α isoforms (Thr796 in HIF-
1α and Thr844 in HIF-2α) is known to stimulate their transcriptional
activity by inhibiting their association with Factor Inhibiting HIF (FIH)
and/or enhancing their binding to transcriptional coactivator CBP/
p300 [12,25]. De-phosphorylation of this site by calcineurin leading to
inhibition of HIF activity is a possible scenario. However, the fact that
we were not able to detect any physical association between HIF-1α and
PPP3CA in our immunoprecipitation experiments makes more likely
the possibility that calcineurin acts indirectly on HIF activity by tar-
geting phospho-sites on HIF-α molecular partners or coactivators [5].
This is also supported by the fact that HIF-1α does not contain any of
the known PPP3CA binding motifs (PxIxIT and LxVP) that were pre-
viously identified in a number of established PPP3CA direct substrates
[26].

In conclusion, we have identified the calcineurin catalytic subunit
PPP3CA as an enzymatic regulator of HIF activity and hypoxia-induced
gene expression. Further investigation of this mechanism and identifi-
cation of the relevant calcineurin substrates will provide not only im-
portant details on the crosstalk between signaling pathways and the
cellular response to hypoxia but also new therapeutic targets for hy-
poxia-related diseases and cancer.
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