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Πρόλογος 

 Οι οδοί της μοριακής παθογένεσης του κολο-ορθικού καρκινώματος έχουν μελετηθεί 

διεξοδικά τα τελευταία χρόνια και έχουν αποκαλυφθεί πολλές από τις μοριακές 

βλάβες που οδηγούν στην ανάπτυξη της νόσου. Στις κυριότερες και συχνότερες 

μοριακές βλάβες στον κολο-ορθικό καρκίνο συμπεριλαμβάνονται μεταλλάξεις των 

γονιδίων APC (Adenomatous Polyposis Coli), k-ras, Smad4 (επίσης αποκαλούμενο 

DPC4 – Deleted in Pancreatic Cancer 4) και του p53. Τα γονίδια αυτά παράγουν 

πρωτεΐνες που είναι σημαντικοί ρυθμιστές του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και της 

απόπτωσης και γι’αυτό η δυσλειτουργία των πρωτεϊνών αυτών παίζει σημαντικό 

ρόλο στην καρκινογένεση. 

Το σύστημα ουβικουιτίνης-πρωτεασώματος (UPS) αποτελεί ένα σύστημα κυτταρικής 

πρωτεάσης με πολλές υπο-ομάδες που ρυθμίζει τη κυτταρική συγκέντρωση δεκάδων 

πρωτεϊνών οι οποίες έχουν συνδεθεί προηγουμένως με μια αλυσίδα μορίων 

ουβικουιτίνης. Μεταξύ των πρωτεϊνών που είναι υποστρώματα του πρωτεασώματος 

συγκαταλέγονται ρυθμιστές του κυτταρικού κύκλου, της απόπτωσης, της 

αγγειογένεσης και της μεταγωγής των κυτταρικών σημάτων. Συνεπώς το σύστημα 

ουβικουϊτίνης-πρωτεασώματος παίζει σημαντικό ρόλο στην εύρυθμη λειτουργία του 

κυττάρου και στην καρκινογένεση. Η αναστολή του UPS είναι προϋπόθεση για την 

ολοκλήρωση της κυτταρικής απόπτωσης και χρησιμοποιείται ήδη στην κλινική πράξη 

στην θεραπεία του πολλαπλού μυελώματος, όπου ο αναστολέας του πρωτεασώματος 

μπορτεζομίμπη έχει δόσει ικανοποιητικά αποτελέσματα. 

Το ένζυμο κυκλοοξυγενάση-2 (Cox-2) είναι η επαγόμενη μορφή του ενζύμου που 

καταλύει τις μετατροπές του αραχιδονικού οξέος σε προσταγλανδίνη H2 (PGH2) 

δηλαδή την πρώτη αντίδραση της οδού παραγωγής προσταγλανδινών. Η Cox-2 

επάγεται στον κολο-ορθικό καρκίνο και σε πολλές άλλες μορφές καρκινωμάτων. 

Αναστολή της Cox-2 από την ασπιρίνη (ακετυλσαλικυλικό οξύ – ASA) και από άλλα 

μη στεροειδή αντιφλεγμονώδη φάρμακα (Non- steroidal Anti-Inflammatory Drugs – 

NSAIDs) αναστέλλει τον πολλαπλασιασμό των κολο-ορθικών καρκινικών κυττάρων 

και σε επιδημιολογικές μελέτες έχει βρεθεί ότι μειώνει την εμφάνιση εντερικών 

πολυπόδων τόσο σε γενετικά προδιατεθειμένους πληθυσμούς όσο και στο γενικό 

πληθυσμό. Τα NSAIDs έχουν επίσης ανασταλτικές δράσεις στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό που δεν οφείλονται στην αναστολή της Cox-2.   
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 Η εντατική έρευνα στη μοριακή παθογένεση του καρκίνου που λαμβάνει χώρα τις 

τελευταίες δεκαετίες έχει ρίξει φως σε πολλές πλευρές της καρκινογένεσης 

αποκαλύπτοντας τις βασικές αρχές των διαδικασιών που οδηγούν  ένα φυσιολογικό 

κύτταρο στη μετάλλαξή του σε νεοπλασματικό. Στην πορεία της έρευνας αυτής 

αποκαλύφθηκε η σημασία της ακριβούς ρύθμισης του κυτταρικού κύκλου  για τον 

πολλαπλασιασμό των κυττάρων και της φυσιολογικής απόπτωσης για την 

ομοιόσταση των οργάνων, καθώς και ο καταλυτικός ρόλος της απορρύθμισης των 

διαδικασιών αυτών στην καρκινογένεση. Οι πρώτοι καρποί της έρευνας έχουν 

μεταφραστεί στην κλινική πράξη με την εισαγωγή πολλών φαρμάκων που 

αναστέλλουν συγκεκριμένες κυτταρικές πρωτεΐνες. Τα φάρμακα αυτά 

χαρακτηρίζονται στοχευμένες θεραπείες (targeted treatments στην αγγλική 

βιβλιογραφία) και αντιδιαστέλλονται προς τα κλασικά χημειοθεραπευτικά που, παρά 

το ότι και αυτά έχουν πολλές φορές συγκεκριμένους στόχους (π.χ. αναστολείς της 

τοποϊσομεράσης Ι και ΙΙ, αντιμεταβολίτες, δηλητήρια του κυτταροσκελετού), δρουν 

ευρέως σε φυσιολογικά και παθολογικά κύτταρα του οργανισμού γιατί οι στόχοι 

αυτοί είναι πρωτεΐνες που επιτελούν βασικές λειτουργίες σε κάθε κύτταρο. Αντίθετα 

οι στοχευμένες θεραπείες αναστέλλουν στόχους με πιο στενή κατανομή ή στόχους 

που είναι ιδιαίτερα ενεργοποιημένοι στα καρκινικά κύτταρα. 

Ένα βήμα παραπέρα στην αντι-καρκινική θεραπεία είναι ο συνδυασμός διαφόρων 

στοχευμένων παραγόντων είτε μεταξύ τους είτε με κλασσικά χημειοθεραπευτικά. Με 

αυτή τη βάση εισάγουμε το συνδυασμό του αναστολέα του πρωτεασώματος 

μπορτεζομίμπης και του αναστολέα της Cox ασπιρίνης, η πρώτη φάση ανάπτυξης του 

οποίου αποτελεί το αντικείμενο της παρούσας μελέτης. Τα δύο φάρμακα είναι ειδικοί 

αναστολείς ενζύμων με προέχουσα σημασία στην καρκινογένεση, αλλά έχουν την 

ιδιαιτερότητα ότι η δράση τους είναι ευρεία διότι η μεν μπορτεζομίμπη επηρεάζει 

μέσω του πρωτεασώματος την τύχη δεκάδων κυτταρικών πρωτεϊνών που είναι 

υποστρώματα, η δε ασπιρίνη, εκτός από την αναστολή της Cox-2, υπεισέρχεται σε 

πολλές άλλες κυτταρικές διαδικασίες όπως η αναστολή κινασών, η αναστολή ή η 

ενεργοποίηση μεταγραφικών παραγόντων και ο μεταβολισμός των πολυαμινών. Με 

τις πλειότροπες αυτές δράσεις ο συνδυασμός θα μπορούσε θεωρητικά να παρουσιάζει 

ισχυρή αντινεοπλασματική δράση διατηρώντας ένα ήπιο προφίλ παρενεργειών, ίδιον 

των στοχευμένων θεραπειών.    

 Η έρευνα αυτή δε θα μπορούσε να πραγματοποιηθεί χωρίς τη συμβολή του καθηγητή 

Παθολογίας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας κ. Νικολάου Σταθάκη και του αναπλ. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ            

 

 Τα φυσιολογικά επιθηλιακά κύτταρα του παχέος εντέρου για να μετατραπούν σε 

καρκινικά περνούν από μία αλληλουχία σταδίων. Ξεκινούν από το στάδιο των 

ανώμαλων κρυπτικών εστιών (aberrant crypt foci -ACF) και στη συνέχεια δίνουν 

γένεση σε αδενώματα που εξαλλάσσονται σε καρκινώματα (1). Στην πορεία προς την 

καρκινογένεση προστίθενται γενετικές βλάβες που χαρακτηρίζουν τη διαδικασία (2). 

Σε μια από τις οδούς καρκινογένεσης του παχέος εντέρου, το πρώτο βήμα αποτελούν 

μεταλλάξεις του γονιδίου APC στο χρωμόσωμα 5q21. Στο γονίδιο αυτό οφείλεται το 

κληρονομικό σύνδρομο της οικογενούς αδενωματώδους πολυποδίασης (FAP). Οι 

μεταλλάξεις του APC είναι ήδη παρούσες στο στάδιο των ACF (Εικ. 1Α). Στη 

συνέχεια επισυμβαίνουν μεταλλάξεις που ενεργοποιούν το ογκογονίδιο k-ras και 

οδηγούν στη μετάβαση προς αδένωμα ενώ η επόμενη μετάβαση από αδένωμα σε 

καρκίνωμα απαιτεί την απώλεια της λειτουργικότητας των ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων Smad4 (επίσης γνωστό ως DPC4) και p53 (3). Αυτό επιτυγχάνεται με 

μετάλλαξη του ενός αντιγράφου των γονιδίων και απώλεια της ετεροζυγωτίας (LOH 

– loss of heterozygosity) στο άλλο αντίγραφό τους στα χρωμοσώματα 18q και 17p 

αντίστοιχα. Η αλληλουχία αυτή μοριακών βλαβών προκαλεί απώλεια της κυτταρικής 

ομοιόστασης που έχει ως αποτέλεσμα την ανάπτυξη του νεοπλασματικού φαινοτύπου 

με αύξηση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, αναστολή της φυσιολογικής 

απόπτωσης και της απόπτωσης που εξαρτάται από τις διακυτταρικές συνδέσεις 

(anoikis). 

 Σε μία άλλη οδό που οδηγεί στην κολο-ορθική καρκινογένεση μεταλλάσσονται 

γονίδια εμπλεκόμενα στην αποκατάσταση λαθών της σωστής αλληλουχίας των 

βάσεων του DNA (mismatch repair – MMR) όπως το MSΗ2, MLH1 και το PMS2 

(Εικ. 1Β). Οι μεταλλάξεις των γονιδίων αυτών προκαλούν τον κληρονομικό μη-

πολυποειδικό καρκίνο του παχέος εντέρου (HNPCC – Hereditary Non-Polyposis 

Colorectal Cancer). Έχουν ως χαρακτηριστικό αποτέλεσμα ένα φαινότυπο γνωστό ως 

μικροδορυφορική αστάθεια (microsatellite  instability, MSI) στον οποίο συμβαίνουν 

συχνές μεταλλάξεις του DNA που έχουν ως συνέπεια την αλλαγή του πλαισίου 

ανάγνωσης (frameshift) σε περιοχές με υψηλό ποσοστό επαναλαμβανόμενων 

νουκλεοτιδίων (4,5). 
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A.

Φυσιολογικό ACF Αδένωμα Καρκίνωμα

APC K-ras Smad4
p53

B.

MSH2
MLH1     μεταλλάξεις
PMS2

Μικροδορυφορική
αστάθεια

Συχνές μεταλλάξεις
αλλαγής του πλαισίου 
μεταγραφής σε όλο

το γονιδίωμα

Καρκίνωμα

Επιγενετικές
ανωμαλίες

 

Εικόνα 1: 

Η αλληλουχία των μοριακών γεγονότων που οδηγούν στον κολο-ορθικό καρκίνο. Στο Α 

απεικονίζεται η αλληλουχία που λαμβάνει χώρα στο κληρονομικό σύνδρομο της Οικογενούς 

Αδενωματώδους Πολυποδίασης και στην πλειονότητα των σποραδικών περιπτώσεων. Στο Β 

απεικονίζονται τα γεγονότα που συμβαίνουν στο σύνδρομο του κληρονομικού μη-

πολυποειδικού κολο-ορθικού καρκίνου (HNPCC) και στις περισσότερες από τις υπόλοιπες 

σποραδικές περιπτώσεις.  
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 Οι μεταλλάξεις στις οποίες οφείλονται τα δύο κληρονομικά σύνδρομα, της 

οικογενούς αδενωματώδους πολυποδίασης και του κληρονομικού μη–πολυποειδικού 

καρκίνου του παχέος εντέρου είναι παρούσες στο 100% σχεδόν των σποραδικών (μη 

κληρονομικών) περιπτώσεων καρκίνου (περίπου 85% έχουν μετάλλαξη στο APC και 

15% σε ένα από τα γονίδια που προκαλούν το HNPCC).  

 Εκτός από τις γενετικές βλάβες, σημαντικό ρόλο στην παθογένεση του κολο- 

ορθικού καρκίνου παίζουν και επιγενετικές αλλαγές (6,7). Αυτές συνίστανται στη 

μεθυλίωση του DNA σε αλληλουχίες προαγωγέων που οδηγούν σε παύση της 

μεταγραφής και σε ακετυλίωση, μεθυλίωση και φωσφορυλίωση των ιστονών (6). Η 

μεθυλίωση του DNA λαμβάνει χώρα σε περιοχές πλούσιες στην αλληλουχία 

κυτιδίνης – φωσφογουανίνης (CpG) που αποκαλούνται νησίδες CpG. Οι περιπτώσεις 

καρκίνου του παχέος εντέρου που παρουσιάζουν εκτεταμένη μεθυλίωση νησίδων  

CpG ονομάζονται CIMP (CpG Island Methylator Phenotype) θετικοί. Η μεθυλίωση 

των νησίδων CpG παρουσιάζεται νωρίς κατά τη μετάβαση από αδένωμα σε 

καρκίνωμα (Εικ. 1) και σχετίζεται συχνότερα με τον φαινότυπο μικροδορυφορικής 

αστάθειας. Επίσης σχετίζεται με γενετικές βλάβες όπως των γονιδίων k- ras, B-raf και 

p53 (8).     

 Το σύστημα ουβικουιτίνης-πρωτεασώματος (UPS) θεωρήθηκε αρχικά όργανο 

αποδόμησης  άχρηστων ή ελαττωματικών πρωτεϊνών του κυττάρου αλλά στη 

συνέχεια έγινε σαφές ότι το UPS αποτελεί ένα σημαντικό ρυθμιστικό σύστημα που 

ρυθμίζει ουσιαστικά κάθε κυτταρική λειτουργία. Η συμβολή του UPS στη ρύθμιση 

του κυτταρικού κύκλου και της απόπτωσης αλλά και η ανακάλυψη ότι το UPS 

ρυθμίζει τον σημαντικό αντι- αποπτωτικό μεταγραφικό παράγοντα NF-κB αποτέλεσε 

τη βάση για να διερευνηθεί η αναστολή του πρωτεασώματος ως αντινεοπλασματική 

θεραπεία. Ο αναστολέας του πρωτεασώματος μπορτεζομίμπη (bortezomib) 

χρησιμοποιείται ήδη στη θεραπεία του πολλαπλού μυελώματος και η χρησιμότητά 

του σε άλλους καρκίνους όπως αυτόν του παχέος εντέρου αποτελεί αντικείμενο 

έρευνας.  

 Η κυκλοοξυγενάση-2 (Cox-2) είναι η επαγόμενη μορφή του ενζύμου της 

βιοσύνθεσης των προσταγλανδινών που μετατρέπει το λιπίδιο αραχιδονικό οξύ στην 

προσταγλανδίνη G2 (PGG2) και κατόπιν στην προσταγλανδίνη PGH2  με μια ενζυμική 

δραστικότητα υπεροξειδάσης και κυκλοοξυγενάσης αντίστοιχα. Ενώ το ένζυμο Cox-1 

που εκτελεί την ίδια ενζυμική αντίδραση, εκφράζεται σε φυσιολογικές συνθήκες 
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στους περισσότερους ιστούς, η Cox-2 δεν εκφράζεται στις συνθήκες αυτές αλλά 

επάγεται στη φλεγμονή και σε πολλούς τύπους καρκινωμάτων.  

 

Στον κολο-ορθικό καρκίνο η έκφραση της  Cox-2 αυξάνει και δεδομένα τόσο από in 

vitro όσο και από knock out μοντέλα σε ποντίκια πιστοποιούν ότι παίζει σημαντικό 

ρόλο στην καρκινογένεση στο παχύ έντερο αλλά και σε άλλες εντοπίσεις (9). Επίσης 

σε επιδημιολογικές μελέτες τα μη στεροειδή αντιφλεγμονώδη (NSAIDs) μειώνουν 

την εμφάνιση κολο-ορθικού καρκίνου σε γενετικά προδιατεθειμένους πληθυσμούς 

αλλά και στο γενικό πληθυσμό (10-12). Τα NSAIDs έχουν αντικαρκινικές ιδιότητες 

μέσω της αναστολής των κυκλοοξυγενασών αλλά και με άλλους μηχανισμούς που 

δεν εξαρτώνται από το ένζυμο αυτό όπως αποδεικνύεται από το γεγονός της 

αναστολής του κυτταρικού πολλαπλασιασμού σε κύτταρα που δεν εκφράζουν την 

Cox. Το γεγονός βέβαια αυτό δεν μειώνει την αξία τους ως αντινεοπλασματικών 

φαρμάκων. 

Στη συζήτηση που ακολουθεί περιγράφονται οι οδοί που εμπλέκονται συχνότερα 

στην παθογένεση του κολο-ορθικού καρκίνου. Στη συνέχεια περιγράφεται ο ρόλος 

του συστήματος ουβικουιτίνης-πρωτεασώματος (UPS) και της κυκλοοξυγενάσης 2 

στην κολο-ορθική καρκινογένεση. Με τη βάση αυτή προτείνεται το σκεπτικό μιας 

στοχευμένης συνδυασμένης χρησιμοποίησης αναστολέων του UPS και της Cox-2 στη 

θεραπεία του κολο-ορθικού καρκίνου. 

  

ΟΔΟΙ ΠΟΥ ΕΜΠΛΕΚΟΝΤΑΙ ΣΤΗΝ ΠΑΘΟΓΕΝΕΣΗ ΤΟΥ ΚΟΛΟ-ΟΡΘΙΚΟΥ 

ΚΑΡΚΙΝΟΥ 

Το APC και η οδός του Wnt 

 Η πρωτεΐνη APC (Adenomatous Polyposis Coli) είναι ρυθμιστής της οδού 

μεταγωγής σήματος που ξεκινάει από το Wnt. Το Wnt (το όνομα της πρωτεΐνης αυτής 

προέρχεται από ένα συνδυασμό του ονόματος της ομόλογης πρωτεΐνης της μύγας 

Drosophila melanogaster, wingless και της πρώτης πρωτεΐνης της ομάδας που 

ανακαλύφθηκε στα θηλαστικά και είχε αρχικά ονομαστεί int-1) είναι εξωκυττάριος 

παράγοντας που συνδέεται στην επιφάνεια του κυττάρου με τον υποδοχέα Frizzled 

(το όνομα προέρχεται από το φαινότυπο της drosophila που φέρει απενεργοποιημένο 

υποδοχέα) σε συνεργασία με τον συν-υποδοχέα LRP5 (Low-density lipoprotein 

receptor–related protein 5). Το ανθρώπινο γονιδίωμα κωδικοποιεί περίπου 20 Wnt 

ομόλογα γονίδια (13). Μετά τη σύνδεση με το Wnt ο Frizzled ενεργοποιεί την 
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A.
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Εικόνα 2:  

Η οδός μεταγωγής σήματος του Wnt/ β-κατενίνης. Α. Όταν ο Wnt συνδέεται στον υποδοχέα 

του Frizzled, η κινάση GSK3β απενεργοποιείται και η β-κατενίνη απελευθερώνεται για να 

εισέλθει στον πυρήνα και να αρχίσει τη μεταγραφή των γονιδίων-στόχων της σε συνεργασία 

με τον TCF4. Β. Όταν ο Wnt δεν συνδέεται στον Frizzled, η GSK3β παραμένει ενεργή και, 

σε συνεργασία με τον APC, την κοντακτίνη και την κινάση της καζεΐνης ΙΙ φωσφορυλιώνει 

τη β-κατενίνη η οποία στη συνέχεια συνδέεται με ουβικουιτίνη κα προωθείται για απόπτωση 

από το πρωτεάσωμα. Ο TCF4 παραμένει συνδεδεμένος με τον ανασταλτικό συμπαράγοντα 

Groucho και δεν ξεκινά μεταγραφή.  

 

πρωτεΐνη Dishevelled η οποία σε συνεργασία με την πρωτεΐνη GBP (GSK3β Binding 

Protein) αναστέλλει την κινάση GSK3β (Glycogen Synthase Kinase- 3β, κινάση της 
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συνθάσης του γλυκογόνου -3β) (14, 15) (Εικ. 2Α). Η GSK3β είναι κινάση σερίνης-

θρεονίνης και αποτελεί μέρος ενός πολύ-πρωτεϊνικού συμπλόκου μαζί με το APC, 

την αξίνη (axin), την κοντακτίνη (conductin), την β-κατενίνη και την καζεϊνική 

κινάση ΙΙ (casein kinase II, CK II). Η λειτουργία του APC συμβάλλει στη διατήρηση 

της συνοχής του συμπλόκου στο οποίο η κινάση GSK3β έρχεται σε στενή επαφή και 

φωσφωριλιώνει την β-κατενίνη είτε άμεσα είτε μέσω ενεργοποίησης της κινάσης CK 

II. Η φωσφωρυλιωμένη β-κατενίνη αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη της κατηγορίας των 

πρωτεϊνών F box, βTrCP (β-transducin repeat Containing Protein) η οποία είναι μέρος 

μιας λιγκάσης της ουβικουιτίνης της ομάδας SCF και συνδέεται με ουβικουιτίνη με 

αποτέλεσμα να αποδομηθεί στη συνέχεια από το πρωτεάσωμα (16)(Εικ. 2Β). Όταν η 

β-κατενίνη φέρει μετάλλαξη στη θέση 37 της αλληλουχίας της στην οποία η 

φυσιολογική σερίνη αντικαθίσταται από αλανίνη και έτσι δεν μπορεί να 

φωσφορυλιωθεί σε αυτή τη θέση, δεν αναγνωρίζεται από την βΤrCP, δεν συνδέεται 

με ουβικουιτίνη και δεν αποδομείται από το πρωτεάσωμα (17). Η σύνδεση της β-

κατενίνης με ουβικουιτίνη είναι αναστρέψιμη και υπάρχουν ένζυμα που επιτελούν 

την αντίδραση αποσύνδεσης της β-κατενίνης από την ουβικουιτίνη προλαμβάνοντας 

την αποδόμηση της στο πρωτεάσωμα (18). 

Η ενεργοποίηση του Frizzled από το Wnt αναστέλλει την κινάση GSK3β και διατηρεί 

την β-κατενίνη αποφωσφωρυλιωμένη. Έτσι αυτή δεν αναγνωρίζεται για σύνδεση με 

ουβικουιτίνη και εισέρχεται στον πυρήνα του κυττάρου (19). Το ίδιο αποτέλεσμα 

παρατηρείται όταν υπάρχουν μεταλλάξεις του APC που εμποδίζουν τη δημιουργία 

του πολυπρωτεϊνικού συμπλόκου APC/ GSK3β/ αξίνης/ κοντακτίνης/ β-κατενίνης 

(20). Στον πυρήνα η β-κατενίνη αλληλεπιδρά με τον παράγοντα μεταγραφής TCF4/ 

LEF (T cell Factor 4/ Lymphoid Enhancer Factor). Η αλληλεπίδραση αυτή οδηγεί 

στην αποσύνδεση του ανασταλτικού παράγοντα Groucho από τον TCF4. Η σύνδεση 

της β-κατενίνης στον TCF4 προσελκύει στο DNA τον μεταγραφικό μηχανισμό του 

κυττάρου για να ξεκινήσει η μεταγραφή των γονιδίων στόχων. Στα γονίδια –στόχους 

της β-κατενίνης/TCF4 συμπεριλαμβάνονται σημαντικοί παράγοντες για τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό, την απόπτωση και την δημιουργία μεταστάσεων 

(Πίνακας 1) (21-34). 

Άλλα γονίδια όπως το ΖΟ-1 (26) και η ephrin B (35) δεν επάγονται αλλά 

καταστέλλονται από την β-κατενίνη/ TCF4. Επίσης ο μεταγραφικός παράγοντας  
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Πίνακας 1. Γονίδια-στόχοι της οδού TCF4/ β-κατενίνης

Υπόστρωμα Λειτουργία
Κυκλίνη D1                            Ρυθμιστής των κινασών που εξαρτώνται από τις κυκλίνες (CDKs) 

C-myc Μεταγραφικός παράγοντας που προάγει τον πολλαπλασιασμο και την απόπτωση

Ματριλυσίνη (MMP-7)            Μεταλλοπρωτεϊνάση του μεσοκυττάριου χώρου

CD44                                      Μόριο κυτταρικής διασύνδεσης

Nr-CAM                                  Μόριο κυτταρικής διασύνδεσης

L1                                           Μόριο κυτταρικής διασύνδεσης

P-γλυκοπρωτεΐνη Μεμβρανικός μεταφορέας αποβολής τοξικών ουσιών

IL-8                                         Κυτοκίνη

Id2                                          Μεταγραφικός παράγοντας της οικογένειας Helix-Loop-Helix (HLH)

C-jun Υπομονάδα του μεταγραφικού παράγοντα AP-1

Fra-1 Υπομονάδα του μεταγραφικού παράγοντα AP-1 

Groucho Αναστολέας του TCF4

CBP/p300                               Συμπαράγοντας μεταγραφής (Transcription co-factor)

Frizzled                                   Μεμβρανικός υποδοχέας του Wnt1 

Akt1                                        Κινάση που προάγει τον πολλαπλασιασμό και την αναστολή της απόπτωσης

PPARδέλτα Μεταγραφικός παράγοντας της οικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων

Κοντακτίνη Πρωτεΐνη ανάλογη της αξίνης

Met                                          Υποδοχέας τυροσινικής κινάσης

EphB2, EphB3                        Υποδοχείς επιφανείας που διαμεσολαβούν στον προσανατολισμό του κυττάρου

 

επάγει κάποια γονίδια έμμεσα χωρίς να υπεισέρχεται άμεσα στη μεταγραφή τους 

πιθανώς μέσω επαγωγής κάποιου άλλου μεταγραφικού παράγοντα ή μέσω 

σταθεροποίησης της πρωτεΐνης που παράγεται. Στην κατηγορία αυτή των εμμέσως 

επαγόμενων πρωτεϊνών ανήκουν η u-PAR (23) και η Ε3 λιγκάση της ίδιας της β-

κατενίνης βΤrCP (36). Στην ίδια κατηγορία μπορεί να ανήκει και η κυκλίνη D1 

τουλάχιστον σε ορισμένες περιπτώσεις (37). Η β-κατενίνη επάγει επίσης την 

μεταγραφή γονιδίων χωρίς τη συνεργασία του παράγοντα TCF4 μέσω 

αλληλεπίδρασης με άλλους παράγοντες μεταγραφής όπως ο FoxO (Forkhead box O). 

Ένα παράδειγμα γονιδίου που επάγεται από την β-κατενίνη χωρίς την συνεργασία του 

TCF4 είναι του γονιδίου που κωδικοποιεί το p14ARF (Alternative Reading Frame), 

ενεργοποιητή του p53 (38). 

Το APC έχει προ-αποπτωτική δράση που είναι ανεξάρτητη από το ρόλο του ως 

αναστολέα της β-κατενίνης (39). Η απώλεια της δράσης αυτής μπορεί να έχει 

παθογενετική σημασία στις περιπτώσεις καρκινώματος του παχέος εντέρου που 
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φέρουν μεταλλάξεις στο APC. Για να προκαλέσει απόπτωση το APC έχει ανάγκη από 

λειτουργική κασπάση 8 και το εξωγενές μονοπάτι της απόπτωσης που ξεκινά από 

τους υποδοχείς θανάτου (death receptors). Αναστολείς της κασπάσης 8 εμποδίζουν 

την απόπτωση που ξεκινά μετά από ενεργοποίηση του APC σε ένα πειραματικό 

σύστημα με εκχυλίσματα των αυγών του αμφίβιου xenopus. Επιπλέον το APC έχει 

βρεθεί ότι αλληλεπιδρά απ’ ευθείας με τον παράγοντα ανταλλαγής νουκλεοτιδίων 

γουανίνης (Guanine nucleotide exchange factor), Asef. O Asef δρα ειδικά ως 

ενεργοποιητής του Rac, ο οποίος εμπλέκεται στην κυτταρική κίνηση. Στον κολο- 

ορθικό καρκίνο με μεταλλάξεις του APC δεν υπάρχει αλληλεπίδρασή του με τον Asef 

και η απώλεια αυτής της αλληλεπίδρασης παίζει ρόλο στην συσσώρευση των 

νεοπλασματικών κυττάρων στις εντερικές κρύπτες (40). 

Εκτός από τη μεταγωγή του σήματος που ξεκινά από το Wnt, η αναστολή της 

κινάσης GSK3β επιτελείται και από άλλες κινάσες όπως η κινάση akt (που ξεκινά 

από ενεργοποίηση του ογκογονιδίου Ras), ILK (Integrin-linked kinase, κινάση 

συνδεόμενη με την ιντεγκρίνη) και PKCβ (Protein Kinase Cβ, πρωτεϊνική κινάση 

Cβ). Ως αποτέλεσμα οι κινάσες αυτές ενεργοποιούν την μεταγραφή μέσω της β-

κατενίνης/ TCF4 (22, 41, 42) (Εικ. 3). Αντίθετα μια εναλλακτική ανασταλτική οδός 

ρύθμισης της β-κατενίνης ανεξάρτητη από το σύστημα ουβικουιτίνης- 

πρωτεασώματος διενεργείται από το σύστημα της καλπαΐνης. Η μ-καλπαΐνη μπορεί 

να αποδομήσει την β-κατενίνη και η αποδόμηση αυτή είναι ιδιαίτερα σημαντική στις 

περιπτώσεις κολο-ορθικού καρκίνου που παρουσιάζουν μεταλλάξεις στο APC και 

άρα η αποδόμηση της β-κατενίνης μέσω του πρωτεασώματος είναι προβληματική 

(43). 

Μια πρόσθετη λειτουργία της β-κατενίνης αναφέρεται στη σύνδεση της με την Ε- 

καδερίνη (Ε-Cadherin) μια πρωτεΐνη των κόμβων διασύνδεσης (adherens junctions) 

(Εικ. 3). Οι κόμβοι διασύνδεσης είναι οι κύριες θέσεις διακυττάριων συνδέσεων και η 

β-κατενίνη εξυπηρετεί σ’ αυτούς μια λειτουργία σύνδεσης της Ε-καδερίνης με την α-

κατενίνη και τον κυτταροσκελετό ακτίνης. Μεταξύ των δύο λειτουργιών της β- 

κατενίνης, αυτήν στην οποία δρα ως μεταγραφικός παράγοντας στον πυρήνα και 

αυτήν στην οποία εξυπηρετεί συνδετική αποστολή στον κυτταροσκελετό, υπάρχει μια 

ισορροπία που ρυθμίζεται από φωσφορυλιώσεις του μορίου της. Φωσφορυλίωση της 

τυροσίνης στη θέση 654 του μορίου της β-κατενίνης διευκολύνει την αλληλεπίδραση 

της με την Ε-καδερίνη, ενώ η σύνδεση με την ουβικουιτίνη συμβαίνει μετά από 

φωσφορυλίωση στις σερίνες των θέσεων 33 και 37 και η μεταγραφική λειτουργία 
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Εικόνα 3: 

 Η ρύθμιση και οι λειτουργίες της β-κατενίνης. Η φωσφορυλίωση μέσω της κινάσης GSK3β 

οδηγεί σε αποδόμηση της β-κατενίνης από το πρωτεάσωμα ενώ η αποδόμησή της από τη μ-

καλπαΐνη είναι ανεξάρτητη από το πρωτεάσωμα. Η GSK3β αναστέλλεται από τον Wnt και 

από τις κινάσες ILK και PKCβ. Η β-κατενίνη λειτουργεί ως συμπαράγοντας μεταγραφής των 

μεταγραφικών παραγόντων TCF4 και FoxO, ως μέρος της διακυτταρικής σύνδεσης 

αλληλεπιδρώντας με την Ε-καδερίνη και ως άμεσος αναστολέας του NF-κΒ. 

  

 

διευκολύνεται όταν η β-κατενίνη δεν είναι φωσφορυλιωμένη στις παραπάνω θέσεις 

(44, 45). 

Μια τρίτη λειτουργία της β-κατενίνης είναι η αναστολή του μεταγραφικού παράγοντα 

NF-κB μέσω απ’ ευθείας αλληλεπιδράσεις μεταξύ τους (46) (Σχήμα 3). Η αναστολή 
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του NF-κB από την β-κατενίνη μπορεί να είναι η αιτία του  ότι η ενεργοποίηση του 

NF-κB προϋποθέτει την δράση της κινάσης  GSK3β ώστε να ανασταλεί η β-κατενίνη 

(47). 

Ενεργοποίηση της οδού της β-κατενίνης μπορεί να οφείλεται και σε άλλες βλάβες 

όπως μεταλλάξεις της ίδιας της β-κατενίνης (48) ή άλλων πρωτεϊνών της οδού. Οι 

μεταλλάξεις της β-κατενίνης παρατηρούνται συχνότερα σε μικρού μεγέθους 

αδενώματα σε σύγκριση με μεγαλύτερα αδενώματα και καρκινώματα, γεγονός που 

μπορεί να αντικατοπτρίζει το ότι μεταλλάξεις διαφορετικών πρωτεϊνών της ίδιας 

οδού μεταγωγής σήματος δεν είναι λειτουργικά ισοδύναμες (49). 

Η ενεργοποίηση της εξαρτώμενης από τη β-κατενίνη μεταγραφής του DNA λόγω 

μεταλλάξεων του APC ή της ίδιας της β-κατενίνης δεν είναι λειτουργικά ισοδύναμη 

με τη φυσιολογική ενεργοποίηση που συμβαίνει μετά από σύνδεση του Wnt-1 στον 

υποδοχέα του Frizzled. Αυτό γιατί η ενεργοποίηση του Frizzled ενεργοποιεί, εκτός 

από την οδό που οδηγεί στην μεταγραφή μέσω της β-κατενίνης / TCF4, μια άλλη οδό 

που μέσω των κινασών Tak1 και  Nlk (Nemo-like kinase) φωσφορυλιώνει και 

αναστέλλει τον TCF4 (50) εξισορροπώντας την μεταγραφική του δραστηριότητα στις 

φυσιολογικές συνθήκες. Επιπλέον του TCF4, η β-κατενίνη ενεργοποιεί και έναν άλλο 

μεταγραφικό παράγοντα τον Fox Ο (Forkhead box O) που συνδέεται με την 

κυτταρική απάντηση στο οξειδωτικό στρες. Αυτή η ενεργοποίηση οδηγεί σε διακοπή 

του κυτταρικού κύκλου (51, 52). 

Από τις τέσσερις λειτουργίες της β-κατενίνης που συζητήθηκαν μόνο η μεταγραφή σε 

συνεργασία με τον TCF4 προάγει την καρκινογένεση. Οι τρεις άλλες (η 

αλληλεπίδραση  με την Ε-καδερίνη, η συνεργασία στη μεταγραφή μέσω του 

παράγοντα Fox Ο και η απευθείας αναστολή του παράγοντα NF-κB) είναι 

ογκοκατασταλτικές μέσω παρεμπόδισης των μεταστάσεων από την σταθεροποίηση 

των διακυτταρικών συνδέσεων, αναστολής του κυτταρικού κύκλου μετά από 

οξειδωτικό στρες και αναστολής του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και της 

αγγειογένεσης που προάγονται από τον μεταγραφικό παράγοντα NF-κB. Επιπλέον η 

β-κατενίνη παρουσιάζει αντινεοπλασματικές ιδιότητες και με τον μηχανισμό της 

αύξησης των επιπέδων του p53. Αυτό συμβαίνει παρά το ότι ο p53 δεν είναι 

μεταγραφικός στόχος της β-κατενίνης και το mRNA του δεν αυξάνεται (53). 

Αντίθετα οφείλεται σε αναστολή της αποδόμησης του p53 από το πρωτεάσωμα 

καθώς οι αναστολείς του πρωτεασώματος εξουδετερώνουν την επίδραση της β-

κατενίνης στον p53. Ο ενεργοποιητής του p53, ARF επάγεται από την ενεργοποιμένη 
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β-κατενίνη και ευθύνεται για την σταθεροποίηση του p53 (54). Το γεγονός ότι η β-

κατενίνη ενέχει και ογκοκατασταλτικές ιδιότητες μπορεί να εξηγεί το δεδομένο της 

επάρκειας των μεταλλάξεων του APC για την έναρξη της καρκινογένεσης με 

δημιουργία αδενωμάτων αλλά για την πρόοδο σε καρκινώματα απαιτούνται 

πρόσθετες γενετικές βλάβες.  

 

Οι οδοί που ξεκινούν από την ενεργοποίηση του ογκογονιδίου k-ras 

 

Το ογκογονίδιο k-ras φέρει μεταλλάξεις που το ενεργοποιούν στο 50% των κολο- 

ορθικών καρκινωμάτων (55, 56). Οι μεταλλάξεις αυτές συμβαίνουν κυρίως στο 

κωδικόνιο 12. Πολλές αλληλοσυνδεόμενες οδοί μεταγωγής σήματος εκκινούνται από 

το k-ras. Σε μια από αυτές το k-ras ενεργοποιεί την κινάση Raf η οποία με τη σειρά 

της ενεργοποιεί τον καταρράκτη των κινασών MAPK (Mitogen Activated Protein 

Kinases) με πρώτες ενεργοποιούμενες τις κινάσεις MEK1 και 2 (57) που είναι ικανές 

να φωσφορυλιώσουν τόσο τυροσίνες όσο και σερίνες και θρεονίνες (κινάσες διπλής 

δραστικότητας). Από τις κινάσες MEK ενεργοποιούνται οι κινάσεις ERK 1 και 2 

(Extracellular- Signal Regulated Kineses 1 and 2) και JNK 1 και 2 (c-jun N- terminal 

kinases 1 and 2). 

Ως τελικό αποτέλεσμα επέρχεται ενεργοποίηση διαφόρων παραγόντων μεταγραφής 

μεταξύ των οποίων και ο AP-1 (Activating Protein-1) που αποτελείται από τις 

πρωτεΐνες c-jun και c-fos. Ο AP-1 έχει καθοριστικό ρόλο στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό (Εικ. 4). Άλλοι μεταγραφικοί παράγοντες που ενεργοποιούνται από 

τις κινάσες ERK είναι ο elk 1 και ο c-myc (58). Η ενεργοποίηση των κινασών MAPK 

από το k-ras ενέχεται στην επαγωγή της p-γλυκοπρωτεϊνης που οδηγεί σε αντίσταση 

των νεοπλασματικών κυττάρων στη δράση πολλών αντινεοπλασματικών φαρμάκων 

που χρησιμοποιούνται στη κλινική πράξη (59). 

Σε μια δεύτερη οδό, το k-ras ενεργοποιεί την κινάση σερίνης/ θρεονίνης PI3Κ 

(κινάση της 3- φωσφοϊνοσιτίδης). Αυτή ενεργοποιεί με τη σειρά της την κινάση akt 

(που ονομάζεται επίσης PKB- protein kinase B). Η akt φωσφορυλιώνει πολλά 

υποστρώματα μεταξύ των οποίων είναι η κινάση IKK, η ενεργοποίηση της οποίας 

οδηγεί τελικά σε ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα NF-κB μέσω 

φωσφορυλίωσης και πρωτεασωμικής αποδόμησης του αναστολέα του NF-κB, I-κB. 
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Εικόνα 4: 

Οι οδοί μεταγωγής σήματος του ογκογονιδίου k-ras. Τέσσερεις κύριες οδοί ξεκινούν από το 

k-ras και ενεργοποιούν ή αναστέλουν μεταγραφικούς παράγοντες και άλλες πρωτεΐνες. Για 

την απλοποίηση του σχήματος  αλληλεπιδράσεις μεταξυ των οδών αλλά και άλλες εξωγενείς 

ρυθμίσεις δεν απεικονιζονται. 

 

  

Ο NF-κB είναι στις περισσότερες περιπτώσεις ένας ισχυρός παράγοντας προώθησης 

της κυτταρικής επιβίωσης λόγω του ότι μεταξύ των γονιδίων- στόχων του είναι πολλά 

γονίδια που αναστέλλουν την απόπτωση (Εικ. 4). Επιπλέον η κινάση akt 

φωσφορυλιώνει και αναστέλλει την προ-αποπτωτική πρωτεΐνη bad, μέλος της 

οικογένειας bcl-2, καθώς και την κασπάση-9 (60). Η κινάση GSK3β είναι επίσης 

υπόστρωμα της akt και όταν φωσφορυλιωθεί αναστέλλεται η δράση της με 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 23:41:26 EEST - 3.91.10.104



 31

αποτέλεσμα να ενεργοποιείται η β-κατενίνη όπως συζητήθηκε στο προηγούμενο 

κεφάλαιο. Άλλα υποστρώματα της κινάσης akt συμπεριλαμβάνουν τους παράγοντες 

μεταγραφής FKHR και FoxΟ (61), οι οποίοι όταν φωσφορυλιώνονται  

αναστέλλονται, την πρωτεΐνη mdm2, η οποία όταν φωσφορυλιωθεί εισέρχεται στον 

πυρήνα και αναστέλλει την μεταγραφική δράση του p53, και την πρωτεΐνη mTOR 

(mammalian target of rapamycin).  Η ενεργοποίηση του mTOR από την akt κινάση 

διατηρεί τον παράγοντα έναρξης της μετάφρασης eIF4 σε λειτουργική κατάσταση 

αναστέλλοντας την δεσμευτική πρωτεΐνη του παράγοντα αυτού 4E- BP. Έτσι 

μεταφράζονται από τα αντίστοιχα mRNA τους, πρωτεΐνες όπως η κυκλίνη D, ο 

παράγοντας HIF και η δεκαρβοξυλάση της ορνιθίνης (62). Επίσης ο mTOR 

ενεργοποιεί την κινάση p70SGK που είναι ακόμα ένας θετικός ρυθμιστής της 

μετάφρασης του mRNA. Τέλος η φωσφατάση PTEN (Phosphatase and Tensin at 

Chromosome 10), που είναι αναστολέας της οδού PI3K/ akt (63) είναι στόχος της akt 

έτσι ώστε να υπάρχει ανασταλτική αυτορύθμιση της οδού (64). 

Δύο άλλοι οδοί που ξεκινούν από το ογκογονίδιο ras οδηγούν η μεν πρώτη σε 

ενεργοποίηση του παράγοντα RalGDS που επηρεάζει τη ρύθμιση του 

κυτταροσκελετού, την ενδοκυττάρωση, την εξωκυττάρωση και τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό, η δε δεύτερη σε ενεργοποίηση της φωσφολίπασης Cε (PLCε). Η 

PLCε δρα μέσω παραγωγής του λιπιδίου 1, 4, 5 τριφωσφορική ινοσιτόλη (Ins (1, 4, 5) 

P3) και ενεργοποιεί τους υποδοχείς Ins (1, 4, 5) P3 που ενέχονται στη μεταγωγή 

σήματος με χρησιμοποίηση των συγκεντρώσεων ασβεστίου (65). (Εικ. 4). 

Οι δύο πρώτες οδοί του ras που περιγράφηκαν παραπάνω (Raf/ MAPK και PI3K/ akt) 

έχουν μελετηθεί ενδελεχώς για το ρόλο τους στην καρκινογένεση. Παρά το ότι η οδός 

Raf/ MAPK θεωρείται ότι παίζει κυρίως ρόλο στον κυτταρικό πολλαπλασιαμό ενώ η 

οδός P13K/ akt στην αναστολή της απόπτωσης, αυτό είναι απλούστευση του τι 

συμβαίνει in vivo στο κύτταρο καθώς και οι δύο οδοί επηρεάζουν και τις δύο αυτές 

καρκινογόνες διαδικασίες, αλλά και άλλες όπως την αναστολή της anoikis 

(απόπτωσης που εξαρτάται από την απώλεια των διακυτταρικών συνδέσεων) και την 

νεοπλασματική αγγειογένεση. 

Οι οδοί που εκκινούν από το ras ογκογονίδιο αλληλεπιδρούν  μεταξύ τους και 

μπορούν να έχουν ακόμα και αντίθετα αποτελέσματα στη ρύθμιση πρωτεϊνών- 

στόχων· το τελικό αποτέλεσμα διαμορφώνεται από παράγοντες όπως, επιπλέον 

σήματα προερχόμενα από άλλες οδούς μεταγωγής αλλά και την ένταση και τη 

διάρκεια του κάθε σήματος. Για παράδειγμα η οδός P13K/ akt ενεργοποιεί τον 
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παράγοντα NF-κB μέσω φωσφορυλίωσης και πρωτεασωμικής αποδόμησης του I-κB. 

Η κινάση akt φωσφορυλιώνει και αναστέλλει την κινάση GSK3β με τελικό 

αποτέλεσμα την συσσώρευση της β-κατενίνης. Η πρωτεΐνη αυτή εκτός από τις 

λειτουργίες της ως μεταγραφικού παράγοντα και ως παράγοντα σταθεροποίησης των 

διακυττάριων συνδέσεων μέσω αλληλεπίδρασης με τη Ε-καδερίνη, αλληλεπιδρά και 

αναστέλλει τη δράση του παράγοντα NF-κB (46). Το τελικό αποτέλεσμα των 

αλληλοσυγκρουόμενων αυτών σημάτων στην ενεργοποίσηση του NF-κB καθορίζεται 

από την ένταση και τη διάρκεια του καθενός, καθώς και άλλων επιρροών που μπορεί 

να δρουν ταυτόχρονα ή διαδοχικά. 

Σε άλλες περιπτώσεις οι οδοί που ξεκινούν από το ογκογονίδιο ras επιδρούν στη 

ρύθμιση μιας πρωτεΐνης – στόχου προς την ίδια κατεύθυνση. Αυτό συμβαίνει για 

παράδειγμα στην περίπτωση της κυκλίνης D, η οποία σταθεροποιείται όταν η κινάση 

GSK3β ανασταλλεί από την κινάση akt. Ταυτόχρονα η αναστολή της GSK3β οδηγεί 

σε ενεργοποίηση της β-κατενίνης και κατ’ επέκταση σε μεταγραφή του γονιδίου της 

κυκλίνης D που είναι στόχος του συμπλόκου β-κατενίνης/ TCF4. Η κυκλίνη D είναι 

επίσης στόχος ενεργοποίησης από την κινάση ERK μέσω της οδού Ras/ Raf/ MAPK 

(57). 

 

Η οδός TGF- β 

 

Σύνδεση της πρωτεΐνης TGF-β (Transforming Growth Factor– β) στους υποδοχείς της 

κυτταρικής μεμβράνης TβRII και TβRI ξεκινά μια οδό μεταγωγής σήματος μέσω 

ενεργοποίησης των πρωτεϊνών Smad 2 και Smad 3 (αποκαλούμενες R-Smads λόγω 

της αλληλεπίδρασης τους με τους υποδοχείς) οι οποίες σε συνδυασμό με τον συν- 

ενεργοποιητή Smad4 (που λέγεται επίσης και DPC4- Deleted in Pancreatic 

Carcinoma 4) συνεργάζονται για την μεταγραφή γονιδίων- στόχων. Οι πρωτεΐνες 

Smad6 και  Smad7 είναι ανασταλτικές της οδού αυτής (Εικ. 5). Επτά διαφορετικοί 

τύποι υποδοχέων TβRI και πέντε διαφορετικοί TβRIΙ έχουν βρεθεί σε κύτταρα 

σπονδυλωτών οργανισμών και μπορούν να συνδέονται μεταξύ τους σε διάφορους 

συνδυασμούς (66). Η ενεργοποίηση των υποδοχέων TβRIΙ και TβRI διευκολύνει 

επίσης την αλληλεπίδραση τους με την κινάση PΙ3K που οδηγεί σε ενεργοποίηση της 

κινάσης akt. Επιπλέον οι TβRIΙ / TβRI ενεργοποιούν τη φωσφατάση PP2A, ένα  
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Εικόνα 5:  

Η οδός μεταγωγής σήματος του TGFβ και οι αλληλεπιδράσεις της με το k-ras. Ανάλογα με 

την κατάσταση ενεργοποίησης του k-ras, τα αποτελέσματα της οδού του TGFβ μπορούν να 

μετατραπούν από ογκοκατασταλτικά σε ογκογόνα. 

 

 

 

αναστολέα της κινάσης p70SGK. Το ογκογονίδιο ras μπορεί επίσης να ενεργοποιηθεί 

από τους TβRIΙ / TβRI είτε απευθείας ή μέσω ενεργοποίησης της κινάσης PΙ3K (67). 
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Οι οδοί TGF-β και ras συσχετίζονται και με επιπρόσθετους τρόπους. Η ενεργοποίηση 

της οδού MAPK/ EPK από το ras οδηγεί σε αναστολή της οδού TGF- β/ Smad λόγω 

πρωτεοσωμικής αποδόμησης του Smad4 (68). Τρεις Ε3 λιγκάσες οι Jab 1, Roc 1και 

Smurf καταλύουν την αποδόμηση αυτή. Πρωτεοσωμική αποδόμηση των πρωτεϊνών 

Smad συμβαίνει επίσης όταν αυτές φέρουν μεταλλάξεις (69). Το ογκογονίδιο ras 

αναστέλλει το TGF-β και με ένα ακόμη μηχανισμό, την αναστολή της 

πρωτεοσωμικής αποδόμησης του αναστολέα TGIF (70) (Εικ. 5). Μια ανάδρομη 

συσχέτιση υπάρχει καθ’ ότι η απώλεια της δραστικότητας της Smad4 οδηγεί σε υπερ- 

ενεργοποίηση της οδού Ras/ ERK (71). Η ταυτόχρονη ενεργοποίηση των  Smad και 

των οδών Ras/ MAPK και Ras/ PΙ3K από τον TGF-β μπορεί να εξηγήσει τα 

περιγραφόμενα αποτελέσματα του TGF-β τόσο στο να προάγει όσο και να 

αναστέλλει την καρκινογένεση. Όταν η διαμετάδοση του σήματος μέσω των Smad 

λειτουργεί φυσιολογικά και η οδός των MAPK/ ERK δεν είναι διεγερμένη από άλλα 

σήματα, υπερτερεί η ογκοκατασταλτική δράση της οδού του TGF-β. Αντίθετα όταν οι 

παράγοντες Smad φέρουν μεταλλάξεις που εμποδίζουν τη δράση τους, υπερτερούν οι 

ογκογόνες ιδιότητες μέσω του φαινομένου της μετάλλαξης από επιθηλιόμορφο σε 

μεσεγχυματικό ιστό (Epithelial to mesenchymal transformation) (67). Η αναλογία της 

πρωτεΐνης Smad 3 προς την κινάση akt έχει βρεθεί να συσχετίζεται με την τύχη του 

κυττάρου και ιδιαίτερα με το αν το κύτταρο θα προχωρήσει σε απόπτωση ως 

αποτέλεσμα του σήματος που ξεκινά από τον TGF-β (72). 

Η οδός του TGF- β έχει αντίθετα αποτελέσματα από την οδό του ras/ MAPK όσον 

αφορά την ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου, και μέσω σταθεροποίησης του 

αναστολέα των κινασών που εξαρτώνται από τις κυκλίνες, p27 (73). Αυτή η ρύθμιση 

διενεργείται με αναστολή του πρωτεασώματος από τον TGF-β, καθώς ο p27 είναι 

υπόστρωμα του πρωτεασώματος (74). Αντίθετα η ενεργοποίηση του Ras ευοδώνει 

την φωσφορυλίωση του p27 στη θρεονίνη 187, γεγονός που οδηγεί στην σύνδεσή του 

p27 με ουβικουιτίνη μέσω της Ε3 ουβικουιτίνης-λιγκάσης SKP2 και στη συνέχεια σε 

πρωτεασωμική απόδόμηση. (73). 

Αλληλεπίδραση των οδών TGF- β/ Smad και Wnt/ β-κατενίνης υπάρχει σε πολλαπλά 

επίπεδα. Η πρωτεΐνη αξίνη που είναι μέρος του συμπλόκου β-κατενίνης/ GSK3β/ 

APC/ αξίνης αλληλεπιδρά με το Smad3 και διευκολύνει την ενεργοποίηση του. Αυτό 

πιθανότατα συμβαίνει διότι η αξίνη προωθεί την αλληλεπίδραση του Smad3 με τους 

υποδοχείς TβR (75). Σε μεταγραφικό επίπεδο έχει παρατηρηθεί μια συνέργεια των 

Smads με τον παράγοντα β-κατενίνης / TCF4 για την ενεργοποίηση μεταγραφής 
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γονιδίων- στόχων (76). Στα ποντίκια διπλή ετεροζυγοτεία για το μεταλλαγμένο APC 

και Smad4 οδηγεί σε φαινότυπο με περισσότερους πολύποδες από ότι μετάλλαξη στο 

APC μόνο (77). Επιπλέον οι δύο οδοί αλληλεπιδρούν και έμμεσα, παραδείγματος 

χάρη μέσω αλληλεπιδράσεων και των δύο με σήματα και ξεκινούν από ενεργοποίηση 

του ογκογονιδίου Ras. 

Μία ταξινόμηση που έχει προταθεί για τα γονίδια στόχους της οδού του TGF-β τα 

κατατάσσει σε τρεις κατηγορίες (78,79). Το Smad είναι ο κύριος θετικός ρυθμιστής 

της οδού και επάγει την πρώτη κατηγορία των γονιδίων- στόχων που ονομάζονται 

πρώιμα επαγόμενα. Ο παράγοντας ERK υποβοηθά αυτή την επαγωγή ενώ ο Smad 2 

την εμποδίζει. Οι δύο άλλες κατηγορίες γονιδίων- στόχων του TGF-β επηρεάζονται 

αργότερα από τα πρώιμα επαγόμενα γονίδια και γι’ αυτό ονομάζονται ενδιάμεσα 

επαγόμενα και ενδιάμεσα καταστελλόμενα γονίδια. Τα ενδιάμεσα επαγόμενα 

ρυθμίζονται θετικά από το Smad3 και καταστέλλονται από το ERK και το Smad2 ενώ 

τα ενδιάμεσα καταστελλόμενα καταστέλλονται και από τους 3 παράγοντες. Επιπλέον 

πολυπλοκότητα προστίθεται στο σύστημα του TGF-β από το γεγονός ότι περίπου 

4000 γονίδια (το 10% του υπολογιζόμενου αριθμού γονιδίων του ανθρώπινου 

γονιδιώματος) επηρεάζονται μετά από ενεργοποίηση του TGF-β (78). Μεταξύ των 

γονιδίων αυτών είναι οι αναστολείς των εξαρτώμενων από τις κυκλίνες κινασών 

p15INK4B, p21CIP1,  p27KIP και οι κασπάσες των οποίων η έκφραση επάγεται και ο 

μεταγραφικός παράγοντας c-myc που καταστέλλεται. Παρά ταύτα το μοντέλο δεν 

καλύπτει όλες τις περιπτώσεις γονιδίων που επηρεάζονται από τις οδούς του TGF-β 

και το Ras. Για παράδειγμα η έκφραση του ενζύμου φουρίνη, μιας κονβερτάσης που 

εμπλέκεται στην εξωκυττάρωση πρωτεϊνών από το κύτταρο, όπως του ίδιου του 

TGF-β ρυθμίζεται θετικά τόσο από το Smad2 όσο και από τις κινάσεις p42/p44 

MAPK (80). Η συνεργασία των οδών TGF-β/Smad και Ras-MAPK/PI3k είναι 

σύνθετη και ποικίλει στους διάφορους τύπους κυττάρων.  

Πολλές πρωτεΐνες της οδού του TGF-β φέρουν μεταλλάξεις στον κολο-ορθικό 

καρκίνο. Μεταλλάξεις του Smad4 είναι όψιμα μοριακά γεγονότα στην κολο-ορθική 

καρκινογένεση και παρατηρούνται στο 20% των περιπτώσεων (81). Ο υποδοχέας 

TβRII είναι ποιο συχνά μεταλλαγμένος σε περιπτώσεις με φαινότυπο 

μικροδορυφορικής αστάθειας λόγω της παρουσίας μιας αλληλουχίας πολυαδενίνης 

στο γονίδιό του, που παράγει τα λάθη στην αντιγραφή (82). Αντίθετα σε περιπτώσεις 

με φαινότυπο μικροδορυφορικής σταθερότητας  (microsatellite stable) οι μεταλλάξεις 
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του TβRII είναι λιγότερο συχνές (83). Μεταλλάξεις του Smad2 είναι επίσης σπάνιες 

(σε περίπου 6% των περιπτώσεων του κολο-ορθικού καρκίνου στον άνθρωπο) (84).  

 

Το p53, η ρύθμισή του και η δυσλειτουργία του στον κολοορθικό καρκίνο 

 

Η ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη p53 ανακαλύφθηκε πριν από 25 και πλέον χρόνια και 

παραμένει μία από τις περισσότερο μελετώμενες πρωτεΐνες στην έρευνα του 

καρκίνου. Καινούργια στοιχεία προκύπτουν συνεχώς που διευκρινίζουν την 

πολύπλοκη ρύθμιση του p53. Ο p53 είναι ένας μεταγραφικός παράγοντας που παίζει 

σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου και της απόπτωσης όπως 

γίνεται φανερό και από τα γονίδια-στόχους του (Πίνακας 2) (85-88). 

Η μεταγραφική  λειτουργία του p53 ρυθμίζεται με μηχανισμούς που έχουν ως 

κεντρικό παράγοντα τον αναστολέα mdm2 (murine double minute 2, που αναφέρεται 

και ως hdm2 στον άνθρωπο) ο οποίος είναι μια Ε3 λιγκάση της ουβικουιτίνης και 

οδηγεί σε πρωτεασωμική αποδόμηση του p53. Ο mdm2 αναστέλλεται από την 

πρωτεΐνη p14ARF (p19 στο ποντίκι) η οποία κωδικοποιείται από ένα γονίδιο στο βραχύ 

σκέλος του χρωμοσώματος 9 (9p) στον ίδιο γονιδιακό τόπο και με την ίδια γονιδιακή 

αλληλουχία αλλά με άλλο πλαίσιο ανάγνωσης με το γονίδιο που κωδικοποιεί τον 

αναστολέα της κινάσης που εξαρτάται από τις κυκλίνες p16INKA (γι΄αυτό και η 

ονομασία ARF Alternative Reading Frame). Η p14ARF ως αναστολέας του mdm2 

ρυθμίζει θετικά σταθεροποιώντας το p53 (Εικ. 6). Επιπρόσθετα από τον mdm2 ο p53 

συνδέεται με την ουβικουιτίνη με τη μεσολάβηση τριών άλλων Ε3 λιγκασών των 

COP1, Pirh2 και ARF-BP1/Mule (89-93).  

 Το p53 φωσφορυλιώνεται μέσω της δράσης διαφόρων κινασών σε υπολείμματα 

σερίνης και θρεονίνης του μορίου του. Η φωσφορυλίωση αυτή είναι προϋπόθεση για 

τη μεταγραφική του ενεργοποίηση. Όταν υπάρχει βλάβη στο DNA η κινάση ATM 

(Ataxia Telangiectasia Mutated) φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί τον p53 τόσο άμεσα 

όσο και έμμεσα μέσω ενεργοποίησης των κινασών Chk1 και 2. Άλλοι ενεργοποιητές 

του p53 είναι οι κινάσες GSK3β, p38 και JNK (94). 
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Πίνακας 2. Παραδείγματα γονιδίων-στόχων του p53

Bad, Bax, PUMA, Noxa Μέλη της οικογένειας του bcl-2  που προάγουν την απόπτωση

Fas, DR4, DR5                          Υποδοχείς θανάτου (Death receptors)

PIDD                                         Πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά με τις κασπάσες

p21                                           Αναστολέας των κινασών που εξαρτώνται από τις κυκλίνες (CDKs)

14-3-3σ, Gadd45                      Ρυθμιστές του κυτταρικού κύκλου

Siah1, mdm2                            E3 λιγκάσες

 

Μια άλλη ρύθμιση στη λειτουργία του p53 λαμβάνει χώρα στο επίπεδο της σύνδεσης 

των συνεργατικών  παραγόντων (co-factors) της μεταγραφής. Οι συμπαράγοντες 

αυτοί συνδέονται με το συνδεδεμένο στο DNA p53 ανάλογα με τις μετα-

μεταφραστικές τροποποιήσεις που αυτός έχει υποστεί. Δεδομένου ότι οι 

τροποποιήσεις εξαρτώνται από το ερέθισμα που προκάλεσε την ενεργοποίηση του  

p53, τα διάφορα αυτά ερεθίσματα (π.χ υπεριώδες φως, ογκογόνες μεταλλάξεις)  
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p53

p14ARF

mdm2
ARF-BP/ Mule

COP1
Pirh2

ATM

Chk1/ 2

ASPP1
ASPP2

p63
P73
JMY

Απόπτωση

p300

Αναστολή κυτταρικού κύκλου

 

Εικόνα 6: 

Η ρύθμιση και λειτουργία του p53. Οι Ε3 λιγκάσες mdm2, ARF-BP/ Mule, COP1 και Pirh2 

αναστέλλουν το p53 συνδέοντας το με ουβικουιτίνη ώστε να αποδομηθεί στο πρωτεάσωμα. 

Η πρωτεΐνη p14ARF αναστέλλει τόσο την mdm2 λιγκάση, όσο και την ARF-BP/ Mule. Οι 

κινάσες ATM και Chk1 και 2 ενεργοποιούν το p53. Ανάλογα με τους συμπαράγοντες που 

προσελκύονται κατά την ενεργοποίηση του p53 το κύτταρο οδηγείται σε απόπτωση ή παύση 

του κυτταρικού κύκλου.  
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οδηγούν στη μεταγραφή διαφορετικών γονιδίων. Τουλάχιστον σε ένα ποσοστό, η 

τελική απόφαση για το αν ένα κύτταρο υποστεί απόπτωση ή αναστολή του 

κυτταρικού κύκλου μετά από ενεργοποίηση του p53, εξαρτάται από τους 

συμπαράγοντες που συνδέονται μαζί του. Σύνδεση των συμπαραγόντων της 

οικογενείας του ASPP (Apoptosis Stimulating Protein of p53), ASPP1 και 

ASPP2/Bbp καθώς και των συμπαραγόντων p63, p73 και JMY προάγει την επαγωγή 

γονιδίων που οδηγούν σε απόπτωση. Αντίθετα σύνδεση του συμπαράγοτα p300 

οδηγεί σε αναστολή του κυτταρικού κύκλου (95). Το ογκογονίδιο c-myc παίζει 

επίσης ρόλο στην απόφαση για την τύχη του κυττάρου μετά από ενεργοποίηση του 

p53. Όταν είναι ταυτόχρονα ενεργοποιημένο, ματαιώνεται η αναστολή του 

κυτταρικού κύκλου ωθώντας σε μαζική απόπτωση. Ο p53 συνδέεται στο DNA ως 

τετραμερές στη συγκεκριμένη νουκλεοτιδική αλληλουχία RRRC (A/T)(T/A) GYYY 

(όπου R είναι πουρίνη και Y πυριμιδίνη) μέσω του κεντρικού τομέα του μορίου του 

(αμινοξέα 102-292). Τρεις λυσίνες του καρβοξυτελικού τομέα του p53 εμπλέκονται 

σε μη ειδική σύνδεση του p53 με το DNA αλλά αυτή η σύνδεση προλαμβάνεται όταν 

οι λυσίνες είναι ακετυλιωμένες, γεγονός που υποβοηθείται από τον συμπαρόγοντα 

p300, ο οποίος κατ’αυτό τον τρόπο προάγει τη σύνδεση του p53 στην 

προαναφερθείσα ειδική αλληλουχία. Επιπλέον ο p300 προάγει τη σύνδεση του 

συνδεδεμένου με ένα μόριο ουβικουιτίνης p53 (μετά τη δράση του mdm2) με 

πρόσθετα μόρια της και στη συνέχεια την πρωτεασωμική αποδόμησή του. 

Εκτός από επαγωγή γονιδίων, η ενεργοποίηση του p53 μπορεί να έχει ως αποτέλεσμα 

και καταστολή της μεταγραφής. Στα γονίδια που καταστέλλονται από το p53 

ανήκουν το bcl-2, το bcl-xl και η σουρβιβίνη.  

Ιδιαίτερης σημασίας για τον κολο-ορθικό καρκίνο είναι το γεγονός ότι ο p53 ρυθμίζει 

τη σταθεροποίηση της β-κατενίνης μέσω του γονιδίου- στόχου του Siah-1 (96). Ο 

Siah-1 είναι μια Ε3 λιγκάση που συνδέει την β-κατενίνη με ουβικουιτίνη με μια 

διαδικασία που εμπλέκει το APC αλλά είναι ανεξάρτητη από την GSK3β κινάση. Η 

σύνδεση με ουβικουιτίνη που γίνεται μέσω του Siah-1 συνδέει τον p53 με την 

κυτταρική απάντηση στην υποξία  καθ’ότι ένζυμα που περιέχουν τομέα 

υδροξυλίωσης προλίνης (PHD Prolyl Hydroxylating domain) και υδροξυλιώνουν τον 

μεταγραφικό παράγοντα HIF ώστε να επιτραπεί η αλληλεπίδρασή του με την 

πρωτεΐνη VHL, είναι υποστρώματα του Siah-1 (97).     
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Μεταλλάξεις του p53 στον κολο-ορθικό καρκίνο παρατηρούνται στις μισές περίπου 

περιπτώσεις όπως αποκαλύπτεται με μελέτες που εξετάζουν την αλληλουχία του p53 

ή την σταθερότητά του ανοσοϊστοχημικά (η σταθεροποίηση του p53 είναι ένδειξη ότι 

φέρει μετάλλαξη που αναστέλλει τη φυσιολογική του ανακύκλωση λόγω της 

αδυναμίας του να δράσει ως μεταγραφικός παράγοντας και να μεταγράψει τον 

mdm2) (98). 

Η πλειονότητα των μεταλλάξεων του p53 (γύρω στο 95%) συμβαίνει στην περιοχή 

σύνδεσης του μορίου του με το DNA και τα τρία τέταρτα είναι μονήρεις αλλαγές 

νουκλεοτιδίου. Το γεγονός αυτό υπογραμμίζει την ανάγκη τόσο της απώλειας της 

μεταγραφικής λειτουργίας του παράγοντα όσο και της παρουσίας της μεταλλαγμένης 

πρωτεΐνης που παρεμβάλλεται στη φυσιολογική λειτουργία του μη μεταλλαγμένου 

p53 που είναι προϊόν του άλλου αλληλίου. Μεταλλάξεις που έχουν ως αποτέλεσμα 

απώλεια μέρους του p53 ή και ολική απώλειά του παρουσιάζουν το μειονέκτημα από 

την πλευρά της ογκογένεσης ότι δεν παρεμβάλλονται στη λειτουργία του 

φυσιολογικού αλληλίου. Το φυσιολογικό αλλήλιο σταθεροποιείται λόγω της 

παρουσίας της μεταλλαγμένης μορφής που εμποδίζει την λειτουργία του και την 

μεταγραφή του mdm2 και έτσι μπορεί να διατηρεί κάποιο χαμηλό αλλά σημαντικό 

για την μεταγραφή γονιδίων-στόχων επίπεδο λειτουργίας εωσότου απώλεια της 

ετεροζυγωτίας στο γονιδιακό του τόπο οδηγήσει σε ολική απώλεια της δράσης του. 

Αυτό είναι όψιμο γεγονός στην κολο-ορθική καρκινογένεση και συμβαίνει μετά τη 

μετάβαση από αδένωμα σε καρκίνωμα (99). 

 

 

ΤΟ ΣΥΣΤΗΜΑ ΟΥΒΙΚΟΥΙΤΙΝΗΣ-ΠΡΩΤΕΑΣΩΜΑΤΟΣ 

 

Η δομή και η λειτουργία του συστήματος 

 Η ουβικουιτίνη είναι μία πρωτεΐνη με 76 αμινοξέα. Αρχικά έγινε γνωστή με την 

ιδιότητά της να συνδέεται με πρωτεΐνες που είχαν μη φυσιολογική τριτοταγή δομή  

μορίου και οι οποίες, μετά από αυτή τη σύνδεση οδηγούνται στο πολυπρωτεϊνικό 

σύμπλοκο του πρωτεασώματος για αποδόμηση. Σύντομα αποκαλύφθηκε ότι το 

πρωτεάσωμα δεν εξυπηρετούσε μόνο αυτή τη λειτουργία αποδόμησης 

ελαττωματικών πρωτεϊνών αλλά είναι κύριος ρυθμιστής πολλών κυτταρικών 

λειτουργιών αποδομώντας και φυσιολογικές πρωτεΐνες (100). Στις λειτουργίες που 

ρυθμίζονται από το σύστημα ουβικουιτίνης πρωτεασώματος (Ubiquitin-Proteasome 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 23:41:26 EEST - 3.91.10.104



 41

System-UPS) συμπεριλαμβάνονται η μεταγραφή, ο κυτταρικός κύκλος, η απόπτωση, 

η αποκατάσταση βλαβών DNA, η παρουσίαση αντιγόνων μέσω του MHC I και η 

απάντηση στο stress (101). Μια σειρά ενζύμων συμμετέχουν στην επιτέλεση της 

σύνδεσης εκατοντάδων πρωτεϊνών με την ουβικουιτίνη ώστε να αναγνωριστούν στη 

συνέχεια από το πρωτεάσωμα και να αποδομηθούν. Η σύνδεση μιας πρωτεΐνης με 

την ουβικουιτίνη επιτελείται σε 3 στάδια που καταλύονται από τρεις κατηγορίες 

ενζύμων (102). Η πρώτη κατηγορία είναι τα ένζυμα που ενεργοποιούν την 

ουβικουιτίνη (αποκαλούμενα και Ε1) τα οποία χρησιμοποιώντας ενέργεια από την 

αποδόμηση του ATP συνδέονται μέσω μιας κυστεΐνης με την ουβικουιτίνη και την 

ενεργοποιούν (Εικ. 7Α). Στη συνέχεια η ουβικουιτίνη μεταφέρεται σε μια κυστεΐνη 

ενός ενζύμου της κατηγορίας Ε2 (Ubiquitin Conjugating enzyme). Στο τρίτο στάδιο 

της διαδικασίας, η συνδεδεμένη ουβικουιτίνη μεταφέρεται με την βοήθεια ενός 

ενζύμου με δράση λιγκάσης της ουβικουιτίνης (αποκαλούμενο και Ε3) στην πρωτεΐνη 

στόχο. Στην αντίδραση αυτή συνδέεται η ε-αμίνη μιας λυσίνης του μορίου της 

πρωτεΐνης στόχου με την καρβοξυτελική γλυκίνη της ουβικουιτίνης. Επιπλέον μόρια 

ουβικουιτίνης μπορούν να συνδεθούν στο παραπάνω σύμπλεγμα μέσω υπολλειμάτων 

λυσίνης του μορίου της ουβικουιτίνης, συνήθως το Κ48. (103). Η σύνδεση της 

ουβικουιτίνης με πρωτείνες- στόχους μέσω άλλων λυσινών του μορίου της όπως η 

Κ29 και η Κ63 δεν αποτελούν μήνυμα αναγνώρισης από το πρωτεάσωμα για 

αποδόμηση αλλά εμπλέκονται σε άλλες κυτταρικές λειτουργίες όπως η επιδιόρθωση 

του DNA και η ενδοκυττάρωση μεμβρανικών πρωτεϊνών (104, 105). Μια αλυσίδα 

από τουλάχιστον 4 μόρια ουβικουιτίνης χρειάζεται ώστε η πρωτεΐνη στόχος να 

αναγνωριστεί και να αποδομηθεί από το πρωτεάσωμα. Η επιμήκυνση της αλυσίδας 

των ουβικουιτινών υποβοηθείται σε μερικές περιπτώσεις από ένα τέταρτο τύπο 

ενζύμων που ονομάζονται Ε4 (106). Μια πλειάδα ενζύμων παίρνουν μέρος στην 

διαδικασία σύνδεσης με ουβικουιτίνη. Υπάρχουν τουλάχιστον 50 διαφορετικά ένζυμα 

τύπου Ε2 (107) και πολλά Ε3 που ανήκουν σε τρεις οικογένειες: Αυτά που φέρουν 

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

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

(Τομέας που είχε περιγραφεί αρχικά στο Ε4 ένζυμο UFD2 στους μύκητες) (107). 

Η αντίστροφη αντίδραση αποσύνδεσης από την ουβικουιτίνη καταλύεται 

επίσης από ειδικά αποσυνδετικά ένζυμα. Υπάρχουν πάνω από 70 τέτοια ένζυμα στα 

ανθρώπινα κύτταρα (105, 108). Για παράδειγμα το αποσυνδετικό ένζυμο στην 

περίπτωση της β-κατενίνης ονομάζεται Fyn (18). Ένα άλλο παράδειγμα είναι το 
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Ε2 + Ουβικουιτίνη
Ε1

Ε2-Ουβικουιτίνη
Ε3

Ουβικουιτίνη-υπόστρωμα

ATP ADP
υπόστρωμα

Ε2

A.

B.

NF-κB: p100
p105

NF-κB: p52
p50

πρωτεάσωμα

IL-1R

TRAF6

TAB2/TAK1

Σύνδεση με ουβικουιτίνη

ΙΚΚ

Ικ-Β Φωσφορυλίωση
Σύνδεση με ουβικουιτίνη

 

 Εικόνα 7: 

Α. Η γενική αλληλουχία των ενζυμικών αντιδράσεων της σύνδεσης μιας πρωτεΐνης-

υποστρώματος του πρωτεασώματος με την ουβικουιτίνη. 

Β. Η ρύθμιση του μεταγραφικού παράγοντα  NF-κB από το σύστημα ουβικουιτίνης –

πρωτεασώματος. Μερική αποδόμηση από το πρωτεάσωμα των πρόδρομων, ανενεργών 

μορφών του NF-κB, p100 και p105 οδηγεί στην παραγωγή των ενεργών παραγόντων p52 και 

p50. Φωσφορυλίωση του αναστολέα I-κB από την κινάση IKK προκαλεί τη σύνδεσή του με 

ουβικουιτίνη και πρωτεασωμική αποδόμηση. Η σύνδεση με ουβικουιτίνη του παράγοντα 

TRAF6 μετά από ενεργοποίηση του υποδοχέα της ιντερλευκίνης 1, IL-1R, ευνοεί την 

αλληλεπίδραση με την κινάση TAK1 (και τον συμπαράγοντα TAB2) που ενεργοποιεί την 

κινάση IKK με τελικό αποτέλεσμα και πάλι την ενεργοποίηση του NF-κB. 
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ένζυμο HAUSP (Herpesvirus-associated ubiquitin specific protease) το οποίο 

αποσυνδέει τον p53 από την ουβικουιτίνη (109). Υπο-ομάδες που δρουν ως 

αποσυνδετικά ένζυμα της ουβικουιτίνης υπάρχουν ενσωματωμένες στο σύμπλοκο του 

πρωτεασώματος (110, 111). Αυτές βοηθούν στην ανακύκλωση της ουβικουιτίνης 

μετά την αναγνώριση της πρωτεΐνης στόχου από το πρωτεάσωμα και την προώθησή 

της προς αποδόμηση. 

 Η συνολική πολυπρωτεϊνική δομή του πρωτεασώματος ονομάζεται 26S και 

έχει μοριακό βάρος 2,5 MDa και κυλινδρικό σχήμα. Αποτελείται από δύο 

λειτουργικές υπο-ομάδες. Και τα δύο άκρα του 26S κυλίνδρου καλύπτονται από 19S 

ρυθμιστικές υπο-ομάδες που λειτουργούν ως αναγνωριστική υπο-ομάδα της 

συνδεδεμένης με την ουβικουιτίνη πρωτεΐνης την οποία στη συνέχεια αποσυνδέει από 

την ουβικουιτίνη και ξεδιπλώνει. Η λειτουργία αποδίπλωσης επιτελείται από ένα 

δακτύλιο 6 πρωτεϊνών που ονομάζονται AAA+ (ATPases associated with various 

cellular activities) που χρησιμοποιούν ενέργεια από την αποδόμηση ATP (112). Στη 

συνέχεια η πρωτεΐνη περνά στο κεντρικό τμήμα του 26S πρωτεασώματος που 

αποτελεί τον καταλυτικό 20S πυρήνα του συμπλόκου αποτελούμενο από δύο 

επταμερείς α υπο-ομάδες και δύο επταμερείς β υπο-ομάδες και οι δύο σε 

δακτυλιοειδή σχηματισμό. Οι β υπό-ομάδες βρίσκονται πιο κεντρικά και οι δυο 

δακτύλιοι που αποτελούνται από τις α υπο-ομάδες πιο περιφερικά στον κύλινδρο του 

20S πρωτεασώματος (113). Στα ευκαρυοτικά κύτταρα κάθε υπο-ομάδα των α και β 

επταμερών δακτυλίων κωδικοποιείται από διαφορετικό γονίδιο κατά τρόπο ώστε να 

υπάρχουν 14 γονίδια με δύο αντίγραφα το καθένα σε κάθε κύτταρο. Το 20S 

πρωτεάσωμα έχει τρεις καταλυτικές δραστικότητες, τύπου χυμοτρυψίνης, τύπου 

τρυψίνης και τύπου κασπάσης (πεπτιδυλική-γλουταμυλική) (114). Οι β υπο-ομάδες 

β5, β2 και β1 εμπεριέχουν τις δραστικότητες αυτές αντίστοιχα (115). Η σημασία της 

κάθε ενζυμικής δραστικότητας ποικίλει ανάλογα με τη φύση της πρωτεΐνης-

υποστρώματος (116). 

 Στα υποστρώματα του πρωτεασώματος συγκαταλέγονται παράγοντες 

μεταγραφής, ρυθμιστές παραγόντων μεταγραφής, κινάσες, φωσφατάσες, αναστολείς 

κινασών και άλλες πρωτεΐνες που παίζουν ρόλο στην κυτταρική αύξηση, την 

απόπτωση και την ομοιόσταση (πίνακας 3) (20, 61, 90, 117-140). 

 Παράδειγμα πρωτεΐνης που ρυθμίζεται από το σύστημα ουβικουιτίνης-

πρωτεασώματος είναι ο μεταγραφικός παράγοντας NF-κB (Εικ. 7Β). Ο NF-κB είναι 

στην πραγματικότητα μια οικογένεια πρωτεϊνών στην οποία ανήκουν οι Rel-A (p65), 
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Πίνακας 3. Παραδείγματα πρωτεϊνών-υποστρωμάτων του πρωτεασώματος

Πρωτεΐνη-υπόστρωμα Λειτουργία
c-myc Παράγοντας μεταγραφής
C-jun, c-fos, fra-1                                                  Υπομονάδες του μεταγραφικού παράγοντα AP-1 
p53 Παράγοντας μεταγραφής
p73                                                             Ομόλογο του p53 
ASPP2/53BP2                                                     Συμπαράγοντας του p53 
β-κατενίνη Παράγοντας μεταγραφής και ρυθμιστής του κυτταρικού σκελετού
γ-κατενίνη Ομόλογο της β-κατενίνης με ρόλο στις διακυτταρικές συνδέσεις και τα δεσμοσωμάτια
Iκ-Bα Αναστολέας του NF-κB
Smad4                                                           Ρυθμιστής της διαμετάδοσης σήματος από τον TGFβ
p27                                                             Αναστολέας των Cdk κινασών
HIF1                                                            Παράγοντας μεταγραφής εμπλεκόμενος στην κυτταρική απάντηση στην υποξεία
PP2A                                                            Φωσφατάση σερίνης /θρεονίνης
Emi1                                                            Αναστολέας του APC (Anaphase promoting complex) 
MATα2                                                               Καταστολέας της μεταγραφής
EGFR, PDGFR                                                     Υποδοχείς τυροσινικής κινάσης
Bax, Bik, Bim Προ-αποπτωτικά μέλη της οικογένειας του bcl-2
Mcl-1                                                               Αντι-αποπτωτικά μέλη της οικογένειας του bcl-2 
Επιθηλιακός δίαυλος Na+ Ρυθμιστής της συγκέντρωσης Na+ που είναι μεταλλαγμένος στην κυστική ίνωση
Cdc25                                                           Φωσφατάση που ρυθμιζει τον κυτταρικό κύκλο
Κυκλίνη E, Κυκλίνη D, CDK4                                  Κυκλίνες και κινάση που τις ρυθμίζει
Τοποϊσομεράσες I και II                                        Ένζυμα που εμπλέκονται στην αντιγραφή του DNA και αποτελούν στόχους αντι-νεοπλασματικών φαρμάκων
Σταθμίνη Ρυθμιστής του πολυμερισμού των μικροσωληναρίων του κυτταροσκελετού
APC                                                             Ρυθμιστής της β-κατενίνης
Προλύλ-υδροξυλάσες 1 και 3                                 Ένζυμα που υδροξυλιώνουν τον μεταγραφικό παράγοντα HIF
Δεκαρβοξυλάση της ορνιθίνης Ένζυμο της βιοσύνθεσης των πολυαμινών
Rpn4                                                            Πρωτεΐνη, μέρος του πρωτεασώματος
ERK3                                                            Κινάση της οδού των MAPK 
Akt Κινάση που προάγει τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και αναστέλλει την απόπτωση
Twist                                                           Μεταγραφικός παραγοντας της οικογένειας bHLH (basic helix-loop-helix)
DCC                                                             Διαμεμβρανικός υποδοχέας της νετρίνης
PIN2/TRF1                                                       Ρυθμιστής του μήκους των τελομερείων και του κυτταρικού κύκλου
Υποδχέας της 1,4,5-τριφωσφορικής ινοσιτόλης Υποδοχέας του ενδοπλασματικού δικτύου που ρυθμίζει τις συγκεντρώσεις Ca++

FoxO Παράγοντας μεταγραφής, ρυθμιστής της β-κατενίνης
ERα Παράγοντας μεταγραφής του τύπου των πυρηνικών υποδοχέων
RhoA GTP-άση

 

Rel-B, C-Rel, p50 και p52 και οι οποίες συνδέονται στο DNA ως διμερή (141). Ο 

αναστολέας I-κB συνδέεται στον NF-κB, και τον διατηρεί μεταγραφικά ανενεργό. 

Σήματα που ενεργοποιούν τον NF-κB ενεργοποιούν την κινάση IKK η οποία 

φωσφορυλιώνει τον αναστολέα I-κB. Η φωσφορυλίωση οδηγεί σε σύνδεση του I-κB 

με ουβικουιτίνη με τη μεσολάβηση της Ε3 λιγκάσης βΤrCP έτσι ώστε ο αναστολέας 

αποδομείται στο πρωτεάσωμα και ο NF-κB απελευθερώνεται για να εκτελέσει την 

μεταγραφική του λειτουργία. 
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 Οι πρωτεΐνες της οικογένειας του NF-κB αποτελούν παράδειγμα και ενός 

άλλου μηχανισμού ρύθμισης από το πρωτεάσωμα, της διάτμησης μιας πρωτεΐνης 

προκειμένου να παραχθεί η ενεργός μορφή της. Με αυτό το μηχανισμό το 

πρωτεάσωμα παράγει από τις πρωτεΐνες p100 και p105 τους ώριμους μεταγραφικούς 

παράγοντες της οικογένειας του NF-κB p52 και p50 αντίστοιχα. Παρά το ότι δεν έχει 

διευκρινιστεί πλήρως πως το πρωτεάσωμα κατορθώνει να αποδομήσει μόνο μερικώς 

μια πρωτεΐνη στα πλαίσια της ρύθμισής της, τα περισσότερα δεδομένα συγκλίνουν 

προς την υπόθεση ότι στις περιπτώσεις μερικής αποδόμησης η τριτοταγής δομή της 

πρωτεΐνης στόχου επιτρέπει μόνο τη μερική είσοδό της στον κύλινδρο του 

πρωτεασώματος (142, 143). 

 Ο NF-κB ρυθμίζεται από το σύστημα ουβικουιτίνης-πρωτεασώματος και 

μέσω ακόμα ενός μηχανισμού που προϋποθέτει τη σύνδεση με ουβικουιτίνη της 

πρωτεΐνης TRAF6 (TNFR-associated Factor 6), ενός παράγοντα που εμπλέκεται στην 

ενεργοποίηση του υποδοχέα IL-1R μετά τη σύνδεση με την ιντερλευκίνη-1 (IL-1). 

Μετά τη σύνδεση με ουβικουιτίνη ο TRAF6 αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη TAB2 

(TAK1 binding protein 2) και την κινάση TAK1 (TGFβ activated kinase 1). Αυτό 

οδηγεί σε ενεργοποίηση της TAK1 η οποία φωσφορυλιώνει την κινάση ΙΚΚ ώστε 

αυτή να φωσφορυλιώσει με τη σειρά της τον αναστολέα Ι-κΒ (144). Η σύνδεση με 

ουβικουιτίνη τόσο της β-κατενίνης όσο και του Ι-κΒ που οδηγεί σε ενεργοποίηση του 

NF-κΒ διενεργείται μέσω της ίδιας Ε3 λιγκάσης, της βΤrCP (145). Η οδός Wnt/ 

TCF4 αυξάνει τα επίπεδα της βΤrCP με ένα μηχανισμό που δεν εξαρτάται από 

αυξημένη μεταγραφή της αλλά από σταθεροποίηση του μορίου της και μειωμένη 

αποδόμηση (36). Η δράση αυτή ευνοεί την αποδόμηση της ίδιας της β-κατενίνης 

αλλά ταυτόχρονα μπορεί να ευνοεί και την ενεργοποίηση του NF-κΒ και να εξηγεί 

την αύξηση της μεταγραφικής δραστηριότητας του παράγοντα αυτού στον κολο-

ορθικό καρκίνο (146, 147). Επιπλέον τόσο η β-κατενίνη όσο και ο I-κΒ είναι 

υποστρώματα της πρωτεόλυσης από την πρωτεάση μ-καλπαϊνη (148). Η πρωτεόλυση 

του Ι-κΒ από την μ-καλπαϊνη εξαρτάται από την αλληλουχία PEST (προλίνη- 

γλουταμικό- σερίνη- θρεονίνη) που παρουσιάζει το μόριο του Ι-κΒ . Σε συνθήκες 

αυξημένων συγκεντρώσεων της β-κατενίνης όπως στον κολο-ορθικό καρκίνο με 

μετάλλαξη στο APC μπορεί να περιορίζεται η αποδόμηση του Ι-κΒ από την μ- 

καλπαϊνη λόγω κορεσμού της. 
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Το σύστημα ουβικουιτίνης- πρωτεασώματος στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου και 

της απόπτωσης  

 Το σύστημα ουβικουιτίνης- πρωτεασώματος παίζει σημαντικό ρόλο στον κυτταρικό 

κύκλο και την απόπτωση. Αυτός ο ρόλος αναμένεται από τη λίστα των πρωτεϊνών- 

υποστρωμάτων του η οποία περιέχει πολλούς κεντρικούς ρυθμιστές των λειτουργιών 

αυτών (Πίνακας 3). 

 Όσον αφορά στην απόπτωση, έχουν περιγραφεί δύο διακριτές οδοί που οδηγούν 

σ’αυτή και ονομάζονται εξωγενής και ενδογενής (149). Η εξωγενής οδός ξεκινά από 

τους υποδοχείς θανάτου (death receptors) της κυτταρικής μεμβράνης οι οποίοι, όταν 

διεγερθούν συνδέονται και ενεργοποιούν μια πρώτη σειρά πρωτεολυτικών ενζύμων 

της κατηγορίας των κασπασών και κύρια την κασπάση-8 και οι οποίες ενεργοποιούν 

με τη σειρά τους μία δεύτερη ομάδα εκτελεστικών κασπασών με κύριους 

εκπροσώπους τις κασπάσες-3 και -7 (150).  

 Η ενδογενής οδός της απόπτωσης ενεργοποιείται από μιτοχονδριακά σήματα που 

οδηγούν σε απελευθέρωση των πρωτεϊνών κυτόχρωμα C (cytochrome C), apaf-1 και 

Smac/Diablo στο κυτταρόπλασμα. Η απελευθέρωση των πρωτεϊνών αυτών οδηγεί σε 

εξουδετέρωση των αναστολέων της απόπτωσης IAPs με αποτέλεσμα την 

ενεργοποίηση της κασπάσης-9 η οποία ενεργοποιεί στη συνέχεια τις ίδιες 

εκτελεστικές κασπάσες με την εξωγενή οδό. Υπάρχει δηλαδή μια σύγκλιση των δύο 

οδών της απόπτωσης στο τελικό τους στάδιο. Οι εκτελεστικές κασπάσες 

πρωτεολύουν μια πλειάδα κυτταρικών πρωτεϊνών οδηγώντας στον κυτταρικό θάνατο. 

Το σύστημα ουβικουιτίνης-πρωτεασώματος υπεισέρχεται στη ρύθμιση πολλών από 

τις κύριες πρωτεΐνες του μηχανισμού της απόπτωσης. Οι πρωτεΐνες της bcl- 2 

οικογένειας, Bax, Bad, Bid και Bik όπως επίσης και ο Smac/ Diablo και οι 

αναστολείς της απόπτωσης IAPs είναι υποστρώματα του πρωτεασώματος (Εικ. 8). 

Όλα τα μελη της οικογένειας των IAPs περιέχουν τομείς BIR (Bacilovirus Inhibitor 

of apoptosis Repeats) γεγονός που αποτελεί προϋπόθεση για την κατάταξη μιας 

πρωτεΐνης στους IAPs (151). Οι τομείς BIR αντιπροσωπεύουν αλληλουχίες περίπου 

65 αμινοξέων πλουσίων σε κυστεΐνες οι οποίες μεσολαβούν στην αλληλεπίδραση των 

IAPs με τις κασπάσες που οδηγεί σε αναστολή τους. Οι IAPs περιέχουν επίσης τομείς 

τύπου RING οι οποίοι επιτρέπουν αλληλεπίδραση με Ε2 ένζυμα σύζευξης με την 

ουβικουιτίνη, μια ιδιότητα που χαρακτηρίζει την Ε3 ενζυμική δραστικότητα λιγκάσης 
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Bik
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κασπάσες
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διάφορες Ε3 λιγκάσες
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ουβικουιτίνη
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Εικόνα 8: 

Ο ρόλος του πρωτεασώματος στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου. Τα μέλη της bcl-2 

οικογένειας Bax, Bad, Bid και Bik είναι υποστρώματα του πρωτεασώματος όπως και οι 

κασπάσες και ο παράγοντας Smac/Diablo. Στις δύο τελευταίες περιπτώσεις οι αναστολείς της 

απόπτωσης IAPs παίζουν το ρόλο E3 λιγκάσης. 

  

 

των IAPs (152, 153). Μέσω αυτής της Ε3 ενζυμικής δραστικότητας οι IAPs 

αναστέλλουν τη δράση του Smac/ Diablo και οδηγούν σε αποδόμησή του. 

Ταυτόχρονα οι IAPs συνδέονται με ουβικουιτίνη και ακολουθεί αυτό-εξουδετέρωση 

και πρωτεασωμική αποδόμησή τους. Οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ IAPs και Smac/ 

Diablo και  IAPs με κασπάσες γίνονται μέσω τομέων BIR από την πλευρά των  IAPs  

και μέσω ενός τομέα αποκαλούμενου IBM (IAP- binding motif) με 4 αμινοξέα του 

Smac/ Diablo και ενός ομολόγου τομέα στην περίπτωση των κασπασών (154, 155). 

Οι IAPs με αυτό τον τρόπο αποτελούν ένα μηχανισμό ασφαλείας που εξουδετερώνει 
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την τυχαία διαρροή μορίων του Smac/ Diablo (156) και άλλων επαγωγέων της 

απόπτωσης όπως ο AIF (Apoptosis Inducing Factor) και ο HtrA2/ Omi από τα 

μιτοχόνδρια στο κυτταρόπλασμα που θα οδηγούσε σε έναρξη απόπτωσης χωρίς να 

υπάρχει το φυσιολογικό σήμα είτε από την εξωγενή είτε από την ενδογενή οδό (155, 

157). Όταν αυτά τα σήματα παρουσιάζονται, ο μηχανισμός ασφαλείας των IAPs 

εξουδετερώνεται (158). Ένα ακόμα μόριο που συνδέεται και αναστέλλει τους IAPs 

εκτός από τον Smac/ Diablo και τον HtrΑ2/Omi είναι ο παράγοντας επιμήκυνσης 

GSPT1/ eRF. Η πρωτεΐνη αυτή αποδεσμεύεται από την αρχική της θέση στα 

συνδεδεμένα με το ενδοπλασματικό δίκτυο μικροσώματα και συνδέεται στο 

κυτταρόπλασμα με τους IAPs αναστέλλοντας την αλληλεπίδρασή τους με τις 

κασπάσες (159). Η αλληλεπίδραση των IAPs με τον GSPT1/ eRF συνδέει την 

απόπτωση  με την μετάφραση του RNA. 

Υπάρχει επίσης μια αντίστροφη σχέση μεταξύ κασπασών και πρωτεασώματος κατά 

την οποία στη διαδικασία της απόπτωσης η ενεργοποίηση των κασπασών 

απενεργοποιεί το πρωτεάσωμα (160, 161). Ιδιαίτερα οι δράσεις χυμοτρυψίνης και 

πεπτιδυλ-γλουταμυλ-πρωτεάσης του πρωτεασώματος επηρεάζονται λόγω 

αποδόμησης των υποομάδων Rpt5 και Rpn10 που εμπλέκονται στην αναγνώριση του 

υποστρώματος και της υπομονάδας Rpn 2 που υπεισέρχεται στη διατήρηση της 

συνοχής του 19S πρωτεασώματος (160, 161). Το γεγονός ότι οι ενεργοποιημένες 

εκτελεστικές κασπάσες αποδομούν στοιχεία του πρωτεασώματος με αποτέλεσμα την 

αναστολή της δράσης του μπορεί να τεκμηριώσει τον σημαντικό ρόλο που παίζει το 

πρωτεάσωμα στην κυτταρική επιβίωση ο οποίος πρέπει να εξουδετερωθεί ώστε να 

προχωρήσει η απόπτωση (162). Αυτό συμβαίνει παρά το ότι το πρωτεάσωμα 

αποδομεί επίσης τα μέλη της οικογένειας των IAPs, XIAP και cIAP1 που 

αναστέλλουν την απόπτωση (163). 

Τόσο ο p53 όσο και ο συμπαράγοντάς του ASPP2/ 53BP2 είναι υποστρώματα του 

πρωτεασώματος (119) και λόγω του σημαντικού ρόλου τους στην απόπτωση, η 

αποδόμησή τους είναι ένας ακόμα ρυθμιστικός μηχανισμός του συστήματος 

ουβικουιτίνης – πρωτεασώματος στη λειτουργία αυτή (164, 165). 

Ο ρόλος του συστήματος ουβικουιτίνης- πρωτεασώματος στη ρύθμιση του 

κυτταρικού κύκλου είναι επίσης σημαντικός (166). Δύο τύποι Ε3 λιγκασών, η APC/C 

(Anaphase Promoting Complex/ Cyclosome) και αυτές της κατηγορίας SCF (Skp1/ 
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Cullin/ F- box Protein) εμπλέκονται στη ρύθμιση αυτή (167). Στη μιτωτική μετάφαση 

οι σύστοιχες χρωματίδες παραμένουν συνδεδεμένες στο κεντρομερίδιο εώς ότου όλες 

συνδεθούν στο κεντρόσωμα μέσω των μικροσωληναρίων της μιτωτικής ατράκτου. 

Όταν ολοκληρωθεί αυτή η σύνδεση στο τέλος της μετάφασης η Ε3 λιγκάση APC/C 

που μέχρι τότε παρέμενε ανενεργή, ενεργοποιείται και συνδέει με ουβικουιτίνη την 

πρωτεΐνη σεκιουρίνη, η οποία προωθείται για πρωτεασωμική αποδόμηση. Η 

σεκιουρίνη είναι αναστολέας της πρωτεάσης σεπαράσης η οποία μετά την 

αποδόμηση της σεκιουρίνης, αφήνεται να πρωτεολύσει τις πρωτεΐνες κοεζίνες που 

κρατούν συνδεδεμένες τις αδελφές χρωματίδες. Έτσι η κάθε χρωματίδη του ζεύγους 

έλκεται στους αντίθετους πόλους της μιτωτικής ατράκτου και ξεκινά η ανάφαση 

(168). Η κυκλίνη Β που είναι από τους κύριους ρυθμιστές της μίτωσης και αποτελεί 

με την cdc2 τον παράγοντα που προωθεί τη μίτωση (MPF – Mitosis Promoting 

Factor) είναι επίσης υπόστρωμα σύνδεσης με την ουβικουιτίνη της APC/C λιγκάσης 

(169). Ο MPF φωσφορυλιώνει πρωτεΐνες που ρυθμίζουν την μίτωση ώστε το κύτταρο 

να περάσει από την ενδιάμεση φάση G2 στη μίτωση. Όταν η μίτωση περατούται η 

κυκλίνη Β συνδέεται με ουβικουιτίνη από την APC/C, αποδομείται από το 

πρωτεάσωμα και το κύτταρο εξέρχεται από τη μίτωση στην ενδιάμεση φάση G1.             

Η αναστολή του πρωτεασώματος στον κολο-ορθικό καρκίνο 

Όπως έγινε φανερό από τις παραπάνω συζητήσεις οι κύριοι ρυθμιστές των μοριακών 

οδών που εμπλέκονται στην καρκινογένεση του παχέος εντέρου (β-κατενίνη, Smad 4, 

p53 και NF-κB) ρυθμίζονται με τη σειρά τους από το σύστημα ουβικουιτίνης – 

πρωτεασώματος. Φαρμακευτική (ή άλλη) αναστολή του πρωτεασώματος αναμένεται 

να έχει αντικαρκινική δράση αναστέλλοντας την αποδόμηση των ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων Smad4 και p53 και αναστέλλοντας τη δράση του NF-κB που δρα αντι-

αποπτωτικά και προάγει την αντίσταση σε κοινά αντικαρκινικά φάρμακα. Αντίθετα 

αναστολή της αποδόμησης της αντι-αποπτωτικής β-κατενίνης ήδη λαμβάνει χώρα 

στους περισσότερους κολοορθικούς καρκίνους ανεξάρτητα από την αναστολή του 

πρωτεασώματος, λόγω μεταλλάξεων στο APC. Επιπλέον η αύξηση των επιπέδων της 

β- κατενίνης μπορεί να έχει και αντικαρκινικά αποτελέσματα μέσω μη-μεταγραφικών 

μηχανισμών όπως συζητήθηκε στο αντίστοιχο κεφάλαιο. Παρά το γεγονός ότι το 

πρωτεάσωμα έχει υποστρώματα στα οποία περιλαμβάνονται τόσο αντι-αποπτωτικές 

όσο και προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες, η δυσλειτουργία του ή η αναστολή του 
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αναμένεται να επηρεάσει σημαντικά την κυτταρική ομοιόσταση και να ωθήσει προς 

την απόπτωση ιδιαίτερα ασταθή κύτταρα  όπως τα καρκινικά που έχουν εντονότερο 

μεταβολισμό από τα φυσιολογικά και κατά συνέπεια γρηγορότερη ανακύκλωση 

πρωτεϊνών. Η υπόθεση αυτή υποστηρίζεται και από την αναστολή του 

πρωτεασώματος από τις εκτελεστικές κασπάσες (160, 161).  

 Ο αναστολέας των κινασών που εξαρτώνται από τις κυκλίνες p27 είναι κύριος 

ρυθμιστής του κυτταρικού κύκλου και υπόστρωμα του πρωτεασώματος. Έχει βρεθεί 

ότι ο p27 καταστέλλεται στον κολο-ορθικό καρκίνο λόγω αυξημένης πρωτεασωμικής 

δραστικότητας (170). Δείγματα μεταστατικών κολο-ορθικών όγκων επιδεικνύουν 

χαμηλότερη ανοσοϊστοχημική θετικότητα για το p27 από ότι οι αντίστοιχοι 

πρωτοπαθείς όγκοι των ιδίων ασθενών (171). Η Ε3 λιγκάση της ουβικουιτίνης SKP2 

(S phase kinase- associated protein 2) και ο συμπαράγοντας CKS1 (Cyclin kinase 

subunit 1) που επιτελούν την σύνδεση του p27  με ουβικουιτίνη ώστε αυτό να 

αποδομηθεί στη συνέχεια από το πρωτεάσωμα υπερεκφράζονται σε λιγότερο 

διαφοροποιημένους κολο-ορθικούς καρκίνους (172, 173). Τα επίπεδα τους 

συσχετίζονται με πτωχότερη πρόγνωση σε σχέση με όγκους που εκφράζουν 

χαμηλότερα επίπεδα αυτών των Ε3 λιγκασών. Οι κολο-ορθικοί καρκίνοι δείχνουν 

εκτός από αυξημένη έκφραση του NF-κB και αύξηση της έκφρασης της κινάσης 

IΚΚα (174) υπογραμμίζοντας το ρόλο του πρωτεασώματος στην υπερέκφραση του 

παράγοντα  NF-κB. Με βάση τα παραδείγματα αυτά η αναστολή του πρωτεασώματος 

έχει τη δυνατότητα να συμβάλλει στην καταστολή της κολο-ορθικής καρκινογένεσης 

(175). 

 

Η ΚΥΚΛΟ-ΟΞΥΓΕΝΑΣΗ-2 

Η κυκλο-οξυγενάση 2 (Cox -2) στον κολο-ορθικό καρκίνο 

Η σημασία του ενζύμου της κυκλο-οξυγενάσης 2 (Cox-2 ή προσταγλανδίνη 

ενδοπεροξιδάση Η συνθάση 2) στην παθογένεση του κολο-ορθικού καρκίνου έγινε 

φανερή με τυχαίο τρόπο όταν βρέθηκε ότι ασθενείς με οικογενή πολυποδίαση που 

έπαιρναν μη στεροειδή αντιφλεγμονώδη φάρμακα είχαν υποχώρηση των πολυπόδων 

τους σε σχέση με μη χρήστες των φαρμάκων αυτών (176). Η Cox-2 υπερεκφράζεται 

στην πλειονότητα των κολο-ορθικών καρκίνων αλλά και σε καρκίνους άλλων 
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εντοπίσεων όπως κεφαλής και τραχήλου, μαστού, τραχήλου μήτρας, ουροδόχου 

κύστης, στομάχου και αλλού (177). Η Cox-2  υπερ-εκφράζεται στον κολο-ορθικό 

καρκίνο και σε άλλα ζώα (178). Το γονίδιο της Cox-2 είναι μεταγραφικός στόχος της 

β-κατενίνης/ TCF 4, του μεταγραφικού παράγοντα NF-κB, όπως και μεταγραφικών 

προγραμμάτων που ξεκινούν μετά από ενεργοποίηση του ογκογονιδίου k-ras (179-

182) (Εικ. 9). Η συνεργασία των κινασών ERK1 και 2 και p38/MAPK και του NF-κB 

απαιτείται για τη μεταγραφή της Cox-2 από τους ενεργοποιημένους από πρωτεάσες 

υποδοχείς PARs (183) όπως επίσης και για την επαγωγή της Cox- 2 από την 

ιντερφερόνη γ (184) και εξωγενή καρκινογόνα (185) σε διάφορους κυτταρικούς 

τύπους. Ο NF-κB και η p38/MAPK κινάση αλλά όχι η ERK1 και 2 υπεισέρχονται 

στην επαγωγή της Cox-2 από την ιντερλευκίνη-1β (186). Ο μεταγραφικός 

παράγοντας AP1 ενεργοποιεί τη μεταγραφή της Cox-2 και η αναστολή του 

καταστέλλει την έκφραση της Cox-2 (187). Μια αλληλουχία ρυθμιζόμενη από την 

ιντερλευκίνη 6 (IL-6 Regulatory Element) η οποία συνδέει τον μεταγραφικό 

παράγοντα NF-IL6 και μια άλλη ρυθμιζόμενη από το cAMP (cAMP Response 

Element – CRE) υπάρχουν στον προαγωγέα του γονιδίου της Cox-2. Η αλληλουχία 

για τον NF- IL6 είναι σημαντική για την επαγωγή της Cox-2 από τον μεταγραφικό 

παράγοντα της οικογένειας Ets, PEA3 (188). Επίσης ο προαγωγέας της Cox-2 φέρει 

αλληλουχίες για τον παράγοντα NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells) και για 

τον PPARα (Peroxisome Proliferator Activated Receptor α) (189-191). Η αλληλουχία 

που συνδέει τον PPARα ονομάζεται PPRE (Proxisome Proliferator Response 

Element) και αξίζει να σημειωθεί ότι δεν απαντά στον παράγοντα της ίδιας 

οικογένειας PPARγ (191). Μετά τη μεταγραφή το mRNA της Cox-2 ρυθμίζεται από 

τον καταστολέα της μετάφρασης TIA-1 (192,193). O TIA-1 συνδέεται στο mRNA 

της Cox-2 μέσω μιας αλληλουχίας πλούσιας σε αδενίνες και ουρακίλες (AU – rich 

element – ARE) που αυτό φέρει στο μη μεταφραζόμενο 3΄ άκρο του (3΄- untranslated 

region-3-UTR) και καταστέλλει την μετάφραση.  

Η Cox-2 είναι επαγώμενη μορφή του ενζύμου που καταλύει μέσω δράσης κυκλο-

οξυγενάσης και ενδοπεροξιδάσης, τη μετατροπή του αραχιδονικού οξέος (5, 8, 11, 14 

-είκοσι-τετραεν-ικο οξύ) σε προσταγλανδίνη G2 (PGG2) και PGH2 η οποία τελικά 

μετατρέπεται στις προσταγλανδίνες PGE2, PGD2, PGF2, PGI2 και TXA2 μέσω της 

δράσης των ειδικών συνθασών των προσταγλανδινών (194) (Εικ. 10). Οι  
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Εικόνα 9: 

Η ρύθμιση της έκφρασης της Cox-2. Εικονίζονται οι παράγοντες μεταγραφής και οι οδοί που 

ρυθμίζουν την Cox-2. Επίσης, απεικονίζεται η αναστολή μετάφρασης του mRNA της Cox -2 

από τον αναστολέα της μετάφρασης TIA-1. 

 

 

προσταγλανδίνες μεταφέρονται εκτός του κυττάρου από τον μεμβρανικό μεταφορέα 

MRP4 (Multidrug Resistance Protein 4) (195) και συνδέονται με τους αντίστοιχους 

υποδοχείς τους στο ίδιο το κύτταρο ή σε γειτονικά κύτταρα δρώντας δηλαδή με ένα 

αυτοκρινικό και παρακρινικό τρόπο. Η δράση των προσταγλανδινών οδηγεί σε  
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Εικόνα 10: 

Η παραγωγή και δράση των προσταγλανδινών. Τα φωσφολιπίδια της κυτταροπλασματικής 

μεμβράνης κινητοποιούνται από την φωσφολιπάση Α2 για την παραγωγή ελεύθερου 

αραχιδονικού οξέος που είναι το υπόστρωμα της κυκλοοξυγενάσης 2 (Cox-2). Η Cox-2 με 

δύο διαδοχικές αντιδράσεις μετατρέπει το αραχιδονικό οξύ σε PGH2 που είναι το υπόστρωμα 

των ειδικών συνθασών των διαφόρων προσταγλανδινών. Η Cox-2, εκτός από την δράση της 

στο αραχιδονικό οξύ, επιρρεάζει και άλλες πρωτεΐνες της οδού όπως την 15PGDH και τον 

μεταφορέα MRP4.  
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κυτταρικό πολλαπλασιασμό, αναστολή της απόπτωσης και αγγειογένεση (196, 197). 

Οι υποδοχείς των προσταγλανδινών ανήκουν στην ευρύτερη οικογένεια των 

υποδοχέων τύπου ροδοψίνης και έχουν επτά διαμεμβρανικούς τομείς (198). 

Συστηματική δράση των προσταγλανδινών δεν υφίσταται καθώς οι μικρές ποσότητες 

που εισέρχονται στην κυκλοφορία απενεργοποιούνται γρήγορα ενζυματικά κατά το 

πρώτο πέρασμα τους από τους πνεύμονες (199). Υπάρχουν τέσσερις διαφορετικοί 

υποδοχείς για την προσταγλανδίνη PGE2 που ονομάζονται EP1 εώς 4, και μεταδίδουν 

το μήνυμά τους ενδοκυττάρια μέσω κινητοποίησης του ασβεστίου και μέσω του 

cAMP. Επιπλέον ο υποδοχέας EP4 ενεργοποιεί την οδό PΙ3K/akt (200). Η 

ενεργοποίηση της PΙ3K κινάσης από τον EP4 γίνεται μέσω ενεργοποίησης του 

υποδοχέα του επιδερμοειδούς παράγοντα EGFR και οδηγεί σε ενεργοποίηση της 

κινάσης akt (201, 202). Ο μεταγραφικός παράγοντας PPARβ/δ ενεργοποιείται στη 

συνέχεια από την akt. Για το λόγο αυτό ποντίκια APCMin (που φέρουν πολύποδες 

εντέρου λόγω απενεργοποίησης του APC) επιδεικνύουν λιγότερους πολύποδες μετά 

από ενεργοποίηση της  οδού της προσταγλανδίνης PGE2, όταν ταυτόχρονα ο 

παράγοντας PPAR β/δ είναι απενεργοποιημένος (203). Ο ρόλος, πάντως, του PPAR 

β/δ στην κολο-ορθική καρκινογένεση είναι αμφισβητούμενος καθώς άλλοι ερευνητές 

υποστηρίζουν ότι αυτός έχει ογκοκατασταλτικές ιδιότητες (204, 205). Μετά από 

σύνδεση της προσταγλανδίνης PGE2, οι υποδοχείς EP ενεργοποιούν την 

κυτταροπλασματική πρωτεΐνη Gas, η οποία αλληλεπιδρά με την αξίνη. Η σύνδεση 

Gas/ αξίνης εμποδίζει την τελευταία να εκτελέσει τη ρυθμιστική λειτουργία της ως 

μέλος του συμπλόκου με την β-κατενίνη, το APC και την GSK3β κινάση. Έτσι η β- 

κατενίνη δεν μπορεί συνδεθεί με ουβικουιτίνη και προχωρεί σε είσοδο στον πυρήνα 

για την έναρξη μεταγραφής (206, 207). Κατ’ αυτόν τον τρόπο επαναλαμβάνεται ένας 

επανατροφοδοτούμενος κύκλος στο καρκινικό κύτταρο καθώς η αυξημένη 

δραστηριότητα β-κατενίνης οδηγεί σε περαιτέρω ενεργοποίηση του υποδοχέα EGFR 

(208).  

Ένας πρόσθετος μηχανισμός μέσω του οποίου η προσταγλανδίνη PGE2 που 

παράγεται από τα καρκινικά κύτταρα του παχέος εντέρου προωθεί την επιβίωση των 

καρκινικών κυττάρων είναι με την επιρροή της στο ανοσοποιητικό σύστημα (209). 

Προάγει την λειτουργία των ρυθμιστικών CD4+/CD25+ T λεμφοκυττάρων που έχουν 

τη δυνατότητα να καταστέλλουν τα ειδικά κυτταροτοξικά κατά του όγκου Τ κύτταρα. 

Η αύξηση της λειτουργίας των CD4+/CD25+ T λεμφοκυττάρων συνοδεύεται από 
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αύξηση της έκφρασης του ειδικού δείκτη που τα χαρακτηρίζει του Foxp3. Σε ένα in 

vivo μοντέλο σε ποντίκια οι αναστολείς της Cox -2 αναστρέφουν αυτές τις δράσεις 

της PGE2 στο ανοσοποιητικό (210). 

Η σημασία της μεταγωγής σήματος που ξεκινά από τον υποδοχέα της PGE2 

προσταγλανδίνης EP1 έχει περιγραφεί σε ένα μοντέλο ποντικιού knock-out για αυτόν 

τον υποδοχέα όπου παρατηρήθηκε μείωση κατά 60% των ανώμαλων κρυπτικών 

εστιών ACF μετά από έκθεση ποντικιών στο αζοξυμεθάνιο σε σύγκριση με τους 

μάρτυρες (211). Αντιθέτως ποντικοί knock-out για τον υποδοχέα EP3 δεν επέδειξαν 

μείωση των ανώμαλων κρυπτικών εστιών.  

Τα άλλα προστανοειδή PGD2, PGF2, PGI2 (προστακυκλίνη) και TXA2 (θρομβοξάνη) 

έχουν έναν μεμβρανικό υποδοχέα το καθένα που ονομάζεται DP, FP, IP και TP 

αντίστοιχα. Ο υποδοχέας της θρομβοξάνης TP μεσολαβεί στη δράση των πεπτιδίων 

των επονομαζόμενων trefoil (TTFs). Αυτά είναι μια ομάδα τριών ανθεκτικών στα 

οξέα, στη θέρμανση και στις πρωτεάσες πεπτιδίων που εκκρίνονται στο 

γαστρεντερικό σωλήνα σε φλεγμονώδεις καταστάσεις και οδηγούν σε επούλωση των 

εντερικών ελκών και τραυμάτων (212). Τα πεπτίδια TTFs επάγουν τη δράση της Cox-

2 μέσω της οδού της φωσφολιπάσης C με τελικό αποτέλεσμα την παραγωγή 

θρομβοξάνης TXA2. Η  TXA2 συνδέεται με τον υποδοχέα της TP ο οποίος σε 

συνεργασία με τις G-πρωτεΐνες Gaq, Ga12 και Ga13 ευνοεί την μεταστατική 

ικανότητα του κυττάρου μέσω αυξημένης ικανότητας διήθησης ιστών (213). Η 

διήθηση ιστών και το μεταστατικό δυναμικό που προάγεται από τις G-πρωτεΐνες 

Gα12 και Gα13 έχει σχέση με τη δυνατότητά τους να αλληλεπιδρούν με τον 

κυτταροπλασματικό τομέα της Ε-καδερίνης και να προκαλούν αποσύνδεση της β-

κατενίνης. Στο κύτταρο του κολο-ορθικού καρκίνου που φέρει μεταλλαγμένο APC η 

ελεύθερη κυτταροπλασματική β-κατενίνη δεν αποδομείται αλλά εισέρχεται στον 

πυρήνα για μεταγραφική δράση. Οι αλληλεπιδράσεις της Cox-2 με την TXA2 είναι 

μεταξύ των συνδετικών κρίκων της φλεγμονής με την καρκινογένεση στο παχύ 

έντερο.  

Η συγκέντρωση των προσταγλανδινών είναι αυξημένη στον κολο-ορθικό καρκίνο 

γιατί εκτός από την ενεργοποίηση της Cox-2, παρατηρείται και μειωμένη έκφραση 

του ενζύμου δεϋδρογενάσης της 15 υδροξυπροσταγλανδίνης (15PGDH). Αυτό το 

ένζυμο οξυδώνει την 15-S ομάδα υδροξυλίου των προσταγλανδινών σε ανενεργούς 
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15-κέτο μεταβολίτες και έχει βρεθεί να έχει μειωμένη έκφραση σε κυτταρικές σειρές 

κολο-ορθικού καρκίνου, σε αδενώματα των ποντικιών APC και σε ιστολογικά 

δείγματα ανθρωπίνων κολο-ορθικών καρκινωμάτων σε σύγκριση με το γειτονικό 

φυσιολογικό επιθήλιο (214). Η 15PGDH είναι, φυσιολογικά, ένα γονίδιο επαγόμενο 

από τον TGF-β και γι’ αυτό η δυσλειτουργία της οδού του παράγοντα αυτού στον 

κολο-ορθικό καρκίνο οδηγεί σε μειωμένη έκφραση της 15PGDH (215).  

Όπως αναφέρθηκε το γονίδιο του Cox-2 ρυθμίζεται από πολλούς μεταγραφικούς 

παράγοντες (Εικ. 9). Το γεγονός όμως ότι βρίσκεται ενεργοποιημένο ακόμα και σε 

πρώιμα στάδια της κολο-ορθικής καρκινογένεσης και υπερ-εκφράζεται σε πολλές 

κυτταρικές σειρές με μεταλλάξεις στο APC, συνηγορεί για τη μεγάλη σημασία της 

οδού Wnt/ β-κατενίνης/ TCF 4 στη ρύθμισή του. Η κυκλοοξυγενάση 1 (Cox-1), η μη 

επαγόμενη μορφή του ενζύμου που εκτελεί την ίδια μετατροπή του αραχιδονικού 

οξέος σε PGH2 με την Cox-2 έχει υψηλή ομολογία στην αλληλουχία των αμινοξέων 

και στην τριτοταγή δομή με την Cox-2 αλλά η ρύθμιση της έκφρασης της διαφέρει 

σημαντικά (216). Η Cox-1 παίζει ρόλο στη δημιουργία μικρών πολυπόδων κάτω από 

1mm σε μοντέλα εντερικής πολυποδίασης ποντικιών αλλά στους μεγαλύτερους 

πολύποδες επάγεται η Cox -2 (217). Αυτό προφανώς αντικατοπτρίζει το γεγονός ότι 

το επίπεδο παραγωγής προσταγλανδινών και χρησιμοποίησης του αραχιδονικού 

οξέος που είναι ικανό να προωθήσει τη δημιουργία μικρών πολυπόδων επιτυγχάνεται 

με τη δράση της Cox-1 ενώ αντίθετα για μεγαλύτερα μεγέθη πολυπόδων απαιτείται η 

μεγαλύτερη δράση της επαγόμενης Cox-2.  

 

Η Cox-2 και ο μεταβολισμός των λιπιδίων στον κολο-ορθικό καρκίνο 

Η Cox-2 χρησιμοποιεί το αραχιδονικό οξύ ως υπόστρωμα. Η χρησιμοποίηση του 

αραχιδονικού οξέος από την  Cox-2 οδηγεί σε μείωση των επιπέδων του και κατά 

συνέπεια σε μείωση των επιπέδων του προ-αποπτωτικού λιπιδίου κεραμιδίου που 

ευνοεί την αύξηση της αντι-αποπτωτικής πρωτεΐνης bcl-2 αναστέλλοντας την 

απόπτωση με ένα πρόσθετο μηχανισμό (218). Παρόμοιο αποτέλεσμα παρατηρείται με 

τη δράση του ενζύμου λιγκάση του συνενζύμου Α των λιπαρών οξέων 4 (Fatty Acid 

CoA Ligase 4 -FACL4) που ενεργοποιεί το ελεύθερο αραχιδονικό οξύ συνδέοντάς το 

με το συνένζυμο Α ώστε να εστεροποιηθεί μειώνοντας κατ’ αυτό τον τρόπο τα 
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κυτταροπλασματικά του επίπεδα (Εικ. 11) (219, 220). Ο προ-αποπτωτικός ρόλος του 

αραχιδονικού οξέος στο νεοπλασματικό κύτταρο υπογραμμίζεται από το γεγονός ότι 

Αραχιδονικό οξύ

εστεροποίηση

FACL4

PLA2MAPK

σφιγγομυελίνη

κεραμίδιο

Προσταγλανδίνες

Cox-2

Λευκοτριένια

5-LOX

Αναστολή της
δράσης του bcl-2

Απόπτωση

 

Εικόνα 11: 

Το αραχιδονικό οξύ και τα κύρια ένζυμα παραγωγής και καταβολισμού του. Η αύξηση του 

αραχιδονικού οξέος ενεργοποιεί την παραγωγή του λιπιδίου κεραμιδίου που ευνοεί την 

απόπτωση ενώ η μείωση των επιπέδων του αραχιδονικού οξέος με τη δράση των ενζύμων 

FACL4, Cox-2 και LOX εξουδετερώνει αυτό το αποτέλεσμα.   
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το ένζυμο FACL4 υπερεκφράζεται στο κολο-ορθικό καρκίνωμα (221) και σε άλλα 

καρκινώματα (222). 

Το μη εστεροποιημένο αραχιδονικό οξύ ευνοεί την παραγωγή του προ-αποπτωτικού 

κεραμιδίου ενεργοποιώντας την υδρόλυση της σφιγγομυελίνης (223). Το κεραμίδιο, 

εκτός από την προώθηση της απόπτωσης, επάγει την έκφραση της Cox-2 (224) ως 

μέρος ενός ομοιοστατικού μηχανισμού που χρησιμοποιεί το αραχιδονικό οξύ. 

Μια οδός που μειώνει το αραχιδονικό οξύ είναι τελεολογικά σημαντική για το 

νεοπλασματικό κολο-ορθικό κύτταρο γιατί το ελεύθερο αραχιδονικό οξύ αυξάνεται 

λόγω ενεργοποίησης του ενζύμου φωσφολιπάση Α2 (PLA2) που εκτελεί την 

αντίστροφη προς το FACL 4 αντίδραση. Η PLA2 ενεργοποιείται στο καρκινικό 

κύτταρο από την ενεργοποιημένη MAPK κινάση (225, 226). Η αναστολή της Cox -2 

προσφέρει τη δυνατότητα να ανασταλεί η παραγωγή προσταγλανδινών αλλά και να 

αυξηθεί η συγκέντρωση του μη-εστεροποιημένου αραχιδονικού οξέος, αμφότερα 

κυτταρικά γεγονότα που προάγουν την απόπτωση. Παρά ταύτα η απενεργοποίηση της 

PLA2 σε ποντίκια με μετάλλαξη στο APC μειώνει το μέγεθος (227) και τον αριθμό 

(228) των πολυπόδων του εντέρου παρά το ότι μειώνει το ελεύθερο αραχιδονικό οξύ. 

Αυτό είναι ένα αποτέλεσμα παρόμοιο με ότι παρατηρείται σε ποντίκια που έχουν 

απενεργοποιημένα το APC και το Cox-2 (229) και υπογραμμίζει τη σημασία των 

προσταγλανδινών στην κολο-ορθική καρκινογένεση. Ο αποπτωτικός ρόλος του 

αραχιδονικού οξέος δεν πρέπει να αγνοείται, πάντως. Τα αυξημένα επίπεδά του που 

παρατηρούνται όταν η PLA2 είναι ενεργοποιημένη και η Cox-2 απενεργοποιημένη 

ευνοούν την διάνοιξη των μιτοχονδριακών πόρων και την απελευθέρωση προ- 

αποπτωτικών πρωτεϊνών στο κυτταρόπλασμα (230). Φαινότυπος υψηλής έκφρασης 

Cox-2 και χαμηλής κυτταροπλασματικής PLA2 έχει βρεθεί ανοσοϊστοχημικά σε 

ασθενείς υψηλού κινδύνου (231). 

Τα ένζυμα τύπου λιπο-οξυγενάσης (LOX) παίζουν επίσης σημαντικό ρόλο στο 

μεταβολισμό του αραχιδονικού οξέος καθώς και του συγγενούς λιπαρού οξέος που 

προσλαμβάνεται από τη δίαιτα, του λινολεϊκού οξέος. Το ένζυμο 15-LOX-1 

μεταβολίζει κυρίως το λινολεϊκό οξύ και το 13-S-υδροξυ-οκταδεκα-διενοϊκό οξύ (13-

S-HODE) ενώ η 15-LOX-2 μεταβολίζει το αραχιδονικό οξύ και το 15-S-υδροξυ – 

εικοσα-τετρα-εν-οϊκό οξύ (15-S-HETE) (232). Άλλες λιπο-οξυγενάσες που 

μεταβολίζουν το αραχιδονικό οξύ συμπεριλαμβάνουν τις 12-S-LOX, 12-R-LOX, 8- 
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LOX και 5-LOX. Η τελευταία είναι το πρώτο ένζυμο της οδού που οδηγεί στην 

παραγωγή των λευκοτριενίων. Πρόσθετες λιπο-οξυγενάσες υπάρχουν και μπορεί να 

παίζουν ρόλο στο μεταβολισμό του αραχιδονικού οξέος (233). Λόγω του ρόλου τους 

στο μεταβολισμό αυτό οι λιπο-οξυγενάσες υπεισέρχονται στις διαδικασίες της 

καρκινογένεσης. Η 15-LOX-1 ανευρίσκεται υπερεκφραζόμενη στον κολο-ορθικό 

καρκίνο (235, 236). Άλλοι ερευνητές, όμως, έχουν βρει μείωση της έκφρασης του 

ενζύμου στον κολο-ορθικό καρκίνο σε ένα άλλο πειραματικό σύστημα (237). Η 5- 

LOX που παράγει λευκοτριένια προάγει τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό (238, 239) 

και η συνδυασμένη φαρμακευτική αναστολή της 5-LOX και της Cox-2 από φάρμακα 

που βρίσκονται σε φάση ανάπτυξης έχει δείξει δραστικότητα εντονότερη από αυτή 

που επιτυγχάνεται με την αναστολή κάθε ενζύμου ξεχωριστά (240). 

 

Αντικαρκινική δράση των αναστολέων της Cox που δεν εξαρτάται από την Cox 

Η ασπιρίνη, τα μη-στεροειδή αντιφλεγμονώδη (NSAIDs) και οι νεότεροι ειδικοί 

αναστολείς της Cox-2 καταστέλλουν την κολο-ορθική καρκινογένεση αναστέλλοντας 

την Cox-2 και τη σύνθεση προσταγλανδινών. Με βάση αυτή την ιδιότητα έχουν 

προταθεί ως παράγοντες πρόληψης και θεραπείας του καρκίνου (241, 242). Σε πολλές 

περιπτώσεις όμως τα φάρμακα αυτά αναστέλλουν τον πολλαπλασιασμό των 

κυττάρων και προάγουν την απόπτωση ακόμα και σε κύτταρα που δεν εκφράζουν την 

Cox-2 (243-246). Αυτό προϋποθέτει ότι και άλλοι επιπλέον μηχανισμοί 

διαμεσολαβούν για τα αποτελέσματα αυτά. Μερικοί από τους μηχανισμούς αυτούς 

έχουν αποκαλυφθεί και αφορούν διάφορες κυτταρικές οδούς. Κάποιοι είναι ειδικοί 

για μεμονομένα φάρμακα και άλλοι ισχύουν για τα περισσότερα από τα φάρμακα της 

κατηγορίας (Πίνακας 4). 

Ένας πρώτος μηχανισμός μέσω του οποίου η ασπιρίνη καταστέλλει τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό χωρίς τη μεσολάβηση της Cox είναι η άμεση αναστολή της κινάσης 
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Πίνακας 4. Αντι-νεοπλασματικές δράσεις των αναστολέων της Cox 
ανεξάρτητες από την Cox 

• Αναστολή της IKK 

• Ενεργοποίηση της ακυλ-τρανσφεράσης της σπερμιδίνης/ σπερμίνης (SSAT)

• Ενεργοποίηση του PPARγ

• Ενεργοποίηση της 15-LOX-1 

• Μείωση των επιπέδων της cPLA2

• Επαγωγή του NAG-1 

• Αναστολή των κινασών ERK 1/ 2 

• Ενεργοποίηση του Rac1

• Αποδόμηση της β-κατενίνης

• Αναστολή της MRP4 

• Αύξηση του VHL 

• Αύξηση της αποδόμησης των μεταγραφικών παραγόντων Sp1 and Sp4

 

ΙΚΚ (247). Αυτή η αναστολή καταστέλλει τη δράση του NF-κΒ προλαμβάνοντας τη 

φωσφορυλίωση του Ι-κΒ. Επιπλέον όπως αναφέρθηκε τα NSAIDs αναστέλλουν την 

ΙΚΚ μέσω ενός Cox-εξαρτώμενου τρόπου αναστέλλοντας την παραγωγή της 

προσταγλανδίνης PGE2 που ενεργοποιεί τον υποδοχέα της EP4 και κατ΄ επέκταση την 

οδό P13Κ/ akt. 

Ένας άλλος μηχανισμός μέσω του οποίου οι αναστολείς της Cox ευνοούν την 

απόπτωση ανεξάρτητα από την Cox είναι η επαγωγή του ενζύμου ακυλ- 

τρανσφεράση της σπερμιδίνης / σπερμίνης (spermidine / spermine acyl-transferase- 

SSAT) που είναι το κύριο ένζυμο που καταβολίζει τις ογκογόνες πολυαμίνες (248). 

Οι ενδογενείς πολυαμίνες σπερμιδίνη και σπερμίνη προάγουν τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό επάγοντας τους παράγοντες c-myc, c-fos και c-jun (249) καθώς και 

πολλές πρωτεϊνικές κινάσες (248). Τουλάχιστον εν μέρει η δράση των πολυαμινών 

επιτελείται με άμεση αλληλεπίδραση τους με το DNA (250). Αντίθετα μείωση των 

επιπέδων των πολυαμινών από ένα ειδικό αναστολέα της σύνθεσης τους την α- 

διφλουορομεθυλορνιθίνη οδηγεί σε αναστολή του κυτταρικού κύκλου (251) και 

αύξηση του mRNA του μεταγραφικού παράγοντα junD καθώς και της δράσης του 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 23:41:26 EEST - 3.91.10.104



 61

παράγοντα αυτού (252). Ο junD είναι μέλος του συμπλέγματος του μεταγραφικού 

παράγοντα AP-1 αλλά σε αντίθεση με τα άλλα μέλη c-jun και JunB ευνοεί την 

αναστολή του κυτταρικού κύκλου. Έτσι η επαγωγή της SSAT που μετατρέπει την 

σπερμιδίνη και τη σπερμίνη στα ανενεργά Ν-ακετυλ-παράγωγά τους από την 

ασπιρίνη, την σουλινδάκη σουλφόνη και άλλα NSAIDs ευνοεί την απόπτωση των 

κολο-ορθικών καρκινικών κυττάρων (253- 255). Στην επαγωγή της SSAT από τη 

σουλινδάκη μεσολαβεί ο μεταγραφικός παράγοντας PPARγ ο οποίος συνδέεται με τη 

σουλινδάκη (253). Το γονίδιο της SSAT φέρει στον προαγωγέα του δύο αλληλουχίες 

PPRE (PPAR Response Elements), μια εκ των οποίων είναι απαραίτητη για την 

σύνδεση με τον PPARγ (256). Πολλά άλλα NSAIDs όπως η ινδομεθακίνη, η 

ιμπουπροφαίνη και το φλουφεναμικό οξύ είναι επίσης συνδέτες και ενεργοποιητές 

του PPARγ (257). Αυτός ο μεταγραφικός παράγοντας αναστέλλει τον 

πολλαπλασιασμό των κολο-ορθικών κυττάρων άμεσα (258) αλλά και έμμεσα μέσω 

καταστολής της αγγειογένεσης (259). 

Η επαγωγή του ενζύμου 15-LOX-1 αποτελεί ακόμα ένα μηχανισμό δια του οποίου οι 

αναστολείς της Cox έχουν ογκοκατασταλτικές  ιδιότητες ανεξάρτητες από την Cox. 

Αυτό  το ένζυμο μετατρέπει το λινολεϊκό οξύ, λιπίδιο της δίαιτας, σε 13-S-HODE 

(233). Το 13-S-HODE αυξάνεται σε κύτταρα κολο-ορθικού καρκίνου μετά από 

έκθεσή τους στα NSAIDs. Η απόπτωση που ακολουθεί μετά από αυτή την έκθεση 

αναστέλλεται όταν η 15-LOX-1 αναστέλλεται επίσης (235, 236). Εκτός από την Cox-

2 και την 15-LOX-1 ένα τρίτο ένζυμο που εμπλέκεται στο μεταβολισμό του 

αραχιδονικού οξέος, η κυτταροπλασματική PLA2, επηρρεάζεται από τα NSAIDs. Τα 

επίπεδα του mRNA του ενζύμου αυτού μειώνονται μετά από έκθεση στην ασπιρίνη 

κυττάρων κολο-ορθικού καρκίνου που είτε εκφράζουν είτε δεν εκφράζουν την Cox-2 

(260). Παράλληλα μειώνονται και τα επίπεδα της προσταγλανδίνης PGE2 στα 

κύτταρα αυτά. 

Έκθεση κολο-ορθικών κυττάρων σε αναστολείς της Cox -2 επάγει την έκφραση του 

μέλους της οικογένειας του TGF-β, NAG-1 (NSAID Activated Gene ονομαζόμενο 

επίσης PTGFβ, PLAB, PDF, MIC-1 ή HP00269). Η επαγωγή αυτή οδηγεί σε 

απόπτωση (261, 262). Διαμόλυνση των κυττάρων με πλασμίδιο που περιέχει τον 

NAG-1 οδηγεί επίσης σε απόπτωση. Ο NAG-1 είναι μεταγραφικός στόχος του p53 
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(263, 264) αλλά η επάγωγή του από τα NSAIDs είναι ανεξάρτητη από το p53 και 

επίσης δεν σχετίζεται με την ισχύ της αναστολής της Cox-2 (261).  

 Η σουλινδάκη και άλλα NSAIDs αναστέλλουν την φωσφορυλίωση και ενεργοποίηση 

των κινασών ERK1 και 2 οδηγώντας σε αναστολή της φωσφορυλίωσης του προ-

αποπτωτικού μέλους της οικογένειας του bcl-2 Bad και σε αναστολή της αντι-

αποπτωτικής δράσης των ERK κινασών (265). Παρά το ότι αυτή η δράση των 

NSAIDs μπορεί να εξαρτάται και από την αναστολή της Cox-2 λόγω της αναστολής 

της ενεργοποίησης του υποδοχέα EGFR από την προσταγλανδίνη PGE2, έχει 

παρατηρηθεί τόσο σε κύτταρα που εκφράζουν Cox-2 όσο και σε αυτά που δεν 

εκφράζουν το ένζυμο (266) και γι‘αυτό πρέπει να θεωρηθεί ότι αποτελεί, τουλάχιστον 

εν μέρει ένα μηχανισμό που δεν εξαρτάται από την αναστολή της Cox-2.  

 Η Rac1 είναι μέλος της οικογένειας Rho των μικρών GTPασών που σχετίζονται με 

το Ras και επάγεται μετά από έκθεση κολο-ορθικών καρκινικών κυττάρων στην 

ασπιρίνη (262). Η Rac1 παίζει ρόλο στη διαφοροποίηση του επιθηλίου του παχέος 

εντέρου και εκφράζεται από τα επιθηλιακά κύτταρα των κορυφών των εντερικών 

θηλών. 

Αποδόμηση της β-κατενίνης παρατηρείται μετά από έκθεση καλλιεργειών κολο- 

ορθικών κυττάρων στα NSAIDs (267) όπως και in vivo σε ποντίκια Min (με 

μετάλλαξη στο APC) και αντιπροσωπεύει ακόμα ένα ανεξάρτητο από την αναστολή 

της Cox-2 μηχανισμό προώθησης της απόπτωσης από τα φάρμακα αυτά. Η 

αποδόμηση της β-κατενίνης είναι ανεξάρτητη από το APC και έχει παρατηρηθεί στην 

κυτταρική σειρά SW480 που φέρει μεταλλαγμένο APC και στα δύο αλλήλια. Σε ένα 

άλλο πειραματικό σύστημα βρέθηκε αναστολή της εξαρτώμενης από τη β-κατενίνη 

μετάφρασης αλλά και ταυτόχρονα αύξηση της φωσφορυλίωσης της (269). 

Οι προσταγλανδίνες χρειάζεται να μεταφερθούν εκτός του παραγωγού κυττάρου για 

να συνδεθούν με τον μεμβρανικό τους υποδοχέα και να διεκπεραιώσουν τις δράσεις 

τους. Η μεταφορά επιτελείται από την πρωτεΐνη MRP4 (195). Πολλά NSAIDs έχουν 

βρεθεί να παρεμποδίζουν την μεταφορά των προσταγλανδινών εκτός του κυττάρου 

(270), γεγονός που ενδυναμώνει περαιτέρω την μείωση της παραγωγής 

προσταγλανδινών από την αναστολή της Cox-2. Η ισχύς της αναστολής της MRP4 

ποικίλει ανάλογα με το NSAID. Η ινδομεθακίνη, η ιμπουπροφένη και η κετοπροφένη 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 23:41:26 EEST - 3.91.10.104



 63

είναι πιο ισχυροί αναστολείς ενώ η δικλοφενάκη και ο ειδικός αναστολέας της Cox -2 

σελεκοξίμπη είναι πολύ λιγότερο δραστικές (195). 

Η έκθεση κυτταρικών σειρών κολο-ορθικού καρκίνου στην ασπιρίνη προκαλεί 

αύξηση της έκφρασης των πρωτεϊνών επιδιόρθωσης των λανθασμένων βάσεων του 

DNA (MMR Mismatch Repair) hMLH, hPMS2, και MSH6 ανεξάρτητα από την 

αναστολή της Cox. Η αύξηση της έκφρασης αυτής οδηγεί σε απόπτωση αλλά το ίδιο 

συμβαίνει επίσης σε κύτταρα που δεν εκφράζουν τις MMR πρωτεΐνες μετά από 

έκθεση στην ασπιρίνη (271), γεγονός που σημαίνει ότι οι MMR πρωτεΐνες παίζουν 

μικρό ρόλο στην απόπτωση. 

Αύξηση της αγγειογένεσης και επαγωγή του VEGF-A (Vascular Endothelial Growth 

Factor A) παρατηρείται σε διάφορους νεοπλασματικούς ιστούς που επιδεικνύουν 

αύξηση της έκφρασης της Cox-2 και υπάρχει αναλογία στα επίπεδα των δύο αυτών 

πρωτεϊνών (272, 273). Αν η αναλογία αυτή υποδηλώνει αιτιολογική σχέση, οι 

αναστολείς της Cox -2 μπορεί να μειώνουν την αγγειογένεση με ένα μηχανισμό 

εξαρτώμενο από την Cox-2. Επιπλέον τουλάχιστον δύο μηχανισμοί αντι- 

αγγειογένεσης ανεξάρτητοι από την Cox -2 έχουν περιγραφεί. Η ινδομεθακίνη και ο 

ειδικός αναστολέας της Cox-2 NS-398 (N- [2- (κυκλο-εξυλοξυ)-4-νιτροφενυλ] 

μεθαν-σουλφοναμίδη) αυξάνουν τα επίπεδα της πρωτεΐνης VHL (Von Hippel Lindau 

Factor) και αναστέλλουν την μείωση των επιπέδων της που προκαλείται από την 

υποξία. Ως αποτέλεσμα, ο μεταγραφικός παράγοντας HIF-1a και το γονίδιο-στόχος 

του VEGF παραμένουν σε χαμηλά επίπεδα ακόμα και σε υποξικές συνθήκες και η 

αγγειογένεση μειώνεται (274, 275). Ένας άλλος μηχανισμός αναστολής της 

αγγειογένεσης από τα NSAIDs επιτελείται μέσω επίτασης της αποδόμησης των 

μεταγραφικών παραγόντων Sp1 και Sp4, που υπεισέρχονται στην μεταγραφή του 

VEGF (276). Τα μέλη της οικογένειας των μεταγραφικών παραγόντων Sp 

(Specificity proteins) ξεκινούν την μεταγραφική τους δράση από περιοχές 

προαγωγέων πλούσιες σε αλληλουχίες γουανίνης /κυστείνης που υπάρχουν εκτός από 

τον VEGF στους προαγωγείς του p27, της κυκλίνης D, του TGFα και του E2F1 (277). 
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ΣΥΝΔΥΑΣΜΕΝΗ ΑΝΑΣΤΟΛΗ ΤΟΥ ΠΡΩΤΕΑΣΩΜΑΤΟΣ ΚΑΙ ΤΗΣ COX-2 

ΣΤΟΝ ΚΟΛΟ-ΟΡΘΙΚΟ ΚΑΡΚΙΝΟ  

Οι μεταλλάξεις του APC στην πλειονότητα των κολο-ορθικών καρκίνων οδηγούν σε 

απώλεια της ρύθμισης της μεταγραφικής λειτουργίας της β-κατενίνης και αυξημένη 

έκφραση της Cox-2 ήδη από την πρώιμη φάση της κολο-ορθικής καρκινογένεσης. Η 

υπερ-έκφραση της Cox-2 παρατηρείται και στους καρκίνους πολλών άλλων 

εντοπίσεων γεγονός που καταμαρτυρεί την σημασία της στην καρκινογένεση. Η 

δράση της Cox-2 οδηγεί στην παραγωγή προσταγλανδινών με ιδιότητες που 

συμβάλλουν στον πολλαπλασιασμό των κυττάρων και την αναστολή της απόπτωσης. 

Επιπλέον η δράση της Cox-2 καταναλώνει το αραχιδονικό οξύ, λιπίδιο που προωθεί 

την απόπτωση ευνοώντας την παραγωγή κεραμιδίου από τη σφιγγομυελίνη (219). 

Ο μεταγραφικός παράγοντας NF-κB έχει σημαντικό ρόλο στον πολλαπλασιασμό, την 

αναστολή της απόπτωσης των κυττάρων και την χημειοαντοχή. Ο παράγοντας αυτός 

βρίσκεται ενεργοποιημένος στα κολο-ορθικά καρκινικά κύτταρα (147). Η 

συνδυασμένη αναστολή του πρωτεασώματος και της Cox-2 με αντίστοιχους 

φαρμακευτικούς αναστολείς έχει τη δυνατότητα να μειώσει ή να αναστείλει τη δράση 

του NF-κB σε πολλά επίπεδα. Η αναστολή του πρωτεασώματος έχει ως αποτέλεσμα 

τη σταθεροποίηση του αναστολέα I-κΒ που είναι υπόστρωμα του πρωτεασώματος. 

Επίσης σταθεροποιεί την β-κατενίνη η οποία μέσω άμεσης αλληλεπίδρασης με τον 

NF-κΒ αναστέλλει τη δράση του (47). Οι αναστολείς της Cox αναστέλλουν άμεσα 

την κινάση ΙΚΚ, δράση που συμβάλλει στα αντι-νεοπλασματικά τους αποτελέσματα 

που δεν εξαρτώνται από την αναστολή της  Cox (247). Επίσης, οι αναστολείς της 

Cox, αναστέλλοντας την παραγωγή της προσταγλανδίνης PGE2 παρεμποδίζουν μια 

από τις οδούς που οδηγούν σε ενεργοποίηση των κινασών PΙ3Κ και akt. Η akt είναι 

κινάση που ενεργοποιεί την ΙΚΚ κινάση και γι΄αυτό αναστολή της αναστέλλει τον 

NF-κΒ. Με όλους αυτούς τους μηχανισμούς είναι πιθανό ότι η συνδυασμένη 

αναστολή του πρωτεασώματος και της Cox-2 θα οδηγήσει σε σημαντική 

παρεμπόδιση της δράσης του NF-κΒ σε πολλαπλά σημεία.  

Συνέργεια της συνδυασμένης αναστολής της Cox-2 και του πρωτεασώματος 

συμβαίνει και όσον αφορά τη σταθεροποίηση του αναστολέα των εξαρτώμενων από 

τις κυκλίνες κινασών (CDKs), του p27. Μειωμένη φωσφορυλίωση του p27 ως 

αποτέλεσμα μειωμένης δραστηριότητας της κινάσης akt από μειωμένη παραγωγή 
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προσταγλανδίνης PGE2 λόγω της αναστολής της Cox-2 συνδυάζεται με αναστολή της 

πρωτεασωμικής αποδόμησης ακόμα και του μικρού ποσοστού του p27 που έχει 

υποστεί φωσφορυλίωση και σύνδεση με την ουβικουιτίνη. 

Η αναστολή του πρωτεασώματος διεγείρει την απελευθέρωση του αραχιδονικού 

οξέος από το κύτταρο (278) ενώ παρεμποδίζει την ενδοκυττάρια παραγωγή του (279). 

Η αναστολή αυτή προκαλεί επίσης αύξηση των επιπέδων της Cox-2 και διέγερση της 

παραγωγής της προσταγλανδίνης  PGE2 (280). Η αύξηση της Cox-2 δεν οφείλεται σε 

μειωμένη αποδόμηση αλλά σε αυξημένη παραγωγή προερχόμενη από αυξημένη 

μεταγραφή του γονιδίου της από τον μεταγραφικό παράγοντα C/EBP δ (CCAAT/ 

Enhacer-Βinding protein δ) (281). Η σύνδεση του C/EBP δ στον προαγωγέα της Cox 

-2 διευκολύνει και τη σύνδεση του συμπαράγοντα CBP (CREB-Binding Protein) και 

οδηγεί σε ακετυλίωση των ιστονών  H3 και Η4 ευνοώντας την μεταγραφή. Αύξηση 

της σύνδεσης του C/EBP δ στο DNA και της μεταγραφής της Cox-2 μετά από 

αναστολή του πρωτεασώματος εξαρτάται από τις κινάσες p38, pΙ3Κ και PKC και 

αναστολή της κινάσης JNK (282). Με αυτή τη δράση στον προαγωγέα της Cox-2, η 

αναστολή του πρωτεασώματος αναμένεται να αναστέλλει την απόπτωση σε κύτταρα 

που η Cox -2 είναι ενεργή με περαιτέρω ενίσχυση της δράσης της και γι’ αυτό μπορεί 

να μην είναι η καλύτερη στρατηγική στη θεραπεία του κολο-ορθικού καρκίνου, όπως 

άλλωστε, έδειξε και η πρώτη κλινική δοκιμή της μπορτεζομίμπης με αρνητικά 

αποτελέσματα (283) που είχε και το πρόσθετο μειονέκτημα ότι οι δόσεις της 

μπορτεζομίμπης που χρησιμοποιήθηκαν απέτυχαν να έχουν σταθερά επίπεδα στο 

αίμα που να αναστέλλουν το πρωτεάσωμα. Αντίθετα μια παράλληλη φαρμακευτική 

αναστολή της Cox- 2 θα έχει τη δυνατότητα να προλάβει την αύξηση της παραγωγής 

των προσταγλανδινών και δίνει πρόσθετη αιτιολογική βάση στη χρησιμοποίηση του 

συνδυασμού. 

Ένα άλλο ανεπιθύμητο μοριακό αποτέλεσμα της αναστολής του πρωτεασώματος στη 

θεραπεία του κολο-ορθικού καρκίνου, η αύξηση των πολυαμινών που αυξάνουν τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό, προλαμβάνεται από τους αναστολείς της Cox-2. Τα 

επίπεδα των πολύ-αμινών όπως και της δεκαρβοξυλάσης της ορνιθίνης (ODC), του 

κύριου ενζύμου παραγωγής τους από την ορνιθίνη, είναι αυξημένα σε κύτταρα κολο- 

ορθικού καρκίνου και στον εντερικό βλεννογόνο ποντικών Min (248, 285). Η ODC 

είναι γονίδιο-στόχος του μεταγραφικού παράγοντα c-myc και το γεγονός αυτό εξηγεί 
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την θετική ρύθμιση της σε κύτταρα που φέρουν μεταλλάξεις του APC (255) και 

ενεργοποιημένο ογκογονίδιο k-ras (286). Η ODC είναι επίσης υπόστρωμα του 

πρωτεασώματος και η φαρμακευτική αναστολή του τελευταίου μπορεί να αυξήσει 

επιπλέον τα επίπεδα της στα κολο-ορθικά κύτταρα με τελικό αποτέλεσμα την 

αυξημένη παραγωγή πολυαμινών. Αυτό το ανεπιθύμητο αποτέλεσμα μπορεί να 

προληφθεί με την παράλληλη επαγωγή του ενζύμου SSAT από τους αναστολείς της 

Cox-2 όπως συζητήθηκε στο κεφάλαιο των ανεξάρτητων από την Cox-2 

αντικαρκινικών δράσεων των αναστολέων της (287). 

Ως αποτέλεσμα της συνεργασίας τους σε πολλαπλά επίπεδα για την αναστολή του 

πολλαπλασιασμού και την προώθηση της απόπτωσης των κυττάρων, η συνδυασμένη 

αναστολή της Cox-2 και του πρωτεασώματος αντιπροσωπεύει ένα ελπιδοφόρο 

συνδυασμό προς εκμετάλλευση στη θεραπεία του κολο-ορθικού καρκίνου. Η 

γενικότερη ιδέα του συνδυασμού στοχευμένων θεραπειών δεν είναι καινούργια και 

έχει προταθεί τα τελευταία χρόνια με διάφορους συνδυασμούς των όλο και 

αυξανόμενων φαρμάκων. Έχουν διερευνηθεί συνδυασμοί των NSAIDs (288, 291) και 

της μπορτεζομίμπης (292, 293) με διάφορους άλλους φαρμακευτικούς παράγοντες. 

Λόγω του γεγονότος ότι η αναστολή του πρωτεασώματος έχει ένα ευρύ φάσμα 

αποτελεσμάτων που εκκινούν από το ευρύ φάσμα πρωτεϊνών-υποστρωμάτων του, 

κάποιες από τις οδούς που επηρεάζονται από την αναστολή του μπορεί να προωθούν 

αντί να καταστέλλουν την καρκινογένεση. Στις περιπτώσεις αυτές παράλληλη 

αναστολή της Cox-2 βοηθά στον περιορισμό αυτών των αποτελεσμάτων και 

επιτρέπει την μεταβολή της ισορροπίας προς την καταστολή της καρκινογένεσης. Η 

συνδυασμένη θεραπεία έχει το πλεονέκτημα ότι επιτρέπει τη χρήση χαμηλότερων 

δόσεων του κάθε φαρμάκου που μπορεί να γίνουν εφικτές στην κλινική πράξη. Η 

μέγιστη ανεκτή δόση (MTD- Maximal Tolerated Dose) της μπορτεζομίμπης, 

παραδείγματος χάρη, επιτυγχάνει αναστολή της δραστικότητας του πρωτεασώματος 

σε ποσοστό 40 με 70% σε σχέση με τα αρχικά επίπεδα της, αφήνοντας ένα ποσοστό 

60 με 30% υπολειπόμενης δραστικότητας (294-297). Από την άλλη μεριά στις δόσεις 

που χρησιμοποιούνται για αντιφλεγμονώδη και αναλγητική θεραπεία, η ασπιρίνη και 

τα άλλα NSAIDs παρουσιάζουν ένα ποσοστό μη αμελητέων και σε κάποιες 

περιπτώσεις επικίνδυνων ακόμα και για τη ζωή του ασθενούς, ανεπιθύμητων 

ενεργειών, κυρίως από το γαστρεντερικό σύστημα. Γι’ αυτό μια αύξηση της δόσης 

του στα πλαίσια της αντικαρκινικής θεραπείας θα ήταν δύσκολη. Αντίθετα ο 
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συνδυασμός των αναστολέων του πρωτεασώματος και της Cox-2 σε δόσεις 

παρόμοιες με αυτές που χρησιμοποιούνται τώρα ως μονοθεραπεία θα απέφευγε την 

αύξηση των ανεπιθύμητων αποτελεσμάτων ενώ θα εκμεταλλευόταν τις αντι-

νεοπλασματικές δράσεις του κάθε φαρμάκου. Σε προκλινικά μοντέλα in vitro ο 

συνδυασμός αναστολέων του πρωτεασώματος λακτασυστίνης και των αναστολέων 

της Cox ασπιρίνης ή σουλινδάκης ενδυναμώνουν τα αποτελέσματα του κάθε 

φαρμάκου ξεχωριστά σε κυτταρικές σειρές κολο-ορθικού καρκίνου (298-300). 

Επιπλέον ο συνδυασμός της μπορτεζομίμπης με τη σουλινδάκη ενισχύει τα 

ογκοκατασταλτικά αποτελέσματα του κάθε φαρμάκου μόνου του σε ποντίκια που 

φέρουν ανθρώπινους κολο-ορθικούς όγκους (299). Περαιτέρω μελέτες όπως αυτή 

που περιγράφεται στο ειδικό μέρος θα προσδιορίσουν καλύτερα τους συνδυασμούς 

και τους μηχανισμούς δράσης των αναστολέων του πρωτεασώματος και της Cox-2 

ώστε να προωθηθούν στην κλινική πράξη για τη βελτίωση της θεραπείας των 

ασθενών με κολο-ορθικό καρκίνο. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ: Η ΥΠΟΘΕΣΗ ΚΑΙ ΤΟ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΟΝΤΕΛΟ 

Η πειραματική αυτή εργασία έχει ως σκοπό την μελέτη των αναστολέων της Cox-2 

όπως η ασπιρίνη (ακετυλ-σαλικυλικό οξύ, ASA) και της αναστολής του 

πρωτεασώματος μέσω της μπορτεζομίμπης (Bortezomib) σε κύτταρα κολο-ορθικού 

καρκίνου. Ζητά να διευκρινήσει συγκεκριμένα αν η συνδυασμένη χρήση αναστολέων 

της Cox-2 και του πρωτεασώματος με την ταυτόχρονη έκθεση των κυττάρων αυτών 

στην ασπιρίνη και την μπορτεζομίμπη έχει επιπρόσθετο όφελος στην αναστολή του 

πολλαπλασιασμού τους και την απόπτωση από αυτό που προσφέρει κάθε φάρμακο 

ξεχωριστά. Ένας δεύτερος σκοπός της μελέτης αυτής είναι η διερεύνηση των 

μηχανισμών στο μοριακό επίπεδο με τους οποίους τα φάρμακα αυτά και ο 

συνδυασμός τους αναστέλλουν τα κολο-ορθικά κύτταρα. 

 Το έναυσμα για τη μελέτη αυτή έδοσε αφ’ενός η γενικότερη τάση στη σύγχρονη 

θεραπευτική της ογκολογίας για τη χρησιμοποίηση νέων φαρμάκων στοχευμένης 

δράσης, προϊόν της έρευνας στη μοριακή καρκινογένεση, και αφ’ετέρου η 

συνειδητοποίηση ότι η μεμονωμένη στόχευση μίας γενετικής βλάβης στο καρκινικό 

κύτταρο, εκτός από τις σπάνιες περιπτώσεις στις οποίες το καρκινικό κύτταρο 

εξαρτάται πλήρως από τη βλάβη αυτή, δίνει πενιχρά αποτελέσματα. Κατά συνέπεια 

συνδυασμοί των θεραπειών μοριακής στόχευσης είτε με κλασσικά 

χημειοθεραπευτικά είτε με άλλες στοχευμένες θεραπείες είναι μία πιο ελπιδοφόρα 

στρατηγική. 

 Το σύστημα ουβικουιτίνης-πρωτεασώματος σχετίζεται άμεσα με την εύρυθμη 

λειτουργία του κυττάρου και ρυθμίζει με πολλούς τρόπους τον κυτταρικό θάνατο με 

απόπτωση (152, 158, 162). Αναστολή του πρωτεασώματος συμβαίνει μετά από την 

ενεργοποίηση των κασπασών κατά την αποπτωτική διαδικασία (160, 161, 301). 

Φαρμακευτική αναστολή του πρωτεασώματος με την μπορτεζομίμπη χρησιμοποιείται 

στην κλινική ογκολογία για τη θεραπεία του πολλαπλού μυελώματος (302). Παρά 

ταύτα, στους συμπαγείς όγκους η αναστολή του πρωτεασώματος έχει δόσει λιγότερο 

εντυπωσιακά αποτελέσματα (294, 296), γεγονός που ισχύει και στον κολο-ορθικό 

καρκίνο (283). Έτσι, για την βελτίωση των αποτελεσμάτων, μελετάται ο συνδυασμός 

της αναστολής του πρωτεασώματος με άλλες στοχευμένες θεραπείες (303, 304). 

Ειδικά στον κολο-ορθικό καρκίνο οι αναστολείς της κυκλοοξυγενάσης αποτελούν 

ένα καλό υποψήφιο συνδυασμού με την μπορτεζομίμπη τόσο γιατί παρουσιάζουν 
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σημαντικές αντινεοπλασματικές δράσεις σε προκλινικά μοντέλα αλλά και στον 

άνθρωπο (10, 11, 176) όσο και γιατί μπορούν να αντιρροπούν στο μοριακό επίπεδο 

επιδράσεις της αναστολής του πρωτεασώματος που θεωρητικά θα ήταν δυνατό να 

ευνοούν αντί να αναστέλλουν την καρκινογένεση (Βλέπε και συζήτηση του 

συνδυασμού στο γενικό μέρος). Ο συνδυασμός έχει προσελκύσει το ενδιαφέρον και 

άλλων ερευνητών παγκοσμίως και μετά την έναρξη της παρούσας εργασίας το 2004, 

έχουν δημοσιευτεί εργασίες με την παράλληλη χρήση αναστολέων της Cox-2 και του 

πρωτεασώματος σε in vitro και in vivo μοντέλα (298, 299). 

 Η ασπιρίνη (Εικ. 12Α) είναι το παλαιότερο μη-στερινοειδές αντιφλεγμονώδες, 

χρησιμοποιούμενο για πάνω από ένα αιώνα και με καλά τεκμηριωμένη ασφάλεια 

ακόμα και σε μακροχρόνια χρήση (305). Για το λόγο αυτό και με τη σκέψη πάντα στη 

μετάφραση των αποτελεσμάτων από τα in vitro μοντέλα στην κλινική πράξη, η 

ασπιρίνη προτιμήθηκε για την παρούσα μελέτη από τους νεώτερους ειδικούς 

αναστολείς της Cox-2 (κοξίμπες) που παρουσιάζουν ανεπιθύμητες ενέργειες από το 

καρδιαγγειακό σύστημα και η μακροχρόνια ασφάλειά τους είναι λιγότερο 

τεκμηριωμένη (306-308). 

 Η μπορτεζομίμπη (γνωστή επίσης και ως PS-341) είναι ο πρώτος και ο μόνος, προς 

το παρόν, αναστολέας του πρωτεασώματος που χρησιμοποιείται κλινικά.  Είναι 

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

(Ν-πυραζιν-καρβονυλ-L-φαινυλαλανίνη-L-λευκίνη βορονικό οξύ, Εικ. 12Β). Η 

ομάδα αυτή παραγώγων, σε αντίθεση με άλλες πεπτιδύλ-αλδεΰδες όπως η 

λιουπεπτίνη και η παπαΐνη, είναι ειδικοί αναστολείς του πρωτεασώματος. Αναστέλλει 

ειδικά την ενζυμική δραστικότητα χυμοτρυψίνης του πρωτεασώματος ενώ δεν 

επηρεάζει άλλα σημαντικά ένζυμα του κυττάρου όπως η τρυψίνη, η θρομβίνη, η 

χυμοτρυψίνη, η καθεψίνη Β, η ελαστάση και οι καλπαΐνες Ι και ΙΙ (309, 310). 

 Η μπορτεζομίμπη βρέθηκε να έχει δραστικότητα έναντι πολλών κυτταρικών σειρών 

που περιλαμβάνονται στη διερευνητική ομάδα (screening panel) των 60 κυτταρικών 

σειρών του αμερικανικού NCI (National Cancer Institute) και επελέγη για περαιτέρω 

ανάπτυξη. Φαρμακοκινητικές μελέτες έδειξαν ότι η συγκέντρωση της 

μπορτεζομίμπης ακολουθεί μία κλασική διφασική μείωση μετά από χορήγηση μίας 

δόσης. Δεν εισέρχεται στον αιματοεγκεφαλικό φραγμό ή τον φραγμό αίματος-όρχεων 

ενώ ο καταβολισμός της γίνεται με οξειδωτική αφαίρεση του βορονικού οξέος,  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 23:41:26 EEST - 3.91.10.104



 73

ασπιρίνη μπορτεζομίμπη

A. B.

 

Εικόνα 12 

 Οι μοριακές δομές της ασπιρίνης και της μπορτεζομίμπης. 

 

 

υδροξυλίωση των αποβοριομένων παραγώγων και ηπατική και νεφρική απέκκριση. 

Δόσεις 1,04 ως 1,38 mg/m2 οδηγούν σε πρωτεασωμική αναστολή μεταξύ 60-70% της 

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

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

συγκεντρώσεις 10 ng/ml (310).    

 Στα πειράματα που περιγράφονται χρησιμοποιήθηκαν τρεις από τις πιο ευρέως 

χρησιμοποιούμενες κυτταρικές σειρές κολο-ορθικού καρκίνου, η HCT116, η HT-29 

και η CaCo2. Οι κυτταρικές σειρές HT-29 και CaCo2 φέρουν μετάλλαξη στο γονίδιο 
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APC, που βρίσκεται μεταλλαγμένο και ανενεργό στην μεγάλη πλειονότητα των κολο-

ορθικών καρκίνων στον άνθρωπο. Επίσης μεταλλαγμένο είναι και το p53 στις 

κυτταρικές αυτές σειρές (311) ενώ η β-κατενίνη είναι φυσιολογική στη σειρά HT-29 

και μεταλλαγμένη στην CaCo2 (Πίνακας 5). Στην κυτταρική σειρά HCT116 η β-

κατενίνη φέρει μετάλλαξη που την ενεργοποιεί (48) ενώ το APC και το p53 είναι 

φυσιολογικά (312). Επιπλέον και το K-ras φέρει ενεργοποιητική μετάλλαξη στο ένα 

αλλήλιό του στα κύτταρα HCT116. Η Cox-2 δεν εκφράζεται στα HCT116 ενώ στα 

HT-29 εκφράζεται αλλά η ενεργότητά της ως προς την παραγωγή PGE2 είναι 

μειωμένη όπως θα συζητηθεί παρακάτω (313, 314). Τα κύτταρα CaCo2 εκφράζουν 

Cox-2 με φυσιολογική ενεργότητα. Τα κύτταρα HCT116 φέρουν μεταλλάξεις στο 

γονίδιο MLH1 και γι’αυτό παρουσιάζουν φαινότυπο μικροδορυφορικής αστάθειας 

(MSI). Αντιθέτως τα HT-29 και τα CaCo2 είναι φυσιολογικά ως προς τα γονίδια της 

αποκατάστασης λαθών στην αλληλουχία βάσεων του DNA (MMR-Mismatch Repair) 

(315, 316). Συνολικά θα μπορούσε να λεχθεί ότι τα κύτταρα HT-29 και τα CaCo2 

προσομοιάζουν με το 85% των ανθρώπινων κολο-ορθικών καρκινωμάτων που 

φέρουν μεταλλάξεις στο APC αλλά παρουσιάζουν μικροδορυφορική σταθερότητα 

ενώ τα κύτταρα HCT116 προσομοιάζουν με το υπόλοιπο 15% των καρκινωμάτων 

που δεν φέρουν μεταλλάξεις στο APC αλλά παρουσιάζουν φαινότυπο MSI. 

  

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  

Καλλιέργεια κυττάρων και αντιδραστήρια 

 Οι ανθρώπινες κυτταρικές σειρές κολο-ορθικού καρκίνου HCT116, HT-29 και 

CaCo2 αποκτήθηκαν από την Ευρωπαϊκή Συλλογή Κυτταρικών Καλλιεργειών 

ECACC (European Collection of Animal Cell Cultures, Salisbury, U.K.) και 

καλλιεργήθηκαν σε καλλιεργητικό υλικό RPMI1640 (Euroclone, Pero, Italy) με 10% 

βόϊου εμβρυϊκού ορού (FBS) και 1% πενικιλλίνη/ στρεπτομυκίνη στους 37° C σε 

ατμόσφαιρα 5% CO2. Για τα πειράματα που περιγράφονται χρησιμοποιήθηκαν 

κύτταρα που βρίσκονταν σε πυκνότητα 30 με 50% σε φλάσκες καλλιέργειας 75 ml. 

Κύτταρα καλλιεργούμενα χωρίς φάρμακα χρησίμευσαν ως μάρτυρες ενώ η ασπιρίνη 

(Sigma Aldrich, Saint Louis, MO) χρησιμοποιήθηκε σε συγκέντρωση 3mM για 48 

ώρες και η μπορτεζομίμπη (Janssen-Cilag Pharmaceutica, Beerse, Belgium) στα 333 
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Πίνακας 5. Σύγκριση μοριακών βλαβών κυτταρικών σειρών κολο-ορθικού
καρκίνου

HCT116 HT-29 CaCo2

Cox-2                        δεν εκφράζεται εκφράζεται εκφράζεται

APC                            φυσιολογικό μεταλλαγμένο μεταλλαγμένο

β-κατενίνη μεταλλαγμένη φυσιολογική μεταλλαγμένη

P53 φυσιολογικό μεταλλαγμένο μεταλλαγμένο

K-ras μεταλλαγμένο φυσιολογικό φυσιολογικό

MLH1 μεταλλαγμένο φυσιολογικό φυσιολογικό

 

 nM για 1 ώρα και στη συνέχεια, σε ορισμένα πειράματα, στα 10 nM για 47 ώρες. Για 

τα πειράματα συνδυασμένης έκθεσης και τα δύο φάρμακα τέθηκαν ταυτόχρονα στις 

καλλιέργειες των κυττάρων.  

 

Δοκιμασία Μεθυλ-τριαζολυλ-τετραζολίου (ΜΤΤ) 

 Κύτταρα των δύο κυτταρικών σειρών τέθηκαν σε τρυβλία 96 θέσεων (96 well plates) 

με πυκνότητα 10 x 103 κύτταρα ανά θέση και αφέθηκαν να προσκοληθούν για 24 

ώρες στους 37º C. Στη συνέχεια εκτέθηκαν στην ασπιρίνη , την μπορτεζομίμπη ή το 

συνδυασμό τους για τον κατάλληλο χρόνο. Μετά από 48 ώρες, 10 μl του 
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αντιδραστηρίου ΜΤΤ (R&D Systems, Abington, U.K.) προστέθηκαν σε κάθε θέση 

και τα τρυβλία επωάστηκαν για ακόμα 4 ώρες στους 37° C. Τελικά 100 μl του 

αντιδραστηρίου ανίχνευσης MTT (R&D Systems) προστέθηκαν σε κάθε θέση και τα 

τρυβλία επωάστηκαν σε θερμοκρασία δωματίου προστατευμένα από το φως για 16 

ώρες. Οι μετρήσεις της απορρόφησης του φωτός έγιναν σε συσκευή πολλαπλών 

μετρήσεων 1420 Victor (Wallac, Turku, Finland) σε μήκος κύματος 570 nM με μήκος 

κύματος αναφοράς τα 650 nM. Οι μέσες τιμές πολλών πειραμάτων παρουσιάζονται 

στα αποτελέσματα. 

 

Δοκιμασία βιωσιμότητας κυττάρων με τον αποκλεισμό του κυανού του τρυπανίου 

(Trypan blue) 

 Κύτταρα των δύο κυτταρικών σειρών καλλιεργούμενα με την παρουσία ασπιρίνης, 

μπορτεζομίμπης, του συνδυασμού τους ή χωρίς φάρμακα ως μάρτυρες εκτέθηκαν για 

10 λεπτά στο κυανό του τρυπανίου και μετρήθηκαν με τη βοήθεια 

αιματοκυτταρομέτρου (Neubauer Improved, Brand, Weiltheim, Germany) σε 

ανάστροφο μικροσκόπιο. Στα πειράματα αυτά χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα τόσο 

προσκολλημένα στις καλλιεργητικές φλάσκες όσο και αποκολλημένα στο 

καλλιεργητικό υλικό. Τουλαχιστον 200 κύτταρα μετρήθηκαν σε κάθε συνθήκη για 

την εύρεση του ποσοστού των κυτταρων που απέκλειαν τη χρωστική (βιώσιμα). 

 

Δοκιμασία κατακερματισμού του DNA 

 Κύτταρα λύθηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα Τρις-υδροχλωρίου, με 400 mM χλωριούχο 

νάτριο, 2 mM νατριούχου αιθυλέν-διαμινο-τετρα-οξικό οξύ ( EDTA, Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO) και pH 8,2 με προσθήκη πρωτεϊνάσης Κ (Proteinase K, Sigma-

Aldrich), RNAσης (Invitrogen, Carlsbad, CA), και 3% SDS (Sodium Dodecyl 

Sulfate). Το DNA απομονώθηκε με φυγοκέντρηση σε φαινόλη /χλωροφόρμιο και 

καθιζηση σε αιθανόλη. Ίσες ποσότητες DNA ηλεκτροφορήθηκαν σε γέλη αγαρόζης 

περιέχουσα βρωμιούχο αιθίδιο (Sigma-aldrich) και φωτογραφήθηκαν σε υπεριώδες 

φως. 
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Δοκιμασία δραστικότητας κυκλοοξυγενάσης 

Η δραστικότητα της κυκλοοξυγενάσης μετρήθηκε με φωτομετρική μέθοδο 

χρησιμοποιώντας εμπορικά διαθέσιμα αντιδραστήρια της εταιρείας Cayman (Ann 

Arbor, MI). Σύμφωνα με το πρωτόκολο του κατασκευαστή τα κύτταρα 

αποκολλήθηκαν με τη βοήθεια συσκευής αποκόλλησης (cell scraper) και χωρίς τη 

χρήση τρυψίνης και φυγοκεντρήθηκαν στα 1200g στους 4ºC για 10 λεπτά. Το ίζημα 

των κυττάρων ομογενοποιήθηκε σε κρύο ρυθμιστικό διάλυμα που περιείχε  0,1 Μ 

Τρις-υδροχλώριο σε pH 7,8 και 1 mM EDTA, και φυγοκεντρήθηκε στα 10.000g  

στους 4º C για 15 λεπτά. Μετά τη φυγοκέντριση το υπερκείμενο  χρησιμοποιήθηκε 

άμεσα στη δοκιμασία ή αποθηκεύτηκε στους -20ºC για μελλοντική χρήση.  Για τη 

δοκιμασία δραστικότητας κυκλοοξυγενάσης, 10 μl του ομογενοποιημένου 

κυτταρικού διαλύματος τέθηκαν σε τρυβλίο 96 θέσεων με 150 μl ρυθμιστικού 

διαλύματος και 10 μl αίμης. Για κάθε πειραματική θέση υπήρχε αντίστοιχος 

μάρτυρας όπου το ομογενοποιημένο κυτταρικό διάλυμα είχε τοποθετηθεί 

προηγουμένως σε υδατόλουτρο στους 100ºC  για 5 λεπτά για την εξουδετέρωση της 

κυκλοοξυγενάσης. Το τρυβλίο 96 θέσεων αναδεύτηκε προσεκτικά για λίγα 

δευτερόλεπτα και επωάστηκε για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια 20 

μl χρωμογόνου υποστρώματος και αραχιδονικού οξέος προστέθηκε σε κάθε θέση. Το 

τρυβλίο αναδεύτηκε και πάλι προσεκτικά για λίγα δευτερόλεπτα και επωάστηκε για 5 

λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Οι μετρήσεις έγιναν σε συσκευή  1420 Victor 

(Wallac, Turku, Finland) σε μήκος κύματος 590 nM. 

 

Δοκιμασία πρωτεασωμικής δραστικότητας 

 Η πρωτεασωμική δραστικότητα  μετρήθηκε με φθοριομετρική μέθοδο 

χρησιμοποιώντας  εμπορικά διαθέσιμα αντιδραστήρια της εταιρείας Chemicon 

International (Temecula, CA). Τα δείγματα προς ανάλυση προήλθαν από 600.000 

κύτταρα καλλιεργούμενα με ή χωρίς τα δύο φάρμακα. Τα κύτταρα ομογενοποιήθηκαν 

σε 1 ml παγωμένο νερό και φυγοκεντρήθηκαν στα 12.000g. Το υπερκείμενο 

υπεβλήθη σε τρεις κύκλους ταχείας ψύξης και επαναθέρμανσης και στη συνέχεια 

φυγοκεντρήθηκε στα 12.000g για 45 λεπτά στους 4ºC. Το υπερκείμενο αποθηκεύτηκε 

στους -80ºC μέχρι τη χρήση του στη δοκιμασία. Η δοκιμασία πρωτεασωμικής 
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δραστικότητας εκτελέστηκε σε τρυβλίο 96 θέσεων σύμφωνα με τις οδηγίες της 

κατασκευάστριας εταιρείας. Σε κάθε θέση δείγματος προς ανάλυση τέθηκαν 10μl 

συμπυκνωμένου (10x) ρυθμιστικού διαλύματος (παρεχόμενου με το kit), 10 μl του 

πρωτεασωμικού υποστρώματος LLVY-AMC (Λευκίνη-λευκίνη-βαλίνη-τυροσίνη-7-

αμινο-4-μεθύλ-κουμαρίνη), 20μl του προς ανάλυση δείγματος και 60 μl 

αποσταγμένου ύδατος. Ο συνολικός όγκος ήταν 100 μl. Στις θέσεις-μάρτυρες με 

υπόστρωμα αντί για δείγμα τέθηκαν 20 μl επιπλέον αποσταγμένου ύδατος ώστε να 

συμπληρώνεται και πάλι ο συνολικός όγκος των 100 μl ενώ στις θέσεις-μάρτυρες 

χωρίς υπόστρωμα τέθηκαν 90μl αποσταγμένου ύδατος αντί για δείγμα και 

υπόστρωμα ώστε να συμπληρώνεται ο συνολικός όγκος των 100 μl. Τα τρυβλία 

επωάστηκαν για μία ώρα στους 37C. Οι μετρήσεις έγιναν σε συσκευή  1420 Victor 

(Wallac, Turku, Finland) σε μήκος κύματος 380 nM. Οι τελικές τιμές υπολογίστηκαν 

μετά από αφαίρεση των τιμών των μαρτύρων με και χωρίς υπόστρωμα και η 

πρωτεασωμική δραστικότητα προσδιορίστηκε με τη βοήθεια προκατασκευασμένου 

διαγράμματος φθορισμού-πρωτεασωμικής δραστικότητας. 

 

Απομόνωση πρωτεϊνών και western blotting 

Κύτταρα HCT116, HT-29 και CaCo2 καλλιεργούμενα με ή χωρίς ασπιρίνη και 

μπορτεζομίμπη συλλέκτηκαν και ξεπλύθηκαν σε PBS (Phosphate-buffered Saline). 

Τα κυτταρικά ιζήματα διαλύθηκαν σε διάλυμα λύσης με 10 mM τρις-υδροχλωρίου, 

50 mM EDTA, 150 mM χλωριούχου νατρίου, 10% γλυκερίνης, 1% Triton X-100 και 

τους αναστολείς πρωτεασών λιουπεπτίνη, απροτινίνη και PMSF (φαινυλ-μεθυλ-

σουλφονυλ-φθόριο). Οι συγκεντρώσεις των πρωτεϊνικών δειγμάτων προσδιορίστηκαν 

με τη μέθοδο Bradford (Biorad, Hercules, CA). 50 μg πρωτεϊνικών δειγμάτων 

ηλεκτροφορήθηκαν σε γέλη 10% SDS-πολυακρυλαμιδίου. Από τη γέλη οι πρωτεΐνες 

μεταφέρθηκαν σε μεμβράνες western blotting με τη βοήθεια συσκευής μεταφοράς 

(Biorad). Στη συνέχεια οι μεμβράνες επωάστηκαν σε PBS/Tween με 5% μη-λιπαρό 

γάλα σε θερμοκρασία δωματίου για μία ώρα. Ακολούθησε ξέπλυμα με PBS/Tween 

τρεις φορές από 5 λεπτά η κάθε φορά. Μετά οι μεμβράνες επωάστηκαν με το 

πρωτοταγές αντίσωμα στους 4C για 16 ώρες με ελαφρά ανάδευση. Τα πρωτοταγή 

αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα εξής Ακτίνη (sc-8432, Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA), p21 (sc-817), p27 (sc-1641), akt1 (sc-5298), NF-B 
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(sc-8008), p53 (sc-126), κυκλίνη D (sc-8396), Bad (sc-8044), Bax (sc-7480). Κατόπιν 

οι μεμβράνες ξεπλύθηκαν τρεις φορές  και επωάστηκαν με το δευτεροταγές αντίσωμα 

GAM (Goat anti-mouse, Santa Cruz Biotechnology) για δύο ώρες σε θερμοκρασία 

δωματίου με ελαφρά ανάδευση. Ακολούθησε νέο τριπλό ξέπλυμα. Η ανίχνευση των 

πρωτεϊνών έγινε με το σύστημα της χημειοφωταύγειας από την εταιρεία Biorad. Τα 

πειράματα που παρουσιάζονται επαναλήφθηκαν τουλάχιστον τρεις φορές με 

παρόμοια αποτελέσματα.   

 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Ο συνδυασμός ασπιρίνης και μπορτεζομίμπης μειώνει τον πολλαπλασιασμό και την 

επιβίωση των κυττάρων των κολο-ορθικών σειρών 

 Σε σύγκριση με τα κύτταρα-μάρτυρες και τα κύτταρα που επωάστηκαν μόνο με 

ασπιρίνη ή μόνο με μπορτεζόμιμπη, τόσο τα κύτταρα HCT116 όσο και τα κύτταρα 

HT-29 και CaCo2 που εκτέθηκαν στο συνδυασμό τους επέδειξαν μειωμένο κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό όπως αναδεικνύεται με τη δοκιμασία ΜΤΤ (Εικ. 13). Επίσης 

παρουσίασαν μειωμένη επιβίωση όπως αναδεικνύεται από την ικανότητά τους να 

αποκλείουν το κυανό του τρυπανίου (Εικ. 14), από τη δοκιμασία κατακερματισμού 

του DNA (Εικ. 15) και από την δημιουργία του θραύσματος των 85 kDa της PARP 

(Poly-ADP-ribose Polymerase) κατά τη διάρκεια της απόπτωσης (Εικ. 15). 

 

Η συνέργεια της ασπιρίνης στα ανασταλτικά αποτελέσματα της μπορτεζομίμπης είναι 

ανεξάρτητη από την Cox στις κυτταρικές σειρές 

 Οι κυτταρικές σειρές CaCo2 και HT-29 εκφράζουν την Cox-2  ενώ η σειρά HCT116 

δεν εκφράζει το ένζυμο. Παρά ταύτα στα κύτταρα HT-29 η Cox-2 φαίνεται να είναι 

ανενεργή όπως αποδεικνύεται με τη βοήθεια φωτομετρικής δοκιμασίας 

δραστικότητας της  Cox-2 στην οποία οι κυτταρικές σειρές καρκίνου του προστάτη  
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Εικόνα 13 

 

 Η συνεργασία της ασπιρίνης και της μπορτεζομίμπης στη μείωση του πολλαπλασιασμού των 

κυττάρων HCT116 (πάνω αριστερά), HT-29 (πάνω δεξιά) και CaCo2 (κάτω) όπως 

αναδεικνύεται με τη δοκιμασία μεθυλ-τριαζολύλ-τετραζολίου (ΜΤΤ). Η αρχική 

συγκέντρωση των κυττάρων των δύο κυτταρικών σειρών ήταν 10 x 103 κύτταρα ανά θέση. Οι 

μετρήσεις της απορρόφησης του φωτός έγιναν σε μία συσκευή πολλαπλών μετρήσεων σε 

μήκος κύματος 570 nM με μήκος κύματος αναφοράς τα 650 nM. Στα κύτταρα HCT116 το 

κάθε φάρμακο ξεχωριστά αναστέλλει τον πολλαπλασιασμο κατά 20% σε σχέση με τους 

μάρτυρες ενώ ο συνδυασμός αυξάνει το ποσοστό αυτό στο 50%. Στα κύτταρα HT-29 η 

ασπιρίνη και η μπορτεζομιμπη ξεχωριστά αναστέλλουν τον πολλαπλασιασμο κατά περίπου 

45% και 30% αντιστοίχως ενώ ο συνδυασμός αυξάνει αυτό το ποσοστο στο 65%. Στα 

κύτταρα CaCo2 τα αντίστοιχα ποσοστά είναι 5%, 60% και 70%. 
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Εικόνα 14 

  Η συνεργασία της ασπιρίνης και της μπορτεζομίμπης στην αύξηση της απόπτωσης των 

κυττάρων HCT116 (πάνω αριστερά), HT-29 (πάνω δεξιά) και CaCo2 (κάτω) όπως 

αναδεικνύεται με τη δοκιμασία αποκλεισμού του κυανού του τρυπανίου. Στα πειράματα αυτά 

χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα τόσο προσκολλημένα στις καλλιεργητικές φλάσκες όσο και 

αποκολλημένα εντός του καλλιεργητικού υλικού. Τουλάχιστον 200 κύτταρα μετρήθηκαν σε 

κάθε συνθήκη. Η ασπιρίνη προκαλεί απόπτωση της ταξης του 10% στα κύτταρα HCT116. Η 

μπορτεζομίμπη προκαλει αποπτωση σε περίπου 50% των κυττάρων που αυξάνεται στο 60% 

με το συνδυασμό. Στα κύτταρα HT-29 τα αντίστοιχα ποσοστά είναι 5%, 45% και 55% και 

στα κύτταρα.CaCo2 είναι 5%, 55% και 70%. 
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Εικόνα 15 

  Η συνεργασία της ασπιρίνης και της μπορτεζομίμπης στην αύξηση της απόπτωσης των 

κυττάρων HCT116 (πάνω αριστερά) και HT-29 (πάνω δεξιά) όπως αναδεικνύεται με τη 

δοκιμασία κατακερματισμού του DNA. Το DNA απομονώθηκε με τη μέθοδο της 

φυγοκέντρησης σε φαινόλη/χλωροφόρμιο και καθίζησης σε αιθανόλη. Ίσες ποσότητες DNA 

ηλεκτροφορήθηκαν σε γέλη αγαρόζης περιέχουσα βρομιούχο αιθίδιο και φωτογραφήθηκαν 

σε υπεριώδες φως. Όπως δεικνύεται και με τη μέθοδο του αποκλεισμού του κυανού του 

τρυπανίου σημαντική απόπτωση στις δύο κυτταρικες σειρές παρατηρείται μετα την έκθεση 

στην μπορτεζομίμπη ή στον συνδυασμό ασπιρίνης και μπορτεζομίμπης. Κάτω δεικνύεται η 

απόπτωση με τον κερματισμό της PARP στα κύτταρα CaCo2. 

LnCaP και PC3 χρησιμοποιήθηκαν ως θετικοί μάρτυρες. Οι σειρές αυτές 

παρουσιάζουν χαμηλή και υψηλή δραστικότητα της Cox-2 αντίστοιχα (Εικ. 16 

αριστερά).   
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Η λειτουργική ανεπάρκεια της Cox-2 στα κύτταρα HT-29 έχει δειχθεί και από άλλους 

ερευνητές που βρήκαν απουσία παραγωγής προσταγλανδίνης PGE2 σε πειράματα 

υγρής χρωματογραφίας υψηλής πίεσης (313). Στα κύτταρα CaCo2, η προσθήκη 

ασπιρίνης καταστέλλει πλήρως την Cox-2 ενώ αντίθετα η μπορτεζομίμπη αυξάνει την 

δραστικότητα του ενζύμου στα κύτταρα αυτά. Η ταυτόχρονη έκθεση των κυττάρων 

και στην ασπιρίνη είναι ικανή όμως να διατηρήσει το ένζυμο κατασταλμένο ( Εικ. 16 

δεξιά)     
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Εικόνα 16 

 Απουσία ενζυμικής δραστικότητας της Cox-2 στην κυτταρική σειρά HT-29 παρά το ότι αυτή 

εκφράζει το ένζυμο (απιστερά). Οι κυτταρικές σειρές καρκίνου του προστάτη LnCaP και PC3 

χρησιμοποιήθηκαν ως θετικοί μάρτυρες. Δεξιά απεικονίζεται η ενζυμική δραστικότητα της 

Cox-2 στην σειρά CaCo2 με ή χωρίς τα δύο φάρμακα. 
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Το πρωτεάσωμα αναστέλλεται σε παρόμοιο βαθμό από την μπορτεζομίμπη και το 

συνδυασμό ασπιρίνης / μπορτεζομίμπης 

Κύτταρα HCT116 που εκτέθηκαν σε 333 nM μπορτεζομίμπης για μία ώρα και στο 

συνδυασμό της ίδιας συγκέντρωσης μπορτεζομίμπης για το ίδιο χρονικό διάστημα 

και σε ασπιρίνη 3 mM για 48 ώρες επέδειξαν μείωση της πρωτεασωμικής 

δραστικότητας κατά 70% σε σχέση με τα κύτταρα μάρτυρες που δεν είχαν εκτεθεί 

στα φάρμακα (Εικ. 17Α). Στην κυτταρική σειρά HT-29 ο συνδυασμός των δύο  
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Εικόνα 17 

 

 Δοκιμασία πρωτεασωμικής δραστικότητας στα κύτταρα HCT116 (αριστερά) και HT-29 

(δεξιά) με φθοριομετρική μέθοδο. Δείγματα προς ανάλυση από τις δύο κυτταρικές σειρές 

καλλιεργούμενες με ή χωρίς τα δύο φάρμακα υποβλήθηκαν στη δοκιμασία σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο που περιγράφεται στις μεθόδους. Η πρωτεασωμική δραστικότητα μειώνεται στο 

25 με 40% της αρχικής με την μπορτεζομίμπη και διατηρείται χαμηλή με το συνδυασμό. Η 

ασπιρίνη αυξάνει την πρωτεασωμική δραστικότητα στα κύτταρα HCT116 και τη μειώνει στα 

HT-29. 
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Εικόνα 18 

 Ανάλυση western blotting πρωτεϊνικών δειγμάτων κυττάρων HCT116 (αριστερή τετράδα), 

HT-29 (μέση τετράδα) και CaCo2 (δεξιά τετράδα) με αντισώματα κατά των πρωτεϊνών p27 

(πάνω) και p21 (κάτω). Η σειρά των φαρμάκων σε κάθε τετράδα είναι: πρώτη θέση χωρίς 

φάρμακα, δεύτερη θέση ασπιρίνη 3 mM για 48 ώρες, τρίτη θέση μπορτεζομίμπη 333 nM για 

μία ώρα και στη συνέχεια 10 nM  για 47 ώρες, και τέταρτη θέση ο συνδυασμός ασπιρίνης και 

μπορτεζομίμπης στις ίδιες συγκεντρώσεις για τα ίδια χρονικά διαστήματα. Το p21 επάγεται 

στις δύο κυτταρικές σειρές HT-29 και CaCo2 από την μπορτεζομίμπη και από το συνδυασμό. 

Στα κύτταρα HCT116 εκφράζεται και σε βασικές συνθήκες. Παρομοίως και το p27 επάγεται 

από τη μπορτεζομίμπη και ακόμα περισσότερο στις κυτταρικές σειρές HT-29 και CaCo2 από 

το συνδυασμό. 
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φαρμάκων έδειξε μία μικρή αύξηση της πρωτεασωμικής αναστολής σε σχέση με την 

μπορτεζομίμπη μόνη της (Εικ. 17Β). Αξιοσημείωτη είναι η επίδραση της ασπιρίνης 

στην πρωτεασωμική δραστικότητα στις δύο κυτταρικές σειρές που στα κύτταρα 

HCT116 αυξάνεται ενώ στα κύτταρα HT-29 αναστέλλεται (Εικ. 17Α και Β). 
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Εικόνα 19 

 Ανάλυση western blotting πρωτεϊνικών δειγμάτων κυττάρων HCT116 (αριστερή τετράδα) 

HT-29 (μέση τετράδα) και CaCo2 (δεξιά τετράδα) με αντισώματα κατά της πρωτεΐνης Akt. Η 

σειρά των φαρμάκων σε κάθε τετράδα είναι: πρώτη θέση χωρίς φάρμακα, δεύτερη θέση 

ασπιρίνη 3 mM για 48 ώρες, τρίτη θέση μπορτεζομίμπη 333 nM για μία ώρα και στη 

συνέχεια 10 nM  για 47 ώρες, και τέταρτη θέση ο συνδυασμός ασπιρίνης και μπορτεζομίμπης 

στις ίδιες συγκεντρώσεις για τα ίδια χρονικά διαστήματα. Η Akt καταστέλλεται από την 

μπορτεζομίμπη και το συνδυασμό και στις τρεις κυτταρικές σειρές αλλά σε διαφορετικό 

βαθμό. 
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NF-κB: Επιστροφή στο κυτταρόπλασμα
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Εικόνα 20 

 Ανάλυση western blotting πρωτεϊνικών δειγμάτων κυττάρων HCT116 (αριστερά), HT-29 

(μέσο) και CaCo2 (δεξιά) με αντισώματα κατά της πρωτεΐνης NF-κB. Κλασματοποιημένα 

πυρηνικά πρωτεϊνικά δείγματα απεικονίζονται πάνω και κυτταροπλασματικά κάτω. Η σειρά 

των φαρμάκων σε κάθε τετράδα είναι: πρώτη θέση χωρίς φάρμακα, δεύτερη θέση ασπιρίνη 3 

mM για 48 ώρες, τρίτη θέση μπορτεζομίμπη 333 nM για μία ώρα και στη συνέχεια 10 nM  

για 47 ώρες, και τέταρτη θέση ο συνδυασμός ασπιρίνης και μπορτεζομίμπης στις ίδιες 

συγκεντρώσεις για τα ίδια χρονικά διαστήματα. Τόσο στα κύτταρα HCT116 όσο και στα HT-

29 τα δύο φάρμακα  και ο συνδυασμός τους προάγουν την κατακράτηση του NF-κB στο 

κυτταρόπλασμα. Στα κύτταρα CaCo2 δεν παρατηρήθηκε σημαντική αλλαγή στην κατανομή 

του NF-κB. 

 

Η έκφραση των αναστολέων του κυτταρικού κύκλου p21 και p27 αυξάνεται από την 

μπορτεζομίμπη και το συνδυασμό της με την ασπιρίνη 

 Ο αναστολέας των CDKs p27 επάγεται στις τρεις κυτταρικές σειρές από την 

μπορτεζομίμπη και σε ακόμα μεγαλύτερο βαθμό στα κύτταρα HT-29 και CaCo2 από 

το συνδυασμό της με την ασπιρίνη (Εικ. 18 πάνω). Ο αναστολέας των CDKs p21 

επάγεται επίσης στα κύτταρα HT-29 και CaCo2 από την μπορτεζομίμπη και το 
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συνδυασμό της με την ασπιρίνη (Εικ. 18 κάτω). Τα κύτταρα HCT116, που φέρουν μη 

μεταλλαγμένο p53, εκφράζουν το p21 σε βασικές συνθήκες και η έκφρασή του  δεν 

τροποποιείται σημαντικά με την έκθεση των κυττάρων στα δύο φάρμακα (Εικ. 18 

κάτω).  

 

Η έκφραση της κινάσης akt1 μειώνεται από το συνδυασμό ασπιρίνης και 

μπορτεζομίμπης στις τρεις κυτταρικές σειρές  

 Η έκφραση της κινάσης akt1 μειώνεται με την έκθεση των τρειών κυτταρικών 

σειρών στο συνδυασμό της μπορτεζομίμπης με την ασπιρίνη (Εικ. 19). Η 

μπορτεζομίμπη μόνη της επιτυγχάνει καταστολή της akt1 στα κύτταρα CaCo2 αλλά 

λιγότερο στην HT-29 και ακόμα λιγότερο στην σειρά HCT116 (Εικ. 19).  

 

Ο μεταγραφικός παράγοντας NF-κB εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα με την έκθεση των 

κυτταρικών σειρών HCT116 και HT-29 στα δύο φάρμακα 

Ο μεταγραφικός παράγοντας NF-κB κατακρατείται στο κυτταρόπλασμα με την 

έκθεση των κυττάρων HCT116 και HT-29 στο συνδυασμό ασπιρίνης και 

μπορτεζομίμπης. Στα κύτταρα HT-29 το ίδιο αποτέλεσμα παρατηρείται και με το 

κάθε φάρμακο μόνο του ενώ στα HCT116 παρατηρείται μόνο μερική μείωση της 

πυρηνικής κατανομής του αντι-αποπτωτικού αυτού μεταγραφικού παράγοντα (Εικ. 

20). Στα κύτταρα CaCo2 τα δύο φάρμακα δεν επιτυγχάνουν αξιόλογη μεταβολή της 

κυτταρικής κατανομής του NF-κB.  

 

Αναστροφή της μεταβολής της έκφρασης της πρωτεΐνης Bad με το συνδυασμό ασπιρίνης 

και μπορτεζομίμπης στις κυτταρικές σειρές HCT116 και CaCo2 

 Πειράματα western blotting για την προ-αποπτωτική πρωτεΐνη της Bcl-2 οικογένειας, 

Bad ανέδειξαν ότι η μπορτεζομίμπη καταστέλει την έκφρασή της στα κύτταρα 

HCT116 και CaCo2. Η επιπλέον έκθεση των κυττάρων αυτών και στην ασπιρίνη  
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Bad

HCT116
Control    ASA      Bortezomib A+B

HT-29
Control    ASA      Bortezomib A+B

CaCo2
Control    ASA      Bortezomib A+B

actin

Bad

 

Εικόνα 21 

 Ανάλυση western blotting πρωτεϊνικών δειγμάτων κυττάρων HCT116 (αριστερή τετράδα) 

HT-29 (μέση τετράδα) και CaCo2 (δεξιά τετράδα) με αντισώματα κατά της πρωτεΐνης Bad. Η 

σειρά των φαρμάκων σε κάθε τετράδα είναι: πρώτη θέση χωρίς φάρμακα, δεύτερη θέση 

ασπιρίνη 3 mM για 48 ώρες, τρίτη θέση μπορτεζομίμπη 333 nM για μία ώρα και στη 

συνέχεια 10 nM  για 47 ώρες, και τέταρτη θέση ο συνδυασμός ασπιρίνης και μπορτεζομίμπης 

στις ίδιες συγκεντρώσεις για τα ίδια χρονικά διαστήματα. Στα κύτταρα  HCT116 και CaCo2 

η μπορτεζομίμπη καταστέλλει την Bad αλλά η προσθήκη της ασπιρίνης αναστρέφει αυτήν 

την καταστολή. Στα κύτταρα HT-29 δεν παρατηρείται αξιόλογη αλλαγή της Bad. 

 

είναι ικανή όμως να αναστρέψει την μείωση της έκφρασης της πρωτεΐνης Bad (Εικ. 

21). Στα κύτταρα HT-29 δεν υπάρχει σημαντική μεταβολή της Bad με τα φάρμακα. 

 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 Όπως έχουμε αναλύσει στο γενικό μέρος, επιδημιολογικές μελέτες έχουν δείξει ότι οι 

αναστολείς της Cox-2 μειώνουν την επίπτωση του κολο-ορθικού καρκίνου σε 

χρήστες των φαρμάκων αυτών σε σχέση με άτομα που δεν κάνουν χρήση (10, 11, 

181, 241). Η αντι-νεοπλασματική δραστικότητα των NSAIDs έχει επιβεβαιωθεί σε in 
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vitro και in vivo μοντέλα (176, 275). Τα NSAIDs έχουν επιδείξει αντι-νεοπλασματική 

δράση και σε κύτταρα που δεν εκφράζουν την Cox-2 (243-246). Διάφοροι 

μηχανισμοί εμπλέκονται στην ανεξάρτητη από την Cox-2 αυτή δράση, όπως 

συζητήθηκε στο γενικό μέρος (247, 267, 317). 

 Στην παρούσα πειραματική μελέτη τεκμηριώνεται ότι η ασπιρίνη και η 

μπορτεζομίμπη συνεργάζονται για την μείωση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και 

την επαγωγή της απόπτωσης σε τρεις κυτταρικές σειρές κολο-ορθικού καρκίνου εκ 

των οποίων η μία (HCT116) δεν εκφράζει την Cox-2, η δεύτερη (HT-29) την 

εκφράζει αλλά η πρωτεΐνη παρουσιάζει χαμηλή ή μηδενική δραστικότητα και μόνο η 

τρίτη (CaCo2) εκφράζει ενεργό ένζυμο. Απουσία ενζυμικής δραστικότητας της Cox-2 

στα κύτταρα HT-29 έχει βρεθεί και από άλλους ερευνητές που, χρησιμοποιώντας 

υγρή χρωματογραφία υψηλής πίεσης (HPLC, High-Pressure Liquid 

Chromatography), έδειξαν απουσία παραγωγής προσταγλανδίνης PGE2. Οι ερευνητές 

αυτοί έδειξαν, επίσης, ότι η διαμόλυνση των κυττάρων  HCT116 (χωρίς ενδογενή 

Cox-2) με πλασμίδιο που περιέχει Cox-2 προερχόμενη από τα HT-29 οδηγεί σε 

παραγωγή PGE2, γεγονός που αποδεικνύει ότι η Cox-2 των HT-29 δεν είναι 

ενδογενώς ελλατωματική αλλά ότι κάποιος παράγοντας στο ενδοκυττάριο 

περιβάλλον των κυττάρων αυτών μπορεί να την αναστέλλει (313). Αντίθετα άλλοι 

ερευνητές, χρησιμοποιώντας μία ανταγωνιστική ανοσοενζυματική μέθοδο 

(competitive enzyme immunoassay), έδειξαν παραγωγή PGE2 στο καλλιεργητικό 

υλικό των κυττάρων HT-29 (314,318). Συνεπώς το ερώτημα της δραστικότητας της 

Cox-2 στα κύτταρα HT-29 παραμένει αμφιλεγόμενο και πιθανώς εξαρτάται σε 

κάποιο βαθμό από τις ακριβείς συνθήκες των πειραμάτων. Συνολικά τα 

αποτελέσματα στις τρεις κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα 

μελέτη δείχνουν ότι στα μεν κύτταρα HCT116 διαμεσολαβούν μηχανισμοί καθαρά 

ανεξάρτητοι από την Cox-2  για τη δράση της ασπιρίνης, στα δε κύτταρα HT-29 και 

CaCo2 δεν μπορεί να αποκλειστεί το ενδεχόμενο η δράση αυτή να είναι μερικώς 

τουλάχιστον ανεξάρτητη από την Cox-2. Η σημασία των πλειότροπων δράσεων των 

NSAIDs για τα αντι-νεοπλασματικά τους αποτελέσματα υπογραμίζεται περαιτέρω 

από το ότι, τουλάχιστον στα κύτταρα HCT116, η έκθεση στην ασπιρίνη επάγει το 

γονίδιο της Cox-2 και την παραγωγή PGE2 (αδημοσίευτα προκαταρκτικά μας 

αποτελέσματα), έτσι ώστε άλλοι μηχανισμοί πρέπει να διαμεσολαβούν για την 

παρατηρούμενη αναστολή του πολλαπλασιασμού των κυττάρων αυτών. Το ίδιο 
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ισχύει και με την έκθεση των κυττάρων CaCo2 στην μπορτεζομίμπη όπου η 

δραστικότητα της Cox-2 αυξάνεται (Εικ. 16). 

 Η κινάση akt ενεργοποιείται σε οδό μεταγωγής σήματος που ξεκινά από το πρωτο-

ογκογονίδιο k-ras και γι’αυτό παίζει ιδιαίτερο ρόλο στις περιπτώσεις κολο-ορθικού 

καρκίνου που φέρουν ενεργοποιημένο το ογκογονίδιο αυτό. Στις τρεις κυτταρικές 

σειρές που μελετήθηκαν η κινάση akt παρουσιάζει μειωμένη έκφραση μετά από 

έκθεση στην μπορτεζομίμπη ή τον συνδυασμό της με την ασπιρίνη. Αυτό φαίνεται 

αρχικά παράδοξο γιατί η akt είναι υπόστρωμα του πρωτεασώματος (134), αλλά 

μπορεί να εξηγηθεί από το γεγονός ότι θετικοί ρυθμιστές της κινάσης είναι επίσης 

πρωτεασωμικά υποστρώματα. Επιπλέον, η φωσφατάση PTEN, που είναι αναστολέας 

της akt, είναι υπόστρωμα του πρωτεασώματος (319) και η σταθεροποίησή της από 

την αναστολή του πρωτεασώματος, αναμένεται να οδηγεί σε αναστολή της akt. Η 

καταστολή της akt συμβάλλει στην αναστολή του πολλαπλασιασμού και την 

προαγωγή της απόπτωσης από την ασπιρίνη και την μπορτεζομίμπη στα κολο-ορθικά 

κύτταρα μέσω της καταστολής αντι-αποπτωτικών στόχων που βρίσκονται παρακάτω 

στις οδούς που εκκινούνται από την akt, όπως η κινάση ΙΚΚ, η Ε3 λιγκάση του p53, 

mdm2, το μέλος της Bcl-2 οικογένειας Bad και η κασπάση 9 (60, 64). Πράγματι 

ανευρέθηκε παρακράτηση του μεταγραφικού παράγοντα NF-κB στο κυτταρόπλασμα 

στις δύο από τις κυτταρικές σειρές που εξετάστηκαν, γεγονός που μπορεί να 

οφείλεται σε αναστολή της κινάσης ΙΚΚ. Η απουσία μεταβολής της κυτταρικής 

κατανομής του NF-κB στην τρίτη κυτταρική σειρά, τα κύτταρα CaCo2 μπορεί να 

οφείλεται στη σύνθετη ρύθμιση του μεταγραφικού αυτού παράγοντα. Για 

παράδειγμα, η β-κατενίνη φέρει μετάλλαξη στα κύτταρα CaCo2, γεγονός που μπορεί 

να την εμποδιζει να αλληλεπιδράσει άμεσα και να αναστείλει τον NF-κB (46). Ετσι 

εξουδετερώνεται η αναστολή του NF-κB που θα υπήρχε στα κύτταρα αυτά από την 

σταθεροποίηση της β-κατενίνης λόγω συνυπάρχουσας μετάλλαξης του  APC.  

 Η επαγωγή του αναστολέα  των εξαρτώμενων από τις κυκλίνες κινασών (CDKs) p27 

συμβάλλει στα παρατηρούμενα ανασταλτικά αποτελέσματα της μπορτεζομίμπης και 

του συνδυασμού της με την ασπιρίνη στις τρεις κυτταρικές σειρές HCT116, HT-29 

και CaCo2. Όσον αφορά τον CDK αναστολέα p21, επαγωγή από τα φάρμακα 

παρατηρείται στα κύτταρα HT-29 και CaCo2 που δεν εκφράζουν τον αναστολέα σε 

βασικές συνθήκες καλλιέργειας καθότι φέρουν μεταλλαγμένο τον μεταγραφικό 

παράγοντα p53 που είναι κύριος ρυθμιστής του p21. Αντίθετα τα κύτταρα HCT116 

φέρουν φυσιολογικό p53, εκφράζουν το p21 σε βασικές συνθήκες καλλιέργειας και η 
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έκφρασή του δεν τροποποιείται με την έκθεση στα φάρμακα. Ο p21 και ο p27 είναι 

υποστρώματα του πρωτεασώματος και η αύξησή τους με την έκθεση στον αναστολέα 

του πρωτεασώματος μπορτεζομίμπη πιθανά οφείλεται σε αναστολή της αποδόμησής 

τους. Μία επιπρόσθετη επαγωγή του p27 που παρατηρείται από την ασπιρίνη κατά τη 

συνδυασμένη έκθεση στα δύο φάρμακα σε σχέση με την έκθεση μόνο στην 

μπορτεζομίμπη στα κύτταρα HT-29 και CaCo2 μπορεί να οφείλεται σε κάποιο 

μηχανισμό εξαρτώμενο από την αναστολή του πρωτεασώματος καθώς η έκθεση στην 

ασπιρίνη μόνη της δεν είναι ικανή να επηρεάσει την έκφραση του αναστολέα των 

CDKs. Είναι αξιοσημείωτο σχετικά ότι σε ένα άλλο πειραματικό σύστημα, η 

ασπιρίνη βρέθηκε να αναστέλλει την λειτουργία του πρωτεασώματος (320).  

 Το  p27 παίζει σημαντικό  ρόλο στην πρόοδο του κολο-ορθικού καρκίνου και έχει 

βρεθεί να καταστέλλεται σε περιπτώσεις επιθετικών κολο-ορθικών καρκινωμάτων 

στον άνθρωπο (171) και σε μεταστατικά καρκινώματα σε σχέση με την πρωτοπαθή 

εστία (173). Κατά συνέπεια, η επαγωγή του p27 και, σύμφωνα με τα αποτελέσματα 

της παρούσας μελέτης, του p21 μπορεί να είναι σε θέση να αναστρέψει την 

επιθετικότητα αυτή και να είναι δείκτης αποτελεσματικότητας της θεραπευτικής 

προσέγγισης. 

 Το προ-αποπτωτικό μέλος της Bcl-2 οικογένειας, Bad διερευνήθηκε για το ρόλο του 

στην πρόκληση απόπτωσης μετά την έκθεση των τρειών κυτταρικών σειρών στην 

ασπιρίνη και την μπορτεζομίμπη. Η πρωτεΐνη Bad αλληλεπιδρά με μία άλλη 

πρωτεΐνη μέλος της Bcl-2 οικογένειας, την  Bax για την επιτέλεση της κυτταρικής 

απόπτωσης. Η Bax χρειάζεται να πολυμεριστεί και να εισέλθει στην εξωτερική 

μιτοχονδριακή μεμβράνη προκειμένου να επιτελέσει την αποπτωτική του δράση 

μέσω της απελευθέρωσης του κυτοχρώματος c στο κυτταρόπλασμα. Αυτό συμβαίνει 

μετά από την ενεργοποίηση του Bax από τα μέλη της Bcl-2 οικογένειας που φέρουν 

μόνο τομείς ΒΗ3 (Bcl-2 Homology 3) μεταξύ των οποίων συγκαταλέγονται το Bad, 

το Bid και το Bik (321). Η μείωση της έκφρασης του Bad με την έκθεση των 

κυτταρικών σειρών HCT116 και CaCo2 στην μπορτεζομίμπη μπορεί να 

αντιπροσωπεύει ένα ανεπιθύμητο μοριακό γεγονός που να προάγει την επιβίωση των 

καρκινικών κυττάρων αλλά αναστρέφεται  στις δύο κυτταρικές σειρές από την 

ταυτόχρονη δράση της ασπιρίνης.  

 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
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Από την πειραματική αυτή μελέτη της ασπιρίνης και της μπορτεζομίμπης στις 

ανθρώπινες κυτταρικές σειρές κολο-ορθικού καρκίνου HCT116, HT-29 και CaCo2 

μπορούν να εξαχθούν τα εξής συμπεράσματα: 

1. Ο συνδυασμός των δύο φαρμάκων αναστέλλει τον πολλαπλασιασμό και προάγει 

την απόπτωση των τρειών κυτταρικών σειρών σε βαθμό μεγαλύτερο από ότι το κάθε 

φάρμακο ξεχωριστά. 

2. Η αναστολή από την ασπιρίνη είναι ανεξάρτητη από την Cox-2 στα κύτταρα 

HCT116 γιατί αυτά δεν εκφράζουν το ένζυμο και στα κύτταρα HT-29 γιατί το ένζυμο 

αν και εκφράζεται φαίνεται να είναι ανενεργό. Ο ρόλος των ανεξάρτητων από την 

Cox-2 αντι-καρκινικών μηχανισμών της ασπιρίνης στα κύτταρα CaCo2 που 

εκφράζουν ενεργό ένζυμο είναι προς διερεύνηση. 

3. Κοινοί μηχανισμοί της ανασταλτικής δράσης του συνδυασμού των δύο φαρμάκων 

στις τρείς κυτταρικές σειρές είναι η επαγωγή των αναστολέων των CDKs p21 και p27 

και η μείωση της αντι-αποπτωτικής κινάσης akt. 

4. Άλλοι μηχανισμοί δράσης του συνδυασμού ασπιρίνης και μπορτεζομίμπης είναι 

ιδιαίτεροι σε κάθε κυτταρική σειρά και περιλαμβάνουν στις σειρές HCT116 και HT-

29 την κατακράτηση του αντι-αποπτωτικού μεταγραφικού παράγοντα NF-κB στο 

κυτταρόπλασμα όπου είναι μεταγραφικά ανενεργός και στις σειρές HCT116 και 

CaCo2 την αναστροφή της μειωμένης από την μπορτεζομίμπη έκφρασης του προ-

αποπτωτικού μέλους της οικογένειας του bcl-2, Bad . 

 Το σύνολο των περιγραφέντων πειραμάτων της παρούσας μελέτης υποστηρίζει την 

αποτελεσματικότητα του συνδυασμού των αναστολέων της Cox-2 και του 

πρωτεασώματος στον κολο-ορθικό καρκίνο και μπορεί να αποτελέσει τη βάση 

περαιτέρω ανάπτυξης του συνδυασμού στη νεοπλασία αυτή. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

  

 Εισαγωγή: Οι θεραπείες στόχευσης, αποτέλεσμα της συνεχώς αυξανόμενης 

κατανόησης της διαδικασίας της καρκινογένεσης, εισέρχονται στην κλινική πράξη 

και χρησιμοποιούνται σήμερα είτε ως μονοθεραπείες είτε ως μέρος συνδυασμένης 

θεραπείας με κλασσικά χημειοθεραπευτικά. Η χρησιμοποίηση συνδυασμών 

στοχευμένων θεραπειών έχει αρχίσει επίσης να διερευνάται. Ένας τέτοιος 

συνδυασμός είναι αυτός των αναστολέων του πρωτεασώματος με τους αναστολείς 

της κυκλοοξυγενάσης-2 που αποτελεί το αντικείμενο της πειραματικής αυτής 

εργασίας. 

Υλικά και μέθοδοι: Οι σειρές ανθρώπινου κολο-ορθικού καρκίνου HCT116, HT-29 

και CaCo2 καλλιεργήθηκαν σε καλλιεργητικό υλικό RPMI1640 με την παρουσία ή 

χωρίς της ασπιρίνης και της μπορτεζομίμπης. Για τη μέτρηση του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού και της απόπτωσης χρησιμοποιήθηκαν οι δοκιμασίες ΜΤΤ, 

αποκλεισμού του κυανού του τρυπανίου και κατακερματισμού του DNA. Η 

δραστικότητα της Cox-2 και του πρωτεασώματος μετρήθηκαν με χρωματομετρική 

και φθοριομετρική μέθοδο αντίστοιχα. Η έκφραση διάφορων πρωτεϊνών σημαντικών 

για τη δράση των φαρμάκων προσδιορίστηκε με western blotting. 

Αποτελέσματα:  Ο συνδυασμός της ασπιρίνης και της μπορτεζομίμπης αναστέλλει 

τον πολλαπλασιασμό και προάγει την απόπτωση των τρειών κυτταρικών σειρών 

περισσότερο από ότι το κάθε φάρμακο ξεχωριστά. Η αναστολή των κυτταρικών 

σειρών από την ασπιρίνη είναι ανεξάρτητη από την Cox-2 στα κύτταρα HCT116 γιατί 

αυτά δεν εκφράζουν το ένζυμο και στα κύτταρα HT-29 γιατί το ένζυμο αν και 

εκφράζεται φαίνεται να είναι ανενεργό. Στα κύτταρα CaCo2 που εκφράζουν ένζυμικά 

ενεργή Cox-2 είναι πιθανό ότι τόσο Cox-2 –εξαρτώμενοι όσο και ανεξάρτητοι 

μηχανισμοί παίζουν ρόλο στη δράση του συνδυασμού ασπιρίνης και μπορτεζομίμπης. 

Ο συνδυασμός των δύο φαρμάκων επάγει τους αναστολείς των CDKs p21 και p27 

και καταστέλλει την κινάση akt στις τρεις κυτταρικές σειρές. Άλλα αποτελέσματα της 

δράσης του συνδυασμού ασπιρίνης και μπορτεζομίμπης  αφορούν στις κυτταρικές 

σειρές HCT116 και HT-29 την κατακράτηση του μεταγραφικού παράγοντα NF-κB 

στο κυτταρόπλασμα, και στις σειρές HCT116 και CaCo2 την αναστροφή της 

μειωμένης από την μπορτεζομίμπη έκφρασης του προ-αποπτωτικού μέλους της bcl-2 

οικογένειας, Bad. 
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Συμπέρασμα: Η συνδυασμένη έκθεση κυττάρων κολο-ορθικού καρκίνου στους 

αναστολείς της Cox-2 και του πρωτεασώματος αναστέλλει τον πολλαπλασιασμό των 

κυττάρων αυτών, προάγει την απόπτωση και αποτελεί ένα ελπιδοφόρο θεραπευτικό 

συνδυασμό προς περαιτέρω ανάπτυξη.  
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Summary 
 

 Background: Cyclooxygenase-2 (Cox-2) is an important enzyme in colorectal 

carcinogenesis and Cox inhibitors such as aspirin (acetylsalicylic acid, ASA) have 

shown both Cox-2 dependent and independent anti-neoplastic activities in diverse 

models. The Ubiquitin-Proteasome system (UPS) is a multi-unit protease system that 

regulates the abundance and function of a growing number of cell proteins and its 

inhibition results in cancer cell growth inhibition and apoptosis and is already 

exploited in the clinic with the use of proteasome inhibitor bortezomib in multiple 

myeloma.  

Materials and methods: Human colorectal cancer cells lines HCT116, HT-29 and 

CaCo2 growing in RPMI1640 medium in the presence or absence of ASA and 

bortezomib were used in the experiments. MTT assay, trypan blue exclusion and 

DNA fragmentation were the assays used for the measurement of cell proliferation 

and apoptosis after drug exposure. Cox and proteasome activity were measured with a 

colorimetric and a fluorimetric method respectively. The expression of proteins at 

base line and after drug exposure was determined by western blotting. 

Results: Bortezomib together with aspirin inhibit the growth of colorectal cancer cell 

lines HCT116, HT-29 and CaCo2 more than each drug alone. In both HCT116 and 

HT-29 cell lines ASA inhibitory effects are Cox-2 independent because HCT116 cells 

do not express the enzyme while in HT-29 cells Cox-2 has no activity as shown by a 

Cox activity assay. In CaCo2 cells that express enzymatically active Cox-2 the extent 

of Cox-2-dependent and independent mechanisms in mediating anti-neoplastic 

activity of the drug combination remains to be determined. Cell cycle inhibitors p21 

and p27 are induced in the three cell lines by bortezomib and the combination 

treatment. akt1 kinase is down-regulated in all three lines by the same treatments. 

Transcription factor NF-κB is retained in the cytoplasm by drug treatment in cell lines 

HCT116 and HT-29, a fact that may play a role in their pro-apoptotic activity. Pro-

apoptotic bcl-2 family member, bad is down-regulated in cell lines HCT116 and 

CaCo2 by bortezomib treatment, a neoplasia-promoting event that is reversed by 

combination treatment.  

Conclusion: The combination of bortezomib and ASA co-operates to decrease 

proliferation and induce apoptosis in three human colorectal cell lines with different 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 23:41:26 EEST - 3.91.10.104



 98

genetic lesions. These effects are at least in some cases Cox-2 independent and 

involve common and diverse mechanisms in the three lines. 

 

Key words: colorectal cancer, cyclooxygenase-2, proteasome, aspirin, bortezomib, 

cell lines, HT-29, HCT116, CaCo2  
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