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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Οι οιστρογονοϋποδοχείς (ERs) κατέχουν κεντρικό ρόλο στην ανάπτυξη και την εξέλιξη 

του καρκίνου του μαστού. Παρόλο που η συνεισφορά του ERα στη ρύθμιση της 

συμπεριφοράς των καρκινικών κυττάρων μαστού έχει μελετηθεί εκτενώς, οι βιολογικές 

δράσεις της ισομορφής του, ERβ, δεν είναι απολύτως αποσαφηνισμένες. Στην παρούσα 

διδακτορική διατριβή, αποδείχθηκε ότι η καταστολή του ERβ στα επιθετικά, ERβ-

θετικά, MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού (shERβ MDA-MB-231) οδήγησε σε 

αξιοσημείωτες φαινοτυπικές αλλαγές, καταστολή της διαδικασίας μετασχηματισμού 

από επιθηλιακό σε μεσεγχυματικό φαινότυπο (ΕΜΤ), καθώς και σε σημαντικές 

διαφοροποιήσεις στις ιδιότητες και στα επίπεδα γονιδιακής και πρωτεϊνικής έκφρασης 

λειτουργικών συστατικών του εξωκυττάριου χώρου (ECM) των καρκινικών κυττάρων 

μαστού. Όπως παρατηρήθηκε από ηλεκτρονική μικροσκοπία σάρωσης, η καταστολή 

του ERβ επηρεάζει σημαντικά τα μορφολογικά χαρακτηριστικά των shERβ MDA-MB-

231 κυττάρων. Επιπλέον, η καταστολή του ERβ μειώνει την έκφραση των 

μεσεγχυματικών δεικτών fibronectin και vimentin, ενώ αυξάνει τα επίπεδα έκφρασης 

του επιθηλιακού δείκτη Ε-cadherin και τις κυτταρικές διεπαφές. Οι συγκεκριμένες 

αλλαγές ακολουθούνται από μειωμένα επίπεδα των λειτουργικών ιδιοτήτων που 

προάγουν την επιθετικότητα των συγκεκριμένων καρκινικών κυττάρων, όπως ο 

πολλαπλασιασμός, η μετανάστευση, η διήθηση και η προσκόλληση. Αξίζει να 

σημειωθεί ότι η καταστολή του ERβ μειώνει τη μετανάστευση των MDA-MB-231 

καρκινικών κυττάρων μαστού μέσω των σηματοδοτικών μονοπατιών EGFR/IGF-IR και 

JAK/STAT. Επιπλέον, τα δεδομένα μας αποκάλυψαν ότι ο ERβ κατέχει κρίσιμο ρόλο 

στη ρύθμιση της μεταγραφικής και πρωτεϊνικής έκφρασης σημαντικών τελεστών του 

ECM, όπως των μεμβρανικών συνδεκανών και της ενδοκυττάριας σεργλυκίνης, πολλών 

ΜΜΡs, συστατικών του συστήματος ενεργοποίησης του πλασμινογόνου και υποδοχέων 

κινάσης τυροσίνης. Αυτά τα δεδομένα δείχνουν ξεκάθαρα ότι ο ERβ αποτελεί 

σημαντικό ρυθμιστή της κυτταρικής συμπεριφοράς και της σύστασης του ECM των 

υψηλού μεταστατικού δυναμικού, MDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων μαστού, 

ανοίγοντας ένα νέο πεδίο έρευνας για την κατανόηση του ρόλου του και τη βελτίωση 

της φαρμακολογικής στόχευσης του μη-ορμονοεξαρτώμενου, επιθετικού καρκίνου του 

μαστού.  

Oι επιγενετικές αλλαγές είναι υπεύθυνες για την ικανότητα των καρκινικών κυττάρων 

να μεταναστεύουν. Στην παρούσα διδακτορική διατριβή, αποδείξαμε ότι η έκφραση 
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των ERs συνδέεται με τη διαφορική έκφραση πολλών miRNAs που σχετίζονται με την 

εξέλιξη του καρκίνου του μαστού, στα MCF-7 και MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα 

μαστού, ενώ κυρίως τα miR-10b (ογκογενετικό miRNA) και miR-200b (αναστολέας 

του ΕΜΤ) φαίνεται να είναι εκείνα που εμπλέκονται στη ρύθμιση της επιθετικής 

συμπεριφοράς των MDA-MB-231 κυττάρων. Μάλιστα η έκφρασή τους 

διαμεσολαβείται από τη διεπικοινωνία των σηματοδοτικών μονοπατιών EGFR/IGF-IR 

με τη 17β-οιστραδιόλη (E2). Επιπλέον, η καλλιέργεια των ERα-θετικών, MCF-7, και 

ERβ-θετικών, MDA-MB-231, κυττάρων σε μέσο καλλιέργειας απουσία οιστρογόνων, 

έχει διαφορετικό αντίκτυπο στην έκφραση των παραπάνω miRNAs και στη 

συμπεριφορά αυτών των κυττάρων, γεγονός που εξηγεί τη στοχευμένη επίδραση της E2 

στην έκφραση των miRNAs, αναλόγως της έκφρασης των ERs στα καρκινικά κύτταρα 

μαστού. Παράλληλα, η καταστολή του ERβ στα MDA-MB-231 κύτταρα οδήγησε σε 

σημαντικές αλλαγές στα προφίλ έκφρασης συγκεκριμένων miRNAs, 

συμπεριλαμβανομένων των miR-10b, miR-200b και miR-145 (ογκοκατασταλτικό 

miRNA). Η υπερέκφραση του miR-10b είτε η αποσιώπηση του miR-145 στα shERβ 

MDA-MB-231 κύτταρα, αποκάλυψαν ότι τα συγκεκριμένα miRNAs ρυθμίζουν τις 

λειτουργικές ιδιότητες, το πρόγραμμα ΕΜΤ και την έκφραση σημαντικών τελεστών του 

ECM που είναι γνωστοί για την εμπλοκή τους στην επιθετικότητα του καρκίνου του 

μαστού. Τα δεδομένα έδειξαν ότι το miR-10b συμμετέχει ενεργά στη ρύθμιση των 

ιδιοτήτων, στην έκφραση δεικτών του ΕΜΤ και στη σηματοδότηση ERK1/2 στα shERβ 

MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα, επηρεάζοντας έτσι τη σύσταση του ECM, με 

αποτέλεσμα την ενίσχυση της επιθετικότητας των κυττάρων αυτών. Σημαντικότερη 

επίδραση παρουσιάζεται στη συνδεκάνη-1 και σε μόρια του πρωτεολυτικού 

καταρράκτη, κυρίως στις ΜΜΡ2, ΜΜΡ7, ΜΜΡ9. Αντίστοιχα, η καταστολή του miR-

145 επήγαγε σημαντικά την επιθετικότητα των shERβ MDA-MB-231 κυττάρων καθώς 

και τη διαδικασία ΕΜΤ. Επιπλέον, η καταστολή της έκφρασης του συγκεκριμένου 

miRNA οδήγησε σε σημαντικές μεταγραφικές και πρωτεϊνικές αλλαγές των ρυθμιστών 

του ECM, όπως του HER2 και πολλών MMPs, ενώ επήγαγε τα επίπεδα 

φωσφορυλίωσης των ERK1/2 κινασών σε αυτά τα κύτταρα, υποδηλώνοντας τον 

κρίσιμο ρόλο του miR-145 στην ενεργοποίηση του συγκεκριμένου σηματοδοτικού 

μονοπατιού.  

Συμπερασματικά, τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης αποδεικνύουν ότι οι αλλαγές 

που παρατηρούνται στην κυτταρική συμπεριφορά και στη σύσταση του ECM από την 

καταστολή του ERβ στα MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού, είναι στενά 
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συνδεδεμένες με συγκεκριμένες επιγενετικές τροποποιήσεις σε επίπεδο miRNAs. 

Καταλήγοντας, η στόχευση των ERα/β-ρυθμιζόμενων miR-10b, miR-200b και miR-145 

αποτελεί ένα πολλά υποσχόμενο εργαλείο για την έγκαιρη διάγνωση και την 

αποτελεσματική φαρμακολογική στόχευση του επιθετικού, μη-ορμονοεξαρτώμενου 

καρκίνου του μαστού. 

 

Λέξεις κλειδιά: Καρκίνος μαστού, Οιστρογονοϋποδοχείς, Οιστρογονοϋποδοχέας β, 

microRNAs, Mετασχηματισμός από επιθηλιακό σε μεσεγχυματικό φαινότυπο, 

Εξωκυττάριος χώρος, Κυτταρική σηματοδότηση, Μεταλλοπρωτεϊνάσες, 

Πρωτεογλυκάνες 
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ABSTRACT 

Estrogen receptors (ERs) have pivotal roles in breast cancer growth and progression. 

Even though the contribution of ERα in the modulation of breast cancer cells' behavior 

is thoroughly studied, the biological functions of its isoform, ERβ, are less elucidated. 

In the present doctoral thesis, we demonstrated that ERβ suppression in the highly 

aggressive, ERβ-positive MDA-MB-231 breast cancer cells (shERβ MDA-MB-231) 

resulted in profound phenotypic changes, inhibition of EMT process and major changes 

in the properties as well as in gene and protein expression levels of certain functional 

matrix components of breast cancer cells in a 17-β-estradiol (E2)-independent manner. 

As observed by scanning electron microscopy, ERβ suppression strongly affects the 

morphology of shERβ MDA-MB-231 cells, which is followed by downregulated 

expression levels of the mesenchymal markers fibronectin and vimentin, whereas it 

increases the expression levels of epithelial marker E-cadherin and cell-cell junctions. 

These alterations are followed by reduced levels of cell functional properties that 

promote the aggressiveness of these cells, such as proliferation, migration, spreading 

capacity, invasion and adhesion. Notably, ERβ suppression reduces the migration of 

MDA-MB-231 breast cancer cells via EGFR/IGF-IR and JAK/STAT signaling 

pathways. Moreover, our findings revealed that ERβ has a crucial role in modulation of 

mRNA levels and protein expression of several matrix mediators, including the 

transmembrane syndecans and intracellular serglycin, several MMPs, plasminogen 

activation system components and receptor tyrosine kinases. These data clearly 

demonstrate that ERβ plays a crucial role in mediating cell behavior and ECM 

composition of the highly aggressive MDA-MB-231 cells and it opens a new area of 

research to further understand its role and to improve pharmaceutical targeting of the 

non-hormone-dependent breast cancer.  

The epigenetic alterations are responsible for the ability of the tumor cells to 

metastasize. In the present study, we demonstrated that ER status is associated with 

distinct miRNA expression profiles in MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cells, 

and that mainly miR-10b (oncogenic miRNA) and miR-200b (EMT inhibitor) are the 

key regulators of MDA-MB-231 cell behavior. Notably, the expression profiles of these 

miRNAs are mediated through EGFR/IGF-IR crosstalk with E2. Moreover, growing 

ERα-positive, MCF-7, and ERβ-positive, MDA-MB-231, cells in estrogen-free medium 

resulted in a diverse impact on miRNA expression and the behavior of these cells, 
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suggesting the specific effect of E2 on the miRNAs expression profile, depending on 

the ER status of breast cancer cells. Specifically, ERβ suppression in MDA-MB-231 

breast cancer cells results in significant changes in the expression profiles of specific 

miRNAs that regulate breast cancer progression, including miR-10b, miR-200b and 

miR-145 (tumor-suppressive miRNA). Enhanced miR-10b expression or miR-145 

silencing in shERβ MDA-MB-231 cells revealed that these miRNAs can regulate the 

functional properties, EMT program and expression of major ECM components known 

as modulators of breast cancer aggressiveness. Our data pinpointed that miR-10b is 

strongly implicated in the regulation of functional properties, expression of EMT 

markers and ERK1/2 signaling in shERβ MDA-MB-231 cells, thus affecting ECM 

composition and subsequently increasing the aggressiveness of these cells. Syndecan-1 

and the proteolytic milieu macromolecules, especially MMP2, MMP7 and MMP9, are 

the most affected among ECM macromolecules. Accordingly, the inhibition of miR-145 

expression significantly increased the aggressiveness of shERβ MDA-MB-231 cells and 

induced EMT. Furthermore, miR-145 silencing resulted in striking changes in mRNA 

levels and protein expression of major ECM mediators, such as HER2 and several 

MMPs, whereas it significantly increased the phosphorylated levels of ERK1/2 kinases 

in these cells, suggesting the crucial role of miR-145 in this signaling pathway.  

In conclusion, these novel data suggest that the alterations in cell behavior and in ECM 

composition caused by ERβ suppression in MDA-MB-231 cells are closely related to 

certain epigenetic miRNA-induced alterations. Targeting the ERα/β-regulated miR-10b, 

miR-200b and miR-145 serves as a promising tool for early diagnosis and 

pharmaceutical targeting in aggressive, non-hormone-dependent breast cancer. 

 

Keywords: Breast cancer; Estrogen receptors; Estrogen receptor beta; microRNAs; 

Epithelial-to-mesenchymal-transition; Extracellular matrix; Cellular signaling; Matrix 

metalloproteinases; Proteoglycans  
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Καρκίνος: χαρακτηριστικά γνωρίσματα 

Ο καρκίνος αποτελεί μια σημαντική αιτία θνησιμότητας παγκοσμίως, με περισσότερους 

από 100 θανάτους ανά 100.000 ασθενείς [1]. Αποτελεί ένα σύνολο παθολογικών 

καταστάσεων που αναπτύσσονται με την πάροδο του χρόνου και περιλαμβάνουν την 

ανεξέλεγκτη διαίρεση των κυττάρων του σώματος. Τα κύτταρα που δεν υφίστανται 

πλέον τους φυσιολογικούς περιορισμούς στον πολλαπλασιασμό τους συσσωρεύονται 

σταδιακά στον ιστό προέλευσης και σχηματίζουν ένα συμπαγή όγκο. Ο όγκος αυτός 

μπορεί να παραμείνει στον ιστό ή να διηθήσει γειτονικούς ιστούς, οπότε πλέον 

χαρακτηρίζεται ως κακοήθης. Σε αρκετές περιπτώσεις, ένας αριθμός καρκινικών 

κυττάρων εισέρχεται στο κυκλοφορικό σύστημα και μεταφέρεται σε απομακρυσμένους 

ιστούς του σώματος. Κατά τη διαδικασία αυτή, η οποία καλείται μετάσταση, τα 

καρκινικά κύτταρα εγκαθίστανται στο νέο ιστό και δημιουργούν εκεί νέους όγκους. 

Έχει πλέον αποκαλυφθεί ότι ο καρκίνος αποτελεί μια νόσο που περιλαμβάνει δυναμικές 

διαφοροποιήσεις στο γονιδίωμα, οι οποίες δεν τυγχάνουν επιδιόρθωσης. Οι παράγοντες 

που προκαλούν αυτές τις γονιδιακές εξαλλαγές είναι κυρίως περιβαλλοντικοί και 

περιλαμβάνουν μεταξύ άλλων τον τρόπο ζωής, το κάπνισμα, τη διατροφή και την 

συσσωρευμένη έκθεση σε ακτινοβολία. Επιπλέον, σε μερικά είδη καρκίνου, σημαντικό 

ρόλο στην εμφάνιση της νόσου διαθέτει η γενετική προδιάθεση και το οικογενειακό 

ιστορικό. Τα θεμέλια αυτής της γνώσης τέθηκαν με την ανακάλυψη των μεταλλάξεων 

που δημιουργούν τα ογκογονίδια με ενισχυμένη δράση και τα ογκο-κατασταλτικά 

γονίδια με υπολειπόμενη λειτουργία. Οι γενετικές αλλαγές προσδίδουν στα κύτταρα 

ιδιαίτερα χαρακτηριστικά, τα οποία περιλαμβάνουν έξι κύριες βιολογικές λειτουργίες 

που λαμβάνουν χώρα κατά τη διάρκεια της πολύπλοκης διαδικασίας εξέλιξης των 

ανθρώπινων όγκων. Τα χαρακτηριστικά αυτά δίνουν τη δυνατότητα εξορθολογισμένης 

οργάνωσης της πολυπλοκότητας των νεοπλασματικών ασθενειών και περιλαμβάνουν 

τα εξής στοιχεία: i) συνεχής σηματοδότηση που οδηγεί σε ανεξέλεγκτο 

πολλαπλασιασμό, ii) αποφυγή καταστολέων ανάπτυξης, iii) αντίσταση στον κυτταρικό 

θάνατο, iv) ικανότητα απεριόριστης αντιγραφής, v) δυνατότητα αγγειογένεσης και vi) 

ενεργοποίηση των διαδικασιών διήθησης και μετάστασης (Εικόνα 1) [2]. Τα στοιχεία 

που έπονται των παραπάνω χαρακτηριστικών είναι η γονιδιακή αστάθεια, η οποία 

δημιουργεί τη γενετική ποικιλομορφία, επισπεύδοντας την απόκτησή τους, καθώς και η 

φλεγμονή, η οποία ενισχύει πολλές από τις καρκινικές λειτουργίες, όπως η μετάσταση. 

Μια εννοιολογική προσέγγιση που έλαβε χώρα την περασμένη δεκαετία προσέθεσε δύο 
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αναδυόμενα χαρακτηριστικά σε αυτήν τη λίστα: i) επαναπρογραμματισμός της 

ενέργειας που καταναλώνεται στο μεταβολισμό και ii) αντίσταση στο ανοσοποιητικό 

σύστημα [3]. Από τα παραπάνω γίνεται σαφές ότι ο καρκίνος χαρακτηρίζεται ως μια 

εξαιρετικά ετερογενής και πολύπλοκη νόσος, ενώ μέχρι σήμερα αριθμούν περισσότερα 

από 100 διακριτά είδη καρκίνου και υπότυποι όγκων που μπορούν να βρεθούν στο 

εσωτερικό συγκεκριμένων οργάνων, ενώ ο καρκίνος του μαστού αποτελεί μια εκ των 

συνηθέστερων μορφών που απαντώνται παγκοσμίως. 

 

 

Εικόνα 1. Τα βασικά χαρακτηριστικά του καρκίνου. Οι περισσότεροι αν όχι όλοι οι τύποι 

καρκινικών κυττάρων αποκτούν μέσω διακριτών μηχανισμών παρόμοιες λειτουργικές 

δυνατότητες κατά την ανάπτυξή τους, οι οποίες περιλαμβάνουν: ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό, 

αποφυγή αναστολέων ανάπτυξης, ενεργοποίηση διήθησης και μετάστασης, αέναη αντιγραφή, 

επαγωγή αγγειογένεσης και αντίσταση στον κυτταρικό θάνατο. Ανατύπωση με άδεια από την 

αναφορά [3]. Copyright 2011 Elsevier science & technology journals. 

 

Καρκίνος του μαστού 

Εξαιρώντας τους καρκίνους του δέρματος, ο καρκίνος του μαστού αποτελεί τον πιο 

κοινό τύπο καρκίνου που διαγιγνώσκεται στις γυναίκες στις Η.Π.Α. Επίσης, 

χαρακτηρίζεται ως η δεύτερη αιτία θανάτου από καρκίνο στις γυναίκες, παγκοσμίως, 

ακολουθώντας τον καρκίνο του πνεύμονα. Αναφορικά με την επιδημιολογία της 

συγκεκριμένης νεοπλασίας, από πρόσφατη έρευνα που πραγματοποίησε η American 

Cancer Society, προέκυψε ότι συνέβησαν περίπου 232.340 νέες περιπτώσεις διηθητικού 

καρκίνου του μαστού και 39.620 θάνατοι στις γυναίκες των Η.Π.Α. Μία στις οκτώ 

γυναίκες στις Η.Π.Α. θα εμφανίσει καρκίνο του μαστού στη διάρκεια της ζωής της. Τα 
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ποσοστά εμφάνισης της νόσου αυξάνονται ελαφρώς στις Αφροαμερικανίδες, 

μειώνονται στις γυναίκες της Λατινικής Αμερικής, ενώ παραμένουν σταθερά στις 

λευκές γυναίκες, από το 2006 μέχρι το 2010. Ιστορικά, οι λευκές γυναίκες 

χαρακτηρίζονται από τα υψηλότερα ποσοστά εμφάνισης της νόσου σε γυναίκες ηλικίας 

40 ετών και γηραιότερες. Τα ποσοστά εμφάνισης αυξάνονται σε περιπτώσεις καρκίνων 

που είναι θετικοί σε οιστρογονοϋποδοχείς (ERs), σε νεότερες λευκές γυναίκες, σε 

Λατινοαμερικάνες ηλικίας 60-70 ετών και σε όλες τις Αφροαμερικανίδες. Αντιθέτως, οι 

καρκινικοί όγκοι αρνητικοί στους ERs παρεκκλίνουν μεταξύ των περισσότερων 

ηλικιακών και φυλετικών ομάδων, γεγονός που αντικατοπτρίζει την ετερογένεια της 

νόσου και τη συσχέτιση με διάφορους παράγοντες, όπως η παρουσία των ογκογονιδίων 

BRCA1 και BRCA2, η παχυσαρκία, το κάπνισμα, ακόμα και ο αριθμός τοκετών. 

Επιπλέον, δεδομένα του Διεθνούς Οργανισμού Υγείας (World Health Organization) για 

το 2012 έδειξαν ότι στην Ευρώπη νόσησαν από καρκίνο του μαστού συνολικά 458.337 

γυναίκες και στην Ελλάδα 4.934 [4]. Η εκτεταμένη και υψηλού επιπέδου έρευνα που 

πραγματοποιείται στο πεδίο της παθοβιολογίας του καρκίνου του μαστού έχει συμβάλει 

στην εξέλιξη των διαγνωστικών και θεραπευτικών προσεγγίσεων που επιτρέπουν την 

έγκαιρη διάγνωση, την αυξημένη αποτελεσματικότητα των στοχευμένων 

φαρμακευτικών αγωγών, τη μείωση των ποσοστών θνησιμότητας και τη βελτίωση του 

προσδόκιμου ζωής [5, 6]. 

 

Κατηγοριοποίηση του καρκίνου του μαστού 

Ο καρκίνος του μαστού είναι μια ασθένεια που χαρακτηρίζεται από σημαντική 

φαινοτυπική και γονοτυπική ετερογένεια [7]. Ιδιαίτερα σημαντική για το χαρακτηρισμό 

του καρκίνου του μαστού είναι η παρουσία των ERs και του υποδοχέα της 

προγεστερόνης (PR). Και οι δύο αυτές ομάδες ορμονών, έχουν μελετηθεί εκτεταμένα 

σε ασθενείς με καρκίνο του μαστού και έχουν μεγάλη προγνωστική αξία. Έχουν βρεθεί 

δύο γενετικά διακριτοί και λειτουργικοί ERs, ο ERα και ο ERβ. Ο πιο καλά 

μελετημένος υποδοχέας στον καρκίνο του μαστού είναι ο ERα, καθώς το 70% περίπου 

των περιστατικών καρκίνου του μαστού έχουν χαρακτηριστεί ως θετικοί στο 

συγκεκριμένο υποδοχέα [8]. Έτσι, η παρουσία του ελέγχεται σε κάθε περίπτωση, διότι 

έχει μεγάλη σημασία στην κατηγοριοποίηση, την πρόγνωση και θεραπεία σε αυτήν την 

κακοήθεια. Ασθενείς με όγκους θετικούς στον ERα τείνουν να έχουν πιο αργή εξέλιξη 
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της νόσου, ενώ οι ασθενείς που οι όγκοι τους είναι αρνητικοί παρουσιάζουν ταχύτερη 

υποτροπή και μεταστάσεις [9].  

H κατηγοριοποίηση του καρκίνου του μαστού βασίζεται στην παρουσία ή μη, μορίων τα 

οποία είναι σημαντικά για την ανάπτυξη και την εξέλιξη της νόσου. Στα μόρια αυτά ανήκουν 

οι ERs, o PRs, καθώς και ο υποδοχέας του επιδερμικού αυξητικού παράγοντα 2 (HER2). Οι 

συγκεκριμένοι βιολογικοί δείκτες κατατάσσουν τους κυτταρικούς τύπους του καρκίνου του 

μαστού σε τέσσερις κύριους υποτύπους που καθορίζουν το σχεδιασμό της κατάλληλης 

θεραπείας: i) luminal A (ER+/PR+/HER2-), με χαμηλό ή μέτριο βαθμό διαφοροποίησης, ii) 

luminal B (ER+/ΡR+/HER2+), με υψηλό βαθμό διαφοροποίησης, iii) επιθετικοί HER2-

θετικοί όγκοι (ER-/PR-/HER2+) και iv) τριπλά αρνητικοί (ER-/PR-/HER2-) όγκοι με 

επιθετική συμπεριφορά και κακή πρόγνωση [10, 11]. 

Η πλειοψηφία των ERα-θετικών καρκίνων, ακόμη και αν ανταποκρίνεται στην αρχική 

θεραπεία με αντι-οιστρογονικούς παράγοντες, όπως η ταμοξιφένη, τελικά αναπτύσσουν 

αντίσταση στη συγκεκριμένη θεραπεία, τείνοντας να δώσουν μεταστάσεις [12]. Η 

αντίσταση στις εφαρμοζόμενες ορμονικές θεραπείες οφείλεται σε μεγάλο βαθμό στην 

πυροδότηση by-pass μηχανισμών, όπως η ενεργοποίηση των υποδοχέων αυξητικών 

παραγόντων, συμπεριλαμβανομένου του υποδοχέα του αυξητικού παράγοντα που 

ομοιάζει της ινσουλίνης (IGF-IR) και του υποδοχέα του επιδερμικού αυξητικού 

παράγοντα (EGFR), σε συνδυασμό με τη διεπικοινωνία τους με το σηματοδοτικό 

μονοπάτι του ERα [13]. Σε αυτούς τους τύπους καρκίνου η διαδικασία της 

μετασχηματισμού των κυττάρων από επιθηλιακό σε μεσεγχυματικό φαινότυπο (EMT) 

αποτελεί ένα μείζον βιολογικό φαινόμενο, μέσω του οποίου τα καρκινικά κύτταρα 

αποκτούν αυξημένες επιθετικές ιδιότητες [14]. 
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Μετασχηματισμός από επιθηλιακό σε μεσεγχυματικό 

φαινότυπο 

Η διαδικασία ΕΜΤ περιγράφει το μηχανισμό κατά τον οποίο τα κύτταρα χάνουν τα 

επιθηλιακά τους χαρακτηριστικά και αποκτούν εντονότερες μεταναστευτικές ιδιότητες 

[15]. Αυτή η παροδική και αντιστρεπτή διαδικασία κατηγοριοποιείται σε τρεις 

υποτύπους, αναλόγως του βιολογικού και λειτουργικού σταδίου στο οποίο λαμβάνει 

χώρα. Ο τύπος 1 ΕΜΤ συμβαίνει σε όλα τα στάδια ανάπτυξης των οργάνων, ο τύπος 2 

λαμβάνει χώρα κατά τη διαδικασία επούλωσης πληγής με την παραγωγή ινοβλαστών 

στην περιοχή του τραύματος και τέλος ο τύπος 3 ΕΜΤ εντοπίζεται κατά τη διαδικασία 

της μετάστασης καρκινικών όγκων, όπου παρατηρείται ο μετασχηματισμός των 

επιθηλιακών κυττάρων προς διηθητικά και μεταστατικά μεσεγχυματικά κύτταρα που 

εμπλέκονται στην εξέλιξη του καρκίνου, μέσω της ενδοαγγείωσης και τη μετάστασης 

σε απομακρυσμένους ιστούς. Το πρόγραμμα ΕΜΤ χαρακτηρίζεται από έντονη 

παραγωγή συστατικών του ECM και σημαντικές αλλαγές στη μεταγραφική και 

πρωτεϊνική έκφραση εξειδικευμένων μορίων-δεικτών, τα οποία μπορεί να είναι 

μεταγραφικοί παράγοντες, μακρομόρια του ECM, μεμβρανικές πρωτεΐνες, μόρια 

προσκόλλησης και πρωτεΐνες του κυτταροσκελετού [16]. 

Κατά τη διαδικασία ΕΜΤ (Εικόνα 2) τα χαμηλής κινητικότητας επιθηλιακά κύτταρα 

που αναπτύσσονται διατεταγμένα σε στοιβάδες και χαρακτηρίζονται από ισχυρές 

κυτταρικές διεπαφές, χάνουν τις στενές αυτές προσκολλητικές διασυνδέσεις και τα 

δεσμοσώματα που συμβάλλουν στη διατήρησή τους. Ανάμεσα στα μόρια που 

συμβάλλουν στη διατήρηση των επιθηλιακών χαρακτηριστικών ανήκουν τα παρακάτω: 

ακτίνη, α-ακτινίνη, β-catenin, Ε-cadherin, syndecan-1, laminins, desmogleins, 

desmocollin, προσκολλητικά μόρια διεπαφών (JAMs), occludin, plakoglobin, 

plakophilin, vinculin και zona occludens (ZO-1) [17]. Η αποσυναρμολόγηση των 

εξειδικευμένων επαφών κυττάρου-κυττάρου οδηγεί στην ανακατανομή των πρωτεϊνών 

του κυτταροσκελετού και στην αποδιοργάνωση της κυτταρικής «πολικότητας» από την 

κορυφή προς τη βάση των επιθηλιακών κυττάρων. Στο στάδιο αυτό μειώνεται σταδιακά 

η έκφραση των επιθηλιακών δεικτών, E-cadherin και β-catenin, διότι χάνονται οι 

κυτταρικές διεπαφές, ενώ ξεκινά η αύξηση της έκφρασης μεσεγχυματικών δεικτών, 

όπως της vimentin. Παράλληλα, επηρεάζεται η έκφραση των κυτταροσκελετικών 

πρωτεϊνών: ακτίνη, cytokeratins, S100A4 και ακτίνη των λείων μυικών κυττάρων (α-

SMA). 
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Εικόνα 2. Κατά τη διαδικασία ΕΜΤ τα επιθηλιακά κύτταρα χάνουν αρχικά τις στενές διεπαφές 

(2) και παρατηρούνται σημαντικές αλλαγές στον κυτταροσκελετό (2). Εν συνεχεία, παρατηρείται η 

μεταγραφική μετατόπιση από την έκφραση επιθηλιακών δεικτών (π.χ. Ε-cadherin) προς την 

έκφραση μεσεγχυματικών πλέον δεικτών (π.χ. vimentin) (3). Τα μεσεγχυματικά κύτταρα 

εμφανίζουν έντονες μορφολογικές διαφοροποιήσεις και αποκτούν χαρακτηριστικά έντονης 

κινητικότητας και μετανάστευσης (4). Aνατύπωση από την αναφορά [18]. Copyright 2018 R&D 

Systems, Inc. All Rights Reserved. 

 

Στη συνέχεια, παρατηρείται η λεγόμενη μεταγραφική μετατόπιση, κατά την οποία 

συμβαίνει η πλήρης καταστολή των επιθηλιακών δεικτών και η ενεργοποίηση των 

μεσεγχυματικών γονιδίων, η οποία ρυθμίζεται από τους μεταγραφικούς παράγοντες 

snail και ZEB και συνοδεύεται από εμφανείς πλέον φαινοτυπικές και 

κυτταροσκελετικές αλλαγές. Τα μορφολογικά χαρακτηριστικά των μεσεγχυματικών 

κυττάρων περιλαμβάνουν το επίμηκες σχήμα, την απουσία επαφών κυττάρου-κυττάρου 

και την παρουσία πολλών κυτταροπλασματικών προεκβολών που βοηθούν στην 

εδραίωση ενός επιθετικού φαινοτύπου. Επιπλέον, αυξάνεται περαιτέρω η έκφραση της 

vimentin και η εξωκυττάρια απόθεση της fibronectin. Οι μεταγραφικοί παράγοντες που 

εμπλέκονται στο στάδιο αυτό είναι: snail1, snail2/slug, ZEB1, ZEB2 και Twist-1. Κατά 

το τελευταίο στάδιο της διαδικασίας ΕΜΤ τα κύτταρα αποκτούν σημαντικά αυξημένη 

κινητικότητα, η οποία συνοδεύεται από αυξημένα επίπεδα της Ν-cadherin, αυξημένη 

έκκριση MMPs και ιντεγκρινών (α5β6 και α5β1), εκτός των υπολοίπων 

μεσεγχυματικών δεικτών (π.χ. vimentin, fibronectin) [17]. Σημειώνεται ότι είναι 

δυνατόν, υπό συγκεκριμένες προϋποθέσεις, τα διαφοροποιημένα κύτταρα να 
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επαναφέρουν τις προσκολλητικές επαφές κυττάρου-κυττάρου. Αυτός ο 

μετασχηματισμός από μεσεγχυματικό σε επιθηλιακό φαινότυπο (ΜΕΤ) συνοδεύεται 

από τη μείωση των επιπέδων μεσεγχυματικών δεικτών και μεταγραφικών παραγόντων, 

όπως fibronectin, vimentin και snail, ακολουθούμενη από την αύξηση των επιθηλιακών 

δεικτών, όπως η Ε-cadherin [19]. 

Στον καρκίνο του μαστού έχει παρατηρηθεί ότι ERα-θετικοί όγκοι που αρχικά 

ανταποκρίνονται σε ενδοκρινείς θεραπείες, εμφανίζουν σταδιακά επιθετική 

συμπεριφορά και μορφολογικές αλλαγές. Ανάμεσα τους δύο ERs, η συνεισφορά του 

ERα στον επαναπρογραμματισμό του ΕΜΤ έχει μελετηθεί εκτενέστερα καθότι η 

πλειοψηφία (70%) των καρκινικών όγκων μαστού χαρακτηρίζονται ως ERα-θετικοί. Η 

αλληλεπίδραση του ERα, που διατηρεί την επιθηλιακή μορφολογία των καρκινικών 

κυττάρων μαστού, με διάφορα σηματοδοτικά μόρια που επάγουν τη διαδικασία ΕΜΤ 

οδηγεί στην απόκτηση επιθετικής συμπεριφοράς από τα καρκινικά κύτταρα. Τα 

σηματοδοτικά μονοπάτια των TGF-β (αυξητικός παράγοντας μετασχηματισμού), Wnt, 

Notch και Hedgehog είναι εκείνα που εμπλέκονται κατά κύριο λόγο στη διαδικασία 

EMT. Χαρακτηριστικά, η παρουσία ERα καταστέλλει την κυτταρική σηματοδότηση 

κυρίως μέσω του σηματοδοτικού μονοπατιού που πυροδοτεί ο TGF-β και συμμετέχουν 

οι μεταγραφικοί παράγοντες NF-κΒ και snail [20]. Επιπλέον, η καταστολή του ERα στα 

επιθηλιακά καρκινικά κύτταρα μαστού, MCF-7, επάγει τη διαδικασία ΕΜΤ 

προσδίδοντας στα κύτταρα μεσεγχυματική μορφολογία και επιθετικά χαρακτηριστικά, 

ρυθμίζοντας την έκφραση κομβικών δεικτών ΕΜΤ, όπως E-cadherin, vimentin, 

fibronectin και snail [21]. Από την άλλη μεριά, ο ρόλος του ERβ στη ρύθμιση του ΕΜΤ 

δεν έχει ακόμα πλήρως εξακριβωθεί και αυτό γιατί η παρουσία πολλών ισομορφών του 

φαίνεται να επηρεάζει τη δράση των υπολοίπων, οδηγώντας σε αμφιλεγόμενα 

συμπεράσματα σχετικά με τους μηχανισμούς ρύθμισης του ΕΜΤ.  
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Οιστρογόνα και οιστρογονοϋποδοχείς 

Τα οιστρογόνα, τα κύρια στεροειδή του γυναικείου φύλου, αποτελούν τάξη των 

στεροειδών ορμονών, η οποία περιλαμβάνει την οιστρόνη (E1), την οιστραδιόλη (Ε2) 

και την οιστρόλη (E3). Απουσία εγκυμοσύνης, οι επικρατέστερες μορφές οιστρογόνων 

είναι η οιστρόνη και η Ε2, ενώ η οιστρόλη επικρατεί κατά την εγκυμοσύνη [22]. Τα 

οιστρογόνα ελέγχουν πολλές κυτταρικές διεργασίες, μεταξύ αυτών την ανάπτυξη, τη 

διαφοροποίηση και τη λειτουργία των αναπαραγωγικών οργάνων. Συγκεκριμένα, η 

17β-οιστραδιόλη είναι η πιο ισχυρή μορφή στεροειδών ορμονών που συναντάται στην 

κυκλοφορία και εμπλέκεται σε μεγάλο μέρος φυσιολογικών λειτουργιών που ποικίλουν, 

αναλόγως του σταδίου ανάπτυξης των αναπαραγωγικών οργάνων και εντοπίζονται στη 

ρύθμιση της ομοιόστασης του καρδιαγγειακού, μυοσκελετικού, ανοσοποιητικού και 

κεντρικού νευρικού συστήματος. Η Ε2 συνεισφέρει επίσης στην εδραίωση και την 

εξέλιξη πολλών νεοπλασιών, συμπεριλαμβανομένου του καρκίνου του μαστού, του 

ενδομήτριου, των ωοθηκών και της μήτρας [23]. 

Οι πυρηνικοί υποδοχείς ορμονών (NHRs) είναι μέλη της μεγάλης οικογένειας των 

πυρηνικών υποδοχέων που δρουν ως μεταγραφικοί παράγοντες. Στους NHRs 

συμπεριλαμβάνονται οι υποδοχείς ανδρογόνων, ο υποδοχέας γλυκοκορτικοειδών, ο PR, 

ο υποδοχέας μεταλλοκορτικοειδών και οι ERs. Η δράση των NHRs εξαρτάται από τις 

στεροειδείς ορμόνες, οι οποίες προέρχονται από τη χοληστερόλη. Εξαιτίας της 

υδρόφοβης φύσης τους, οι στεροειδείς ορμόνες διαχέονται διαμέσου της πλασματικής 

μεμβράνης, επιτρέποντας στα εξωκυττάρια σήματα να ρυθμίζουν ενδοκυτταρικές 

διαδικασίες, αναλόγως τον ιστό [24, 25]. 

Οι βιολογικές δράσεις των οιστρογόνων ελέγχονται στενά από τους ERs, οι οποίοι 

απαντώνται σε δυο ισομορφές, τον ERα και τον ERβ, και ενεργοποιούνται κατά κύριο 

λόγο από την Ε2, η οποία προσδένεται με παρόμοια συγγένεια και στους δύο ERs (Κd= 

0.2 nM vs 0.6 nM, αντίστοιχα) [26]. Εξαιτίας της δυσκολίας τους να ταυτοποιηθούν, 

αρχικά επικρατούσε η άποψη ότι οι στεροειδείς υποδοχείς δεν είχαν υποτύπους, γι’ 

αυτό και ήταν γνωστή η παρουσία ενός μόνο ER. Το 1996, ο Κuiper και συνεργάτες 

ανακάλυψαν σε μία βιβλιοθήκη cDNA με προέλευση τον προστάτη αρουραίου, έναν 

νέο τύπο ER, ο οποίος ονομάστηκε ERβ, ενώ ο κλασσικός έως τότε ER, ονομάστηκε 

ERα [27]. Το πρώτο πλήρους-μεγέθους ανθρώπινο cDNA του ERβ (ονομάζεται και 

ERβ1) κλωνοποιήθηκε από τον Ogawa τo 1998 και βρέθηκε να περιέχει 530 κατάλοιπα 

αμινοξέων και Μr=59.2 kDa [28]. Και οι δύο ERs κωδικοποιούνται από δύο διακριτά 
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γονίδια που εκφράζονται, αναλόγως του ιστού, σε διαφορετικά επίπεδα. Το ανθρώπινο 

γονίδιο του ERα (ESR1) εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 6 και περιλαμβάνει οκτώ εξόνια 

που κωδικοποιούν την πρωτεΐνη μεγέθους 66 kDa και 595 αμινοξέων [29]. Ομοίως, το 

γονίδιο του ERβ (ESR2) εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 14, με οκτώ εξόνια που 

κωδικοποιούν την αντίστοιχη πρωτεΐνη μεγέθους 58.2 kDa και 530 αμινοξέων, όπως 

αναφέρθηκε παραπάνω [30].  

Η στοιχειώδης δομή των δύο ERs είναι παρόμοια, ενώ παρουσιάζουν σχετικά χαμηλά 

επίπεδα ομολογίας της συνολικής τους αλληλουχίας (47%). H Εικόνα 3 περιγράφει τη 

δομική συσχέτιση ανάμεσα στους ERα και ERβ. Η δομική οργάνωση των υποδοχέων 

περιλαμβάνει έξι λειτουργικές περιοχές (Α-F) με διαφορετικούς βαθμούς 

συντηρημένων αλυσίδων. Η αμινο-τελική Α/Β περιοχή (ΝΤD) που δεν είναι καλά 

συντηρημένη μεταξύ των δύο ισομορφών, χαρακτηρίζεται από τη λειτουργία της 

αυτόνομης διενεργοποίησης, AF-1 και AF-2, η οποία αποτελεί τη βασική διαφορά 

μεταξύ των δύο υποτύπων ERs. Το γεγονός ότι οι συγκεκριμένες περιοχές 

παρουσιάζουν μόνο 30% ομολογία, μπορεί να εξηγεί το γεγονός ότι οι πρωτεΐνες που 

αλληλεπιδρούν με τον ERβ είναι διαφορετικές από εκείνες που αλληλεπιδρούν με τον 

ERα [31]. Δεν έχει ταυτοποιηθεί ξεκάθαρη δευτεροταγής δομή για τη συγκεκριμένη 

περιοχή, ενώ δεν είναι διαθέσιμα ούτε δομικά δεδομένα. Καλύτερα χαρακτηρισμένα 

μέρη αποτελούν η υψηλά συντηρημένη (96%) C περιοχή που φιλοξενεί την κεντρική 

περιοχή πρόσδεσης DNA (DBD) και η διατηρημένη Ε περιοχή που διαθέτει την 

περιοχή δέσμευσης του προσδέτη (LBD), για τα οποία είναι διαθέσιμα αρκετά δομικά 

και λειτουργικά δεδομένα. Οι δύο εναπομείνασες περιοχές, D και F (ομολογία 30% και 

18%, αντίστοιχα), ποικίλουν σε μέγεθος και ομολογία: η D περιοχή θεωρείται πεπτίδιο 

σύνδεσης μεταξύ των DBD και LBD, ενώ η F αποτελεί την καρβοξυ-τελική προέκταση 

της LBD και φαίνεται να ρυθμίζει την ενεργοποίηση της γονιδιακής μεταγραφής. 

Τέλος, η πολυλειτουργική καρβοξυ-τελική περιοχή (Ε), στην οποία δεσμεύεται η Ε2, 

παρουσιάζει 56% ομολογία ανάμεσα στους δύο ERs [24, 32].  
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Εικόνα 3. Δομική συσχέτιση των ανθρώπινων ERα και ERβ. Οι περιοχές Α-F αποτελούν την 

κλασική ονοματολογία των δομικά όμοιων αλληλουχιών αμινοξέων. Η ομολογία των αμινοξέων 

των αλυσίδων μεταξύ των δύο ERs εκφράζεται σε ποσοστό. Ανατύπωση με άδεια από την 

αναφορά [31]. Copyright 2000 Elsevier science & technology journals. 

 

ER-διαμεσολαβούμενη κυτταρική σηματοδότηση 

To 1997 διαπιστώθηκε για πρώτη φορά η ταχύτατη παραγωγή cAMP σε απόκριση στην 

Ε2, η οποία προήλθε από την πρόσδεση της Ε2 σε μία πρωτεΐνη-υποδοχέα στην 

κυτταρική μεμβράνη. Κατά τις δεκαετίες 1980 και 1990, αυξάνονται οι αναφορές ότι η 

Ε2 ενεργοποιεί ταχύτατα πολλές διεργασίες, όπως τη ροή ιόντων ασβεστίου, την 

παραγωγή cAMP, την ενεργοποίηση της φωσφολιπάσης C και των κινασών PKC και 

PKA. Η πρόσδεση της Ε2 σε κάποιον ER ήταν απαραίτητη προϋπόθεση στην 

πλειοψηφία των μελετών. Αυτά τα σηματοδοτικά γεγονότα είναι πιθανό να προκύπτουν 

από την ενεργοποίηση G πρωτεϊνών από την Ε2, κατατάσσοντας τους ERs στα μέλη 

της οικογένειας των GPCR υποδοχέων και εξηγώντας ότι οι ERs εντοπίζονται και στην 

κυτταρική μεμβράνη. Παρόλα αυτά δεν είναι ακόμα σαφές εάν οι ERs καλύπτουν την 

κυτταρική μεμβράνη, όπως συμβαίνει με τους κλασικούς 7ΤΜ υποδοχείς ή εάν οι ERs 

ενεργοποιούν άλλους GPCR υποδοχείς στην κυτταρική μεμβράνη, οδηγώντας έμμεσα 

στην ενεργοποίηση G πρωτεϊνών. Μέσω ενεργοποίησης G πρωτεϊνών ή μέσω άλλων 

μηχανισμών, το σύμπλοκο Ε2/ΕR πυροδοτεί σηματοδοτικούς καταρράκτες που 

επηρεάζουν πληθώρα κυτταρικών λειτουργιών [33]. 

Πλέον είναι γνωστό ότι ο εντοπισμός των ERs παρατηρείται κυρίως στον πυρήνα, ενώ 

εντοπίζονται επίσης σε μικρότερα ποσοστά στο ενδοπλασματικό δίκτυο, στα 
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μιτοχόνδρια και στην κυτταρική μεμβράνη [34]. Η ενεργοποίηση των ERs 

πραγματοποιείται i) μέσω της εξειδικευμένης δέσμευσης ενός προσδέτη, όπως η Ε2, ii) 

μέσω της φωσφορυλίωσής τους σε συγκεκριμένες περιοχές, iii) ακόμα και με 

συνδυασμό των παραπάνω (Εικόνα 4). Η μεταγραφική ρύθμιση από τη σηματοδότηση 

των ERs αποτελεί μία ιδιαίτερα πολύπλοκη διαδικασία στην οποία συμμετέχει μεγάλος 

αριθμός ρυθμιστικών παραγόντων, ενώ σημαντικό ρόλο παίζει η διεπικοινωνία με άλλα 

σηματοδοτικά μονοπάτια [13, 35]. Οι ERs εκδηλώνουν τις δράσεις τους με παρόμοιο 

τρόπο, μέσω δύο διακριτών σηματοδοτικών μονοπατιών, το γενομικό και το μη-

γενομικό μονοπάτι.  

 

Γενομικό σηματοδοτικό μονοπάτι  

Το κλασικό, ERE-εξαρτώμενο, σηματοδοτικό μονοπάτι των ERs αποτελεί τον 

κυριότερο μηχανισμό ρύθμισης των γονίδιων-στόχων των ERs. Σε αυτό τον τύπο 

σηματοδότησης η Ε2 δεσμεύεται αρχικά στους ERs, οι οποίοι βρίσκονται ως επί το 

πλείστον στον πυρήνα. Μετά την πρόσδεση, οι ERs υφίστανται σημαντικές 

διαμορφωτικές τροποποιήσεις και σχηματίζουν είτε ομοδιμερή (ERα-ERα, ERβ-ERβ) 

είτε ετεροδιμερή (ERα-ERβ), αλληλεπιδρώντας με άλλα ρυθμιστικά μόρια και τις heat 

shock πρωτεΐνες (Hsp). Στη συνέχεια τα ενεργοποιημένα διμερή εισέρχονται στον 

πυρήνα και δεσμεύονται σε συγκεκριμένες αλληλουχίες του DNA που είναι γνωστές ως 

ERE, επάγοντας τη μεταγραφή συγκεκριμένων γονιδίων-στόχων, προκειμένου να 

αυξήσουν ή να καταστείλουν τη γονιδιακή έκφραση. Η σύνδεση με το DNA γίνεται 

μέσω της DBD περιοχής, όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, ενώ ταυτόχρονα 

στρατολογούνται και άλλες πρωτεΐνες συν-ενεργοποιητές για να σχηματιστούν 

λειτουργικά ER σύμπλοκα, συμμετέχοντας στην αναδιαμόρφωση της χρωματίνης 

(Εικόνα 4) [36]. 

Ένας ικανός αριθμός στοιχείων υποστηρίζει την ύπαρξη ενός ακόμα σηματοδοτικού 

μονοπατιού στο οποίο οι ERs ρυθμίζουν τη μεταγραφή γονιδίων-στόχων που 

στερούνται των στοιχείων ERE. Ο μηχανισμός αυτός αφορά στη διεπικοινωνία με 

άλλους μεταγραφικούς παράγοντες, όπως c-Fos/c-Jun, AP-1, Sp-1 και NF-κB, οι οποίοι 

προσδένονται στον υποκινητή γονιδίων-στόχων (Εικόνα 4) [37]. 

Επιπρόσθετα, οι ERs έχουν την ικανότητα να δρουν και ανεξάρτητα από την πρόσδεση 

υποστρώματος, μέσω της ενεργοποίησής τους με φωσφορυλίωση από αυξητικούς 

παράγοντες ή κυτταροκίνες που ενεργοποιούν άλλα σηματοδοτικά μονοπάτια, 
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συμπεριλαμβανομένων και αυτών των υποδοχέων των αυξητικών παραγόντων όπως o 

EGF, o IGF και o TGF-β, καθώς και παράγοντες οι οποίοι ρυθμίζουν τα επίπεδα 

κυτταρικής φωσφορυλίωσης όπως η PKA και η PKC [38]. Για παράδειγμα, ο ERα 

διαθέτει πολλές θέσεις φωσφορυλίωσης και αποτελεί μόριο-στόχο από πολλές κινάσες 

όπως οι MAPK, PKA και PKC. Πιο συγκεκριμένα, οι Ser 104/106,118 και 167 

βρίσκονται στην Α/Β περιοχή του ERα που κωδικοποιεί τη μη-ορμονοεξαρτώμενη 

λειτουργία ενεργοποίησης της μεταγραφής AF-1. Όπως είναι φυσικό η φωσφορυλίωση 

αυτής της περιοχής μπορεί να διαδραματίσει σημαντικό ρόλο στην μεταγραφική 

δραστικότητα του ERα, καθώς επηρεάζει την ικανότητα διμερισμού του υποδοχέα και 

την αλληλεπίδρασή του με μόρια συν-ενεργοποιητές σηματοδοτικών μονοπατιών. 

Επιπλέον παράδειγμα αποτελεί η ενεργοποίηση των καθοδικών του HER2 

σηματοδοτικών μορίων, ERK1 και ERK2, τα οποία φωσφορυλιώνουν τους ERs, 

οδηγώντας στην ενεργοποίησή τους ανεξαρτήτως προσδέτη [39]. Η διεπικοινωνία των 

σηματοδοτικών μονοπατιών των ERs με αυτά των υποδοχέων κινασών τυροσίνης 

(RTKs), όπως του EGFR και του IGF-IR, είναι ένα αρκετά συχνό φαινόμενο το οποίο 

λειτουργεί ως μηχανισμός αντίστασης στις ενδοκρινείς θεραπείες στην περίπτωση του 

καρκίνου του μαστού (Εικόνα 4) [13, 40]. 

 

Μη-γενομικό σηματοδοτικό μονοπάτι 

Παρόλο που η Ε2 δρα κυρίως μέσω του γενομικού, ERE-εξαρτώμενου σηματοδοτικού 

μονοπατιού, έχουν αναφερθεί και εναλλακτικοί μηχανισμοί δράσης της Ε2, όπως το 

ταχύτατο (διάρκειας από δευτερόλεπτα έως μερικά λεπτά), μη-γενομικό μονοπάτι μέσω 

των ERs που βρίσκονται στην κυτταρική μεμβράνη (mERs) (Εικόνα 4). H μετακίνηση 

των ERs στην κυτταρική μεμβράνη είναι συνήθως αποτέλεσμα μετα-μεταφραστικών 

τροποποιήσεων, ενώ συνήθως οφείλεται και στη δράση πρωτεϊνών-προσαρμογέων (π.χ. 

Shc) [41]. Ο συγκεκριμένος τρόπος δράσης συχνά είναι αποτέλεσμα ρύθμισης ροών 

ιόντων καθώς και απελευθέρωσης αγγειοδραστικών μορίων. Η μη-γενομική 

σηματοδότηση συχνά περιλαμβάνει διαμεσολάβηση διαφόρων σηματοδοτικών μορίων, 

όπως Ca2+, cAMP, φωσφατιδυλο-ινοσιτόλης, μονοξειδίου του αζώτου (NO), αλλά και 

των ενδοκυττάριων κινασών Raf-1/MEK 1-2/ERK-1/2 ΜΑΡ κινασών και ΡΙ3/Αkt [42]. 

Πρόσφατα βρέθηκε ότι ένας GPCR υποδοχέας (GPR30) στην κυτταρική μεμβράνη 

εμπλέκεται στη μη-γενομική σηματοδότηση οιστρογόνων, επάγοντας την παραγωγή 

cAMP και cGMP και ενεργοποιώντας τα ΜΑΡΚ και ΡΙ3/Αkt σηματοδοτικά μονοπάτια 
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που προσδίδουν στα οιστρογόνα την ιδιότητα της αντι-απόπτωσης [43, 44]. Μετά την 

πρόσδεση του υποστρώματος, οι ERs επάγουν την γρήγορη φωσφορυλίωση των 

πρωτεϊνών Src και SHC, έχοντας ως αποτέλεσμα το σχηματισμό του συμπλέγματος 

SHC-GRB2-SOS. Ο σχηματισμός αυτός οδηγεί στην ενεργοποίηση των Ras, Raf και 

MAPKs, καθώς και των ERK-1/2, JNK και p38. Τα μόρια αυτά στη συνέχεια 

μεταφέρονται στον πυρήνα και συμμετέχουν στην μεταγραφή των γονιδίων-στόχων. Ο 

αντιαποπτωτικός ρόλος των οιστρογόνων επιτυγχάνεται μέσω της ενεργοποίησης των 

GPCRs και του μονοπατιού της Akt κινάσης [45]. 
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Εικόνα 4. Σηματοδοτικά μονοπάτια της δράσης των ERs. Μέσω του κλασικού, γενομικού 

μονοπατιού, οι ERs ρυθμίζουν την έκφραση γονιδίων-στόχων μετά την αλληλεπίδρασή τους, μέσω 

των ΕRE περιοχών στο DNA, με πληθώρα μεταγραφικών παραγόντων (π.χ. c-Fos, c-Jun, AP-1, 

Sp1). Οι ERs ενεργοποιούνται επίσης ανεξαρτήτου πρόσδεσης στην ERE περιοχή του γονιδίου, 

ή/και ανεξαρτήτως υποστρώματος, μέσω φωσφορυλίωσης από άλλα σηματοδοτικά μονοπάτια. 

Στο μη-γενομικό σηματοδοτικό μονοπάτι, στρατολογούνται πολλά ρυθμιστικά μόρια, όπως: Ca2+, 

ΝΟ, RTKs, GPCRs και ενδοκυττάριες πρωτεϊνικές κινάσες (π.χ. ΡΙ3Κ/Akt, ΜΑΡΚ, PKA, ΡΚC) 

και σηματοδοτικά μόρια (π.χ. cAMP). This image is a modification of QIAGEN’s original, 

copyrighted image by Zoi Piperigkou. The original image may be found at 

www.QIAGEN.com/ch/shop/genes-and-pathways/pathway-details/?pwid=166, Πηγή:[46]. 

 

http://www.qiagen.com/ch/shop/genes-and-pathways/pathway-details/?pwid=166
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Ο ρόλος των ERs στον καρκίνο του μαστού 

Ο καρκίνος του μαστού αποτελεί έναν τύπο νεοπλασίας που χαρακτηρίζεται ως 

εξαιρετικά πολύπλοκη με μεγάλο βαθμό ετερογένειας, η οποία οφείλεται κατά κύριο 

λόγο στις δράσεις πληθώρας βιομορίων. Η έκφραση και κατανομή των ERα και ERβ 

στον ιστό μαστού παρουσιάζει σημαντικές διαφορές. Συγκεκριμένα, από 

ανοσοϊστολογικές μελέτες αποκαλύπτεται ότι ο ERα εντοπίζεται κυρίως στον πυρήνα 

των επιθηλιακών (luminal) κυττάρων μαστού. Αντίθετα, η κατανομή του ERβ είναι 

ευρύτερη και εντοπίζεται στον πυρήνα τόσο των επιθηλιακών κυττάρων αλλά και των 

μυοεπιθηλιακών. Ασθενής χρώση του συγκεκριμένου ER παρατηρείται επίσης στα 

ενδοθηλιακά και στα λιπώδη κύτταρα, στα λεμφοκύτταρα και στα κύτταρα του 

στρώματος [47]. Το ισοζύγιο μεταξύ των ERα και ERβ αποτελεί στοιχείο κρίσιμης 

σημασίας τόσο για την ανάπτυξη όσο και για το σχεδιασμό της κατάλληλης θεραπείας 

του καρκίνου του μαστού, διότι η έκφρασή τους κατατάσσει τα καρκινικά κύτταρα 

μαστού σε κατηγορίες και υπότυπους με διακριτά χαρακτηριστικά  

Το σηματοδοτικό μονοπάτι Ε2/ERα είναι ένα από τα σημαντικότερα μονοπάτια στον 

καρκίνο του μαστού, διότι το 70% των όγκων χαρακτηρίζονται ως ERα-θετικοί. Ο ERα 

είναι ο κύριος υπότυπος των ERs στο επιθήλιο του μαστού και διαδραματίζει 

σημαντικό ρόλο στη φυσιολογία του συγκεκριμένου αδένα, καθώς και στην 

εγκαθίδρυση, την ανάπτυξη, την εξέλιξη και τη θεραπεία του καρκίνου του μαστού, γι’ 

αυτό και αποτελεί κομβικό μόριο για την ανάπτυξη φαρμακευτικών παραγόντων για 

την αντιμετώπιση της συγκεκριμένης νεοπλασίας [9, 48]. Παρόλο που η πλειοψηφία 

των ERα-θετικών όγκων αρχικά αποκρίνεται στην αντι-οιστρογονική θεραπεία (π.χ. 

ταμοξιφαίνη), τελικά αναπτύσσουν αντοχή σε αυτήν τη θεραπεία, χωρίς να 

παρουσιάσουν αλλαγή στο προφίλ έκφρασης του ER και είναι πιθανό να εμφανιστεί 

καρκίνος στην περιοχή του ενδομητρίου [49]. 

Γνωρίζοντας ότι τα οιστρογόνα και οι ERs ρυθμίζουν σε μεγάλο βαθμό την ανάπτυξη 

των καρκινικών κυττάρων μαστού, στον πρωταρχικό όγκο, έχει αναπτυχθεί μεγάλος 

αριθμός ενδοκρινών θεραπειών που βασίζεται i) στην αναστολή της σύνθεσης 

οιστρογόνων και ii) στην παρεμπόδιση της δράσης τους μέσω των υποδοχέων τους. 

Εξειδικευμένοι ρυθμιστές των ERs, όπως η ταμοξιφαίνη που εμποδίζει την πρόσδεση 

των οιστρογόνων στον ERα, εφαρμόζονται τα τελευταία 30 χρόνια στις γυναίκες με 

ERα-θετικούς όγκους [50]. Η αναστολή του ενζύμου αρωματάση αποτελεί το «gold 

standard» για την επικουρική ενδοκρινή θεραπεία του πρώιμου και του προχωρημένου 
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σταδίου καρκίνου του μαστού σε μετεμμηνοπαυσιακές γυναίκες, οι οποίες εμφανίζουν 

ER-θετικούς όγκους. Οι αναστολείς (ΑΙs) που έχουν αναπτυχθεί και χρησιμοποιούνται 

στην κλινική πρακτική, αφορούν στην αντιστρεπτή [anastrozole/Arimidex 

(AstraZeneca) και letrozole/Femara (Novartis)] και στη μη-αντιστρεπτή αναστολή του 

ενζύμου [exemestane/Aromasin (Pfizer)], οπότε σταματά η σύνθεση οιστρογόνων από 

τα πρόδρομα μόριά της (τεστοστερόνη) [51]. Οι συγκεκριμένοι αναστολείς τρίτης 

γενιάς επιδεικνύουν αυξημένη αποτελεσματικότητα και μεγαλύτερο διάστημα 

επιβίωσης χωρίς τη νόσο (disease-free survival), συγκριτικά με την ταμοξιφαίνη που 

χρησιμοποιείται ως αρχική θεραπεία του πρώιμου καρκίνου του μαστού. Το fulvestrant 

(Faslodex, AstraZeneca) αποτελεί ένα ακόμα φάρμακο αντι-οιστρογονικής ενδοκρινούς 

θεραπείας μεταστατικού καρκίνου του μαστού, το οποίο οδηγεί στην αποικοδόμηση 

του ERα και την απομάκρυνση του από τον πυρήνα και εφαρμόζεται μετά τη θεραπεία 

με ταμοξιφαίνη και ΑΙs [52, 53]. 

Τα καρκινικά κύτταρα μαστού στα οποία απουσιάζει ο ERα συχνά εμφανίζουν 

περισσότερο επιθετικό φαινότυπο και υψηλή μεταστατικότητα, ενώ η σηματοδότησή 

του ρυθμίζει τη διαδικασία ΕΜΤ μέσω των ΕΜΤ-σχετιζόμενων μεταγραφικών 

παραγόντων [54, 55]. Σε αυτό το πλαίσιο, πρόσφατα αποδείξαμε ότι η καταστολή του 

ERα στα χαμηλής μεταστατικότητας καρκινικά κύτταρα μαστού, MCF-7, οδηγεί σε 

σημαντικές φαινοτυπικές αλλαγές που συνοδεύονται από διαφοροποιήσεις στη 

μεταγραφική και πρωτεϊνική έκφραση χαρακτηριστικών δεικτών του προγράμματος 

ΕΜΤ. Συνέπεια της καταστολής του ERα είναι τα κύτταρα αυτά να παρουσιάζουν 

υψηλά επίπεδα πολλαπλασιασμού, μετανάστευσης και διήθησης, τα οποία επηρεάζουν 

τα επίπεδα έκφρασης των υποδοχέων EGFR και HER2, αλλά και πολλών τελεστών του 

ECM, όπως ΜΜΡs/TIMPs και τα συστατικά ενεργοποίησης του πλασμινογόνου (uPA, 

tPA, PAI-1), μέσω του σηματοδοτικού μονοπατιού EGFR-ERK. Συνοψίζοντας, η 

καταστολή του ERα στα καρκινικά κύτταρα μαστού έχει ως αποτέλεσμα έναν πιθανό 

ΕΜΤ που χαρακτηρίζεται από κομβικές αλλαγές στα προφίλ έκφρασης συγκεκριμένων 

μακρομορίων του ECM, υπογραμμίζοντας το ρυθμιστικό τους ρόλο στην ενδοκρινή 

αντίσταση [21]. 

Αν και η συνεισφορά του ERα στην ανάπτυξη και την εξέλιξη του καρκίνου του 

μαστού έχει μελετηθεί εκτενώς, ο ρόλος της ισομορφής του, ERβ, παραμένει 

αμφιλεγόμενος. Οι ERα και ERβ παρουσιάζουν υψηλή ομολογία στην αλληλουχία 

τους, κυρίως στις περιοχές δέσμευσης DNA και πρόσδεσης της Ε2. Ωστόσο, οι μικρές 

δομικές διαφορές ανάμεσα στις δύο ισομορφές των ERs (π.χ. AF-1) εξηγούν τις 
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διαφορετικές και ανταγωνιστικές βιολογικές τους δράσεις, ρυθμίζοντας την κυτταρική 

συμπεριφορά κατά τη διαφοροποίηση και την εξέλιξη του καρκίνου του μαστού. 

Βιβλιογραφικές αναφορές υποδηλώνουν ότι σε περιπτώσεις που εκφράζονται και οι δύο 

ERs, ο ERβ μειώνει τα επίπεδα πολλαπλασιασμού καθώς και το σχηματισμό όγκου που 

προκαλεί ο ERα, ενώ δύναται να ρυθμίζει την ενδογενή γονιδιακή έκφραση [56, 57]. 

Επιπλέον, ERβ-knockout ποντίκια παρουσιάζουν μειωμένη θνησιμότητα, θυλάκωση 

ωοθηκών και ανώμαλη κύηση, τονίζοντας το ρόλο του στον ομαλό αναπαραγωγικό 

φαινότυπο [58]. Σε ορισμένες περιπτώσεις όπου οι καρκινικοί όγκοι μαστού 

χαρακτηρίζονται από ανθεκτικότητα σε αντι-οιστρογόνα, τα επίπεδα έκφρασης του 

ERβ ενισχύονται [59]. 

 

 

Εισαγωγή στο δίκτυο του εξωκυττάριου χώρου  

Το σύνολο των κυττάρων των ιστών και των οργάνων ενός οργανισμού είναι 

ενσωματωμένα ή αγκυροβολημένα σε εξειδικευμένα ικριώματα τριών διαστάσεων (3D) 

τα οποία καλούνται εξωκυττάριοι χώροι (ECMs). Οι ECMs αποτελούν πολύπλοκα 

δίκτυα αποτελούμενα από διασυνδεδεμένα μακρομόρια. Παρέχουν το χώρο στον οποίο 

εδρεύουν τα κύτταρα, επηρεάζοντας τον κυτταρικό φαινότυπο και τις ιδιότητες, όπως 

τον πολλαπλασιασμό, τη μετανάστευση και την επιβίωση. 

Οι μοριακές αλλαγές στο εσωτερικό των καρκινικών κυττάρων καθώς και η δυναμική 

αλληλεπίδραση των καρκινικών κυττάρων με το περιβάλλον στρώμα, το οποίο 

καλύπτεται από το μικροπεριβάλλον του όγκου, αποτελούν τις κινητήριες δυνάμεις για 

την εξέλιξη του καρκίνου αλλά και σημαντικά στοιχεία για θεραπευτικές προσεγγίσεις. 

Το μικροπεριβάλλον του όγκου είναι ένας καθοριστικός παράγοντας για την εξέλιξη 

του καρκίνου. Διαδραματίζει σημαντικό ρόλο σε πολλά στάδια της ανάπτυξης του 

καρκίνου μέσω της πολύπλοκης διεπικοινωνίας ανάμεσα στα καρκινικά κύτταρα και τα 

συστατικά του περιβάλλοντος στρώματος, κατευθύνοντας την πρόοδο της νόσου [60]. 

Το καρκινικό στρώμα αποτελείται από συστατικά του ECM, μεταξύ αυτών 

πρωτεογλυκάνες (PGs), διάφοροι τύποι κολλαγόνου, ινοσυνδετίνη, λαμινίνες, 

υαλουρονικό (ΗΑ), γλυκοπρωτεΐνες, καθώς και αυξητικούς παράγοντες (GFs), 

χημειοκίνες και κυτταροκίνες που αποθηκεύονται στον ECΜ. Ένας μεγάλος αριθμός 

κυτταρικών πληθυσμών εντοπίζεται στον ΕCΜ του καρκινικού στρώματος, όπως 

ινοβλάστες, κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος και ενδοθηλιακά κύτταρα, τα 
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οποία μαζί με τα καρκινικά κύτταρα είναι υπεύθυνα για την παραγωγή των συστατικών 

του ECM [61]. Το καρκινικό στρώμα διαφέρει κατά πολύ από έναν φυσιολογικό ιστό 

αναφορικά με τη σύνθεση του ECM και τους κυτταρικούς πληθυσμούς που υπάρχουν 

σε αυτό. Καθώς οι όγκοι αναπτύσσονται, το καρκινικό στρώμα εξελίσσεται μέσω της 

διεπικοινωνίας μεταξύ των καρκινικών και των στρωματικών κυττάρων, η οποία 

καθοδηγεί τη γενικότερη αναδιαμόρφωση του ιστού προκειμένου να ρυθμιστεί η 

εξέλιξη του όγκου [61, 62]. Η αναδιαμόρφωση του ιστού χαρακτηρίζεται από αλλαγές 

στον αριθμό και τους τύπους των κυτταρικών πληθυσμών που διαθέτουν, οι οποίες με 

τη σειρά τους επηρεάζουν τη δομή και τη λειτουργία του ECM. Παραδείγματος χάριν, 

οι GFs που εκκρίνουν τα καρκινικά κύτταρα στρατολογούν και ενεργοποιούν κύτταρα 

του στρώματος, όπως ινοβλάστες, φλεγμονώδη και ενδοθηλιακά κύτταρα προκειμένου 

να συνθέσουν συστατικά του ECM, ρυθμιστές της φλεγμονής και να δημιουργήσουν 

νέα αιμοφόρα αγγεία. Επίσης, τα ενεργοποιημένα κύτταρα του στρώματος εκκρίνουν 

παράγοντες που ρυθμίζουν την ανάπτυξη και τη συμπεριφορά των καρκινικών 

κυττάρων, προωθώντας την εξάπλωση του όγκου. Σε γενικές γραμμές, o 

αναδιοργανωμένος, προσωρινός ECM που δημιουργείται διαθέτει τόσο 

προσκολλητικές όσο και αντι-προσκολλητικές ιδιότητες και ομοιάζει στον ECM που 

παράγεται κατά τη διαδικασία επούλωσης πληγής και είναι εμπλουτισμένος σε 

γλυκοπρωτεΐνες, κολλαγόνα, ΗΑ, ένζυμα αποικοδόμησης του ECM, αυξητικούς 

παράγοντες (GFs), κυτταροκίνες και χημειοκίνες και προάγει τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό και την κινητικότητα [63, 64]. Παρόλο που η σύσταση και η 

αρχιτεκτονική του φυσιολογικού ιστού εξουδετερώνουν τις ιδιότητες των καρκινικών 

κυττάρων, ο αναδιοργανωμένος ECM στο καρκινικό στρώμα ενεργοποιεί τον καρκινικό 

κυτταρικό φαινότυπο και την επιθετικότητα [62]. Ο ΕCM παρέχει εξειδικευμένα 

σήματα στα κύτταρα, ρυθμίζοντας τη συμπεριφορά τους και ενεργοποιώντας 

βιολογικές διαδικασίες που είναι σημαντικές για την ομαλή ανάπτυξη των οργάνων και 

την ομοιόσταση των ιστών (Εικόνα 5). Οι λειτουργικές μεταλλάξεις και τροποποιήσεις 

των συστατικών του ECM έχουν συσχετιστεί με πολλές παθολογικές καταστάσεις, 

συμπεριλαμβανομένου του καρκίνου. Οι μοριακοί μηχανισμοί που διέπουν την 

πολύπλοκη διεπικοινωνία ανάμεσα στα καρκινικά κύτταρα και το μικροπεριβάλλον του 

όγκου διαδραματίζουν κεντρικό ρόλο στην εδραίωση της μετάστασης [65].  
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Εικόνα 5. Σχηματική επισκόπηση των ΕCMs, των συστατικών τους και των υποδοχέων 

κυτταρικής επιφάνειας. Οι ΕCMs κατατάσσονται σε δύο τύπους, τους ενδιάμεσους (interstitial) 

και τους περικυτταρικούς (pericellular). Η βασική μεμβράνη, ένας τύπος περικυτταρικού ΕCM, 

εντοπίζεται μεταξύ των επιθηλιακών κυττάρων και του συνδετικού ιστού. Αυτή η στοιβάδα 

αποτελείται από ένα δίκτυο κολλαγόνου τύπου IV και συστατικά του ΕCM, όπως λαμινίνη, 

ιντεγκρίνες και περλεκάνη. Τα επιθηλιακά κύτταρα είναι αγκυροβολημένα στις βασικές μεμβράνες 

μέσω των ημιδεσμοσωμάτων που σχηματίζονται από τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ των ιντεγκρινών 

με τις λαμινίνες. Η αλληλεπίδραση μεταξύ των μακρομορίων δημιουργεί ένα δυναμικό και 

πολύπλοκο 3D δίκτυο. Τα κύτταρα προσδένονται στα συστατικά του ΕCM μέσω εξειδικευμένων 

κυτταρικών υποδοχέων και συν-υποδοχέων (ιντεγκρίνες, PGs κυτταρικής επιφάνειας και CD44) 

που μεταφέρουν το σήμα στα κύτταρα ρυθμίζοντας έτσι πολλές κυτταρικές λειτουργίες. 

Ανατύπωση με άδεια από την αναφορά [61]. Copyright 2016 Elsevier science & technology 

journals. 
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Συστατικά του εξωκυττάριου χώρου: δομικά χαρακτηριστικά, 

αλληλεπιδράσεις και λειτουργίες 

Πρωτεογλυκάνες και Γλυκοζαμινογλυκάνες  ̶ πολυλειτουργικοί ρυθμιστές 

της εξέλιξης του καρκίνου 

Οι PGs αποτελούν τα πιο σημαντικά δομικά και λειτουργικά βιομακρομόρια των ιστών. 

Αποτελούνται από έναν πρωτεϊνικό κορμό πάνω στον οποίο βρίσκονται ομοιοπολικά 

συνδεδεμένες μία ή περισσότερες αλυσίδες GAGs, του ίδιου ή διαφορετικού τύπου, σε 

κατάλοιπα σερίνης του πρωτεογλυκανικού πρωτεϊνικού κορμού, μέσω 

τετρασακχαριτικής σύνδεσης, που αποτελείται από ξυλόζη (Xyl), δύο κατάλοιπα 

γαλακτόζης (Gal) και γλυκουρονικό οξύ (GlcA). Οι GAGs είναι μεγάλου μήκους, 

αρνητικά φορτισμένοι ετεροπολυσακχαρίτες που περιέχουν επαναλαμβανόμενους 

δισακχαριτικές μονάδες αποτελούμενες κυρίως από Ν-ακετυλιωμένες εξοζαμίνες [Ν-

ακετυλο-D-γαλακτοζαμίνη (GalNAc) ή N-ακετυλο-D-γλυκοζαμίνη (GlcNAc)] και ένα 

D-/L-εξουρονικό οξύ [D-GlcA ή L-ιδουρονικό (IdoA)]. Διαφορές στον τύπο του 

μονοσακχαρίτη στην επαναλαμβανόμενη μονάδα καθώς και το ποσοστό θείωσής τους, 

κατατάσσουν τις GAGs στις εξής κατηγορίες: υαλουρονικό οξύ (ΗΑ), θειική 

χονδροϊτίνη (CS), θειική δερματάνη  (DS), ηπαρίνη (Hep), θειική ηπαράνη (HS) και 

θειική κερατάνη (KS). Το ΗΑ είναι η μόνη GAG που βιοσυντίθεται στην κυτταρική 

μεμβράνη και όχι στο σύμπλεγμα Golgi και δεν είναι συνδεδεμένη σε πρωτεϊνικό 

κορμό. Η KS στερείται ουρονικού οξέος και περιέχει γαλακτόζη στη δισακχαριτική 

δομική μονάδα της. Επιπλέον, οι GAGs είναι μεγάλου μήκους πολυμερή με ποικίλα 

μοριακά μεγέθη αναλόγως του τύπου τους και του ιστού προέλευσης και είναι 

υποκατεστημένες με θειικές ομάδες σε πολλές θέσεις, είτε στις υδροξυλομάδες των 

εξοζαμινών, της D-Gal και του εξουρονικού οξέος, είτε στην αμινομάδα της D-

γλυκοζαμίνης (κυρίως στη Ηep, ένα υψηλά θειωμένο ανάλογο της HS και σε μικρότερο 

βαθμό στη HS). Το ΗΑ είναι η μόνη GAG που δεν είναι υποκατεστημένη με θειικές 

ομάδες (Εικόνα 6) [66]. Συνολικά, κάθε αλυσίδα GAG είναι ένα μωσαϊκό 

δισακχαριτών με μέγεθος και δομή που ποικίλει, ο συνδυασμός των οποίων δημιουργεί 

ένα εξαιρετικά πολύπλοκο μοτίβο που είναι διακριτό για κάθε ξεχωριστή αλυσίδα [67, 

68].  

Οι PGs εντοπίζονται ενδοκυτταρικά και στην κυτταρική επιφάνεια, ωστόσο είναι 

άφθονες και στους ECMs. Αλληλεπιδρούν με μεγάλο αριθμό GFs, κυτταροκινών και 



59 

 

χημειοκινών, υποδοχείς κυτταρικής επιφάνειας και μόρια του ECM, είτε μέσω του 

πρωτεϊνικού τους κορμού, είτε, κυρίως, μέσω των πλευρικών αλυσίδων GAGs, 

συμμετέχοντας σε πληθώρα κυτταρικών ιδιοτήτων όπως η κυτταρική σηματοδότηση, ο 

πολλαπλασιασμός, η μετανάστευση, η διαφοροποίηση, η απόπτωση και η 

προσκόλληση [69]. Η δομική ποικιλομορφία των αλυσίδων GAG στον πρωτεϊνικό 

κορμό των PG που είναι αποτέλεσμα επιπλέον θείωσης των υδροξυλομάδων, ο μεγάλος 

αριθμός GAGs που συνδέονται στις PGs και η κατανομή των PGs, είναι στοιχεία που 

εξηγούν τις σπουδαίες PG-διαμεσολαβούμενες βιολογικές λειτουργίες. Οι PGs και οι 

GAGs αποτελούν πολυλειτουργικά μόρια συμμετέχοντας στην οργάνωση των ιστών σε 

φυσιολογικές καταστάσεις, αλλά και στην εξέλιξη πολλών ασθενειών, καθώς η 

έκφραση και η δομή τους τροποποιείται κατά την αναδιαμόρφωση του ECM σε όλες τις 

παθολογίες [70-72]. Επίσης, πρόσφατες μελέτες περιγράφουν ότι οι επιγενετικές 

τροποποιήσεις παίζουν σημαντικό ρόλο στη βιοσύνθεση και τη λειτουργία των 

GAGs/PGs [73, 74]. Λαμβάνοντας υπόψιν τα παραπάνω, κατανοούμε γιατί οι PGs 

αποτελούν καινοτόμους βιοδείκτες σε πολλές περιπτώσεις νεοπλασιών και 

εφαρμόζονται τόσο στη διαγνωστική όσο και σε θεραπευτικές προσεγγίσεις [75]. 
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Εικόνα 6. (Η λεζάντα της εικόνας παρατίθεται στην επόμενη σελίδα). 
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Εικόνα 6. Οι κύριοι δισακχαρίτες των GAGs και οι περιοχές θείωσης. Οι GAGs, CS, DS, HS και 

Hep είναι συνδέονται ομοιοπολικά σε κατάλοιπο σερίνης του PG κορμού μέσω μίας κοινής 

τετρασακχαριτικής σύνδεσης, Xyl-Gal-Gal-GlcΑ. Το ΗΑ δε συνδέεται σε PG κορμό, ενώ δε 

διαθέτει θέσεις θείωσης. Η KS I συνδέεται σε κατάλοιπο L-Asn μέσω Ν-γλυκοζιδικής σύδεσης, η 

KS II σε κατάλοιπο L-Ser ή L-Thr μέσω Ο-γλυκοζιδικού δεσμού, ενώ η ΚS III σε κατάλοιπο L-Ser 

με Ο-γλυκοζιδική σύνδεση. Πηγή: [66]. 

 

Αναλόγως του κυτταρικού και υποκυτταρικού τους εντοπισμού, της ομολογίας της 

πρωτεϊνικής αλυσίδας και της παρουσίας ξεχωριστών πρωτεϊνικών μοτίβων, οι PGs 

κατατάσσονται σε τέσσερις οικογένειες: ενδοκυττάριες, κυτταρικής επιφάνειας, 

περικυτταρικές-βασικής μεμβράνης και εξωκυττάριες. Οι μεμβρανικές PGs είτε 

διαχέονται στην πλασματική μεμβράνη (συνδεκάνες, CSPG, betaglycan, phosphacan 

και η «μερικής απασχόλησης» PG, CD44), είτε είναι αγκυροβολημένες μέσω ενός 

δεσμού γλυκοφωσφατιδυλοϊνοσιτόλης-GPI (γλυπικάνες). Η οικογένεια των 

περικυτταρικών PGs αποτελείται από την περλεκάνη, την αγκρίνη και από τα 

κολλαγόνα τύπου XV και XVIII. Οι εξωκυτταρικές PGs είναι συνήθως εκκρινόμενες 

[hyalectans, small-leucine-rich PGs (SLRPs), testicans/SPARC/οsteonectin CWCV και 

Kazal-like domain (SPOCK)], ενώ κάποιες PGs, όπως οι συνδεκάνες, αποικοδομούνται 

πρωτεολυτικά και αποσπώνται από την κυτταρική επιφάνεια (Εικόνα 7) [70, 76]. 
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Εικόνα 7. Απεικόνιση του φυσιολογικού ιστού και του καρκινικού στρώματος, καθώς και των 

βασικών αλληλεπιδράσεων και των λειτουργιών των PGs. Ο φυσιολογικός ιστός αποτελείται 

κυρίως από ECM πλούσιο σε κολλαγόνο και SLRPs που συνδέονται με ίνες κολλαγόνου και μικρά 

σύμπλοκα ΗΑ-versican. Αυτός ο ECM υποστηρίζει την προσκόλληση των στρωματικών κυττάρων 

ελέγχοντας τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και τη μετανάστευση. Η διεπικοινωνία ανάμεσα στα 

καρκινικά και τα στρωματικά κύτταρα έχει ως αποτέλεσμα το σχηματισμό ενός προσωρινού ECM 

που είναι πλούσιος σε PGs, όπως SLRPs (decorin, fibromodulin, lumican), hyalectans 

(versican), περικυτταρικές PGs (perlecan), αποικοδομημένες PGs κυτταρικής επιφάνειας 

(syndecans) και ενδοκυττάριες PGs (σεργλυκίνη). Οι PGs του ECM, όπως η versican, 

αλληλεπιδρούν με το ΗΑ σχηματίζοντας μεγάλα συσσωματώματα, αλλά και με τον EGFR, 

προάγοντας την κυτταρική κινητικότητα και τον πολλαπλασιασμό. Ο ρόλος της κάθε PG 

αναφέρεται στο κάτω μέρος του σχήματος. Ανατύπωση με άδεια από την αναφορά [69]. 

Copyright 2017 Elsevier science & technology journals. 
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Μεμβρανικές και ενδοκυττάριες πρωτεογλυκάνες 

Συνδεκάνες 

Οι συνδεκάνες ανήκουν στην οικογένεια των διαμεμβρανικών HSPGs και 

αποτελούνται από τέσσερα μέλη (συνδεκάνες-1, -2, -3 και -4) (Πίνακας 1) [70]. 

Αρχικά, οι συνδεκάνες συσχετίστηκαν με την κυτταρική επιφάνεια, ωστόσο 

αποκαλύφθηκε ότι ο εντοπισμός τους μπορεί να είναι κυτταροπλασματικός, ακόμα και 

πυρηνικός [77]. Οι συνδεκάνες αλληλεπιδρούν με GFs και τους αντίστοιχους υποδοχείς 

τους και συνεισφέρουν στην οργάνωση των μικροϊνιδίων του κυτταροσκελετού, στην 

κυτταρική μετανάστευση και προσκόλληση. Τα μόρια αυτά ρυθμίζουν την κυτταρική 

προσκόλληση στον ECM πυροδοτώντας τον σχηματισμό εστιακών προσφύσεων και 

κυτταρικών διεπαφών, μέσω σηματοδοτικών δικτύων που ρυθμίζουν πολλές κυτταρικές 

διεργασίες, όπως η αποκατάσταση ιστού, η επούλωση πληγής και το στρώμα 

καρκινικών όγκων [78]. Μία πρόσφατη μελέτη σε εμβρυικούς ινοβλάστες ποντικού 

δείχνει ότι οι συνδεκάνες ρυθμίζουν τα κανάλια Ca2+ των διαμεμβρανικών υποδοχέων 

TRPCs, μέσω φωσφορυλίωσης της κυτταροπλασματικής πρωτεϊνικής κινάσης C α, για 

τον έλεγχο της κυτταρικής προσκόλλησης και της διαμόρφωσης του κυτταροσκελετού 

[79]. Επιπρόσθετα, η λειτουργία των συνδεκανών μπορεί να τροποποιηθεί από την 

αποικοδόμηση της εξωκυττάριας περιοχής τους από μόρια αποικοδόμησης του ECM, 

όπως ηπαρινάση (ΗPSE) και ΜΜΡs, που μετατρέπουν τους μεμβρανικούς αυτούς συν-

υποδοχείς σε διαλυτά μόρια με ρυθμιστική δράση έναντι των καρκινικών κυττάρων και 

του παρακείμενου στρώματος [80, 81]. 

Σε αυτό το πλαίσιο, η έκφραση των συνδεκανών τροποποιείται σημαντικά κατά τη 

διαφοροποίηση και σε πληθώρα παθολογικών καταστάσεων, όπως ο καρκίνος, όπου σε 

πολλές περιπτώσεις συσχετίζεται με την πρόγνωση της νόσου [82, 83]. Η απουσία της 

μεμβρανικής συνδεκάνης-1 σχετίζεται άμεσα με την εξέλιξη πολλών τύπων καρκίνου, 

όπως εγκεφάλου, αυχένα, γαστρικού και πνεύμονα [84]. Από την άλλη μεριά, η 

έκφραση της συνδεκάνης-1 σε μεταστατικές καρκινικές σειρές μαστού, συγκριτικά με 

τις λιγότερο μεταστατικές και με καλύτερη πρόγνωση [85]. Αναφορικά με τη διαλυτή 

συνδεκάνη-1, αυξημένα επίπεδα στο μικροπεριβάλλον του όγκου έχουν συσχετιστεί με 

την εξέλιξη του όγκου, δρώντας έτσι ως αρνητικός ρυθμιστής σε πολλές νεοπλασίες 

[86, 87]. Επιπλέον, είναι γνωστό ότι οι HSPGs αλληλεπιδρούν με RTKs και 

ιντεγκρίνες. Σε πρόσφατες μελέτες, μελετήθηκαν τα επίπεδα έκφρασης της 

συνδεκάνης-2 και -4 και η διεπικοινωνία τους με τους υποδοχείς EGFR και IGF-ΙR και 
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τα σηματοδοτικά τους μονοπάτια. Σε ERα-θετικά καρκινικά κύτταρα μαστού, τα 

επίπεδα έκφρασης της συνδεκάνης-2 ελέγχονται μέσω του σηματοδοτικού μονοπατιού 

EGFR, ενώ τα επίπεδα έκφρασης της συνδεκάνης-4 ελέγχονται από τη σηματοδότηση 

του IGF-IR. Επιπλέον, τα μειωμένα επίπεδα έκφρασης των συνδεκανών-2 και -4 έχουν 

συσχετιστεί με την αυξημένη μεταναστευτική δυνατότητα των καρκινικών κυττάρων 

μαστού [82, 83]. Σε πρόσφατο μοντέλο καρκίνου του μαστού σε ποντικό, η συνδεκάνη-

1 οδηγεί στη δημιουργία όγκου πυροδοτώντας το Wnt-1/β-catenin σηματοδοτικό 

μονοπάτι [88]. Σε άλλη μελέτη, σχηματίζει τριτοταγές σηματοδοτικό σύμπλοκο με τους 

FGF-2/FGFR1, αυξάνοντας την επιβίωση των καρκινικών κυττάρων μαστού [89]. Σε 

πολλούς τύπους καρκίνου αλληλεπιδρά με τις ιντεγκρίνες αvβ3 και αvβ5, προωθώντας 

την αγγειογένεση, τη διήθηση και τη μετανάστευση σε τριπλά αρνητικές καρκινικές 

σειρές μαστού [90]. Επιπρόσθετα, έχει δειχθεί ότι η εξωκυττάρια περιοχή της 

συνδεκάνης-1 σχετίζεται άμεσα με τον IGF-IR, όπου μαζί με τις ιντεγκρίνες ανβ3 ή/και 

αvβ5 σχηματίζουν ένα σηματοδοτικό σύμπλοκο που προάγει τη μετανάστευση 

καρκινικών και ενδοθηλιακών κυττάρων [91]. Τα δεδομένα αυτά αποδεικνύουν ότι οι 

πολύπλοκοι ρυθμιστικοί μηχανισμοί, διαμεσολαβούμενοι από συνδεκάνες, που 

ελέγχουν τις κυτταρικές λειτουργίες των καρκινικών κυττάρων αποτελούν κρίσιμους 

παράγοντες για την εξέλιξη του όγκου, λειτουργώντας παράλληλα ως προγνωστικοί 

βιοδείκτες και ελκυστικοί φαρμακολογικοί στόχοι.  

 

Γλυπικάνες 

Οι γλυπικάνες αποτελούνται από έξι μέλη αγκυροβολημένα στην κυτταρική μεμβράνη 

μέσω αγκύρας GPI (GPI-anchor) στο C-τελικό τους άκρο (Πίνακας 1). Εμπεριέχουν 

δεκατέσσερα κατάλοιπα Cys που παρουσιάζουν ομολογία με τις περιοχές πλούσιες σε 

Cys των πρωτεϊνών Frizzled. Οι γλυπικάνες τροποποιούνται με έως και τρεις αλυσίδες 

HS κοντά στη νεομεμβράνη (juxtamembrane). Εκφράζονται κυρίως από τα 

μεσεγχυματικά και τα επιθηλιακά κύτταρα [72]. Στον καρκίνο του μαστού τα επίπεδα 

της γλυπικάνης-1 παρουσιάζουν μεγάλη αύξηση και μεσολαβούν στην κυτταρική 

μετανάστευση [40]. 

 

Σεργλυκίνη 

Το μόνο χαρακτηρισμένο μέλος των ενδοκυττάριων PGs είναι η σεργλυκίνη, η οποία 

εκφράζεται τόσο σε αιμοποιητικά όσο και σε ενδοθηλιακά, λεία μυικά κύτταρα, αλλά 
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και σε ινοβλάστες. Δομικά, η σεργλυκίνη αποτελείται από έως και οκτώ αλυσίδες 

CS/DS/HS/Hep που βρίσκονται συνδεδεμένες σε ένα στενό τμήμα του πρωτεϊνικού της 

κορμού, το οποίο χαρακτηρίζεται από επαναλήψεις Ser/Gly (Πίνακας 1). Ο 

ενδοκυτταρικός βιολογικός ρόλος της σεργλυκίνης έγκειται στη συγκρότηση 

εκκριτικών κοκκίων και την αλληλεπίδραση με ποικίλα συνοδά μόρια, όπως είναι οι 

GFs, κυτταροκίνες και πρωτεολυτικά ένζυμα [92]. Όταν η σεργλυκίνη εκκρίνεται είναι 

σε θέση να ρυθμίσει τη μεταφορά, προστασία και ενεργοποίηση των συνοδών της 

μορίων [93]. Η έκφραση της σεργλυκίνης, όπως και πολλών άλλων PGs, έχει βρεθεί 

τροποποιημένη στον καρκίνο του μαστού. Η σεργλυκίνη εκφράζεται και εκκρίνεται από 

τα πιο κακοήθη κύτταρα του μαστού και επηρεάζει πολλές από τις λειτουργικές 

ιδιότητες, όπως η κυτταρική διήθηση [94, 95]. Η εμπλοκή της σεργλυκίνης στη 

μετάσταση των όγκων επιβεβαιώθηκε in vivo χρησιμοποιώντας το μοντέλο MMTV-

PyMT [96]. Πρόσφατη μελέτη σε καρκινικά κύτταρα μαστού υποδεικνύει ότι η 

σεργλυκίνη επάγει τη διαδικασία ΕΜΤ και την αντίσταση στη χημειοθεραπεία, 

οδηγώντας στη βιοσύνθεση πρωτεολυτικών ενζύμων. Επιπλέον, εμπλέκεται στην 

ενεργοποίηση του IL-8/CXCR2 σηματοδοτικού καταρράκτη και καθοδικών 

σηματοδοτικών μορίων, όπως PI3K, Src και Rac, τα οποία προάγουν την ανάπτυξη και 

εξάπλωση των καρκινικών κυττάρων μαστού [97]. 

 

Πίνακας 1. Τύποι και δομικά χαρακτηριστικά των μεμβρανικών (διαμεμβρανικές και 

αγκυροβολημένες) και ενδοκυττάριων PGs. Πηγή: [66]. 
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Yαλουρονικό οξύ 

Το υαλουρονικό οξύ (ΗΑ) περιέχει επαναλαμβανόμενες δισακχαριτικές μονάδες GlcA 

και GlcNAc. Το ΗΑ προσδένεται είτε στις συνθάσες του (ΗΑS1-3), είτε στους 

κυτταρικούς του υποδοχείς, επηρεάζοντας ποικίλες κυτταρικές λειτουργίες. Σε 

περιπτώσεις φλεγμονής και κατά την εξέλιξη του καρκίνου, το ΗΑ απαντάται σε 

ποικίλα μοριακά μεγέθη δρώντας ως σηματοδοτικό μόριο αλληλεπιδρώντας με τους 

υποδοχείς του, CD44 και RHAMM. Ο CD44 είναι δυνατό να αλληλεπιδρά με μόρια 

του ECM, ωστόσο ο λειτουργικός ρόλος αυτών των αλληλεπιδράσεων παραμένει 

ασαφής [98]. Το μέγεθος του ΗΑ εξαρτάται από τη δραστικότητα των ενζύμων που 

συνθέτουν ΗΑ, και αυτών που το αποικοδομούν (υαλουρονιδάσες, HYAL-1 έως -4, 

ΗYAL-P1, PH-20) [61, 99]. Στον καρκίνο του μαστού, τα περισσότερο επιθετικά 

καρκινικά κύτταρα υπερεκφράζουν τη HAS2 και τη HYAL-2 [100]. Επομένως, η 

κατανόηση του ρόλου του ΗΑ στην εξέλιξη του καρκίνου του μαστού είναι κρίσιμης 

σημασίας [99]. 

 

Ένζυμα αποικοδόμησης του ECM  

Μεταλλοπρωτεϊνάσες  

Οι MMPs αποτελούν μία οικογένεια 42 ενδοπεπτιδασών που είναι δομικά και 

λειτουργικά παρόμοιες και εμφανίζουν εξειδίκευση ως προς τα συστατικά του ECM 

που αποικοδομούν. Εκκρίνονται από τα κύτταρα συνήθως στην ανενεργό τους μορφή 

και ακολούθως ενεργοποιούνται [101]. Εκτός από την αναδιοργάνωση του ECM, 

συμβάλλουν στη ρύθμιση GFs και των υποδοχέων τους, κυτταροκινών, μορίων 

προσκόλλησης, μεμβρανικών PGs, καθώς και του προγράμματος ΕΜΤ (Εικόνα 8) [64, 

102]. Στον καρκίνο του μαστού εκφράζεται μια πληθώρα ΜΜΡs, ωστόσο διαφορετικές 

ΜΜΡs ρυθμίζουν συγκεκριμένες κυτταρικές λειτουργίες, όπως την κυτταρική 

μετανάστευση και τη διήθηση [103-105]. Έχουμε αποδείξει ότι η δράση της Ε2 

ρυθμίζει τη γονιδιακή έκφραση και τη δραστικότητα των ΜΜΡs. Επιπρόσθετα, η 

έκφραση και η δραστικότητα των ΜΜΡs/TIMPs είναι πιθανό να ελέγχεται από τους 

EGFR και IGF-IR [40, 106]. Ο EGF επάγει την έκφραση της ΜΜΡ-9 σε καρκινικά 

κύτταρα μαστού [107], ενώ η χορήγηση IGF-I ενισχύει τη δραστικότητα της ΜΤ1-

ΜΜΡ σε MCF-7 καρκινικά κύτταρα μαστού [108]. 
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Εικόνα 8. Οι πρωτεολυτικές δράσεις των MMPs κατά την εξέλιξη του όγκου. Μέσω των 

αλληλεπιδράσεών τους με μόρια του ECM και της αποκοδόμησής του στον πρωταρχικό όγκο, 

επάγουν το φαινόμενο ΕΜΤ στα καρκινικά κύτταρα, τα οποία αποικοδομούν το στρώμα, 

εισέρχονται στην κυκλοφορία του αίματος, εξαγγειώνονται από το ενδοθήλιο και 

μεταναστεύουν/διεισδύουν στον παρακείμενο ιστό, προωθώντας τη μετάσταση σε 

απομακρυσμένους ιστούς. Ανατύπωση με άδεια από την αναφορά [64]. Copyright 2011 John 

Wiley & Sons. 

 

Σύστημα ενεργοποίησης του πλασμινογόνου 

Η πλασμίνη (πρωτεάση σερίνης) απαντάται ευρέως στους ECMs και παράγεται από την 

αποικοδόμηση του πλασμινογόνου από τους δύο ενεργοποιητές του, tPA και uPA, 

υποβοηθούμενο από τον μεμβρανικό υποδοχέα του, uPAR. Η δραστικότητα της 

πλασμίνης και των ενεργοποιητών της ελέγχονται από ειδικούς ενδογενείς αναστολείς, 

την α2-αντιπλασμίνη και τους αναστολείς PAIs. Η πλασμίνη δρα απευθείας σε 

πρωτεΐνες του ECM ενεργοποιώντας αρκετές pro-MMPs, οδηγώντας σε περαιτέρω 

αποικοδόμηση του ECM. Αρκετές μελέτες έχουν υποδείξει τη συμμετοχή του uPA στο 

μεταστατικό δυναμικό των καρκινικών κυττάρων μαστού [109]. Το σύμπλοκο 
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uPA/uPAR είναι ικανό να αλληλεπιδράσει με ιντεγκρίνες και να επάγει τη 

σηματοδότηση μέσω PI3K/AΚΤ και RAS-RAF-MEK-ERK για να επηρεάζει την 

ανάπτυξη και τη γονιδιακή έκφραση [110]. 

 

Φλεγμονώδεις διαμεσολαβητές – Ιντερλευκίνες 

Κατά τη φλεγμονώδη ανοσοαπόκριση απελευθερώνεται από τα κύτταρα του 

ανοσοποιητικού συστήματος μεγάλος αριθμός σηματοδοτικών μορίων, όπως 

σηματοδοτικές πρωτεΐνες [π.χ. χημειοκίνες, ιντερλευκίνες (ILs), GFs και ιντερφερόνες], 

και ελεύθερες ρίζες. Φλεγμονώδεις διαμεσολαβητές, όπως οι χημειοκίνες και οι ILs, 

εμπλέκονται στην εξέλιξη πολλών τύπων καρκίνου, συμπεριλαμβανομένου και του 

μαστού. Συγκεκριμένα, η IL-8 έχει εξέχοντα προ-αγγειογενετικό ρόλο ενώ οι 

βιολογικές δράσεις της διαμεσολαβούνται από τους υποδοχείς CXCR-1,-2. Η έκφρασή 

της ρυθμίζεται από ένα πλήθος διαφορετικών ερεθισμάτων. Η διέγερση των CXCR-1,-2 

επάγει ένα εύρος σηματοδοτικών μονοπατιών, όπως των PI3K, PKC, AKT, MAPK και 

RhoGTPάσης [111]. Η έκφραση της IL-8 έχει συνδεθεί αρνητικά με την έκφραση των 

ERs στα καρκινικά κύτταρα μαστού, ενώ η έκφρασή της έχει συσχετιστεί με την 

επιθετικότητα των καρκινικών κυττάρων μαστού [112, 113]. Η IL-6 μπορεί να δρα 

μέσω του κλασικού μονοπατιού σηματοδοτώντας είτε μέσω του IL-6Rα 

ενεργοποιώντας τα μονοπάτια PI3K και MAPK είτε μέσω του διαλυτού υποδοχέα της 

sIL-6Rα [114]. Τόσο η έκφραση της IL-8 όσο και της IL-6 εξαρτάται από διάφορους 

μεταγραφικούς παράγοντες και κυρίως από τον NF-κB [115], ενώ η σηματοδότηση και 

των δύο αυτών ILs έχει συσχετιστεί με το φαινόμενο EMT σε καρκινικά κύτταρα 

μαστού [116]. Χορήγηση της IL-6 σε ERα-θετικά καρκινικά κύτταρα μαστού προωθεί 

τη μεταγραφική δραστηριότητα του ER [117], ενώ η έκφρασή της έχει βρεθεί ελαφρώς 

υψηλότερη στους ER-αρνητικούς όγκους [118]. 
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Υποδοχείς αυξητικών παραγόντων – εμπλοκή στον καρκίνο 

του μαστού  

Η παρουσία του υποδοχέα EGFR είναι καθοριστική για την εξέλιξη του καρκίνου του 

μαστού, ενώ η έκφρασή του είναι αντιστρόφως ανάλογη με την έκφραση του ERα 

[119]. Τα τελευταία χρόνια για την αντιμετώπιση του καρκίνου του μαστού 

χρησιμοποιούνται θεραπείες που στοχεύουν τον EGFR, οι οποίες περιλαμβάνουν τη 

χρήση μονοκλωνικών αντισωμάτων (mAb) [120] και ειδικών αναστολέων κινάσης 

τυροσίνης [121, 122]. Ο ERα φαίνεται να αλληλεπιδρά με τον EGFR μετά την 

ενεργοποίησή του από την Ε2 και μέσω του μονοπατιού ΜΑΡΚ επάγονται τα επίπεδα 

έκφρασης του ERα. Σε πολλούς κυτταρικούς τύπους απαιτείται η παρουσία του ERα 

για την εκδήλωση της βιολογικής δράσης του ΕGF. Η διεπικοινωνία του EGFR με τους 

ERs εμπλέκεται στην έκφραση μακρoμορίων του ECM των καρκινικών κυττάρων 

μαστού και στις λειτουργικές ιδιότητές τους [40, 123]. Η Ε2 σε συνδυασμό με τους 

EGF/IGF-I προάγει τον πολλαπλασιασμό των καρκινικών κυττάρων μαστού και την 

κυτταρική μετανάστευση μέσω του EGFR [124]. Η ενεργοποίηση του EGFR και των 

καθοδικών μονοπατιών ΡΙ3Κ/Αkt και MAPK, καθώς και η αλληλεπίδρασή τους με 

γονίδια που ρυθμίζονται από τους ERs, παίρνουν μέρος στην εξέλιξη του καρκίνου του 

μαστού [125]. Ο EGF αυξάνει επίσης την κυτταρική προσκόλληση μέσω της κινάσης 

FAK, ενώ οδηγεί στην αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού και την φωσφορυλίωση 

των ERK1/2 [126]. Ο υποδοχέας IGF-IR είναι σημαντικός σε κυτταρικές βιολογικές 

διεργασίες, όπως η διαφοροποίηση, ο πολλαπλασιασμός, ο ΕΜΤ και η προστασία στην 

απόπτωση. Τόσο ο IGF-IR όσο και ο EGFR ενεργοποιούν κοινά σηματοδοτικά 

μονοπάτια, όπως αυτά των ΜΑΡΚ και Αkt. Η διεπιοινωνία των EGFR/ IGF-IR με τους 

ERs επηρεάζουν τις κυτταρικές λειτουργίες, καθώς και τη φυσιολογική έκφραση 

σημαντικών βιομορίων για την ομοιόσταση του ECM (Εικόνα 9) [40]. 
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Εικόνα 9. Ο ρόλος της διεπικοινωνίας μεταξύ των σηματοδοτικών μονοπατιών των ERs με αυτά 

των EGFR/IGFR στη ρύθμιση των λειτουργικών ιδιοτήτων των καρκινικών κυττάρων μαστού. 

Ανατύπωση με άδεια από την αναφορά [13]. Copyright 2014 Elsevier science & technology 

journals. 

 

Η οικογένεια του TGF ρυθμίζει ένα εύρος φυσιολογικών αλλά και παθολογικών 

καταστάσεων [127, 128]. H υπο-οικογένεια TGF-β αποτελείται από 3 διακριτά μέλη, 

TGF-β1/-β2 και -β3, όπου ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο και τις συνθήκες η έκφρασή 

τους μπορεί να επάγεται από πληθώρα ερεθισμάτων, όπως τα στεροειδή και η IL-1. Ο 

TGF-β εμφανίζεται επίσης στον ECM ως σύμπλοκο με PGs αποθηκευμένος σε 

ανενεργή μορφή. Στον καρκίνο του μαστού, ο TGF-β αρχικά καταστέλλει την 

ογκογένεση μέσω αναστολής της ανάπτυξης και επαγωγής της απόπτωσης, ενώ κατόπιν 

συχνά υπερεκφράζεται προωθώντας τον EMT [129]. Η σηματοδότηση του TGF-β 

έπειτα από την συγκρότηση του τετραμερούς των υποδοχέων διαμεσολαβείται από το 

κανονικό (Smad 2/3-διαμεσολαβούμενο) και το μη κανονικό μονοπάτι [130]. Όσον 

αφορά τα μονοπάτια των TGF-β και ERα, η σηματοδότησή τους προκαλεί 

αντικρουόμενα αποτελέσματα στον πολλαπλασιασμό και την επιβίωση των κυττάρων 

[131]. Έχει βρεθεί πως η σηματοδότηση μέσω του συμπλόκου Ε2/ERα προκαλεί την 

αποικοδόμηση των Smad 2/3, ενώ αντίθετα ο TGF-β είναι σε θέση να καταστείλει τη 

μεταγραφή γονιδίων επαγόμενη από τον ERα [132]. 
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Η οικογένεια PDGF αποτελείται από 5 διαφορετικά διμερή PDGF-AA,-BB,-AB,-CC 

και -DD, τα οποία σηματοδοτούν μέσω διμερών των δύο υποδοχέων PDGF-α και -β, με 

τα προσδέματα να παρουσιάζουν εξειδίκευση ως προς τα διμερή υποδοχέων. Μετά την 

αυτοφωσφορυλίωση των υποδοχέων είναι δυνατόν να ενεργοποιηθούν τα ποικίλα 

σηματοδοτικά μονοπάτια, όπως των SRC, PI3K, PLCγ και RAS [133]. Η έκφραση του 

PDGFR επάγεται από τον TGF-β και τα οιστρογόνα [134]. Στον καρκίνο του μαστού ο 

PDGF εμφανίζει αγγειογενετικό ρόλο [135]. Υψηλά επίπεδα PDGF στο πλάσμα αλλά 

και σε καρκινώματα μαστού σχετίζονται με αυξημένο μεταστατικό δυναμικό, χαμηλή 

απόκριση σε θεραπεία αλλά και με μικρό χρόνο επιβίωσης των ασθενών. Πρόσφατα 

δεδομένα αποδεικνύουν την ενισχυμένη σηματοδότηση του PDGFR λόγω ανάπτυξης 

ανθεκτικότητας των καρκινικών κυττάρων μαστού σε αναστολείς της αρωματάσης 

[136, 137].  

Η οικογένεια των RTK υποδοχέων ΤΑΜ αποτελείται από 3 μέλη, τους Tyro3, Axl και 

Μer. Σε αυτούς προσδένονται τα δύο κοινά προσδέματα πρωτεΐνη S και Gas6. Ο 

υποδοχέας Axl ενεργοποιείται έπειτα από παρακρινή ή αυτοκρινή πρόσδεση του Gas6, 

ομοδιμερίζεται, αυτοφωσφορυλιώνεται και επάγει πλήθος σηματοδοτικών μονοπατιών. 

Η ενεργοποίηση του υποδοχέα Axl μπορεί να γίνει και με το σχηματισμό ετεροδιμερών, 

με υποδοχείς όπως ο EGFR, PDGFR και β3 ιντεγκρίνη. Τα ετεροδιμερή Axl/EGFR και 

Axl/PDGFR εμφανίζονται σε καρκινικά κύτταρα μαστού που ανθίσταται σε θεραπεία 

[138], ενώ έχουν ταυτοποιηθεί miRNAs τα οποία στοχεύουν τον υποδοχέα Axl [139]. Η 

έκφραση του Axl έχει παρατηρηθεί σε καρκίνο του μαστού επάγοντας την EMT [140-

142]. Τα αποτελέσματα που λαμβάνονται από αναστολή της σηματοδότησης του Axl 

μόνο ή σε συνδυασμό είναι αξιοσημείωτα [138].  

Ένα σημαντικό σηματοδοτικό μονοπάτι που συμμετέχει στην επαγωγή του ΕΜΤ είναι 

το Wnt/β-catenin κανονικό μονοπάτι, το οποίο καθορίζει την ικανότητα της πολυ-

λειτουργικής πρωτεΐνης, β-catenin, να μεταναστεύει στον πυρήνα των κυττάρων 

ρυθμίζοντας τη μεταγραφή γονιδίων-στόχων. Παρουσία των Wnt σηματοδοτικών 

μορίων, αυτά αλληλεπιδρούν με τα διμερή των αντίστοιχων υποδοχέων (Frizzled) και 

συν-υποδοχέων LRP5/6. Η πρόσδεση των Wnts στους υποδοχείς τους επάγει τη 

δέσμευση της axin στον LRP5/6 και του Dishevelled στον Frizzled, με αποτέλεσμα την 

αποδιάταξη του σύμπλοκου καταστροφής. Ως εκ τούτου, οι κινάσες δεν 

φωσφορυλιώνουν την β-catenin, η οποία συσσωρεύεται στο κυτταρόπλασμα και η 

ενεργή μορφή της μεταναστεύει στον πυρήνα όπου αλληλεπιδρά με διάφορους 
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μεταγραφικούς παράγοντες, όπως ο TCF/LEF-1, επάγοντας τη μεταγραφή γονιδίων-

στόχων [143, 144]. 

Η κατανόηση των μηχανισμών δράσης των παραπάνω σηματοδοτικών μονοπατιών, θα 

συμβάλει στην ανάπτυξη νέων πιθανών φαρμακολογικών στόχων στα πλαίσια της 

αξιοποίησης των μορίων του ECM για το σχεδιασμό καινοτόμων θεραπειών ελέγχοντας 

τις ιδιότητες των καρκινικών κυττάρων. 
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O ρόλος των microRNAs στην επιγενετική ρύθμιση του ECM 

στον καρκίνο 

Εισαγωγικά στοιχεία 

Τα τελευταία χρόνια, μεγάλος αριθμός δημοσιεύσεων εστιάζει στην επιγενετική 

θεραπεία μεγάλου αριθμού ασθενειών, γεγονός που δεν αποτελεί έκπληξη καθώς η 

επιγενετική συνδέει τις αλλαγές που συμβαίνουν στη δομή της χρωματίνης με τον 

κυτταρικό φαινότυπο και πολλές από τις λειτουργίες ενός βιολογικού συστήματος [145, 

146]. Το να κατανοήσουμε πώς αυτές οι αλλαγές ενορχηστρώνονται είναι φυσικά 

θεμελιώδους κλινικής σημασίας. Οι συχνότεροι και έντονα αλληλοεξαρτώμενοι 

επιγενετικοί μηχανισμοί που παραμένουν στενά συνδεδεμένοι με τη γονιδιακή έκφραση 

περιλαμβάνουν: τη μεθυλίωση του DNA, μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις των 

ιστονών και ρυθμιστικά μη-κωδικοποιητικά RNAs (ncRNAs) [147-151]. Η δυναμική 

αλληλεπίδραση μεταξύ των επιγενετικών μηχανισμών ρυθμίζει την αναδιοργάνωση της 

χρωματίνης και συνεπακόλουθα επηρεάζει την έκφραση ενός μεγάλου αριθμού 

μεταγραφικών παραγόντων και σηματοδοτικών μορίων [152, 153]. Στην παρούσα 

διατριβή, επικεντρωθήκαμε στη μελέτη της εκτενώς χαρακτηρισμένης υπο-οικογένειας 

ncRNAs, αυτή των microRNAs (miRNAs), καθώς ανάμεσα στα υπόλοιπα συστατικά 

του επιγενώματος, τα miRNAs έχουν ευρέως μελετηθεί στο πλαίσιο της αναγεννητικής 

ιατρικής. Επιπλέον, εμπλέκονται σε πολλές φυσιολογικές λειτουργίες του οργανισμού, 

όπως στη διαδικασία επούλωσης πληγής, αλλά και σε παθολογικές καταστάσεις όπως η 

ίνωση και ο καρκίνος [154].  

Η ικανότητα των καρκινικών κυττάρων να μεταναστεύουν εξαρτάται από τις γενετικές 

και επιγενετικές τροποποιήσεις που υφίστανται. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον στην κατανόηση 

της συμπεριφοράς των καρκινικών κυττάρων προσφέρει το πεδίο των miRNAs. 

Aποτελούν μικρά, ενδογενή, μονόκλωνα μόρια RNA, μήκους κατά προσέγγιση 17-25 

νουκλεοτιδίων, τα οποία ήρθαν στο επίκεντρο επιστημονικών μελετών ως πιθανοί μετα-

μεταφραστικοί ρυθμιστές πληθώρας κυτταρικών διεργασιών [155, 156]. Μέσω της 

εξειδικευμένης δέσμευσής τους σε συγκεκριμένες αλληλουχίες των mRNAs-στόχων, τα 

ώριμα miRNAs πυροδοτούν ένα είδος κυτταρικού επαναπρογραμματισμού που οδηγεί 

στην αποσταθεροποίηση, στην αποικοδόμηση ή/και στην αναστολή της μεταγραφής 

του συγκεκριμένου mRNΑ [157, 158]. Είναι πολύ ενδιαφέρον το γεγονός ότι 

περισσότερα από το 60% των mRNAs που μεταφράζονται σε πρωτεΐνες αποτελούν 
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στόχους των miRNAs, όπως αυτό αποδείχθηκε από προβλέψεις βιοπληροφορικής 

[159]. Ιστορικά, το πρώτο miRNA που ανακαλύφθηκε στο σκώληκα Caenorhabiditis 

elegans, το 1993, όπου ένα μη κωδικοποιητικό RNA με σχήμα φουρκέτας και μήκος 22 

νουκλεοτιδίων, το οποίο κωδικεύεται από το γονίδιο lin-4, αποδείχθηκε ότι 

προσδένεται στο mRNA του lin-14 και καταστέλλει τη μετάφρασή του [160, 161]. 

Μέχρι σήμερα, έχουν ανακαλυφθεί περισσότερα από 2500 ανθρώπινα, ώριμα miRNAs, 

σύμφωνα με την τελευταία ενημέρωση της βάσεως δεδομένων miRbase 

(www.miRbase.org; έκδοση v20, Ιούνιος 2013).  

 

Βιοσύνθεση και τρόπος δράσης των microRNAs  

Το μονοπάτι βιογένεσης και ωρίμανσης του miRNA περιγράφεται ως γραμμικό και 

καθολικό ανάμεσα στα miRNAs των θηλαστικών και παρουσιάζεται στην Εικόνα 10. 

Αναλυτικά, ο συγκεκριμένος καταρράκτης ωρίμανσης ξεκινά στον πυρήνα με την 

παραγωγή του πρωταρχικού μετάγραφου miRNA (pri-miRNA), από την RNA 

πολυμεράση ΙΙ [162]. Στη συνέχεια, τo pri-miRNA αποικοδομείται από το ένζυμο 

Drosha με δράση RNAase ΙΙΙ ενδονουκλεάσης, οδηγώντας στη δημιουργία του 

πρόδρομου miRNA, με δομή φουρκέτας και μήκος 70 νουκλεοτιδών (pre-miRNA). Το 

pre-miRNA εξέρχεται στο κυτταρόπλασμα μέσω του συστατικού του συμπλέγματος 

πυρηνικού πόρου, Ran-GTP-Exportin 5,  και συμπλέκεται με το ένζυμο τύπου RNA 

πολυμεράσης ΙΙ, Dicer, όπου αποικοδομείται περαιτέρω, παράγοντας τα διμερή RNA 

μήκους 22 νουκλεοτιδίων [163, 164]. Σύμφωνα με το τρέχον μοντέλο, η εξειδίκευση 

της αρχικής αποικοδόμησης από τη Drosha, με την καθοδήγηση της πρωτεΐνης 

DGCR8/Pasha, καθορίζει τα δύο άκρα του ώριμου miRNA [165]. Έπειτα από 

επεξεργασία του διμερούς miRNA:miRNA* από το ένζυμο ελικάση, η αλυσίδα με 

χαμηλότερο ποσοστό συμπληρωματικότητας ζευγών βάσεων στο 5’ άκρο της με την 

Dicer επιλέγεται ως το ώριμο miRNA, ενώ η συμπληρωματική αλυσίδα, miRNA*, 

αποικοδομείται και καταστρέφεται. Το ώριμο πλέον miRNA προσαρτάται με τις 

πρωτεΐνες Argonaute (Ago2) στο σύμπλεγμα RISC (RNA-induced silencing complex). 

Μία αλληλουχία 6-7 νουκλεοτιδίων στο 5’ άκρο του μονόκλωνου miRNA σχηματίζει 

ζεύγη βάσεων με τα mRNA-στόχους, κυρίως στις 3’ μη-μεταφραζόμενες (3’UTR) 

περιοχές τους. Αναλόγως του βαθμού συμπληρωματικότητας, το mRNA-στόχος 

δύναται να αποικοδομηθεί, να αποσταθεροποιηθεί ή να παρεμποδιστεί η μετάφρασή 

του [156, 166].  

http://www.mirbase.org/
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Εικόνα 10. Σχηματική αναπαράσταση των μηχανισμών βιογένεσης των miRNAs και της μετα-

μεταφραστικής αποσιώπησης mRNA-στόχων, μέσω αποικοδόμησης, στην περίπτωση της μεγάλης 

συμπληρωματικότητας ή να οδηγήσουν στη μεταφραστική καταστολή λόγω χαμηλής 

συμπληρωματικότητας. Καινοτόμες εφαρμογές των miRNAs  περιλαμβάνουν την ενσωμάτωση 

νουκλεϊκών αλυσίδων miRNA (μιμητές ή καταστολείς) σε βιοδιασπώμενα λιποσώματα που 

λειτουργούν ως νανομεταφορείς και χρησιμοποιούνται ως διαγνωστικά εργαλεία και σε 

θεραπευτικές στρατηγικές σε πολλές κλινικές εφαρμογές. Ανατύπωση με άδεια από την αναφορά 

[74]. Copyright 2018 Elsevier science & technology journals. 

 

Παρόλο που τα miRNAs αποτελούν κυρίως αρνητικούς ρυθμιστές της γονιδιακής 

έκφρασης, αυξημένη έκφραση των mRNA-στόχων μπορεί να παρατηρηθεί εάν η 

πρόσδεση του miRNA πραγματοποιηθεί στο 5’ άκρο του mRNA ή εάν το mRNA-

στόχος είναι μεταγραφικός καταστολέας. Έτσι, στην περίπτωση του καρκίνου και 

αναλόγως της φύσης του mRNA-στόχου, τα miRNAs δύνανται να δρουν είτε 

επάγοντας συγκεκριμένη κυτταρική λειτουργία, είτε ως ογκοκατασταλτικά μόρια [167-

169]. Ακόμα μεγαλύτερη πολυπλοκότητα στον τρόπο λειτουργίας τους παρατηρείται 

μέσω της ταυτόχρονης ρύθμισης των γονιδίων-στόχων με τα miRNAs που εντοπίζονται 

σε ιντρόνια, μέσω της μεταγραφής των συμπλόκων miRNAs και τέλος, μέσω 
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περαιτέρω επιγενετικών τροποποιήσεων [167, 170, 171]. Έχουν αναπτυχθεί πολλοί 

υπολογιστικοί αλγόριθμοι, όπως το TargetScan και το PicTar, που χρησιμοποιούνται 

για την πρόβλεψη των mRNAs που ρυθμίζονται από ένα miRNA και αντίστροφα. 

Επιπλέον, δημόσιες βάσεις δεδομένων όπως το miRbase (www.mirbase.org), το 

DIANA (http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php) και το 

www.microrna.org, είναι διαθέσιμες και αποτελούν βασικό εργαλείο στην έρευνα των 

miRNAs.  

 

ΜicroRNAs και ECM – σχέση δύο κατευθύνσεων 

Πρόσφατες μελέτες πρωτεομικής ανάλυσης αποκαλύπτουν ότι καθένα από τα 2500 

ανθρώπινα ώριμα miRNAs μπορεί να στοχεύσει περισσότερα από ένα mRNAs. 

Επιπλέον, λαμβάνοντας υπόψιν ότι η στόχευση αυτή σε μεταγραφικό επίπεδο δεν 

απαιτεί πλήρη συμπληρωματικότητα των δύο αλυσίδων, οδηγούμαστε στο συμπέρασμα 

ότι μεγάλο μέρος του συνόλου των κυτταρικών διεργασιών ρυθμίζεται από miRNAs 

[172]. Πράγματι, η διαφοροποιημένη έκφραση πολλών miRNAs συσχετίζεται με τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό, την αντοχή στην απόπτωση, τη διαφοροποίηση, τη 

φλεγμονώδη απόκριση και την εξέλιξη του καρκίνου και μπορεί να προβλέψει την 

πιθανότητα επιτυχούς αντικαρκινικής θεραπευτικής παρέμβασης [173-175]. Επιπλέον, 

η μελέτη της έκφρασης συγκεκριμένων miRNAs μπορεί να διακρίνει διαφορετικούς 

καρκινικούς υποτύπους στον καρκινικό όγκο και να αναγνωρίσει διαφορετικούς τύπους 

καρκίνου όταν χρησιμοποιείται ως βιοδείκτης του ορού του αίματος [176]. Παρόλο που 

τα συγκεκριμένα ευρήματα δίνουν έμφαση στην κλινικοπαθολογική σημασία των 

miRNAs, δεδομένα από in vitro και in vivo πειραματικά μοντέλα επιβεβαιώνουν τη 

μηχανιστική συνεισφορά της διαφοροποιημένης έκφρασης των miRNAs στο σύνολο 

των σταδίων της εξέλιξης του καρκίνου [3, 177]. Συνεπακόλουθα, γίνεται αντιληπτό ότι 

τα miRNAs ως μετα-μεταφραστικά σημεία ελέγχου της έκφρασης RNA και πρωτεϊνών, 

εμπλέκονται και στη ρύθμιση των συστατικών του ECM. Οι τρόποι αυτής της ρύθμισης 

που έχουν περιγραφεί περιλαμβάνουν: i) την άμεση στόχευση των mRNAs των 

συστατικών του ECM, ii) την έμμεση ρύθμιση του ECM μέσω miRNA-

διαμεσολαβούμενης στόχευσης μεταγραφικών ενεργοποιητών και καταστολέων, iii) τον 

επιγενετικό έλεγχο των miRNAs που στοχεύουν τον ECM και iv) τη συνεργατική 

ρύθμιση των miRNAs με τους υποδοχείς του ECΜ. Σημειώνεται ότι η ρυθμιστική 

σχέση των miRNAs με τον ECM δεν μπορεί να είναι μονής κατεύθυνσης, καθώς η 

http://www.mirbase.org/
http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php
http://www.microrna.org/
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έκφραση ενός miRNA σε έναν τύπο κυττάρων μπορεί να καθορίζεται από την 3’UTR 

περιοχή ενός συγκεκριμένου mRNA του ECM, όπως της versican και του CD44 και 

από μεγάλο αριθμό σηματοδοτικών μονοπατιών [74, 167, 178].  

 

Επιγενετική ρύθμιση των συστατικών του ECM μέσω των miRNAs 

Ο κλασικός ρυθμιστικός τρόπος δράσης των miRNAs στα mRNAs-στόχους 

περιλαμβάνει την πρόσδεση της αλυσίδας miRNA στην 3’UTR περιοχή του mRNA 

(Εικόνα 10). Η συγκεκριμένη άμεση ρύθμιση των συστατικών του ECM 

αποκαλύπτεται από πληθώρα παραδειγμάτων που συνοπτικά παρουσιάζονται στην 

Εικόνα 11. 

Χαρακτηριστικό παράδειγμα ενός πολυλειτουργικού miRNA είναι η περίπτωση του 

προ-μεταστατικού miR-10b. Στην περίπτωση της διαμεσολαβούμενης από το miR-10b 

ρύθμισης της συνδεκάνης-1, η καταστολή της συγκεκριμένης HSPG μέσω των 

εξειδικευμένων miR-10b  ̶ 3’UTR αλληλεπιδράσεων σε καρκινικά κύτταρα μαστού και 

σε ενδομητρικά κύτταρα, επηρεάζοντας και στις δύο περιπτώσεις τόσο τις λειτουργικές 

τους ιδιότητες (κινητικότητα, ικανότητα διήθησης και ανοχή στη ραδιοθεραπεία), αλλά 

και σε κυτταρικό επίπεδο, αυξήθηκε ο σχηματισμός φιλοποδίων και η προσκόλληση σε 

χαρακτηριστικές γλυκοπρωτεΐνες του ECM, όπως κολλαγόνο και fibronectin. Ο 

μηχανισμός κάτω από τον οποίο επιτυγχάνεται αυτή η ρύθμιση εντοπίζεται στην 

κυτταρική σηματοδότηση μέσω των μονοπατιών ΙL-6, FAK κινάσης και Rho-GTPase 

[179]. Η συγκεκριμένη μελέτη αποδεικνύει τη ρύθμιση ενός συν-υποδοχέα του ECM 

από ένα miRNA, η οποία επηρεάζει ταυτόχρονα πληθώρα κυτταρικών διεργασιών που 

σχετίζονται με την εξέλιξη του καρκίνου. Επίσης, έχει βρεθεί ότι η εξαρτώμενη από το 

miR-10b καταστολή της συνδεκάνης-1 μειώνει τη διηθητική ικανότητα των καρκινικών 

κυττάρων μαστού, η οποία συσχετίζεται με τη μειωμένη έκφραση ΜΜΡs και τη 

μειωμένη ενεργοποίηση του σηματοδοτικού μονοπατιού FAK/β-integrin/HGF/c-Met 

[180]. Επιπρόσθετα, η στόχευση του μεταγραφικού παράγοντα HOXD10 που 

διαμεσολαβείται από το miR-10b ενισχύει την έκφραση προ-διηθητικών παραγόντων, 

όπως της ΜΤ1-ΜΜΡ και του υποδοχέα του uPAR, επηρεάζοντας τον πρωτεολυτικό 

καταρράκτη, τόσο σε καρκινικά κύτταρα μαστού αλλά και σε κύτταρα γλοιώματος, 

έχοντας ως αποτέλεσμα την έντονα συνεργική προ-μεταστατική επίδραση του 

συγκεκριμένου miRNA [181]. Η έκφραση της συνδεκάνης-1 ρυθμίζεται επίσης από τα 

miR-143 και miR-145, τα οποία στοχεύουν άμεσα τη συγκεκριμένη PG, οδηγώντας σε 



78 

 

μειωμένη κυτταρική ανάπτυξη στις νεοπλασίες μελανώματος, ωοθηκών και 

ουροθηλιακoύ καρκινώματος [182, 183]. Η επαγόμενη από τον TGF-β έκφραση του 

miR-143 στοχεύει και άλλα μέλη των συνδεκανών, όπως τη συνδεκάνη-4 που 

συμμετέχει στην κυτταρική προσκόλληση [184]. Επιπλέον, τα miR-143 και miR-145 

επηρεάζουν τον πρωτεολυτικό καταρράκτη του ECM, όπως παρατηρείται από τη 

ρύθμιση της ΜΜΡ-13 και του αναστολέα ΡΑΙ-1, αντίστοιχα [185, 186]. Η συνδεκάνη-1 

αποτελεί ένα καλό παράδειγμα υποδοχέα του ECM που επηρεάζει την έκφραση 

miRNAs και των αντίστοιχων στόχων τους, καθώς δρα ανοδικά πολλών miRNAs 

επηρεάζοντας την έκφρασή τους. Αυτό αποδείχθηκε στην περίπτωση των καρκινικών 

κυττάρων προστάτη, όπου η αποσιώπιση της συνδεκάνης-1 οδήγησε στη μειωμένη 

έκφραση του ενζύμου που ελέγχει την παραγωγή miRNAs, Dicer. Η συνεπακόλουθη 

αλλαγή στα επίπεδα έκφρασης του ώριμου miR-133-3p και των στόχων του οδήγησε 

στην επαγωγή του ΕΜΤ [187]. Επιπλέον, η υπερέκφραση της συνδεκάνης-1 έχει 

συσχετιστεί με την έκφραση του miR-126 και την επίδραση στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό στον καρκίνο του προστάτη [188]. Τέλος, η συνδεκάνη-1 έχει βρεθεί 

να συμμετέχει στο ρυθμιστικό βρόχο που αποτελείται από την ΜΜΡ-9 και το miR-494, 

τα οποία ρυθμίζουν την αγγειογένεση στην περίπτωση του μυελοβλαστώματος [189]. 

Όπως αναφέρουν πρόσφατες αναφορές, η συνδεκάνη-1 και το ένζυμο HPSE 

εμπλέκονται μηχανιστικά στη βιογένεση των εξοσωμάτων [190, 191], επομένως είναι 

δελεαστική η υπόθεση ότι η συγκεκριμένη PG επηρεάζει και τη έκκριση πολλών 

miRNAs μέσω αυτής της διαδικασίας. 

Η οικογένεια του miR-29 αποτελεί χαρακτηριστικό παράδειγμα της περίπτωσης όπου 

ένα miRNA στοχεύει άμεσα πολλά μόρια του ECM. Το miR-29c καταστέλλει την 

έκφραση δύο τύπων κολλαγόνου (Ι και ΙΙΙ) επηρεάζοντας την κυτταρική κινητικότητα 

και την καρδιακή ίνωση σε διαφορετικά πειραματικά μοντέλα [192, 193]. Επίσης, το 

συγκεκριμένο miRΝΑ παίζει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση πρωτεολυτικών ενζύμων 

που συμμετέχουν στην αγγειογένεση. Έτσι, το miR-29 στοχεύει άμεσα το mRNA της 

ΜΜΡ-2, ενώ στην περίπτωση των λείων μυικών κυττάρων αορτής περιγράφεται ένας 

έμμεσος τρόπος ρύθμισης. Η χορήγηση οξειδωμένης LDL σε αυτά τα κύτταρα οδήγησε 

στην τροποποιημένη έκφραση των ΜΜΡ-2 και ΜΜΡ-9 που εξαρτάται από την 

παρουσία του miR-29b [186]. Τέλος, το miR-29 ρυθμίζει την έκφραση της λαμινίνης 

LAMC2 και της ιντεγκρίνης α6 στις νεοπλασίες κεφαλής και τραχήλου, 

αντιπροσωπεύοντας την περίπτωση ρύθμισης ενός συστατικού του ECM και του 

υποδοχέα του από ένα μόνο miRNA [194]. 
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Σε ορισμένες περιπτώσεις παρατηρείται αύξηση των επιπέδων έκφρασης κάποιου 

mRNA όταν υπερεκφράζεται κάποιο miRNA, όπως συμβαίνει με τα mRNA των 

myosin-9, transgelin και actin gamma 2 όταν υπερεκφράζεται το miR-145 [195]. 

Συγκεκριμένα, φαίνεται η έκφραση του ΗΑ, της GAG που αποτελεί κύριο συστατικό 

των ενδιάμεσων ECMs, ρυθμίζεται έμμεσα από τα miRNAs, μέσω της δράσης τους στα 

βιοσυνθετικά ένζυμα, τις HASes. Σε καρκινικά κύτταρα μαστού και ωοθηκών, η 

αναστολή του miRNA let-7 οδήγησε στην αύξηση των επιπέδων της HAS2 που 

αποτελεί στόχο του συγκεκριμένου miRNA, προάγοντας την επιβίωση, τη διήθηση και 

την προσκόλληση των καρκινικών κυττάρων [196]. Επιπλέον, τo let-7c αναστέλλει την 

ενεργοποίηση του σηματοδοτικού μονοπατιού Wnt που ρυθμίζεται από τον ERα 

επηρεάζοντας τις λειτουργίες των βλαστικών καρκινικών κυττάρων μαστού [197]. Ο 

υποδοχέας του ΗΑ, CD44, στοχεύεται άμεσα από πολλά miRNAs 

συμπεριλαμβανομένων των miR-34, miR-199a-3p, miR-328, miR-373 και miR-520c, 

επηρεάζοντας την κυτταρική μετανάστευση και τον πολλαπλασιασμό [198, 199]. 

Τέλος, παρατηρήθηκε ότι η αλληλεπίδραση του ΗΑ με το CD44 σε καρκίνους κεφαλής 

και τραχήλου, επηρεάζει έμμεσα την έκφραση του miR-302 μέσω της επαγωγής 

μεταγραφικών παραγόντων διαφοροποίησης [200], περιγράφοντας ακόμα ένα 

παράδειγμα των διεργασιών κυτταρικής σηματοδότησης που ρυθμίζουν τα επίπεδα 

έκφρασης των miRΝΑs. Αναφορικά με τον έμμεσο τρόπο ρύθμισης των συστατικών 

του ECM, έχει αναφερθεί ότι τα καρκινικά κύτταρα παρουσιάζουν αυξημένα επίπεδα 

του miR-21, γεγονός που οφείλεται στην αλληλεπίδραση του ΗΑ με τον υποδοχέα του 

CD44 που ενεργοποιεί το σηματοδοτικό μονοπάτι c-Jun. Οι επιπτώσεις της 

υπερέκφρασης του miR-21 στην περίπτωση αυτή οδηγούν στην παραγωγή της αντι-

αποπτωτικής πρωτεΐνης, Bcl-2, και στην επαγωγή πρωτεϊνών που προάγουν την 

κυτταρική επιβίωση και την αντίσταση στο φάρμακο doxorubicin [201]. Η 

υπερέκφραση του miR-143 παρεμποδίζει την EGFR-διαμεσολαβούμενη κυτταρική 

διήθηση, ρυθμίζοντας έμμεσα την έκφραση της ΜΜΡ-9 σε κύτταρα οστεοσαρκώματος 

[202]. 

Δεν υπόκεινται σε miRNA-ρύθμιση μόνο τα βιοσυνθετικά μόρια του ECM, αλλά και τα 

ένζυμα αποικοδόμησης και αναδιοργάνωσης του ECM, τα οποία απομακρύνουν τα 

φυσικά εμπόδια των διαδικασιών μετανάστευσης διαμέσου των ιστών [73]. Μια 

αντίστροφη σχέση παρατηρείται ανάμεσα στο miR-1258 και το ένζυμο HPSE, σε 

μεταστατικούς καρκίνους μαστού και καρκίνους πνεύμονα, όπου η έκφραση του miR-

1258 συσχετίζεται με χαμηλά επίπεδα επιβίωσης [203, 204]. Επίσης, έχει δοθεί 
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ιδιαίτερο ενδιαφέρον στη μελέτη των μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων των ΜΜΡs, 

καθώς ρυθμίζονται άμεσα από τα miRNAs σε ασθένειες όπως οστεοαρθρίτιδα [205], 

γλοιοβλάστωμα και πολλές νεοπλασίες [206]. Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι το miR-

21 εμπλέκεται στην παθολογία του γλοιοβλαστώματος μέσω του ελέγχου του 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού, της διήθησης και της απόπτωσης. Επιπλέον, το 

συγκεκριμένο miRNA ενεργοποιεί και άλλες ΜΜΡs, μέσω της μειορύθμισης των 

ενδογενών αναστολέων τους, συνεισφέροντας με αυτόν τον τρόπο στην επιθετικότητα 

των κυττάρων του γλοιώματος. Η εξειδικευμένη καταστολή του miR-21 με χρήση 

αντινοηματικών ολιγονουκλεοτιδίων αυξάνει σημαντικά τα μεταγραφικά και 

πρωτεϊνικά επίπεδα των RECK και ΤΙΜΡ-3, παρεμποδίζοντας την ενζυμική 

δραστικότητα in vitro και in vivo δρώντας ως μια καινοτόμα αντικαρκινική θεραπεία 

[207, 208]. To miR-145 επηρεάζει τον πρωτεολυτικό καταρράκτη μέσω της 

καταστολής των ΡΑΙ-1, ADAM-17 και συνδεκάνης-1 [195, 209, 210], ενώ έχει βρεθεί 

ότι ρυθμίζει τη βιοσύνθεση του ECM μέσω της στόχευσης του μεταγραφικού 

παράγοντα SOX9 [211]. Στον καρκίνο του μαστού, ο ρόλος του είναι αμφιλεγόμενος, 

ωστόσο πολλές αναφορές συσχετίζουν την έκφρασή του με αυξημένη απόπτωση και 

μειωμένο κυτταρικό πολλαπλασιασμό, κάτι που ενισχύει το ρόλο του ως ογκο-

κατασταλτικό miRΝΑ [195, 212, 213]. 

Η επαγόμενη υπερέκφραση του miR-146a στα μεταστατικά καρκινικά κύτταρα μαστού, 

MDA-MB-435-LvBr2 μειώνει σημαντικά το μεταναστευτικό και το διηθητικό 

δυναμικό αυτών των κυττάρων μέσω της καταστολής των MMP-1, uPA και uPAR 

[214]. Είναι αξιοσημείωτο το γεγονός ότι ένα miRNA μπορεί να ρυθμίζει την έκφραση 

περισσότερων της μίας ΜΜΡs εξαιτίας της δομικής ομολογίας που παρουσιάζουν. 

Παραδείγματος χάριν, το miR-143 καταστέλλει τη μεταγραφική και πρωτεϊνική 

έκφραση των ΜΜΡ-2 και ΜΜΡ-9 σε καρκινικά κύτταρα παγκρέατος [215]. Επίσης, η 

ΜΜΡ-13 χαρακτηρίζεται και αυτή ως άμεσος στόχος του miR-143 σε in vivo μοντέλα 

οστεοσαρκώματος [216]. Μέσω της άμεσης στόχευσης των 3’UTR περιοχών των 

ΜΜΡ-2 και ΜΜΡ-9 από τα miR-29b και miR-125, καταστέλλονται οι διαδικασίες 

αγγειογένεσης, μετανάστευσης και διήθησης σε διάφορους τύπους καρκινικών 

κυττάρων [217, 218].  

Επιπρόσθετα, τα miRNAs μπορούν να ρυθμίζουν άμεσα το φαινόμενο ΕΜΤ, αλλά και 

την έκφραση των ERs [219, 220]. To miR-200b είναι ένας αρνητικός ρυθμιστής του 

ΕΜΤ και της μετάστασης, καθώς μελέτες έδειξαν ότι η μειωμένη έκφραση του 

συγκεκριμένου miRNA συσχετίζεται με κακή κλινική εικόνα σε περιπτώσεις ασθενών 
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με καρκίνο του μαστού [221, 222]. Εκτός των άλλων, το miR-200b συμμετέχει στη 

ρύθμιση της αγγειογένεσης και της ενδοθηλιακής μετανάστευσης, μέσω της άμεσης 

στόχευσης του VEGFR2 και του μεταγραφικού παράγοντα ETS1, του οποίου η δράση 

είναι γνωστή αναφορικά με την παραγωγή πρωτεϊνών του ECM στους ινοβλάστες (π.χ. 

κολλαγόνο τύπου 1 α2, TGF-β, λουμικάνη και ντεκορίνη) [223, 224]. Το miR-200b 

ρυθμίζει επίσης την έκφραση της ντεκορίνης και της fibronectin, των οποίων η 

διαφοροποιημένη έκφραση επηρεάζει τις διαδικασίες αγγειογένεσης και ΕΜΤ, μέσω 

ενός TGF-β εξαρτώμενου τρόπου δράσης [225, 226]. 

 

 

 

Εικόνα 11. Η διαμεσολαβούμενη από miRNAs στόχευση του ECM αποτελεί το κλειδί για τη 

ρύθμιση βασικών λειτουργικών ιδιοτήτων, όπως του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, της 

διαφοροποίησης, της μετανάστευσης και της επιβίωσης. Ανατύπωση με άδεια από την αναφορά 

[74]. Copyright 2018 Elsevier science & technology journals. 

 

miRNA-διαμεσολαβούμενη ρύθμιση των ERs στον καρκίνο του μαστού 

Δεδομένα των τελευταίων ετών συσχετίζουν την έκφραση των miRNAs με την εξέλιξη 

πολλών ασθενειών, συμπεριλαμβανομένου του καρκίνου του μαστού. Μετά την 
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ενεργοποίησή τους από τα οιστρογόνα, οι ERα και ERβ ρυθμίζουν άμεσα ή έμμεσα τη 

μεταγραφή των γονιδίων-στόχων μέσω πρόσδεσης DNA και ενδοκυττάριων 

σηματοδοτικών μονοπατιών. Πρόσφατες μελέτες αποδεικνύουν ότι τα miRNAs 

επηρεάζουν τη διαμεσολαβούμενη από οιστρογόνα γονιδιακή έκφραση μέσω της 

άμεσης στόχευσης του mRNA του ERα, οδηγώντας στην αποσταθεροποίησή του ή στο 

μειωμένο μεταγραφικό δυναμικό, επηρεάζοντας έτσι (ενισχύοντας ή καταστέλλοντας) 

την αντίσταση στις ενδοκρινείς θεραπείες. Ανεξάρτητες συγκριτικές μελέτες 

αποκάλυψαν τη διαφορά στην έκφραση πληθώρας miRNAs ανάμεσα σε ERα- θετικές 

και αρνητικές καρκινικές σειρές μαστού με τη βοήθεια μιρκοσυστοιχών miRNA [227, 

228]. Συγκεκριμένα, στα ΕRα-αρνητικά καρκινικά κύτταρα μαστού υπερεκφράζονται 

τα miR-10, miR-221/222, miR-22, miR-150 και miR-29a. Όσον αφορά στα ΕRα-θετικά 

καρκινικά κύτταρα μαστού, τα miRNAs που έχουν βρεθεί να στοχεύουν τη μεγάλου 

μήκους 3’ UTR περιοχή (~4.3 kb) του ERα αφορούν στα let-7, miR-10b, miR-18a, 

miR-19b, miR-20b, miR-21, miR-22, miR-130, miR-142-5p, miR-200 και miR-206 

[229, 230]. Χορήγηση του αγωνιστή του ERα, ΡΡΤ, στα MCF-7 καρκινικά κύτταρα 

μαστού μειώνει τα επίπεδα έκφρασης του miR-206 κατά 80%, ενώ στην περίπτωση που 

χορηγήθηκε στα ίδια κύτταρα ο αγωνιστής του ERβ, η έκφραση του miR-206 αυξήθηκε 

κατά 60%. Οι ερευνητές βρήκαν ότι η έκφραση του miR-206 είναι σημαντικά αυξημένη 

στα ERβ-θετικά MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού σε σχέση με τα  ERα-θετικά 

MCF-7 κύτταρα και αυτό μπορεί να λειτουργεί ως ένας αρνητικός βρόχος 

ανατροφοδότησης που ρυθμίζει προσωρινά την έκφραση του ERα [231]. Επιπλέον, η 

έκφραση του miR-206 είναι αντιστρόφως ανάλογη με την έκφραση του ERα, αλλά όχι  

με αυτήν του ERβ, σε καρκινικούς όγκους μαστού [232]. Διαμόλυνση του miRNA-145 

σε ERα-θετικές καρκινικές σειρές μαστού μειώνει σημαντικά τα πρωτεϊνικά επίπεδα 

του ERα, μέσω της αλληλεπίδρασης δύο περιοχών στόχευσης του miRNA-145 στο 

mRNA του ERα, μειώνοντας τα επίπεδα του καθοδικού του στόχου, της κυκλίνης D1 

[233]. Πρόσφατες μελέτες βιοπληροφορικής αποδεικνύουν ότι μέλη των οικογενειών 

miR-10 και miR-200 στοχεύουν άμεσα τους ERα και ERβ [159, 234].  

Από μηχανιστική σκοπιά, τα οιστρογόνα επάγουν την έκφραση της Dicer, που 

συμμετέχει στη διαδικασία ωρίμανσης των miRNAs, ενώ η καταστολή του ERα μπορεί 

να συνεισφέρει στη μείωση αυτή. Επιπρόσθετα, μερικά miRNAs όπως τα miR-29, miR-

103/107, miR-200 και το let-7 παρεμποδίζουν την έκφραση της Dicer προάγοντας τη 

διαδικασία ΕΜΤ. Η υπερέκφραση του miR-200c στα τριπλά αρνητικά καρκινικά 

κύτταρα μαστού προκαλεί αύξηση των επιπέδων της Dicer [235]. Έχει βρεθεί επίσης 
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ότι στα καρκινικά κύτταρα μαστού MCF-7, η Ε2 μέσω του ERα αυξάνει τα επίπεδα 

έκφρασης της πρωτεΐνης Ago2 που συμμετέχει στη δράση των miRNAs [236], ενώ η 

αυξημένη έκφρασή της ενισχύει την κινητικότητα των καρκινικών κυττάρων μαστού 

μέσω της καταστολής της Ε-cadherin [237]. Επιπρόσθετα, στα ERβ-θετικά καρκινικά 

κύτταρα μαστού, η καταστολή του EGFR/MAPK σηματοδοτικού μονοπατιού, 

παρεμποδίζει σημαντικά την έκφραση της Ago2, γεγονός που υποδηλώνει τη δράση του 

EGF μέσω του  υποδοχέα του και του ΜΑΡΚ μονοπατιού στην αυξημένη σταθερότητα 

της Ago2 [228]. Παρόλα αυτά, δεν υπάρχουν ακόμη ικανοποιητικά δεδομένα που να 

αποσαφηνίζουν τόσο τη ρύθμιση του ERβ από κάποια miRNAs, αλλά και αντίστροφα, 

το ρόλο των ERs στην έκφραση των miRNAs. Η κατανόηση αυτών των μηχανισμών θα 

ανοίξει το δρόμο για νέες θεραπευτικές προσεγγίσεις για την ανάκτηση της ενδοκρινούς 

ευαισθησίας και απόκρισης σε αντι-οιστρογονικές θεραπείες. 

 

Καινοτόμες κλινικές εφαρμογές στη στοχευμένη μεταφορά miRNAs 

Η μεταφορά φαρμάκων είναι μια πολλά υποσχόμενη εφαρμογή της νανοτεχνολογίας, 

στα πλαίσια της στοχευμένης θεραπείας. Η πρόοδος που παρατηρείται σε εφαρμογές 

της νανοϊατρικής για την αντιμετώπιση πολλών ασθενειών συνεισφέρει στην 

αντιμετώπιση των περιορισμών που εμφανίζουν οι τρέχουσες θεραπευτικές 

προσεγγίσεις. Τα πλεονεκτήματα της χρήσης συστημάτων μεταφοράς βασισμένων σε 

νανοσωματίδια είναι πολλά, γεγονός που τα καθιστά πολύ ελκυστικά τα τελευταία 

χρόνια τόσο στη θεραπευτική πολλών ασθενειών αλλά και ως διαγνωστικά εργαλεία. 

Το αξιοσημείωτα αυξημένο εμβαδόν επιφάνειας, η βελτιωμένη σταθερότητα, η 

δυνατότητα συσσωμάτωσης και αλλαγής μεγέθους, ο αυξημένος χρόνος ζωής, η ειδική 

και εκλεκτική μεταφορά φαρμάκων με τις ελάχιστες παρενέργειες, είναι μερικά μόνο 

από τα πλεονεκτήματα των νανοσωματιδίων. Επιπλέον, τα συστήματα μεταφοράς 

φαρμάκων χαρακτηρίζονται από την ικανότητα συνδυασμένης θεραπείας καθώς και την 

αποφυγή της φαρμακοανθεκτικότητας, καθιστώντας εφικτή την εφαρμογή δύο ή 

περισσότερων φαρμάκων αλλά και ενός περιβαλλοντικά υπεύθυνου τρόπου 

απελευθέρωσης του φαρμάκου. Tα νανοσυστήματα μεταφοράς φαρμάκων κερδίζουν 

συνεχώς το ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας για πολλές εφαρμογές [238-240]. 

Καθώς τα miRNAs ρυθμίζουν την έκφραση και τη δραστικότητα των συστατικών του 

ECM, με άμεσο ή έμμεσο τρόπο, επηρεάζοντας την πρόοδο πολλών ασθενειών, 
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αποτελούν πλέον ελκυστικούς υποψηφίους για την εφαρμογή καινοτόμων 

θεραπευτικών στρατηγικών [241, 242]. 

Αναλόγως του mRNA-στόχου, τα miRNAs δρουν είτε ως επαγωγείς είτε ως 

καταστολείς της γονιδιακής έκφρασης. Επομένως, η αποκατάσταση των επιπέδων 

έκφρασης ογκο-κατασταλτικών miRNAs είτε η καταστολή των miRNAs που 

υπερεκφράζονται σε καρκινικά κύτταρα, μέσω συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων RNA, 

αποτελεί μια πιθανή καινοτόμα φαρμακευτική προσέγγιση για την αντιμετώπιση του 

καρκίνου. Προκειμένου να ελέγξουμε τη δράση των miRNAs, έχουν αναπτυχθεί δύο 

μηχανισμοί στόχευσης: i) οι διπλής έλικας συνθετικοί μιμητές που αποκαθιστούν την 

έκφραση των miRNAs και ii) οι ολιγονουκλεοτιδικοί καταστολείς της έκφρασης των 

miRNAs (γνωστοί και ως anti-miRNAs) [243, 244]. Μερικά από τα χαρακτηριστικά 

των miRNAs περιλαμβάνουν το μικρό μέγεθος, η γνωστή και συντηρημένη 

νουκλεοτιδική αλυσίδα και η ιδιότητα που διατηρεί ένα miRNA να στοχεύει 

περισσότερα του ενός mRNA ενός σηματοδοτικού μονοπατιού οδηγώντας σε 

γονιδιακές αλλαγές των καθοδικών του στόχων σε πολλές βιολογικές διεργασίες. Τα 

στοιχεία αυτά καθιστούν τα miRNAs θεραπευτικούς παράγοντες ή/και θεραπευτικούς 

στόχους [245]. Κατά την ομοιοπολική τους σύζευξη με το μεταφορέα τους, το φορτίο 

απελευθερώνεται στο κύτταρο-στόχο μέσω υδρόλυσης ή αναγωγής. Αυτό το σύστημα 

μεταφοράς χαρακτηρίζεται από μεγάλη σταθερότητα και δυνατότητα προστασίας του 

miRNA στην κυκλοφορία του αίματος. Το μεγαλύτερο πλεονέκτημα της «θεραπείας 

miRNA» είναι οι μεγάλοι χρόνοι ημιζωής των μιμητών miRNAs και των anti-miRNAs 

στα κύτταρα, εκδηλώνοντας τις δράσεις τους ακόμα και αν έχουν απομακρυνθεί από 

την κυκλοφορία [246]. Τα παραπάνω οφέλη των miRNAs οδήγησαν στην ανάπτυξη 

μίας νέας τάξης φαρμακευτικών στόχων παρουσιάζοντας τη «θεραπεία miRNA» ως 

μελλοντική πρόκληση για κλινικές εφαρμογές. Τα ιικά οχήματα μεταφοράς εμφανίζουν 

υψηλότερη ικανότητα ενσωμάτωσης miRNAs, ωστόσο χαρακτηρίζονται από αυξημένη 

κυτταροτοξικότητα και ανοσοαπόκριση [247]. Από την άλλη μεριά, τα μη-ιικά 

συστήματα μεταφοράς miRNAs χαρακτηρίζονται από ελαττωμένη τοξικότητα και 

ανοσογονικότητα, αυξημένη κυτταρική πρόσληψη, υδατοδιαλυτότητα, αντοχή στη 

φαγοκυττάρωση και στην αποικοδόμηση από ενδονουκλεάσες [244]. Οι εφαρμογές των 

μη-ιικών συστημάτων μεταφοράς εστιάζονται στο σχεδιασμό λιποσωμικών, 

πολυμερικών και ανόργανων οχημάτων, τα οποία χρησιμοποιούνται ευρέως σε 

προσεγγίσεις στοχευμένης μεταφοράς φαρμάκων [248]. Το πιο σημαντικό στοιχείο που 

πρέπει να ληφθεί υπόψιν προκειμένου να σχεδιαστεί ένας ασφαλής και αποδοτικός 
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νανομεταφορέας miRΝΑ είναι η ανατομία του οργάνου-στόχου, η θεραπευτική δόση, 

το μικροπεριβάλλον του ιστού και η σύσταση του ECM για κάθε κυτταρικό τύπο. 

Τα πολυμερικά συστήματα μεταφοράς χρησιμοποιούνται κατά κόρον ως μεταφορείς 

miRNAs και βασίζονται στη σύζευξη των φωσφορικών ομάδων των miRNAs με τις 

αμινομάδες κατιονικών πολυμερών, προστατεύοντας έτσι τα νουκλεϊκά οξέα από 

αποικοδόμηση. Ανάμεσα στους συνθετικούς πολυμερικούς μεταφορείς 

συγκαταλέγονται: το poly-lactic-co-glycolic acid (PLGA), η poly-amidoamine 

(PAMAM), η poly-ethylenimine (PEI) και η χιτοζάνη [248, 249]. Επίσης, η σύζευξη με 

την υδρόφιλη polyethylene glycol (PEG) μπορεί να αυξήσει την απόδοση της σύζευξης 

και να βελτιώσει το χρόνο ημιζωής του σωματίου μεταφοράς στον ορό αίματος [250]. 

Η στοχευμένη μεταφορά των anti-miR-21 και anti-miR-10b PLGA-PEG πολυμερικών 

νανοσωματιδίων μειώνει το μέγεθος του όγκου σε in vivo πειραματικό μοντέλο 

καρκίνου του μαστού [251]. Επιπλέον, η χρήση πολυμερικών συμπλεγμάτων 

βασισμένων στο PLGA που έχουν ενσωματώσει με μεγάλη απόδοση το miR-26a, 

εμφανίζουν αυξημένη ικανότητα ανάπλασης οστού σε μοντέλο οστεοπόρωσης [252], 

υποδηλώνοντας τη σημασία του συγκεκριμένου νανομεταφορέα σε εφαρμογές 

μηχανικής ιστού. Τέλος, νανομεταφορείς PLGA/PEI του miR-145 χαρακτηρίζονται από 

υψηλά επίπεδα κυτταρικής πρόσληψης και αυξάνουν τα επίπεδα του συγκεκριμένου 

miRNA σε καρκινικά κύτταρα παχέος εντέρου, η οποία συνοδεύεται από αναστολή της 

εξέλιξης του όγκου in vitro [253]. 

Τα συνθετικά κατιονικά λιποσώματα αποτελούν οχήματα μεταφοράς νουκλεϊκών 

οξέων βασισμένα σε λιπίδια, τα οποία χρησιμοποιούνται εκτενώς ως μεταφορείς 

εξαιτίας της ενθυλάκωσης και της ενδοκυττάριας απελευθέρωσης του miRNA φορτίου 

τους με αυξημένη απόδοση και ελαττωμένες ανεπιθύμητες επιδράσεις. Τα ανιονικά 

miRNAs συνδέονται με τα κατιονικά λιποσώματα και δημιουργούν ένα ουδέτερο 

φορτίο που μπορεί εύκολα να διαπεράσει την κυτταρική μεμβράνη μέσω 

ενδοκυττάρωσης, επιτρέποντας στο μιμητή miRNA ή στον ανταγωνιστή anti-miRNA 

να στοχεύσουν πολλά mRNAs, ελέγχοντας έτσι την έκφρασή τους και επιτυγχάνοντας 

ικανοποιητική κυτταρική πρόσληψη και απελευθέρωση του miRNA στο 

κυτταρόπλασμα όπου ακολουθεί η ενδοκυττάρια διάλυση του νανοσωματιδίου [254]. 

Για παράδειγμα, το miR-126 που προάγει την αγγειογένεση in vitro, όταν 

ενθυλακώθηκε σε PEG-λιποσώματα και μεταφέρθηκε σε ισχαιμικό μοντέλο ίνωσης 

οδήγησε στην επαγωγή του αγγειογενετικού παράγοντα VEGF και τη βελτίωση της 

ροής του αίματος [255]. Έχει σχεδιαστεί και χρησιμοποιείται ευρέως σε κλινικές 
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εφαρμογές ένας μεγάλος αριθμός κατιονικών λιποσωμικών νανομεταφορέων miRNAs. 

Αντιπροσωπευτικά παραδείγματα αποτελούν τα: Lipofectamine (Invitrogen), 

DharmaFECT (Dharmacon), RNAi-MAX (Invitrogen), SilentFECT (Bio-Rad) και 

SiPORT (Invitrogen). Η σημασία της χρήσης τους έγκειται στο γεγονός ότι αυτοί οι 

λιποσωμικοί σχηματισμοί είναι βιοαποικοδομήσιμοι, βιοσυμβατοί, μη-ανοσογονικοί, 

μη-παθογόνοι και διαθέτουν αυξημένη συγγένεια με την κυτταρική επιφάνεια [256]. 

Τα ανόργανα συστήματα μεταφοράς miRNAs έχουν αναπτυχθεί λόγω της μεγάλης 

σταθερότητας που παρουσιάζουν in vivo, των αντιμικροβιακών τους ιδιοτήτων, της 

βιοσυμβατότητας και των χαμηλών επιπέδων κυτταροτοξικότητας που παρουσιάζουν. 

Στην κατηγορία αυτή περιλαμβάνονται νανοσωματίδια χρυσού (AuNPs), πυριτίου 

(SiO2-NPs) και σιδήρου (Fe3O4-NPs). Ένα ενδιαφέρον παράδειγμα των AuNPs σε 

εφαρμογή αναγέννησης ιστού περιλαμβάνει την ενθυλάκωση του αρνητικά 

φορτισμένου miR-29b, η οποία είχε ως αποτέλεσμα την αυξημένη πρόσληψη του miR-

29b, την είσοδό του στο κυτταρόπλασμα και τη ρύθμιση της οστεογένεσης, σε χαμηλές 

θεραπευτικές δόσεις [257].  

Πολλοί από τους νανομεταφορείς miRΝΑ που αναπτύχθηκαν κατάφεραν να εισέλθουν 

σε κλινικές δοκιμές. Το πρώτο σύστημα μεταφοράς που εισήχθη σε κλινική δοκιμή 

φάσης Ι ήταν ο μιμητής του miR-34 συζευγμένος με λιποσώματα (MRX34) για την 

αντιμετώπιση πολλαπλών συμπαγών όγκων (NCT01829971). Η τεχνολογία EDVTM 

(EnGeneIC Dream Vector) αποτελεί την πρώτη στην κατηγορία της κυτταρο-

ανοσοθεραπείας, η οποία χρησιμοποιεί επισημασμένα με αντισώματα, μη-ζώντα 

κύτταρα για τη μεταφορά υψηλών συγκεντρώσεων χημειοθεραπευτικών φαρμάκων σε 

καρκινικά κύτταρα. Ενδοφλέβια χορήγηση των EDV μεταφορέων των μιμητών του 

miR-16 που στοχεύουν τον υποδοχέα EGFR (Vectibix® Sequence), για τη θεραπεία 

του μεσοθηλιώματος και του καρκίνου του πνεύμονα (NCT02766699). Ο ρόλος των 

μιμητών των miR-200b και miR-21 στην επούλωση της πληγής σε ασθενείς με διαβήτη, 

θα εκτιμηθεί επίσης σε κλινικές δοκιμές (NCT02581098). Ο ρόλος του anti-miR-122 

στη χρόνια ηπατική ίνωση (ηπατίτιδα C) εξετάζεται ήδη σε διαφορετικές κλινικές 

δοκιμές φάσης ΙΙ (NCT01646489, NCT01200420, NCT01872936, NCT02031133, 

NCT02508090). Τέλος, η επίδραση των anti-miR-103/107 συζευγμένων με GalNAc σε 

ασθενείς με διαβήτη τύπου 2 και μη-αλκοολικές ασθένειες του ήπατος εξετάζεται σε 

τρέχουσες κλινικές δοκιμές (NCT02612662, NCT02826525) [258]. 

Τα νανοσυστήματα που σχεδιάζονται και χρησιμοποιούνται για τη μεταφορά miRNAs 

και τη συνεπακόλουθη ρύθμιση της σύστασης του ECM αποτελούν μεγάλη πρόκληση 
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για την ανάπτυξη καινοτόμων θεραπευτικών προσεγγίσεων για τη βελτίωση και την 

ανάπτυξη ασφαλών και αποδοτικών οχημάτων μεταφοράς miRNAs που θα 

συμβάλλουν στη διάγνωση και τη θεραπεία για την άμβλυνση, στο μέτρο του δυνατού, 

της εξέλιξης πληθώρας ασθενειών, συμπεριλαμβανομένου και του καρκίνου. 
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Ο καρκίνος του μαστού αποτελεί μια πολύπλοκη και εξαιρετικά ετερογενή νεοπλασία, 

η οποία χαρακτηρίζεται από μεγάλα ποσοστά θνησιμότητας. Τα οιστρογόνα και κυρίως 

η ορμόνη Ε2 κατέχουν κεντρικούς ρόλους στη ρύθμιση της ανάπτυξης και της εξέλιξης 

του καρκίνου του μαστού, δρώντας κυρίως μέσω των λειτουργικών υποδοχέων τους, 

ERα και ERβ. Οι ERs ρυθμίζονται από εξωκυττάρια σήματα, όπως οι GFs, 

εκδηλώνοντας τις δράσεις τους και ανεξαρτήτως των οιστρογόνων, ενώ οι δομικές 

διαφορές που τους χαρακτηρίζουν εξηγούν τις διακριτές τους βιολογικές λειτουργίες. Η 

μεγάλη πλειοψηφία των επιστημονικών μελετών υποστηρίζει ότι τα ERα-θετικά 

καρκινικά κύτταρα μαστού παρουσιάζουν επιθηλιακή μορφολογία, η οποία 

συσχετίζεται με χαμηλό μεταστατικό δυναμικό, ενώ αντίθετα, η παρουσία του ERβ 

σχετίζεται με μεσεγχυματική μορφολογία που προσδίδει στα καρκινικά κύτταρα έντονη 

διηθητική και μεταστατική ικανότητα. Σε πρόσφατη μελέτη περιγράψαμε το μοριακό 

μηχανισμό μέσω του οποίου η αποσιώπηση του ERα στα επιθηλιακά καρκινικά 

κύτταρα μαστού, MCF-7, οδηγεί στην επαγωγή του ΕΜΤ μέσω σημαντικών αλλαγών 

στις βασικές λειτουργικές ιδιότητες, στα μορφολογικά χαρακτηριστικά και στα επίπεδα 

μεταγραφικής και πρωτεϊνικής έκφρασης τελεστών του ECM και σηματοδοτικών 

μορίων. Παρόλο που η συνεισφορά του ERα στον καρκίνο του μαστού έχει ευρέως 

μελετηθεί, ο ρόλος του ERβ παραμένει ακόμα αδιευκρίνιστος. 

Η εξέλιξη του καρκίνου χαρακτηρίζεται από την πρόοδο διακριτών σταδίων, τα οποία 

περιλαμβάνουν: την ανάπτυξη και τον πολλαπλασιασμό του όγκου, τη διήθηση στο 

αγγειακό σύστημα και σε παρακείμενους ιστούς, την αγγειογένεση και τελικά τη 

μετάσταση. Η πρόοδος αυτών των σταδίων απαιτεί από τα καρκινικά κύτταρα την 

απόκτηση ενός επιθετικού φαινοτύπου, ο οποίος συνοδεύεται από κυτταροσκελετικές 

αλλαγές και απώλεια κυτταρικών διεπαφών. Η συγκεκριμένη διαδικασία καλείται ΕΜΤ 

και προσδίδει στα καρκινικά κύτταρα αυξημένη μεταναστευτική και διηθητική 

ικανότητα. Κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες η διαδικασία αυτή μπορεί να γίνει 

αντιστρεπτή (πρόγραμμα ΜΕΤ) και τότε τα καρκινικά κύτταρα παρουσιάζουν μειωμένη 

επιθετικότητα. Οι αλληλεπιδράσεις ανάμεσα στα καρκινικά κύτταρα και το 

μικροπεριβάλλον του όγκου βρίσκονται σε δυναμική αλληλεπίδραση και ρυθμίζονται 

από τον ECM. Αυτό το δυναμικό και λειτουργικό δίκτυο, τα μακρομοριακά συστατικά 

του οποίου αλληλεπιδρούν και συμμετέχουν στη ρύθμιση της κυτταρικής 

σηματοδότησης, επηρεάζει σημαντικά τη συμπεριφορά των καρκινικών κυττάρων. 

Ανάμεσα στα λειτουργικά μόρια του ECM κατατάσσονται οι PGs που αλληλεπιδρούν 

με διάφορα σηματοδοτικά μόρια, ρυθμίζοντας κρίσιμες κυτταρικές λειτουργίες και οι 
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MMPs, οι οποίες μέσω της ενζυμικής αποικοδόμησης του ECM συμβάλλουν στην 

ανακύκλωση των συστατικών του μικροπεριβάλλοντος του όγκου. Επομένως, η 

σημασία της διεπικοινωνίας μεταξύ των κρίσιμων τελεστών του ECM, συμβάλλει στην 

κατανόηση των ρυθμιστικών μηχανισμών της παθοφυσιολογίας και των ιδιοτήτων των 

καρκινικών κυττάρων μαστού. 

Τα τελευταία χρόνια μεγάλος αριθμός μελετών συνδέει την ύπαρξη μετα-μεταγραφικών 

επιγενετικών τροποποιήσεων, στο επίπεδο των miRNAs, με τα διακριτά 

χαρακτηριστικά των καρκινικών κυττάρων και τους μηχανισμούς που ελέγχουν τη 

μεταναστευτική τους ικανότητα. Η διαφοροποιημένη έκφραση πολλών miRNAs έχει 

συσχετιστεί με τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, την αντοχή στην απόπτωση, τη 

διαφοροποίηση, τη φλεγμονώδη απόκριση και την εξέλιξη του καρκίνου. Επιπλέον, τα 

miRNAs μπορούν να ρυθμίζουν άμεσα την έκφραση πολλών μακρομορίων του ECM, 

το φαινόμενο ΕΜΤ αλλά και την έκφραση των ERs. Ωστόσο, δεν υπάρχει ακόμα 

μεγάλος αριθμός δεδομένων που να αποδεικνύει το ρόλο των ERs στην έκφραση των 

miRNAs.  

Λαμβάνοντας υπόψιν τα παραπάνω, το αντικείμενο της παρούσας διδακτορικής 

διατριβής εντοπίζεται στην κατανόηση των ρυθμιστικών μηχανισμών που ελέγχουν την 

κυτταρική συμπεριφορά και την έκφραση χαρακτηριστικών σηματοδοτικών βιομορίων 

του ECM που αποτελούν κομβικά σημεία στην ανάλυση των μηχανιστικών θεμελίων 

του καρκίνου του μαστού. Συγκεκριμένα, διερευνήθηκε ο ρόλος του ERβ, που αποτελεί 

αναπόσπαστο συστατικό των επιθετικών καρκινικών κυττάρων μαστού MDA-MB-231, 

τόσο στη μεταγραφική και πρωτεϊνική έκφραση μορίων του ECM, όσο και στις βασικές 

κυτταρικές λειτουργίες και στα ενδοκυττάρια σηματοδοτικά μονοπάτια, που 

συμβάλλουν στη διηθητική και μεταστατική τους ικανότητα. Σε επόμενο στάδιο 

αξιολογήθηκε ο ρόλος των επιγενετικών τροποποιήσεων, σε επίπεδο miRNAs, στη 

ρύθμιση μορφολογικών χαρακτηριστικών, λειτουργικών ιδιοτήτων, έκφρασης 

σηματοδοτοτικών μορίων, καθώς και στη σύσταση του ΕCM, σε καρκινικά κύτταρα 

μαστού με διαφορετική έκφραση ERα/ERβ και επιθετικότητα. Συγκεκριμένα 

εξετάστηκαν τα in vitro καρκινικά κυτταρικά μοντέλα μαστού: i) MCF-7 (χαμηλού 

μεταστατικού δυναμικού, ERα-θετικά) και ii) MDA-MB-231 (υψηλής 

μεταστατικότητας, ERβ-θετικά), πριν και μετά την καταστολή του ERβ. Τέλος, 

μελετήθηκε η διεπικοινωνία των σηματοδοτικών μονοπατιών EGFR/IGF-IR με τον 

ERβ και την Ε2, στην έκφραση miRNAs που εμπλέκονται στην εξέλιξη του καρκίνου 

του μαστού, όπως τα miR-10b και miR-200b. 
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Κυτταρικές καλλιέργειες 

Κυτταρικές σειρές και συνθήκες καλλιέργειας 

Στην παρούσα διατριβή χρησιμοποιήθηκαν ανθρώπινες γονικές (parental) καρκινικές 

κυτταρικές σειρές μαστού και παραγόμενες από αυτές κυτταρικές σειρές έπειτα από 

διαμόλυνση (transfection) των κυττάρων με ιικά σωματίδια (lentiviral particles) τα 

οποία περιέχουν εξειδικευμένα shRNAs για την καταστολή συγκεκριμένων γονιδίων-

στόχων. Οι καρκινικές κυτταρικές σειρές και τα χαρακτηριστικά τους περιγράφονται 

στον Πίνακα 2. Οι καλλιέργειές τους πραγματοποιήθηκαν με συστηματική καλλιέργεια 

σε ειδικό επωαστήρα, σε περιβάλλον κορεσμένο 95% σε υγρασία, παρουσία 5% CO2 

και θερμοκρασία 37°C.  

 

Πίνακας 2. Χαρακτηριστικά των κυτταρικών σειρών που χρησιμοποιήθηκαν. 

Κυτταρική σειρά Περιγραφή 

MDA-MB-231 Κυτταρικός τύπος αδενοκαρκινώματος μαστού; 

επιθηλιακού τύπου; υπότυπος basal B; μεσεγχυματικής 

μορφολογίας; υψηλής μεταστατικότητας; έκφραση των 

ογκογονιδίων wnt3+ και wnt7h+; μετάλλαξη της K-Ras 

GTPασης; ΕRβ- και EGFR- θετική; ERα- και ΗΕR2- 

αρνητική 

MCF-7 Κυτταρικός τύπος αδενοκαρκινώματος μαστού; 

υπότυπος luminal; επιθηλιακής μορφολογίας; χαμηλής 

μεταστατικότητας; ERα- και IGF-IR-θετική; EGFR-

αρνητική 

shERβ ΜDA-MB-231 MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού στα οποία 

πραγματοποιήθηκε καταστολή του ERβ, έπειτα από 

διαμόλυνση των κυττάρων με lentiviral σωματίδια τα 

οποία περιέχουν shRNAs έναντι του ανθρώπινου ERβ 

MDA-MB-231 ctrl Σταθερά διαμολυσμένα κύτταρα με control shRNA 

lentiviral σωματίδια (scrambled RNA sequence). 

Χρησιμοποιήθηκαν ως κύτταρα αναφοράς των shERβ 

ΜDA-MB-231 κυττάρων 
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Οι γονικές κυτταρικές σειρές MCF-7 και MDA-MB-231 αποκτήθηκαν από την εταιρία 

Αmerican Type Tissue Collection (ΑΤCC) και καλλιεργήθηκαν σε πλήρες μέσο 

καλλιέργειας Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) συμπληρωμένο με 10% 

v/v βόειο εμβρυϊκό ορό (FBS), 1.0 mM πυροσταφυλικό νάτριο, 2mM L-γλουταμίνη και 

ένα μίγμα από αντιμικροβιακούς παράγοντες (100 IU/mL πενικιλίνη, 100 μg/mL 

στρεπτομυκίνη, 10 μg/mL θειική γενταμυκίνη και 2.5 μg/mL αμφοτερισίνη Β). Οι 

σταθερά διαμολυσμένες κυτταρικές σειρές ΜDA-MB-231 ctrl και shERβ ΜDA-MB-

231 καλλιεργήθηκαν με το παραπάνω μέσο καλλιέργειας παρουσία 0.8 μg/mL 

πουρομυκίνης (αντιβιοτικό επιλογής). Τα κύτταρα κάθε φορά συλλέγονταν σε μέσο 

καλλιέργειας έπειτα από ενζυμική κατεργασία με διάλυμα θρυψίνης 0.05% w/v σε 1X 

PBS (phosphate-buffered saline) το οποίο περιείχε 0.02% w/v Na2EDTA. 

 

Διαμολύνσεις των καρκινικών κυττάρων μαστού 

Διαμολύνσεις των καρκινικών κυττάρων μαστού με ιικά σωματίδια shRNA 

Οι σταθερά διαμολυσμένες κυτταρικές σειρές ΜDA-MB-231 ctrl και shERβ ΜDA-

MB-231 προέκυψαν από τη διαμόλυνση των ΜDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων 

μαστού με εξειδικευμένα short hairpin RNAs (shRNAs). Τα shRNAs έναντι του 

γονιδίου του ανθρώπινου ERβ [ERβ shRNA (h2) lentiviral particles, sc-44297-V] 

παρελήφθησαν από τη Santa Cruz Biotechnology, Inc. Τα ERβ shRNA (h2) lentiviral 

particles αποτελούν ένα σύνολο shRNAs από ιικά σωματίδια τα οποία περιλαμβάνουν 

τρεις δομές με συγκεκριμένο στόχο (target-specific) που κωδικοποιούν 19-25 

νουκλεοτίδια [συν τη φουρκέτα (hairpin)] και είναι σχεδιασμένα να καταστέλλουν τη 

γονιδιακή έκφραση του ERβ. Ως αρνητικά control χρησιμοποιήθηκαν τα control 

shRNA Lentiviral Particles-A (sc-108080; Santa Cruz Biotechnology, Inc.), τα οποία 

κωδικοποιούν μια shRNA αλληλουχία η οποία δεν οδηγεί σε αποικοδόμηση κάποιου 

συγκεκριμένου γονιδίου. 

Οι διαμολύνσεις των ΜDA-MB-231 κυττάρων με τα shRNAs έναντι του γονιδίου του 

ανθρώπινου ERβ ή τα control shRNAs πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιώντας το 

διάλυμα επιμόλυνσης polybrene (sc-134220; Santa Cruz Biotechnology, Inc), 

ακολουθώντας τις οδηγίες του κατασκευαστή. Για τη δημιουργία των σταθερά 

διαμολυσμένων κυττάρων προστέθηκαν στο μέσο καλλιέργειας 0.8 μg/mL 

πουρομυκίνης (puromycin dihydrochloride, sc-108071; Santa Cruz Biotechnology, Inc), 
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η οποία έχει το ρόλο του αντιβιοτικού επιλογής. Στη συνέχεια,  επιλέχθηκαν οι κλώνοι 

των shERβ ΜDA-MB-231 κυττάρων που ήταν ανθεκτικοί στην πουρομυκίνη και η 

επιτυχία της διαμόλυνσης ελέγχθηκε ως προς τη γονιδιακή έκφραση του ERβ με real-

time PCR ανάλυση. Εν συνεχεία, οι σταθερά διαμολυσμένοι κλώνοι των ΜDA-MB-231 

ctrl και shERβ ΜDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων μαστού καλλιεργήθηκαν 

συστηματικά με πλήρες θρεπτικό υλικό DMEM 10% FBS παρουσία 0.8 μg/mL 

πουρομυκίνης. 

 

Διαμολύνσεις των καρκινικών κυττάρων μαστού με αλληλουχίες miRNAs 

Για τη μελέτη του ρόλου των διάφορων microRNAs, τα καρκινικά κύτταρα μαστού 

καλλιεργήθηκαν σε πλάκες κυτταρικών καλλιεργειών 6 κελίων μία ημέρα πριν τη 

διαμόλυνση, προκειμένου να καλύψουν το 70% της επιφάνειας του κελίου μετά από 24 

ώρες. Οι διαμολύνσεις των  MCF-7, ΜDA-MB-231 ctrl και shERβ ΜDA-MB-231 

καρκινικών κυττάρων πραγματοποιήθηκαν με τη χρήση microRNA precursors (pre-

miRNA) ή inhibitors (anti-miRNA) που ενισχύουν ή καταστέλλουν την έκφραση του 

εκάστοτε miRNA, αντίστοιχα. Συγκεκριμένα, πραγματοποιήθηκαν διαμολύνσεις με τα: 

pre-miR-10b (10 nM), pre-miR-200b (10 nM), anti-miR-10b (20 nM) και anti-miR-145 

(20 nM), με χρήση του αντιδραστηρίου DharmaFECT σε μέσο καλλιέργειας Οpti-

ΜΕΜ, σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Ως αρνητικό control 

χρησιμοποιήθηκε η αλληλουχία control #1 (10nM, ABI). Μετά το πέρας 24 ωρών από 

τη διαμόλυνση των καρκινικών κυττάρων, το θρεπτικό μέσο καλλιέργειας Οpti-ΜΕΜ 

αντικαταστάθηκε με το πλήρες μέσο καλλιέργειας DMEM 10% FBS. Η επιτυχία της 

εκάστοτε διαμόλυνσης ελέγθηκε με ανάλυση real-time PCR των επιπέδων έκφρασης 

των συγκεκριμένων miRNAs, με τη χρήση εξειδικευμένων εκκινητών που 

περιγράφονται στον Πίνακα 3. Η επιτυχία της διαμόλυνσης βασίζεται στο κατά πόσο 

επιβεβαιώνεται η αναμενόμενη υπερέκφραση ή η καταστολή της έκφρασης του miRNA 

που μελετάται κάθε φορά. Τέλος, τα πειράματα μελέτης των λειτουργικών ιδιοτήτων, 

γονιδιακής και πρωτεϊνικής έκφρασης πραγματοποιήθηκαν έπειτα από 48-72 ώρες από 

τη διαμόλυνση. 
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Πίνακας 3. Κατάλογος με τα miRNA και τις μεθόδους real-time PCR που 

χρησιμοποιήθηκαν κατά τη διαδικασία ελέγχου και επαλήθευσης των πειραμάτων 

διαμολύνσεων με τα αντίστοιχα precursor και inhibitor (anti-) miRNAs. 

 

miRBase ID 

Αριθμός πρόσβασης στη 

βάση δεδομένων 

miRBase 

 

Αλληλουχία ώριμου miRNA 

hsa-miR-10b MIMAT0000254 UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG 

hsa-miR-145 MIMAT0000437 GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU 

hsa-miR-200b  MIMAT0000318 UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA 

 

Αντιδραστήρια και χημικοί αναστολείς 

Το μέσο καλλιέργειας DMEM, ο ορός FBS, το πυροσταφυλικό νάτριο, η L-γλουταμίνη, 

η πενικιλίνη, η στρεπτομυκίνη, η θειική γενταμυκίνη και η αμφοτερισίνη Β 

αποκτήθηκαν από την εταιρία Biosera LTD (Courtaboeuf Cedex, France). Το μέσο 

καλλιέργειας ΟΡΤΙ-ΜΕΜ αποκτήθηκε από την εταιρία Gibco. Το αντιδραστήριο 

διαμόλυνσης DharmaFECΤ αποκτήθηκε από την εταιρία Dharmacon, GE Healthcare, 

UK. Τα microRNA pre-miR-10b, pre-miR-200b, anti-miR-10b, anti-miR-145 και 

negative control #1 αποκτήθηκαν από την εταιρία Thermofisher Scientific. Ο 

κυτταροστατικός παράγοντας κυτταραβίνη (cytarabine) που χρησιμοποιήθηκε στα 

πειράματα μελέτης της κυτταρικής μετανάστευσης, αποκτήθηκε από την εταιρία 

Sigma-Aldrich. Οι ειδικοί χημικοί αναστολείς του EGFR, AG1478 (1 μΜ), του IGF-IR, 

AG1024 (1 μΜ) και της JAK-2, tyrphostin AG490 (20 μΜ) αποκτήθηκαν όλοι από την 

εταιρία Sigma-Aldrich. Όλοι οι χημικοί αναστολείς διαλυτοποιήθηκαν σε διμεθυλ-

σουλφοξείδιο (DMSO). Για την τήρηση των ίδιων συνθηκών στα κύτταρα αναφοράς 

προστέθηκε επίσης DMSO σε αντίστοιχη ποσότητα. Η ορμόνη 17β-οιστραδιόλη (Ε2) 

αποκτήθηκε από την εταιρία Sigma-Aldrich και εφαρμόστηκε σε τελική συγκέντρωση 

10 nM. 

 

Ηλεκτρονική μικροσκοπία 

Ηλεκτρονική μικροσκοπία ανάστροφης φάσης 

Κατά τη διάρκεια κάθε πειραματικής προσέγγισης που πραγματοποιήθηκε, 

λαμβάνονταν αντιπροσωπευτικές φωτογραφίες των κυτταρικών καλλιεργειών, 
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προκειμένου να ελεγχθεί η κυτταρική μορφολογία ανά τακτά χρονικά διαστήματα, 

όπως ορίζουν τα εκάστοτε πειραματικά πρωτόκολλα. Οι φωτογραφίες ελήφθησαν από 

μικροσκόπια ανάστροφης φάσης, σε μεγεθύνσεις 4x, 10x και 40x, αναλόγως των 

απαιτήσεων των πειραμάτων και συγκεκριμένα από τα μικροσκόπια OLYMPUS 

CKX41 με ενσωματωμένη μια CMOS ψηφιακή κάμερα (SC30) και Zeiss Axioplan με 

ενσωματωμένη μία Zeiss Axioplan MRC ψηφιακή κάμερα. Οι φωτογραφίες 

επεξεργάστηκαν από το λογισμικά ImageJ 1.4.3.67 (Launcher Symmetry Software), 

Zeiss Zen 2011 blue edition και Zeiss Zen 2011 black edition (ZEN Software). 

 

Ηλεκτρονική μικροσκοπία σάρωσης (SEM) 

Στα καρκινικά κύτταρα μαστού που επιστρώθηκαν είτε σε φλάσκες κυτταρικών 

καλλιεργειών, είτε σε matrigel millipore φίλτρο, μετά το πέρας 24 ωρών ή 48 ώρες μετά 

τις διαμολύνσεις με τα pre- ή anti-miRNAs, πραγματοποιήθηκαν πλύσεις με ρυθμιστικό 

διάλυμα φωσφορικών (Na2HPO4●2H2O, NaH2PO4●H2O) 0.2Μ pH 7.4. Στη συνέχεια, 

ακολούθησε επώαση με το διάλυμα Karnovsky’s (4% παραφορμαλδεΰδη, 5% 

γλουταραλδεΰδη, 0.04Μ διάλυμα φωσφορικών) για 2-3 ώρες, προκειμένου να 

σταθεροποιηθούν τα κύτταρα στο πλαστικό της πλάκας κυτταρικών καλλιεργειών. 

Ακολούθησαν τρεις πλύσεις των κυττάρων με ρυθμιστικό διάλυμα κακοδυλικού 0.1%, 

επώαση 20 λεπτών με διάλυμα 1% ΟsO4  σε ρυθμιστικό διάλυμα κακοδυλικού, 

αφυδάτωση των κυττάρων με αυξανόμενες συγκεντρώσεις αιθανόλης και τέλος επώαση 

15 λεπτών με hexamethyldisilazane (Sigma-Aldrich Inc.). Τα δείγματα τοποθετήθηκαν 

σε κατάλληλες επιφάνειες επικαλυμμένες με φιλμ χρυσού-παλλαδίου πάχους 5nm 

(Emitech Sputter Coating K550) αναλύθηκαν σε ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης 

(Philips 515, Eindhoven, The Netherlands), σε λειτουργία δευτερογενών ηλεκτρονίων 

(secondary electron mode). 

 

Λειτουργικές ιδιότητες 

Μελέτη του κυτταρικού πολλαπλασιασμού με τις μεθόδους WST-1 και ΜΤΤ 

Τα καρκινικά κύτταρα επιστρώθηκαν σε πλάκες κυτταρικών καλλιεργειών 96 κελίων 

και αναπτύχθηκαν έως ότου να καλύψουν το 60-70% της επιφάνειας του κελίου. Στη 

συνέχεια, τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 16 ώρες και κατόπιν 

επωάστηκαν με τους κατά περίπτωση παράγοντες, αναλόγως των απαιτήσεων των 
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πειραμάτων. Μετά από 24 ώρες επώασης, προστέθηκε στο μέσο καλλιέργειας το 

αντιδραστήριο Premix WST-1 (water-soluble tetrazolium salt) Cell Proliferation Assay 

System (Takara Bio Inc.) σε αναλογία 1:10, για 1 ώρα στους 37°C  και μετρήθηκε η 

οπτική απορρόφηση του δείγματος στα 450 nm, με τη χρήση του φωτομέτρου TECAN 

Ιnfinite M200. Για τα πειράματα των διαμολύνσεων με miRNAs χρησιμοποιήθηκε το 

αντιδραστήριο 3-(4,5-dimethyl-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), όπου 24 

και 48 ώρες μετά τη διαμόλυνση των καρκινικών κυττάρων μαστού με τα pre-miR-10b, 

pre-miR-200b, anti-miR-10b και anti-miR-145, όπως περιεγράφηκε παραπάνω, 

πραγματοποιήθηκε η επίστρωσή τους σε πλάκες κυτταρικών καλλιεργειών 96 κελίων 

για 24 ώρες. Εν συνεχεία, προστέθηκε στο μέσο καλλιέργειας το ΜΤΤ άλας 

τετραζολίου σε αναλογία 1:10 και τα κύτταρα επωάστηκαν για 4 ώρες στους 37°C. 

Τέλος, πραγματοποιήθηκε η διάλυση του άλατος φορμαζάνης και μετρήθηκε η οπτική 

απορρόφηση του δείγματος στα 570 nm. Η αρχή της μεθόδου βασίζεται στο γεγονός ότι 

το άλας τετραζολίου αποικοδομείται από το σύστημα της αναγωγάσης του ηλεκτρικού-

τετραζολίου που υπάρχει στην αναπνευστική αλυσίδα των μιτοχονδρίων και είναι 

ενεργή μόνο σε ζωντανά κύτταρα, προς σχηματισμό της χρωστικής φορμαζάνης 

(Εικόνα 12). Η ολική δραστικότητα της συγκεκριμένης μιτοχονδριακής δεϋδρογονάσης 

σε ένα δείγμα αυξάνεται με τον αριθμό των ζωντανών κυττάρων. Καθώς η αύξηση της 

ενζυμικής δραστικότητας οδηγεί στην αύξηση της παραγωγής φορμαζάνης, η ποσότητα 

της φορμαζάνης σχετίζεται άμεσα με τον αριθμό των μεταβολικά ενεργών κυττάρων 

στο δείγμα. 

 

Εικόνα 12. Αποικοδόμηση του άλατος τετραζολίου προς φορμαζάνη. (EC= πρωτονιοδέκτης, RS= 

σύστημα μιτοχονδριακής δεϋδρογονάσης). 
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Μέτρηση της δυνατότητας εξάπλωσης των κυττάρων 

Προκειμένου να μελετηθεί η ικανότητα εξάπλωσης (spreading) των καρκινικών 

κυττάρων, τα κύτταρα επιστρώθηκαν σε πλάκες κυτταρικών καλλιεργειών 6 κελίων, 

παρουσία ορού, για 24 ώρες, σε τέτοια συγκέντρωση προκειμένου να επιτευχθεί 

χαμηλή πυκνότητα. Στη συνέχεια, τα κύτταρα επωάστηκαν για 24 ώρες με θρεπτικό 

υλικό απουσία ορού και η κυτταρική επιφάνεια υπολογίστηκε με τη βοήθεια του 

λογισμικού ImageJ 1.4.3.67 (Launcher Symmetry Software), έπειτα από τη λήψη πέντε 

αντιπροσωπευτικών φωτογραφιών σε κάθε κελίο της πλάκας, χρησιμοποιώντας 

ψηφιακή κάμερα συνδεδεμένη με μικροσκόπιο ανάστροφης φάσης. Τα αποτελέσματα 

αντιπροσωπεύουν τη μέση τιμή της επιφάνειας κάθε κυττάρου στα πέντε πεδία λήψης 

των φωτογραφιών και τα δεδομένα παρουσιάζονται ως ο επί τοις εκατό μέσος όρος των 

επιφανειών των κυττάρων, σε τρία ανεξάρτητα πειράματα. 

 

Μέτρηση της κυτταρικής κινητικότητας με την τεχνική επούλωσης πληγής 

Τα κύτταρα επιστρώθηκαν σε πλάκες καλλιέργειας 12 κελίων, όπου και αναπτύχθηκαν 

έως ότου να καλύψουν το 90-100% της επιφάνειας του κελίου, προκειμένου να 

δημιουργηθεί μια κυτταρική μονοστοιβάδα. Εν συνεχεία, τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν 

απουσία ορού για 16 ώρες και χαράχθηκε η πληγή στο μέσο του κελίου, με τη χρήση 

αποστειρωμένου ρύγχους 100 μL. Τα κύτταρα που αποκολλήθηκαν κατά τη διαδικασία 

του σχηματισμού της πληγής απομακρύνθηκαν από το κελίο μετά από 

επαναλαμβανόμενες πλύσεις με θρεπτικό υλικό απουσία ορού. Στη συνέχεια, 

προκειμένου να ελαχιστοποιηθεί η συμβολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού στη 

μεταναστευτική ικανότητα των καρκινικών κυττάρων, προστέθηκε σε κάθε κελίο ο 

κυτταροστατικός παράγοντας κυτταραβίνη (cytarabine) σε συγκέντρωση 10 μΜ και 

παρέμεινε μέχρι το τέλος του πειράματος. Όταν το μέσο καλλιέργειας ήταν καθαρό από 

τα επιπλέοντα κύτταρα, εισήχθησαν οι εκάστοτε παράγοντες, όπου ήταν αναγκαίο και 

έπειτα λήφθηκαν φωτογραφίες της πληγής, σε μεγέθυνση 10x, στα χρονικά διαστήματα 

0, 24 και 48 ωρών μετά τη δημιουργία της πληγής, αναλόγως των απαιτήσεων του 

πειράματος. Η μέτρηση της επιφάνειας της πληγής έγινε με το λογισμικό ανάλυσης 

εικόνων ImageJ 1.4.3.67 (Launcher Symmetry Software) και έπειτα υπολογίστηκε το 

κλείσιμο της πληγής μεταξύ των χρονικών σημείων που λήφθηκαν οι εικόνες. Για τα 

πειράματα των διαμολύνσεων με miRNAs, 48 ώρες μετά τη διαμόλυνση των 

καρκινικών κυττάρων με τα pre-miR-10b, pre-miR-200b, anti-miR-10b και anti-miR-
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145, όπως περιεγράφηκε παραπάνω, πραγματοποιήθηκε η επίστρωσή τους σε πλάκες 

κυτταρικών καλλιεργειών 12 κελίων για 24 ώρες προκειμένου να καταληφθεί το 100% 

της επιφάνειας του κελίου και εν συνεχεία ακολουθήθηκε η παραπάνω διαδικασία. 

 

Προσδιορισμός της διηθητικής ικανότητας των κυττάρων σε κολλαγόνο 

τύπου Ι 

H ικανότητα διήθησης των καρκινικών κυττάρων μελετήθηκε χρησιμοποιώντας τα 

ειδικά διαμορφωμένα κελία διήθησης BD BiocoatTM MatrigelTM Invasion Chambers 

(BD Biosciences). Κάθε κελίο (invasion chamber) περιέχει μια PET μεμβράνη με 

πόρους μεγέθους 8 μm, η οποία είναι επιστρωμένη με matrigel matrix. Κατάλληλος 

αριθμός καρκινικών κυττάρων επιστρώθηκε, παρουσία ή απουσία παραγόντων, στο 

πάνω μέρος της μεμβράνης, για 24 ώρες. Το θρεπτικό υλικό στο επάνω μέρος της 

επιφάνειας της μεμβράνης δεν περιείχε ορό, ενώ το θρεπτικό υλικό κάτω από τη 

μεμβράνη περιείχε 5% ορό, ο οποίος λειτουργούσε ως χημειοελκυστικό. Τα κύτταρα το 

οποία δεν διήθησαν τη μεμβράνη απομακρύνθηκαν με μια αποστειρωμένη ωτογλυφίδα, 

ενώ στα κύτταρα που μετανάστευσαν διαμέσου του matrigel matrix πραγματοποιήθηκε 

χρώση με τολουϊδίνη. Έπειτα, η μεμβράνη φωτογραφήθηκε από μια CMOS ψηφιακή 

κάμερα (SC30) συνδεδεμένη με μικροσκόπιο Olympus CKX41 και οι 

αντιπροσωπευτικές εικόνες των διηθούντων κυττάρων αναλύθηκαν και μετρήθηκαν 

από το λογισμικό ανάλυσης εικόνων ImageJ 1.4.3.67 (Launcher Symmetry Software). 

Για τα πειράματα των διαμολύνσεων με miRNAs 48 ώρες μετά τη διαμόλυνση των 

καρκινικών κυττάρων μαστού με τα pre-miR-10b, pre-miR-200b, anti-miR-10b και 

anti-miR-145, όπως περιεγράφηκε παραπάνω, πραγματοποιήθηκε η επίστρωσή τους 

στο πάνω μέρος της μεμβράνης η οποία είναι επιστρωμένη με matrigel matrix, για 24 

ώρες, σε θρεπτικό υλικό απουσία ορού. Στη συνέχεια, στα κύτταρα που διήθησαν τη 

μεμβράνη πραγματοποιήθηκε χρώση με τη βαφή DiffQuik (Medion, Duedingen, 

Switzerland). Η μεμβράνη φωτογραφήθηκε από CMOS ψηφιακή κάμερα συνδεδεμένη 

σε ένα μικροσκόπιο και οι αντιπροσωπευτικές εικόνες των διηθούντων κυττάρων 

αναλύθηκαν και μετρήθηκαν με το λογισμικό ανάλυσης εικόνων ImageJ 1.4.3.67 

(Launcher Symmetry Software). 

Η διηθητική ικανότητα των καρκινικών κυττάρων αξιολογήθηκε επίσης από την 

ικανότητά τους να διηθούν πήκτωμα κολλαγόνου τύπου Ι, με μια διαδικασία η οποία 

περιγράφεται αναλυτικά από τους De Wever et al. [259]. Συγκεκριμένα, το διάλυμα 
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κολλαγόνου τύπου Ι (Advanced Biomatrix) με τελική συγκέντρωση 1 mg/mL 

προετοιμάστηκε αναμειγνύοντας: 4 όγκους κολλαγόνου τύπου Ι, 5 όγκους CMF-HBSS, 

1 όγκο MEM (10Χ), 1 όγκο 0.25 M NaHCO3, 2.65 όγκους από το μέσο καλλιέργειας 

και 0.3 όγκους NaOH 1 M. Το ψυχρό διάλυμα κολλαγόνου επιστρώθηκε σε πλάκες 

καλλιέργειας 12 κελίων όπου και απλώθηκε ομοιογενώς και αφέθηκε για τουλάχιστον 1 

ώρα μέσα στον κυτταρικό επωαστήρα για να μετατραπεί σε πήκτωμα. Πριν την 

επίστρωσή τους στο πήκτωμα, τα καρκινικά κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 16 ώρες 

απουσία ορού και αφότου το πήκτωμα στερεοποιήθηκε επιστρώθηκαν σε αυτό 5 × 104 

καρκινικά κύτταρα/κελίο. Έπειτα, έγινε η προσθήκη των εκάστοτε παραγόντων, όπου 

ήταν αναγκαίο και τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 24 ώρες στον κυτταρικό 

επωαστήρα. Μετά το πέρας των 24 ωρών, λήφθηκαν φωτογραφίες σε όλη την 

επιφάνεια του κελίου, σε μεγέθυνση 10x, με χρήση του μικροσκοπίου ανάστροφης 

φάσης OLYMPUS CKX41 εξοπλισμένου με ψηφιακή, έγχρωμη κάμερα  CMOS 

(SC30). Οι εικόνες των διηθούντων κυττάρων αναλύθηκαν και μετρήθηκαν από το 

λογισμικό ανάλυσης εικόνων ImageJ 1.4.3.67 (Launcher Symmetry Software). 

 

Προσδιορισμός της ικανότητας προσκόλλησης των κυττάρων σε κολλαγόνο 

τύπου Ι 

Προκειμένου να μελετηθεί η ικανότητα προσκόλλησης των καρκινικών κυττάρων, 

ακολουθήθηκε το παρακάτω πρωτόκολλο, όπως περιγράφεται σε προηγούμενη εργασία 

[260]. Επιγραμματικά, παρασκευάστηκαν 40 μg/mL κολλαγόνου τύπου Ι σε PBS και 

διάλυμα BSA 0.1% (w/v) σε θρεπτικό υλικό απουσία ορού. Έπειτα, μια πλάκα 

κυτταρικών καλλιεργειών 96 κελίων επιστρώθηκε με διάλυμα κολλαγόνου τύπου Ι 30 

μg/ml, για 12 ώρες στους 4oC. Στη συνεχεία, το διάλυμα κολλαγόνου απομακρύνθηκε 

και η πλάκα αφέθηκε να στεγνώσει. Αφού τα καρκινικά κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε 

θρεπτικό υλικό απουσία ορού για 8 ώρες πριν την έναρξη της διαδικασίας, 

αποκολλήθηκαν από το μέσο καλλιέργειας με διάλυμα PBS-EDTA 1X, 

επαναδιαλυτοποιήθηκαν σε διάλυμα BSA 0.1% σε θρεπτικό υλικό απουσία ορού και 

επιστρώθηκαν στην πλάκα 96 κελίων σε συγκέντρωση 2×104 κύτταρα/κελίο. Τα 

κύτταρα επωάστηκαν για 30 λεπτά στον κυτταρικό επωαστήρα προκειμένου να 

προσκολληθούν στην επιφάνεια του κάθε κελίου. Αυτά που δεν προσκολλήθηκαν, 

απομακρύνθηκαν μετά από πλύση με θρεπτικό υλικό απουσία ορού και εν συνεχεία, 

επωάστηκαν με θρεπτικό υλικό παρουσία 10% (v/v) ορού για 4 ώρες προκειμένου να 
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ανακάμψουν. Μετά την περίοδο επώασης, προστέθηκε στο μέσο καλλιέργειας το 

αντιδραστήριο Premix WST-1 σε αναλογία 1:10 σε σχέση με τον τελικό όγκο μέσα στο 

κελίο και η οπτική απορρόφηση του κάθε κελίου μετρήθηκε σε μήκος κύματος 450 nm 

με μήκος κύματος αναφοράς στα 650 nm. 

 

Μελέτη έκφρασης σε μεταγραφικό επίπεδο 

Απομόνωση ολικού RNA και ανάλυση real-time PCR  

Τα καρκινικά κύτταρα μαστού αναπτύχθηκαν παρουσία 10% FBS έως ότου καλύψουν 

το 70-80% της επιφάνειας του μέσου καλλιέργειας και έπειτα αποκολλήθηκαν από το 

μέσο καλλιέργειας κατόπιν ενζυμικής κατεργασίας με διάλυμα τρυψίνης 0.05% (w/v) 

σε 1X PBS το οποίο περιείχε 0.02% (w/v) Na2EDTA. Κατά περίπτωση, μετά την 

ανάπτυξή τους τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν απουσία ορού για 16 ώρες και εν συνεχεία 

επωάστηκαν με τους εκάστοτε παράγοντες για επιλεγμένα χρονικά διαστήματα, 

αναλόγως των απαιτήσεων του εκάστοτε πειράματος. Αφότου έγινε πλύση των 

κυττάρων εις διπλούν με διάλυμα 1X PBS, το ολικό RNA απομονώθηκε με τη χρήση 

είτε του NucleoSpin® RNA II Kit (Macherey-Nagel, Duren, Germany) είτε του rna-

OLS (OMNI Life Science, Hamburg, Germany). Για τα πειράματα των διαμολύνσεων 

με miRNAs, 72 ώρες μετά τη διαμόλυνση των καρκινικών κυττάρων μαστού με τα pre-

miR-10b, pre-miR-200b, anti-miR-10b και anti-miR-145, όπως περιεγράφηκε 

παραπάνω, πραγματοποιήθηκε η απομόνωση του ολικού RNA με τη χρήση του 

innuPREP RNA Mini Kit (Analytik Jena AG, Germany). Ο υπολογισμός της ποσότητας 

του ολικού απομονωμένου RNA πραγματοποιήθηκε με τη μέτρηση της οπτικής του 

απορρόφησης στα 260 nm. Για να ελεγχθεί η καθαρότητα του ολικού RNA μετρήθηκε 

επίσης η οπτική πυκνότητά του στα 280 nm. Ο λόγος καθαρότητας Α260nm/Α280nm ήταν 

σε κάθε περίπτωση μεταξύ των αποδεκτών τιμών 1.8 και 2.1.  

Στη συνέχεια, το ολικό RNA μετατράπηκε στο συμπληρωματικό του cDNA με την 

τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης με αντίστροφη μεταγραφή (RT-

PCR), χρησιμοποιώντας είτε το PrimeScript™ 1st strand cDNA synthesis kit perfect real 

time (Takara Bio Inc) ή το High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 

Biosystems). Η ενίσχυση του cDNA και η μελέτη της γονιδιακής έκφρασης έγινε με 

την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (real-time 

qPCR) σε 20μL διαλύματος αντίδρασης, χρησιμοποιώντας το KAPA Taq ReadyMix 
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DNA Polymerase (KAPABIOSYSTEMS) και το QuantiTect SYBR Green PCR kit 

(Qiagen), σύμφωνα με τις οδηγίες του εκάστοτε κατασκευαστή. Η μετατροπή του 

ολικού RNA σε cDNA έγινε με τη χρήση των θερμοκυκλοποιητών Rotor Gene Q 

(Qiagen) και Light-Cycler (Roche, IN). Όλες οι αντιδράσεις έγιναν εις τριπλούν, ενώ σε 

κάθε περίπτωση πραγματοποιήθηκε και η αντίστοιχη καμπύλη διαλυτοποίησης (melting 

curve) για να ελεγχθεί η ταυτοποίηση του προϊόντος της αντίδρασης βάσει του ζεύγους 

εκκινητών που χρησιμοποιήθηκε κάθε φορά. Επιπλέον, για κάθε ζεύγος εκκινητών 

πραγματοποιήθηκε επίσης μια πρότυπη καμπύλη για να ελεγχθεί η απόδοση της 

τεχνικής. Για να γίνει η ποσοτικοποίηση, το σημείο συσσώρευσης του προϊόντος της 

αντίδρασης στην πρώιμη λογαριθμική φάση του διαγράμματος πολλαπλασιασμού 

υπολογίστηκε προσδιορίζοντας το κατώφλι λίγο πάνω από το υπόβαθρο φθορισμού. Το 

σημείο αυτό ορίζεται ως αριθμός κύκλων κατωφλιού (Ct number). Η σχετική έκφραση 

του κάθε γονιδίου υπολογίστηκε με τη μέθοδο ΔΔCt. Ο αριθμός Ct του γονιδίου στόχου 

κανονικοποιήθηκε βάση του αριθμού Ct του γονιδίου αναφοράς (GAPDH). Η 

μεταβολή σε φορές (fold change) προσδιορίστηκε ως 2-ΔΔCt. Τα ζεύγη των εκκινητών 

που χρησιμοποιήθηκαν για κάθε γονίδιο παρουσιάζονται στους Πίνακες 4 και 5. 
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Πίνακας 4. Τα ζεύγη εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στην real-time PCR ανάλυση. 

Γονίδιο-

στόχος 

Αλληλουχία εκκινητών (5’-3’) Tυβριδοποίησης 

(°C) 

ERα F TGATGAAAGGTGGGATACGA 60 

R AAGGTTGGCAGCTCTCATGT 

ERβ F TCCATGCGCCTGGCTAAC 60 

R CAGATGTTCCATGCCCTTGTTA 

EGFR F ATGCTCTACAACCCCACCAC 60 

R GCCCTTCGCACTTCTTACAC 

HER2 F CTGCACCCACTCCTGTGTGCACCTG 60 

R CTGCCGTCGCTTGATGAGGATC 

IGF-IR F ACG AGT GGA GAA ATC TGC GG 60 

R ATG TGG AGG TAG CCC TCG AT 

IL-8 F CTCCAAACCTTTCCACCCC 57 

R GATTCTTGGATACCACAGAGAATG 

E-Cadherin F TACGCCTGGGACTCCACCTA 60 

R CCAGAAACGGAGGCCTGAT 

Vimentin F GGCTCGTCACCTTCGTGAAT 60 

R GAGAAATCCTGCTCTCCTCGC 

Fibronectin F CATCGAGCGGATCTGGCCC 60 

R GCAGCTGACTCCGTTGCCCA 

Snail2/Slug F AGACCCTGGTTGCTTCAAGGA 60 

R CTCAGATTTGACCTGTCTGCAAA 

ZEB-1 F GAAAATGAGCAAAACCATGATCCT 62 

R CCCTGCCTCTGGTCCTCTTC 

ZEB-2 F CACGATCCAGACCGCAATTA 60 

R CATCGCGTTCCTCCAGTTTT 

MMP-1 F CCTCGCTGGGAGCAAACA 60 

R TTGGCAAATCTGGCGTGTAA 

MMP-2 F CGTCTGTCCCAGGATGACATC 62 

R ATGTCAGGAGAGGCCCCATA 

MMP-7 F GCTGGCTCATGCCTTTGC 60 

R TCCTCATCGAAGTGAGCATCTC 

MMP-9 F TTCCAGTACCGAGAGAAAGCCTAT 60 

R GGTCACGTAGCCCACTTGGT 

MT1-MMP F CATGGGCAGCGATGAAGTCT 60 

R CCAGTATTTGTTCCCCTTGTAGAAGTA 

TIMP-1 F CGCTGACATCCGGTTCGT 60 

R TGTGGAAGTATCCGCAGACACT 

TIMP-2 F GGGCACCAGGCCAAGTT 60 

R CGCACAGGAGCCATCACT 

uPA F ACTACTACGGCTCTGAAGTCACCA 60 

R GAAGTGTGAGACTCTCGTGTAGAC 

tPA F CAGGAAATCCATGCCCGATT 60 

R GCTGCAACTTTTGACAGGCAC 

PAI-1 F CTGACTTCACGAGTCTTTCAGACC 60 

R CCCATGAAAAGGACTGTTCCTGTG 
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Serglycin F GTTGGCGTGCAGCTGGGAGA 60 

R GGCTCTCCGCGTAGGATAACCTTG 

CD44s F ATAATAAAGGAGCAGCACTTCAGGA 60 

R ATAATTTGTGTCTTGGTCTCTGGTAGC 

CD44v3 F ATAATGGCTGGGAGCCAAATGAAGAAA 60 

R ATAATCATCATCATCAATGCCTGATCCAGA 

CD44v6 F ATAATCAGAAGGAACAGTGGTTTGGCA 60 

R ATAATGTCTTCTTTGGGTGTTTGGCGA 

CD44v9 F ATAATGAGCTTCTCTACATCACATGAAGGC 60 

R TAATGTCAGAGTAGAAGTTGTTGGATGGTC 

HAS1 F GGAATAACCTCTTGCAGCAGTTTC 60 

R GCCGGTCATCCCCAAAAG 

HAS2 F TCGCAACACGTAACGCAAT 60 

R ACTTCTCTTTTTCCACCCCATTT 

HAS3 F AACAAGTACGACTCATGGATTTCCT 60 

R GCCCGCTCCACGTTGA 

AS1-HAS2 F AGCGGCCTCACTCCTTCAGCAAAG 60 

R GACCGTTGCTGCCTGTTGGGTCTC 

HYAL-1 F GATTGCAGTGTCTTCGATGTGGTA 60 

 R GGGAGCTATAGAAAATTGTCATGTCA 

HYAL-2 F CTAATGAGGGTTTTGTGAACCAGAATAT 60 

 R GCAGAATCGAAGCGTGGATAC 

GAPDH F AGGCTGTTGTCATACTTCTCAT 60 

R GGAGTCCACTGGCGTCTT 

 

 

Πίνακας 5. Τα ζεύγη εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στην real-time PCR ανάλυση 

που ακολούθησε τις διαμολύνσεις των καρκινικών κυττάρων με τα pre- ή anti-miRNAs. 

 

Γονίδιο-

στόχος 

 

Αλληλουχία (5’-3’)-Κωδικός εκκινητή 

 

Τύπος εκκινητή 

18S rRNA Hs99999901_s1 ABI TaqMan  

Actin 

gamma-2 

Hs01123712_m1 ABI TaqMan  

E-cadherin Hs00170423_m1 ABI TaqMan 

 

Vimentin 

F: TCAGCATCACGATGACCTTGAA 

R: CTGCAGAAAGGCACTTGAAAGC 

συμβατικός 

εκκινητής real-time 

PCR 

 

Fibronectin 

F: CCAAGCATCACCCTGGGAGT 

R: CGAAGCAGAACAGGCAATGTG 

συμβατικός 

εκκινητής real-time 

PCR 

 

Snail2/Slug 

F: ATCTGCCAGACGCGAACTCA 

R: GGCAACCAGACAACCGACAT 

συμβατικός 

εκκινητής real-time 

PCR 

 

ZEB2 

F: TGGGCTAGTAGGCTGTGTCCA 

R: TCATCTTCAACCCTGAAACAGAGG 

συμβατικός 

εκκινητής real-time 

PCR 
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EGFR 

F: CAATTGGAAGATTGGAAGATTCAGC 

R: CCAGTCAGGTTACAGGGCACA 

συμβατικός 

εκκινητής real-time 

PCR 

IGF-IR Hs00541255_21 ABI TaqMan 

 

HER2 

F: AAGCGGCCCTAAGGGAGTGT 

R: CATTGCTGTTCCTTCCTCATGG 

συμβατικός 

εκκινητής real-time 

PCR 

 

VEGF 

F: TCCAATCTCTCTCTCCCTGATCG 

R: GGGCAGAGCTGAGTGTTAGCAA 

συμβατικός 

εκκινητής real-time 

PCR 

MMP-2 Hs00234422_m1 ABI TaqMan 

MMP-7 F: GCTGGCTCATGCCTTTGC 

R: TCCTCATCGAAGTGAGCATCTC 

συμβατικός 

εκκινητής real-time 

PCR 

MMP-9 Hs00234579_m1 ABI TaqMan 

MT1-MMP Hs00237119_m1 ABI TaqMan 

Syndecan-

1 

Hs00174579_m1 ABI TaqMan 

Sydecan-2 Hs00299807_m1 ABI TaqMan 

Syndecan-

4 

Hs00161617_m1 ABI TaqMan 

Integrin αν Hs00233808_m1 ABI TaqMan 

ΙL-6 F: 

GAGAAAGGAGACATGTAACAAGAGT 

R: GCGCAGAATGAGATGAGTTGT 

συμβατικός 

εκκινητής real-time 

PCR 

IL-6R F: ATGCTGGCCGTCGGCTGCGCGCTG 

R: TCTGAGCTCAAACCGTAGTCT 

συμβατικός 

εκκινητής real-time 

PCR 

 

Μελέτη πρωτεϊνικής έκφρασης  

Ανοσοαποτύπωση western 

Τα καρκινικά κύτταρα αναπτύχθηκαν παρουσία ορού έως ότου καλύψουν το 70-80% 

της επιφάνειας του μέσου καλλιέργειας. Στη συνέχεια, τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν 

απουσία ορού για 16 ώρες και επωάστηκαν με τους εκάστοτε παράγοντες για διάφορα 

χρονικά διαστήματα, αναλόγως των απαιτήσεων του κάθε πειράματος. Για τα 

πειράματα των διαμολύνσεων με miRNAs, 72 ώρες μετά τη διαμόλυνση των 

καρκινικών κυττάρων με τα pre-miR-10b, pre-miR-200b, anti-miR-10b και anti-miR-

145, όπως περιεγράφηκε παραπάνω, ακολουθήθηκε η εξής πειραματική πορεία. Τα 

κύτταρα εκπλύθηκαν δύο φορές με ψυχρό PBS και επωάστηκαν με το διάλυμα λύσης, 



109 

 

το οποίο αποτελείται από: 25 mM Hepes pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10% 

(v/v) γλυκερόλη, 1% (v/v) Triton X-100, μίγμα αναστολέων πρωτεασών (Roche 

Diagnostics ή Chemicon, Millipore, CA) και 0.5 mM NaVO4 (Sigma-Aldrich), το οποίο 

χρησιμοποιήθηκε ως αναστολέας των φωσφατασών. Για να διασφαλιστεί ότι κάθε 

δείγμα περιέχει ίδια ποσότητα πρωτεΐνης, η συγκέντρωση της ολικής πρωτεΐνης του 

εκχυλίσματος προσδιορίστηκε φωτομετρικά με τη μέθοδο Bradford (Quick Start™ 

Bradford Protein Assay, Biorad ή Pierce™ BCA Protein Assay, Thermofisher 

Scientific).  

H αναγωγή των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε με β-μερκαπτοαιθανόλη σε διάλυμα 

Laemmli (Biorad) και θέρμανση στους 95°C για 5 λεπτά, προκειμένου να επιτευχθεί η 

αποδιάταξη των πρωτεϊνών. Στη συνέχεια, ίση ποσότητα δείγματος φορτώθηκε σε 

πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου και πραγματοποιήθηκε ο διαχωρισμός των πρωτεϊνών με 

τη διαδικασία της SDS-PAGE ηλεκτροφόρησης. Οι πρωτεΐνες μεταφέρθηκαν μέσω 

ηλεκτροφόρησης σε μεμβράνη πολυβινυλιδενίου (PVDF) (Macherey Nagel ή GE 

Healthcare). Oι μεμβράνες επωάστηκαν με 5% (w/v) BSA σε Tris-buffered saline pH 

7.4 το οποίο περιείχε 0.05% Tween-20 (TBS-T), για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου, 

ώστε να παρεμποδιστούν οι μη-ειδικές δεσμεύσεις του πρωτοταγούς αντισώματος και 

εν συνεχεία επωάστηκαν με τα πρωτοταγή αντισώματα για 16 ώρες στους 4°C. Μετά 

από τρεις πλύσεις με το διάλυμα ΤBS-T, οι μεμβράνες επωάστηκαν με το δευτεροταγές  

(secondary) αντίσωμα, το οποίο ήταν συζευγμένο με το ένζυμο υπεροξειδάση, για 1 

ώρα σε θερμοκρασία δωματίου. Τα πρωτοταγή και δευτεροταγή αντισώματα που 

χρησιμοποιήθηκαν παρουσιάζονται στον Πίνακα 6. Μετά από τρεις πλύσεις των 

μεμβρανών με διάλυμα ΤBS-T, ακολούθησε η ανίχνευση των πρωτεϊνικών ζωνών, η 

οποία πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του υποστρώματος χημειοφωταύγειας 

υπεροξειδάσης (ECL) (ImmobilonTM Western, Millipore). Η εμφάνιση των 

πρωτεϊνικών ζωνών πραγματοποιήθηκε είτε μέσω έκθεσης της μεμβράνης σε 

επιστημονικό x-ray φιλμ (FujiFilm) ή από αυτόματο σύστημα ανίχνευσης 

χημειοφωταύγειας (BioRad) και το αντίστοιχο λογισμικό Quantity One. 
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Πίνακας 6. Τα πρωτοταγή και δευτεροταγή αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν για τις 

τεχνικές της ανοσοαποτύπωσης western και του ανοσοφθορισμού. 

Αντίσωμα  Κατασκευαστής 

ERβ Rabbit Abcam 

p-p44/42 MAPK (Erk1/2) 

(Thr202/Tyr204) 

Rabbit Cell Signaling 

Technology 

p44/42 MAPK (Erk1/2) Rabbit Cell Signaling 

Technology 

p-AKT rabbit Cell Signaling 

Technology 

AKT rabbit Cell Signaling 

Technology  

p-Stat3 Rabbit Cell Signaling 

Technology 

Stat3 Rabbit Cell Signaling 

Technology 

p-FAK Mouse BD Biosciences 

FAK Mouse BD Biosciences 

Fibronectin Rabbit Sigma-Aldrich 

Biotin-HABP (4 μg/ml) Bovine Calbiochem, Millipore 

E-Cadherin, clone 36, monoclonal Mouse BD Biosciences 

Vimentin, clone 13.2, monoclonal Mouse Sigma-Aldrich 

ZO-1 Mouse ThermoFisher Scientific 

Syndecan-1 (DL-101) Mouse Santa Cruz 

Biotechnology  

Syndecan-4 Mouse Santa Cruz 

Biotechnology 

α-Tubulin, clone B-5-1-2 Mouse Sigma-Aldrich 

Serglycin Rabbit Homemade 

anti-rabbit IgG Peroxidase Conjugated Goat Calbiochem 

anti-mouse IgG Peroxidase Conjugated Goat Calbiochem 

Alexa-Fluor 488 anti-mouse IgG Goat Invitrogen Corporation  

Alexa-Fluor 488 anti-rabbit IgG Goat Invitrogen Corporation  

 

Ανοσοφθορισμός  

Για τη διαδικασία του ανoσοφθορισμού, τα κύτταρα επιστρώθηκαν σε πλάκες 

καλλιέργειας 6, 12 ή 24 κελίων στις οποίες έχουν τοποθετηθεί γυάλινες καλυπτρίδες. 

Τα κύτταρα αναπτύχθηκαν για 24 ώρες, έως ότου να καλύψουν το 60-70% του κελίου. 

Κατά περίπτωση, μετά την ανάπτυξή τους τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν απουσία ορού 
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για 16 ώρες και εν συνεχεία επωάστηκαν με τους εκάστοτε παράγοντες για διάφορα 

χρονικά διαστήματα, αναλόγως των απαιτήσεων της κάθε πειραματικής προσέγγισης. 

Για τα πειράματα των διαμολύνσεων με miRNAs, 72 ώρες μετά τη διαμόλυνση των 

καρκινικών κυττάρων μαστού με τα pre-miR-10b, pre-miR-200b, anti-miR-10b και 

anti-miR-145, όπως περιεγράφηκε παραπάνω, ακολουθήθηκε η εξής πειραματική 

πορεία. Πραγματοποιήθηκε μία πλύση με διάλυμα PBS pH 7.4 και ακολούθησε η 

σταθεροποίηση των κυττάρων με 4% παρα-φορμαλδεΰδη σε PBS για 10 λεπτά. 

Ακολούθησαν τρεις πλύσεις με PBS-T (PBS + 0.1% Tween 20) και οι καλυπτρίδες 

επωάστηκαν με 0.5% Triton X-100 σε PBS-Τ για 10 λεπτά, ώστε να γίνει διαπερατή η 

κυτταρική μεμβράνη. Στο σημείο αυτό θα πρέπει να σημειωθεί ότι όταν επρόκειτο να 

γίνει χρώση των κυττάρων για τον εντοπισμό μεμβρανικών αντιγόνων, το στάδιο 

επώασης με 0.5% Triton X-100 παραλειπόταν. Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκαν τρεις 

πλύσεις με PBS-Τ και οι καλυπτρίδες επωάστηκαν με 5% ΒSΑ σε PBS-Τ για 1 ώρα σε 

θερμοκρασία δωματίου, προκειμένου να παρεμποδιστούν οι μη-ειδικές 

αλληλεπιδράσεις του πρωτοταγούς αντισώματος που θα χρησιμοποιηθεί στη συνέχεια. 

Έπειτα, τα καλύμματα επωάστηκαν με το πρωτοταγές αντίσωμα για 16 ώρες στους 

4°C, σε συνθήκες υγρασίας. Για τη χρώση του ΗΑ, οι καλυπτρίδες επωάστηκαν με 5% 

ΒSΑ σε PBS-Τ, ασπράδια αυγού (2) διαλυμένα σε dH2O και 5% ξηρό γάλα σε PBS 

προκειμένου να παρεμποδιστούν οι ενδογενείς βιοτίνη και αβιδίνη. Μετά το πέρας της 

επώασης, ακολούθησαν τρεις πλύσεις με PBS-Τ, επώαση με το κατάλληλο 

δευτεροταγές αντίσωμα για 1 ώρα σε σκοτεινό θάλαμο, τρεις πλύσεις με PBS-Τ και μία 

πλύση με dd Η2Ο. Τέλος, οι καλυπτρίδες επικολλήθηκαν σε αντικειμενοφόρους πλάκες 

με τη χρήση του αντιδραστηρίου ProLong Gold antifade (Thermofisher Scientific) που 

περιείχε το αντίσωμα DAPI για τη χρώση των πυρήνων και αφότου στέγνωσαν 

παρατηρήθηκαν σε μεγέθυνση 60x και 63x στα μικροσκόπια OLYMPUS CKX41 με 

ενσωματωμένη CMOS ψηφιακή κάμερα (SC30) και ειδικά φίλτρα φθορισμού και στο 

συνεστιακό (confocal) μικροσκόπιο LSM 510 META με ενσωματωμένη μια Zeiss 

Axioplan MRM κάμερα και φακό εμβάπτισης ελαίου Plan-Apochromat 63x/1.40 (Carl 

Zeiss, Jena, Germany). Οι εικόνες επεξεργάστηκαν από το λογισμικά Zeiss Zen blue 

edition και Zeiss Zen black edition (ΖΕΝ software). Όλα τα πρωτοταγή και 

δευτεροταγή αντισώματα παρουσιάζονται στον Πίνακα 6. 
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Kυτταρομετρία ροής (FACS) 

Η συγκεκριμένη τεχνική, επιτρέπει την ταυτόχρονη ανάλυση πρωτεϊνών και βιοδεικτών 

σε ένα κυτταρικό αιώρημα μέσω ηλεκτρονικού ανιχνευτή το οποίο διαχέεται από 

κυτταρομετρητή ροής και βομβαρδίζεται με ακτίνα laser. Στη συγκεκριμένη διατριβή, 

ανιχνεύθηκαν τα πρωτεϊνικά επίπεδα των πρωτεϊνών CD44 και CD24, οι οποίες 

αποτελούν χαρακτηριστικούς δείκτες φαινοτύπου βλαστοκυττάρων (stem cell 

phenotype), όπως περιγράφεται σε πρόσφατη δημοσίευση [261]. Συγκεκριμένα, τα 

καρκινικά κύτταρα μαστού, διαμολυσμένα ή μη με τα pre- ή anti-miRNAs, 

συλλέχθηκαν έπειτα από επώαση για 10 λεπτά στους 37oC με διάλυμα 2 mM ΕDTA σε 

ΡBS απαλλαγμένο από τα ιόντα Ca2+ και Mg2+ και ήπια ανακίνηση. Στη συνέχεια 1x105 

κύτταρα σε 100 μl PBS/ 0.1% BSA (PBS/BSA) επωάστηκαν με 10 μl από τα anti-

CD44-APC, anti-CD24-PE και τα APC και PE isotype controls για 30 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου και απουσία φωτός. Ακολούθως, τα κύτταρα φυγοκεντρήθηκαν 

(450 g, 30 sec)  και εκπλύθηκαν 2 φορές με 300 μl PBS/BSA. Το ίζημα 

επαναδιαλυτοποιήθηκε σε 1 ml PBS/BSA και ακολούθησε η κυτταρομετρία ροής σε 

CyFlow Space (Sysmex/Partec, Görlitz, Germany) εξοπλισμένο με μία 25 mW 638 nm 

κόκκινη δίοδο laser και μία 20 mW 488 nm μπλε laser αργού. Ο φθορισμός εκπομπής, 

μετρήθηκε σε μήκος κύματος 675 nm (BP675/20 nm) και στα 590 nm (BP 590/50 nm). 

Τα isotype controls τοποθετήθηκαν στο πρώτο τεταρτημόριο (Q) και στη συνέχεια οι 

πύλες ελευθερώθηκαν για τα υπόλοιπα δείγματα. Ο τύπος CD44(-) CD24(-) 

τοποθετείται στο τεταρτημόριο Q3, ο τύπος CD44(+) CD24(-) στο Q4, ο τύπος 

CD44(+) CD24(+) στο Q2 και ο τύπος CD44(-) CD24(+) στο Q1. Η πρωτεϊνική 

έκφραση του CD24 μετρήθηκε επίσης στο σύνολο του κυτταρικού πληθυσμού θέτοντας 

την αντίστοιχη πύλη (RN1) ως FL2. 

 

Υπολογισμός της εκκρινόμενης IL-6 με την ποσοτική μέθοδο ELISA 

Τα καρκινικά κύτταρα επιστρώθηκαν σε πλάκες καλλιέργειας 6 κελίων όπου και 

αναπτύχθηκαν έως ότου να καλύψουν το 60-70% της επιφάνειας και έπειτα 

αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό μέσο καλλιέργειας απουσία ορού για 48 ώρες οπότε και 

συλλέχθηκε το θρεπτικό υλικό. Το μέσο καλλιέργειας συμπυκνώθηκε χρησιμοποιώντας 

τα φίλτρα φυγοκέντρησης Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Devices ή Vivaspin 6 

(Sartorius Stedim Biotech), MWCO 5000 Da και τα υπερκείμενα τέθηκαν σε ποσοτική 

ELISA. Τα εκκρινόμενα πρωτεϊνικά επίπεδα της IL-6 υπολογίστηκαν εφαρμόζοντας το 
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συγκεκριμένο kit ELISA της ImmunoTools, σύμφωνα με της οδηγίες του 

κατασκευαστή και μετρώντας την οπτική απορρόφηση του δείγματος στα 450 nm σε 

ένα φωτόμετρο TECAN Infinite M200. Η συγκέντρωση της IL-6 καθορίστηκε από την 

αντίστοιχη καμπύλη πρότυπων συγκεντρώσεων. 

 

Προσδιορισμός ενζυμικής δραστικότητας 

Μέτρηση της ενζυμικής δραστικότητας των MMP-2 και MMP-9 με τη 

μέθοδο του ζελατινογραφήματος 

Τα καρκινικά κύτταρα μαστού αναπτύχθηκαν παρουσία ορού έως ότου καλύψουν το 

70-80% της επιφάνειας του μέσου καλλιέργειας και εν συνεχεία καλλιεργήθηκαν 

απουσία ορού για 16 ώρες. Μετά από 24 ώρες καλλιέργειας με τους εκάστοτε 

παράγοντες, συλλέχθηκε το μέσο καλλιέργειας και συμπυκνώθηκε χρησιμοποιώντας τα 

φίλτρα φυγοκέντρησης Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Devices. Έπειτα, ίση 

ποσότητα των συμπυκνωμένων υπερκειμένων προθερμάνθηκε σε Laemmli διάλυμα 

στους 37oC για 30 λεπτά και φορτώθηκε σε 10% πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου (30:1), το 

οποίο περιείχε και 0.1% (w/v) ζελατίνη και πραγματοποιήθηκε ο διαχωρισμός των 

πρωτεϊνών με τη διαδικασία της SDS-PAGE ηλεκτροφόρησης, απουσία αναγωγικών 

συνθηκών. Μετά την ηλεκτροφόρηση, τα πηκτώματα εκπλύθηκαν με 2.5% Triton X-

100 για να απομακρυνθεί το SDS και έπειτα επωάστηκαν στους 37 °C για περίπου 20 

ώρες στο διάλυμα επώασης: 10 mM Tris–HCl pH 7.5, 150 mM NaCl και 5 mM CaCl2. 

Μετά το πέρας της επώασης, τα πηκτώματα χρωματίστηκαν για 20 λεπτά με το διάλυμα 

χρώσης: 0.25% (w/v) Coomassie brilliant blue R-250/ 43% (v/v) μεθανόλη/ 7% (v/v) 

οξικό οξύ και τέλος αποχρωματίστηκαν από διάλυμα 40% (v/v) μεθανόλης / 7% (v/v) 

οξικού οξέος. Η περιοχή ενζυμικής δραστικότητας των πρωτεϊνών εμφανίστηκε ως 

λευκή ζώνη στο μπλε υπόβαθρο του πηκτώματος.  

 

Μέτρηση της ενζυμικής δραστικότητας των uPA και tPA με τη μέθοδο του 

καζεϊνογραφήματος  

Η διαδικασία που ακολουθήθηκε είναι η ίδια με αυτή του ζελατινογραφήματος όπως 

περιεγράφηκε παραπάνω, με τη διαφορά ότι αντί της ζελατίνης, στο καζεϊνογράφημα 

χρησιμοποιούνται ως υπόστρωμα 2 mg/ml καζεΐνης, ενώ το πήκτωμα περιέχει επίσης 
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και 10 μg/ml ανθρώπινο πλασμινογόνο. Επιπλέον, ως διάλυμα πλύσεων 

χρησιμοποιείται το ρυθμιστικό διάλυμα 0.1 M Tris-HCl pH 8, 50mM Na2EDTA, 0.1 

mg/ml NaN3, το οποίο περιέχει και 2.5% Triton X-100 ενώ το διάλυμα επώασης είναι 

το ίδιο με το διάλυμα πλύσεων, χωρίς το Triton X-100. 

 

Μέθοδος υπολογισμού της ενζυμικής δραστικότητας της ΜΤ1-ΜΜΡ  

Η δραστικότητα της ΜΤ1-ΜΜΡ εκτιμήθηκε χρησιμοποιώντας το πεπτίδιο 5-

FAM/QXLTM520 FRET ως υπόστρωμα, στο διάλυμα αντίδρασης SensoLyte 520 

MMP-14 Assay Kit (AnaSpec, San Jose, USA). Το πείραμα πραγματοποιήθηκε στους 

37°C, εις τριπλούν. Ο φθορισμός μετρήθηκε στα μήκη κύματος διέγερσης και 

εκπομπής, στα 470 nm και 520 nm. Η δραστικότητα της ΜΤ1-ΜΜΡ προσδιορίστηκε σε 

κυτταρικά εκχυλίσματα σύμφωνα με το πρωτόκολλο του προμηθευτή, όπως έχει 

περιγραφεί σε προηγούμενη μελέτη [262, 263]. 

 

Στατιστική ανάλυση και σχεδιασμός εικόνων 

Οι αναφερόμενες τιμές στα διαγράμματα εκφράζονται ως μέσος όρος ± την τυπική 

απόκλιση (SD). Οι στατιστικώς σημαντικές διαφορές αξιολογήθηκαν χρησιμοποιώντας 

ένα unpaired two-tailed T-test και θεωρήθηκαν στατιστικώς σημαντικές όταν για το 

επίπεδο σημαντικότητας ίσχυε η συνθήκη p ≤ 0.05. Η στατιστική ανάλυση και ο 

σχεδιασμός των διαγραμμάτων πραγματοποιήθηκαν από το λογισμικό GraphPad Prism 

5 (GraphPad Software). Για τη σχεδίαση του συνόλου των εικόνων που παρατίθενται 

στα κεφάλαια «Αποτελέσματα» και «Συζήτηση-Συμπεράσματα», καθώς και μέρος των 

εικόνων του κεφαλαίου «Εισαγωγή» της παρούσας διδακτορικής διατριβής 

χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό σχεδίασης Xara Photo and Graphic Designer 2013. Oι 

χημικές δομές των εικόνων 6 και 12 σχεδιάστηκαν με τη βοήθεια του λογισμικού 

ChemDraw Ultra 12. 
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ΜΕΡΟΣ Ι. Ο ERβ αποτελεί σημαντικό ρυθμιστή των 

λειτουργικών ιδιοτήτων, της κυτταρικής σηματοδότησης και 

της έκφρασης μακρομορίων του ECM στα επιθετικά 

καρκινικά κύτταρα μαστού 

Ο καρκίνος του μαστού αποτελεί μια ετερογενή και πολύπλοκη νεοπλασία, στην 

εξέλιξη και την πρόοδο της οποίας τα οιστρογόνα και οι υποδοχείς τους κατέχουν 

βασικό ρόλο. O ρόλος των ΕR σηματοδοτικών μονοπατιών στον καρκίνο του μαστού 

έχει πλέον εδραιωθεί, έπειτα από περισσότερα από 30 χρόνια βασικής και κλινικής 

έρευνας. Παρόλο που η συμβολή του ERα στην ανάπτυξη και την εξέλιξη του καρκίνου 

του μαστού έχει μελετηθεί εκτενώς, ο ρόλος της ισομορφής του, ERβ, δεν έχει ακόμα 

αποσαφηνιστεί πλήρως. Σε προηγούμενες μελέτες της εργαστηριακής μας ομάδας, 

αποκαλύψαμε τη μοριακή βάση που διέπει την αναδιοργάνωση του ECM, η οποία 

φαίνεται να επηρεάζεται από τη δράση των οιστρογόνων και των υποδοχέων τους στον 

καρκίνο του μαστού [40, 106]. Επιπλέον, μόλις το 2015, αποδείξαμε ότι η καταστολή 

της έκφρασης του ERα στα θετικά σε ERα-θετικά MCF-7 καρκινικά κύτταρα μαστού 

επάγει τη διαδικασία ΕΜΤ, καθώς αυξάνει την επιθετική συμπεριφορά των κυττάρων 

αυτών μέσω αλλαγών στις λειτουργικές ιδιότητες, αλλά και στα επίπεδα μεταγραφικής 

και πρωτεϊνικής έκφρασης ρυθμιστικών μακρομορίων του ECM και σηματοδοτικών 

μορίων [21]. Επομένως, κύριο στόχο της παρούσας διατριβής αποτέλεσε η εξακρίβωση 

του ρόλου που κατέχει ο ERβ, ο οποίος αποτελεί αναπόσπαστο στοιχείο των επιθετικών 

καρκινικών κυττάρων μαστού MDA-MB-231, στη ρύθμιση της μορφολογίας, των 

λειτουργικών ιδιοτήτων και την έκφραση μακρομορίων του ECM που εμπλέκονται 

στην εξέλιξη του καρκίνου του μαστού. Σε αυτά συμπεριλαμβάνονται οι GFRs, οι 

MMPs και οι ενδογενείς αναστολείς τους, τα συστατικά ενεργοποίησης του 

πλασμινογόνου και οι PGs. Επιπλέον, μελετήθηκε ο ρόλος της Ε2, πριν και μετά την 

καταστολή του ERβ, στην έκφραση των παραπάνω μορίων. 

 

1. H καταστολή του ERβ επάγει αλλαγές στα κυτταρικά χαρακτηριστικά 

και σε δείκτες ΕΜΤ στα MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού 

Προκειμένου να επιτευχθεί η σταθερή καταστολή του ERβ τα MDA-MB-231 

καρκινικά κύτταρα μαστού διαμολύνθηκαν με shRNA ενάντια στο γονίδιο του 

ανθρώπινου ERβ. Για την παραλαβή σταθερά διαμολυσμένων κλώνων, προστέθηκαν 



118 

 

0.8μg/ml πουρομυκίνης στο μέσο καλλιέργειας. Η παρατηρούμενη καταστολή της 

έκφρασης του ERβ σε επίπεδο mRNA, πραγματοποιήθηκε βαθμιδωτά, καθώς 

προχωρούσαν οι κυτταρικές γενεές από την πρώτη διαμόλυνση. Όπως παρουσιάζεται 

στην Εικόνα 13Α, η διαμόλυνση με το shRNA έναντι του ERβ συνοδεύτηκε από την 

τελική μείωση των επιπέδων έκφρασης του ERβ στο επίπεδο του 70% στα shERβ 

MDA-MB-231 κύτταρα, σε σύγκριση με τα MDA-MB-231 κύτταρα αναφοράς (MDA-

MB-231 ctrl). Η συγκεκριμένη καταστολή παρατηρήθηκε μετά το πέρας έξι κυτταρικών 

γενεών και παρέμεινε σταθερή στις επόμενες κυτταρικές γενεές. Αξίζει να σημειωθεί 

ότι οι ώριμες συμπληρωματικές αλυσίδες που κατασκευάστηκαν για την αποσιώπηση 

του γονιδίου του ERβ, στοχεύουν τρεις κοινές περιοχές ανάμεσα στις ισομορφές του 

ERβ. Για το λόγο αυτό, η παρατηρούμενη καταστολή του ERβ στο επίπεδο του 70% 

μπορεί να συσχετιστεί με την ύπαρξη των συγκεκριμένων ισομορφών. 

Οι πρώτες μικροσκοπικές παρατηρήσεις των shERβ MDA-MB-231 κυττάρων, έδειξαν 

ότι η καταστολή της έκφρασης του ERβ επηρέασε σημαντικά τη μορφολογία των 

MDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων. Είναι γνωστό το γεγονός ότι τα MDA-MB-231 

κύτταρα παρουσιάζουν τον τυπικό μεσεγχυματικό, επιθετικό φαινότυπο και 

αναπτύσσονται ως  ανεξάρτητα και επιμήκη κύτταρα με χαρακτηριστική ατρακτοειδή 

μορφολογία (Εικόνα 13Β). Ωστόσο, όπως φαίνεται από τις εικόνες μικροσκοπίου 

ανάστροφης φάσης, μετά την καταστολή του ERβ, τα MDA-MB-231 κύτταρα 

χαρακτηρίζονται από την τάση να σχηματίζουν επαφές κυττάρου-κυττάρου, 

αποκτώντας χαρακτηριστικά επιθηλιακών κυττάρων (Εικόνα 13Β). 

 

 

 

Εικόνα 13 (η λεζάντα παρατίθεται στην επόμενη σελίδα).  
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Εικόνα 13. Η καταστολή του ERβ στα MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού. (Α) Ποσοτική 

real-time PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων mRNA του ERβ. (Β) Μικροσκοπία 

ανάστροφης φάσης για τον έλεγχο της κυτταρικής μορφολογίας των MDA-MB-231 κυττάρων 

αναφοράς (MDA-MB-231 ctrl) και σε αυτά που διαμολύνθηκαν με τα shRNA lentiviral 

σωματίδια έναντι του ERβ (shERβ MDA-MB-231). Με βέλη απεικονίζονται τα κυτταρικά 

συσσωματώματα (μεγέθυνση 10x και 32x, μπάρα 10μm). Ο αστερίσκος (**) υποδεικνύει τις 

στατιστικώς σημαντικές μεταβολές (p≤0.01) σε σχέση με τα κύτταρα αναφοράς. Ανατύπωση με 

άδεια από την αναφορά [264]. Copyright 2016 Elsevier science & technology journals. 

 

Σε επόμενο επίπεδο, πραγματοποιήθηκε εκ βάθους μελέτη της μορφολογίας των 

καρκινικών κυττάρων, πριν και μετά την καταστολή του ERβ, με χρήση της 

ηλεκτρονικής μικροσκοπίας σάρωσης (SEM). Όπως αποκαλύφθηκε από τις εικόνες 

SEM, τα MDA-MB-231 ctrl κύτταρα χαρακτηρίζονται από ένα σχετικά σφαιρικό 

σχήμα, με διάμετρο που κυμαίνεται από 15 έως 25 μm, ενώ αναπτύσσονται 

απομακρυσμένα το ένα από το άλλο (Εικόνα 14Α). Τα περισσότερα κύτταρα 

εμφανίζουν ακανόνιστο ή επίμηκες σχήμα, ενώ διαθέτουν λεπτές και μεγάλου μήκους 

κυτταρικές προεκβολές, οι οποίες εξαπλώνονται προς όλες τις κατευθύνσεις (Εικόνες 

14Β, C και D). Επίσης, πολλά από τα MDA-MB-231 ctrl κύτταρα διαθέτουν έναν 

εμφανή πυρήνα και σχετικά μικρό κυτταρόπλασμα, καθώς και πολλές κυτταρικές 

προεκβολές (filiforms/filopodia) στην κυτταρική επιφάνεια και κυρίως στην περιοχή 

του πυρήνα (Εικόνα 14D). Από την άλλη μεριά, τα περισσότερα από τα shERβ MDA-

MB-231 κύτταρα χαρακτηρίζονται από ένα ωοειδές σχήμα και σχετικά στρογγυλό 

περίγραμμα, ενώ εμφανίζονται ομαδοποιημένα και με τάση να αναπτύσσουν επαφές 

κυττάρου-κυττάρου (Εικόνες 14Ε, F, G και H). Σε γενικές γραμμές, τα κύτταρα αυτά 

ομοιάζουν περισσότερο με μικρά, επίπεδα κύτταρα διαμέτρου 35-100 μm, με επίπεδο 

πυρήνα, ενώ κάποιες φορές εμφανίζουν αρκετά μεγάλο κυτταρόπλασμα. Πολύ λίγα 

κύτταρα διαθέτουν λεπτές κυτταροπλασματικές προεκβολές (filiforms/filopodia), ενώ 

οι ελάχιστες προεκβολές που παρατηρούνται βρίσκονται κατανεμημένες κυρίως στην 

περιφέρεια κάθε κυττάρου (Εικόνες 14Ε, F, G και H). 
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Εικόνα 14 (η λεζάντα παρατίθεται στην επόμενη σελίδα). 
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Εικόνα 14. Έλεγχος των ΕRβ-εξαρτώμενων κυτταρικών χαρακτηριστικών των καρκινικών 

κυττάρων μαστού με ηλεκτρονική μικροσκοπία σάρωσης. (Α) Τα MDA-MB-231 ctrl κύτταρα 

παρουσιάζουν σφαιρικό σχήμα και εμφανίζονται απομακρυσμένα το ένα από το άλλο (μπάρα 

10μm). (Β) Κάποια MDA-MB-231 ctrl κύτταρα παρουσιάζουν επίμηκες σχήμα και λεπτές 

κυτταροπλασματικές προεκβολές (μπάρα 10μm). (C) Ένα σφαιρικό MDA-MB-231 ctrl κύτταρο 

παρουσιάζεται στο δεξί μέρος της εικόνας, ενώ στα αριστερά φαίνεται ένα επίμηκες κύτταρο με 

πολλές κυτταροπλασματικές προεκβολές (μπάρα 10μm). (D) Ένα σφαιρικό MDA-MB-231 ctrl 

κύτταρο με εμφανή πυρήνα, εμφανίζει πολύ λεπτές κυτταροπλασματικές προεκβολές (μπάρα 

10μm). (E), (F) Τα περισσότερα εκ των shERβ MDA-MB-231 κυττάρων εμφανίζονται ως 

πεπλατυσμένα, ωοειδή κύτταρα, τα οποία παρουσιάζουν επαφές κυττάρου-κυττάρου και διαθέτουν 

πολύ λίγες κυτταρικές προεκβολές (μπάρα 0.1 και 10μm, αντίστοιχα). (G) Τα shERβ MDA-MB-

231 κύτταρα διαθέτουν μικρό πυρήνα και σχετικά μεγάλο κυτταρόπλασμα, ενώ εμφανίζονται 

ομαδοποιημένα (μπάρα 10μm). (Η) Πεπλατυσμένα και στρογγυλά shERβ MDA-MB-231 κύτταρα 

που εμφανίζουν επαφές κυττάρου-κυττάρου και σχετικά μεγάλο κυτταρόπλασμα (μπάρα 10μm). 

Ανατύπωση με άδεια από την αναφορά [264]. Copyright 2016 Elsevier science & technology 

journals. 

 

Οι παρατηρούμενες αλλαγές στην κυτταρική μορφολογία των shERβ MDA-MB-231 

κυττάρων θεωρήθηκε ότι σχετίζονται με τον επαναπρογραμματισμό της διαδικασίας 

ΕΜΤ. Προκειμένου να εξακριβωθεί εάν υπάρχει τέτοια συσχέτιση, μελετήθηκαν τα 

MDA-MB-231 και shERβ MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα ως προς τη μεταγραφική 

και πρωτεϊνική έκφραση χαρακτηριστικών δεικτών του ΕΜΤ, μέσω της ανάλυσης real-

time PCR και του ανοσοφθορισμού, αντίστοιχα (Εικόνα 15). Αρχικά, όπως φαίνεται 

στην Εικόνα 15Α, τα shERβ MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα παρουσιάζουν 

διαφοροποιήσεις στην οργάνωση του κυτταροσκελετού, όπως αυτό παρουσιάζεται 

έπειτα από χρώση για τις πρωτεΐνες α-tubulin και F-actin. Χαρακτηριστικό της 

πρωτεΐνης α-tubulin (50 kDa) είναι ότι πολυμερίζεται στους μικροσωληνίσκους, ένα 

βασικό συστατικό του κυτταροσκελετού των ευκαρυωτικών κυττάρων που συμμετέχει 

σε διαδικασίες ζωτικής σημασίας, όπως η κυτταρική διαίρεση. Από την άλλη, τα 

πολυμερικά μικροϊνίδια της F-actin είναι απαραίτητα για πληθώρα κυτταρικών 

διαδικασιών συμπεριλαμβανομένων της κυτταρικής σηματοδότησης, της 

κινητικότητας, αλλά και τη διατήρηση του σχήματος και των κυτταρικών συνάψεων. Η 

καταστολή του ERβ στα κύτταρα αυτά συνοδεύτηκε από αλλαγές στα επίπεδα 

έκφρασης χαρακτηριστικών δεικτών του ΕΜΤ, όπως η E-cadherin, η vimentin, η 

fibronectin και snail2/slug (Εικόνα 15Β). Συγκεκριμένα, τα  shERβ MDA-MB-231 
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κύτταρα παρουσιάζουν στατιστικώς σημαντική μείωση των επιπέδων έκφρασης σε 

επίπεδο mRNA των μεσεγχυματικών δεικτών fibronectin (περ. 20%) και vimentin (περ. 

25%), συγκριτικά με τα κύτταρα αναφοράς MDA-MB-231. Επιπλέον, τα συγκεκριμένα 

κύτταρα εμφανίζουν στατιστικώς σημαντικά αυξημένα επίπεδα του επιθηλιακού δείκτη 

E-cadherin (περ. 30%), η αλληλεπίδραση του οποίου μεταξύ γειτονικών κυττάρων 

δημιουργεί τις χαρακτηριστικές προσκολλητικές συνάψεις [265]. Επίσης, 

παρατηρήθηκε σημαντική μείωση των επιπέδων έκφρασης του μεταγραφικού 

παράγοντα snail2/slug (περ. 35%), ο οποίος σχετίζεται άμεσα με τη διαδικασία ΕΜΤ. 

Τα δεδομένα αυτά υποδηλώνουν ότι η καταστολή της έκφρασης του ERβ στα MDA-

MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού οδηγεί σε έναν εν δυνάμει επαναπρογραμματισμό 

του ΕΜΤ, οδηγώντας στην αντίστροφη διαδικασία, ΜΕΤ.  

 

 

 

Εικόνα 15 (η λεζάντα παρατίθεται στην επόμενη σελίδα). 
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Εικόνα 15. Η καταστολή του ERβ στα MDA-MB-231 κύτταρα, επάγει αλλαγές σε 

χαρακτηριστικούς δείκτες της διαδικασίας ΕΜΤ. (Α) Εικόνες ανοσοφθορισμού για τις πρωτεΐνες 

α-tubulin, E-cadherin και vimentin (μεγέθυνση 60x, μπάρα 20μm). (B) Ποσοτική real-time PCR 

ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων mRNA των E-cadherin, vimentin, fibronectin, 

Snail2/Slug στα MDA-MB-231 ctrl και shERβ MDA-MB-231 κύτταρα. Με βέλη απεικονίζονται 

οι επαφές κυτταρου-κυττάρου. Οι αστερίσκοι (*), (**) υποδεικνύουν τις στατιστικώς σημαντικές 

μεταβολές (p≤0.05 και p≤0.01, αντίστοιχα) σε σχέση με τα κύτταρα αναφοράς. Ανατύπωση με 

άδεια από την αναφορά [264]. Copyright 2016 Elsevier science & technology journals. 

 

2. H καταστολή του ERβ στα MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού 

οδηγεί σε διαφοροποιημένες κυτταρικές λειτουργείες  

Οι παρατηρούμενες αλλαγές τόσο στη μορφολογία όσο και στην έκφραση των δεικτών 

ΕΜΤ γέννησαν το ερώτημα εάν οι λειτουργικές ιδιότητες των επιθετικών MDA-MB-

231 καρκινικών κυττάρων επηρεάζονται από την καταστολή του ERβ. Προκειμένου να 

απαντήσουμε στο παραπάνω ερώτημα, μελετήθηκαν βασικές λειτουργικές ιδιότητες 

των καρκινικών κυττάρων συμπεριλαμβανομένου του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, 

δυνατότητας εξάπλωσης, της κυτταρικής μετανάστευσης, της ικανότητας 

προσκόλλησης και τέλος της διηθητικής ικανότητας. Όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 

16Α, η καταστολή του ERβ μειώνει τα επίπεδα κυτταρικού πολλαπλασιασμού των 

MDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων στο επίπεδο του 35% και 40% μετά το πέρας 24 

και 48 ωρών, αντίστοιχα, συγκριτικά με τα κύτταρα αναφοράς. Επιπλέον, 

προσδιορίστηκε η πιθανή διαφορά ανάμεσα στα shERβ MDA-MB-231 και στα MDA-

MB-231 κύτταρα, σε σχέση με την ικανότητά τους να εξαπλώνονται στο χώρο. Έτσι, 

παρατηρήθηκε ότι τα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα παρουσιάζουν κατά 30% 

μειωμένη ικανότητα εξάπλωσης (Εικόνα 16Β). Σύμφωνα με το πρωτόκολλο και την 

ποσοτικοποίηση που ακολουθήθηκαν μπορεί να αναχθεί στη δυνατότητα εξάπλωσης 

των shERβ MDA-MB-231 κυττάρων. Η συγκεκριμένη παρατήρηση μπορεί να 

συσχετιστεί με τη σημαντικά μειωμένη μεταναστευτική ικανότητα των shERβ MDA-

MB-231 κυττάρων. Συγκεκριμένα, τα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα παρουσιάζουν 

κατά 60% μικρότερη ικανότητα μετανάστευσης (Εικόνα 16C). 

 Η πρόσδεση των καρκινικών κυττάρων στον ECM είναι κομβικής σημασίας για την 

ανάπτυξη και την επιβίωσή τους. Επιπλέον, ειδικά τα μεταστατικά καρκινικά κύτταρα 

έχουν αυξημένη ικανότητα προσκόλλησης που συνεισφέρει στη μετανάστευσή τους και 

στην εγκαθίδρυση απομακρυσμένων όγκων. Επομένως, μελετήθηκε η ικανότητα των 
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shERβ MDA-MB-231 κυττάρων να προσκολλώνται στον ECM, μέσω της 

αλληλεπίδρασής τους με το κολλαγόνο τύπου Ι. Τα αποτελέσματα που παρουσιάζονται 

στην Εικόνα 16D, αντικατοπτρίζουν την κατά 35% στατιστικώς σημαντική μείωση των 

επιπέδων προσκόλλησης που έχουν τα  shERβ MDA-MB-231 κύτταρα, σε σχέση με τα 

κύτταρα αναφοράς. Επιπλέον εξετάστηκε το διηθητικό δυναμικό των MDA-MB-231 

καρκινικών κυττάρων μαστού πριν και μετά την καταστολή του ERβ, καθώς η ιδιότητα 

αυτή αποτελεί το βασικό βήμα για την εδραίωση της μετάστασης. Σύμφωνα με 

προηγούμενη δημοσίευση [259], αιώρημα των shERβ MDA-MB-231 και MDA-MB-

231 ctrl κυττάρων επιστρώθηκε σε gel κολλαγόνου τύπου Ι και μέσω επεξεργασίας των 

εικόνων που ελήφθησαν από κάθε δείγμα, πραγματοποιήθηκε η ποσοτικοποίηση της 

διηθητικής τους ικανότητας. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 16Ε, τα shERβ MDA-MB-

231 κύτταρα εμφανίζουν στατιστικώς σημαντική μείωση, κατά 60%, στα επίπεδα 

διηθητικής ικανότητας (invasion index, invasion area), έπειτα από 24 ώρες επώασης σε 

gel κολλαγόνου τύπου Ι, συγκριτικά με τα MDA-MB-231 ctrl κύτταρα. 

 



125 

 

 

 

 

Εικόνα 16 (η λεζάντα παρατίθεται στην επόμενη σελίδα). 
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Εικόνα 16. Ο ERβ ρυθμίζει τις λειτουργικές ιδιότητες των MDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων 

μαστού. Διαγράμματα: (Α) κυτταρικού πολλαπλασιασμού έπειτα από 24 και 48 ώρες επώασης, (Β) 

κυτταρικής εξάπλωσης έπειτα από 24 ώρες επώασης, (C) κυτταρικής μετανάστευσης έπειτα από 

24 και 48 ώρες, (D) ικανότητας προσκόλλησης σε κολλαγόνο τύπου Ι και (E) κυτταρικής 

διήθησης έπειτα από 24 ώρες επώασης, στα MDA-MB-231 ctrl και shERβ MDA-MB-231 

κύτταρα. Παρουσιάζονται οι φωτογραφίες ανάστροφης φάσης, οι διηθημένες κυτταρικές 

προεκβολές, καθώς και οι επεξεργασμένες εικόνες που προέκυψαν από την αφαίρεση των 

τεχνητών σφαλμάτων (π.χ. πυκνές ίνες κολλαγόνου και πυρήνες). Οι παραπάνω λειτουργικές 

ιδιότητες μελετήθηκαν από τις τεχνικές που περιγράφονται αναλυτικά στο πειραματικό μέρος. Οι 

μπάρες των διαγραμμάτων αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την τυπική απόκλιση από τρία 

πειράματα. Ο αστερίσκος (**) υποδεικνύει τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές (p≤0.01) σε 

σχέση με τα κύτταρα αναφοράς. Ανατύπωση με άδεια από την αναφορά [264]. Copyright 2016 

Elsevier science & technology journals. 

 

3. Η καταστολή του ERβ επηρεάζει τα επίπεδα μεταγραφικής και 

πρωτεϊνικής έκφρασης σημαντικών ρυθμιστών του ECM 

Όπως περιεγράφηκε παραπάνω, η καταστολή του ERβ στα MDA-MB-231 καρκινικά 

κύτταρα μαστού επηρέασε σημαντικά βασικές λειτουργικές ιδιότητες των κυττάρων 

αυτών, όπως ο κυτταρικός πολλαπλασιασμός, η προσκόλληση, η μετανάστευση και η 

διήθηση. Οι παρατηρούμενες αλλαγές μπορούν να συσχετιστούν με διαφοροποιημένα 

προφίλ έκφρασης των συστατικών του ECM, όπως ένζυμα αποικοδόμησης και 

συστατικά ενεργοποίησης του πλασμινογόνου, τα οποία δύνανται να οδηγήσουν στην 

αναδιαμόρφωση του ECM. Έτσι, μελετήθηκαν αρχικά τα επίπεδα γονιδιακής έκφρασης 

των MMPs, των ενδογενών τους αναστολέων (TIMPs) και των συστατικών του 

συστήματος ενεργοποίησης του πλασμινογόνου (uPA, tPA, PAI-1). Τα δεδομένα που 

ελήφθησαν από την ανάλυση real-time PCR έδειξαν ότι τα shERβ MDA-MB-231 

καρκινικά κύτταρα εμφανίζουν μειωμένα επίπεδα έκφρασης των ΜΜP1 (περ. 25%) και 

MMP7 (περ. 30%), συγκριτικά με τα κύτταρα αναφοράς (Εικόνα 17Α). Επιπλέον, η 

καταστολή του ERβ στα shERβ MDA-MB-231  κύτταρα ελάττωσε κατά πολύ τα 

επίπεδα mRNA της ΜΜP2 και της ΜΤ1-ΜΜΡ, αλλά όχι στατιστικώς σημαντικά. Από 

την άλλη μεριά, τα επίπεδα mRNA της ΜΜP9 παρουσιάζουν στατιστικώς σημαντική 

αύξηση (περ. 2.5-φορές), σε σχέση με τα MDA-MB-231 ctrl κύτταρα. Όπως φαίνεται 

στην Εικόνα 17Β, τα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα παρουσιάζουν σημαντική μείωση 
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των επιπέδων έκφρασης των ενδογενών αναστολέων των ΜΜΡs, TIMP1 (περ. 75%) 

και TIMP2 (περ. 50%). 

Σε επόμενο επίπεδο, μελετήθηκε η επίδραση της καταστολής του ERβ στην έκφραση 

των συστατικών του συστήματος ενεργοποίησης του πλασμινογόνου, το οποίο 

εμπλέκεται στην αναδιοργάνωση του ECM και στη διήθηση των καρκινικών κυττάρων 

(Εικόνα 17C). Συγκεκριμένα, τα uPA, tPA και PAI-1 στα shERβ MDA-MB-231 

κύτταρα εμφανίζουν σημαντικά μειωμένα επίπεδα έκφρασης (περ. 30%, 25% και 10%, 

αντίστοιχα). Όπως φαίνεται στην Εικόνα 17D, το καζεϊνογράφημα επιβεβαίωσε τις 

αλλαγές στη γονιδιακή έκφραση, καθώς τα κύτταρα αυτά, σε απόκριση της καταστολής 

του ERβ, παρουσιάζουν μειωμένα επίπεδα ενζυμικής δραστικότητας του υψηλού 

μοριακού μεγέθους (ΗΜW) uPA και tPA, συγκριτικά με τα κύτταρα αναφοράς, ενώ το 

χαμηλού μοριακού μεγέθους (LMW) uPA δεν κατέστη δυνατό να ποσοτικοποιηθεί. 

Τέλος, τα επίπεδα μεταγραφικής και πρωτεϊνικής έκφρασης του ενζύμου HPSE 

εμφανίζουν στατιστικώς σημαντική μείωση στα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα, σε 

σχέση με τα MDA-MB-231 ctrl. 
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Εικόνα 17. Η καταστολή του ERβ επηρεάζει τη γονιδιακή έκφραση πολλών ρυθμιστών του ECM 

στα MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού. (Α) Ποσοτική real-time PCR ανάλυση για τον 

προσδιορισμό των επιπέδων mRNA των ΜΜΡ1, ΜΜΡ2, ΜΜΡ7, ΜΜΡ9 και ΜΤ1-ΜΜΡ. (Β) 

Ποσοτική real-time PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων mRNA των ΤΙΜΡ1 και 

ΤΙΜΡ2. (C) Ποσοτική real-time PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων uPA, tPA και 

PAI-1. (D) Ενζυμική δραστικότητα των uPA/tPA με τη μέθοδο του καζεϊνογραφήματος. (Ε) 

Μεταγραφική και πρωτεϊνική έκφραση της ΗΡSE στα MDA-MB-231 ctrl και shERβ MDA-MB-

231 κύτταρα. Οι αστερίσκοι (*), (**) υποδεικνύουν τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές 

(p≤0.05 και p≤0.01, αντίστοιχα) σε σχέση με τα κύτταρα αναφοράς. Ανατύπωση με άδεια από την 

αναφορά [264]. Copyright 2016 Elsevier science & technology journals. 
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3.1 Ο ERβ διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της έκφρασης των 

πρωτεογλυκανών και του υαλουρονικού οξέος 

Είναι γνωστή η άποψη ότι αλλαγές που παρουσιάζονται στο μικροπεριβάλλον των 

καρκινικών κυττάρων μπορεί να οδηγήσουν σε διαφοροποιήσεις στις ιδιότητες και στη 

συμπεριφορά τους εν γένει. Οι πρωτεογλυκάνες θειϊκής ηπαράνης (HSPGs) 

συμπεριλαμβάνονται στην τάξη των συστατικών του ECM που εντοπίζονται τόσο 

ενδοκυττάρια όσο και σε εξωκυτταρικό επίπεδο και επηρεάζουν τόσο σημαντικές 

κυτταρικές λειτουργίες, όπως η προσκόλληση, αλλά και τη σηματοδότηση και την 

εξέλιξη του καρκίνου, μέσω αλληλεπιδράσεων με άλλα ρυθμιστικά μόρια του ECM. Οι 

συνδεκάνες συγκαταλέγονται ανάμεσα στα πιο αντιπροσωπευτικά μόρια των HSPGs. 

Στον καρκίνο του μαστού, η συνδεκάνη-2 σχετίζεται με την κυτταρική προσκόλληση, 

την αγγειογένεση και τη σηματοδότηση, η συνδεκάνη-4 κατέχει βασικό ρόλο στην 

εξέλιξη του καρκίνου, ενώ η συνδεκάνη-1 προάγει κυρίως την κινητικότητα των 

επιθηλιακών κυττάρων [80, 83]. Λαμβάνοντας υπόψιν το ρόλο των SDCs στην εξέλιξη 

του καρκίνου του μαστού, μελετήθηκε η επίδραση της καταστολής του ERβ στην 

έκφραση των μορίων αυτών. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η καταστολή του ERβ στα 

MDA-MB-231 κύτταρα είχε ως αποτέλεσμα τη στατιστικώς σημαντική αύξηση των 

επιπέδων mRNA της συνδεκάνη-1 (περ. 20%), σε σύγκριση με τα κύτταρα αναφοράς 

(Εικόνα 18). Το γεγονός αυτό μπορεί να συσχετιστεί με τις ενδείξεις που ενισχύουν την 

άποψη ότι η καταστολή του ERβ στα MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού οδηγεί 

στην αντιστροφή της διαδικασίας ΕΜΤ στα κύτταρα αυτά. Στη συνέχεια, 

παρατηρήθηκε ότι τα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα εμφανίζουν αυξημένη έκφραση 

της συνδεκάνη-4 (περ. 40%), συγκριτικά με τα MDA-MB-231 ctrl κύτταρα. Η χρώση 

των πρωτεϊνών συνδεκάνη-1 και συνδεκάνη-4 με ανοσοφθορισμό επιβεβαίωσαν τα 

παραπάνω αποτελέσματα (Εικόνα 18). Μια άλλη PG, η οποία τα τελευταία χρόνια έχει 

κερδίσει το ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας για το ρόλο της στην εξέλιξη του 

καρκίνου του μαστού είναι η σεργλυκίνη (serglycin). Η συγκεκριμένη PG που είναι η 

μόνη ενδοκυττάρια PG, χαρακτηρίζεται από αυξημένη έκφραση σε επιθετικά καρκινικά 

κύτταρα μαστού και προάγει τα κακοήθη φαινοτυπικά τους χαρακτηριστικά [92, 94, 

95]. Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης έδειξαν ότι το προφίλ έκφρασης της 

σεργλυκίνης επηρεάζεται σημαντικά από την καταστολή του ERβ στα MDA-MB-231 

καρκινικά κύτταρα μαστού. Συγκεκριμένα, τα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα 

εμφανίζουν στατιστικώς σημαντική μείωση των επιπέδων έκφρασης της σεργλυκίνης 
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(περ. 50%), γεγονός που επιβεβαιώθηκε από χρώση της συγκεκριμένης PG με 

ανοσοφθορισμό. Συμπερασματικά, διαπιστώθηκε ότι η καταστολή του γονιδίου του 

ERβ στα MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού οδήγησε σε σημαντικές αλλαγές 

των επιπέδων έκφρασης διαφόρων PGs, σε μεταγραφικό και πρωτεϊνικό επίπεδο και 

αναδεικνύεται ο ρυθμιστικός ρόλος του ERβ στην αλληλεπίδραση των καρκινικών 

κυττάρων μαστού με τα συστατικά του ECM. 

 

 

Εικόνα 18. Η καταστολή του ERβ επάγει αλλαγές στην έκφραση των συνδεκανών και της 

σεργλυκίνης στα MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού. (Α) Εικόνες ανοσοφθορισμού για τη 

συνδεκάνη-1, συνδεκάνη-4 και σεργλυκίνη (μεγέθυνση 60x, μπάρα 20μm). (B) Ποσοτική real-time 

PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων mRNA των συνδεκανών -1, -2, -4 και της 

σεργλυκίνης στα MDA-MB-231 ctrl και shERβ MDA-MB-231 κύτταρα. Οι αστερίσκοι (*), (**) 

υποδεικνύουν τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές (p≤0.05 και p≤0.01, αντίστοιχα) σε σχέση με 

τα κύτταρα αναφοράς. Ανατύπωση με άδεια από την αναφορά [264]. Copyright 2016 Elsevier 

science & technology journals. 
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Επιπρόσθετα, εξετάστηκε η επίδραση της καταστολής του ERβ στη ρύθμιση του 

δικτύου ΗΑ/CD44/HASes/HYALs. Ο επιθετικός φαινότυπος πολλών τύπων καρκίνου, 

συμπεριλαμβανομένου και του καρκίνου του μαστού, συνδέεται με αυξημένη έκφραση 

του ΗΑ, μιας προ-αγγειογενετικής GAG [266]. Όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 19Α, 

τα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα, από τη χρώση της ΗΑΒΡ (ΗΑ binding protein), 

παρουσιάζουν σημαντικά μειωμένη σύνθεση του ΗΑ, συγκριτικά με τα MDA-MB-231 

ctrl κύτταρα. Επιπλέον, παρατηρήθηκε μείωση των επιπέδων έκφρασης των ισομορφών 

v3, v6 και ν9 του υποδοχέα του ΗΑ, CD44. Η μείωση στην παραγωγή ΗΑ συνοδεύτηκε 

από μειωμένα επίπεδα έκφρασης κυρίως της HAS2, του βασικού ενζύμου σύνθεσης του 

ΗΑ, της τάξης του 80%, καθώς και του AS1-HAS2 (περ. 40%). To γονίδιο AS1-HAS2 

ρυθμίζει την έκφραση της HAS2, επομένως δυνητικά θα μπορούσε να ελέγχει τη 

σύνθεση του ΗΑ και την επιθετικότητα των καρκινικών κυττάρων μαστού. 

Επιπρόσθετα, αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι οι αλλαγές αυτές συνοδεύτηκαν από 

σημαντική μείωση των επιπέδων έκφρασης των ενζύμων αποικοδόμησης του ΗΑ, 

ΗΥΑL1 (κατά 50%) και HYAL2 (κατά 60%) στα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα, 

συγκριτικά με τα MDA-MB-231 ctrl κύτταρα (Εικόνα 19Β). 
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Εικόνα 19. Η καταστολή του ERβ επάγει αλλαγές στην παραγωγή ΗΑ και στην έκφραση των 

ισομορφών του CD44 και των ενζύμων HASes και HYALs, στα MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα 

μαστού. (Α) Εικόνες ανοσοφθορισμού για την ΗΑΒΡ (μεγέθυνση 60x, μπάρα 20μm). (Β) 

Ποσοτική real-time PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων mRNA των CD44s, v3, 

v6, v9, HAS1, 2, 3, AS1-HAS2, HYAL1, 2, στα MDA-MB-231 ctrl και shERβ MDA-MB-231 

κύτταρα. Οι αστερίσκοι (*), (**) υποδεικνύουν τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές (p≤0.05 και 

p≤0.01, αντίστοιχα) σε σχέση με τα κύτταρα αναφοράς. 
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3.2 Ο ERβ επάγει αλλαγές στα προφίλ έκφρασης των υποδοχέων αυξητικών 

παραγόντων και ρυθμίζει την ενεργοποίηση του ERK σηματοδοτικού 

μονοπατιού 

Έχει πλέον καταστεί σαφές ότι οι ERs εκτός από τον πυρηνικό τους εντοπισμό 

δύνανται να μετακινηθούν στο κυτταρόπλασμα αλλά και στην κυτταρική μεμβράνη 

[267]. Με αυτόν τον τρόπο, οι ERs, μετά την ενεργοποίησή τους, έχουν τη δυνατότητα 

να πυροδοτήσουν ένα σηματοδοτικό καταρράκτη, ο οποίος περιλαμβάνει την παραγωγή 

MMPs που οδηγεί στην ενεργοποίηση του υποδοχέα EGFR μέσω της πρόσδεσης του 

EGF [268]. Επιπλέον, είναι γνωστό ότι η ενεργοποίηση του EGFR προάγει τη 

μετανάστευση και τη διήθηση των καρκινικών κυττάρων μαστού, ενώ η υπερέκφραση 

του υποδοχέα HER2 αποτελεί χαρακτηριστικό δείκτη των περιπτώσεων καρκίνου του 

μαστού με επιθετικό φαινότυπο [269-272] Η διεπικοινωνία μεταξύ των EGFR και IGF-

IR είναι κομβικής σημασίας για την εξέλιξη του καρκίνου του μαστού και την 

ανθεκτικότητα που παρατηρείται σε ενδοκρινείς θεραπείες [40, 273]. Επομένως, 

κρίθηκε σκόπιμο να μελετηθεί η μοριακή ανάλυση, σε επίπεδο mRNA, των υποδοχέων 

EGFR, IGF-IR και HER2, πριν και μετά την καταστολή του ERβ. Όπως παρουσιάζεται 

στην Εικόνα 20, η ανάλυση real-time PCR ανέδειξε τη σημαντική καταστολή της 

έκφρασης των υποδοχέων EGFR και IGF-IR (περ. 50% και 40%, αντίστοιχα), σε 

επίπεδο mRNA, στα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα, συγκριτικά με τα MDA-MB-231 

ctrl. Από την άλλη μεριά, η γονιδιακή έκφραση του HER2 δε φαίνεται να επηρεάζεται 

σημαντικά από την καταστολή του ERβ στα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα, σε σχέση 

με τα κύτταρα αναφοράς.  

To ERK σηματοδοτικό μονοπάτι διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση πληθώρας 

κυτταρικών λειτουργιών όπως ο μεταβολισμός, η επιβίωση, ο πολλαπλασιασμός, η 

διαφοροποίηση και η μετανάστευση [274, 275]. Συγκεκριμένα, η φωσφορυλίωση των 

ERK κινασών επηρεάζεται σημαντικά από την υπερέκφραση και την ενεργοποίηση του 

EGFR [276], ενώ είναι γνωστό ότι η υπερέκφραση του EGFR σχετίζεται με την 

αυξημένη μεταστατικότητα των καρκινικών κυττάρων μαστού μέσω της ενεργοποίησης 

του ERK σηματοδοτικού καταρράκτη [21]. Ως εκ τούτου, κρίθηκε σκόπιμο να 

μελετηθεί η επίδραση της καταστολής του ERβ στην ενεργοποίηση του ERK 

σηματοδοτικού μονοπατιού, καθώς υποθέσαμε ότι η μείωση των επιπέδων έκφρασης 

του EGFR στα ERβ-κατεσταλμένα κύτταρα, μπορεί να συνοδεύεται από μειωμένα 

επίπεδα φωσφορυλίωσης του ΕRΚ1/2. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 20Β, τα shERβ 
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MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού χαρακτηρίζονται από σημαντικά μειωμένα 

επίπεδα φωσφορυλίωσης του ΕRK1/2, τα οποία ακολουθούν τη σημαντική μείωση των 

επιπέδων έκφρασης του EGFR, σε σχέση με τα κύτταρα αναφοράς. Συμπερασματικά, 

φαίνεται ότι η ενεργοποίηση του ΜΕΚ/ERK σηματοδοτικού μονοπατιού στα επιθετικά 

καρκινικά κύτταρα μαστού εξαρτάται από την παρουσία του ERβ, ενώ τόσο η μειωμένη 

φωσφορυλίωση του ERK1/2, όσο και η χαμηλή έκφραση του EGFR, βρίσκονται σε 

συμφωνία με τη μείωση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, της μετανάστευσης και της 

διήθησης στα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα. 

 

 

 

Εικόνα 20 (η λεζάντα παρατίθεται στην επόμενη σελίδα). 
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Εικόνα 20. Η καταστολή του ERβ επάγει EGFR/ERK-διαμεσολαβούμενες αλλαγές στα MDA-

MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού. (Α) Ποσοτική real-time PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό 

των επιπέδων mRNA των ΕGFR, IGF-IR και HER2 στα MDA-MB-231 ctrl και shERβ MDA-

MB-231 κύτταρα. (Β) Ανοσοαποτύπωση για τον p-ERK1/2, τον ERK1/2 και την α-tubulin, στα 

MDA-MB-231 ctrl και shERβ MDA-MB-231 κύτταρα και ποσοτικοποίηση της πυκνότητας των 

ζωνών. (C) Κυτταρική μετανάστευση πριν και μετά την κατεργασία με τους αναστολείς των EGFR 

(iEGFR, 1 μΜ) και IGF-IR (iIGFR-IR, 1 μΜ) για 24 ώρες. Οι αστερίσκοι (*), (**) υποδεικνύουν 

τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές (p≤0.05 και p≤0.01, αντίστοιχα) σε σχέση με τα κύτταρα 

αναφοράς. Ανατύπωση με άδεια από την αναφορά [264]. Copyright 2016 Elsevier science & 

technology journals. 

 

4. Ο ERβ ρυθμίζει την κυτταρική μετανάστευση των καρκινικών κυττάρων 

μαστού μέσω της διεπικοινωνίας EGFR/IGF-IR και της ενεργοποίησης του 

JAK/STAT σηματοδοτικού μονοπατιού 

Η αλληλεπίδραση πληθώρας καταρρακτών σηματοδότησης λειτουργεί ως ένα 

ρυθμιστικό δίκτυο της κυτταρικής συμπεριφοράς. Σημαντικό ρόλο στην παθολογία του 

καρκίνου του μαστού και στην έκφραση βασικών ρυθμιστών του ECM, διαδραματίζει 

το σηματοδοτικό μονοπάτι EGFR/IGF-IR. Η διεπικοινωνία ανάμεσα στους ERs, τον 

EGFR ή/και τον IGF-IR είναι κομβικής σημασίας για την παρατηρούμενη 

ανθεκτικότητα σε ενδοκρινείς θεραπείες. Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι το JAK-2/STAT 

σηματοδοτικό μονοπάτι δύναται να καθυστερεί τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό σε 

συμπαγείς όγκους. Η φωσφορυλίωση σε θέση τυροσίνης του JAK-2/STAT εμπλέκεται 

στην ογκογένεση, ενώ συμμετέχει στη σηματοδότηση καθοδικά του EGFR. Επομένως, 

πηγαίνοντας ένα βήμα παραπέρα, κρίθηκε σκόπιμο να μελετήσουμε την επίδραση της 

καταστολής του ERβ στην ενεργοποίηση των σηματοδοτικών μονοπατιών EGFR, IGF-

IR και JAK-2/STAT. Χρησιμοποιώντας αλλοστερικούς αναστολείς προκειμένου να 

αναστείλουμε καθοδικά αυτούς τους σηματοδοτικούς καταρράκτες, προσδιορίστηκαν 

οι επιδράσεις στην κυτταρική μετανάστευση των καρκινικών κυττάρων μαστού, αλλά 

και ο ρόλος του ERβ στη ρύθμιση αυτή. 

Όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 20C, η αναστολή του EGFR και του IGF-IR 

καθυστερεί τη μετανάστευση των MDA-MB-231 ctrl κυττάρων. Η αναστολή των 

υποδοχέων αυτών στα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα επίσης αναστέλλει τη 

μεταναστευτική τους ικανότητα, αλλά σε μεγαλύτερο βαθμό σε σχέση με τα κύτταρα 

αναφοράς. Παρατηρήθηκε ότι η ταυτόχρονη αναστολή των υποδοχέων EGFR και IGF-
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IR στα ERβ-κατεσταλμένα καρκινικά κύτταρα μαστού μειώνει σημαντικά το 

μεταναστευτικό δυναμικό των κυττάρων αυτών. Επομένως, συμπεραίνουμε ότι η 

διεπικοινωνία ανάμεσα στον ERβ, τον EGFR και τον IGF-IR κατέχει σημαντικό ρόλο 

στη ρύθμιση της μεταναστευτικής ικανότητας των MDA-MB-231 κυττάρων. 

Επιπλέον, εξετάστηκε ο ρόλος του ERβ στη ρύθμιση της έκφρασης της ΙL-6 και των 

υποδοχέων της, καθώς συνεισφέρει στη σηματοδότηση μέσω του μονοπατιού JAK-

2/STAT, επηρεάζοντας τον αυτοκρινή βρόχο των καρκινικών κυττάρων. Όπως φαίνεται 

στην Εικόνα 21Α, η καταστολή του ERβ αναστέλλει σημαντικά τα επίπεδα έκφρασης 

και δραστικότητας της IL-6, ενώ παράλληλα μειώνει την έκφραση των υποδοχέων της 

ΙL6R και sΙL6R (διαλυτός υποδοχέας). Το JAK-2/STAT σηματοδοτικό μονοπάτι 

συνεισφέρει σημαντικά στην κινητικότητα των MDA-MB-231 ctrl κυττάρων και στην 

προσκόλληση σε κολλαγόνο τύπου Ι των shERβ MDA-MB-231 κυττάρων, όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 21Β. Το συγκεκριμένο μονοπάτι διατηρεί την ικανότητά του να 

ρυθμίζει την κυτταρική μετανάστευση των MDA-MB-231 κυττάρων ακόμα και μετά 

την καταστολή του ΕRβ. Η χορήγηση του εξειδικευμένου αλλοστερικού αναστολέα του 

JAK-2/STAT μονοπατιού (AG490) μειώνει σημαντικά τη μετανάστευση των shERβ 

MDA-MB-231 κυττάρων, παρά το γεγονός ότι το μέγεθος της αναστολής είναι κατά 

πολύ μικρότερο συγκριτικά με τα κύτταρα αναφοράς, MDA-MB-231 ctrl. Το ίδιο 

μοτίβο ρύθμισης ακολουθείται στη ρύθμιση της κυτταρικής προσκόλλησης των MDA-

MB-231 ctrl κυττάρων, ενώ τα επίπεδα κυτταρικού πολλαπλασιασμού μένουν 

ανεπηρέαστα από την αναστολή του συγκεκριμένου σηματοδοτικού μονοπατιού. 

Αντίθετα, φαίνεται ότι το JAK-2/STAT μονοπάτι ελέγχει κυρίως την προσκόλληση σε 

κολλαγόνο τύπου Ι των shERβ MDA-MB-231 κυττάρων, καθώς παρατηρείται ότι μετά 

την αναστολή του τα επίπεδα προσκόλλησης των συγκεκριμένων κυττάρων  

παρουσιάζουν στατιστικώς σημαντική αύξηση. Επομένως, συμπεραίνουμε ότι και το 

JAK-2/STAT σηματοδοτικό μονοπάτι συνεισφέρει στη ρύθμιση του μεταναστευτικού 

δυναμικού των MDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων μαστού, μετά την καταστολή του 

ERβ. 
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Εικόνα 21. Η επίδραση του JAK/STAT σηματοδοτικού μονοπατιού στη μεταναστευτική ικανότητα 

των καρκινικών κυττάρων μαστού. (Α) Ποσοτική real-time PCR ανάλυση και μέθοδος ELISA 

(IL-6) για τον προσδιορισμό των επιπέδων mRNA των IL-6, IL6R και sIL6R στα MDA-MB-231 

ctrl και shERβ MDA-MB-231 κύτταρα. (Β) Διαγράμματα κυτταρικής μετανάστευσης, 

πολλαπλασιασμού και προσκόλλησης των MDA-MB-231 ctrl και shERβ MDA-MB-231 

κυττάρων, πριν και μετά την κατεργασία με τον αναστολέα ΑG490 (iJAK-2/STAT, 20 μΜ) για 24 

ώρες. Η λευκή μπάρα στα αριστερά αντιστοιχεί σε μία θεωρητική τιμή αναφοράς (100%). Ο 

αστερίσκος (**) και το (+) υποδεικνύουν τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές (p≤0.01) σε 

σχέση με τα αντίστοιχα κύτταρα αναφοράς. Ανατύπωση με άδεια από την αναφορά [264] και 

τροποποίηση από Ζωή Πιπερίγκου. Copyright 2016 Elsevier science & technology journals. 

 

5. Ο ERβ ρυθμίζει την έκφραση και τη δραστικότητα μακρομορίων του 

εξωκυττάριου χώρου ανεξαρτήτως της δράσης της Ε2 στα ERβ-

κατεσταλμένα καρκινικά κύτταρα μαστού 

Προκειμένου να εξετάσουμε εάν η οι γονιδιακές αλλαγές που επέφερε η καταστολή του 

ERβ στα MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού είναι αναστρέψιμες, εξετάστηκε η 

επίδραση της Ε2 στη γονιδιακή έκφραση χαρακτηριστικών δεικτών ΕΜΤ και 

σημαντικών τελεστών του ECM, παρουσία ή απουσία του ERβ. Tα αποτελέσματα 

έδειξαν ότι η Ε2 επηρεάζει την έκφραση ορισμένων εξ αυτών των μορίων μόνο στα 

ERβ-θετικά MDA-MB-231 ctrl κύτταρα αναφοράς. Πιο συγκεκριμένα, η δράση της Ε2 

στα ΜDA-MB-231 κύτταρα αυξάνει τα επίπεδα mRNA της MMP7 κατά 25%, ενώ δεν 

επηρεάζει σημαντικά τις ΜΜΡ2, MMP9, ΜΤ1-ΜΜΡ και τους TIMP1 και TIMP2. 
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Αντιθέτως, στα ERβ-κατεσταλμένα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα, η Ε2 φαίνεται να 

επιδρά στη γονιδιακή έκφραση των ΜΜΡ7, ΜΜΡ9 και ΜΤ1-ΜΜΡ (Εικόνα 22).  

 

 

 

Εικόνα 22. Ποσοτική real-time PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων mRNA των 

MMP2, MMP7, ΜΜΡ9, MT1-ΜΜΡ, ΤΙΜΡ1 και ΤΙΜΡ2 στα MDA-MB-231 και shERβ MDA-

MB-231 κύτταρα, πριν και μετά την επώαση των κυττάρων με Ε2 (10 nM) για 16 ώρες. Ο 

αστερίσκος (*) υποδεικνύει τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές μεταξύ των MDA-MB-231 και 

shERβ MDA-MB-231 κυττάρων (p≤0.05). Ο σταυρός (+) υποδεικνύει τις στατιστικώς σημαντικές 

μεταβολές μεταξύ Ε2-κατεργασμένων και μη shERβ MDA-MB-231 κυττάρων (p≤0.05). 

 

Επιπλέον, το Ε2/ERβ σηματοδοτικό μονοπάτι φαίνεται να προκαλεί μείωση των 

επίπεδων mRNA της E-cadherin, κατά 50% και αύξηση στα επίπεδα της vimentin κατά 

10% στα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα, ενώ η επίδραση της Ε2 στην έκφραση αυτών 

των μορίων δεν είναι αισθητή στα MDA-MB-231 κύτταρα (Εικόνα 23).  
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Εικόνα 23. Ποσοτική real-time PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων mRNA των E-

cadherin, vimentin, fibronectin και Snail2/Slug στα MDA-MB-231 και shERβ MDA-MB-231 

κύτταρα, πριν και μετά την επώαση των κυττάρων με Ε2 (10 nM) για 16 ώρες. Ο αστερίσκος (*) 

υποδεικνύει τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές μεταξύ των MDA-MB-231 και shERβ MDA-

MB-231 κυττάρων (p≤0.05). Ο σταυρός (+) υποδεικνύει τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές 

μεταξύ Ε2-κατεργασμένων και μη shERβ MDA-MB-231 κυττάρων (p≤0.05). 

 

Αναφορικά με την έκφραση των PGs, παρατηρήθηκε ότι η δράση της Ε2 στα ΜDA-

MB-231 κύτταρα αυξάνει τα επίπεδα έκφρασης της συνδεκάνης-2 και της γλυπικάνης-

1, δεν επηρεάζει την έκφραση της συνδεκάνης-1 και -2, ενώ φαίνεται ότι τα επίπεδα 

mRNA των μορίων αυτών δεν επηρεάζονται στα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα. 

Επιπλέον, παρατηρήθηκε ότι το κύριο ένζυμο αποικοδόμησης των συνδεκανών, 

ηπαρινάση, δεν επηρεάζεται από τη δράση της Ε2 στα καρκινικά κύτταρα μαστού 

(Εικόνα 24).  
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Εικόνα 24. Ποσοτική real-time PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων mRNA των 

συνδεκανών-1, -2, -4, της glypican-1 και της HPSE στα MDA-MB-231 και shERβ MDA-MB-231 

κύτταρα, πριν και μετά την επώαση των κυττάρων με Ε2 (10 nM) για 16 ώρες. Ο αστερίσκος (*) 

υποδεικνύει τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές μεταξύ των MDA-MB-231 και shERβ MDA-

MB-231 κυττάρων (p≤0.05). Ο σταυρός (+) υποδεικνύει τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές 

μεταξύ Ε2-κατεργασμένων και μη shERβ MDA-MB-231 κυττάρων (p≤0.05). 

 

Τέλος, η παρουσία Ε2 στα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα μειώνει τη γονιδιακή 

έκφραση των ERα και ERβ (κατά 15% και 35%, αντίστοιχα), αυξάνει την έκφραση του 

VEGFR2, ενώ δεν επιδρά στην έκφραση των EGFR, IGF-IR και HER2, στα shERβ 

MDA-MB-231 κύτταρα. Σημειώνεται ότι η έκφραση των παραπάνω μορίων στα MDA-

MB-231 κύτταρα δεν επηρεάζεται από τη δράση της Ε2 (Εικόνα 25Α). Τέλος δεν 

παρατηρήθηκαν σημαντικές αλλαγές στα επίπεδα φωσφορυλίωσης του Erk1/2 στα 

MDA-MB-231 και shERβ MDA-MB-231 κύτταρα, πριν και μετά την κατεργασία με 

Ε2, γεγονός που αποδεικνύει ότι η Ε2 από μόνη της δεν είναι ικανή να επαναφέρει τον 

p-Erk1/2 στα αρχικά επίπεδα φωσφορυλίωσης, καθώς η παρουσία του ERβ είναι 

απαραίτητη για τη ρύθμιση αυτή (Εικόνα 25Β). Συνοπτικά, από τα παραπάνω 

αποτελέσματα γίνεται φανερό ότι η αποσιώπηση του ERβ αλλάζει δραματικά τα προφίλ 

έκφρασης και ενεργότητας κρίσιμων μορίων του πρωτεολυτικού δικτύου, του ΕΜΤ και 

κυτταρικών υποδοχέων, ενώ η δράση της Ε2 δεν είναι ικανή να τα επαναφέρει στα 

αρχικά επίπεδα έκφρασης, γεγονός που πιθανότατα συμβάλει ενεργά στο μειωμένο 

μεταστατικό και διηθητικό δυναμικό των shERβ MDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων 

μαστού. 
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Εικόνα 25. (Α) Ποσοτική real-time PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων mRNA 

των ERα, ERβ, EGFR, IGF-IR και HER2 και (Β) ανοσοαποτύπωση western για pErk1/2, tErk1/2 

και α-tubulin στα MDA-MB-231 και shERβ MDA-MB-231 κύτταρα, πριν και μετά την επώαση 

των κυττάρων με Ε2 (10 nM) για 16 ώρες. Ο αστερίσκος (*) υποδεικνύει τις στατιστικώς 

σημαντικές μεταβολές μεταξύ των MDA-MB-231 και shERβ MDA-MB-231 κυττάρων (p≤0.05). 

Ο σταυρός (+) υποδεικνύει τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές μεταξύ Ε2-κατεργασμένων και 

μη shERβ MDA-MB-231 κυττάρων (p≤0.05). 
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6. Ανάπτυξη και χαρακτηρισμός κυτταρικού κλώνου shERβ MDA-MB-231 

καρκινικών κυττάρων 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, στον καρκίνο του μαστού, τα πιο κοινά αλληλόμορφα 

του ERβ είναι τα ERβ1, ERβ4 και ERβ5, τα οποία μπορούν να διμερίζονται 

προκειμένου να πυροδοτούν πολλές διαδικασίες κυτταρικής σηματοδότησης [28, 277-

279]. Σύμφωνα με την εταιρία Santa Cruz Biotechnology, Inc., τα ιικά σωματίδια ERβ 

shRNA (h2) που χρησιμοποιήθηκαν για τις διαμολύνσεις των MDA-MB-231 κυττάρων 

αποτελούνται από τρία διαφορετικά πλασμίδια shRNA: 

i. sc-44297-VA: 

GATCCCTGCAGTCAATCCATCTTATTCAAGAGATAAGATGGATTGACT

GCAGTTTTT 

ii. sc-44297-VB: 

GATCCGCATCGGGATATCACTATGTTCAAGAGACATAGTGATATCCCG

ATGCTTTTT 

iii. sc-44297-VC: 

GATCCGGATGGAGGTGTTAATGATTTCAAGAGAATCATTAACACCTCC

ATCCTTTTT 

 Οι ώριμες συμπληρωματικές αλυσίδες που κατασκευάστηκαν για την αποσιώπηση του 

γονιδίου του ERβ, στοχεύουν τρεις περιοχές στο γονιδίωμα του ERβ, τις 3’UTR, non-

coding και ORF (open reading frame). Αυτές οι περιοχές είναι κοινές ανάμεσα στα 

αλληλόμορφα του ERβ. Επομένως, υποθέτουμε ότι η παρατηρούμενη καταστολή του 

ERβ στο επίπεδο του 70% συσχετίζεται με το γεγονός ότι μερικές ισομορφές του ERβ 

είναι ακόμα παρούσες, προσδίδοντας ετερογένεια στις κυτταρικές καλλιέργειες των 

shERβ MDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων. Για το λόγο αυτό πραγματοποιήθηκε η 

πειραματική διαδικασία επιλογής κυτταρικών κλώνων από τις καλλιέργειες των shERβ 

MDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων μαστού, ξεκινώντας από με την ανακαλλιέργεια 

ενός 1-4 κυττάρων σε πλάκα κυτταρικών καλλιεργειών 96 κελίων, παρουσία 

πουρομυκίνης, προκειμένου να εντοπιστούν τα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα με το 

μέγιστο ποσοστό καταστολής του ERβ και να ανακαλλιεργηθούν προκειμένου οι 

κυτταρικές γενεές να χαρακτηρίζονται από ομοιογένεια ως προς την έκφραση του ERβ.  

Έτσι, επιλέχθηκαν 10 καλλιέργειες shERβ MDA-MB-231 κυττάρων από την παραπάνω 

πειραματική διαδικασία, καλλιεργήθηκαν συστηματικά ώστε να πολλαπλασιαστούν και 

χαρακτηρίστηκαν αρχικά ως προς τη γονιδιακή έκφραση του ERβ. Τελικά, επιλέχθηκε 
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μία κυτταρική καλλιέργεια κλώνων shERβ MDA-MB-231 (clone shERβ) στην οποία το 

τελικό ποσοστό καταστολής της γονιδιακής έκφρασης του ERβ ήταν 85%, ενώ 

επιβεβαιώθηκε η καταστολή και σε πρωτεϊνικό επίπεδο (Εικόνα 26) και καλλιεργήθηκε 

συστηματικά για τον περαιτέρω χαρακτηρισμό της. Προκειμένου να πραγματοποιηθεί 

καλύτερη σύγκριση, στα πειράματα χρησιμοποιήθηκαν επιπλέον οι κυτταρικές σειρές 

των: MDA-MB-231 (ERβ+), τα οποία επιλέχθηκαν ως κύτταρα αναφοράς, MCF-7 

(ERα+) και shERβ MDA-MB-231 (70% καταστολή του ERβ). 

 

 

Εικόνα 26. Η επιλογή κλώνων shERβ MDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων μαστού. Ποσοτική 

real-time PCR ανάλυση και ανοσοαποτύπωση για τον προσδιορισμό των επιπέδων mRNA της 

πρωτεϊνικής έκφρασης του ERβ στις καρκινικές σειρές μαστού MDA-MB-231 (κύτταρα 

αναφοράς), MCF-7, shERβ MDA-MB-231 και clone shERβ. Οι αστερίσκοι (**), (***) 

υποδεικνύουν τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές (p≤0.01 και p≤0.001, αντίστοιχα) σε σχέση 

με τα κύτταρα αναφοράς. 

 

Όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 27Α, από τη μικροσκοπική παρατήρηση της 

καλλιέργειας κλώνων shERβ MDA-MB-231, επιβεβαιώνεται ότι η καταστολή του ERβ 

σε μεγαλύτερο ποσοστό ευνοεί την ανάπτυξη κυτταρικών συσσωματωμάτων και  την 

απόκτηση επιθηλιακής μορφολογίας. Οι παρατηρήσεις αυτές επιβεβαιώνονται από τις 

εικόνες SEM των κυτταρικών κλώνων shERβ, όπου φαίνεται ότι σε αντίθεση με τα 

MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα τα οποία έχουν επίμηκες σχήμα και μεγάλο αριθμό 

κυτταρικών προεκβολών, τα κύτταρα κλώνοι shERβ αποκτούν πλέον ωοειδή και 

πεπλατυσμένη μορφολογία, χαρακτηριστικά στοιχεία επιθηλιακών κυττάρων, 

αναπτύσσοντας παράλληλα στενές κυτταρικές διεπαφές και κυτταρικά 

συσσωματώματα (Εικόνα 27Β). 

 



144 

 

 

 

Εικόνα 27. Έλεγχος των ΕRβ-εξαρτώμενων κυτταρικών χαρακτηριστικών. (Α) Μικροσκοπία 

ανάστροφης φάσης για τον έλεγχο της κυτταρικής μορφολογίας των MDA-MB-231 (κύτταρα 

αναφοράς), MCF-7, shERβ MDA-MB-231 και clone shERβ (μεγέθυνση 40×, μπάρα 10μm). (Β) 

Οι εικόνες SEM αποκαλύπτουν ότι τα MDA-MB-231 κύτταρα (αριστερά) είναι επιμήκη και 

εμφανίζονται απομακρυσμένα το ένα από το άλλο (μπάρα 10μm), ενώ οι κλώνοι των shERβ 

MDA-MB-231 κυττάρων εμφανίζονται ως πεπλατυσμένα (βέλη) ή/και ωοειδή κύτταρα, τα οποία 

παρουσιάζουν εμφανείς στενές επαφές κυττάρου-κυττάρου σχηματίζοντας κυτταρικά 

συσσωματώματα, ενώ φαίνεται να έχουν εξαφανιστεί οι κυτταρικές προεκβολές (μπάρα 0.1μm και 

10μm). 

 

Σε επόμενο επίπεδο, παρατηρήθηκε ότι η μεγαλύτερη καταστολή του ERβ στην 

καλλιέργεια κλώνων shERβ κυττάρων, αυξάνει σημαντικά τα επίπεδα πρωτεϊνικής 

έκφρασης του επιθηλιακού δείκτη E-cadherin, γεγονός που αποτελεί ένα ακόμα 

στοιχείο της πλήρους παρεμπόδισης του προγράμματος ΕΜΤ σε αυτά τα κύτταρα, 
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αλλαγή η οποία συνοδεύεται από μεγαλύτερη αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού, 

όπως αυτή εντοπίζεται στο συμπιεσμένο δίκτυο F-actin (Εικόνα 28Α). 

Οι αλλαγές τόσο στην κυτταρική μορφολογία και στον κυτταροσκελετό, όσο και στον 

επαναπρογραμματισμό του ΕΜΤ δε θα μπορούσαν να μη συσχετίζονται με 

διαφοροποιημένα επίπεδα λειτουργικών ιδιοτήτων των κλώνων shERβ κυττάρων. 

Πράγματι, όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 28Β, τόσο τα επίπεδα κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού όσο και αυτά της κυτταρικής μετανάστευσης των κυτταρικών 

κλώνων shERβ εμφανίζουν ακόμα μεγαλύτερη μείωση (περ. 55% και 70%, αντίστοιχα) 

από αυτήν που παρουσιάζουν τα shERβ MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα, συγκριτικά 

με τα MDA-MB-231 κύτταρα αναφοράς. 

Καταλήγοντας, γίνεται σαφές ότι τα υψηλότερα επίπεδα καταστολής του ERβ 

αναστέλλουν ακόμα περισσότερο τη διαδικασία ΕΜΤ που έχει ως αποτέλεσμα αλλαγές 

στη μορφολογία και τις λειτουργικές ιδιότητες των καρκινικών κυττάρων μαστού, 

γεγονός που υπογραμμίζει το σημαντικό ρόλο του ERβ στη ρύθμιση της κυτταρικής 

συμπεριφοράς των επιθετικών καρκινικών κυττάρων μαστού και την επιτακτική ανάγκη 

της φαρμακολογικής στόχευσής του στο συγκεκριμένο τύπο καρκίνου. 
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Εικόνα 28. Το ποσοστό καταστολής του ERβ επιδρά στον κυτταροσκελετό, τον ΕΜΤ και τις 

λειτουργικές ιδιότητες των καρκινικών κυττάρων μαστού. (Α) Εικόνες ανοσοφθορισμού των 

κυττάρων MDA-MB-231, MCF-7, shERβ MDA-MB-231 και clone shERβ για την Ε-cadherin 

(πράσινη χρώση) και F-actin (κόκκινη χρώση) σε μεγέθυνση 60x (μπάρα ~20 μm). (Β) 

Διαγράμματα κυτταρικού πολλαπλασιασμού και κυτταρικής μετανάστευσης των καρκινικών 

κυττάρων. Οι μπάρες των διαγραμμάτων αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± την τυπική απόκλιση, 

τα οποία προκύπτουν από τρία επαναλήψιμα πειράματα. Οι αστερίσκοι (*), (**), (***) 

υποδεικνύουν τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές (p≤0.05, p≤0.01 και p≤0.001, αντίστοιχα) σε 

σχέση με τα κύτταρα αναφοράς. 
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ΜΕΡΟΣ II. Οι ERs ως επιγενετικοί ρυθμιστές των miR-10b, 

miR-145 και miR-200b στον καρκίνο του μαστού  

Λαμβάνοντας υπ’ όψιν τα παραπάνω, κρίθηκε σκόπιμο να μελετηθεί εάν η διαφορετική 

έκφραση των ERs επηρεάζει την έκφραση συγκεκριμένων miRNAs και αντίστροφα, 

εάν η ΕR-διαμεσολαβούμενη ρύθμιση των miRNAs έχει αντίκτυπο στις λειτουργικές 

ιδιότητες, στο πρόγραμμα ΕΜΤ, αλλά και στη σύνθεση του ECM των καρκινικών 

κυττάρων μαστού. Για το σκοπό αυτό, οι καρκινικές σειρές που μελετήθηκαν ήταν οι 

εξής:  

• ΕRα-θετικά και χαμηλής επιθετικότητας καρκινικά κύτταρα μαστού, MCF-7 

• ΕRα-αρνητικά, ERβ-θετικά και υψηλής επιθετικότητας καρκινικά κύτταρα 

μαστού, MDA-MB-231 

• ERβ-κατεσταλμένα, shERβ MDA-MB-231 

Αρχικά, κρίθηκε σκόπιμο να εξεταστεί η επίδραση που έχει το διαφορετικό προφίλ ERs 

στην έκφραση διαφόρων miRNAs που σχετίζονται με την πρόοδο του καρκίνου του 

μαστού και αντίστροφα, να μελετηθεί ο ρόλος των ER-ρυθμιζόμενων miRNAs στον 

προγραμματισμό του ΕΜΤ και στις λειτουργικές ιδιότητες των καρκινικών κυττάρων 

μαστού.  

 

1. Ο ΕRα συνδέεται με διαφορετική μορφολογία, χαρακτηριστικά 

βλαστοκυττάρων και την έκφραση miRNAs στα καρκινικά κύτταρα μαστού 

Όπως επιβεβαιώνουν οι εικόνες που ελήφθησαν έπειτα από μικροσκοπική ανάλυση 

SEM, τα MCF-7, ΕRα-θετικά καρκινικά κύτταρα μαστού εμφανίζουν στενές επαφές 

κυττάρου-κυττάρου (Εικόνα 29Α, πλαίσιο 1) και αναπτύσσονται σχηματίζοντας 

κυτταρικά συσσωματώματα. Αντίθετα, τα ERβ-θετικά MDA-MB-231 κύτταρα 

χαρακτηρίζονται από ατρακτοειδή μορφολογία, ενώ εμφανίζονται απομακρυσμένα το 

ένα από το άλλο (Εικόνα 29Α, πλαίσιο 2). Παρατηρήθηκε μάλιστα ότι όταν τα 

επιθετικά MDA-MB-231 κύτταρα επιστρώθηκαν σε millipore φίλτρο, μιμούμενο τον 

ECM, αποκτούν επίμηκες σχήμα με πολυάριθμες κυτταροπλασματικές προεκβολές 

προσδίδοντάς τους διηθητικές ικανότητες (Εικόνα 29Α, πλαίσιο 3). Τα παραπάνω 

δεδομένα επιβεβαιώνουν τη συμβολή του προφίλ ER στη μορφολογία, την ανάπτυξη 

και τη διηθητική ικανότητα των καρκινικών κυττάρων μαστού.  
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Επιπρόσθετα, κρίθηκε σκόπιμο να εξεταστεί η επίδραση της έκφρασης των ERs στα 

χαρακτηριστικά βλαστοκυττάρων των καρκινικών κυττάρων μαστού, τα οποία 

χαρακτηρίζονται από αυτο-ανανέωση και απεριόριστη ικανότητα πολλαπλασιασμού, 

ενώ καθορίζουν την απόκριση των καρκινικών κυττάρων στη ραδιοθεραπεία και τη 

χημειοθεραπεία. Χαρακτηριστικούς βιοδείκτες αποτελούν οι υποδοχείς CD44 και 

CD24, ενώ τα καρκινικά βλαστοκύτταρα μαστού συνήθως εμφανίζουν 

CD44(+)/CD24(-) φαινότυπο. Έτσι, στη συγκεκριμένη προσέγγιση τα πρωτεϊνικά 

επίπεδα των CD44 και CD24 με τη χρήση πολυπαραγοντικής κυτταρομετρίας ροής. 

Όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 29Β, η παρουσία του ΕRβ αυξάνει σημαντικά τον 

CD44(+)/CD24(-) φαινότυπο από 1.58 (± 0.52%) που χαρακτηρίζει τα επιθηλιακά 

MCF-7 κύτταρα σε 98.94% (± 0.54%) στα MDA-MB-231 κύτταρα, γεγονός που 

υποδηλώνει ότι ο ΕRβ είναι στενά συνδεδεμένος με την ανάπτυξη καρκινικών 

βλαστοκυττάρων μαστού και ενισχύει περαιτέρω την ανάγκη στόχευσής του. 

Σημειώνεται επίσης ότι η καταστολή του ERβ στα MDA-MB-231 κύτταρα δεν επέφερε 

σημαντικές αλλαγές στα επίπεδα των CD44 και CD24 στην κυτταρική επιφάνεια.  

Προκειμένου να μελετηθεί η επίδραση των ERα/ERβ στην έκφραση miRNAs που 

σχετίζονται με την εξέλιξη του καρκίνου του μαστού, πραγματοποιήθηκε real-time PCR 

ανάλυση για τον προσδιορισμό των γονιδιακών επιπέδων των miR-10b, miR-21, let-7d, 

miR-145 και miR-200b, και η σύγκριση έγινε με τα αντίστοιχα επίπεδα έκφρασης στα 

MCF-7 κύτταρα (Εικόνα 29C). Από τα miRNAs που εξετάστηκαν, τα miR-10b και 

miR-200b εμφανίζουν τις μεγαλύτερες διαφοροποιήσεις (99% μείωση και 30 φορές 

αύξηση για το miR-200b και miR-10b, αντίστοιχα) ανάμεσα στα MDA-MB-231 και τα 

MCF-7 κύτταρα, για το λόγο αυτό οι παρακάτω πειραματικές προσεγγίσεις 

εστιάστηκαν σε αυτά τα δύο miRNAs. 
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Εικόνα 29. Ο ΕRβ αποτελεί κομβικό μόριο για την καθιέρωση της μορφολογίας, του φαινοτύπου 

καρκινικών βλαστοκυττάρων και την έκφραση miRNAs στα καρκινικά κύτταρα μαστού. (Α) 

Εικόνες SEM των κυττάρων MCF-7 (1), των κυττάρων MDA-MB-231 (2) και των κυττάρων 

MDA-MB-231 που έχουν επιστρωθεί στην επιφάνεια matrix-coated millipore φίλτρου. Κλίμακα, 

10μm (Β) Κυτταρομετρία ροής για την έκφραση των CD44 και CD24 στην επιφάνεια των 

καρκινικών κυττάρων μαστού MCF-7 και MDA-MB-231 που επωάστηκαν με τα control IgG-PE 

και -APC και τα CD24-PE και CD44-APC. Το κάτω αριστερά τεταρτημόριο αντιπροσωπεύει το 

φινότυπο CD44(-)/CD24(-), το πάνω αριστερά το CD44(-)/CD24(+), το κάτω δεξιά το 

CD44(+)/CD24(-) και το πάνω δεξιά το CD44(+)/CD24(+) φαινότυπο. Αντιπροσωπευτικά 

παραδείγματα n≥3 πειραμάτων. (C) Ποσοτική real-time PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των 

επιπέδων mRNA των miR-10b, let-7d, miR-145 και  miR-200b, στα MCF-7 και MDA-MB-231 

κύτταρα. Το κάθε miRNA κανονικοποιήθηκε με το αντίστοιχο miRNA στα MCF-7 κύτταρα. Οι 

αστερίσκοι (*), (**) υποδεικνύουν τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές (p≤0.05 και p≤0.01, 

αντίστοιχα) σε σχέση με τα αντίστοιχα κύτταρα αναφοράς. 
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2. Το ελεύθερο οιστρογόνων μέσο καλλιέργειας επάγει αλλαγές στην 

έκφραση miRNAs και δεικτών ΕΜΤ, που καθορίζεται από την έκφραση 

ERα/ERβ 

Προκειμένου να μελετηθεί η επίδραση των οιστρογόνων και του διαφορετικού ER 

στάτους στην έκφραση miRNAs που σχετίζονται με την παθοβιολογία του καρκίνου 

του μαστού, πραγματοποιήθηκε μακροχρόνια καλλιέργεια (3 εβδομάδων) των MCF-7 

και MDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων μαστού σε μέσο καλλιέργειας απαλλαγμένο 

από οιστρογόνα. Στη συνέχεια μελετήθηκαν τα επίπεδα έκφρασης των miR-10b, miR-

200b και miR-145 με ποσοτική real-time PCR ανάλυση. Όταν τα MCF-7 κύτταρα 

καλλιεργήθηκαν απουσία οιστρογόνων, παρουσίασαν σημαντική αύξηση των επιπέδων 

έκφρασης του miR-10b και έντονη μείωση της έκφρασης των miR-200b και miR-145, 

σε σχέση με τα κύτταρα που καλλιεργήθηκαν σε φυσιολογικό θρεπτικό υλικό (DMEM 

10% FBS) (Εικόνα 30Α). Οι αλλαγές αυτές συνοδεύτηκαν από μείωση του 

επιθηλιακού δείκτη E-cadherin (περ. 25%) και αύξηση των μεσεγχυματικών δεικτών 

fibronectin και snail2/slug (περ.  20% και 60%, αντίστοιχα), σε σχέση με τα κύτταρα 

αναφοράς (Εικόνα 30Β). Τα αποτελέσματα αυτά ενισχύουν την άποψη ότι η Ε2 που 

σηματοδοτεί μέσω του ERα στα MCF-7 καρκινικά κύτταρα μαστού αποτελεί τον κύριο 

τελεστή για τη διατήρηση των χαμηλών επιπέδων έκφρασης του miR-10b στα κύτταρα 

αυτά.   

Από την άλλη μεριά, η ανάπτυξη των ERβ-θετικών καρκινικών κυττάρων μαστού σε 

μέσο καλλιέργειας απουσία οιστρογόνων, οδήγησε στη μείωση των επιπέδων έκφρασης 

του miR-10b, η οποία συνοδεύτηκε από την αυξημένη έκφραση των miR-200b και 

miR-145, συγκριτικά με τα MDA-MB-231 κύτταρα που καλλιεργήθηκαν σε 

φυσιολογικό μέσο (Εικόνα 30C). Επιπλέον, η μακροχρόνια καλλιέργεια στο 

συγκεκριμένο μέσο καλλιέργειας μειώνει σημαντικά τα επίπεδα mRNA των 

μεσεγχυματικών δεικτών fibronectin και snail2/slug (περ. 25% και 40%, αντίστοιχα), 

ενώ αυξάνει τα επίπεδα mRNA του επιθηλιακού δείκτη Ε-cadherin κατά 30%, σε σχέση 

με τα κύτταρα αναφοράς (Εικόνα 30D). Τα δεδομένα αυτά αποδεικνύουν ότι η Ε2 δρα 

με διαφορετικό τρόπο τόσο στη ρύθμιση του ΕΜΤ όσο και στην έκφραση των miR-

10b, miR-200b και miR-145, σε εξάρτηση με τον τύπο του ER που εκφράζεται από τα 

καρκινικά κύτταρα μαστού.  

Λαμβάνοντας υπόψιν τα παραπάνω, αποκαλύπτεται ότι ο ERβ ρυθμίζει την έκφραση 

των miR-10b και miR-145, καθώς η καταστολή του οδηγεί τις μεγαλύτερες αλλαγές 



151 

 

στα συγκεκριμένα miRNAs από εκείνα που εξετάστηκαν. Επομένως, περαιτέρω 

μελέτες που αφορούν στις επιγενετικές επιδράσεις των miRNAs στα MDA-MB-231 και 

shERβ MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα ως προς τις λειτουργικές ιδιότητες, την 

έκφραση τελεστών του ECM, καθώς και της διαδικασίας ΕΜΤ, θα εστιαστούν στα 

miR-10b και miR-145. 

 

 

Εικόνα 30 (η λεζάντα παρατίθεται στην επόμενη σελίδα). 
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Εικόνα 30. Η απουσία Ε2 από το μέσο καλλιέργειας των καρκινικών κυττάρων μαστού, MCF-7 

και MDA-MB-231, επιδρά με διαφορετικό τρόπο στην επιθετικότητά τους, αναλόγως της 

έκφρασης του ER. (Α) Ποσοτική real-time PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων 

έκφρασης των miR-10b, miR-200b και miR-145, μετά από μακρά περίοδο καλλιέργειας των 

MCF-7 κυττάρων (ERα-θετικά) σε θρεπτικό υλικό απουσία οιστρογόνων. (Β) Ποσοτική real-time 

PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων mRNA των Ε-cadherin, fibronectin και 

Snail2/Slug, στα MCF-7 κύτταρα που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό μέσο απουσία οιστρογόνων. (C) 

Διαγράμματα των επιπέδων έκφρασης των miR-10b, miR-200b και miR-145 έπειτα από μακρά 

περίοδο καλλιέργειας των MDA-MB-231 κυττάρων (ERβ-θετικά) σε θρεπτικό υλικό απουσία 

οιστρογόνων. (D) Ποσοτική real-time PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων mRNA 

των Ε-cadherin, fibronectin και Snail2/Slug, στα MDA-MB-231 κύτταρα που αναπτύχθηκαν σε 

θρεπτικό μέσο απουσία οιστρογόνων. Η έκφραση των miRNAs κανονικοποιήθηκε με το γονίδιο 

18S rRNA, ενώ αυτή των mRNAs των δεικτών ΕΜΤ, με το γονίδιο β-actin. Η σύγκριση 

πραγματοποιήθηκε με την αντίστοιχη γονιδιακή έκφραση σε φυσιολογικό μέσο καλλιέργειας, σε 

κάθε κυτταρική σειρά. Η παρασκευή του συγκεκριμένου μέσου καλλιέργειας περιγράφεται στο 

πειραματικό μέρος. Οι αστερίσκοι (*), (**) υποδεικνύουν τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές 

(p≤0.05 και p≤0.01, αντίστοιχα) σε σχέση με τα αντίστοιχα κύτταρα αναφοράς. Ανατύπωση με 

άδεια από την αναφορά [280]. Copyright 2017 Elsevier science & technology journals. 

 

3. Το miR-10b ρυθμίζει τις λειτουργικές ιδιότητες, το πρόγραμμα ΕΜΤ και 

τη σύσταση του ECM των MDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων μαστού 

Πρόσφατα δείχθηκε ότι η έκφραση του miR-10b είναι σημαντικά αυξημένη σε κλινικά 

δείγματα μεταστατικού καρκίνου του μαστού [281]. Έτσι, κρίθηκε σκόπιμο να 

μελετηθεί η επίδρασή του στα MCF-7 και MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού, 

διαφορετικού μεταστατικού δυναμικού. Όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως, τα 

MDA-MB-231 κύτταρα εμφανίζουν υψηλότερα επίπεδα έκφρασης του miR-10b, που 

συσχετίζεται με την αυξημένη επιθετικότητά τους. Η καταστολή της έκφρασης του 

miR-10b έπειτα από διαμόλυνση των κυττάρων με το αντινοηματικό 

ολιγονουκλεοτίδιο, anti-miR-10b (Εικόνα 31Α), οδηγεί σε σημαντική μείωση του 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού και κυρίως της μεταναστευτικής και διηθητικής (περ. 

75%) ικανότητας των MDA-MB-231 κυττάρων (Εικόνα 31Β). Η μικροσκοπική 

ανάλυση SEM αποκάλυψε ότι το anti-miR-10b προκαλεί σημαντικές διαφοροποιήσεις 

στην κυτταρική μορφολογία και τον κυτταροσκελετό των MDA-MB-231 κυττάρων 

(Εικόνες 31C, D), οι οποίες εντοπίζονται στην παρεμπόδιση σχηματισμού φιλοποδίων 

(filopodia) και ψευδοποδίων που φυσιολογικά προσδίδουν στα κύτταρα αυξημένη 
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κινητικότητα. Σημειώνεται ότι τα μορφολογικά χαρακτηριστικά και οι λειτουργικές 

ιδιότητες των MCF-7 επιθηλιακών καρκινικών κυττάρων δεν επηρεάζονται από την 

καταστολή του miR-10b. 

 

 

Εικόνα 31 (η λεζάντα παρατίθεται στην επόμενη σελίδα). 
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Εικόνα 31. Η επίδραση του miR-10b στα ΜCF-7 και MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού. 

Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν ακολουθώντας διαμολύνσεις των καρκινικών κυττάρων με την 

αλληλουχία αναφοράς (control miR) και το anti-miR-10b. (A) Τα ΜCF-7 και MDA-MB-231 

κύτταρα διαμολύνθηκαν με το control miR ή το anti-miR-10b και ο έλεγχος της καταστολής του 

miR-10b ελέγχθηκε με ποσοτική ανάλυση real-time PCR. Η γονιδιακή έκφραση 

κανονικοποιήθηκε με το γονίδιο 18S rRNA. (B) Διαγράμματα κυτταρικού πολλαπλασιασμού, 

κυτταρικής μετανάστευσης και  κυτταρικής διήθησης σε matrigel, έπειτα από 24 ώρες, στα ΜCF-

7 και MDA-MB-231 κύτταρα, διαμολυσμένα με control miR και anti-miR-10b. (C) Η μορφολογία 

των καρκινικών κυττάρων ελέγχθηκε με τη λήψη φωτογραφιών SEM. Η παρουσία του anti-miR-

10b στα MDA-MB-231 κύτταρα μειώνει τις κυτταροπλασματικές προεκβολές, ενώ τα επιθηλιακά 

χαρακτηριστικά των ΜCF-7 κυττάρων δεν επηρεάζονται. (D) Εικόνες ανοσοφθορισμού για την 

F-actin από συνεστιακό μικροσκόπιο, στα ΜCF-7 και MDA-MB-231 κύτταρα, διαμολυσμένων με 

control miR και anti-miR-10b (μπάρα 20μm). Τα πειράματα ακολούθησαν χρονικό διάστημα 

διαμόλυνσης 72 ωρών με τα control miR και anti-miR-10b. Οι αστερίσκοι (*), (**) υποδεικνύουν 

τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές (p≤0.05 και p≤0.01, αντίστοιχα) σε σχέση με τα αντίστοιχα 

κύτταρα αναφοράς. 

 

Οι παρατηρούμενες αλλαγές τόσο στο φαινότυπο όσο και στις λειτουργικές ιδιότητες 

των MDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων μαστού γεννούν το ερώτημα αν το 

συγκεκριμένο miRNA ρυθμίζει επίσης το πρόγραμμα ΕΜΤ. Πράγματι, η ανάλυση των 

μεταγραφικών επιπέδων χαρακτηριστικών δεικτών ΕΜΤ που επιβεβαιώθηκαν μέσω 

ανοσοφθορισμού (Εικόνα 32), έδειξαν ότι το anti-miR-10b αυξάνει τα επίπεδα 

έκφρασης του επιθηλιακού δείκτη Ε-cadherin, με ταυτόχρονη μείωση των επίπέδων 

των μεσεγχυματικών δεικτών fibronectin, ZEB2 (περ. 70%) και snail2/slug (περ. 45%). 
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Εικόνα 32. Η καταστολή του miR-10b οδηγεί στον επαναπρογραμματισμό του ΕΜΤ στα MDA-

MB-231 κύτταρα. (Α) Εικόνες ανοσοφθορισμού (μπάρα 20μm) και (Β) ποσοτική real-time PCR 

ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων έκφρασης των δεικτών ΕΜΤ (Ε-cadherin, 

fibronectin, ZEB2, Snail2/Slug) στα ΜCF-7 και MDA-MB-231 κύτταρα, διαμολυσμένα με 

control miR και anti-miR-10b. Τα πειράματα ακολούθησαν χρονικό διάστημα διαμόλυνσης 72 

ωρών με τα control miR και anti-miR-10b. Οι αστερίσκοι (*), (**) υποδεικνύουν τις στατιστικώς 

σημαντικές μεταβολές (p≤0.05 και p≤0.01, αντίστοιχα) σε σχέση με τα αντίστοιχα κύτταρα 

αναφοράς. 

 

Η διεπικοινωνία των IGF-IR και EGFR με τους ERs ρυθμίζει τις λειτουργικές ιδιότητες 

των καρκινικών κυττάρων μαστού μέσω της έκφρασης τελεστών του ECM και 

σηματοδοτικών μορίων. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 33Α, η παρουσία του anti-miR-

10b στα  των MDA-MB-231 κύτταρα μειώνει τα επίπεδα έκφρασης του EGFR (περ. 

20%), ενώ αφήνει ανεπηρέαστους τους IGFR-IR και HER2. Παράλληλα, τα αυξημένα 

επίπεδα έκφρασης του αγγειογενετικού VEGF στα MDA-MB-231 κύτταρα 

καταστέλλονται από το anti-miR-10b (περ. 90%), υποδηλώνοντας τον κομβικό ρόλο 

του συγκεκριμένου miRΝΑ στην επαγωγή του επιθετικού χαρακτήρα στα MDA-MB-

231 κύτταρα. Παράλληλα, η παρουσία του anti-miR-10b στα MDA-MB-231 κύτταρα 

μειώνει κατά πολύ τα επίπεδα έκφρασης των μορίων του πρωτεολυτικού δικτύου 

(ΜΜΡ7 και ΜΤ1-ΜΜΡ), ενώ από τις PGs που εξετάστηκαν, η καταστολή του miR-10b 

αυξάνει σημαντικά τα επίπεδα έκφρασης της συνδεκάνης-1, τόσο σε μεταγραφικό (περ. 
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70%), όσο και σε πρωτεϊνικό επίπεδο (Εικόνα 33Α). Ακόμη, το anti-miR-10b οδηγεί 

στη σημαντική μείωση των επιπέδων φωσφορυλίωσης του ERK1/2 (περ. 90%) που 

συμμετέχει στη ρύθμιση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού (Εικόνα 33Β). 

 

 

 

Εικόνα 33 (η λεζάντα παρατίθεται στην επόμενη σελίδα). 
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Εικόνα 33. Η καταστολή του miR-10b οδηγεί σε αλλαγές της σύστασης του ECM στα MDA-MB-

231 κύτταρα. (A) Ποσοτική real-time PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων mRNA 

των υποδοχέων EGFR, IGF-IR, HER2, του αγγειογενετικού παράγοντα VEGF, της συνδεκάνης-1 

και των ΜΜΡ7 και ΜΤ1-ΜΜΡ. Οι εικόνες ανοσοφθορισμού αποκαλύπτουν τα επίπεδα 

πρωτεϊνικής έκφρασης της συνδεκάνης-1 (μπάρα 20μm). Τα επίπεδα των mRNAs 

κανονικοποιήθηκαν με το γονίδιο β-actin. (B) Ανοσοαποτύπωση για τον p-ERK1/2, τον ERK1/2 

και την α-tubulin, στα ΜCF-7 και MDA-MB-231 κύτταρα διαμολυσμένα με control miR και anti-

miR-10b και ποσοτικοποίηση της πυκνότητας των ζωνών. Τα πειράματα ακολούθησαν χρονικό 

διάστημα διαμόλυνσης 72 ωρών με τα control miR και anti-miR-10b. Οι αστερίσκοι (*), (**) 

υποδεικνύουν τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές (p≤0.05 και p≤0.01, αντίστοιχα) σε σχέση με 

τα αντίστοιχα κύτταρα αναφοράς. 

 

Συνολικά, τα δεδομένα αυτά υποστηρίζουν ότι το miR-10b εμπλέκεται ενεργά στη 

ρύθμιση των λειτουργικών ιδιοτήτων, του προγράμματος ΕΜΤ και της έκφρασης 

σηματοδοτικών μορίων, επηρεάζοντας τη σύσταση του ECM, την πρωτεολυτική 

συμπεριφορά και το μεταστατικό δυναμικό των MDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων 

μαστού. 

 

4. Το miR-200b επάγει σημαντικές αλλαγές στις λειτουργικές ιδιότητες, σε 

χαρακτηριστικούς δείκτες ΕΜΤ και στα συστατικά του ECM των ΜDA-

MB-231 κυττάρων 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η παρουσία του ERβ στα MDA-MB-231 καρκινικά 

κύτταρα μαστού συμβάλλει στην καταστολή των επιπέδων έκφρασης του miR-200b, 

γεγονός που μπορεί να σχετίζεται άμεσα με την επαγωγή του ΕΜΤ στα κύτταρα αυτά. 

Προκειμένου να μελετήσουμε το ρόλο του συγκεκριμένου miRNA στη ρύθμιση της 

συμπεριφοράς των επιθετικών καρκινικών κυττάρων μαστού πραγματοποιήθηκαν 

διαμολύνσεις των ΜCF-7 και MDA-MB-231 κυττάρων με την πρόδρομη αλληλουχία 

του miR-200b που καλείται pre-miR-200b. Αρχικά παρατηρήθηκε ότι η υπερέκφραση 

του miR-200b (Εικόνα 34Α) οδηγεί στη μείωση των επιπέδων κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού και διήθησης των MDA-MB-231 κυττάρων, ενώ παράλληλα μειώνει 

δραματικά τη μεταναστευτική τους ικανότητα (Εικόνα 34B), και μάλιστα σε ακόμα 

μεγαλύτερη έκταση από την επίδραση που είχε το anti-miR-10b, γεγονός που 

υποδηλώνει την προστατευτική δράση του συγκεκριμένου miRNA στην επαγωγή του 

επιθετικού προφίλ των ERβ-θετικών καρκινικών κυττάρων μαστού. Επιπλέον, το pre-
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miR-200b επηρεάζει τη μορφολογία των MDA-MB-231 κυττάρων, μειώνοντας τις 

κυτταρικές τους προεκβολές και μετατρέποντας το σχήμα τους σε ωοειδές, ενώ 

παρατηρείται ότι και ο κυτταροσκελετός των MDA-MB-231 κυττάρων επηρεάζεται 

από την υπερέκφραση του miR-200b, όπως φαίνεται από το συμπιεσμένο δίκτυο F-

actin (Εικόνες 34C, D).  

Μελέτες έδειξαν ότι η έκφραση των μελών της οικογένειας miR-200 χάνεται σε 

μεσεγχυματικούς καρκινικούς υποτύπους και ότι τα αυξημένα ενδοκυτταρικά τους 

επίπεδα παρεμποδίζουν το ΕΜΤ μέσω της αυξημένης έκφρασης της Ε-cadherin [282, 

283]. Πράγματι, στη συγκεκριμένη μελέτη παρατηρήθηκε ότι η υπερέκφραση του miR-

200b στα MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού επάγει την έκφραση της Ε-

cadherin σε μεταγραφικό (περ. 60%) και πρωτεϊνικό επίπεδο, ενώ μειώνει σε μεγάλο 

ποσοστό την έκφραση των μεσεγχυματικών δεικτών vimentin, fibronectin, ZEB2 και 

snail2/slug (Εικόνα 35Α, Β). Μάλιστα, οι αλλαγές αυτές είναι εντονότερες από τις 

επιδράσεις της καταστολής του miR-10b στα καρκινικά κύτταρα μαστού. 
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Εικόνα 34 (η λεζάντα παρατίθεται στην επόμενη σελίδα). 
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Εικόνα 34. Η επίδραση του miR-200b στα ΜCF-7 και MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού. 

Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν ακολουθώντας διαμολύνσεις των καρκινικών κυττάρων με την 

αλληλουχία αναφοράς (control miR) και το pre-miR-200b. (A) Τα ΜCF-7 και MDA-MB-231 

κύτταρα διαμολύνθηκαν με το control miR ή το pre-miR-200b και ο έλεγχος της υπερέκφρασης 

του miR-200b ελέγχθηκε με ποσοτική ανάλυση real-time PCR. Η γονιδιακή έκφραση 

κανονικοποιήθηκε με το γονίδιο 18S rRNA. (B) Διαγράμματα κυτταρικού πολλαπλασιασμού, 

κυτταρικής μετανάστευσης και  κυτταρικής διήθησης σε matrigel, έπειτα από 24 ώρες, στα ΜCF-

7 και MDA-MB-231 κύτταρα, διαμολυσμένα με control miR και pre-miR-200b. (C) Η 

μορφολογία των καρκινικών κυττάρων ελέγχθηκε με τη λήψη φωτογραφιών SEM. Η παρουσία 

του anti-miR-10b στα MDA-MB-231 κύτταρα μειώνει τις κυτταροπλασματικές προεκβολές, ενώ 

τα επιθηλιακά χαρακτηριστικά των ΜCF-7 κυττάρων δεν επηρεάζονται. (D) Εικόνες 

ανοσοφθορισμού για την F-actin από συνεστιακό μικροσκόπιο, στα ΜCF-7 και MDA-MB-231 

κύτταρα, διαμολυσμένων με control miR και pre-miR-200b (μπάρα 20μm). Τα πειράματα 

ακολούθησαν χρονικό διάστημα διαμόλυνσης 72 ωρών με τα control miR και pre-miR-200b. Οι 

αστερίσκοι (*), (**) υποδεικνύουν τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές (p≤0.05 και p≤0.01, 

αντίστοιχα) σε σχέση με τα αντίστοιχα κύτταρα αναφοράς. 
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Εικόνα 35. Η υπερέκφραση του miR-200b οδηγεί στον επαναπρογραμματισμό του ΕΜΤ στα 

MDA-MB-231 κύτταρα. (Α) Εικόνες ανοσοφθορισμού (μπάρα 20μm) και (Β) ποσοτική real-time 

PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων έκφρασης των δεικτών ΕΜΤ (Ε-cadherin, 

vimentin, fibronectin, ZEB2, Snail2/Slug) στα ΜCF-7 και MDA-MB-231 κύτταρα, διαμολυσμένα 

με control miR και pre-miR-200b. Τα πειράματα ακολούθησαν χρονικό διάστημα διαμόλυνσης 72 

ωρών με τα control miR και pre-miR-200b. Οι αστερίσκοι (*), (**) υποδεικνύουν τις στατιστικώς 

σημαντικές μεταβολές (p≤0.05 και p≤0.01, αντίστοιχα) σε σχέση με τα αντίστοιχα κύτταρα 

αναφοράς. 

 

Προκειμένου να απαντήσουμε στο ερώτημα εάν οι παραπάνω αλλαγές επηρεάζουν τα 

συστατικά του ECM και κομβικά σηματοδοτικά μόρια, εξετάσαμε την επίδραση του 

pre-miR-200b σε αυτόν τον άξονα, στο παρόν κυτταρικό μοντέλο διαφορετικής 

έκφρασης ERs. Από τα μόρια που αναλύθηκαν, παρατηρήθηκε ότι η μεγαλύτερη 

επίδραση της υπερέκφρασης του miR-200b συναντάται στην επαγωγή της έκφρασης 

των υποδοχέων IGF-IR και HER2 που συνοδεύεται από μειωμένα επίπεδα του VEGF 

στα MDA-MB-231, ενώ στα MCF-7 κύτταρα οι εκφράσεις των μορίων του ECM δεν 

διαφοροποιούνται σε μεγάλο βαθμό (Εικόνα 36Α). Σημειώνεται ότι η υπερέκφραση 

του miR-200b στα MDA-MB-231 κύτταρα έχει ως άμεσο αποτέλεσμα τη μείωση των 
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επιπέδων φωσφορυλίωσης των κινασών ERK1/2 (Εικόνα 36Β). Παράλληλα, η 

παρουσία του pre-miR-200b στα MDA-MB-231 κύτταρα αυξάνει τα γονιδιακά και 

πρωτεϊνικά επίπεδα της συνδεκάνης-1, ενώ μεγαλύτερες αλλαγές παρατηρούνται στα 

μόρια του πρωτεολυτικού καταρράκτη. Συγκεκριμένα, παρατηρείται στατιστικώς 

σημαντική μείωση των επιπέδων έκφρασης των ΜΜΡ2, ΜΜΡ7 και ΜΜΡ9 κατά 50%, 

80% και 40%, αντίστοιχα. 
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Εικόνα 36 (η λεζάντα παρατίθεται στην επόμενη σελίδα). 
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Εικόνα 36. Η υπερέκφραση του miR-200b οδηγεί σε αλλαγές της σύστασης του ECM στα MDA-

MB-231 κύτταρα. (A) Ποσοτική real-time PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων 

mRNA των υποδοχέων IGF-IR, HER2, του αγγειογενετικού παράγοντα VEGF, της συνδεκάνης-1 

και των MMP2, ΜΜΡ7 και ΜΤ1-ΜΜΡ. Οι εικόνες ανοσοφθορισμού αποκαλύπτουν τα επίπεδα 

πρωτεϊνικής έκφρασης της συνδεκάνης-1 (μπάρα 20μm). Τα επίπεδα των mRNAs 

κανονικοποιήθηκαν με το γονίδιο β-actin. (B) Ανοσοαποτύπωση western για τον p-ERK1/2, τον 

ERK1/2 και την α-tubulin, στα ΜCF-7 και MDA-MB-231 κύτταρα διαμολυσμένα με control miR 

και pre-miR-200b και ποσοτικοποίηση της πυκνότητας των ζωνών. Τα πειράματα ακολούθησαν 

χρονικό διάστημα διαμόλυνσης 72 ωρών με τα control miR και pre-miR-200b. Οι αστερίσκοι (*), 

(**) υποδεικνύουν τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές (p≤0.05 και p≤0.01, αντίστοιχα) σε 

σχέση με τα αντίστοιχα κύτταρα αναφοράς. 

 

Tα παραπάνω δεδομένα υποδηλώνουν ότι η παρουσία του miR-200b στα καρκινικά 

κύτταρα μαστού δρα ως καταστολέας του επιθετικού φαινοτύπου. Αυτό προκύπτει από 

τη σημαντική καταστολή της διαδικασίας ΕΜΤ και μείωσης της επιθετικής 

συμπεριφοράς των MDA-MB-231 κυττάρων, μέσω κρίσιμων αλλαγών στις ιδιότητές 

τους και στην έκφραση λειτουργικών συστατικών του ECM. 

 

5. Ο ERβ ως επιγενετικός ρυθμιστής των miR-10b και miR-145 στον 

καρκίνο του μαστού 

Τα δεδομένα που ελήφθησαν καταδεικνύουν ότι η καταστολή του ERβ στα επιθετικά 

κύτταρα μαστού συνοδεύεται από σημαντικές αλλαγές στα επίπεδα έκφρασης miRNAs 

που συνδέονται με την εξέλιξη του καρκίνου του μαστού. Μάλιστα, τα επίπεδα αυτά 

παρουσιάζουν την τάση να ομοιάσουν με αυτά των ERα-θετικών MCF-7 καρκινικών 

κυττάρων μαστού. Από τα miRNAs που εξετάστηκαν, τα miR-10b και miR-145 

επηρεάζονται περισσότερο από την καταστολή του ERβ και μάλιστα η ρύθμιση της 

έκφρασής τους γίνεται με αντίστροφο τρόπο. Επιπλέον, προκειμένου να εξεταστεί η 

δυνατότητα φαρμακολογικής στόχευσης του καρκίνου του μαστού στο επίπεδο αυτών 

των δύο miRNAs, τα καρκινικά κύτταρα μαστού διαμολύνθηκαν με την πρόδρομη 

(precursor) αλληλουχία (ενίσχυση της έκφρασης) και τη μη-νοηματική αλληλουχία  

(αναστολή της έκφρασης) των miR-10b και miR-145, αντίστοιχα. Ως κύτταρα 

αναφοράς θεωρήθηκαν εκείνα στα οποία πραγματοποιήθηκε διαμόλυνση με την control 

miRNA αλληλουχία (control miR). Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι πράγματι τα miR-10b 

και miR-145 ρυθμίζουν τις λειτουργικές ιδιότητες των shERβ MDA-MB-231 



165 

 

κυττάρων, υπογραμμίζοντας τον καινοτόμο ρόλο του ERβ στην επιγενετική 

τροποποίηση συγκεκριμένων miRNAs στον καρκίνο του μαστού. 

 

5.1 Ο ERβ σχετίζεται με τα διαφορετικά μορφολογικά χαρακτηριστικά και 

τα μοτίβα έκφρασης συγκεκριμένων miRNAs στον καρκίνο του μαστού 

Όπως αναλύθηκε στο προηγούμενο μέρος των αποτελεσμάτων, η καταστολή του ERβ 

στα ERβ-θετικά MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού, μειώνει την επιθετικότητά 

τους, επηρεάζοντας τη διαδικασία ΕΜΤ και οδηγεί σε έντονες διαφοροποιήσεις των 

επιπέδων μεταγραφικής και πρωτεϊνικής έκφρασης πολλών τελεστών του ECM. Όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 37Α, από τις εικόνες ανοσοφθορισμού προκύπτει ότι η 

καταστολή του ERβ στα shERβ MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα οδηγεί σε 

σημαντική μείωση των πρωτεϊνικών επιπέδων του συγκεκριμένου ER, σε σύγκριση με 

τα MDA-MB-231 κύτταρα αναφοράς. Στην Εικόνα 37Β παρουσιάζεται η SEM 

ανάλυση των MDA-MB-231 κυττάρων, τα οποία χαρακτηρίζονται από σφαιρικό και 

ατρακτοειδές σχήμα, ενώ φαίνεται να αναπτύσσονται απομακρυσμένα το ένα από το 

άλλο (πλαίσιο Β1). Όταν τα MDA-MB-231 κύτταρα επιστρώθηκαν σε matrix-coated 

(matrigel) millipore φίλτρο, προκειμένου να το διαπεράσουν-διηθήσουν, παρουσίασαν 

επίμηκες σχήμα με μεγάλο αριθμό κυτταροπλασματικών προεκβολών (πλαίσιο Β2). 

Από την άλλη μεριά, τα ERα-θετικά MCF-7 καρκινικά κύτταρα μαστού εμφανίζουν τις 

χαρακτηριστικές διεπαφές κυττάρου-κυττάρου και αναπτύσσονται σχηματίζοντας 

συσσωματώματα (πλαίσιο Β3), ενώ τα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα εμφανίζονται 

πιο στρογγυλά, με λιγότερες κυτταροπλασματικές προεκβολές και την τάση να 

σχηματίζουν συσσωματώματα (πλαίσιο Β4). Αυτά τα δεδομένα επιβεβαιώνουν τη 

σημαντική συμβολή του ERβ στη μορφολογία, την ανάπτυξη και τη διηθητική 

ικανότητα των καρκινικών κυττάρων μαστού. 

Είναι γνωστό ότι τα miRNAs ρυθμίζουν πληθώρα λειτουργιών των καρκινικών 

κυττάρων μαστού, καθώς και την έκφραση συστατικών του ECM, ωστόσο λίγα 

στοιχεία είναι γνωστά για την ER-διαμεσολαβούμενη ρύθμισή τους. Προκειμένου να 

εκτιμηθεί η επίδραση του ERβ σε επιγενετικό επίπεδο, εξετάστηκε η έκφραση πολλών 

miRNAs που σχετίζονται με την εξέλιξη του καρκίνου του μαστού, τα σημαντικότερα 

εκ των οποίων παρουσιάζονται στην Εικόνα 37C. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η 

καταστολή του ERβ οδήγησε στη στατιστικώς σημαντική μείωση των επιπέδων 

έκφρασης του προ-μεταστατικού miR-10b, ενώ αυξάνει την έκφραση του 
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ογκοκατασταλτικού miR-145 και των miR-200b και let-7d που συνδέονται με το 

μεταστατικό χαρακτήρα. Συγκεκριμένα, η καταστολή του ERβ οδήγησε στη 45% 

μείωση της έκφρασης του miR-10b και σε 11-φορές αύξηση της έκφρασης του miR-

145, σε σχέση με τα MDA-MB-231 κύτταρα αναφοράς. Όσον αφορά στην 

ιδιοσυστατική έκφραση των miRNAs στα ERα-θετικά MCF-7 καρκινικά κύτταρα 

μαστού, τα συγκεκριμένα παρουσιάζουν 99% χαμηλότερα επίπεδα έκφρασης του miR-

10b, ενώ παρουσιάζουν μεγαλύτερη έκφραση (14- και 34-φορές, αντίστοιχα) των miR-

145 και miR-200b, συγκριτικά με τα MDA-MB-231 κύτταρα μαστού. 

 

 

 

Εικόνα 37 (η λεζάντα παρατίθεται στην επόμενη σελίδα).  
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Εικόνα 37. Ο ERβ κατέχει κεντρικό ρόλο στη ρύθμιση της μορφολογίας και την έκφραση miRNAs 

σε καρκινικά κύτταρα μαστού. (Α) Εικόνες ανοσοφθορισμού για τον ERβ στα MDA-MB-231 και 

shERβ MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού (μπάρα 20μm). (Β) Εικόνες SEM των κυττάρων 

MDA-MB-231 (1), των κυττάρων MDA-MB-231 που έχουν επιστρωθεί στην επιφάνεια matrix-

coated millipore φίλτρου (2), των κυττάρων MCF-7 (3) και των κυττάρων shERβ MDA-MB-231 

(4). Στην κάτω επιφάνεια του millipore φίλτρου παρουσιάζονται τα κύτταρα που κινούνται μέσω 

των τρυπών του φίλτρου αφού διηθήσουν τη μεμβράνη matrigel. Τα κύτταρα αυτά παρουσιάζουν 

στρογγυλό/σφαιρικό, αλλά και επίμηκες σχήμα με την παρουσία lamellipodia/invadopodia. Στην 

κυτταρική επιφάνεια εντοπίζονται επίσης κυτταροπλασματικά κυστίδια και filopodia, 

χαρακτηριστικά των έντονα κινούμενων κυττάρων. Στο φόντο φαίνεται το millipore φίλτρο και οι 

οπές αυτού. (μπάρα 10μm). (C) Ποσοτική real-time PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των 

επιπέδων mRNA των miR-10b, miR-let-7d, miR-145 και  miR-200b, στα MDA-MB-231, MCF-7 

και shER MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού. Το κάθε miRNA κανονικοποιήθηκε με το 

αντίστοιχο miRNA στα MDA-MB-231 κύτταρα. Οι αστερίσκοι (*), (**) υποδεικνύουν τις 

στατιστικώς σημαντικές μεταβολές (p≤0.05 και p≤0.01, αντίστοιχα) σε σχέση με τα αντίστοιχα 

κύτταρα αναφοράς. Ανατύπωση με άδεια από την αναφορά [280]. Copyright 2017 Elsevier 

science & technology journals. 

 

5.2 Το miR-10b ρυθμίζει τις λειτουργικές ιδιότητες και το πρόγραμμα ΕΜΤ 

στα shERβ MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η έκφραση του miR-10b αυξάνεται σε κλινικά δείγματα 

μεταστατικού καρκίνου του μαστού [281]. Επιπλέον, η αποσιώπηση του miR-10b 

αναστέλλει τη μετάσταση του καρκίνου του μαστού in vivo, σε πειραματικό μοντέλο 

ποντικών [284]. Οι συγκεκριμένες παρατηρήσεις μας οδήγησαν να εξετάσουμε 

περαιτέρω το ρόλο του συγκεκριμένου miRNA στο δικό μας πειραματικό μοντέλο. 

Παρατηρήσαμε ότι η καταστολή του ERβ οδήγησε στη στατιστικώς σημαντική μείωση 

των επιπέδων έκφρασης του miR-10b, κατά 50%, σε σύγκριση με τα MDA-MB-231 

καρκινικά κύτταρα μαστού (Εικόνα 38Α). Σε επόμενο βήμα, εξετάστηκε ο ρυθμιστικός 

ρόλος του miR-10b στις βασικές λειτουργικές ιδιότητες (πολλαπλασιασμός, 

μετανάστευση, διήθηση) των καρκινικών κυττάρων μαστού, τα οποία διαμολύνθηκαν 

με την πρόδρομη (precursor) αλληλουχία του συγκεκριμένου miRNA που ενισχύει την 

έκφρασή του και θα ονομάζουμε στο εξής pre-miR-10b. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 

38Α, η υπερέκφραση του miR-10b στα shERβ MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα 

συνοδεύτηκε από σημαντικές διαφοροποιήσεις των λειτουργικών ιδιοτήτων των 
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κυττάρων αυτών (Εικόνα 38Β). Συγκεκριμένα, τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η 

υπερέκφραση του miR-10b οδηγεί στην αύξηση των επιπέδων κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού των shERβ MDA-MB-231 κυττάρων (περ. 20%), συγκριτικά με τα 

control miR shERβ MDA-MB-231 κύτταρα. Επιπλέον, η υπερέκφραση του miR-10b 

στα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα φαίνεται να πυροδοτεί τη διηθητική τους 

ικανότητα, καθώς παρατηρείται 85% αύξηση συγκριτικά με τα control miR shERβ 

MDA-MB-231 κύτταρα, ενώ παρατηρείται αξιοσημείωτη αύξηση της κινητικότητάς 

τους. 

Οι εικόνες SEM που ελήφθησαν πριν και μετά τη διαμόλυνση με το pre-miR-10b 

έδειξαν ότι η ενίσχυση της έκφρασης του συγκεκριμένου miRNA οδηγούν σε αισθητές 

μορφολογικές αλλαγές των shERβ MDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων, ενώ η 

μεσεγχυματική μορφολογία των ERβ-θετικών MDA-MB-231 κυττάρων δε φαίνεται να 

επηρεάζεται σημαντικά (Εικόνα 38C). Συγκεκριμένα, τα διαμολυσμένα με το pre-miR-

10b shERβ MDA-MB-231 κύτταρα αποκτούν χαρακτηριστικά έντονα κινητικών 

κυττάρων, καθώς ο σχηματισμός των χαρακτηριστικών ψευδοποδίων και φιλοποδίων 

είναι εντονότερος σε σχέση με τα control miR κύτταρα. Οι παρατηρήσεις αυτές 

συνοδεύονται από ξεκάθαρες αλλαγές στον κυτταροσκελετό των shERβ MDA-MB-231 

κυττάρων παρουσία του pre-miR-10b, όπως αυτό αποτυπώνεται έπειτα από χρώση της 

πρωτεΐνης F-actin (Εικόνα 38D). Οι εικόνες ανοσοφθορισού της F-actin επιβεβαιώνουν 

τα χαρακτηριστικά μεσεγχυματικού τύπου που φαίνεται να αποκτούν τα shERβ MDA-

MB-231 κύτταρα με υπερέκφραση του miR-10b, συγκριτικά με το χαρακτηριστικό 

κυτταροσκελετό που παρουσιάζουν τα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα. 
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Εικόνα 38 (η λεζάντα παρατίθεται στην επόμενη σελίδα). 
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Εικόνα 38. Η επίδραση του miR-10b στα MDA-MB-231 και shERβ MDA-MB-231 καρκινικά 

κύτταρα μαστού. Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν ακολουθώντας διαμολύνσεις των καρκινικών 

κυττάρων με την αλληλουχία αναφοράς (control miR) και την πρόδρομη αλληλουχία του miR-10b 

(pre-miR-10b). (A) Τα MDA-MB-231 και shERβ MDA-MB-231 κύτταρα διαμολύνθηκαν με το 

control miR ή το pre-miR-10b και ο έλεγχος της υπερέκφρασης του miR-10b ελέγχθηκε με 

ποσοτική ανάλυση real-time PCR. Η γονιδιακή έκφραση κανονικοποιήθηκε με το γονίδιο 18S 

rRNA. (B) Διαγράμματα κυτταρικού πολλαπλασιασμού, κυτταρικής μετανάστευσης και  

κυτταρικής διήθησης σε matrigel, έπειτα από 24 ώρες, στα MDA-MB-231 και shERβ MDA-MB-

231, διαμολυσμένα με control miR και pre-miR-10b, κύτταρα. (C) Η μορφολογία των καρκινικών 

κυττάρων ελέγχθηκε με τη λήψη φωτογραφιών SEM. Η παρουσία του pre-miR-10b στα shERβ 

MDA-MB-231 κύτταρα οδηγεί στην παραγωγή περισσότερων κυτταροπλασματικών προεκβολών 

(βέλη), ενώ τα μεσεγχυματικά χαρακτηριστικά των MDA-MB-231 κύτταρα δεν επηρεάζονται 

σημαντικά. (D) Εικόνες ανοσοφθορισμού για την F-actin από συνεστιακό μικροσκόπιο, στα 

MDA-MB-231 και shERβ MDA-MB-231 κύτταρα, διαμολυσμένα με control miR και pre-miR-

10b (μπάρα 20μm). Τα πειράματα ακολούθησαν χρονικό διάστημα διαμόλυνσης 72 ωρών με τα 

control miR και pre-miR-10b. Οι αστερίσκοι (*), (**) υποδεικνύουν τις στατιστικώς σημαντικές 

μεταβολές (p≤0.05 και p≤0.01, αντίστοιχα) σε σχέση με τα αντίστοιχα κύτταρα αναφοράς. 

Ανατύπωση με άδεια από την αναφορά [280]. Copyright 2017 Elsevier science & technology 

journals. 

 

Οι παρατηρούμενες αλλαγές που προκαλεί η παρουσία του pre-miR-10b τόσο στο 

φαινότυπο των shERβ MDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων μαστού, όσο και στις 

λειτουργικές τους ιδιότητες, γέννησε το ερώτημα κατά πόσο το συγκεκριμένο miRNA 

μπορεί να ρυθμίσει τη διαδικασία ΕΜΤ. Πράγματι, από τις εικόνες ανοσοφθορισμού 

από συνεστιακό μικροσκόπιο προκύπτει ότι τα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα που 

υπερεκφράζουν το miR-10b εμφανίζουν αυξημένα επίπεδα πρωτεϊνικής έκφρασης του 

μεσεγχυματικού δείκτη vimentin ενώ τα πρωτεϊνικά επίπεδα του επιθηλιακού δείκτη E-

cadherin μειώνονται (Εικόνα 39Α). Επιπλέον, η υπερέκφραση του miR-10b στα 

κύτταρα αυτά επηρεάζει και τη γονιδιακή έκφραση άλλων χαρακτηριστικών δεικτών 

ΕΜΤ. Συγκεκριμένα, στα διαμολυσμένα με το pre-miR-10b shERβ MDA-MB-231 

καρκινικά κύτταρα μαστού, παρατηρείται στατιστικώς σημαντική μείωση των επιπέδων 

έκφρασης της E-cadherin, κατά 40%, ενώ τα επίπεδα mRNA των μεσεγχυματικών 

δεικτών vimentin, fibronectin και snail2/slug μειώνονται κατά 50%, 40% και 20%, 

αντίστοιχα, σε σχέση με τα control miR κύτταρα (Εικόνα 39Β). 
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Οι υποδοχείς κινασών τυροσίνης, EGFR και IGF-IR, αποτελούν δυναμικά μόρια τόσο 

για τη διεπικοινωνία με τους ERs όσο και για τη ρύθμιση των λειτουργικών ιδιοτήτων 

των καρκινικών κυττάρων μαστού [13, 21, 40, 126, 264]. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 

39C, η παρουσία του pre-miR-10b αυξάνει τα χαμηλά επίπεδα γονιδιακής έκφρασης 

των IGF-IR και HER2, στα οποία οδήγησε η καταστολή του ERβ, στα shERβ MDA-

MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού. Αντίθετα, η τα επίπεδα έκφρασης του EGFR στα 

shERβ MDA-MB-231 κύτταρα δε φαίνεται να επηρεάζεται σημαντικά από το pre-miR-

10b. Αξίζει να σημειωθεί ότι η διαμόλυνση με το pre-miR-10b αυξάνει σημαντικά τα 

χαμηλά επίπεδα έκφρασης του αγγειογενετικού αυξητικού παράγοντα VEGF στα ERβ-

κατεσταλμένα κύτταρα, ενισχύοντας το ρόλο του miR-10b στην επαγωγή του 

αγγειογενετικού και επιθετικού δυναμικού των shERβ MDA-MB-231 κυττάρων. 

Μακρομόρια του ECM, όπως συνδεκάνες και MMPs, διαδραματίζουν κεντρικό ρόλο 

στις αλληλεπιδράσεις κυττάρου-κυττάρου και κυττάρου-ECM, στην κυτταρική 

σηματοδότηση, καθώς και στις διαδικασίες προσκόλλησης/μετανάστευσης στα 

καρκινικά κύτταρα μαστού [64, 71, 80]. Αναφορικά με την επίδραση του pre-miR-10b 

στις PGs κυτταρικής επιφάνειας, η υπερέκφραση του miR-10b στα shERβ MDA-MB-

231 κύτταρα οδηγεί στην έντονη μείωση των επιπέδων μεταγραφικής και πρωτεϊνικής 

έκφρασης της συνδεκάνης-1, όπως προκύπτει από ποσοτική real-time PCR ανάλυση και 

ανοσοφθορισμό (Εικόνα 39C). Επίσης, όσον αφορά στη ρύθμιση της έκφρασης των 

πρωτεολυτικών ενζύμων από το miR-10b, τα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα 

παρουσιάζουν αυξημένα επίπεδα έκφρασης mRNA των ΜΜΡ2, ΜΜΡ7 και ΜΜΡ9 

(περ. 100%, 75% και 120%, αντίστοιχα). Όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 39D, η 

διαμόλυνση των shERβ MDA-MB-231 κυττάρων οδηγεί στη στατιστικώς σημαντική 

αύξηση των φωσφορυλιωμένων μορφών του ERK1/2, κατά 285%, στα συγκεκριμένα 

κύτταρα. Λαμβάνοντας υπ’ όψιν τα παραπάνω, συμπεραίνουμε ότι η παρουσία του 

miR-10b εμπλέκεται σε μεγάλο βαθμό στη ρύθμιση των λειτουργικών ιδιοτήτων, των 

μορφολογικών χαρακτηριστικών και του κυτταροσκελετού, του ΕΜΤ και της 

σηματοδότησης στα shERβ MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα, επηρεάζοντας έτσι τη 

σύνθεση του ECM, την πρωτεολυτική συμπεριφορά και συνεπακόλουθα το 

μεταστατικό δυναμικό αυτών των κυττάρων. 
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Εικόνα 39 (η λεζάντα παρατίθεται στην επόμενη σελίδα). 
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Εικόνα 39. Η υπερέκφραση του miR-10b οδηγεί στον επαναπρογραμματισμό του ΕΜΤ και σε 

σημαντικές αλλαγές στην έκφραση μακρομορίων του ECM. (Α) Εικόνες ανοσοφθορισμού (μπάρα 

20μm) και (Β) ποσοτική real-time PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων έκφρασης 

των δεικτών ΕΜΤ (Ε-cadherin, vimentin, fibronectin, ZEB2, Snail2/Slug) στα MDA-MB-231 και 

shERβ MDA-MB-231 κύτταρα, διαμολυσμένα με control miR και pre-miR-10b. (C) Ποσοτική 

real-time PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων mRNA των υποδοχέων EGFR, IGF-

IR, HER2, του αγγειογενετικού παράγοντα VEGF, της συνδεκάνης-1 και των MMP2, ΜΜΡ7, 

ΜΜΡ9. Οι εικόνες ανοσοφθορισμού αποκαλύπτουν τα επίπεδα πρωτεϊνικής έκφρασης της 

συνδεκάνης-1 (μπάρα 20μm). Τα επίπεδα των mRNAs κανονικοποιήθηκαν με το γονίδιο β-actin. 

(D) Ανοσοαποτύπωση για τον p-ERK1/2, τον ERK1/2 και την α-tubulin, στα MDA-MB-231 και 

shERβ MDA-MB-231 κύτταρα διαμολυσμένα με control miR και pre-miR-10b και 

ποσοτικοποίηση της πυκνότητας των ζωνών. Τα πειράματα ακολούθησαν χρονικό διάστημα 

διαμόλυνσης 72 ωρών με τα control miR και pre-miR-10b. Οι αστερίσκοι (*), (**) υποδεικνύουν 

τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές (p≤0.05 και p≤0.01, αντίστοιχα) σε σχέση με τα αντίστοιχα 

κύτταρα αναφοράς. Ανατύπωση με άδεια από την αναφορά [280]. Copyright 2017 Elsevier 

science & technology journals. 

 

5.3 Η καταστολή του miR-145 επάγει σημαντικές αλλαγές στις λειτουργικές 

ιδιότητες και τους δείκτες ΕΜΤ των shERβ MDA-MB-231 καρκινικών 

κυττάρων μαστού 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η καταστολή του ERβ στα επιθετικά καρκινικά κύτταρα 

μαστού, οδήγησε στην αξιοσημείωτη αύξηση της έκφρασης του miR-145, σε σχέση με 

τα κύτταρα αναφοράς, ΜDA-MB-231 (Εικόνα 37C). Επομένως, θεωρήθηκε εύλογο να 

μελετηθεί ο ρόλος του συγκεκριμένου miRNA στο δικό μας in vitro μοντέλο 

καρκινικών κυττάρων μαστού. Για το λόγο αυτό, τα ΜDA-MB-231 και τα shERβ 

MDA-MB-231 κύτταρα διαμολύνθηκαν με το μη-νοηματικό ολιγονουκλεοτίδιο, το 

οποίο καταστέλλει την έκφραση του miR-145 και ονομάζουμε anti-miR-145 (Εικόνα 

40Α). Η καταστολή του miR-145 στα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα οδήγησε στην 

αύξηση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, η οποία συνοδεύτηκε από αξιοσημείωτη 

επαγωγή τόσο της μεταναστευτικής όσο και της διηθητικής τους ικανότητας, 

υποδεικνύοντας τον προστατευτικό ρόλο που κατέχουν τόσο ο ERβ όσο και το miR-

145 προκειμένου να εδραιωθεί ο επιθετικός φαινότυπος των MDA-MB-231 κυττάρων 

μαστού. Ο ρόλος του ERβ στη ρύθμιση αυτή ενισχύεται από το γεγονός ότι η 
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καταστολή της έκφρασης του miR-145 δεν επηρεάζει σε σημαντικό βαθμό τις 

λειτουργικές ιδιότητες των MDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων (Εικόνα 40Β).  

Οι εικόνες SEM (Εικόνα 40C) των MDA-MB-231 και shERβ MDA-MB-231 

καρκινικών κυττάρων μαστού περιγράφουν ξεκάθαρα ότι η απουσία του miR-145 στα 

shERβ MDA-MB-231 κύτταρα, μετά τη διαμόλυνσή τους με το anti-miR-145, έχει 

επίδραση στα μορφολογικά τους χαρακτηριστικά. Συγκεκριμένα, είναι εμφανής η 

αύξηση των κυτταροπλασματικών προεκβολών στα κύτταρα αυτά (Εικόνα 40C, 

πλαίσιο κάτω δεξιά), ενώ η μεσεγχυματική μορφολογία των MDA-MB-231 κυττάρων 

δεν επηρεάζεται από το anti-miR-145 (Εικόνα 40C, πλαίσιο πάνω δεξιά), σε σχέση με 

τα control miR MDA-MB-231 κύτταρα. Επιπλέον, οι εικόνες ανοσοφθορισμού από 

συνεστιακό μικροσκόπιο (Εικόνα 40D) αποκαλύπτουν την επίδραση που έχει το anti-

miR-145 στον κυτταροσκελετό των shERβ MDA-MB-231 κυττάρων, όπως φαίνεται 

από το διαταραγμένο δίκτυο ινιδίων F-actin στα συγκεκριμένα κύτταρα, σε σχέση με τα 

αντίστοιχα control miR κύτταρα.  
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Εικόνα 40 (η λεζάντα παρατίθεται στην επόμενη σελίδα). 
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Εικόνα 40. Η καταστολή του miR-145 αυξάνει την επιθετικότητα των shERβ MDA-MB-231 

καρκινικών κυττάρων μαστού. Τα πειράματα που πραγματοποιήθηκαν ακολούθησαν τις 

διαμολύνσεις των καρκινικών κυττάρων με τα control miR και anti-miR-145. (Α) Η καταστολή 

του miR-145 στα MDA-MB-231 και shERβ MDA-MB-231 κύτταρα ελέγχθηκε με ποσοτική real-

time PCR ανάλυση. Η έκφραση κανονικοποιήθηκε βάσει της έκφρασης του γονιδίου 18S rRNA. 

(B) Διαγράμματα κυτταρικού πολλαπλασιασμού, κυτταρικής μετανάστευσης και  κυτταρικής 

διήθησης σε matrigel, έπειτα από 24 ώρες, στα MDA-MB-231 και shERβ MDA-MB-231 κύτταρα, 

διαμολυσμένα με control miR και anti-miR-145. (C) Η μορφολογία των καρκινικών κυττάρων 

ελέγχθηκε με τη λήψη φωτογραφιών SEM. Η παρουσία του anti-miR-145 στα shERβ MDA-MB-

231 κύτταρα οδηγεί στην παραγωγή περισσότερων κυτταροπλασματικών προεκβολών (βέλη), ενώ 

τα μεσεγχυματικά χαρακτηριστικά των MDA-MB-231 κύτταρα δεν επηρεάζονται σημαντικά. (D) 

Εικόνες ανοσοφθορισμού για την F-actin από συνεστιακό μικροσκόπιο, στα MDA-MB-231 και 

shERβ MDA-MB-231 κύτταρα, διαμολυσμένων με control miR και anti-miR-145 (μπάρα 20μm). 

Τα πειράματα ακολούθησαν χρονικό διάστημα διαμόλυνσης 72 ωρών με τα control miR και anti-

miR-145. Οι αστερίσκοι (*), (**) υποδεικνύουν τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές (p≤0.05 

και p≤0.01, αντίστοιχα) σε σχέση με τα αντίστοιχα κύτταρα αναφοράς. Ανατύπωση με άδεια από 

την αναφορά [280]. Copyright 2017 Elsevier science & technology journals. 

 

Μελέτες έχουν δείξει ότι το miR-145 καταστέλλει τη μετανάστευση και την ανάπτυξη 

σε κλινικά δείγματα καρκινικών κυττάρων μαστού συγκριτικά με φυσιολογικούς ιστούς 

και ότι η υπερέκφραση του συγκεκριμένου miRΝΑ παρεμποδίζει το ΕΜΤ [285, 286]. 

Στη βάση αυτή, με τη βοήθεια συνεστιακού μικροσκοπίου παρατηρήθηκε ότι η 

καταστολή της έκφρασης του miR-145 στα shERβ MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα, 

οδηγεί στη μείωση του επιθηλιακού δείκτη Ε-cadherin και στη συνεπακόλουθη αύξηση 

του μεσεγχυματικού δείκτη vimentin, σε πρωτεϊνικό επίπεδο (Εικόνα 41Α). Τα 

δεδομένα αυτά επιβεβαιώθηκαν και σε μεταγραφικό επίπεδο, από την ποσοτική 

ανάλυση real-time PCR (Εικόνα 41Β). Επίσης, το anti-miR-145 μειώνει σημαντικά τα 

επίπεδα mRNA των μεσεγχυματικών δεικτών fibronectin, snail2/slug στα shERβ MDA-

MB-231 κύτταρα. Αξίζει να σημειωθεί ότι στα MDA-MB-231 κύτταρα, τα επίπεδα των 

μεταγραφικών και πρωτεϊνικών επιπέδων των E-cadherin και vimentin δεν 

επηρεάζονται μετά τη διαμόλυνση με το anti-miR-145, ενώ αντίθετα αυξήθηκαν τα 

επίπεδα mRNA των fibronectin και snail2/slug, ενισχύοντας τον επιθετικό φαινότυπο 

των κυττάρων αυτών.  

Στη συνέχεια, εξετάστηκε η επίδραση της καταστολής της έκφρασης του miR-145 στην 

έκφραση σημαντικών τελεστών του ECM. Συγκεκριμένα, όπως φαίνεται στην Εικόνα 
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41C, παρατηρήθηκε ότι τα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα που διαμολύνθηκαν με το 

anti-miR-145 χαρακτηρίζονται από αυξημένα επίπεδα του υποδοχέα ΗΕR2, κατά 30%, 

σε σχέση με τα αντίστοιχα control miR κύτταρα, ενώ τα mRNAs των EGFR και IGF-IR 

παραμένουν αναλλοίωτα. Επίσης, η καταστολή της έκφρασης του miR-145 μειώνει τη 

γονιδιακή έκφραση των EGFR, IGF-IR και HER2 (περ. 25% , 15% και 40%, 

αντίστοιχα), σε επίπεδο mRNA, στα MDA-MB-231 κύτταρα, συγκριτικά με τα control 

miR. Όσον αφορά στην επίδραση του anti-miR-145 στα συστατικά του πρωτεολυτικού 

καταρράκτη, η διαμόλυνση των shERβ MDA-MB-231 κυττάρων με το anti-miR-145 

οδήγησε σε στατιστικώς σημαντική αύξηση των επιπέδων mRNA των ΜΜΡ2, ΜΜΡ7 

και ΜΜΡ9, ενώ τα MDA-MB-231 κύτταρα παραμένουν ανεπηρέαστα. Τέλος, η 

καταταστολή του miR-145 είχε ως αποτέλεσμα την έντονη αύξηση των επιπέδων 

φωσφορυλίωσης του Erk1/2 κατά περίπου 150% σε σχέση με τα αντίστοιχα control 

miR κύτταρα (Εικόνα 41D), γεγονός που σχετίζεται με την αύξηση της επιθετικότητας 

που επιδεικνύουν τα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα, παρουσία του anti-miR-145.  

Λαμβάνοντας υπ’ όψιν τα παραπάνω, συμπεραίνουμε ότι το miR-145 δρα ως ένας 

προστατευτικός παράγοντας της χαμηλής επιθετικότητας των καρκινικών κυττάρων 

μαστού, καθώς η καταστολή της έκφρασής του οδηγεί στην επαγωγή του φαινομένου 

ΕΜΤ με τη συνεπακόλουθη αύξηση της επιθετικής τους συμπεριφοράς, μέσω 

σημαντικών αλλαγών στις λειτουργικές τους ιδιότητες και στην έκφραση βασικών 

ρυθμιστικών μακρομορίων του ECM, στα shERβ MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα. 
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Εικόνα 41 (η λεζάντα παρατίθεται στην επόμενη σελίδα). 
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Εικόνα 41. Η καταστολή του miR-145 στα shERβ MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα οδηγεί σε 

σημαντικές αλλαγές των δεικτών ΕΜΤ και των συστατικών του ECM. (Α) Εικόνες 

ανοσοφθορισμού (μπάρα 20μm) για την ανάλυση των πρωτεϊνών Ε-cadherin και vimentin και (Β) 

ποσοτική real-time PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των μεταγραφικών επιπέδων έκφρασης 

των δεικτών ΕΜΤ (Ε-cadherin, vimentin, fibronectin και Snail2/Slug) στα MDA-MB-231 και 

shERβ MDA-MB-231 κύτταρα, διαμολυσμένα με control miR και anti-miR-145. (C) Ποσοτική 

real-time PCR ανάλυση για τον προσδιορισμό των επιπέδων mRNA των υποδοχέων EGFR, IGF-

IR, HER2 και των MMP2, ΜΜΡ7, ΜΜΡ9. Τα επίπεδα των mRNAs κανονικοποιήθηκαν με το 

γονίδιο β-actin. (D) Ανοσοαποτύπωση για τον p-ERK1/2, τον ERK1/2 και την α-tubulin, στα 

MDA-MB-231 και shERβ MDA-MB-231 κύτταρα διαμολυσμένα με control miR και anti-miR-

145 και ποσοτικοποίηση της πυκνότητας των ζωνών. Τα πειράματα ακολούθησαν χρονικό 

διάστημα διαμόλυνσης 72 ωρών με τα control miR και pre-miR-10b. Οι αστερίσκοι (*), (**) 

υποδεικνύουν τις στατιστικώς σημαντικές μεταβολές (p≤0.05 και p≤0.01, αντίστοιχα) σε σχέση με 

τα αντίστοιχα κύτταρα αναφοράς. Ανατύπωση με άδεια από την αναφορά [280]. Copyright 2017 

Elsevier science & technology journals. 

 

6. Η διεπικοινωνία των σηματοδοτικών μονοπατιών EGFR/IGF-IR 

καθορίζει την έκφραση των miR-10b και miR-200b στα MDA-MB-231 

καρκινικά κύτταρα μαστού 

Στο πρώτο μέρος των αποτελεσμάτων της παρούσας μελέτης εξετάστηκε ο ρόλος του 

ERβ στην ενεργοποίηση των σηματοδοτικών μονοπατιών ΕGFR και IGF-IR και της 

διεπικοινωνίας τους στη ρύθμιση της κυτταρικής μετανάστευσης των καρκινικών 

κυττάρων μαστού MDA-MB-231 και shERβ MDA-MB-231. Συγκεκριμένα, 

παρατηρήθηκε ότι η διεπικοινωνία μεταξύ των ERβ, EGFR και IGF-IR κατέχει 

σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της μεταναστευτικής ικανότητας κυρίως των MDA-MB-

231 κυττάρων, όπου ο ERβ είναι παρών. 

Σε αυτό το στάδιο κρίθηκε σκόπιμο να αξιολογηθεί ο ρόλος του ERβ και της 

συνεργατικής σηματοδότησης των ΕGFR/IGF-IR στη ρύθμιση της έκφρασης των δύο 

miRNAs που όπως αποδείξαμε εμπλέκονται στη ρύθμιση της συμπεριφοράς των 

καρκινικών κυττάρων, τα miR-10b και miR-200b. Συγκεκριμένα, η υπερέκφραση του 

miR-10b και η καταστολή της έκφρασης του miR-200b συνδέονται με το μεταστατικό 

δυναμικό των MDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων μαστού. Για το λόγο αυτό, τα ERβ-

θετικά καρκινικά κύτταρα μαστού MDA-MB-231 καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες 
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απουσίας ορού με τους εξειδικευμένους καθοδικούς αναστολείς των υποδοχέων EGFR 

(AG1478, 1μΜ) και IGF-IR (AG1024, 1μΜ)  παρουσία και απουσία Ε2 για 16 ώρες. 

Όπως παρατηρείται στην Εικόνα 42 (αριστερό πλαίσιο), ο αναστολέας του EGFR 

επάγει την έκφραση του miR-10b (περ. 30%), ενώ ο αναστολέας του IGF-IR δεν 

επηρεάζει τα επίπεδα έκφρασης. Αντίθετα, η ταυτόχρονη αναστολή και των δύο 

υποδοχέων επαναφέρει τα επίπεδα έκφρασης του miR-10b στα επίπεδα έκφρασης των 

κυττάρων αναφοράς. Η παρουσία Ε2 στο μέσο καλλιέργειας φαίνεται να έχει 

διεγερτική επίδραση στην έκφραση του miR-10b, η οποία ελαττώνεται σημαντικά 

αναστέλλοντας είτε τους δύο υποδοχείς ξεχωριστά είτε και τους δύο μαζί. Σημειώνεται 

ότι η αναστολή του IGF-IR παρουσία Ε2 επάγει την έκφραση του miR-10b, γεγονός 

που υποδεικνύει το ρόλο της σηματοδότησης της Ε2 μέσω του ERβ και του IGF-IR για 

τη ρύθμιση της έκφρασης του συγκεκριμένου  miRNA. Ως εκ τούτου, φαίνεται ότι ο 

υποδοχέας IGF-IR κατέχει προστατευτικό ρόλο στη ρύθμιση της έκφρασης του miR-

10b, ενώ η Ε2-διαμεσολαβούμενη επαγωγή της έκφρασης του συγκεκριμένου miRNA 

είναι μεν υπαρκτή αλλά εξαφανίζεται όταν αναστέλλονται και οι δύο υποδοχείς, 

αποδεικνύοντας ότι η Ε2 ακολουθεί έναν ανεξάρτητο τρόπο σηματοδότησης, χωρίς να 

εμπλέκονται σε αυτόν οι δύο βασικοί υποδοχείς EGFR και IGFR. Από την άλλη μεριά, 

όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 42 (δεξί πλαίσιο), παρόλο που η καταστολή του 

EGFR επάγει σημαντικά τα επίπεδα έκφρασης του miR-200b (~2 φορές), τόσο η 

καταστολή του IGF-IR όσο και των δύο υποδοχέων δεν επηρεάζουν σημαντικά τα 

επίπεδα έκφρασης. Η Ε2-διαμεσολαβούμενη αύξηση της έκφρασης του συγκεκριμένου 

miRNA εξαφανίζεται με την καταστολή και των δύο υποδοχέων. Ωστόσο, σημειώνεται 

ότι η καταστολή του EGFR παρουσία Ε2 εξαφανίζει την επαγωγική επίδραση που είχε 

η καταστολή του απουσία της Ε2, ενώ παρατηρούμε ότι η καταστολή του IGF-IR 

παρουσία Ε2 μειώνει τα επίπεδα έκφρασης του miR-200b. 
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Εικόνα 42. Ο ρόλος των E2–ERβ, EGFR και ΙGF-ΙR στην έκφραση των miR-10b και miR-200b 

στα MDA-MB-231 κύτταρα. Ποσοτική real-time PCR ανάλυση των επιπέδων γονιδιακής 

έκφρασης των miR-10b και miR-200b στα MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού. Η έκφραση 

των miRNAs κανονικοποιήθηκε βάσει της έκφρασης του γονιδίου 18S rRNA. Τα αποτελέσματα 

εκφράζονται ως μέση τιμή ± SD τριών ανεξάρτητων πειραμάτων που πραγματοποιήθηκαν εις 

τριπλούν. Τα σύμβολα (*), (**), (+), (++), (#) και (##) υποδεικνύουν τις στατιστικώς σημαντικές 

μεταβολές (p≤0.05, p≤0.01, p≤0.05, p≤0.01, p≤0.05, p≤0.01, αντίστοιχα) σε σχέση με τα κύτταρα 

αναφοράς, την Ε2 και τον κάθε αναστολέα, αντίστοιχα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



182 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



183 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Συζήτηση 

Συμπεράσματα 
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H παθοφυσιολογία του καρκίνου του μαστού είναι στενά συνδεδεμένη με τις δράσεις 

των στεροειδών ορμονών και συγκεκριμένα των οιστρογόνων. Τα οιστρογόνα 

ρυθμίζουν την εξέλιξη του καρκίνου του μαστού, μέσω της πρόσδεσής τους στους ERs, 

καθώς και της αλληλεπίδρασής τους με GFs και τα λειτουργικά μακρομόρια του ECM. 

Οι βιολογικές δράσεις τους ρυθμίζονται από τους υψηλής-συγγένειας ERs, τόσο σε 

φυσιολογικές όσο και σε παθολογικές καταστάσεις. Οι ERs έχουν την ικανότητα να 

πυροδοτούν τη γονιδιακή έκφραση είτε μέσω της πρόσδεσής τους σε συγκεκριμένες 

ΕRE περιοχές, είτε δρώντας οι ίδιοι ως συν-ενεργοποιητές μεταγραφικών παραγόντων 

(γενομικός μηχανισμός δράσης). Επιπλέον, οι επιδράσεις των ERs σε κυτταρικό 

επίπεδο επηρεάζονται από τις μεμβρανικές και κυτταροπλασματικές αποκρίσεις (μη-

γενομικός μηχανισμός δράσης) [287, 288]. Το μεγάλο εύρος βιολογικών δράσεων των 

ERs εξηγεί το λόγο για τον οποίο συμπεριλαμβάνονται στους βιοδείκτες που θα 

καθορίσουν την απόφαση των κλινικών ιατρών για το θεραπευτικό πρωτόκολλο που θα 

ακολουθηθεί σε ασθενείς με καρκίνο του μαστού. Συγκεκριμένα, το επονομαζόμενο 

ΕR-στάτους κατηγοριοποιεί τους καρκινικούς όγκους μαστού στις εξής ομάδες: ERα-

θετικοί και HER2-αρνητικοί, με χαμηλό ή μέτριο βαθμό διαφοροποίησης (luminal A); 

ERα-θετικοί και HER2-αρνητικοί, με υψηλό βαθμό διαφοροποίησης (luminal Β); 

επιθετικού τύπου, τριπλά αρνητικοί (ΕRα-, PR- και HER2-αρνητικοί) [9]. Είναι πολλά 

τα στοιχεία που υποστηρίζουν ότι η παρουσία του ERβ σε καρκινικούς όγκους μαστού 

σχετίζεται με την εμφάνιση επιθετικού φαινοτύπου [289, 290], επιβεβαιώνοντας την 

προγνωστική αξία που έχει η έκφρασή του [291-293]. Επίσης, πρόσφατες μελέτες 

καταδεικνύουν ότι οι ισομορφές του ERβ ρυθμίζουν την έκφραση συγκεκριμένων 

γονιδίων που διαμεσολαβούν στη ρύθμιση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και της 

απόπτωσης [294]. Έτσι, έχουν πραγματοποιηθεί πολλές προσπάθειες για το σχεδιασμό 

βιολογικών εργαλείων προκειμένου να εκτιμηθεί ο ρόλος του ERβ στην ανάπτυξη των 

καρκινικών κυττάρων μαστού, ώστε να προβλεφθεί η δυνατότητα χρήσης του ως 

διαγνωστικό μέσο [295]. Ωστόσο, ακόμα παραμένει πρόκληση ο προσδιορισμός τόσο 

των βιολογικών δράσεων όσο και της προγνωστικής αξίας του ERβ στον επιθετικό τύπο 

καρκίνου του μαστού. Η μεταγραφική και πρωτεϊνική έκφρασή του στα τριπλά 

αρνητικά καρκινικά κύτταρα μαστού, MDA-MB-231, βρίσκεται σε υψηλά επίπεδα, ενώ 

παράλληλα είναι και λειτουργικός, όπως έχει προηγούμενα δειχθεί από την ερευνητική 

μας ομάδα [40, 106, 296].  
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Ο ERβ διαμεσολαβεί στην επαγωγή του ΕΜΤ, επηρεάζοντας τις ιδιότητες και τη 

σύσταση του ECM των επιθετικών καρκινικών κυττάρων μαστού 

Στην παρούσα μελέτη, αποδείξαμε τον κομβικό ρόλο που κατέχει ο ERβ στη ρύθμιση 

της κυτταρικής συμπεριφοράς, τις ιδιότητες και τη σύσταση του ECM των επιθετικών 

καρκινικών κυττάρων μαστού, MDA-MB-231. Για το σκοπό αυτό δημιουργήσαμε τη 

σταθερά διαμολυσμένη καρκινική κυτταρική σειρά (shERβ MDA-MB-231), στην οποία 

πραγματοποιήθηκε η αποσιώπηση του ERβ χρησιμοποιώντας συγκεκριμένα shRNAs 

σχεδιασμένα έναντι του ανθρώπινου ERβ, στα ERβ-θετικά MDA-MB-231 καρκινικά 

κύτταρα μαστού. Η διαδικασία αυτή είχε ως αποτέλεσμα τη σταδιακή μείωση των 

επιπέδων mRNA του ERβ, η οποία μετά από κάποιες κυτταρικές γενεές 

σταθεροποιήθηκε στο επίπεδο του 70% συγκριτικά με τα MDA-MB-231 ctrl κύτταρα 

αναφοράς. Επιπλέον, η καταστολή του ERβ είχε ως αποτέλεσμα την παρεμπόδιση του 

ΕΜΤ, η οποία συσχετίστηκε με την παρατηρούμενη μείωση της επιθετικής κυτταρικής 

συμπεριφοράς (μειωμένα ποσοστά πολλαπλασιασμού, κινητικότητας, προσκόλλησης 

και διήθησης), καθώς και με τις σημαντικές αλλαγές στα επίπεδα έκφρασης πολλών 

συστατικών του ECM, τα οποία εντοπίζονται τόσο στην κυτταρική επιφάνεια όσο και 

στο μικροπεριβάλλον του όγκου. Συγκεκριμένα, η καταστολή του ERβ οδήγησε στη 

μείωση των επιπέδων έκφρασης των μεσεγχυματικών δεικτών fibronectin και vimentin 

και του ΕΜΤ-σχετιζόμενου μεταγραφικού παράγοντα snail2/slug, ενώ αυξήθηκαν τα 

επίπεδα του επιθηλιακού δείκτη Ε-cadherin και οι κυτταρικές διεπαφές. Επίσης, 

παρατηρήθηκαν σημαντικές αλλαγές στη γονιδιακή έκφραση των HSPGs, syndecan-2/-

4 και της σεργλυκίνης, αρκετών MMPs (κυρίως στις ΜΜΡ1, ΜΜΡ7 και ΜΜΡ9), των 

ενδογενών αναστολέων τους, ΤΙΜΡ1 και ΤΙΜΡ2, καθώς και των συστατικών του 

συστήματος ενεργοποίησης του πλασμινογόνου (uPA, tPA και PAI-1). Τα μειωμένα 

επίπεδα του ERβ οδηγούν στην καταστολή του ERK σηματοδοτικού μονοπατιού, 

γεγονός που μπορεί να συσχετιστεί με τη χαμηλή επιθετικότητα που χαρακτηρίζει τα 

κύτταρα αυτά. Επίσης, παρατηρήθηκε ότι η καταστολή του ERβ μειώνει την 

κινητικότητα των καρκινικών κυττάρων μαστού, μέσω των σηματοδοτικών μονοπατιών 

EGFR/IGF-IR και JAK-2/STAT. 

Η κύρια επίπτωση της καταστολής του ERβ είναι η μείωση της επιθετικής 

συμπεριφοράς των τριπλά αρνητικών καρκινικών κυττάρων μαστού, μέσω αλλαγών 

στα μορφολογικά τους χαρακτηριστικά και της συνεπακόλουθης παρεμπόδισης του 

προγράμματος ΕΜΤ. Τα ERβ-θετικά MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού 

διαθέτουν ατρακτοειδές σχήμα και αναπτύσσονται ως επιμήκη ανεξάρτητα κύτταρα, 
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γεγονός που βοηθά στη διατήρηση του υψηλού διηθητικού δυναμικού που τα 

χαρακτηρίζει. Από τα δεδομένα της παρούσας μελέτης προέκυψε ότι τα shERβ MDA-

MB-231 κύτταρα χαρακτηρίζονται από την τάση να ανακτήσουν έναν επιθηλιακό 

φαινότυπο, καθώς η καταστολή του ERβ προσδίδει στα κύτταρα αυτά ένα ωοειδές 

σχήμα και τη δυνατότητα σχηματισμού κυτταρικών συσσωματωμάτων μέσω της 

ανάπτυξης διακυτταρικής προσκόλησης, η οποία συνοδεύεται από επαγωγή των 

επιπέδων μεταγραφικής και πρωτεϊνικής έκφρασης της Ε- cadherin. Επιπρόσθετα, 

μεγάλης σημασίας είναι η παρατήρηση ότι τα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα 

παρουσιάζουν διαφοροποιήσεις στην οργάνωση του κυτταροσκελετού, όπως 

αποκάλυψαν τα δίκτυα α-tubulin και F-actin. O ρόλος των ERs στη ρύθμιση του ΕΜΤ 

έχει τεθεί υπό μελέτη, προκειμένου να δοθούν απαντήσεις σχετικά με τη ρύθμιση της 

συμπεριφοράς των καρκινικών κυττάρων μαστού [297]. Η έκφραση του επιθηλιακού 

δείκτη E-cadherin ρυθμίζεται από πληθώρα μεταγραφικών καταστολέων, 

συμπεριλαμβανομένων των snail1, snail2/slug, ZEB1, ZEB2 και twist [298-300]. Από 

την άλλη πλευρά, τα αυξημένα επίπεδα έκφρασης της vimentin σχετίζονται άμεσα με 

την αυξημένη κυτταρική μετανάστευση, διήθηση και την επαγωγή του ΕΜΤ σε 

διάφορες κυτταρικές καρκινικές σειρές μαστού [301]. Τα δεδομένα της παρούσας 

μελέτης, οδηγούν στο συμπέρασμα ότι η παρατηρούμενη παρεμπόδιση της 

κινητικότητας, προσκόλλησης και διήθησης σε μήτρα κολλαγόνου τύπου Ι δύνανται να 

απορρέει από την επαγωγή της διακυτταρικής προσκόλλησης που σχετίζεται με 

διαφοροποιήσεις στα προφίλ έκφρασης των χαρακτηριστικών δεικτών ΕΜΤ. Επίσης, τα 

μειωμένα επίπεδα έκφρασης του ΕΜΤ-σχετιζόμενου μεταγραφικού παράγοντα 

snail2/slug που ακολουθούν την επαγωγή της Ε-cadherin, βρίσκονται σε συμφωνία με 

βιβλιογραφικά δεδομένα που μαρτυρούν ότι η αυξημένη έκφραση του συγκεκριμένου 

παράγοντα παρεμποδίζει την έκφραση της Ε-cadherin [302]. 

Τα πειραματικά δεδομένα που αφορούν στη ρύθμιση των λειτουργικών ιδιοτήτων των 

καρκινικών κυττάρων μαστού έδειξαν ότι η καταστολή του ERβ οδηγεί σε μείωση των 

επιπέδων ανάπτυξης των shERβ MDA-MB-231 κυττάρων, κατά 25% και 40% 

συγκριτικά με τα κύτταρα αναφοράς, έπειτα από 24 και 48 ώρες. Επιπλέον, η 

καταστολή του ERβ είχε ως αποτέλεσμα τη μείωση της ικανότητας εξάπλωσης (κατά 

30%), μετανάστευσης (κατά 60%), προσκόλλησης (κατά 35%) και διήθησης (κατά 

60%) των shERβ MDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων, συγκριτικά με τα κύτταρα 

αναφοράς. Η επιθετική συμπεριφορά των MDA-MB-231 κυττάρων μπορεί να 

συσχετιστεί με την ενίσχυση των παραπάνω ιδιοτήτων. Ως εκ τούτου, καθίσταται 
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σαφής η συνεισφορά του ERβ στην απόκτηση του επιθετικού φαινοτύπου των 

καρκινικών κυττάρων μαστού, MDA-MB-231.  

Στο επίπεδο του ECM, τα δεδομένα της παρούσας διατριβής έδειξαν σημαντικές 

διαφοροποιήσεις στα επίπεδα μεταγραφικής και πρωτεϊνικής έκφρασης συγκεκριμένων 

PGs (συνδεκάνες, σεργλυκίνη), και ενζύμων αποικοδόμησής τους (ηπαρινάση), πολλών 

MMPs και των ενδοκυττάριων αναστολέων τους (ΤΙΜΡ1, ΤΙΜΡ2), καθώς και των 

συστατικών ενεργοποίησης του πλασμινογόνου (uPA, tPA, PAI-1), ως αποτέλεσμα της 

καταστολής του ERβ στα MDA-MB-231 κύτταρα. Επιπλέον, η καταστολή του ERβ 

μειώνει τα επίπεδα έκφρασης των υποδοχέων κινάσης τυροσίνης (ΕGFR, IGF-IR), 

γεγονός που συνοδεύεται από μειωμένη ενεργοποίηση του σηματοδοτικού μονοπατιού  

ΕRK1/2. 

Πρόσφατες μελέτες αποκαλύπτουν ότι η ενεργοποίηση του ΕRK σηματοδοτικού 

μονοπατιού που συνοδεύεται από την υπερέκφραση του ΕGFR προάγει την κυτταρική 

μετανάστευση και διήθηση στα MDA-MB-231 κύτταρα, οδηγώντας στην κακή 

πρόγνωση του καρκίνου [303]. Ο ΕGFR έχει μελετηθεί εκτενώς ως πολλά υποσχόμενος 

στόχος σε φαρμακολογικές προσεγγίσεις του καρκίνου. Στη συγκεκριμένη μελέτη 

παρατηρήθηκε ότι η καταστολή του ERβ οδηγεί στη μείωση των επιπέδων έκφρασης 

του ΕGFR καθώς και στη μερική αναστολή του μονοπατιού ΕRK1/2. Το γεγονός αυτό 

αποκαλύπτει ότι ο ERβ κατέχει σημαντικό ρόλο τόσο στην ενεργοποίηση του ΕRK 

σηματοδοτικού καταρράκτη όσο και στη ρύθμιση της έκφρασης του ΕGFR, 

αντικατοπτρίζοντας τη βαρύτητα της σηματοδότησης των GFs στη συμπεριφορά των 

shERβ MDA-MB-231  καρκινικών κυττάρων μαστού. 

Οι MMPs αποτελούν σημαντικούς τελεστές της ανάπτυξης του όγκου μέσω της 

αποικοδόμησης και της αναδιοργάνωσης του ECM, ρυθμίζοντας πληθώρα κυτταρικών 

διεργασιών, όπως η διήθηση και η μετάσταση [64]. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον έδειξε το 

γεγονός ότι η καταστολή του ERβ οδήγησε στη μείωση των επιπέδων έκφρασης των 

ΜΜΡ1 και ΜΜΡ7, καθώς και των ΤΙΜΡ1 και ΤΙΜΡ2, δεδομένα που μπορεί να 

σχετίζονται με τη μειωμένη επιθετικότητα που εμφανίζουν τα shERβ MDA-MB-231  

κύτταρα. 

Αν και παραδοσιακά οι MMPs συνδέονται με την αναδιαμόρφωση του ECM, οι ρόλοι 

τους έχουν επεκταθεί σε ορισμένους που είναι ανεξάρτητοι της πρωτεόλυσης. Για 

παράδειγμα, πολλές μελέτες αναφέρουν την ΜΜΡ9 ως επιθηλιακό δείκτη, ενώ άλλες 

αναφορές υποδεικνύουν ότι είναι ικανή να καταστείλει την αγγειογένεση μέσω της 

δημιουργίας ενδογενών αναστολέων, όπως η αγγειοστατίνη, με ισχυρές αντι-
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αγγειογενετικές και ογκοκατασταλτικές δράσεις [71]. Έτσι, μπορούμε να υποθέσουμε 

ότι τα αυξημένα επίπεδα της ΜΜΡ9 που εμφανίζουν τα shERβ MDA-MB-231 

καρκινικά κύτταρα μαστού σχετίζονται με μειωμένη επιθετικότητα και ικανότητα 

αγγειογένεσης. 

Πολλές ΜΜΡs και αναστολείς τους είναι ικανές να προσδένονται σε θειωμένες GAGs 

του ECM ρυθμίζοντας τη βιοδιαθεσιμότητά τους. Δεδομένα που αφορούν στην 

έκφραση της ματριλυσίνης, ΜΜΡ7, υποδεικνύουν ότι η καταστολή του ERβ οδηγεί σε 

μείωση της συγκεκριμένης ΜΜΡ, κατά 40%. Το συγκεκριμένο ένζυμο αποικοδομεί την 

κυτταρική επιφάνεια και τις περικυτταρικές πρωτεΐνες, μέσω της πρόσδεσής του σε 

συγκεκριμένα θειωμένα υποστρώματα, όπως έντονα θειωμένες GAGs, προάγοντας την 

αποικοδόμηση του ECM και την καρκινική κυτταρική προσκόλληση [304].  

Επιπρόσθετα, η έκφραση της ΜΜΡ1 παρατηρείται μειωμένη (κατά 20%) έπειτα από 

την καταστολή του ERβ. Υψηλά επίπεδα έκφρασης της συγκεκριμένης ΜΜΡ έχουν 

συσχετιστεί με την εξέλιξη του όγκου και την κακή πρόγνωση πολλών καρκινικών 

τύπων, μεταξύ αυτών και ο καρκίνος του μαστού. Αντίθετα, η καταστολή της ΜΜΡ1 σε 

καρκινικά κύτταρα μαστού οδηγεί σε μείωση του μεγέθους του όγκου [305]. 

Παρά το γεγονός ότι οι ΤΙΜΡs δρουν γενικά ως καταστολείς της διαδικασίας 

αποικοδόμησης του ECM, εμπλέκονται σε πληθώρα κυτταρικών διεργασιών. 

Παραδείγματος χάριν, ο ΤΙΜΡ1 προάγει την κυτταρική ανάπτυξη σε διάφορους 

κυτταρικούς τύπους, έχει προστατευτικό ρόλο ενάντια στην απόπτωση και επάγει τη 

διαφοροποίηση [306]. Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης έδειξαν ότι τα 

μεταγραφικά επίπεδα των ΤΙΜΡ1 και ΤΙΜΡ2 εμφανίζονται σημαντικά μειωμένα στα 

shERβ MDA-MB-231 κύτταρα, συγκριτικά με τα κύτταρα αναφοράς, γεγονός που 

συσχετίζεται με τη μείωση της επιθετικής συμπεριφοράς των καρκινικών κυττάρων. 

Οι διαδικασίες της διήθησης και της μετάστασης ρυθμίζονται σε μεγάλο βαθμό από το 

σύστημα ενεργοποίησης του πλασμινογόνου και κυρίως του uPA, του οποίου η 

υπερέκφραση έχει συσχετιστεί με την επαγωγή του ΕΜΤ και τη μετάσταση σε πολλά 

καρκινικά κύτταρα. Το uPA καταλύει την παραγωγή της ενεργούς πλασμίνης, η οποία 

ενεργοποιεί τις ΜΜΡs και αποικοδομεί πολλές εξωκυττάριες πρωτεΐνες. Τα 

αποτελέσματα της παρούσας μελέτης έδειξαν ότι η καταστολή του ERβ είχε ως 

αποτέλεσμα την καταστολή της έκφρασης των uPA, tPA και PAI-1, τόσο σε 

μεταγραφικό όσο και σε πρωτεϊνικό επίπεδο. Παρόλα αυτά, το uPA και ο υποδοχέας 

του μπορούν να επάγουν τον ΕΜΤ σε πολλά καρκινικά κύτταρα, ωστόσο άλλοι 

υποδοχείς, όπως ιντεγκρίνες και RTKs, δρουν σε συνεργασία, ενεργοποιώντας πολλά 
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σηματοδοτικά μονοπάτια που ελέγχουν την δραστικότητα της Ε-cadherin και κατ’ 

επέκταση τη διαδικασία ΕΜΤ. 

Ένα ακόμα ενδιαφέρον εύρημα της παρούσας μελέτης ήταν η σημαντική μείωση των 

μεταγραφικών και πρωτεϊνικών επιπέδων του ενζύμου ηπαρινάση, της οποίας ο ρόλος 

εστιάζεται στην αποικοδόμηση των αλυσίδων HS ρυθμίζοντας τη διαθεσιμότητά τους 

ή/και τις λειτουργίες τους τόσο στην κυτταρική μεμβράνη όσο και στον ECM. Υψηλά 

επίπεδα έκφρασης της ηπαρινάσης σχετίζονται με τον επιθετικό φαινότυπο των 

καρκινικών κυττάρων μαστού [190].  

Πρόσφατα αναδείξαμε το ρυθμιστικό ρόλο της διεπικοινωνίας των ERs με τους EGFR 

και IGF-IR στην έκφραση των συστατικών του ECM, συμπεριλαμβανομένων και των 

HSPGs που είναι γνωστοί ρυθμιστές της συμπεριφοράς των καρκινικών κυττάρων και 

του μικροπεριβάλλοντος του όγκου, δρώντας ως συν-υποδοχείς GFs [40, 81]. Τα 

δεδομένα μας αποκάλυψαν ότι η καταστολή του ERβ συνεπάγεται αυξημένα επίπεδα 

έκφρασης των συνδεκανών -1, -2 και -4, καθώς και τη μείωση των επιπέδων της 

ενδοκυττάριας σεργλυκίνης. Η έκφραση της συνδεκάνης-1 αποτελεί κατά κύριο λόγο 

επιθηλιακό δείκτη, ενώ η συνδεκάνη-2 εντοπίζεται κυρίως σε μεσεγχυματικούς ιστούς 

και εμπλέκεται στην κυτταρική προσκόλληση. Από την άλλη μεριά, η συνδεκάνη-4 

εκφράζεται σε όλους τους ιστούς, δρώντας ως αντι-μεταναστευτικός και αντι-

διηθητικός υποδοχέας στα καρκινικά κύτταρα. Ο ρόλος της σεργλυκίνης εντοπίζεται 

στη ρύθμιση της φλεγμονώδους απόκρισης στο μικροπεριβάλλον του όγκου, ενώ 

πρόσφατα δεδομένα συνδέουν την προώθηση του επιθετικού φαινοτύπου των 

καρκινικών κυττάρων μαστού [92, 97]. 

Τα καινοτόμα αποτελέσματα του πρώτου μέρους της παρούσας διατριβής αναδεικνύουν 

τη σκοπιμότητα της στόχευσης του ERβ στα MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού 

και ενισχύονται από τα αποτελέσματα που ελήφθησαν έπειτα από τη διαδικασία 

επιλογής κλώνων που απέδειξε ότι τα υψηλότερα επίπεδα καταστολής του ERβ 

καταστέλλουν ακόμα περισσότερο την επιθετικότητα και το μεταστατικό φαινότυπο 

των καρκινικών κυττάρων μαστού MDA-MB-231. Τα δεδομένα μας υποστηρίζουν τη 

σταθερή μετάπτωση των επιθετικών ERβ-θετικών MDA-MB-231 καρκινικών 

κυττάρων μαστού σε μία λιγότερο επιθετική κατάσταση μέσω της καταστολής του 

ERβ. Η συγκεκριμένη καταστολή έχει ως αποτέλεσμα δυναμικές αλλαγές τόσο στις 

λειτουργικές ιδιότητες των καρκινικών κυττάρων όσο και στη σύσταση του ECM, 

οδηγώντας στον επαναπρογραμματισμό της διαδικασίας ΕΜΤ, γεγονός που έχει άμεσο 

αντίκτυπο στο μεταστατικό δυναμικό των κυττάρων αυτών (Εικόνα 44). 
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Εικόνα 43 (η λεζάντα παρατίθεται στην επόμενη σελίδα). 
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Εικόνα 43. Σχηματική αναπαράσταση του ρυθμιστικού ρόλου του ERβ στα MDA-MB-231 

καρκινικά κύτταρα μαστού. Παρουσιάζεται επίσης η μηχανιστική προσέγγιση των ERβ-

διαμεσολαβούμενων αλλαγών τόσο στη μορφολογία των επιθετικών καρκινικών κυττάρων 

μαστού όσο και στην έκφραση/δραστικότητα κρίσιμων τελεστών του ECM, συμπεριλαμβανομένων 

των PGs και των MMPs, αλλά και χαρακτηριστικών δεικτών του ΕΜΤ. Η μεγάλη καταστολή του 

ΕRβ οδηγεί σε μείζονες αλλαγές στις λειτουργικές ιδιότητες και στα συστατικά του ECM των 

επιθετικών καρκινικών κυττάρων μαστού, υποθέτοντας έτσι τη συνεισφορά του ERβ στην 

επαγωγή ενός επιθετικού φαινοτύπου. Η μετανάστευση των MDA-MB-231 ctrl κυττάρων 

επηρεάζεται σημαντικά από τη διεπικοινωνία  ανάμεσα στον EGFR και τον IGF-IR, ενώ το 

JAK/STAT σηματοδοτικό μονοπάτι κατέχει κρίσιμο ρόλο στη ρύθμιση αυτής της ιδιότητας 

(αριστερό πλαίσιο). Από την άλλη μεριά, η ταυτόχρονη αναστολή των EGFR και IGF-IR στα 

shERβ MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μειώνει σημαντικά τη μετανάστευσή τους, ενώ το 

JAK/STAT σηματοδοτικό μονοπάτι διατηρεί την ικανότητά του να ρυθμίζει την κυτταρική 

μετανάστευση και μετά την καταστολή του ERβ (δεξί πλαίσιο). Η διεπικοινωνία ERβ/EGFR/IGF-

IR καθώς και το JAK/STAT σηματοδοτικό μονοπάτι κατέχουν βασικό ρόλο στη ρύθμιση της 

μετανάστευσης των MDA-MB-231 καρκινικών κυττάρων μαστού. Ανατύπωση με άδεια από την 

αναφορά [264]. Copyright 2016 Elsevier science & technology journals. 

 

 

 

Οι ERs αποτελούν επιγενετικούς ρυθμιστές των miR-10b, miR-145 και miR-200b 

στον καρκίνο του μαστού  

Τα miRNAs αποτελούν πλέον δυναμικούς διαμεσολαβητές της ανάπτυξης, της 

μετάστασης και της εξέλιξης του καρκίνου του μαστού, επομένως η μελέτη του ρόλου 

τους είναι μεγάλης κλινικής σημασίας και μπορεί να οδηγήσει στην εύρεση νέων 

στόχων για τις θεραπευτικές προσεγγίσεις για την αποτελεσματικότερη αντιμετώπιση 

της συγκεκριμένης νόσου [178, 307]. Ένας μεγάλος αριθμός miRNAs έχουν 

χαρακτηριστεί ως ρυθμιστές των ιδιοτήτων των καρκινικών κυττάρων μαστού [172, 

308]. Μολονότι κάποια miRNAs δρουν ως ογκοκαταστολείς, άλλα δρουν ως 

ογκογονίδια, αναλόγως του μοριακού τους στόχου. Το miR-10b αναφέρεται ως προ-

μεταστατικό miRNA καθώς η παρουσία του ευνοεί την κυτταρική μετανάστευση και τη 

διήθηση in vitro και τη διήθηση του όγκου in vivo [181, 309]. Επιπλέον, η έκφραση του 

miR-10b είναι αυξημένη σε μεταστατικούς καρκίνους μαστού, ενώ ανάμεσα στους 

στόχους του βρίσκονται τα mRNAs των ERα και ERβ [159]. Από την άλλη μεριά η 

παρουσία του miR-200b σχετίζεται με το μεσεγχυματικό φαινότυπο στα καρκινικά 
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κύτταρα μαστού, καθώς το συγκεκριμένο miRNA συγκαταλέγεται ανάμεσα στους 

αρνητικούς ρυθμιστές της διαδικασίας ΕΜΤ, της διήθησης και της μετάστασης [310]. 

Χαμηλά επίπεδα έκφρασης του miR-200b εντοπίζονται σε μεταστατικούς τύπους 

καρκίνου και σε καρκινικά κύτταρα μαστού με ιδιότητες βλαστοκυττάρων [311]. 

Επιπλέον έχει δειχθεί ότι μέλη της οικογένειας του miR-200 στοχεύουν άμεσα τους 

ERα και ERβ [234]. Όσον αφορά στους βιολογικούς ρόλους του miR-145 στον καρκίνο 

του μαστού, τα μέχρι στιγμής στοιχεία είναι αμφιλεγόμενα. Ωστόσο, μεγάλος αριθμός 

μελετών αποκαλύπτει ότι το miR-145 είναι υπεύθυνο για αυξημένη απόπτωση και 

χαμηλά επίπεδα πολλαπλασιασμού στα καρκινικά κύτταρα, γεγονός που του προσδίδει 

πιθανές ογκοκατασταλτικές δράσεις [195, 212, 312]. Ωστόσο, η περιγραφή της 

ρύθμισης των miRNAs από τους ERs αποτελεί ακόμα μία πρόκληση.  

Στο δεύτερο μέρος της παρούσας διατριβής πραγματοποιήθηκε συσχέτιση του ρόλου 

των miRNAs στη ρύθμιση της διαδικασίας ΕΜΤ και των λειτουργικών ιδιοτήτων των 

καρκινικών κυττάρων MCF-7, MDA-MB-231 και shERβ MDA-MB-231, με το 

διαφορετικό προφίλ των ERs. Αρχικά διαπιστώθηκε ότι ανάμεσα στα miRNAs που 

εξετάστηκαν, τα επίπεδα έκφρασης των miR-10b και miR-145 είναι εκείνα που 

επηρεάζονται περισσότερο από την καταστολή του ERβ στα shERβ MDA-MB-231 

κύτταρα, ενώ το miR-200b που αποτελεί αρνητικό ρυθμιστή της μετάστασης, είναι 

σημαντικά αυξημένο στα MDA-MB-231 κύτταρα, σε σχέση με τα MCF-7 και shERβ 

MDA-MB-231. Τα συγκεκριμένα miRNAs είναι στενά συνδεδεμένα με το πρόγραμμα 

ΕΜΤ και συνεισφέρουν στις αλληλεπιδράσεις κυττάρου-κυττάρου και κυττάρου-ECM, 

επηρεάζοντας σημαντικές λειτουργίες των καρκινικών κυττάρων μαστού [313]. Τα 

δεδομένα που ελήφθησαν έδειξαν ότι η έκφραση του miR-10b, το οποίο 

υπερεκφράζεται στο μεταστατικό καρκίνο μαστού, είναι σημαντικά μειωμένη στα 

shERβ MDA-MB-231 κύτταρα, σε σχέση με τα MDA-MB-231 κύτταρα στα οποία η 

έκφρασή του είναι σε υψηλά επίπεδα. Αντιθέτως, τα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα 

εκφράζουν σε μεγάλο βαθμό το ογκο-κατασταλτικό miR-145. 

Σε επόμενο επίπεδο παρατηρήθηκε ότι η Ε2 διαθέτει θετικό ρυθμιστικό ρόλο στην 

έκφραση του miR-10b στα MCF-7, ΕRα-θετικά καρκινικά κύτταρα μαστού. Η απουσία 

οιστρογόνων από το μέσο καλλιέργειας των MCF-7 κυττάρων οδηγεί στη μείωση των 

επιπέδων έκφρασης των miR-145 και miR-200b, ενώ παράλληλα παρατηρείται 

αυξημένη έκφραση μεσεγχυματικών δεικτών. Από την άλλη μεριά, όταν τα MDA-MB-

231 κύτταρα καλλιεργήθηκαν απουσία οιστρογόνων, παρουσίασαν αύξηση στα επίπεδα 

έκφρασης των miR-145 και miR-200b, καθώς και μείωση της επιθετικότητάς τους. Τα 
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παραπάνω δεδομένα υποστηρίζουν ότι κυρίως το miR-200b και ο άξονας Ε2-ΕRα 

ευνοούν τη διατήρηση ενός γενικότερου επιθηλιακού φαινοτύπου από τα καρκινικά 

κύτταρα μαστού. Μάλιστα η έκφρασή τους διαμεσολαβείται από τη διεπικοινωνία των 

σηματοδοτικών μονοπατιών EGFR/IGF-IR με την Ε2. 

Σε πρώτο επίπεδο, εξετάστηκε ο ρυθμιστικός ρόλος των miR-10b και miR-200b στα 

MCF7 και MDA-MB-231, προκειμένου να διαπιστωθεί εάν η παρουσία του ERα 

εμπλέκεται στη ρύθμιση των συγκεκριμένων miRNAs. Λειτουργική ανάλυση του 

ρόλου του anti-miR-10b που καταστέλλει την ενδογενή έκφραση του miR-10b, στα 

επιθετικά MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού, αποκάλυψε ότι η απουσία του 

miR-10b οδηγεί σε σημαντική μείωση της επιθετικότητας των καρκινικών κυττάρων. 

Το μειωμένο μεταστατικό δυναμικό των MDA-MB-231 κυττάρων χαρακτηρίζεται από 

σημαντικές μορφολογικές αλλαγές, οι οποίες συνοδεύτηκαν από την αύξηση των 

επιθηλιακών δεικτών ΕΜΤ (π.χ. E-cadherin), καθώς και διαφοροποιήσεις στα επίπεδα 

έκφρασης των μακρoμορίων του ECM, κυρίως των MMPs και της συνδεκάνης-1, και 

σηματοδοτικών μορίων, κυρίως του ERK1/2. 

Αντίστοιχα, το miR-200b που ρυθμίζει τη διαδικασία ΕΜΤ μέσω των μεταγραφικών 

παραγόντων ΖΕΒ1 και ΖΕΒ2, βρέθηκε να είναι σημαντικά χαμηλότερο σε επίπεδο 

έκφρασης στα ΕRβ-θετικά καρκινικά κύτταρα μαστού MDA-MB-231, συγκριτικά με 

τα MCF-7. Η υπερέκφραση του συγκεκριμένου miRNA, έπειτα από διαμολύνσεις με το 

pre-miR-200b, μείωσε σημαντικά την επιθετικότητα των MDA-MB-231 κυττάρων ως 

προς τον κυτταρικό τους πολλαπλασιασμό, την κινητικότητα και τη διήθηση, επάγοντας 

αλλαγές στη μορφολογία τους, οι οποίες συνοδεύτηκαν από μείωση μεσεγχυματικών 

δεικτών ΕΜΤ (ΖΕΒ2, fibronectin, snail2/slug) και διαφοροποιημένα επίπεδα έκφρασης 

σημαντικών βιομορίων του ECM (κυρίως ΜΜΡs) και σηματοδοτικών μορίων 

(ΕRK1/2). Τα δεδομένα αυτά ενισχύουν τη συσχέτιση του miR-10b με το μεταστατικό 

δυναμικό των καρκινικών κυττάρων, υπογραμμίζοντας ότι οι συνθήκες παρουσίας του 

miR-200b μαζί με τον ERα καθίστανται ευνοϊκές για την επικράτηση λιγότερο 

επιθετικών χαρακτηριστικών στα καρκινικά κύτταρα μαστού. 

Εν συνεχεία, διαπιστώθηκε ότι η επαγωγή της έκφρασης του miR-10b στα shERβ 

MDA-MB-231 κύτταρα, έπειτα από τη διαμόλυνση των καρκινικών κυττάρων με το 

pre-miR-10b, οδήγησε σε σημαντική αύξηση των επιπέδων κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού, κυτταρικής μετανάστευσης και διήθησης των κυττάρων αυτών. 

Επιπλέον, η υπερέκφραση του miR-10b συνέβαλε σε σημαντικές μορφολογικές 

αλλαγές, στην επαγωγή των μεσεγχυματικών δεικτών ΕΜΤ, καθώς και σε 
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διαφοροποιήσεις σημαντικών βιομορίων του ECM, όπως μείωση της συνδεκάνης-1 που 

αποτελεί άμεσο στόχο του miR-10b, και αύξηση των επιπέδων των πρωτεολυτικών 

ενζύμων ΜΜΡ2, ΜΜΡ7 και ΜΜΡ9. Οι συγκεκριμένες αλλαγές συνοδεύτηκαν από την 

έντονη αύξηση των φωσφορυλιωμένων επιπέδων των κινασών ERK1/2 που ρυθμίζουν 

την ανάπτυξη των καρκινικών κυττάρων μαστού, υπογραμμίζοντας τον κρίσιμο ρόλο 

του miR-10b στο συγκεκριμένο σηματοδοτικό μονοπάτι. Τα συγκεκριμένα δεδομένα 

αποκαλύπτουν ότι τα χαμηλά επίπεδα έκφρασης του miR-10b που ακολουθούν την 

καταστολή του ERβ φαίνεται να είναι ευνοϊκά για τη διατήρηση ενός περισσότερο 

επιθηλιακού φαινοτύπου από τα καρκινικά κύτταρα μαστού.  

Συνεχίζοντας, η λειτουργική ανάλυση του ρόλου του miR-145 έδειξε ότι η καταστολή 

του συγκεκριμένου miRNA, έπειτα από διαμόλυνση των καρκινικών κυττάρων με το 

anti-miR-145, συμβάλλει στην έντονη επαγωγή της επιθετικότητας των shERβ MDA-

MB-231 κύτταρων. Η ρύθμιση αυτή επιτυγχάνεται μέσω έντονων αλλαγών στα 

μορφολογικά χαρακτηριστικά, στις βασικές λειτουργικές ιδιότητες και τα επίπεδα 

έκφρασης χαρακτηριστικών δεικτών του ΕΜΤ και τελεστών του ECM, κυρίως στα 

ένζυμα αποικοδόμησής του. Η παρουσία του anti-miR-145 επάγει τα επίπεδα 

φωσφορυλίωσης του ERK1/2, επιβεβαιώνοντας τον επιθετικό φαινότυπο που αποκτούν 

τα shERβ MDA-MB-231 κύτταρα ως αποτέλεσμα της καταστολής του miR-145. 

Συνολικά, υπογραμμίζεται ότι η διαμεσολαβούμενη από οιστρογόνα έκφραση και 

δράση του miR-145 συνδέεται μηχανιστικά με τις κομβικές φαινοτυπικές αλλαγές που 

παρατηρούνται στα ΕRβ-κατεσταλμένα καρκινικά κύτταρα μαστού.  

Συμπερασματικά, τα δεδομένα της παρούσας μελέτης έδειξαν ότι οι ERs και ιδιαίτερα ο 

ERβ σε συνέργεια με τα miR-10b miR-145, αποτελούν σημαντικούς ρυθμιστές για την 

επαγωγή της επιθετικότητας στα καρκινικά κύτταρα μαστού. Συγκεκριμένα, για πρώτη 

φορά υπογραμμίστηκε ότι ο ERβ ρυθμίζει αντίστροφα τα δύο αυτά miRNAs που 

ελέγχουν τις λειτουργικές ιδιότητες, το πρόγραμμα ΕΜΤ, τη σύνθεση του ECM και 

κατ’ επέκταση τη γενικότερη συμπεριφορά των καρκινικών κυττάρων μαστού (Εικόνα 

44). 
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Εικόνα 44 (η λεζάντα παρατίθεται στην επόμενη σελίδα). 
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Εικόνα 44. O ERβ αποτελεί ρυθμιστικό μόριο της επιθετικότητας των καρκινικών κυττάρων 

μαστού, μέσω της ρύθμισης της έκφρασης των miRNAs. (Α) Η μακροχρόνια καλλιέργεια των 

MCF-7 κυττάρων (ERα-θετικά) με θρεπτικό υλικό απουσία οιστρογόνων αυξάνει την 

επιθετικότητά τους μέσω της αύξησης των επιπέδων έκφρασης των miR-10b και μείωσης των 

miR-200b και miR-145, σε σχέση με την έκφραση σε φυσιολογικό θρεπτικό υλικό. Τα MDA-MB-

231 κύτταρα (ERβ-θετικά) που καλλιεργήθηκαν για μεγάλο χρονικό διάστημα με θρεπτικό υλικό 

απουσία οιστρογόνων, παρουσιάζουν μειωμένα επίπεδα έκφρασης του miR-10b ενώ η έκφραση 

των miR-200b και miR-145 μειώνεται, συγκριτικά με την έκφραση σε φυσιολογικό θρεπτικό 

υλικό. (Β) Ο ERβ ρυθμίζει αντίστροφα την έκφραση των miR-10b και miR-145. Η καταστολή του 

ERβ στα MDA-MB-231 καρκινικά κύτταρα μαστού επάγει την έκφραση του miR-145, ενώ μειώνει 

τα επίπεδα έκφρασης του miR-10b. Η επαγόμενη υπερέκφραση του miR-10b (pre-miR-10b) στα 

shERβ MDA-MB-231 κύτταρα αυξάνει την επιθετικότητά τους μέσω αξιοσημείωτων αλλαγών στα 

μεταγραφικά και πρωτεϊνικά επίπεδα έκφρασης χαρακτηριστικών δεικτών ΕΜΤ (Ε-cadherin, 

vimentin, fibronectin, ZEB2, Snail2/Slug), μακρομορίων του ECM (EGFR, IGF-IR, HER2, 

syndecan-1, MMP2, MMP7, MMP9, VEGF) και σηματοδοτικών μορίων (Erk1/2). Αντίστοιχα, 

καταστολή του miR-145 οδηγεί σε αύξηση του μεταστατικού δυναμικού των shERβ MDA-MB-231 

κυττάρων, επηρεάζοντας το φαινόμενο ΕΜΤ, τις λειτουργικές τους ιδιότητες, την έκφραση πολλών 

ρυθμιστών του ECM (HER2, MMP2, MMP7, MMP9) και σηματοδοτικών μορίων (Erk1/2). Τα 

γονίδια των οποίων η έκφραση μειώνεται παρουσιάζονται με κόκκινο χρώμα, ενώ εκείνα που 

εμφανίζουν αυξημένη έκφραση εμφανίζονται με μπλε χρώμα. Ανατύπωση με άδεια από την 

αναφορά [280]. Copyright 2017 Elsevier science & technology journals. 

 

 

Καταλήγοντας, οδηγούμαστε στο βασικό συμπέρασμα της παρούσας μελέτης που 

υποστηρίζει τον κομβικό ρόλο του ERβ στη ρύθμιση της γενικότερης συμπεριφοράς 

των επιθετικών, τριπλά αρνητικών καρκινικών κυττάρων μαστού, αναδεικνύοντας την 

ανάγκη της φαρμακολογικής του στόχευσης. Επιπλέον, αποδείξαμε ότι οι επιγενετικές 

τροποποιήσεις στο επίπεδο των miRNAs αντιπροσωπεύουν έναν κώδικα που 

εμπλέκεται καθοριστικά στη γονιδιακή ρύθμιση. Η διαφοροποιημένη γονιδιακή 

έκφραση δεν επηρεάζει αποκλειστικά το καρκινικό κύτταρο, αλλά και την κυτταρική 

συμπεριφορά μέσω αλλαγών στη σύσταση του ECM και του μικροπεριβάλλοντος του 

όγκου. Σε αυτό το πλαίσιο, τα miRNAs λειτουργούν ως προγνωστικοί βιοδείκτες, 

αποτελώντας παράλληλα θεραπευτικούς στόχους για τον καρκίνο του μαστού. 

Περαιτέρω μελέτες στην επιγενετική ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης ανοίγουν ένα 

πολλά υποσχόμενο επιστημονικό πεδίο που αναμένεται να ρίξει φως στους μοριακούς 



198 

 

μηχανισμούς που ελέγχουν τόσο φυσιολογικές όσο και παθολογικές καταστάσεις. Αυτή 

η νέα γνώση δύναται να λειτουργήσει ως θεμέλιο για τη μελλοντικό σχεδιασμό και την 

ανάπτυξη καινοτόμων φαρμακευτικών προσεγγίσεων για την καταστολή της 

ογκογενετικής σηματοδότησης και τη βελτίωση της πρόγνωσης του επιθετικού 

καρκίνου του μαστού. 
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Abstract  ̶  Estrogen receptors (ΕRs) have pivotal roles in breast cancer growth and 

progression. Even though the contribution of ERα in the modulation of breast cancer 

cells' behavior is thoroughly studied, the biological functions of its isoform, ERβ, are 

less elucidated. In the present doctoral thesis, we demonstrated that ERβ suppression in 

the highly aggressive, ERβ-positive MDA-MB-231 breast cancer cells (shERβ MDA-

MB-231) resulted in profound phenotypic changes, inhibition of EMT process and 

major changes in the properties as well as in gene and protein expression levels of 

certain functional matrix components of breast cancer cells in a 17-β-estradiol (E2)-

independent manner. As observed by scanning electron microscopy, ERβ suppression 

strongly affects the morphology of shERβ MDA-MB-231 cells, which is followed by 

downregulated expression levels of the mesenchymal markers fibronectin and vimentin, 

whereas it increases the expression levels of epithelial marker E-cadherin and cell-cell 

junctions. These alterations are followed by reduced levels of cell functional properties 

that promote the aggressiveness of these cells, such as proliferation, migration, 

spreading capacity, invasion and adhesion. Notably, ERβ suppression reduces the 

migration of MDA-MB-231 breast cancer cells via EGFR/IGF-IR and JAK/STAT 

signaling pathways. Moreover, our findings revealed that ERβ has a crucial role in 

modulation of gene and protein expression of several matrix mediators, including the 

transmembrane PGs syndecan-1/-2/-4 and intracellular serglycin, several MMPs, 

plasminogen activation system components and receptor tyrosine kinases. These data 

clearly demonstrate that ERβ plays a crucial role in mediating cell behavior and ECM 

composition of the highly aggressive MDA-MB-231 cells and it opens a new area of 

research to further understand its role and to improve pharmaceutical targeting of the 

non-hormone-dependent breast cancer.  

The epigenetic alterations are responsible for the ability of the tumor cells to 

metastasize. In the present study, we demonstrated that ER status is associated with 

distinct miRNA expression profiles in MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cells, 

and that mainly miR-10b (oncogenic miRNA) and miR-200b (EMT inducer) are the key 

regulators of MDA-MB-231 cell behavior. Notably, the expression profiles of these 

miRNAs are mediated through EGFR/IGF-IR crosstalk with E2. Moreover, growing 

ERα-positive, MCF-7, and ERβ-positive, MDA-MB-231, cells in estrogen-free medium 

resulted in a diverse impact on miRNA expression and the behavior of these cells, 

suggesting the specific effect of E2 on the miRNAs expression profile, depending on 

the ER status of breast cancer cells. Specifically, ERβ suppression in MDA-MB-231 
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breast cancer cells results in significant changes in the expression profiles of specific 

miRNAs that regulate breast cancer progression, including miR-10b, miR-200b and 

miR-145 (tumor-suppressive miRNA). Enhanced miR-10b expression or miR-145 

silencing in shERβ MDA-MB-231 cells revealed that these miRNAs can regulate the 

functional properties, EMT program and expression of major ECM components known 

as modulators of breast cancer aggressiveness. Our data pinpointed that miR-10b is 

strongly implicated in the regulation of functional properties, expression of EMT 

markers and ERK1/2 signaling in shERβ MDA-MB-231 cells, thus affecting ECM 

composition and subsequently increasing the aggressiveness of these cells. Syndecan-1 

and the proteolytic milieu macromolecules, especially MMP2, MMP7 and MMP9, are 

the most affected among ECM macromolecules. Accordingly, the inhibition of miR-145 

expression significantly increased the aggressiveness of shERβ MDA-MB-231 cells and 

induced EMT. Furthermore, miR-145 silencing resulted in striking changes in gene and 

protein expression of major ECM mediators, such as HER2 and several MMPs, whereas 

it significantly increased the phosphorylated levels of ERK1/2 kinases in these cells, 

suggesting the crucial role of miR-145 in this signaling pathway.  

In conclusion, these novel data suggest that the alterations in cell behavior and in ECM 

composition caused by ERβ suppression in MDA-MB-231 cells are closely related to 

certain epigenetic miRNA-induced alterations. Targeting the ERα/β-regulated miR-10b, 

miR-200b and miR-145 serves as a promising tool for early diagnosis and 

pharmaceutical targeting in aggressive, non-hormone-dependent breast cancer. 

 

Keywords ̶ Breast cancer; Estrogen receptors; Estrogen receptor beta; microRNAs; 

Epithelial-to-mesenchymal-transition; Extracellular matrix; Cellular signaling; Matrix 

metalloproteinases; Proteoglycans  
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Introduction 

The importance of ERs in breast cancer progression and matrix composition- 

molecular and cellular aspects: Breast cancer is a complex and heterogeneous 

malignancy accounting for the second leading cause of cancer death among women [1, 

2]. Estrogens have pivotal roles in the growth, development and progression of breast 

cancer. There are two genetically distinct and functional estrogen receptors, ERα and 

ERβ, belonging to the superfamily of nuclear receptors for steroid/thyroid hormones. 

The structural differences between the two ERs indicate that they serve distinct actions 

(Fig. 3) [3]. ERs are capable to trigger gene transcription by binding to specific estrogen 

response elements (ERE) or acting themselves as coactivators of transcription factors 

(i.e. genomic mechanism). It should be noted that the cellular effects of estrogens are 

also influenced by membrane- or cytoplasm-initiated responses (i.e. non-genomic 

mechanism) (Fig. 4). ERs are among the markers driving treatment decisions. ER status 

categorizes breast tumors in the following groups: ERα-positive and HER2-negative 

with a low or intermediate differentiation grade (luminal A); ERα-positive and HER2-

negative with a high differentiation grade (luminal B); aggressive type of HER2-

positive and triple-negative breast cancer (ERα-, PR- and HER2-negative) [4]. ERs can 

be modified by extracellular signals, such as growth factors and chemokines, acting 

independently from estrogens. The precise biological role of ΕRα in breast cancer is 

well characterized and its presence is of great significance for the classification, 

prognosis and therapeutic approaches in this malignancy. Τhe progression of the disease 

is slower in patients with ERα-positive tumors, whereas ERα-negative tumors are more 

likely to metastasize [5]. Moreover, it is well established that interactions among cancer 

cells and tumor microenvironment are in a dynamic interplay and are regulated by 

extracellular matrix (ECM).  

ECM is a dynamic scaffold (Fig. 5), consisting of a variety of functional components, 

such as proteoglycans (PGs) and glycosaminoglycans (GAGs) (Fig. 6), glycoproteins 

and proteinases (Fig. 8) [6, 7]. This network provides structural stability, but could also 

mediate tumor development and progression through interactions between its 

macromolecules [8]. To note, alterations in the expression of matrix components result 

in the reorganization of ECM, thus affecting its ability to regulate several important 

functions of cancer cells, such as proliferation, migration, adhesion and invasion (Fig. 

7) [9-11]. Furthermore, the expression of major matrix macromolecules and membrane 
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receptors is affected by ERs (i.e. crosstalk with EGFR/IGF-IR, Fig. 9), suggesting a 

critical role of endocrine regulation for the tumor microenvironment and consequently 

the functional properties of breast cancer cells [12-14]. 

Cancer progression involves different stages, including tumor growth, invasion, 

metastasis and angiogenesis. During breast cancer progression, cells become generally 

more aggressive and are characterized by cytoskeleton rearrangement, changes in cell 

shape and organization, loss of cell-cell adhesion junctions and by the appearance of 

mesenchymal characteristics [15]. These changes lead to increased invasion ability, 

migratory capacity and resistance to apoptosis and as a result cells undergo epithelial-to-

mesenchymal-transition (EMT) [16]. Under certain conditions, it is possible for 

differentiated cancer cells to regain polarity and establish more cell-cell adhesion 

contacts. This transition is characterized by the down-regulation of mesenchymal 

markers and transcriptional factors, such as vimentin and Snail, followed by the up-

regulation of epithelial markers, such as E-cadherin [17, 18].  

ERs can be modified by extracellular signals, such as growth factors, acting also 

independently from estrogens. Studies have shown that ERα signaling can directly 

regulate the EMT program [19], while the majority of ERα-positive breast tumors 

develop gradually resistance to anti-estrogenic treatments [20]. We have recently 

demonstrated that the induced loss of ERα in MCF-7 epithelial breast cancer cells with 

low metastatic potential results in EMT, striking changes in functional breast cancer 

cells’ properties as well as in expression patterns of certain ECM effectors [21]. On the 

other hand, ERβ isoforms regulate expression of specific genes that are implicated in 

the modulation of cell proliferation and apoptosis [22]. Several attempts have been 

made for development of biological tools in order to address the impact of ERβ in breast 

cancer cells development, in order to validate its diagnostic potential [23]. However, the 

precise biological functions of ERβ and its predictive importance in aggressive breast 

cancer still remains a challenge. 

 

The relationship of ERs with certain miRNAs, ECM and functional cancer cell 

properties: The ability of cancer cells to metastasize depends on the genetic and 

epigenetic modifications that they undergo. Of particular interest in the understanding 

of cancer cell behavior is the field of microRNAs (miRNAs), which have an important 

role in post-transcriptional regulation of a wide range of numerous cellular processes. 

They are endogenous noncoding RNA molecules, which have an important role in post-
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transcriptional regulation of a wide range of numerous cellular processes. They are 

endogenous small ncRNAs molecules, 17-25 nucleotides long, which have an important 

role in post-transcriptional regulation of a wide range of cellular processes [24]. 

Interestingly, more than 60% of protein-coding mRNAs may be targets of miRNAs as 

indicated by bioinformatics predictions, thus participating in various signal transduction 

pathways both in physiological and pathological conditions [25, 26]. The miRNA 

processing pathway has long been viewed as linear and universal to all mammalian 

miRNAs. This canonical maturation cascade includes the production of the 70-

nucleotide primary miRNA (pri-miRNA) transcript, its cleavage to the precursor hairpin 

(pre-miRNA), transfer to the cytoplasm and finally the cleavage of the pre-miRNA to 

its mature length. The functional strand of the mature miRNA is loaded together with 

Argonaute proteins into the RNA-induced silencing complex (RISC), where it guides 

RISC to target mRNAs [27-30]. Depending on the complementarity, miRNAs could 

induce mRNA degradation via the RNA-induced silencing complex, translational 

repression, or total inhibition of mRNA translation (Fig. 10) [31, 32].  

Differentiated miRNA expression is associated with cell proliferation, resistance to 

apoptosis, differentiation, immune response and cancer progression. Moreover, 

miRNAs are responsible for the direct regulation EMT and the expression of ECM 

components and ERs (Fig. 11) [33]. In breast cancer, overexpression of the 

transmembrane heparan sulfate proteoglycan syndecan-1, a predicted target of miR-10b, 

correlates with poor clinical outcome [34, 35]. Therefore, miRNA-dependent 

modulation of the ECM and its cellular receptors has emerged as a novel mechanism of 

regulating numerous matrix-dependent processes and have been proposed as a 

promising target for the development of novel therapeutic approaches for several 

diseases, including cancer [36, 37]. During the covalent 

conjugation of miRNAs with their carrier, the cargo is released in the target cell through 

hydrolysis or reduction. The greatest advantage of miRNA therapy is the high biological 

half-lives of miRNA mimics or anti-miRs inside the cells, providing their functions even 

when they are absent from the plasma.  miRNA therapy has been introduced as the future 

challenge for clinical applications. Viral vehicles show improved transfection efficiency 

of incorporating miRNAs; however, they are characterized by increased cytotoxicity and 

immune response. On the other hand, non-viral miRNA delivery systems are 

characterized by lower toxicity and immunogenicity, increased cellular uptake, water 

solubility, resistance to endonucleases, and phagocytosis. Several non-viral delivery 
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systems have been designed and are widely used in targeting approaches and clinical 

trials, including: i) liposomes [i.e. Lipofectamine (Invitrogen), DharmaFECT 

(Dharmacon), RNAi-MAX (Invitrogen), SilentFECT (Bio-Rad) and SiPORT 

(Invitrogen)], ii) polymers (i.e. poly-lactic-co-glycolic acid (PLGA), poly-amidoamine 

(PAMAM), poly-ethylenimine (PEI) and chitosan) and iii) inorganic miRNA vesicles 

[i.e. Au nanoparticles (NPs), SiO2-NPs and Fe3O4-NPs]. Nanosystems designed and used 

to transfer miRNAs and the consequent ECM regulation, are a major challenge for the 

development of innovative therapeutic approaches to develop and improve safe and 

efficient miRNA vehicles for diagnosis and treatmentof several pathologies, including 

cancer. 

 

Main Goals and Objectives 

The complex cellular interplay within the tumor microenvironment is a significant factor 

for the matrix re-organization, cancer cell growth, migration and invasion. Estrogens and 

their receptors (ERs) have pivotal role in the development and progression of breast 

cancer, the second leading cause of cancer death among women. Even though the 

contribution of ERα in the modulation of breast cancer cells' properties and matrix 

composition is thoroughly studied, the biological functions of its isoform, ERβ, are less 

elucidated. In earlier studies, we demonstrated the molecular basis under re-organization 

of ECM that seems to be influenced by the action of estrogens and their receptors in 

breast cancer [10, 38].  Moreover, we have recently demonstrated that the induced loss of 

ERα in MCF-7 epithelial breast cancer cells results in EMT, striking changes in 

functional breast cancer cells’ properties as well as in expression patterns of certain ECM 

effectors [21]. Therefore, the main goal of this study is to evaluate the role of ERβ, 

which is an integral component of the highly aggressive breast cancer cells MDA-MB-

231, on functional cell properties and expression of signaling mediators and major ECM 

components that implicated in cancer progression. 

The ability of cancer cells to disseminate and metastasize strongly depends on genetic 

and epigenetic alterations following the extracellular signals that they receive. 

Differentiated miRNA expression has been correlated with alterations in cell 

proliferation, resistance to apoptosis, differentiation, inflammation and cancer 

progression. Furthermore, miRNAs may directly regulate the expression profiles of 

major ECM components, EMT program as well as ERs expression. Nonetheless, little is 
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known regarding the regulatory role of ERs in miRNAs expression. The next goal of this 

study is therefore to evaluate the role of miRNAs in the regulation of morphological 

characteristics, functional properties, expression of signaling molecules and ECM 

composition, in breast cancer cells with distinct ERα/ERβ expression and aggressiveness. 

More specifically, the in vitro models of  i) MCF-7 (low metastatic potential, ERα-

positive) and ii) MDA-MB-231 (high metastatic potentials, ERβ-positive), before and 

after ERβ suppression, were examined. Finally, the impact of crosstalk between 

EGFR/IGF-IR, ERβ and E2 on miR-10b and miR-200b expression was evaluated. 

 

Materials and methods 

Cell cultures- In the present thesis parental breast cancer cell lines (MCF-7, ERα-

positive, epithelial, low metastatic potential and MDA-MB-231, ERβ-positive, 

mesenchymal, high metastatic potential) and transfected breast cancer cells with 

lentiviral particles containing shRNAs against human ERβ (shERβ MDA-MB-231) or 

certain miRNA ologonucletotides, were routinely cultured in DMEM medium 10% FBS 

supplemented with antibiotic agents.  

Electronic microscopy- The morphology of breast cancer cells during each experimental 

protocol was monitored by phase contrast microscopy and the images were processed by 

ImageJ software. Breast cancer cell morphology was also monitored through scanning 

electron microscopy (SEM). 

Functional properties- Breast cancer cell proliferation was assessed via WST-1 and 

MTT assays. Cell spreading capacity was evaluated following calculation of cell areas. 

Cell motility was evaluated through the wound healing assay, following cytarabine 

treating. The invasion capacity was examined using two approaches: i) the BD Biocoat 

Matrigel Invasion Chambers (BD Biosciences) and ii) by assessing the ability of cells to 

invade into collagen type I gels. Cell adhesion was monitored by evaluating the ability of 

cells to adhere to collagen type I gels.  

Gene expression- Gene expression was evaluated following total RNA isolation and 

real-time polymerase chain reaction (PCR) reaction, utilizing specific primer pairs. 

Protein expression- Protein expression was studied by western blot, fluorescence-

activated cell sorting (FACS) and immunofluorescence analyses and enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA). The enzymatic activity of MMPs and plasminogen 
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activation system components was evaluated by gelatin and casein zymography, 

respectively, following the total protein calculation by Bradford assay.   

Statistical analysis and image design- Reported values are expressed as mean ± standard 

deviation (SD) of experiments in triplicate. Statistically significant differences were 

evaluated using the unpaired two-tailed T-test and were considered statistically 

significant at the level of at least p ≤ 0.05. GraphPad Prism 5, Xara Photo and Graphic 

Designer 2013 and ChemDraw Ultra 12 were utilized for graphs and figures design. 

Further detailed information regarding the experimental protocols is addressed in the 

publications of this thesis, [39] and [40]. 

 

Results 

ERβ is a critical mediator of functional properties, cellular signaling and matrix 

composition in aggressive breast cancer cells 

Transfections of MDA-MB-231 cells with shRNA against human ERβ were performed 

in order to accomplish the stable knockdown of ERβ. For the establishment of stable 

clones, 0.8 μg/mL puromycin dihydrochloride was added to culture medium. Following 

several cell passages after cell infection, we noticed that a gradual downregulation of 

ERβ mRNA level was obtained. Transfection of ERβ shRNA was followed by a final 

decrease in ERβ mRNA expression at the level (ca. 70%), as compared to the control 

lentiviral particles transfected cells, MDA-MB-231 ctrl (Fig. 13A). It is well known that 

MDA-MB-231 breast cancer cells have the typical mesenchymal, aggressive phenotype 

and they are grown as elongated individual cells with a spindle-like morphology (Fig. 

13B). However, ERβ suppression resulted in increased cell-cell junctions and shERβ 

MDA-MB-231 resemble an epithelial-like phenotype (Fig. 13B). SEM analysis revealed 

that MDA-MB-231 spindle-like cells are grown as individual cells (Fig. 14 A-D); 

however, shERβ MDA-MB-231 cells appeared grouped and showed cell-cell contacts, 

an ovoidal shape and a regular rounded outline (Fig. 14E-H). They are flattened cells, 

with a small and flattened nucleus and sometimes a very large cytoplasm. Only a few 

globular cytoplasmic protrusions could be observed mainly distributed at the periphery 

of each cell and few small thin filiform/filopodia cytoplasmic protrusions were also 

visible (Fig. 14-H). 

To further confirm these observations, we evaluated cell cytoskeleton and expression 

profiles of typical EMT markers (Fig. 15). Notably, shERβMDA-MB-231 cells 
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exhibited alterations in cytoskeleton organization as shown by α-tubulin and F-actin 

staining (Fig. 15A), which is followed by alterations in characteristic EMT markers, 

such as E-cadherin (ca 40% increase), vimentin (ca 25% decrease), fibronectin (ca 20% 

decrease) and snail2/slug (ca 35% decrease) (Fig. 15B). These data suggest that ERβ 

gene suppression in MDA-MB-231 mesenchymal cells results in a potent EMT 

reprogramming. 

The basal functional properties of MDA-MB-231 were also affected following ERβ 

suppression. ERβ suppression decreases growth rates of MDA-MB-231 cells (ca 25% 

and 35% after 24 and 48 h, respectively) (Fig. 16A). Moreover, we observed that the 

shERβMDA-MB-231 cells exhibit a significant decrease (30%) of cell spread capacity 

(Fig. 16B). This result may be correlated with the significantly decreased migratory 

profile of shERβMDA-MB-231 cells. Notably, shERβMDA-MB-231 cells exhibit 60% 

lower migration capacity (Fig. 16C). The binding of cancer cells to matrix is essential 

for the growth and survival of cells. Cancer cells, especially the metastatic ones, have 

enhanced adhesion ability that facilitates their migration and the establishment of distant 

tumors. Therefore, we evaluated the ability of shERβMDA-MB-231 cancer cells to 

adhere through interaction with collagen type I gel. Our data depicted (Fig. 16D) a 

statistically significant decrease of these cells’ adhesion levels compared to control 

cells. Moreover, we evaluated the invasive potential of shERβMDA-MB-231 cells, 

because this step is crucial for the cancer metastasis. As shown in Fig. 16E, 

shERβMDA-MB-231 breast cancer cells exhibited significantly reduced invasion index 

and invasion area (ca 60% decrease following 24 h incubation). 

Another interesting finding of this study was that the suppression of ERβ affects the 

mRNA levels and activity profiles of critical ECM mediators. More specifically, ERβ 

suppression results in decreased mRNA levels of MMP1 (ca 25%) and MMP7 (ca 30%) 

compared to control cells (Fig. 17A). Moreover, the suppression of ERβ slightly 

decreased the mRNA levels of MMP2 and MT1-MMP. On the other hand, MMP9 

mRNA level was remarkably higher, with a statistically significant increase (ca 2.5-

fold) as compared to MDA-MB-231 ctrl cells. Furthermore, shERβMDA-MB-231 cells 

exhibited strong decrease of the mRNA levels for the endogenous MMPs inhibitors 

TIMP1 (ca 75%) and TIMP2 (ca 50%) (Fig. 17B). Moreover, shERβ MDA-MB-231 

cells exhibited decreased expression and activity levels of the plasminogen activation 

system components, mainly uPA, tPA, as compared to MDA-MB-231 ctrl cells (Fig. 

17C). Finally, ERβ suppression resulted in decreased gene and protein levels of the 
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enzyme heparanase (HPSE) that is implicated in ECM re-organization affecting tumor 

microenvironment (Fig. 17E).  

Changes in the cancer cells microenvironment may lead to changes in their properties 

and behavior. Cell surface heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) are included in the 

class of ECM components that are located both at cellular and extracellular levels and 

influence cell adhesion, signaling and cancer progression through interactions with 

other matrix effectors. Syndecans are among the principal representatives of cell 

membrane HSPGs. In breast cancer, syndecan-2 is implicated in cell adhesion, 

angiogenesis and signaling, syndecan-4 has crucial role in cancer promotion, whereas 

syndecan-1 promotes epithelial cell migration [10, 41]. The obtained results showed that 

ΕRβ suppression in MDA-MB-231 breast cancer cells induced a statistically significant 

up-regulation of syndecan-1 expression mRNA levels (ca 15%) compared to control 

cells (Fig. 18). Data concerning the expression profile of syndecan-4 showed that 

shERβMDA-MB-231 cells exhibited increased expression levels of this PG (ca 40%) 

compared to MDA-MB-231 ctrl cells, also through immunofluorescence analysis. 

Moreover, as for syndecan-2, shERβMDA-MB-231 breast cancer cells exhibited 

statistically significant upregulated mRNA levels of this HSPG (ca 25%) (Fig. 18B). 

The intracellular serglycin has an established role in interaction of cancer cells, 

modulating immune response in tumor microenvironment [42]. Our data demonstrated 

that shERβMDA-MB-231 breast cancer cells exhibited a statistically significant 

decrease in serglycin expression (ca 50%) (Fig. 18B). The above data were confirmed 

through immunofluorescence analysis (Fig. 18A). 

Moreover, we evaluated the regulatory role of ERβ in hyaluronan (HA) expression and 

localization as well as in its receptor (CD44), synthetic enzymes (HAS1-3) and 

degrading enzymes, hyaluronidases (HYAL1-2). The obtained data revealed that ERβ 

suppression results in significant HA synthesis, as shown by immunofluorescence 

staining of HA binding protein (HABP) (Fig. 19A). In addition, shERβ MDA-MB-231 

breast cancer cells demonstrated significant upregulation of CD44 standard form and 

the main synthase, HAS2, whereas these cells exhibited significant increase in the 

expression levels of HYAL1 and HYAL2 (Fig. 19B). These data provided strong 

evidence that ERβ suppression in MDA-MB-231 breast cancer cells mediates the 

interplay between ECM and cancer cells. 

It is well established that ERs apart from their nuclear localization may be moved in the 

cytoplasm and cell membrane. In that way ERs induce interactions with matrix 
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biomolecules activating several signaling pathways through activation of cell surface 

growth factor receptors [43]. ERs after their activation are capable to induce a signaling 

cascade that involves the MMPs production resulting in the activation of EGFR through 

EGF binding [44]. Moreover, it is known that overexpression of EGFR promotes breast 

cancer migration and invasion whereas the overexpression of HER2 is a characteristic 

marker in breast cancers with an aggressive phenotype [4, 45, 46]. Our data revealed 

that shERβ ΜDA-MB-231 demonstrate significant decrease in EGFR (ca 50%) and 

IGF-IR (ca 40%) expression levels as compared to the control cells (Fig. 20A).  

Interestingly, our results showed that shERβMDA-MB-231 breast cancer cells are 

characterized by a remarkable downregulation in ERK1/2 phosphorylated levels (Fig. 

20B); following the strong suppression of EGFR in mRNA level as compared to the 

control MDA-MB-231 breast cancer cells.  

Crosstalk between ERs, EGFR and/or insulin-like growth factor receptor (IGF-IR) is 

critical for the observed resistance to endocrine therapies [47]. It is reported that the 

JAK/STAT signaling pathway may oppose malignant proliferation in solid tumors. 

Tyrosine phosphorylation of JAK/STAT is generally involved in oncogenesis, including 

signaling downstream of the EGFR [48, 49]. Therefore, going a step further, we 

examined the activation of EGFR, IGF-IR and JAK/STAT signaling pathways. 

Utilizing specific allosteric inhibitors we determined the effects on breast cancer cell 

migration and the role of ERβ in this regulation. The inhibition of EGFR and IGF-IR in 

MDA-MB-231 breast cancer cells delayed their migratory capacity. Interestingly, the 

inhibition of these tyrosine kinase receptors in shERβMDA-MB-231 also inhibited 

cancer cells migration but more intensely as compared to control cells. Notably, the 

simultaneous inhibition of EGFR and IGF-IR in the ERβ suppressed breast cancer cells 

significantly reduced their migration. Therefore, it is suggested that the crosstalk 

between ERβ, EGFR and IGF-IR plays an important role in MDA-MB-231 migration 

(Fig. 20C). 

Of note, JAK/STAT pathway significantly contributes to cell migration in control cells. 

It is worth noticing that the JAK/STAT pathway maintains its ability to regulate cell 

migration after the loss of ERβ the subsequent reduce in autocrine loop (Fig. 21A) in 

these cells. Treatment with JAK/STAT inhibitor significantly decreased cell migration 

of shERβMDA-MB-231 cells, although the extent of inhibition was much lower 

compared to that of control cells (Fig. 21B). Therefore, we suggest that also the 
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JAK/STAT cascade contributes in the regulation of alternated cell properties, such as 

migration, in shERβMDA-MB-231 cells.   

Notably, the expression profiles of major ECM macromolecules (i.e. MMPs, EMT markers, 

PGs and cell receptors) were not significantly affected following E2 treatment in shERβ MDA-

MB-231 breast cancer cells (Figs. 22-25). 

At a next level, we performed clone selection experiments in shERβ MDA-MB-231 breast 

cancer cells in order to achieve higher levels of ERβ suppression. The obtained data revealed a 

85% decrease in ERβ mRNA expression and a strong reduction in the receptor protein levels 

(Fig. 26). Moreover, phase contrast microscopy and SEM analysis revealed that clone shERβ 

MDA-MB-231 breast cancer cells exhibited tight cell-cell junctions, very few cytoplasmic 

protrusions and an ovoidal shape (Fig. 27) followed by EMT arrest and significantly decreased 

proliferation and migration levels (Fig. 28).  

 

ERs as epigenetic mediators of miR-10b, miR-145 and miR-200b in mammary cancer   

ERs are key players in the modulation of breast cancer cells’ morphological 

characteristics. As shown in Fig. 29A, MCF-7 cells (panel 1) demonstrate the typical 

epithelial morphology, while the spindle-like morphology of MDA-MB-231 cells (panel 

2) boosts their invasive capacity (panel 3). Breast cancer cell phenotype and ERs have 

been correlated with cancer stem cell characteristics, as shown in Fig 29C, ERβ 

presence significantly increases CD44(+)/CD24(-) phenotype from 1.58 (± 0.52%) in 

MCF-7 cells to 98.94% (± 0.54%) in MDA-MB-231 cells, which demonstrates that ΕRβ 

is closely related to breast cancer stem cells development and forces the necessity of its 

targeting. 

In order to evaluate the effects of ERα/β on the expression of miRNAs involved in 

breast cancer progression (miR-10b, miR-21, let-7d, miR-145, miR-200b) we utilized 

three breast cancer cell lines with different ER status; MCF-7 (ERα-positive) and MDA-

MB-231 (ERβ-positive), before and after ERβ suppression. We demonstrated that ERβ 

presence in MDA-MB-231 breast cancer cells lead to striking changes in the expression 

profile of specific microRNAs, including miR-200b (99% decrease) and miR-10b (30-

fold increase), that have been correlated with the initiation of metastasis as well as the 

induction of the EMT process (Fig. 29C). Moreover, we highlighted the distinct role of 

E2 in the regulation of EMT and miRNA expression, depending on the ER status. 

Notably, when MCF-7 breast cancer cells were treated with estrogen-free medium, the 

expression levels of miR-10b were significantly upregulated, whereas miR-200b and 

miR-145 expression levels were strongly downregulated, as compared to the control 
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cells (Fig. 30A), following the strong induction of EMT markers (Fig. 30B). On the 

other hand, growth in estrogen-free medium of ERβ-positive MDA-MB-231 breast 

cancer cells resulted in the reduced miR-10b expression levels, followed by the strong 

induction of miR-200b and miR-145 levels (Fig. 30C) and downregulated levels of 

EMT markers (Fig. 30D). 

At a next level, we unraveled the regulatory roles of miR-10b and miR-200b in the 

aggressive ERβ-positive MDA-MB-231 breast cancer cells. The inhibition of miR-10b 

following transfections of breast cancer cells with the antisense oligonucleotide anti-

miR-10b, significantly decreased the aggressiveness of MDA-MB-231 breast cancer 

cells, as it was depicted by significantly reduced migration and invasion levels, loss of 

cytoplasmic protrusions and condensed cytoskeleton (Fig. 31). These striking changes 

were accompanied by a strong decrease in the expression levels of mesenchymal 

markers fibronectin, ZEB2 and snail2/slug as well as the induction of epithelial marker 

E-cadherin of MDA-MB-231 cells transfected with anti-miR-10b (Fig. 32). The 

inhibition of miR-10b also affected ECM composition in MDA-MB-231 cells, mainly 

the proteolytic milieu (MMP7, MT1-MMP), the angiogenic VEGF, syndecan-1 and 

ERK1/2 phosphorylation (Fig. 33). Interestingly, the behavior of MCF-7 breast cancer 

cells was not affected by miR-10b inhibition. Accordingly, the overexpression of miR-

200b with pre-miR-200b induced striking changes in cell morphology and cytoskeleton, 

affecting the functional properties of MDA-MB-231 cells, mainly migration and 

invasion (Fig. 34). Moreover, pre-miR-200b induced the induction of E-cadherin and 

the profound downregulation of the mesenchymal markers fibronectin, ZEB2 and 

snail2/slug (Fig. 35). The expression levels of HER2 receptor, VEGF, MMP2, MMP7, 

MT1-MMP and syndecan-1 were also affected by pre-miR-200b in MDA-MB-231 

cells. These changes were followed by the decrease in ERK1/2 phosphorylated levels 

(ca 25%) in MDA-MB-231 cells with miR-200b overexpression. Notably, the behavior 

of MCF-7 breast cancer cells was not affected by miR-200b overexpression. These data 

suggest the critical roles of miR-10b and miR-200b in the regulation of functional 

properties, morphology, EMT program and ECM composition of the aggressive MDA-

MB-231 breast cancer cells. 

On the other hand, the loss of ERβ in shERβ MDA-MB-231 breast cancer cells resulted 

in elevated levels of miR-145 and downregulated levels of miR-10b, among the 

miRNAs tested, as compared to MDA-MB-231 cells (Fig. 37). Our data revealed that 

miR-10b is strongly implicated in the regulation of functional properties (by increasing 
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the invasive potential of shERβ MDA-MB-231 cells) and cell morphology (Fig. 38), 

EMT program and ERK1/2 signaling in shERβ MDA-MB-231 cells, thus affecting 

ECM composition, including syndecan-1, proteolytic behavior, especially MMP2, 

MMP7 and MMP9 expression (Fig. 39) and subsequently the aggressiveness of these 

cells. Accordingly, the inhibition of miR-145 expression significantly increased the 

aggressiveness of shERβ MDA-MB-231 cells (Fig. 40) and induced EMT. Moreover, 

miR-145 inhibition resulted in important changes in the gene and protein levels of ECM 

mediators, such as HER2 and several MMPs, whereas it significantly increased the 

phosphorylated levels of ERK1/2 kinases in these cells (Fig. 41), suggesting the crucial 

role of miR-145 in this signaling pathway. Enhanced mir-10b expression or silencing of 

miR-145 clearly revealed that these miRNAs can regulate the functional properties, 

EMT program and the expression of major matrix components known to be implicated 

in breast cancer aggressiveness.  

Going a step further, we evaluated the role of ERβ and the coordinated signaling of 

ΕGFR/IGF-IR in the regulation of the miRNAs that we demonstrated to be involved in 

breast cancer cell behavior, miR-10b and miR-200b. Our data revealed that the 

downstream allosteric EGFR inhibitor (AG1478) induced miR-10b expression (ca 30%), 

while the downstream IGF-IR inhibitor (AG1024) did not affect miR-10b levels. The 

simultaneous inhibition of the receptors restored miR-10b expression in the control 

expression levels. The presence of E2 in culture medium induced miR-10b expression, 

which is significantly reduced by the receptors inhibition. E2-mediated IGF-IR inhibition 

increased miR-10b levels, which demonstrates the ERβ- and IGF-IR-mediated E2 

signaling that regulates the expression of this oncogenic miRNA (Fig. 42, left panel). On 

the other hand, even though EGFR inhibition significantly induced miR-200b expression 

(2-fold), the inhibition of IGF-IR alone or with EGFR did not significantly affect miR-

200b expression levels. The E2-mediated increase in miR-200b expression diminished 

by the inhibition of both receptors. However, EGFR inhibition in the presence of E2 

reduced the enhanced miR-200b levels caused by EGFR inhibition without E2. The E2-

mediated IGF-IR inhibition decreased miR-200b levels (Fig. 42, right panel). 

Together, these novel results suggest that the alterations in cell behavior and in ECM 

composition caused by the suppression of ERβ in MDA-MB-231 cells are closely 

related to certain epigenetic miRNA-induced alterations. Targeting the ERβ-regulated 

miR-10b and miR-145 is a promising tool for diagnosis and pharmaceutical targeting in 

breast cancer. 
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Conclusions and perspectives 

Breast cancer is closely related to steroid hormones, such as estrogens which mediate 

breast cancer progression through binding to high-affinity ERs, while being in a  

dynamic interplay with growth factors and functional ECM macromolecules. ER-status 

categorizes breast tumors and guides clinical decisions for each personalized therapeutic 

protocol. The evidence suggesting that ERβ presence has been correlated with breast 

cancer aggressiveness confirms the prognostic value of its expression [50, 51]. ERβ gene 

and protein overexpression in triple negative MDA-MB-231 breast cancer cells as well 

as the receptor functionality has been demonstrated from our research group in earlier 

studies [10, 38, 52]. Therefore, many attempts have been conducted in order to reveal the 

regulatory role of ERβ and its necessity as diagnostic agent of aggressive breast cancer. 

In the present study we demonstrated that ERβ mediates EMT induction by affecting the 

properties and ECM composition of aggressive breast cancer cells, MDA-MB-231. 

Using the ERβ-suppressed shERβ MDA-MB-231 breast cancer cells we showed that 

ERβ suppression  

Using the ERα-negative and ERβ-positive, highly invasive MDA-MB-231 breast cancer 

cells, we established that the suppression of ERβ in MDA-MB-231 breast cancer cells 

(shERβ MDA-MB-231 cells) evokes striking changes in functional properties as well as 

gene and protein expression levels of significant ECM components, EMT markers and 

signaling molecules, in a E2-independent manner. ERβ suppression affected major ECM 

mediators, such as transmembrane PGs (syndecan-1,-2,-4) and intracellular PGs 

(serglycin), matrix degrading enzymes, among them several metalloproteinases (MMPs 

and TIMPs), plasminogen activation system components (i.e. uPA, tPA, PAI-1), as well 

as cell surface receptors (i.e. EGFR, IGF-IR) and signaling molecules (ERK1/2), which 

in turn mediate the behavior of breast cancer cells. In addition, the suppression of ERβ in 

these cells inhibits EMT, a critical process for the initiation of metastasis, through the 

upregulation of epithelial markers (i.e. E-cadherin), increase in cell-cell junctions and the 

downregulation of mesenchymal markers (i.e. vimentin, fibronectin, snail2/slug and 

ZEB2). All these led to a less aggressive phenotype with decreased cell proliferation, 

spreading, migration, adhesion and invasion potential. In addition, ERβ suppression 

reduces MDA-MB-231 breast cancer cell motility through EGFR/IGF-IR and 

JAK/STAT signaling pathways. These novel data highlight the feasibility of ΕRβ 

targeting in MDA-MB-231 breast cancer cells and are boosted from the obtained results 
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following clone selection experiments in shERβ MDA-MB-231 cells, which were 

performed in order to achieve higher ERβ suppression levels. Our data revealed that the 

stable transformation of MDA-MB-231 breast cancer cells to a less aggressive state 

through ERβ suppression results in striking changes in functional properties and ECM 

composition, thus leading to EMT re-programming which in turn affects the metastatic 

potential of these cells. This information is illustratively depicted in Fig. 43. 

 

 

Figure 43. Schematic representation of ERβ-mediated changes in MDA-MB-231 breast cancer 

cell morphology and expression/activity of major ECM mediators. ERβ suppression inhibits EMT 

and results in striking changes in functional properties and ECM composition. The EGFR/IGF-

IR crosstalk and JAK/STAT signaling pathway  mediate MDA-MB-231 cell migration (left 

panel). On the other hand, the inhibition of EGFR and IGF-IR in shERβ MDA-MB-231 breast 

cancer cells decreases cell migration, while JAK/STAT pathway regulates cell migration 

following ERβ suppression (right panel). The ERβ/EGFR/IGF-IR crosstalk and JAK/STAT 

signaling pathway critically regulate MDA-MB-231 breast cancer cell migration.  
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At a next level, we evaluated whether ER status could have a major impact on the 

expression of certain miRNAs implicated to breast cancer progression and on the other 

hand to examine the role of ER-related miRNAs in the regulation of EMT process and 

functional properties of MCF-7, MDA-MB-231 and shERβ MDA-MB-231breast cancer 

cells. Our data revealed that miR-10b and miR-145 were the most significantly affected 

miRNAs following ERβ suppression, while miR-200b which is a negative regulator of 

metastasis, is significantly upregulated in ERβ-positive MDA-MB-231 compared to 

ERα-positive MCF-7 breast cancer cells. These miRNAs are closely linked to the EMT 

program and could contribute to cell-cell and/or cell-ECM interactions, affecting crucial 

breast cancer cells properties. Our data depicted that miR-10b is strongly downregulated 

in shERβ MDA-MB-231 cells, as compared to MDA-MB-231 cells. On the other hand, 

shERβ MDA-MB-231 breast cancer cells exhibit higher expression levels of the tumor-

suppressor miR-145. 

Furthermore, we revealed the positive role of E2 in miR-10b expression of ERα-positive, 

MCF-7 breast cancer cells. The absence of estrogens from the culture medium of MCF-7 

cells is followed by decreased miR-145 and miR-200b expression levels and increased 

levels if mesenchymal markers. On the other hand, growth of MDA-MB-231 breast 

cancer cells n estrogen-free medium resulted in increased levels of miR-145 and miR-

200b followed by reduced aggressiveness. These data suggest that mainly miR-200b and 

E2-ERα axis favour the maintenance of the epithelial phenotype of breast cancer cells. 

Notably, their expression is mediated by the crosstalk of EGFR/IGF-IR signaling 

pathways with E2.  

We first evaluated the regulatory role of miR-10b and miR-200b in MCF7 and MDA-

MB-231 breast cancer cells in order to investigate the implication of ERα in the 

regulation of these miRNAs. Functional analysis of anti-miR-10b, which inhibits miR-

10b endogenous expression, in MDA-MB-231 cells, revealed that the absence of miR-

10b results in the strong reduction of the aggressiveness in these cells. miR-10b 

inhibition induced striking changes in their morphology and cytoskeleton, affecting basal 

functional properties, EMT program (by inducing E-cadherin), the expression profiles of 

major ECM modulators (mainly MMPs and syndecan-1) and signaling molecules, such 

as ERK1/2. Accordingly, miR-200b that modulates tumor invasion and metastasis 

through its targeting of ZEB1 and ZEB2, has been found to be significantly 

downregulated in the aggressive MDA-MB-231 breast cancer cells.  Interestingly, the 

induction of its expression by transfecting MDA-MB-231 cells with pre-miR-200b 
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resulted in the significant decrease in proliferation, migration and invasion rates of these 

cells. These alterations were accompanied by important changes in cell morphology, 

reduction of mesenchymal EMT markers (ΖΕΒ2, fibronectin, snail2/slug), cell signaling, 

as well as expression of cell surface receptors and ECM components (mainly MMPs). 

These data highlight the correlation of miR-10b with the metastatic potential of 

aggressive breast cancer cells, revealing that miR-200b presence together with ERα is 

beneficial for the conservation of a less aggressive phenotype in breast cancer cells. 

In addition, we observed that the induction of miR-10b in shERβ MDA-MB-231 

following transfections with pre-miR-10b, resulted in the strong increase of their 

functional properties related to aggressiveness (i.e. proliferation, migration and 

invasion). Moreover, miR-10b overexpression induced important morphological 

alterations, increased expression levels of mesenchymal EMT markers, differentiated 

expression levels of major ECM mediators (i.e. syndecan-1, MMP2, MMP7, MMP9) and 

significant increase in ERK1/2 phosphorylated levels. These data suggest that the 

reduced miR-10b levels, following ERβ suppression, seem to be favourable for the 

epithelial-like phenotype of breast cancer cells. Furthermore, functional analysis of miR-

145 regulatory role demonstrated that the suppression of this miRNA following 

transfections with anti-miR-145, resulted in the strong induction of shERβ MDA-MB-

231 aggressiveness. This regulation is achieved through striking changes in phenotype, 

functional properties, EMT markers and ECM mediators, mainly in remodelling 

enzymes. Anti-miR-145 presence induced ERK1/2 phosphorylated levels, confirming the 

acquired aggressive phenotype of shERβ MDA-MB-231 breast cancer cells as a result of 

miR-145 inhibition. Estrogen-mediated miR-145 expression and function is 

mechanistically related to the crucial phenotypic changes observed in ERβ-suppressed 

breast cancer cells.  

The results if this study demonstrated that ERs and mainly ERβ in collaboration with 

miR-10b and miR-145, are significant mediators of the aggressiveness induction in 

breast cancer cells. It was highlighted for the first time that ERβ inversely regulates these 

miRNAs that control functional properties, EMT program, ECM composition and 

consequently the behaviour of breast cancer cells (Fig. 44). 
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Figure 44. ERβ is a key regulator of breast cancer cell aggressiveness and miRNA 

expression. (A) Estrogen-free medium upregulates the aggressiveness of MCF-7 cells, 

increases oncogenic miR-10b levels, while decreasing tumor-suppressor, miR-145, and 

EMT inducer, miR-200b expression levels. The opposite effects were observed in MDA-

MB-231 breast cancer cells. (B) The inhibition of miR-145 (anti-miR-145) and the 

overexpression of miR-10b (pre-miR-10b) increased the aggressiveness of these cells 

through striking changes in the morphology, functional properties, EMT markers and 

major ECM mediators. Downregulated genes are depicted in red, whereas upregulated 

genes are depicted in blue.  



264 

 

In conclusion, during this in-depth study, we highlighted the crucial role of ERβ in the 

regulation of morphology, matrix components and properties of the aggressive, triple 

negative breast cancer cells. Moreover, we demonstrated that the epigenetic 

modifications in miRNA level represent a code that is critically involved in gene 

expression. The differentiated gene expression does not only affect the cancer cell itself, 

but the general tumor behaviour through changes in ECM composition and the tumor 

microenvironment, highlighting the prognostic and therapeutic value of miRNAs. 

Further studies in epigenetic regulation of gene expression open a new research area that 

will give light to the underlying molecular mechanisms governing normal and 

pathological conditions. This new knowledge will act as a groundwork for the future 

design and development of novel pharmaceutical approaches for the inhibition of 

oncogenic signaling and the improvement of prognosis of the aggressive breast cancer.  
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