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*«Η εργασία αυτή δημοσιεύεται στα Αρχεία Παθολογικής 
Ανατομικής κατόπιν προσκλήσεως μετά από βράβευση για το 
έπαθλο στη μνήμη του Καθηγητού Νικόλαου Ξ. Παπαχαρα-
λάμπους και θα αποτελέσει μέρος ξενόγλωσσης εργασίας, η 
οποία θα υποβληθεί για δημοσίευση σε διεθνές περιοδικό».
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ΣΚΟΠΟΣ: Το οστεοσάρκωμα είναι η συχνότερη πρωτοπαθής κακοήθεια των 
οστών. Οι μεταλλάξεις του γονιδίου RB αποτελούν συχνές μοριακές διαταραχές σε 
αυτό το νεόπλασμα. Λόγω των μεταλλάξεων, η ενεργότητα του βασικού ρυθμιστή 
του κυτταρικού κύκλου E2F1 απελευθερώνεται από την ανασταλτική επίδραση 
της pRb. Μελέτες σε μοντέλα ζώων και σε ανθρώπινους καρκίνους έχουν δείξει 
ότι η απορρυθμισμένη υπερέκφραση του E2F1 κατέχει είτε «ογκογόνες» είτε 
«ογκοκατασταλτικές» ιδιότητες, ανάλογα με το κυτταρικό περιβάλλον. Σκοπός 
της παρούσας μελέτης είναι η in vivo και in vitro διερεύνηση της σχέσης του 
E2F1 με τις κινητικές παραμέτρους των οστεοσαρκωμάτων (δείκτες κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού και απόπτωσης), καθώς και η συνολική κυτταρική απόκριση 
μετά από υπερέκφραση του E2F1. ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ. 57 περιστατικά 
οστεοσαρκώματος μελετήθηκαν ανοσοϊστοχημικά για την έκφραση των pRb, pRb-
pS795, E2F1, Ki67, p53, γH2AX, CHk2-pT68, ενώ το ποσοστό της απόπτωσης 
εκτιμήθηκε με τη μέθοδο TUNEL. Η επαγώγιμη κυτταρική σειρά οστεοσαρκώματος 
U2OS-E2F1-ER χρησιμοποιήθηκε για την μελέτη της σχέσης του E2F1 με τις 
κινητικές παραμέτρους σε μοριακό επίπεδο. Στα κύτταρα αυτά διενεργήθηκε 
πρωτεωμική ανάλυση. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ: Η έκφραση του E2F1 εμφανίζει 
αρνητική σχέση με τον πολλαπλασιασμό στις περιπτώσεις οστεοσαρκώματος με 
φυσιολογικό p53. Τα περιστατικά με υψηλή έκφραση E2F1 και φυσιολογικό p53 
εμφανίζουν μεγαλύτερο ποσοστό απόπτωσης από εκείνα με μεταλλαγμένο p53. 
Η επαγωγή του E2F1 στα κύτταρα U2OS περιορίζει τον ρυθμό πολλαπλασιασμού 
μέσω ενεργοποίησης του μηχανισμού απόκρισης στις δικλωνικές θραύσεις του DNA.
Η πρωτεωμική ανάλυση κατέδειξε 64 πρωτεΐνες που υπερκεφράζονται και 18 που 
καταστέλλονται μετά από την επαγωγή του E2F1. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ: Το p53 
αποτελεί κομβικό ρυθμιστή της έκφρασης του E2F1 στις κινητικές παραμέτρους 
του όγκου στα οστεοσαρκώματα. Η υπερέκφραση του E2F1 επιφέρει μια συνολική 
κυτταρική απάντηση, στην οποία η πλειονότητα των πρωτεϊνών που μεταβάλλονται 
οδηγεί σε ενεργοποίηση του p53

Λέξεις κλειδιά: Οστεοσάρκωμα, E2F1, πρωτεωμική

ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Το οστεοσάρκωμα είναι μια μεσεγχυμα-
τική κακοήθεια κατά την οποία τα κύτταρα 
παράγουν οστικό στρώμα. Είναι ο πιο συχνός 
πρωτοπαθής καρκίνος των οστών και αφορά 
στο 20% των περιπτώσεων. Εμφανίζεται κυρίως 
κατά τη διάρκεια της εφηβικής ηλικίας με κορύ-
φωση κατά τη διάρκεια της ταχείας ανάπτυξης, 
στην ηλικία των 15-19 χρόνων. Προσβάλλει 
περισσότερο τους άνδρες από ότι τις γυναίκες 
σε μια αναλογία 1.6:1. Αξιοσημείωτο είναι το 
γεγονός ότι τα περισσότερα οστεοσαρκώματα 
αναπτύσσονται στα σημεία με μεγαλύτερη 
ανάπτυξη οστού, όπου ο πολλαπλασιασμός 
των κυττάρων βρίσκεται στο αποκορύφωμά 
του. Τέτοιες περιοχές είναι οι μεταφύσεις των 
μακριών οστών των άκρων1.

Σε μοριακό επίπεδο, μια από τις πιο συχνές 

αλλοιώσεις που εμφανίζονται στα οστεοσαρ-
κώματα είναι οι αλλοιώσεις του γονιδίου του 
ρετινοβλαστώματος, RB. Ασθενείς με κληρο-
νομικό ρετινοβλάστωμα έχουν μέχρι και 103 
φορές μεγαλύτερη πιθανότητα να αναπτύξουν 
τέτοια νεοπλασία. Στις σποραδικές περιπτώ-
σεις, οι αλλοιώσεις στο RB αγγίζουν περίπου 
το 70% αυτών2. Το κύριο βιοχημικό χαρακτη-
ριστικό της πρωτεΐνης pRB είναι ο έλεγχος του 
μεταγραφικού παράγοντα E2F1, κεντρικού 
ρυθμιστή της προαγωγής του κυτταρικού 
κύκλου, με την οποία δημιουργεί σύμπλεγμα 
κατά τη διάρκεια της G1 φάσης του κυτταρικού 
κύκλου. Μετά από επίδραση μιτογόνων ερεθι-
σμάτων το pRB υπερφωσφωρυλιώνεται από τις 
κυκλινο-εξαρτώμενες κινάσες και απελευθερώ-
νει το E2F1 από το σύμπλεγμα, επιτρέποντάς 
του να ενεργοποιήσει τα γονίδια-στόχους του, 
που κυρίως οδηγούν το κύτταρο στην πρόοδο 
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του κυτταρικού κύκλου, την S φάση3. Πέρα 
από τον κρίσιμο ρόλο που έχει στη μετάβαση 
από την G1 στην S φάση, ο E2F1 έχει επίσης 
την ικανότητα να επάγει την απόπτωση μέσω 
p53-εξαρτώμενων και p53-ανεξάρτητων μονο-
πατιών3. Το χαρακτηριστικό ενός κυτταρικού 
παράγοντα να προκαλεί τόσο τον κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό όσο και την απόπτωση φαί-
νεται παράδοξο. Ωστόσο, η λογική πίσω από 
τη σύνδεση δύο αντίθετων λειτουργιών από 
τον ίδιο παράγοντα είναι ότι το κύτταρο κα-
ταναλώνει λιγότερη ενέργεια για τον έλεγχο 
της μετάβασης από τον πολλαπλασιασμό στον 
προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο σε περί-
πτωση μη αναστρέψιμης κυτταρικής βλάβης, 
ειδικότερα κατά τη διάρκεια της σύνθεσης του 
DNA. Μια προβλεπόμενη συνέπεια, σε βιοχη-
μικό επίπεδο, της αλλοιωμένης έκφρασης της 
pRB είναι η αποδέσμευση του E2F1 από την 
ανασταλτική δράση της pRB. Στην περίπτωση 
αυτή, η ευαίσθητη ισορροπία μεταξύ των δύο 
ιδιοτήτων του E2F1 για προαγωγή ή καταστο-
λή της ανάπτυξης θα διαταραχθεί και το τελικό 
αποτέλεσμα θα υπαγορευτεί από το αντίστοιχο 
μοριακό υπόβαθρο του κυττάρου3. Η διττή 
συμπεριφορά του E2F1 έχει δειχτεί σε ποικίλα 
in vitro κυτταρικά συστήματα και in vivo μο-
ντέλα ζώων3. Χαρακτηριστικά, απώλεια του 
E2F1 σε RB+/- ποντίκια αυξάνει την πιθανότητα 
εμφάνισης νεοπλασίας σε μερικούς ιστούς και 
τη μειώνει σε άλλους4. Παρόμοιο πολυποίκιλο 
μοτίβο απόκρισης του E2F1 φαίνεται να ισχύει 
και στους ανθρώπινους όγκους. Σε μερικούς 
τύπους καρκινωμάτων, όπως αυτούς που προ-
έρχονται από τον πνεύμονα, το μαστό, τον 
θυρεοειδή και το πάγκρεας, ο E2F1 φαίνεται να 
δρα σαν ογκοπρωτεΐνη5-8, ενώ σε άλλους, όπως 
αυτούς που προέρχονται από το παχύ έντερο 
και τον προστάτη, σαν ογκοκατασταλτική 
πρωτεΐνη6. Η εμβρυολογική προέλευση του 
οργάνου, όπως επισημαίνεται στον καρκίνο 
του οισοφάγου9,10, μπορεί επίσης να παίζει 
ρόλο για το ποια δράση θα «επιλέξει» ο E2F1 
σε συγκεκριμένο τύπο καρκίνου.

Δεδομένα που να σχετίζονται με την κατά-
σταση της έκφρασης και τον ρόλο του ενδο-
γενούς E2F1 σε όγκους μεσεγχυματικής προ-
έλευσης, δεν υπάρχουν. Η πληροφορία αυτή 
είναι σημαντική υπό το πρίσμα του ρόλου του 
E2F1 στην ευαισθητοποίηση των κυττάρων σε 
διάφορους χημειοθεραπευτικούς παράγοντες11. 
Για τη διαλεύκανση του παραπάνω θέματος 
εξετάσαμε την έκφραση του E2F1 σε σχέση 

με τις κινητικές παραμέτρους αύξησης (κυτ-
ταρικός πολλαπλασιασμός και απόπτωση) του 
καρκίνου και τους κομβικούς ρυθμιστές του 
κυτταρικού κύκλου, pRB και p53, σε μια ομάδα 
οστεοσαρκωμάτων. Ακολούθως, η λειτουργική 
βάση αυτών των ευρημάτων διερευνήθηκε σε 
μια E2F1-επαγόμενη κυτταρική σειρά οστεο-
σαρκώματος, ακολουθούμενη από πρωτεομική 
ανάλυση. Σκοπός της πρωτεωμικής ανάλυσης 
είναι η αποκάλυψη επιπλέον δικτύων σχετι-
ζόμενων με το E2F1 που θα μπορούσαν να 
βοηθήσουν στην καλύτερη κατανόηση της 
πολύπλευρης φύσης της απόκρισής του και 
στο σχεδιασμό πιο κατάλληλων θεραπειών με 
βάση τον παράγοντα αυτό.

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

Συλλογή υλικού
Συλλέχθησαν 57 δείγματα μονιμοποιημένα 

σε φορμαλίνη και εγκλεισμένα σε παραφίνη 
από περιπτώσεις χειρουργικά εξηρημένων 
οστεοσαρκωμάτων. Τα δείγματα προέρχονται 
από ασθενείς που δεν είχαν υποστεί χημειο- 
ή ακτινοθεραπεία πριν από τη χειρουργική 
επέμβαση. Η διάγνωση των ασθενών και η 
θεραπεία τους έγινε σε ένα από τα παρακάτω 
νοσοκομεία: Αντικαρκινικό Νοσοκομείο Με-
ταξάς, Νοσοκομείο Παίδων Α&Π Κυριακού, 
Κωνσταντοπούλειο Γενικό Νοσοκομείο και 
Γενικό Νοσοκομείο Βούλας.

Ανοσοϊστοχημεία
Η ανοσοϊστοχημεία διενεργήθηκε σύμφωνα 

με την έμμεση μέθοδο της στρεπταβιδίνης-
βιοτίνης-υπεροξειδάσης. Τα αντισώματα που 
χρησιμοποιήθηκαν για την ανοσοϊστοχημι-
κή μελέτη είναι τα εξής: anti-E2F-1 (KH95) 
(Santa Cruz, Bioanalytica, Ελλάδα), anti-Ki-67 
(MIB-1) (DAKO, Kalifronas, Ελλάδα), anti-p53 
(DO7) (DAKO, Kalifronas, Ελλάδα), anti-RB 
(IF8) (Santa Cruz, Bioanalytica, Ελλάδα), και 
anti-phospho-Rb (Ser795)-R (Santa Cruz, 
Bioanalytica, Ελλάδα), anti-phospho-H2AX 
(Ser139) (Millipore, Lab Supplies, Ελλάδα), 
anti-phospho-Chk2 (Thr68) (Cell Signaling, 
Bioline, Ελλάδα).

Επαγώγιμο κυτταρικό σύστημα  
και η καλλιέργειά του

Για τις λειτουργικές αναλύσεις χρησιμοποι-
ήθηκε η κυτταρική σειρά οστεοσαρκώματος 
U2OS η οποία έφερε κλωνοποιημένο το γονίδιο 
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E2F1 κάτω από επαγώγιμο έλεγχο ταμοξιφέ-
νης. Τα κύτταρα του επαγώγιμου συστήματος 
U2OS E2F1-ER καλλιεργήθηκαν σε Dulbeco’s 
τροποποιημένο κατά Eagle’s θρεπτικό υλικό, με 
την προσθήκη 10% ορού βόειων εμβρύων και η 
καλλιέργεια έγινε σε επωαστικό θάλαμο στους 
37οC και σε ατμόσφαιρα 5% CO2.

Πλασμίδια και Διαμόλυνση
1,5x106 κύτταρα Phoenix επιστρώθηκαν 

σε τριβλία των 60mm και την επόμενη μέρα 
επιμολύνθηκαν είτε με pRETROSUPER-shp53 
είτε με pRETROSUPER-shLacZ χρησιμοποιώ-
ντας το πρωτόκολλο διαμόλυνσης με φωσφο-
ρικό ασβέστιο. 24 ώρες μετά, 2x105 κύτταρα 
U2OS E2F1-ER, επιστρώθηκαν σε τριβλίο των 
60mm και την επόμενη μέρα διαμολύνθηκαν 
δύο φορές σε διάστημα 12 ωρών με ρετροϊό 
που προέρχεται από υπερκείμενο κυττάρων 
Phoenix και φιλτραρισμένο από φίλτρο 45μm. 
48 ώρες αργότερα τα κύτταρα διαχωρίστηκαν 
για καμπύλη ανάπτυξης και ανάλυση με κυτ-
ταρομετρητή ροής (BD-FACS).

In situ εκτίμηση του δείκτη απόπτωσης 
(TUNEL)

Η εφαρμογή της μεθόδου πραγματοποι-
ήθηκε με βάση προηγούμενα δημοσιευμένο 
πρωτόκολλο6.

Καμπύλες ανάπτυξης
Η καμπύλη ανάπτυξης εκτιμήθηκε με βάση 

πρωτόκολλα που έχουν προηγούμενα δημο-
σιευθεί.

Ανάλυση FACS
Η ανάλυση FACS έγινε όπως έχει περιγρα-

φεί σε άλλη δημοσίευση.

Ανάλυση έκφρασης πρωτεϊνών με στύπωμα 
κατά Western

Η απομόνωση των ολικών πρωτεϊνών από 
τα κύτταρα και η ανοσοαποτύπωση εκτελέστη-
καν σύμφωνα με προηγούμενα πρωτόκολλα. 
Χρησιμοποιήθηκαν τα παρακάτω αντισώματα: 
ant-p53 (1:500) (DO7) (DAKO, Kalifronas, 
Ελλάδα); anti-phospho-Chk2 (Thr68) (Cell 
Signaling, Bioline, Ελλάδα), anti-Chk2 (1:20) 
(ευγενική προσφορά του Δρ. Θ. Χαλαζονίτη, 
Ινστιτούτο Wistar, ΗΠΑ), και p73 (1:300) 
(NeoMarkers, Bioanalytica, Ελλάδα), anti-
β-actin (1:1000) (AC-15) (Abcam, Anti-Sel, 
Ελλάδα), anti-Cyclin B1 (1:500) (Santa Cruz, 

Bioanalytica, Ελλάδα).

Χρώση Sa-β-Γαλακτοσιδάσης
Η χρώση έγινε με βάση προηγούμενο πρω-

τόκολλο.

Αντιδραστήρια δισδιάστατης 
ηλεκτροφόρησης

Επιστρωμένα strip διαβαθμισμένου pH 
(IPG) και τα διαλύματα αυτών (BioRad Labo-
ratories, Hercules, CA, USA), διάλυμα ακρυ-
λαμίδης/πιπεραζίνης-δισ-ακρυλαμίδης (PDA) 
(37.5:1, w/v) (Biosolve Ltd., Valkenswaard, the 
Netherlands), τα υπόλοιπα αντιδραστήρια για 
την παρασκευή των πηκτωμάτων πολυακρυλα-
μίδης παραλήφθηκαν από την BioRad. CHAPS 
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), 
ουρία (AppliChem, Darmstadt, Germany), 
θειουρία (Fluka, Buchs, Switzerland), 1,4-
διθειοερυθριτόλη (DTE) και EDTA (Merck, 
Darmstadt, Germany).

Ανάλυση έκφρασης πρωτεϊνών  
με δισδιάστατη ηλεκτροφόρηση μετά από 
επαγωγή του U2OS E2F1-ER κυτταρικού 
συστήματος

Η απομόνωση πρωτεϊνών και η δισδιάστατη 
ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα εκτελέστηκαν 
όπως αναφέρεται στους 12.

Αποτύπωση της μάζας των πεπτιδίων (PMF) 
και βαθμιαία αποικοδόμηση μετά τη λήψη 
(PSD)

Η ανάλυση των πεπτιδίων καθώς και η 
αναγνώριση των πρωτεϊνών έγινε όπως ανα-
φέρεται στους.13

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Η σχέση της έκφρασης του E2F1 και των 
κινητικών παραμέτρων των οστεοσαρκω-
μάτων εξαρτάται από το p53. Ο έλεγχος της 
έκφρασης του E2F1 έγινε με την τεχνική της 
ανοσοϊστοχημείας, σε 57 περιστατικά οστε-
οσαρκώματος (Συμπληρωματικός Πίνακας 
1). Η έκφραση του E2F1 υπολογίστηκε ως το 
ποσοστό των καρκινικών κυττάρων με θετικό 
πυρηνικό σήμα. και κυμαινόταν μεταξύ 9 και 
97% (Εικόνα 1α, Συμπληρωματικός Πίνακας 
2α). Στις περιπτώσεις όπου το pRB δεν είχε 
μεταβολή στην έκφρασή του (απουσία ή πολύ 
χαμηλή έκφραση) (Συμπληρωματικός Πίνα-
κας 2α), η χρώση του E2F1 συνοδευόταν από 
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φωσφορυλίωση της pRB, καταδεικνύοντας 
ότι το θετικό σήμα του E2F1 οφείλεται στην 
ελεύθερη και ενεργή μορφή της πρωτεΐνης 
(Εικόνα 1α). Η αρχική ανάλυση πραγματο-
ποιήθηκε στο σύνολο των περιστατικών και η 
σχέση του E2F1 με τις κινητικές παραμέτρους 
του όγκου - πολλαπλασιασμό και απόπτωση 
- που αξιολογήθηκαν με βάση τη χρώση Ki67 
και τη μέθοδο TUNEL αντίστοιχα, δεν έδειξε 
καμία στατιστικώς σημαντική συσχέτιση (Συ-
μπληρωματικός Πίνακας 2α). Εν τούτοις, η 
προσέγγιση αυτή, θα μπορούσε να αποκρύπτει 
την ύπαρξη σχέσης της έκφρασης του E2F1 με 
τις κινητικές παραμέτρους, εάν τα περιστατικά 

ομαδοποιηθούν με βάση την κατάσταση κα-
τώτερων τελεστών του μονοπατιού του E2F1. 
Η υψηλή συχνότητα αλλοιώσεων της p53 σε 
διάφορες μελέτες, όπως και στην παρούσα 
(Εικόνα 1α, Συμπληρωματικός Πίνακας 2α, 
2β) μας οδήγησε στην υπόθεση ότι η p53 θα 
μπορούσε να τροποποιήσει τη σχέση μεταξύ 
της υπερέκφρασης του E2F1 και των κινητικών 
παραμέτρων του όγκου. Πράγματι, σε περιπτώ-
σεις οστεοσαρκωμάτων με φυσιολογικό p53, 
η έκφραση του E2F1 σχετίζεται αντιστρόφως 
ανάλογα με τον πολλαπλασιασμό (Εικόνα 1β, 
p=0.037). Επιπλέον οι περιπτώσεις όπου υπάρ-
χει υψηλό E2F1 και μεταλλαγμένο p53, έχουν 
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σημαντικά χαμηλότερη απόπτωση από εκείνες 
που διατηρούν φυσιολογικό p53 (Εικόνα 1γ, 
p=0.028). Αυτά τα αποτελέσματα καταδει-
κνύουν ότι στα οστεοσαρκώματα η απορρυθ-
μισμένη υπερέκφραση του E2F1 ακολουθείται 
από μια ανασταλτική της ανάπτυξης απόκριση 
εξαρτώμενη από το p53 (Εικόνα 1δ, p=0.037). 
Καθώς η υπερέκφραση του E2F1 μπορεί να 
επάγει την ενεργοποίηση του p53 μέσω της 
επαγωγής του μηχανισμού της απόκρισης στις 
δικλωνικές θραύσεις του DNA (DNA Damage 
Response, DDR), μελετήθηκε η έκφραση της 
γH2AX και της Chk2-pT68, ως δεικτών ενερ-

γοποίησης του μηχανισμού DDR. Πράγματι 
βρέθηκε υψηλό ποσοστό έκφρασης και των δύο 
μορίων στο σύνολο σχεδόν των περιστατικών 
που μελετήθηκαν (Εικόνα 3γ).

Η επαγωγή του E2F1 επιβραδύνει την ανά-
πτυξη της κυτταρικής σειράς οστεοσαρκώμα-
τος U2OS. Η λειτουργική βάση των παραπάνω 
συσχετισμών εξετάστηκε στην κυτταρική σειρά 
οστεοσαρκώματος U2OS, στην οποία το E2F1 
είναι συνδεδεμένο με την περιοχή πρόσδεσης 
του συνδέτη του υποδοχέα οιστρογόνων του 
ποντικού (ER), έτσι ώστε η προσθήκη ταμοξι-
φένης να επιφέρει μετακίνηση του E2F1 στον 

Εικόνα 1. Η κατάσταση του p53 καθορίζει τη σχέση της έκφρασης του E2F1 με τον πολλαπλασιασμό 
και την απόπτωση στα οστεοσαρκώματα. α. Ανοσοϊστοχημική ανάλυση δυο αντιπροσωπευτικών περι-
πτώσεων οστεοσαρκώματος για pRb, pRb-pS795, E2F1, p53 and Ki-67. Στο ένθετο, η επιβεβαίωση της 
μετάλλαξης του p53 με ανάλυση της αλληλουχίας του. β. Σκεδαστικά διαγράμματα που απεικονίζουν 
τη σχέση της έκφρασης του E2F1 και του Ki67 με βάση την κατάσταση του p53. γ. Ιστογράμματα που 
δείχνουν ότι οι περιπτώσεις με υψηλή έκφραση E2F1 σχετίζονταν με αυξημένη απόπτωση όταν το p53 
ήταν φυσιολογικό. δ. Περιστατικά με υψηλή έκφραση E2F1 εμφάνιζαν στατιστικά υψηλότερο δείκτη 
αύξησης όταν το p53 ήταν μεταλλαγμένο. (NS=απουσία στατιστικής σημαντικότητας).
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πυρήνα και ενεργοποίησή του (Συμπληρωμα-
τική Εικόνα 1). Εξετάζοντας τις καμπύλες αύ-
ξησης των κυττάρων, παρατηρήσαμε προφανή 
επιβράδυνση του πολλαπλασιασμού στα κύτ-
ταρα που έγινε επαγωγή του E2F1 σε σχέση με 
τα μη επαγόμενα (Εικόνα 2α). Η επιβράδυνση 

της αύξησης συνοδευόταν, από την 1η ημέρα 
επαγωγής του E2F1, με αύξηση του ποσοστού 
των κυττάρων που πέθαιναν από απόπτωση 
(Εικόνα 2β), ποσοστό που στη συνέχεια μειώ-
θηκε ελάχιστα και σταθεροποιήθηκε περίπου 
την 7η ημέρα. Επιπλέον, μεταξύ των ημερών 5 
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Συμπληρωματική Εικόνα 1. Το E2F1 μετατοπί-
ζεται από το κυτταρόπλασμα στον πυρήνα μετά 
την προσθήκη της 4-OH-Tamoxifen στα κύτταρα 
U2OS-E2F1-ER, όπως καταδεικνύεται με ανο-
σοφθορισμό για το E2F1 (πράσινο). Οι πυρήνες 
έχουν χρωστεί με \DAPI (μπλε).

Εικόνα 2. Η υπερέκφραση του E2F1 σε κύτταρα U2OS 
οδηγεί σε ενεργοποίηση του μηχανισμού απόκρισης στις 
δικλωνικές θραύσεις του DNA (DDR), σε επιβράδυνση του 
πολλαπλασιασμού, σε αυξημένη απόπτωση και γήρανση. 
α. Καμπύλες αύξησης των κυττάρων U2OS-E2F1-ER με 
ή χωρίς την προσθήκη 4-OH-Tamoxifen. β. Το ποσοστό 
των αποπτωτικών κυττάρων όπως προσδιορίστηκε από 
την ανάλυση FACS και χρώση Sa-β-Gal (γ.) σε κύτταρα ελέγχου U2OS-E2F1-ER και 7 ημέρες μετά 
την επίδραση με 4-OH-Tamoxifen. δ. Στυπώματα κατά Western για δείκτες DDR, Cyclin B1 και p73 
σε κύτταρα με και χωρίς προσθήκη 4-OH-Tamoxifen. Η ακτίνη χρησιμεύει για τον έλεγχο του φορ-
τώματος των πρωτεϊνών. (Tam/4-OH-Tam= 4-OH-Tamoxifen).

Sa-β-gal (Εικόνα 2γ). Τέλος, την πρώτη μέρα 
μετά την επαγωγή του E2F1, παρατηρήθηκε 
ταχεία αύξηση του αριθμού των κυττάρων που 
πέθαιναν με μορφολογικά χαρακτηριστικά 
μιτωτικής καταστροφής (μεγάλα κύτταρα, με 
πολλαπλούς μικροπυρήνες και αποσυμπυκνω-
μένη χρωματίνη) (Συμπληρωματική Εικόνα 2α) 
(Suppl. Figure 2a)14,15. Η εμφάνιση κυττάρων με 
χαρακτηριστικά μιτωτικής καταστροφής συνο-
δευόταν από αντίστοιχη αύξηση των επιπέδων 
της κυκλίνης Β (Εικόνα 2δ) και τη μετατόπισή 
της στον πυρήνα (Συμπληρωματική Εικόνα 
2β). Τα κύτταρα αυτά μειώθηκαν την δεύτερη 
μέρα και εξαφανίσθηκαν εντελώς την τρίτη.

Η υπερέκφραση του E2F1 οδήγησε σε ενερ-
γοποίηση του μηχανισμού απόκρισης στις 
δικλωνικές θραύσεις του DNA όπως φαίνεται 
από τα ανοσοστυπώματα κατά Western για τις 
γH2AX και Chk2-pT68 (Εικόνα 2δ), όπως έχει 

και 10, αυξήθηκε το ποσοστό των κυττάρων 
που εμφάνισαν φαινότυπο κυτταρικής γή-
ρανσης, όπως καταδεικνύεται από τη χρώση 
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ence RNA), αποσιωπήσαμε το γονίδιο p53 στην 
κυτταρική σειρά U2OS-E2F1-ER και διαπιστώ-
σαμε ότι η επαγωγή του E2F1 δεν είχε αυτή τη 
φορά επίπτωση στον ρυθμό πολλαπλασιασμού 
των κυττάρων (Εικόνα 3α), ενώ εξαφανίστη-
καν και τα φαινόμενα της απόπτωσης και της 
γήρανσης (Εικόνα 3β) στον πληθυσμό. Τέλος, 

Συμπληρωματική Εικόνα 2. α. Χρώση DAPI των κυττάρων U2OS-E2F1-ER 24 ώρες μετά την προ-
σθήκη 4-OH-Tamoxifen και των κυττάρων ελέγχου. Ευμεγέθη κύτταρα με πολλαπλούς μικροπυρήνες 
ανευρέθησαν συχνά ανάμεσα στα κύτταρα που προστέθηκε4-OH-Tamoxifen. β. Ανοσοφθορισμός 
για την Κυκλίνη Β1 σε κύτταρα ελέγχου και κύτταρα U2OS-E2F1-ER 24 ώρες μετά την προσθήκη 
4-OH-Tamoxifen.

Εικόνα 3. Η καταστολή της p53 αποκαθιστά το αυξητικό 
δυναμικό και αναστέλλει την απόπτωση των κυττάρων 
μετά από υπερέκφραση του E2F1. α. Καμπύλες αύξησης 
των κυττάρων U2OS-E2F1-ERshp53 με ή χωρίς την 
προσθήκη 4-OH-Tamoxifen. β. Ποσοστό αποπτωτικών 
κυττάρων και χρώση Sa-β-Gal με και χωρίς προσθήκη 
4-OH-Tamoxifen σε κύτταρα U2OS-E2F1-ERshp53. 
γ. Ανοσοϊστοχημική ανάλυση για γH2AX και Chk2-

pT68 σε αντιπροσωπευτικά περιστατικά οστεοσαρκώματος με φυσιολογικό και μεταλλαγμένο p53 
αντίστοιχα.

δειχθεί και παλιότερα16. Καθώς είναι γνωστό 
ότι ο μηχανισμός αυτός μεσολαβεί την εμφά-
νιση της απόπτωσης και της γήρανσης16-18, 
αναζητήσαμε αυτή την αιτιολογική σχέση στο 
κυτταρικό μας σύστημα. Χρησιμοποιώντας 
την τεχνική καταστολής της έκφρασης ενός 
γονιδίου με τη χρήση siRNA (short interfer-
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η έκφραση της p73, που είναι πιθανός μεσο-
λαβητής της E2F1-επαγόμενης απόπτωσης, 
δεν αυξήθηκε ύστερα από επαγωγή του E2F1, 
αποκλείοντας την πιθανότητα η απόπτωση να 
είναι εξαρτώμενη της p73.

Πρωτεωμική ανάλυση της επαγόμενης 
κυτταρικής σειράς U2OS-E2F1-ER αποκα-
λύπτει νέες υποψήφιες οδούς για τη σύνδεση 
της ενεργοποίησης του E2F1 με τη ρύθμιση 
του p53. Για να αποκτήσουμε σφαιρική άποψη 
των μοριακών αλλαγών που συμβαίνουν στα 

κύτταρα U2OS ύστερα από επαγωγή του E2F1, 
και ειδικά σε σχέση με το p53, αναλύσαμε τα 
επαγόμενα, μη επαγόμενα και πατρικά κύτ-
ταρα U2OS με δισδιάστατη ηλεκτροφόρηση. 
Για το πείραμα αυτό επιλέχτηκε το χρονικό 
σημείο των 48h για την επαγωγή του E2F1, 
γιατί πιθανοί παράγοντες που επηρεάζουν 
τον κυτταρικό κύκλο και είναι ανεξάρτητοι 
του E2F1, θεωρείται ότι είναι ελάχιστοι και 
επιπλέον το μονοπάτι απόκρισης σε βλάβες 
του DNA είναι πλήρως ενεργοποιημένο. Ανά-
λυση των τριών αυτών πρωτεωμάτων έγινε 
με φασματογράφο μάζας MALDI-TOF-MS 
(Matrix Assisted Laser Desorption-Time of 
Flight-Mass Spectrometry). Ακολουθώντας 
έναν αφαιρετικό αλγόριθμο προσδιορίσαμε 
τις πρωτεΐνες που επάγονται ή καταστέλλο-

Εικόνα 4. Αντιπροσωπευτικά πηκτώματα 2-DE 
πρωτεϊνών από κύτταρα U2OS-E2F1-ER χωρίς 4-
OH-Tamoxifen ή 48 ώρες μετά την προσθήκη της. 
Οι πρωτεΐνες είχαν απομονωθεί και διαχωριστεί 
σε ταινίες IPG pH 3-10 ή pH 4-7 μη γραμμικά, και 
ακολουθήθηκε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 12% 
SDS-polyacrylamide. Το πήκτωμα έχει χρωστεί με 
Coomassie blue. Η αναγνώριση των στιγμάτων 
των πρωτεϊνών έγινε με ανάλυση PMF και/ή 
PSD-MS-MS. Σημειώνονται οι πρωτεΐνες που 
βρέθηκαν κατεσταλμένες ή υπερεκφρασμένες. Το 
εύρος του pH range ήταν είτε 3-10 (άνω τμήμα ) 
ή 4-7 (κάτω τμήμα). Βλέπε Συμπληρωματικούς 
Πίνακες 3 και 4 για το όνομα και την περιγραφή 
κάθε σημασμένης πρωτεΐνης.

Συμπληρωματική Εικόνα 3. Σχηματική αναπα-
ράσταση του αλγόριθμου που ακολουθήθηκε 
για τον προσδιορισμό των υπερκφρασμένων και 
των κατεσταλμένων πρωτεϊνών μεταξύ αυτών 
που ανιχνεύθηκαν με δισδιάστατη ηλεκτροφό-
ρηση μετά την επαγωγή του E2F1. Οι διαφορές 
μεταξύ των κυττάρων που έγινε ή όχι επαγωγή 
του E2F1, συγκρίθηκαν επίσης με το πρωτέωμα 
των κυττάρων της πατρικής σειράς U2OS για να 
αποκλειστεί κάθε μεταβολή που μπορεί να οφεί-
λεται στη διαδικασία διαμόλυνσης. Οι πρωτεΐνες 
που υπήρχαν μόνο στο πρωτέωμα των κυττάρων 
U2OS-E2F1-ER που έγινε επαγωγή αλλά ήταν 
απούσες από τα κύτταρα ελέγχου και τα πατρι-
κά κύτταρα θεωρήθηκαν ως υπερεκφρασμένες. 
Σε αντίθεση, οι κοινές πρωτεΐνες των πατρικών 
κυττάρων και των κυττάρων ελέγχου που δεν 
εντοπίστηκαν στο πρωτέωμα των κυττάρων 
U2OS-E2F1-ER μετά την επαγωγή του E2F1, 
θεωρήθηκαν ως κατεσταλμένες.
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Εικόνα 5. Σηματοδοτικά μονοπάτια που συνδέουν τις υπερεκ-
φρασμένες πρωτεΐνες με την ενεργοποίηση ή την αναστολή 
της p53, όπως αποκαλύφθηκε με βιοπληροφορική ανάλυση 
με τη χρήση του λογισμικούPathway Studio. Η ανάλυση των 
συμβόλων γίνεται στη συνοδευτική λεζάντα.

νται ύστερα από επαγωγή του E2F1. Βρήκαμε 
συνολικά 64 πρωτεΐνες να επάγονται και 18 
πρωτεΐνες να καταστέλλονται. Η ανάλυση της 
αλληλουχίας των εκκινητών των πρωτεϊνών 
που άλλαξαν έκφραση, αποκάλυψε ότι 26/64 
επαγόμενες πρωτεΐνες και 6/18 κατασταλ-
μένες πρωτεΐνες έχουν στοιχείο απόκρισης 
(responsive element) για τον E2F1. Για να 
διερευνηθεί η σχέση των πρωτεϊνών που αλ-
λάζουν έκφραση μετά την επαγωγή του E2F1, 
με την p53, έγινε βιοπληροφορική μελέτη με 
τη χρήση του προγράμματος Pathway Studio. 

Η ανάλυση αυτή έδειξε ότι σχεδόν το 30% των 
πρωτεϊνών αυτών, που προφανώς είναι κάτω 
από την επίδραση του E2F1, αποτελούν μέρος 
διαδοχικών σηματοδοτικών μονοπατιών που 
μπορεί να ρυθμίζουν το p53.

ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Ο ρόλος του E2F1 είναι ιδιαίτερα σημαντι-
κός στα οστεοσαρκώματα, καθώς πρόκειται για 
νεοπλάσματα με συχνές αλλοιώσεις στο μονο-
πάτι του pRb2 που καθιστούν ουσιαστικά τον 
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E2F1 διαρκώς μεταγραφικά ενεργό. Η ανάλυση 
της έκφρασης του Ε2F1 στα οστεοσαρκώματα 
έδειξε ότι η σχέση του με τις κινητικές παρα-
μέτρους του όγκου καθορίζεται από το p53. 
Αντίστοιχα, σε παλιότερες μελέτες η σχέση της 
έκφρασης του E2F1 με τον πολλαπλασιασμό 
και την απόπτωση διέφερε ανάλογα με τον υπό 
μελέτη ιστό5-8 ή με την εμβρυοογική προέλευση 
του όγκου9, 10. Το κυτταρικό περιβάλλον εκτρέ-
πει επομένως το αποτέλεσμα της αυξημένης 
δραστικότητας του E2F1 είτε προς την αύξηση 
του όγκου είτε προς τον κυτταρικό θάνατο3, 
ώστε περιστατικά με υψηλή έκφραση E2F1 
και φυσιολογικό p53 να εμφανίζουν μειωμένο 
πολλαπλασιασμό και αυξημένη απόπτωση, 

ενώ η σχέση αυτή καταργείται και τείνει να 
αντιστραφεί όταν το p53 είναι μεταλλαγμένο. 
Τα δεδομένα αυτά συνάδουν με πρόσφατες 
μελέτες που εξαρτούν από το κυτταρικό πε-
ριβάλλον την ογκογόνο ή ογκοκατασταλτική 
δράση του E2F1.

Τα παραπάνω αποτελέσματα επιβεβαιώ-
θηκαν και in vitro καθώς η υπερέκφραση του 
E2F1 στην κυτταρική σειρά οστεοσαρκώματος 
U2OS που διαθέτει ακέραιο p53 οδήγησε σε 
μείωση του ρυθμού πολλαπλασιασμού και 
αύξηση του ποσοστού των αποπτωτικών και 
γηρασμένων κυττάρων. Τόσο η απόπτωση όσο 
και η κυτταρική γήρανση αποτελούν φραγμούς 
στην καρκινογενετική διαδικασία και έχει δει-

Εικόνα 6. Σηματοδοτικά μονοπάτια που συνδέουν τις κατε-
σταλμένες πρωτεΐνες με την ενεργοποίηση ή την αναστολή της 
p53, όπως αποκαλύφθηκε με βιοπληροφορική ανάλυση με τη 
χρήση του λογισμικούPathway Studio. Η ανάλυση των συμβόλων 
γίνεται στη συνοδευτική λεζάντα.
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χθεί ότι εγείρονται μετά από ενεργοποίηση 
του μηχανισμού απόκρισης στις δικλωνικές 
θραύσεις του DNA (DDR)16-18. Ο μηχανισμός 
αυτός ενεργοποιείται από την υπερέκφραση 
του E2F1 όπως φαίνεται από την παρούσα 
αλλά και παλιότερες μελέτες16 και καταλήγει σε 
σταθεροποίηση και αύξηση της μεταγραφικής 
ενεργότητας της p53. Επιπλέον, στην κυτταρι-
κή σειρά U2OS ο γενετικός τόπος INK4A που 
κωδικοποιεί τις πρωτεΐνες p16 (σχετίζεται με 
την εμφάνιση κυτταρικής γήρανσης19,20) και 
p14 (πρωτεΐνη αισθητήρας των ογκογόνων 
σημάτων που ενεργοποιεί την p53 αίροντας 
την ανασταλτική επίδραση της MDM221) εί-
ναι υπερμεθυλιωμένος και δεν μεταγράφεται. 
Επομένως η ενεργοποίηση του μηχανισμού 
DDR μετά την επαγωγή του E2F1 μπορεί να 
υποτεθεί ότι είναι ο μηχανισμός που μεσολαβεί 
την πρόκληση απόπτωσης και γήρανσης των 
κυττάρων. Η αποκατάσταση του ρυθμού πολ-
λαπλασιασμού των κυττάρων U2OS-E2F1-ER 
στα οποία έχει αποσιωπηθεί το γονίδιο p53, 
μετά την επαγωγή του E2F1 με ταυτόχρονη 
μείωση του ποσοστού των αποπτωτικών και 
γηρασμένων κυττάρων επιβεβαιώνει τον πα-
ραπάνω ισχυρισμό.

Ο μηχανισμός DDR βρέθηκε επίσης να 
είναι ενεργοποιημένος στο σύνολο σχεδόν 
των περιστατικών που εξετάστηκαν. Καθώς, 
υπήρχαν περιστατικά οστεοσαρκώματος που 
δεν εμφάνισαν αυξημένη έκφραση E2F1, όπως 
προέκυψε από την ανοσοϊστοχημική ανάλυση, 
θα πρέπει να υπάρχουν άλλα μιτογόνα ερεθί-
σματα που οδήγησαν στην ενεργοποίηση του 
DDR. Τέτοια ερεθίσματα θα μπορούσε να είναι 
η υπερέκφραση γονιδίων όπως το c-erb-B2, 
το myc και το ΜΕΤ τα οποία έχουν βρεθεί να 
συμμετέχουν στην παθογένεση της νόσου22. 
Το σημαντικό ποσοστό ενεργοποίησης του 
μηχανισμού DDR και η υψηλή συχνότητα 
μεταλλάξεων του p53 που βρέθηκαν στα πε-
ριστατικά οστεοσαρκώματος που αναλύθηκαν, 
υποστηρίζουν μία από τις βασικές προβλέψεις 
της θεωρίας μας ότι ο μηχανισμός απόκρισης 
στις δικλωνικές θραύσεις του DNA μπορεί 
να δράσει σαν δύναμη επιλογής επιφέροντας 
μεταλλάξεις του p53 κατά τη διάρκεια της 
ανάπτυξης της κακοήθειας16,17,23,24.

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον έχει η παρατήρηση της 
εμφάνισης κυττάρων με φαινότυπο μιτωτικής 
καταστροφής την πρώτη μέρα μετά την επαγω-
γή του E2F1 στην κυτταρική σειρά U2OS και η 
ταχεία εξαφάνιση τους τις επόμενες ημέρες. Η 

μιτωτική καταστροφή έχει χαρακτηριστεί σαν 
μορφή κυτταρικού θανάτου που οφείλεται σε 
πρώιμη είσοδο του κυττάρου στη φάση της 
μίτωσης μετά από επίδραση μιτογόνων ερεθι-
σμάτων. Ένα τέτοιο ερέθισμα μπορεί να είναι η 
πρώιμη ενεργοποίηση του συμπλόκου κυκλί-
νης Β-cdk1, καθώς η υπερέκφραση του E2F1 
αυξάνει τα επίπεδα της κυκλίνης Β25 και όπως 
φαίνεται από την παρούσα μελέτη προάγει την 
αναδιανομή της από το κυτταρόπλασμα στον 
πυρήνα. Είναι γνωστό όμως ότι η πρόκληση 
βλάβης στο DNA – όπως αυτή που επιφέρει η 
επαγωγή του E2F1 - και η επακόλουθη ενερ-
γοποίηση του μηχανισμού απόκρισης στις δι-
κλωνικές θραύσεις διακόπτουν την πρόοδο του 
κυτταρικού κύκλου και αποτρέπουν την είσοδο 
στη μίτωση. Αυτό επιτυγχάνεται κυρίως μέσω 
της φωσφορυλιωμένης μορφής της κινάσης 
Chk2 και της p53, οι οποίες αναστέλλουν το 
σύμπλοκο κυκλίνης Β-Cdk1 είτε απενεργοποι-
ώντας την ενεργοποιητική για το σύμπλοκο 
πρωτεΐνη Cdc25C26, είτε αποτρέποντας την 
είσοδο του συμπλόκου στον πυρήνα27, είτε 
τέλος καταστέλλοντας την ενεργότητα του 
ίδιου του συμπλόκου28. Η ενεργοποίηση του 
μηχανισμού DDR μετά την πρώτη μέρα της 
επαγωγής του E2F1 παρεμποδίζει την πρώιμη 
είσοδο στη μίτωση που επάγεται από τα αυξη-
μένα επίπεδα της κυκλίνης Β και οδηγεί τελικά 
στην εξαφάνιση των κυττάρων με χαρακτηρι-
στικά μιτωτικής καταστροφής.

Η πρωτεωμική ανάλυση έδειξε ότι 64 πρω-
τεΐνες επάγονται και 18 πρωτεΐνες καταστέλ-
λονται λόγω της υπερέκφρασης του E2F1. 
Οι πρωτεΐνες αυτές ανήκουν σε διάφορες 
λειτουργικές ομάδες όπως οι πρωτεΐνες συ-
νοδοί (chaperones), ένζυμα του μεταβολι-
σμού, πρωτεΐνες σχετικές με την επεξεργασία 
του RNA, πρωτεΐνες που συμμετέχουν στους 
μηχανισμούς αποικοδόμησης/ανακύκλωσης 
(turnover) αυτών, πρωτεΐνες σχετικές με τον 
κυτταροσκελετό και την κινητικότητα/συσταλ-
τικότητα του κυττάρου, ρύθμιση και μετάδοση 
κυτταρικών σημάτων, μεταφορικοί φορείς 
(transport carrier) και δίαυλοι (channels) κα-
θώς και πιθανά ογκογονίδια. Μεταξύ των 
πρωτεϊνών που άλλαξαν έκφραση αρκετές 
φαίνεται να έχουν κάποιο ρόλο στη διαδικα-
σία της ογκογένεσης. Για παράδειγμα η Crk-
like πρωτεΐνη εμπλέκεται στη μετατροπή των 
κυττάρων από επιθηλιακά σε μεσεγχυματικά, 
διαδικασία κρίσιμη για τη διήθηση και μετά-
σταση των καρκινικών κυττάρων29. Η PBK/
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TOPK έχει δειχθεί να αυξάνεται σε λεμφώματα 
και στον καρκίνο του μαστού, να ελέγχεται 
από τους μεταγραφικούς παράγοντες E2F και 
να δημιουργεί σύμπλοκο με το p53 πιθανώς 
εμποδίζοντας έτσι τη δράση του τελευταίου30. 
Με τη σειρά του, το σύμπλοκο σηματοδότη-
σης (signalosome) COP9 απενεργοποιεί την 
ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη p27Kip1, εξάγο-
ντάς την από τον πυρήνα, και προωθεί την 
αποικοδόμηση του p53 μέσω του μονοπατιού 
της ουμπικιτίνης31. Άλλη πρωτεΐνη που αυξά-
νεται είναι η γλυκόζη-6-φωσφοδεϋδρογενάση 
(G6PDH), κεντρικό ένζυμο του γλυκολυτικού 
κύκλου, το οποίο έχει δειχθεί να εμποδίζει τον 
κυτταρικό θάνατο από τις δραστικές ρίζες οξυ-
γόνου (reactive oxygen species)32. Α λύση των 
πρωτεϊνών, που αλλάζουν έκφραση ύστερα από 
επαγωγή του E2F1, με το πρόγραμμα Pathway 
Studio δείχνει, κάποιες από αυτές να σχετίζο-
νται και να επηρεάζουν την έκφραση του p53 
μέσω διαφόρων σηματοδοτικών μηχανισμών. 
Έτσι σημαντικά σηματοδοτικά μονοπάτια 
που αναδείχθηκαν περιλαμβάνουν αυτά της 
πρωτεΐνης μη-υποδοχέα τυροσινικής κινάσης 
src, των ονγκογονιδίων myc, fos και raf1, των 
αυξητικών παραγόντων c-erb-B2 και TGF-
beta 1, των ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών 
PTEN και WT1, των κυτοκινών tumor necrosis 
factor (TNF) και IL-6 και των πρωτεϊνικών 
κινασών ενεργοποιούμενες από τα μιτογόνα 
(mitogen-activated protein kinases). Η πα-
ραπάνω βιοπληροφορική επεξεργασία έδωσε 
μια σημαντική πληροφορία που αφορά στην 
έκφραση του p53: η πλειοψηφία των πιθανών 
σηματοδοτικών μονοπατιών οδηγεί σε ενεργο-
ποίηση του p53; πληροφορία που συμβαδίζει 
με τα in vitro και in vivo πειράματα που έχουμε 
κάνει μέχρι τώρα.

Συμπερασματικά, η μελέτη αυτή δείχνει 
τις ιδιότητες του E2F1 για καταστολή του 
πολλαπλασιασμού στα οστεοσαρκώματα, η 
οποία είναι βασικά p53-εξαρτώμενη και πα-
ρουσιάζονται πιθανοί στόχοι του E2F1, καθώς 
και πιθανά σηματοδοτικά μονοπάτια που θα 
μπορούσαν να είναι χρήσιμα σε μελλοντικές 
κλινικές εφαρμογές.
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