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ΠΡΟΛΟΓΟ΢  

Θ παροφςα διδακτορικι διατριβι εκπονικθκε ςτον Σομζα Φυςιολογίασ 

Ηϊων & Ανκρϊπου, του Σμιματοσ Βιολογίασ, του Πανεπιςτθμίου Ακθνϊν, κατά το 

χρονικό διάςτθμα 2008-2013. Επιβλζπουςα Κακθγιτρια ιταν θ κ. Παναγιϊτα 

Παπαηαφείρθ, Αναπλθρϊτρια Κακθγιτρια του Σμιματοσ Βιολογίασ, του 

Πανεπιςτθμίου Ακθνϊν, τθν οποία ευχαριςτϊ κερμά για τθν επιςτθμονικι τθσ 

κακοδιγθςθ, τισ πολφτιμεσ ςυμβουλζσ τθσ, αλλά και τθν εμπιςτοςφνθ, που μου 

ζδειξε από τθν πρϊτθ θμζρα, που πζραςα τθν πόρτα του εργαςτθρίου 39, 

ξεκινϊντασ τθν προπτυχιακι μου διπλωματικι εργαςία, το 2005. Εκτόσ όμωσ από τθ 

ςυνεργαςία μασ, ςε επιςτθμονικό επίπεδο, κα ικελα να τθν ευχαριςτιςω 

ιδιαιτζρωσ, και ςαν άνκρωπο, για τθν υπομονι, τθν κατανόθςθ, τθν ενκάρρυνςθ και 

τθ ςυμπαράςταςι τθσ, ςε όλεσ τισ δφςκολεσ ςτιγμζσ, που αποτελοφν αναπόςπαςτο 

κομμάτι τθσ δθμιουργικισ πορείασ κάκε υποψιωιου διδάκτορα. 

Ευχαριςτϊ, επίςθσ, κερμά τον Κακθγθτι κ. Λςίδωρο Ππζθ, Πρόεδρο του 

Σομζα Φυςιολογίασ Ηϊων & Ανκρϊπου, του Σμιματοσ Βιολογίασ, του 

Πανεπιςτθμίου Ακθνϊν, για τθν τιμι, που μου ζκανε ςυμμετζχοντασ ςτθν Σριμελι 

΢υμβουλευτικι Επιτροπι, τθν εμπιςτοςφνθ του και τθν άψογθ ςυνεργαςία, που 

είχαμε, ςε όλο το χρονικό διάςτθμα τθσ Διδακτορικισ Διατριβισ. 

Ιδιαίτερα κα ικελα να ευχαριςτιςω τθν κ. Συρανία Σςιτςιλϊνθ, Επίκουρο 

Κακθγιτρια του Σμιματοσ Βιολογίασ, του Πανεπιςτθμίου Ακθνϊν και μζλοσ τθσ 

Σριμελοφσ ΢υμβουλευτικισ Επιτροπισ, για τισ πολφτιμεσ ςυμβουλζσ τθσ ςε κζματα, 

που αωοροφςαν ςτο ερευνθτικό πεδίο τθσ Ανοςολογίασ, και για τον χρόνο, που 

διζκεςε για τθ διόρκωςθ του κειμζνου τθσ παροφςασ διατριβισ. Σθν ευχαριςτϊ, 

επίςθσ, για τθν ευγενικι χοριγθςθ τθσ IL-1β, που ςυνζβαλε ςτο πειραματικό 

κομμάτι τθσ εργαςίασ, και, ωυςικά, για τθν άψογθ ςυνεργαςία μασ όλα αυτά τα 

χρόνια. 

Ευχαριςτϊ κερμά τθν Κακθγιτρια του Σμιματοσ Βιολογίασ, του 

Πανεπιςτθμίου Ακθνϊν κ. Αικατερίνθ Γαϊτανάκθ, για τθ ςυμμετοχι τθσ ςτθν 

Επταμελι Εξεταςτικι Επιτροπι, αλλά και για τισ πολφτιμεσ ςυμβουλζσ και 

παρατθριςεισ τθσ, που ςυνζβαλαν κακοριςτικά, ςτθ διαμόρωωςθ τθσ τελικισ 

προωορικισ υποςτιριξθσ τθσ διατριβισ. 

Θα ικελα να εκωράςω τισ ευχαριςτίεσ μου ςτον Επίκουρο Κακθγθτι, του 

Σομζα Βιολογίασ Κυττάρου & Βιοωυςικισ, του Σμιματοσ Βιολογίασ, του 

Πανεπιςτθμίου Ακθνϊν, κ. Δθμιτριο ΢τραβοπόδθ, τόςο για τθ ςυμμετοχι του ςτθν 

Επταμελι Εξεταςτικι Επιτροπι, όςο και για τθ χοριγθςθ του αντιςϊματοσ ζναντι 

του GLUT1, το οποίο ςυνζβαλε ςθμαντικά ςε μζροσ τθσ Διδακτορικισ Διατριβισ. 

Επιπλζον, ευχαριςτϊ ιδιαίτερα τθν Κακθγιτρια τθσ Ιατρικισ ΢χολισ, του 
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Πανεπιςτθμίου Ακθνϊν, κ. Ελζνθ-Ξλεάνκθ Ξατςουγιάννθ, κακϊσ και τθν 

Αναπλθρϊτρια Κακθγιτρια, τθσ Ιατρικισ ΢χολισ, του Πανεπιςτθμίου Ακθνϊν, κ. 

Πολυξζνθ Ρικολοποφλου-΢ταμάτθ, που μου ζκαναν τθν τιμι να ςυμμετζχουν ςτθν 

Επταμελι Εξεταςτικι Επιτροπι τθσ Διδακτορικισ Διατριβισ.  

Ευχαριςτϊ κερμά τον κ. Ξωνςταντίνο Ελευκεριάδθ, Ερευνθτι Α’ του 

Εργαςτθρίου Ραδιενζργειασ Περιβάλλοντοσ, του Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. «Δθμόκριτοσ», για τθ 

ςυλλογι των αςτικϊν μικροςωματιδιακϊν ρφπων, κακϊσ και τον κ. Ρικόλαο 

Πιχαλόπουλο, Κακθγθτι του Σμιματοσ Χθμείασ, του Πανεπιςτθμίου Κριτθσ, για τθ 

χθμικι ανάλυςθ των μικροςωματιδίων. 

Θα ιταν παράλειψι μου να μθν ευχαριςτιςω τον Αναπλθρωτι Κακθγθτι 

του Σμιματοσ Βιολογίασ, του Πανεπιςτθμίου Ακθνϊν, κ. ΢πυρίδωνα 

Ευκυμιόπουλο, για τισ εποικοδομθτικζσ ςυμβουλζσ και παρατθριςεισ του, όςον 

αωορά ςτθ Διδακτορικι Διατριβι, όςο και για τθν υποςτιριξθ και τθν ενκάρρυνςθ 

των προςπακειϊν μου, όλα αυτά τα χρόνια. 

Επιπλζον, ευχαριςτϊ κερμά τθ Λζκτορα, του Σμιματοσ Βιολογίασ, του 

Πανεπιςτθμίου Ακθνϊν, κ. Λωάννα-Αικατερίνθ Αγγελι, ζναν υπζροχο άνκρωπο, 

που ιταν πάντα πρόκυμοσ να ακοφςει τουσ προβλθματιςμοφσ μου και να με 

βοθκιςει, τόςο ςε επιςτθμονικό, όςο και ςε προςωπικό επίπεδο. Ευχαριςτϊ, 

επίςθσ, τθν κ. Ακθνά Παρμάρθ, ΕΔΣΠ του Σομζα Φυςιολογίασ Ηϊων & Ανκρϊπου 

και τθν κ. Αγγελικι Φωτεινοποφλου, τεχνικό του Σομζα Φυςιολογίασ Ηϊων & 

Ανκρϊπου, οι οποίεσ με ςτιριξαν ςε κάκε δυςκολία, και πάντα μοιράηονταν μαηί 

μου τισ επιτυχίεσ και τισ ευτυχιςμζνεσ ςτιγμζσ αυτισ τθσ δθμιουργικισ ερευνθτικισ 

πορείασ. 

Ζνα μεγάλο ευχαριςτϊ ςτθ Δρ. Παρία ΢υλοφρθ, ςτθν οποία οωείλω ζνα 

μεγάλο μζροσ των όςων ζχω καταωζρει, από τθν πρϊτθ μου επαωι με τον 

εργαςτθριακό πάγκο, μζχρι ςιμερα. Θ Μαρία ιταν εκείνθ που με υπομονι, 

επιμονι, αγάπθ για τθν ζρευνα και πάντα κετικι διάκεςθ, με κακοδιγθςε, με 

ςυμβοφλεψε και με ενκάρρυνε, ςτα πρϊτα μου ερευνθτικά βιματα, κατά τθν 

εκπόνθςθ τθσ διπλωματικισ μου εργαςίασ.  

Ιδιαίτερα, κα ικελα να ευχαριςτιςω τθ ωίλθ και ςυνάδελωο κ. Ξυριακι 

Ηθκάκθ, Τποψιωια Διδάκτορα του Σμιματοσ Βιολογίασ, του Πανεπιςτθμίου 

Ακθνϊν, με τθν οποία, τα τελευταία τζςςερα χρόνια τθσ παράλλθλθσ πορείασ μασ, 

μοιραςτικαμε, κοινοφσ προβλθματιςμοφσ και ευχάριςτεσ ςτιγμζσ, πάντα ςε ζνα 

κλίμα άψογθσ ςυνεργαςίασ, ςε κάκε επίπεδο. Παρά το αςωυκτικό κακθμερινό τθσ 

πρόγραμμα, ζβριςκε πάντα το χρόνο να με ακοφςει, παροτρφνοντάσ με να 

ςκζωτομαι κετικά και κάνοντασ ακόμα πιο ευχάριςτθ τθν κακθμερινότθτά μου, ςτο 

χϊρο του εργαςτθρίου. Ευχαριςτϊ, επίςθσ, τθν Τποψιωια Διδάκτορα κ. Αικατερίνθ 
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Πελαχροινοφ, τθν κ. Ελευκερία Περιςτζρθ, M.Sc., και τουσ μεταπτυχιακοφσ 

ωοιτθτζσ κ. Παναγιϊτα Παυροειδι και κ. Γεϊργιο Διβόλθ, για τθν απόλυτθ ςτιριξι 

τουσ και τθ ωιλία τουσ, όλα αυτά τα χρόνια. 

Δεν κα μποροφςα να μθ ςυμπεριλάβω ςτισ ευχαριςτίεσ, κάποιουσ 

ανκρϊπουσ, που αποτζλεςαν ςτακμό ςτθ ηωι μου, κακζνασ με τον δικό του τρόπο. 

Πρόκειται για τθ Δρ. Οουκία Ξαρακϊςτα, το Δρ. Πιχάλθ Παςτρι και τθν Ανδριανι 

Παϊμαρίδου, οι οποίοι, εκτόσ από πολφτιμοι ωίλοι, είναι για μζνα πρότυπα 

ανκρϊπων, που αγωνίηονται κακθμερινά για τα όνειρά τουσ, όςα εμπόδια και αν 

βρεκοφν ςτο δρόμο τουσ. Αν και βρίςκονται, πλζον, πολλά χιλιόμετρα μακριά, 

εξακολουκοφν να με ςτθρίηουν, ϊςτε να ςυνεχίηω να προςπακϊ πάντα για το 

καλφτερο. Εξίςου ςθμαντικι ςε αυτι τθν ιδιαίτερα εποικοδομθτικι πορεία των 

τελευταίων χρόνων, αλλά και ςτθ ηωι μου, γενικότερα, ιταν και θ ςυμβολι τθσ 

πολφ καλισ ωίλθσ, Παριάννασ Ξαπι, θ οποία ιταν πάντα δίπλα μου, με πολλι 

αιςιοδοξία και κετικι ενζργεια.  

Ευχαριςτϊ, επίςθσ, τουσ ωίλουσ και κουμπάρουσ μου, Βικτωρία-Λωάννα 

Πιχαλακζλθ και Ρικόλαο Γυφτογιάννθ, οι οποίοι, επειδι βρίςκονται ζξω από το 

πεδίο τθσ επιςτθμονικισ ζρευνασ, είχαν πάντα ζναν διαωορετικό τρόπο αντίλθψθσ 

των καταςτάςεων, που πολλζσ ωορζσ ςυνζβαλε ςτθν αποωόρτιςθ τθσ πίεςθσ και τθσ 

ζνταςθσ τθσ κακθμερινότθτασ. Επιπλζον, κα ικελα να τουσ ευχαριςτιςω, για το 

υπζροχο δϊρο, που μου ζκαναν για τθν ολοκλιρωςθ αυτισ τθσ προςπάκειασ˙ τθν 

βαωτιςτιρα μου, ΢οωία. 

Θα ικελα να ευχαριςτιςω κερμά το Μδρυμα Ξρατικϊν Τποτροφιϊν (ΙΚΤ), 

για τθν προςωπικι οικονομικι ενίςχυςθ, κατά το χρονικό διάςτθμα 2009-2013, 

μζςω τθσ χοριγθςθσ υποτροωίασ, για τθν εκπόνθςθ τθσ παροφςασ Διδακτορικισ 

Διατριβισ, ςτο πλαίςιο του προγράμματοσ Τποτροωιϊν για Μεταπτυχιακζσ ΢πουδζσ 

Εςωτερικοφ, ςτο ερευνθτικό πεδίο των Βιολογικϊν Επιςτθμϊν. Κακοριςτικι για τθν 

ολοκλιρωςθ των πειραματικϊν διαδικαςιϊν, υπιρξε επίςθσ θ οικονομικι ςτιριξθ 

των προγραμμάτων NanoTEST και «Ξαποδίςτριασ» (ΕΛΚΕ, ΕΚΠΑ). 

Σίποτα από όλα αυτά δεν κα είχε πραγματοποιθκεί, χωρίσ τθν ανεκτίμθτθ 

και πολφπλευρθ ςτιριξθ των δικϊν μου ανκρϊπων. Σζλοσ, λοιπόν, κα ικελα να 

εκωράςω ζνα πολφ μεγάλο ευχαριςτϊ ιδιαίτερα ςτουσ γονείσ μου, Γεϊργιο και 

Παρία, κακϊσ και ςτθν αδερωι μου, Ανδριανι, και τθ γιαγιά μου, Ελζνθ, οι οποίοι 

ιταν και κα είναι πάντα δίπλα μου ςτθρίηοντασ τισ επιλογζσ μου, με υποςτιριξαν 

θκικά και οικονομικά κατά τθν εκπόνθςθ τθσ παροφςασ Διδακτορικισ Διατριβισ και 

υπζμειναν το άγχοσ, τθ νευρικότθτα και τθν ζνταςθ όλων αυτϊν των χρόνων.  

 

Όλγα Μαυροωρφδθ 

Απρίλιοσ 2013  
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΢ΤΝΣΜΗ΢ΕΙ΢ 

α.δ.: αεροδυναμικι διάμετροσ 

ΕΔ: ενδοπλαςματικό δίκτυο 

ΞΡ΢: κεντρικό νευρικό ςφςτθμα 

AhR: υποδοχζασ των αρυλικϊν υδρογονανκράκων (aryl hydrocarbon receptor) 

AIF: παράγοντασ που επάγει τθν απόπτωςθ (apoptosis inducing factor) 

ΑΡΣ: μεταωορζασ νουκλεοτιδίων αδενίνθσ (adenine nucleotide translocator) 

Apaf-1: παράγοντασ ενεργοποίθςθσ τθσ απόπτωςθσ-1 (apoptosis activating factor-1) 

APS: υπερκειικό αμμϊνιο (ammonium persulfate) 

ARE: ςυναινετικι αλλθλουχία αντιοξειδωτικισ απόκριςθσ (antioxidant response element) 

ARF: παράγοντασ ριβοηυλίωςθσ του ADP (ADP ribosylation factor) 

ARNT: πυρθνικόσ μεταωορζασ του ΑhR (AhR nuclear translocator) 

ASK1/2: κινάςθ που ρυκμίηει το ςιμα τθσ απόπτωςθσ 1/2 (apoptosis signal-regulating 

kinase 1/2) 

ATM: μετάλλαξθ του γονιδίου αταξίασ-τθλαγγειεκταςίασ (ataxia telangiectasia mutated) 

ATP: τριωωςωορικι αδενοςίνθ (adenosine triphosphate) 

ATR: πρωτεΐνθ που ςχετίηεται με αταξία-τθλαγγειεκταςία και Rad3 (ataxia telangiectasia 

and Rad3-related protein) 

B[α]Ρ: βενηο[α]πυρζνιο (benzo[α]pyrene) 

Bad: ςχετιηόμενοσ με τισ πρωτεΐνεσ Bcl-2 υποκινθτισ κανάτου (Bcl-2 associated death 

promoter) 

BAF: παράγοντασ ενεργοποίθςθσ των Β λεμωοκυττάρων (B-cell activating factor) 

Bax: ςχετιηόμενθ με τισ πρωτεΐνεσ Bcl-2, πρωτεΐνθ x (Bcl-2 associated protein x) 

Bcl-2: πρωτεΐνθ λεμωϊματοσ Β κυττάρων (B-cell lymphoma-2) 

Bcl-xL: πολφ μεγάλθ Bcl πρωτεΐνθ (Βcl-extra large) 

BER: επιδιόρκωςθ με εκτομι βάςθσ (base excision repair) 

BH: επικράτεια ομολογίασ των πρωτεϊνϊν Bcl-2 (Bcl-2 homology domain)  

bHLH: βαςικό μοτίβο ζλικασ-κθλειάσ-ζλικασ (basic helix-loop-helix) 

Bid: αγωνιςτισ κανάτου, που αλλθλεπιδρά με τθν επικράτεια ΒΘ3 (BH3-interacting 

domain death agonist) 

BK: βραδυκινίνθ (bradykinin) 

bp: ηεφγθ βάςεων (base pairs) 

BPDE: B[α]P-7,8-διολ-9,10-εποξείδιο (B[α]P-7,8-diol-9,10-epoxide) 

BPQ: B[α]P-7,8-κινόνθ (B[α]P-7,8-quinone) 

BSA: αλβουμίνθ οροφ βοόσ (bovine serum albumin) 

Ca2+: ιόντα αςβεςτίου 

[Ca2+]i: ςυγκζντρωςθ ελεφκερων ιόντων αςβεςτίου ςτο κυτταρόπλαςμα 
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CAD: DNάςθ ενεργοποιοφμενθ από καςπάςθ (caspase-activated DNase) 

CA-IX: ανκρακικι ανυδράςθ-ΙΧ (carbonic anhydrase-IX) 

CBP: πρωτεΐνθ που προςδζνεται ςτον CREB (CREB-binding protein) 

CCE: ειςροι Ca2+ ελεγχόμενθ από τθν πλθρότθτα των αποκθκϊν (capacitative Ca2+ entry) 

CK2: κινάςθ τθσ καηεΐνθσ 2 (casein kinase 2) 

COPD: χρόνια αποωρακτικι πνευμονοπάκεια (chronic obstructive pulmonary disease) 

CREB: πρωτεΐνθ που προςδζνεται ςε ακολουκία απόκριςθσ ςτο c-AMP (cAMP 

response element-binding protein) 

CYP1Α1: κυτόχρωμα Ρ450, οικογζνεια 1, υποοικογζνεια 1, πολυπεπτίδιο 1 (cytochrome 

P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1) 

Cyt c: κυτόχρωμα c (cytochrome c) 

DAG: διακυλογλυκερόλθ (diacylglycerol) 

DAMP: μοριακό πρότυπο που ςχετίηεται με κίνδυνο/βλάβθ (danger/damage-

associated molecular pattern) 

DAPI: 4’,6-διαμιδινο-2-ωαινυλ-ινδόλθ (4',6-diamidino-2-phenylindole) 

DCM: διχλωρομεκάνιο (dichloromethane) 

DD: επικράτεια κανάτου (death domain) 

DEP: ςωματίδια εξατμίςεων μθχανϊν εςωτερικισ καφςθσ (diesel exhaust particles) 

Diablo: άμεςα ςυνδεόμενθ πρωτεΐνθ με τισ ΙΑΡs με χαμθλό pI (direct IAP-binding 

protein with low pI) 

DISC: ςφμπλοκο ςθματοδότθςθσ που επάγει το κάνατο (death inducing signaling 

complex) 

DLF: απομακρυςμζνοι πνευμονικοί ινοβλάςτεσ (distal lung fibroblasts) 

DMEM: τροποποιθμζνο κρεπτικό υλικό Dulbecco (Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium) 

DMSO: διμεκυλο-ςουλωοξείδιο (dimethyl sulfoxide) 

DNA: δεοξυριβονουκλεϊκό οξφ (deoxyribonucleic acid) 

DNA-PK: εξαρτϊμενθ από DNA πρωτεϊνικι κινάςθ (DNA-dependent protein kinase) 

DR5: υποδοχζασ κανάτου 5 (death receptor 5) 

DTPA: διαικυλενο-τριαμινο-πεντοξικό οξφ (diethylene-triamine-pentaacetic acid) 

DTT: δικειοκρεϊτόλθ (dithiothreitol) 

ECL: ενιςχυμζνθ χθμειοωωταφγεια (enhanced chemiluminescence) 

EDTA: αικυλενο-διαμινο-τετραοξικό oξφ (ethylene diamine tetra-acetic acid)  

EGF: επιδερμικόσ αυξθτικόσ παράγοντασ (epidermal growth factor) 

EGFR: υποδοχζασ του EGF (EGF receptor) 

EGTA: αικυλενο-γλυκο-τετραοξικό οξφ (ethylene glycol tetra-acetic acid) 

eNOS: ενδοκθλιακι ςυνκάςθ νιτρικοφ οξζοσ (endothelial nitric oxide synthase) 
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EpRE: ςυναινετικι αλλθλουχία θλεκτροωιλικισ απόκριςθσ (electrophilic response element) 

EPO: ερυκροποιθτίνθ (erythropoietin) 

ERK: ρυκμιηόμενθ από εξϊκυττάρια ςιματα πρωτεϊνικι κινάςθ (extracellular signal 

regulated protein kinase) 

EtBr: βρωμιοφχο αικίδιο (ethidium bromide) 

FADD: πρωτεΐνθ που ςχετίηεται με τον Fas και ωζρει επικράτεια κανάτου (Fas-associated 

protein with death domain) 

FasL: προςδζτθσ του υποδοχζα Fas (Fas ligand) 

FIH-1: παράγοντασ που παρεμποδίηει τον HIF-1 (factor inhibiting HIF-1) 

FBS: ορόσ εμβρφου βοόσ (fetal bovine serum) 

FGF: αυξθτικόσ παράγοντασ ινοβλαςτϊν (fibroblast growth factor) 

FURA-2/AM: ακετοξυμεκυλεςτζρασ τθσ FURA-2 (Fura-2-acetoxymethyl ester) 

GLUT1: μεταωορζασ γλυκόηθσ 1 (glucose transporter 1) 

GMCSF: παράγοντασ που επάγει κοκκιοκφτταρα και μακροωάγα (granulocyte macrophage 

colony-stimulating factor) 

GPCR: υποδοχζασ ςυηευγμζνοσ με G πρωτεΐνεσ (G-protein-coupled receptor) 

GPx: υπεροξειδάςθ τθσ γλουτακειόνθσ (glutathione peroxidase) 

GSH: γλουτακειόνθ (glutathione) 

GSK3: κινάςθ τθσ ςυνκάςθσ του γλυκογόνου 3 (glycogen synthase kinase 3) 

GST: κειο-μεταωοράςθ τθσ γλουτακειόνθσ (glutathione S-transferase) 

HBSS: ιςορροπθμζνο διάλυμα αλάτων (Hank's balanced salt solution) 

HDF: επιδερμικοί ινοβλάςτεσ ανκρϊπου (human dermal fibroblasts) 

Hepes: 4-(2-υδροξυ-αικυλο)-1-πιπεραηινο-αικανο-κειικό οξυ (4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid ) 

HIF-1: παράγοντασ που επάγεται από υποξία-1 (hypoxia-inducible factor-1) 

HIF-1α: α υπομονάδα του ΘΙF-1 (hypoxia-inducible factor-1α) 

HIF-1β: β υπομονάδα του ΘΙF-1 (hypoxia-inducible factor-1β) 

HO-1: οξυγενάςθ τθσ αίμθσ-1 (heme oxygenase-1) 

HRE: ςυναινετικι αλλθλουχία απόκριςθσ ςτθν υποξία (hypoxia response element) 

HRP: υπεροξειδάςθ χρζνου (horseradish peroxidase) 

IAPs: πρωτεΐνεσ αναςτολείσ τθσ απόπτωςθσ (inhibitors of apoptosis proteins) 

ΛCAD: αναςτολζασ τθσ CAD (inhibitor of CAD) 

IGF-1: ομοιάηων με τθν ινςουλίνθ αυξθτικόσ παράγοντασ-1 (insulin-like growth factor-1) 

IκΒ: αναςτολζασ του NFκΒ (inhibitor of NFκΒ) 

IKK: κινάςθ του ΙκΒ (IκΒ kinase) 

Iono: ιονομυκίνθ (ionomycin) 

IP3: 1,4,5-τριωωςωορικι ινοςιτόλθ (inositol 1,4,5-triphosphate) 
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IP3R: υποδοχζασ τθσ ΙΡ3 (ΙΡ3 receptor) 

IVR: παρεμβαλλόμενθ περιοχι (intervening region) 

JAK: κινάςθ Janus (Janus kinase) 

JNK: κινάςθ του αμινοτελικοφ άκρου του c-Jun (c-Jun NH2-terminal kinase) 

Keap1: ομοιάηουςα με Κelch πρωτεΐνθ που ςχετίηεται με ECH 1 (Kelch-like ECH-

associated protein 1) 

KRH: Krebs-Ringer-Hepes 

Maf: πρωτεΐνθ μυοαπονευρωτικοφ ινοςαρκϊματοσ (musculoaponeurotic fibrosarcoma) 

MAPK: επαγόμενθ από μιτογόνα πρωτεϊνικι κινάςθ (mitogen-activated protein 

kinase) 

MAPKK: κινάςθ τθσ ΜΑΡΚ (MAPK kinase) 

MAPKKK: κινάςθ τθσ ΜΑΡΚΚ (MAPKK kinase) 

MDA: μαλονδιαλδεψδθ (malondialdehyde) 

Πdm2: μυοειδζσ διπλό λεπτό 2 (mouse double minute 2) 

mRNA: αγγελιαωόρο RNA (messenger RNA) 

mTOR: ςτόχοσ τθσ ραπαμυκίνθσ ςτα κθλαςτικά (mammalian target of rapamycin) 

MTT: βρωμιοφχο 3-(4,5-διμεκυλο-κειαηολιο)-2,5-διωαινυλο-τετραηόλιο (3-(4,5-di-

methylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 

NADPH: ωωςωορικό νικοτιναμιδο-αδενινο-δινουκλεοτίδιο (nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate) 

NCX: ανταλλάκτθσ Na+/Ca2+ (Na+/Ca2+ exchanger) 

NCΞX: ανταλλάκτθσ Na+/Ca2+-Κ+ (Na+/Ca2+-Κ+ exchanger) 

NFκΒ: πυρθνικόσ παράγοντασ κΒ (nuclear factor κΒ) 

NGF: αυξθτικόσ παράγοντασ νευρϊνων (nerve growth factor) 

NLS: ςιμα πυρθνικοφ εντοπιςμοφ (nuclear localization signal) 

NP-40: νονυλ-ωαινοξυπολυαικοξυλαικανόλθ-40 (nonyl phenoxypolyethoxylethanol-40) 

NQO1: οξειδοαναγωγάςθ NAD(P)H:κινόνθσ 1 (NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1) 

ΡrF2: ςχετιηόμενοσ με τον NFE2 παράγοντασ 2 (NFE2-related factor 2) 

O.D.: οπτικι πυκνότθτα (optical density) 

ODD: επικράτεια οξυγονο-εξαρτϊμενθσ αποικοδόμθςθσ (oxygen-dependent 

degradation domain) 

PAH: πολυκυκλικόσ αρωματικόσ υδρογονάνκρακασ (polycyclic aromatic hydrocarbon) 

PBS: διάλυμα ωωςωορικϊν αλάτων (phosphate buffered saline) 

PDGF: προερχόμενοσ από τα αιμοπετάλια αυξθτικόσ παράγοντασ (platelet-derived 

growth factor) 

PDK1: κινάςθ εξαρτϊμενθ από τθν ΡΙΡ3 (ΡΙΡ3-dependent kinase) 

ΡΘ: ομολογία πλεξκτρίνθσ (pleckstrin homology) 
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PHD: υδροξυλάςθ προλίνθσ (prolyl-hydroxylase domain) 

PI3K: κινάςθ τθσ 3-ωωςωατιδυλο-ινοςιτόλθσ (phosphatidylinositol-3 kinase) 

PIP2: 4,5-διωωςωορικι ωωςωατιδυλο-ινοςιτόλθ (phosphatidylinositol 4,5-biphosphate) 

PIP3: 3,4,5-τριωωςωορικι ωωςωατιδυλο-ινοςιτόλθ (phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate) 

PKB/Akt: πρωτεϊνικι κινάςθ Β/Αkt (protein kinase B/Akt) 

PKC: πρωτεϊνικι κινάςθ C (protein kinase C) 

PLC: ωωςωολιπάςθ C (phospholipase C) 

PLGA: πολυ(γαλακτικό-γλυκολικό οξφ) (poly(lactic-co-glycolic acid)) 

PM: ςωματιδιακι φλθ (particulate matter) 

ΡΠCA: Ca2+ ATPάςθ τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ (plasma membrane Ca2+ ATPase) 

PMSF: ωαινυλο-μεκανο-ςουλωονυλο-ωκορίδιο (phenyl-methane-sulfonyl-fluoride) 

PRAS40: πλοφςιο ςε προλίνθ υπόςτρωμα τθσ Αkt των 40kDa (proline-rich Akt substrate 

of 40kDa) 

PTEN: ομόλογο ωωςωατάςθσ και τενςίνθσ (phosphatase and tensin homolog) 

PTFE: πολυτετραωκοροαικυλζνιο (polytetrafluoroethylene) 

PTP: πόροσ διαπερατότθτασ (permeability transition pore) 

PUMA: ρυκμιηόμενοσ από τθν p53 τροποποιθτισ τθσ απόπτωςθσ (p53 upregulated 

modulator of apoptosis) 

pVHL: πρωτεΐνθ των von Hippel και Lindau (protein von Hippel-Lindau) 

Raf: πρωτεΐνθ ταχζωσ εξελιςςόμενου ινοςαρκϊματοσ (rapidly accelerated fibrosarcoma) 

Ras: πρωτεΐνθ ςαρκϊματοσ αρουραίου (rat sarcoma) 

RIP1:  πρωτεΐνθ που αλλθλεπιδρά με υποδοχζα (receptor-interacting protein) 

ROS: δραςτικζσ μορωζσ οξυγόνου (reactive oxygen species). 

rpm: ςτροωζσ ανά λεπτό (rounds per minute) 

RTK: υποδοχζασ με δράςθ κινάςθσ τυροςίνθσ (receptor tyrosine kinase) 

RyR: υποδοχζασ ρυανοδίνθσ (ryanodine receptor) 

SD: τυπικι απόκλιςθ (standard deviation) 

SDS: δωδεκυλο-κειικό νάτριο (sodium dodecyl-sulphate) 

SDS-PAGE: Θλεκτροωόρθςθ ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ, παρουςία SDS (SDS-

polyacrylamide gel electrophoresis) 

SERCA: ςαρκο-/ενδο-πλαςματικι Ca2+ ATPάςθ (sarco-/endo-plasmic reticulum Ca2+ 

ATPase) 

Smac: δεφτεροσ προερχόμενοσ από τα μιτοχόνδρια ενεργοποιθτισ των καςπαςϊν 

(second mitochondria-derived activator of caspases) 

SOC: δίαυλοσ εξαρτϊμενοσ από αποκικεσ (store-operated channel) 

SOD: υπεροξειδικι διςμουτάςθ (superoxide dismutase) 
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STAT: μεταγωγζασ ςιματοσ και ενεργοποιθτισ τθσ μεταγραωισ (signal transducer 

and activator of transcription) 

STIM1: μόριο αλλθλεπίδραςθσ με το ςτρϊμα 1 (stromal interaction molecule 1) 

TAD: περιοχι μεταγραωικισ ενεργοποίθςθσ (transactivation domain) 

ΣΑΞ1: ενεργοποιοφμενθ από τον ΣGF-β κινάςθ 1 (TGF-β activated kinase-1) 

TBS: αλατοφχο διάλυμα ρυκμιηόμενο με Tris (Tris-buffered saline) 

TCDF: 2,3,7,8-τετραχλωροδιβενηοωουράνιο (2,3,7,8-tetrachlorodibenzofuran) 

TEMED: τετραμεκυλ-μεκυλ-αικυλενο-διαμίνθ (tetramethyl-ethylene-diamine) 

Tf: μεταωορίνθ (transferrin) 

Tg: καψιγκαργκίνθ (thapsigargin) 

TGF: αυξθτικόσ παράγοντασ μεταςχθματιςμοφ (transforming growth factor) 

TLC: χρωματογραωία λεπτισ ςτιβάδασ (thin layer chromatography) 

TNFR: υποδοχζασ του TNF (TNF receptor) 

TNF-α: παράγοντασ νζκρωςθσ όγκων-α (tumor necrosis factor-α) 

TRADD: ςχετιηόμενθ με τον TNFR1 πρωτεΐνθ, που ωζρει επικράτεια κανάτου (TNFR1-

associated death domain protein) 

TRAF: παράγοντασ που ςχετίηεται με τον υποδοχζα του TNF (TNF receptor associated 

factor) 

TRAIL-R: υποδοχζασ του ςχετιηόμενου με τον TNF-προςδζτθ που επάγει τθν απόπτωςθ 

(TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor) 

Tris: τρισ(υδρόξυμεκυλο)αμινομεκάνιο (tris(hydroxymethyl)aminomethane) 

Tritοn X-100: πολυοξυαικυλεν-οκτυλο-ωαινυλαικζρασ (polyoxyethylene-octyl-phenyl-

ether) 

TRP: μεταβλθτοί υποδοχείσ δυναμικοφ (transient receptor potential) 

TSC2: πρωτεΐνθ οηϊδουσ ςκλιρυνςθσ 2 (tuberous sclerosis protein 2) 

UFPs: υπζρλεπτα ςωματίδια (ultrafine particles) 

UV: υπεριϊδθσ ακτινοβολία (ultra violet) 

VDAC: ταςεοελεγχόμενοσ δίαυλοσ ανιόντων (voltage-dependent anion channel) 

VEGF: αυξθτικόσ παράγοντασ αγγείων ενδοκθλίου (vascular endothelial growth factor) 

VOC: ταςεο-ελεγχόμενοσ δίαυλοσ(voltage-operated channel) 

xIAP: ςυνδεόμενοσ με το χρωμόςωμα Χ αναςτολζασ τθσ απόπτωςθσ (X-linked inhibitor 

of apoptosis protein) 

v/v: ςυγκζντρωςθ κατ’ όγκον (ml διαλυμζνθσ ουςίασ ανά 100 ml διαλφτθ) 

w/v: ςυγκζντρωςθ κατά βάροσ (g διαλυμζνθσ ουςίασ ανά 100 ml διαλφτθ) 
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I. ΕΙ΢ΑΓΨΓΗ 
 

1. Θ ΑΣΠΣ΢ΦΑΛΡΛΞΘ ΡΤΠΑΡ΢Θ 

Πολυάρικμεσ επιδθμιολογικζσ μελζτεσ των τελευταίων δεκαετιϊν ζχουν 

ςυςχετίςει τθν ατμοςωαιρικι ρφπανςθ με τθν εμωάνιςθ ι τθν επιδείνωςθ 

προβλθμάτων υγείασ, που αωοροφν κυρίωσ ςτο αναπνευςτικό και καρδιαγγειακό 

ςφςτθμα. ΢ιμερα, θ πλειοψθωία των επιδθμιολογικϊν και τοξικολογικϊν μελετϊν, 

προςανατολίηεται ςτουσ ειςπνεόμενουσ ρφπουσ ςωματιδιακισ ωφςθσ, οι οποίοι 

ζχουν ενοχοποιθκεί περιςςότερο, ςε ςφγκριςθ με τα αζρια ςυςτατικά τθσ ρφπανςθσ 

(Maier και ςυν. 2008). Ειδικότερα, το ενδιαωζρον ζχει εςτιαςτεί ςτθν επίδραςθ του 

μεγζκουσ και τθσ ςφςταςθσ των ςωματιδίων αυτϊν, κακϊσ και ςτθ διαλεφκανςθ 

των μοριακϊν μθχανιςμϊν δράςθσ τουσ. 

 

1.1. Λ΢ΣΣΡΛΞΘ ΑΡΑΔΡΣΠΘ 

Γεγονότα, που ζχουν καταγραωεί κατά τθ διάρκεια τθσ ιςτορίασ, μαρτυροφν 

ότι ο άνκρωποσ κατανόθςε, από πολφ νωρίσ, τισ επιβλαβείσ επιπτϊςεισ τθσ 

ρφπανςθσ. Είναι χαρακτθριςτικό ότι κατά τον 17ο αιϊνα, θ βαςίλιςςα Ελιςάβετ 

απαγόρευςε τθν καφςθ του κάρβουνου γφρω από το παλάτι, λόγω τθσ ενοχλθτικισ 

ωφςθσ του καπνοφ. Επίςθσ, το 1661, ο John Evelyn ςτο πλαίςιο τθσ διατριβισ του, 

υποςτιριξε ότι οι εργοςταςιακζσ εγκαταςτάςεισ κα ζπρεπε να απομακρυνκοφν από 

τθν περιοχι του Λονδίνου. Σο 19ο αιϊνα, κλινικοί υπάλλθλοι ςτο Λονδίνο, 

απζδωςαν τθν εκδιλωςθ αναπνευςτικϊν προβλθμάτων ςτθν ατμοςωαιρικι 

ρφπανςθ (Valavanidis και ςυν. 2008). Θ ςταδιακι ςυςςϊρευςθ ανάλογων 

δεδομζνων, δθμιοφργθςε τθν ανάγκθ μιασ περιςςότερο ςυςτθματικισ διερεφνθςθσ 

των επιπτϊςεων τθσ ρφπανςθσ ςτθν ανκρϊπινθ υγεία. 

Παρά το πλικοσ των επιδθμιολογικϊν ςτοιχείων, τα μζτρα για τον 

περιοριςμό των ρφπων ςτισ περιςςότερεσ βιομθχανικζσ περιοχζσ ιταν ςχεδόν 

ανφπαρκτα, με αποτζλεςμα τθν εκδιλωςθ ςοβαρϊν επειςοδίων ρφπανςθσ. Σα 

κυριότερα από αυτά ςθμειϊκθκαν ςτο Βζλγιο, το 1930 (Nemery και ςυν. 2001), 

ςτθν Πενςυλβάνια των ΘΠΑ, το 1948 (Helfand και ςυν. 2001) και ςτο Λονδίνο, το 

1952 (Logan 1953). ΢τισ πρϊτεσ δφο περιπτϊςεισ, κφρια αιτία ιταν θ υπζρμετρθ 

καφςθ κάρβουνου, τόςο ςε οικιακζσ ςυςκευζσ, όςο και ςτουσ κλιβάνουσ των 

εργοςταςιακϊν εγκαταςτάςεων. Αντίκετα, ςτο Λονδίνο, μία κερμοκραςιακι 

αναςτροωι, που προκλικθκε από ζναν αντικυκλϊνα, παγίδευςε κρφο αζρα κάτω 

από μία κερμι μάηα αζρα, και ςε ςυνδυαςμό με τθν αυξθμζνθ κατανάλωςθ 
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κάρβουνου, δθμιοφργθςε ζνα δθλθτθριϊδεσ ωωτοχθμικό νζωοσ («smog»), ςε 

ςυνκικεσ απόλυτθσ άπνοιασ. Οι ςυγκεντρϊςεισ ςωματιδίων άνκρακα και διοξειδίου 

του κείου, ξεπζραςαν κατά 10 ωορζσ τα ωυςιολογικά επίπεδα, ενϊ ςθμειϊκθκαν 

περιςςότεροι από 4.000 κάνατοι, κυρίωσ μικρϊν παιδιϊν και θλικιωμζνων ατόμων 

με χρόνιεσ καρδιαγγειακζσ και αναπνευςτικζσ νόςουσ (Logan 1953).  

Ακόμα ζνα περιςτατικό καταγράωθκε ςτο Los Angeles λόγω τθσ χθμικισ 

αντίδραςθσ τθσ ζντονθσ θλιακισ ακτινοβολίασ με τα προϊόντα των εξατμίςεων των 

αυτοκινιτων, με αποτζλεςμα τθν επιβάρυνςθ τθσ ατμόςωαιρασ με υψθλζσ 

ςυγκεντρϊςεισ οξειδίων. Ανάλογεσ περιπτϊςεισ, κατά τισ δεκαετίεσ του 1970 και 

1980, ςε ταχζωσ αναπτυςςόμενεσ περιοχζσ, όπωσ το ΢ικάγο, το Μεξικό, το Κάιρο, το 

Σόκυο και θ Ακινα, προκάλεςαν το ενδιαωζρον τισ κοινισ γνϊμθσ και ανζδειξαν τθν 

ανάγκθ λιψθσ αποτελεςματικϊν μζτρων για τον περιοριςμό τθσ ατμοςωαιρικισ 

ρφπανςθσ (Valavanidis και ςυν. 2008).  

 

1.2. ΢ΩΠΑΣΛΔΛΑΞΘ ΤΟΘ (Particulate Matter, PM) 

Σα ςυςτατικά των ατμοςωαιρικϊν ρφπων χαρακτθρίηονται από εξαιρετικι 

ετερογζνεια, θ οποία εξαρτάται άμεςα από μια ποικιλία παραγόντων, όπωσ είναι θ 

πθγι προζλευςισ τουσ, θ γεωγραωικι κζςθ και οι κλιματολογικζσ ςυνκικεσ. Μια 

ςθμαντικι κατθγορία, θ οποία μελετικθκε και ςτθν παροφςα διδακτορικι διατριβι, 

είναι τα αιωροφμενα ςωματίδια ι θ ςωματιδιακι φλθ (Particulate Matter, PM). 

Πρόκειται για το ςφνολο των ςωματιδίων ςτερεισ ι υγρισ μορωισ, που αιωροφνται 

ςτθν ατμόςωαιρα και θ αεροδυναμικι τουσ διάμετροσ (α.δ.) δεν ξεπερνά τα 10μm. 

Οι ιδιότθτεσ, κακϊσ και ο βακμόσ τοξικότθτασ τθσ ΡΜ, κακορίηονται από τα 

ωυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά των ςωματιδίων και, ειδικότερα, από το μζγεκοσ και 

τθ χθμικι τουσ ςφςταςθ. 

 

1.2.1. ΦΤ΢ΛΞΣΧΘΠΛΞΕ΢ ΛΔΛΣΣΘΣΕ΢ ΣΘ΢ ΢ΩΠΑΣΛΔΛΑΞΘ΢ ΤΟΘ΢ 

1.2.1.1. Σο μζγεθοσ (αεροδυναμική διάμετροσ) 

Όπωσ, προαναωζρκθκε, τα ςωματίδια τθσ ΡΜ χαρακτθρίηονται από ζνα 

μεγάλο εφροσ α.δ., που κυμαίνεται από 0,005-10μm. Ωςτόςο, θ διαωοροποίθςθ 

των ιδιοτιτων μεταξφ ςωματιδίων διαωορετικοφ μεγζκουσ, οδιγθςε ςτθν 

κακιζρωςθ τριϊν διακριτϊν κατθγοριϊν, με αποκλειςτικό κριτιριο τθν α.δ. Θ 

πρϊτθ κατθγορία, αωορά ςτα ΡΜ10 ι χονδρά ςωματίδια (coarse particles) και 

περιλαμβάνει ςωματίδια με α.δ. 2,5-10μm. Ακολουκοφν τα ΡΜ2,5 ι λεπτά 

ςωματίδια (fine particles) με α.δ. 0,1-2,5μm και τα υπζρλεπτα ςωματίδια (ultrafine 
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particles, UFPs) ι νανοςωματίδια με α.δ. μικρότερθ των 100nm (BeruBe και ςυν. 

2007).  

Ανάλογθ του μεγζκουσ είναι και θ διαςπορά των ειςπνεόμενων ςωματιδίων 

ςτα διάωορα επίπεδα του αναπνευςτικοφ δζντρου. Όπωσ παρουςιάηεται ςτθν 

Εικόνα 1, τα ςωματίδια ΡΜ10, περιορίηονται ςτα ανϊτερα ςθμεία του 

αναπνευςτικοφ ςυςτιματοσ, με αποτζλεςμα να ςυςςωρεφονται ςτθ ρινικι 

κοιλότθτα, το ςτόμα και το ωάρυγγα. Αντίκετα, τα μικρότερα ςωματίδια, ΡΜ2,5, 

ειςχωροφν ςτθν τραχεία και τουσ αεραγωγοφσ, ενϊ τα UFPs, ζχουν πρόςβαςθ 

ακόμα και ςτισ αναπνευςτικζσ επιωάνειεσ των κυψελίδων (Churg & Brauer 2000, 

BeruBe και ςυν. 2007). Σο αναπνευςτικό ςφςτθμα διακζτει κατάλλθλουσ 

μθχανιςμοφσ (π.χ. αντανακλαςτικόσ βιχασ, ωτζρνιςμα, βλεννϊδεισ εκκρίςεισ, 

κίνθςθ βλεωαρίδων, ωαγοκυττάρωςθ κλπ), ϊςτε να απομακρφνει με επιτυχία 

ςθμαντικό ποςοςτό των μεγαλφτερων ςωματιδίων. Οι μθχανιςμοί αυτοί, όμωσ, δεν 

είναι εξίςου αποτελεςματικοί ςτθν περίπτωςθ των λεπτϊν και υπζρλεπτων 

ςωματιδίων, τα οποία ειςχωροφν ςτα βακφτερα ςθμεία του πνεφμονα. Θ 

απομάκρυνςθ των ςωματιδίων από τισ κυψελίδεσ, είναι μια εξαιρετικά αργι 

διαδικαςία, που διαρκεί από μερικζσ εβδομάδεσ ζωσ πολλοφσ μινεσ, με 

αποτζλεςμα τθν παρατεταμζνθ ζκκεςθ τθσ ευαίςκθτθσ επιωάνειασ του ιςτοφ, ςτα 

τοξικά ςυςτατικά των ςωματιδίων (Duzgoren-Aydin 2008). 

 

 

 

Εικόνα 1: Διαγραμματικι απεικόνιςθ τθσ κατανομισ των ειςπνεόμενων χονδρϊν (ΡΠ10), λεπτϊν 
(ΡΠ2,5) και υπζρλεπτων (UFPs) ςωματιδίων ςτο αναπνευςτικό ςφςτθμα του ανκρϊπου. 
[Προςαρμογι από (BeruBe και ςυν. 2007)] 
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Περίπου το 90-95% του ατμοςωαιρικοφ μίγματοσ τθσ ΡΜ αποτελείται από  

ΡΜ10 και τα μικρότερα ςωματίδια ςυνιςτοφν μόλισ το 1-8% τθσ ολικισ μάηασ. 

Παρόλα αυτά, τα λεπτά και υπζρλεπτα ςωματίδια ανιχνεφονται ςε ιδιαίτερα 

μεγάλουσ αρικμοφσ, ζχουν πολφ υψθλότερο λόγο επιωάνειασ/μάηασ και, τζλοσ, θ 

πορϊδθσ επιωάνειά τουσ, επιτρζπει τθν προςρόωθςθ τοξικϊν χθμικϊν ενϊςεων 

(Εικόνα 2). ΢υγκριτικι μελζτθ, που πραγματοποιικθκε μεταξφ των κατοίκων του 

Μεξικοφ (υψθλά επίπεδα ρφπανςθσ) και του Βανκοφβερ (πολφ χαμθλά επίπεδα 

ρφπανςθσ), αποκάλυψε ζντονθ ςυςςϊρευςθ λεπτϊν και υπζρλεπτων ςωματιδίων, 

μόνο ςτουσ πνεφμονεσ των κατοίκων του Μεξικοφ (Brauer και ςυν. 2001). Ζχει 

υπολογιςτεί ότι κατά τθ διάρκεια ενόσ επειςοδίου ζντονθσ ρφπανςθσ, ςε κάκε 

αναπνευςτικό βρογχιόλιο εναποτίκενται – κατά μζςο όρο – 30 εκατομμφρια 

ςωματίδια και, ςε κάκε κυψελίδα, περίπου 1500 ςωματίδια, ςε χρονικό διάςτθμα 

24 ωρϊν. Σο 50% αυτοφ του ςωματιδιακοφ ωορτίου αποτυγχάνει να απομακρυνκεί, 

με αποτζλεςμα να παραμζνει για μεγάλο χρονικό διάςτθμα ςτθν περιοχι (Seaton 

και ςυν. 1995). Σόςο το μζγεκοσ, όςο και το ποςοςτό των ςωματιδίων που 

παραμζνουν ςτον πνεφμονα, με τθν ζκκεςθ ςτθν ατμοςωαιρικι ρφπανςθ, 

κακορίηουν ςε μεγάλο βακμό τισ επιπτϊςεισ των ρφπων ςτθν ανκρϊπινθ υγεία.  

 

 

Εικόνα 2: Διαγραμματικι απεικόνιςθ του ποςοςτοφ των επιφανειακϊν μορίων των ςωματιδίων 
τθσ ΡΠ, ςυναρτιςει τθσ αεροδυναμικισ τουσ διαμζτρου. *προςαρμογι από (Oberdorster και ςυν. 
2005)] 

 

1.2.1.2. Η χημική ςφςταςη 

 Θ χθμικι ςφςταςθ τθσ ςωματιδιακισ φλθσ τθσ ατμόςωαιρασ είναι εξαιρετικά 

ετερογενισ και ευμετάβλθτθ, κακϊσ κακορίηεται από παράγοντεσ όπωσ θ πθγι 

προζλευςισ τθσ, οι κλιματολογικζσ ςυνκικεσ, θ γεωγραωικι κζςθ και οι 

αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ των ίδιων των ςωματιδίων. ΢τισ αςτικζσ και βιομθχανικζσ 

περιοχζσ, βαςικζσ πθγζσ τθσ PM αποτελοφν οι εξατμίςεισ των μζςων μεταωοράσ, οι 

βιομθχανικοί ρφποι και τα ςωματίδια που απελευκερϊνονται κατά τθν επεξεργαςία 
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καταςκευαςτικϊν υλικϊν (π.χ. υλικά οικοδομϊν). Ειδικότερα, πρόκειται για 

πτθτικζσ ι/και θμιπτθτικζσ οργανικζσ ενϊςεισ (πολυκυκλικοί αρωματικοί 

υδρογονάνκρακεσ (PAHs), νιτρο-PAHs, κινόνεσ) προςροωθμζνεσ ςτθν επιωάνεια των 

ςωματιδίων, ςτοιχεία μετάπτωςθσ (ςίδθροσ, νικζλιο, βανάδιο, χαλκόσ), νιτρικά και 

κειικά ιόντα, δραςτικά αζρια (όηον, υπεροξείδια, αλδεψδεσ), αικάλθ από 

διαδικαςίεσ καφςθσ ι εξατμίςεισ και ορυκτά (χαλαηίασ, αμίαντοσ). Αντίκετα, ςτισ 

επαρχιακζσ περιοχζσ κυριαρχοφν ςυςτατικά βιογενοφσ προζλευςθσ (π.χ. 

γυρεόκοκκοι, ςπόρια μυκιτων, ιοί, βακτιρια, ενδοτοξίνεσ) και διάχυτθ ςκόνθ από 

τθ διάβρωςθ του εδάωουσ (Donaldson και ςυν. 2005). Θ ςφςταςθ των ςωματιδίων 

διαωζρει, επίςθσ, και μεταξφ των κατθγοριϊν τθσ ΡΜ. Ζτςι, θ ΡΜ10 αποτελείται 

κυρίωσ από ορυκτά ςωματίδια, καλαςςινό αλάτι και βιογενι υλικά, ενϊ θ ΡΜ2,5 και 

τα νανοςωματίδια ζχουν τθ μορωι ςυςςωματωμάτων, ςτα οποία ποικίλα μζταλλα 

και οργανικζσ ενϊςεισ  προςροωϊνται ςτθν επιωάνεια πυρινων άνκρακα (Aust και 

ςυν. 2002). 

 

1.2.2. ΣΡΣΠΣΛ ΕΞΚΕ΢Θ΢ ΢ΣΘ ΢ΩΠΑΣΛΔΛΑΞΘ ΤΟΘ  

Θ είςοδοσ των ςωματιδίων τθσ ΡΜ ςτον οργανιςμό επιτυγχάνεται μζςω 

τριϊν διαωορετικϊν οδϊν. Ο πνεφμονασ ςυνιςτά πρωταρχικό ςτόχο τθσ ΡΜ, κακϊσ 

εκτίκεται ςυνεχϊσ ςτα ςυςτατικά τθσ ατμόςωαιρασ, μζςω τθσ αναπνοισ. Για το 

λόγο αυτό, ζχει προςελκφςει και το ενδιαωζρον τθσ πλειοψθωίασ των 

τοξικολογικϊν μελετϊν. Σο πεπτικό ςφςτθμα ζρχεται, επίςθσ, ςε επαωι με 

τοξικζσ/καρκινογόνεσ ενϊςεισ, μζςω τθσ κατανάλωςθσ «επιβαρυμζνων» τροωϊν 

(π.χ. καμζνεσ τροωζσ, ψιςιμο με χριςθ κάρβουνου κλπ). Θ τρίτθ οδόσ ζκκεςθσ είναι 

το δζρμα, το οποίο, όμωσ, διαωοροποιείται από τουσ προθγοφμενουσ ιςτοφσ, λόγω 

τθσ ιδιαίτερθσ ανατομίασ του και τθσ φπαρξθσ τθσ προςτατευτικισ ςτιβάδασ 

κερατίνθσ (Kampa & Castanas 2008).  

Εκτόσ από τουσ ιςτοφσ, που εκτίκενται άμεςα ςτθν ΡΜ, ζνα ποςοςτό του 

υπζρλεπτου κλάςματοσ των ειςπνεόμενων ςωματιδίων (UFPs), διαπερνά τισ 

κυψελίδεσ και ειςζρχεται ςτθν κυκλοωορία, με αποτζλεςμα τθ διαςπορά του ςε όλο 

το ςϊμα και τθν εναπόκεςθ ςε απομακρυςμζνα όργανα και ιςτοφσ (Kampa & 

Castanas 2008, Terzano και ςυν. 2010). Αν και ο μθχανιςμόσ μεταωοράσ, δεν ζχει 

αποςαωθνιςτεί πλιρωσ, ζχουν διατυπωκεί οριςμζνεσ προτάςεισ, οι οποίεσ 

περιλαμβάνουν: α) τθ διακυτταρικι μετατόπιςθ των ςωματιδίων διαμζςου τισ 

επικθλιακισ ςτιβάδασ του πνεφμονα, β) τθ ωαγοκυττάρωςι τουσ από τα 

μακροωάγα των κυψελίδων, τα οποία ειςζρχονται, ςτθ ςυνζχεια, ςτθν κυκλοωορία 

(Nemmar και ςυν. 2002, Mills και ςυν. 2006) και γ) τθν άμεςθ πρόςβαςθ ςτθν 

κυκλοωορία, μζςω ειδικϊν πόρων (διαμζτρου περίπου 400 nm) ςτισ αναπνευςτικζσ 
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επιωάνειεσ των κυψελίδων (Conhaim και ςυν. 1988). Σο κυριότερο ςθμείο 

εναπόκεςθσ των ςωματιδίων, που ειςζρχονται ςτθν κυκλοωορία είναι το ιπαρ 

(κφτταρα Kupffer) και ακολουκοφν ο ςπλινασ, ο μυελόσ των οςτϊν, οι νεωροί, και θ 

καρδιά (Peters και ςυν. 2006, Terzano και ςυν. 2010).  

Επιπλζον, ζχει αναωερκεί ότι θ ζκκεςθ ςε υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ ΡΜ, 

ςυνδζεται με γεγονότα νευροεκωυλιςμοφ ςτον ανκρϊπινο εγκζωαλο, 

υποδθλϊνοντασ τθν πρόςβαςθ των ςωματιδίων ςτο Κεντρικό Νευρικό ΢φςτθμα 

(ΚΝ΢) (Peters και ςυν. 2006). Μελζτεσ ςε πειραματόηωα προτείνουν ότι θ 

μετατόπιςθ των UFPs ςτο ΚΝ΢ πραγματοποιείται, είτε μζςω των απολιξεων των 

αιςκθτιριων νευρϊνων του αναπνευςτικοφ επικθλίου (Oberdorster και ςυν. 2004), 

είτε μζςω του οςωρθτικοφ νεφρου, που ςυνδζεται με τον οςωρθτικό λοβό του 

εγκεωάλου (Elder και ςυν. 2006). Θα πρζπει να ςθμειωκεί ότι κανζνασ από τουσ 

προαναωερκζντεσ μθχανιςμοφσ δεν ζχει επιβεβαιωκεί ςτον άνκρωπο και, κατά 

ςυνζπεια, θ ερμθνεία του νευροτοξικοφ δυναμικοφ τθσ ΡΜ, ςε αυτι τθν περίπτωςθ, 

ςυνεχίηει να αποτελεί ζνα ανοιχτό ερευνθτικό πεδίο. 

Ωςτόςο, οι βλάβεσ ςτουσ περιωερικοφσ ιςτοφσ και τα αγγεία μποροφν να 

προκφψουν και με ζναν πιο ζμμεςο τρόπο, που περιλαμβάνει τθν επζκταςθ τθσ 

τοπικισ ωλεγμονισ και του οξειδωτικοφ ςτρεσ του πνεφμονα (βλ. 1.2.4.1.), ςε 

επίπεδο ςυςτιματοσ. Αυτό ζχει ςαν αποτζλεςμα τθν απελευκζρωςθ προ-

ωλεγμονωδϊν και προ-οξειδωτικϊν μορίων ςτθν κυκλοωορία, τα οποία 

επθρεάηουν, για παράδειγμα, τθν ακεραιότθτα των αγγείων και τθ λειτουργία τθσ 

καρδιάσ (Seaton και ςυν. 1999, Evans και ςυν. 2006). Παρόμοιοσ μθχανιςμόσ ζχει 

προτακεί και για τθ ςφνδεςθ τθσ ΡΜ με τον νευροεκωυλιςμό (Peters και ςυν. 2006). 

 

1.2.3. ΕΠΛΠΣΩ΢ΕΛ΢ ΣΘ΢ ΢ΩΠΑΣΛΔΛΑΞΘ΢ ΤΟΘ΢ ΢ΣΘΡ ΤΓΕΛΑ 

Σα προβλιματα υγείασ, που προκφπτουν από τθν ζκκεςθ ςτουσ 

ςωματιδιακοφσ ρφπουσ, καλφπτουν ζνα ιδιαίτερα ευρφ ωάςμα, το οποίο κυμαίνεται 

από ςχετικά ιπιεσ καταςτάςεισ, όπωσ θ ναυτία, θ δφςπνοια ι ο ερεκιςμόσ του 

δζρματοσ, μζχρι αςκζνειεσ απειλθτικζσ για τθ ηωι, όπωσ ο καρκίνοσ και το 

ζμωραγμα του μυοκαρδίου. Εκτόσ από τθ ςφνκεςθ τθσ ΡΜ, τθ ςυγκζντρωςθ και τθ 

διάρκεια τθσ ζκκεςθσ, παράγοντεσ όπωσ θ θλικία, το πακολογικό υπόβακρο και το 

κάπνιςμα, κακορίηουν ςε μεγάλο βακμό τθν ευαιςκθςία του κάκε ατόμου (Cohen 

και ςυν. 2005, Kampa & Castanas 2008). ΢τθν ενότθτα αυτι, κα παρουςιαςτοφν 

αντιπροςωπευτικά δεδομζνα επιδθμιολογικϊν μελετϊν, που αωοροφν ςτισ 

επιδράςεισ, τόςο τθσ ςφντομθσ, όςο και τθσ μακροχρόνιασ ζκκεςθσ ςτουσ 
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ςωματιδιακοφσ ρφπουσ, με ζμωαςθ ςτο αναπνευςτικό και το καρδιαγγειακό 

ςφςτθμα. 

i. Βραχυχρόνιεσ επιδράςεισ 

Οριςμζνεσ από τισ πλζον ενδιαωζρουςεσ μελζτεσ είναι αυτζσ, που 

καταγράωουν τισ μεταβολζσ του αρικμοφ των κανάτων, ςε ςχζςθ με πρόςκαιρεσ 

μεταβολζσ ςτα επίπεδα τθσ ατμοςωαιρικισ ρφπανςθσ. Παρά τισ μικρζσ 

διακυμάνςεισ μεταξφ των αποτελεςμάτων, οι περιςςότερεσ ζρευνεσ υποςτθρίηουν 

ότι αφξθςθ τθσ ΡΜ κατά 10μg/m3 αντιςτοιχεί, κατά μζςο όρο, ςε αφξθςθ τθσ 

θμεριςιασ κνθςιμότθτασ κατά 0,5-1,5% (Fairley 1990, Pope και ςυν. 1992, Schwartz 

1994).  

΢το πλαίςιο των ευρωπαϊκϊν προγραμμάτων ΑΡΘΕΑ (Air Pollution and 

Health: A European Approach) 1 και 2, ςυλλζχκθκαν δεδομζνα παλαιότερων, 

ανεξάρτθτων επιδθμιολογικϊν μελετϊν, που κάλυπταν ζνα πλθκυςμιακό δείγμα 

περίπου 43 εκατομμυρίων ατόμων, από 29 ευρωπαϊκζσ πόλεισ. Θ ςτατιςτικι 

επεξεργαςία των δεδομζνων αυτϊν ανζδειξε ότι θ επιβάρυνςθ τθσ ατμόςωαιρασ, 

κατά 10μg PM10/m3, αντιςτοιχεί ςε αφξθςθ τθσ ολικισ θμεριςιασ κνθςιμότθτασ, 

κατά 0,6% (Katsouyanni και ςυν. 2001). Επίςθσ, εξετάηοντασ μεμονωμζνα τουσ 

κανάτουσ αναπνευςτικισ και καρδιαγγειακισ αιτιολογίασ, διαπιςτϊκθκε αφξθςθ 

κατά 0,6% και 0,8%, αντίςτοιχα (Analitis και ςυν. 2006). Όςον αωορά ςτισ ειςαγωγζσ 

ςτα νοςοκομεία ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ ρφπανςθσ, τα ςυμπεράςματα που προζκυψαν, 

ςτο πλαίςιο του ΑΡΘΕΑ-2, από περίπου 38 εκατομμφρια άτομα ςε 8 διαωορετικζσ 

ευρωπαϊκζσ πόλεισ, ιταν τα εξισ: α) αφξθςθ κατά 0,9% ςτα περιςτατικά με 

αναπνευςτικά προβλιματα, όπωσ οι κρίςεισ άςκματοσ και χρόνιασ αποωρακτικισ 

πνευμονοπάκειασ (Chronic Obstructive Pulmonary Disease, COPD), ςε άτομα 

μεγαλφτερα των 65 ετϊν (Atkinson και ςυν. 2001) και β) αφξθςθ κατά 0,5% ςτα 

καρδιαγγειακά προβλιματα (Le Tertre και ςυν. 2002). Αντίςτοιχα, ιταν και τα 

δεδομζνα παρόμοιων επιδθμιολογικϊν μελετϊν ςτισ ΘΠΑ (Samet και ςυν. 2000, 

Zanobetti και ςυν. 2000).  

Θ ςυςχζτιςθ των προαναωερκζντων προβλθμάτων υγείασ με τουσ 

ςωματιδιακοφσ ρφπουσ επιβεβαιϊνεται και ενιςχφεται ςυνεχϊσ τα τελευταία 

χρόνια, από μελζτεσ ςε μεγάλεσ πόλεισ, με υψθλά ποςοςτά ρφπων, κυρίωσ από 

εξατμίςεισ οχθμάτων (Pope και ςυν. 2006, Larrieu και ςυν. 2007, Nawrot και ςυν. 

2007). 
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ii. Μακροχρόνιεσ επιδράςεισ 

Θ μακροχρόνια ζκκεςθ ςε μικρζσ ςυγκεντρϊςεισ ρφπων ζχει, επίςθσ, 

ςυνδεκεί με πακολογικζσ καταςτάςεισ, όπωσ θ μειωμζνθ λειτουργικότθτα των 

πνευμόνων, τα χρόνια αναπνευςτικά και καρδιολογικά προβλιματα, θ χρόνια 

βρογχίτιδα και θ αφξθςθ του κινδφνου εμωάνιςθσ καρκίνου του πνεφμονα. Όςον 

αωορά ςτισ επιπτϊςεισ ςτο καρδιαγγειακό ςφςτθμα, θ μακράσ διάρκειασ ζκκεςθ ςε 

λεπτά και υπζρλεπτα ςωματίδια από εξατμίςεισ οχθμάτων, ζχει ενοχοποιθκεί για 

επειςόδια αρρυκμίασ, διαταραχζσ ςτθν πθκτικότθτα του αίματοσ, ςχθματιςμό, 

αποςτακεροποίθςθ και ριξθ ακθρωματικϊν πλακϊν (Seaton και ςυν. 1999, 

Baccarelli και ςυν. 2007, Baccarelli και ςυν. 2008). Επιπλζον, μεγάλεσ 

επιδθμιολογικζσ μελζτεσ, τόςο ςτισ ΘΠΑ, όςο και ςτθν Ευρϊπθ, ζχουν ςυνδζςει τθ 

μακροχρόνια ζκκεςθ ςε ΡΜ10 και ΡΜ2,5 με αυξθμζνα ποςοςτά κανάτων από καρκίνο 

του πνεφμονα (Vineis και ςυν. 2004, Gallus και ςυν. 2008). Μία από τισ πλζον 

ςθμαντικζσ ζρευνεσ ςχετικά με τθ μακροχρόνια επίδραςθ τθσ ΡΜ2,5, διενεργικθκε 

ςτισ ΘΠΑ από τον Pope και τουσ ςυνεργάτεσ του. Θ ζρευνα διιρκεςε 17 χρόνια 

(1982-1998) και περιελάμβανε 500.000 άτομα, ςε περιςςότερεσ από 100 πόλεισ. 

Όπωσ διαπιςτϊκθκε, θ αφξθςθ τθσ μζςθσ τιμισ τθσ PM10 κατά 10μg/cm3, 

αντιςτοιχοφςε ςε αφξθςθ τθσ ςυνολικισ κνθςιμότθτασ, κατά 4%, και του ποςοςτοφ 

των κανάτων, που οωείλονταν αποκλειςτικά ςε καρδιαγγειακά νοςιματα και 

καρκίνο του πνεφμονα, κατά 6% και 8%, αντίςτοιχα (Pope και ςυν. 2002). 

 

1.2.4. ΠΘΧΑΡΛ΢ΠΣΛ ΔΡΑ΢Θ΢ ΣΘ΢ ΢ΩΠΑΣΛΔΛΑΞΘ΢ ΡΤΠΑΡ΢Θ΢ 

1.2.4.1. Οξειδωτικό ςτρεσ και φλεγμονώδησ απόκριςη 

 Σα τελευταία χρόνια ζχουν προτακεί πολλοί μθχανιςμοί προκειμζνου να 

ερμθνευτοφν οι επιβλαβείσ επιπτϊςεισ των ςωματιδιακϊν ρφπων ςτθν υγεία. Οι 

μθχανιςμοί αυτοί περιλαμβάνουν τθν επαγωγι ωλεγμονϊδουσ απόκριςθσ, τθν 

ενεργοποίθςθ των υποδοχζων «ερεκιςμοφ» (irritant receptors) ςτον πνεφμονα, τθν 

ευαιςκθτοποίθςθ του αυτόνομου νευρικοφ ςυςτιματοσ, διαταραχζσ ςτο ςφςτθμα 

πιξθσ του αίματοσ, ομοιοπολικι τροποποίθςθ κυτταρικϊν ςυςτατικϊν, 

μεταλλαξογζνεςθ και παραγωγι δραςτικϊν μορωϊν οξυγόνου (Reactive Oxygen 

Species, ROS). Μεταξφ όλων των παραπάνω, θ παραγωγι ROS (H2O2, ˙OH, O2˙ˉ, 
1O2) 

και θ επακόλουκθ επαγωγι οξειδωτικοφ ςτρεσ ζχουν μονοπωλιςει ςχεδόν το 

ενδιαωζρον τθσ επιςτθμονικισ κοινότθτασ, κακϊσ ενοχοποιοφνται ςε μεγάλο 

βακμό για τα χρόνια αναπνευςτικά και καρδιαγγειακά νοςιματα, που 

προκαλοφνται από τθν ΡΜ, αλλά και για τθν εμωάνιςθ καρκίνου του πνεφμονα (Nel 

και ςυν. 2006). 
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 Θ οξειδοαναγωγικι ιςορροπία ενόσ κυττάρου ρυκμίηεται αυςτθρά από ζνα 

ςφνολο προςτατευτικϊν αντιοξειδωτικϊν μθχανιςμϊν, οι οποίοι περιλαμβάνουν 

αντιοξειδωτικά ζνηυμα, πρωτεΐνεσ και χαμθλοφ μοριακοφ βάρουσ μόρια, που 

δεςμεφουν τισ ρίηεσ οξυγόνου. Σο οξειδωτικό ςτρεσ μπορεί να προκφψει είτε λόγω 

τθσ υπζρμετρθσ παραγωγισ ROS, είτε εξαιτίασ κάποιασ ανεπάρκειασ ςτουσ 

αμυντικοφσ μθχανιςμοφσ (Valko και ςυν. 2007). Οποιαδιποτε αφξθςθ του 

οξειδωτικοφ ωορτίου του κυττάρου οδθγεί ςε ελάττωςθ του λόγου 

«γλουτακειόνθ/διςουλωίδιο τθσ γλουτακειόνθσ» (GSH/GSSG), ο οποίοσ αποτελεί 

ζνα ευαίςκθτο ανιχνευτι τθσ οξειδοαναγωγικισ ιςορροπίασ. Ανάλογα με τθν 

ζνταςθ του οξειδωτικοφ ςτρεσ, που αντικατοπτρίηεται ςτον βακμό αλλαγισ του 

λόγου GSH/GSSG, ακολουκεί μια ςειρά κυτταρικϊν αποκρίςεων, θ οποία μπορεί να 

εξαςωαλίςει τθν επιβίωςθ ι να επάγει τον κυτταρικό κάνατο (Li και ςυν. 2008).

 Χρθςιμοποιϊντασ ζνα μίγμα ςωματιδίων από τθν καφςθ υγρϊν καυςίμων 

(Diesel Exhaust Particles, DEP), ωσ πρότυπο ατμοςωαιρικό ρφπο, ο Νel Α. και θ 

ομάδα του ανζπτυξαν ζνα ςφςτθμα ιεράρχθςθσ του οξειδωτικοφ ςτρεσ, που 

προκαλοφν τα ςυςτατικά τθσ ΡΜ (Li και ςυν. 2008). Σο ςφςτθμα αυτό αποτελείται 

από 3 βακμίδεσ και υποςτθρίηει ότι το ιπιο οξειδωτικό ςτρεσ οδθγεί ςτθν 

ενεργοποίθςθ προςτατευτικϊν μθχανιςμϊν, ενϊ όταν θ παραγωγι των ROS 

υπερβεί ζνα κρίςιμο επίπεδο ενδζχεται να ζχει επιβλαβείσ ζωσ και καταςτροωικζσ 

ςυνζπειεσ για το μζλλον του κυττάρου (Εικόνα 3). Οι προςτατευτικζσ αποκρίςεισ 

(Βακμίδα 1), επάγονται κυρίωσ από τθν ενεργοποίθςθ του μεταγραωικοφ 

παράγοντα ΝrF2 (Nuclear factor erythroid-2 related Factor 2), o οποίοσ ελζγχει τθ 

μεταγραωι τουλάχιςτον 200 αντιοξειδωτικϊν ενηφμων, γνωςτϊν και ωσ «ζνηυμα 

ωάςθσ ΙΙ» (Cho και ςυν. 2006, Niture και ςυν. 2010). Χαρακτθριςτικά παραδείγματα 

ενηφμων ωάςθσ ΙΙ είναι θ οξυγενάςθ τθσ αίμθσ (ΘΟ-1), τα ιςοζνηυμα τθσ κειο-

μεταωοράςθσ τθσ γλουτακειόνθσ (GST), θ οξειδοαναγωγάςθ τθσ NADPH κινόνθσ 

(NQO1), θ καταλάςθ, θ υπεροξειδικι διςμουτάςθ (SOD) και θ υπεροξειδάςθ τθσ 

γλουτακειόνθσ (GPx) (Chan & Kan 1999, Cho και ςυν. 2002, Li και ςυν. 2008). 

Οποιαδιποτε βλάβθ ι ανεπάρκεια αυτϊν των παραγόντων, αυξάνει τθν 

ευαιςκθςία του κυττάρου ςτθν οξειδωτικι δράςθ τθσ ΡΜ. ΢υνεπϊσ, μζςω των 

προςτατευτικϊν μθχανιςμϊν τθσ Βακμίδασ 1, θ περιοριςμζνθ παραγωγι ROS, από 

τουσ ςωματιδιακοφσ ρφπουσ, δεν είναι απαραίτθτα κυτταροτοξικι. Όταν, όμωσ, τα 

επίπεδα των ROS αυξθκοφν τόςο ϊςτε θ δράςθ των ενηφμων ωάςθσ ΙΙ να μθ 

επαρκεί για τθν εξουδετζρωςι τουσ, ενεργοποιοφνται προωλεγμονϊδεισ 

μθχανιςμοί (Βακμίδα 2) ι ακόμα και ο κυτταρικόσ κάνατοσ (Βακμίδα 3) (Xiao και 

ςυν. 2003, Mylonis και ςυν. 2006). Οι προωλεγμονϊδεισ αποκρίςεισ τθσ Βακμίδασ 2, 

μεςολαβοφνται κυρίωσ από το ςθματοδοτικό μονοπάτι των ενεργοποιοφμενων από 
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μιτογόνα πρωτεϊνικϊν κιναςϊν, ΜΑPKs, και τον μεταγραωικό παράγοντα NF-κΒ. 

Ακολουκεί θ ζκωραςθ κυτταροκινϊν, χθμειοκινϊν, μορίων προςκόλλθςθσ και 

άλλων πρωτεϊνϊν, που ςυμμετζχουν ςτθ ωλεγμονϊδθ απόκριςθ του πνεφμονα 

(Huang και ςυν. 1998, Lancaster και ςυν. 2004, Ke & Costa 2006, BeruBe και ςυν. 

2007). ΢τισ κυτταροτοξικζσ επιδράςεισ τθσ Βακμίδασ 3, κυρίαρχο ρόλο 

διαδραματίηουν τα μιτοχόνδρια, τα οποία απελευκερϊνουν ςτο κυτταρόπλαςμα 

προαποπτωτικοφσ παράγοντεσ επάγοντασ το ενδογενζσ αποπτωτικό μονοπάτι 

(Hiura και ςυν. 2000, Xia και ςυν. 2004). ΢υνολικά, λοιπόν, το ιεραρχικό μοντζλο 

ςυμβάλει ςτθν κατανόθςθ και τθν ερμθνεία των επιβλαβϊν επιδράςεων τθσ ΡΜ. 

 

 

 

 

Εικόνα 3: Λεραρχικό μοντζλο τθσ απόκριςθσ του κυττάρου ςτο οξειδωτικό ςτρεσ. [Προςαρμογι από 
(Li και ςυν. 2008)] 
 

 Ωςτόςο, παραμζνει το ερϊτθμα ςχετικά με τον ακριβι μθχανιςμό, μζςω 

του οποίου θ ΡΜ αυξάνει τα επίπεδα των ROS. Όπωσ αναωζρκθκε νωρίτερα, τα 

ςωματίδια μικρότερθσ α.δ. χαρακτθρίηονται από μεγάλθ επιωάνεια πορϊδουσ 

υωισ, θ οποία τα κακιςτά ωορείσ μετάλλων και μεγάλου αρικμοφ οργανικϊν 

ενϊςεων άνκρακα, που προζρχονται κυρίωσ από διαδικαςίεσ καφςθσ (PAHs και 

κινόνεσ). Σα μζταλλα ςυμβάλλουν ςτθν παραγωγι ROS μζςω των χθμικϊν 

αντιδράςεων Fentοn και Haber Weiss, ενϊ, θ χθμικι τροποποίθςθ οργανικϊν 

ενϊςεων, όπωσ οι κινόνεσ, μπορεί, επίςθσ, να οδθγιςει ςτο ςχθματιςμό ριηϊν 

υπεροξειδίου (Ο2˙ˉ) (Kehrer 2000, Li και ςυν. 2008). Ακόμα και θ 

διαμεριςματοποίθςθ των ςωματιδίων ςτο εςωτερικό του κυττάρου διαδραματίηει 

ςθμαντικό ρόλο ςτθν παραγωγι των ROS. Με τθ χριςθ θλεκτρονικισ μικροςκοπίασ, 

ζχει παρατθρθκεί ότι τα υπζρλεπτα ςωματίδια ειςχωροφν ςτο εςωτερικό των 
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μιτοχονδρίων, όπου, τόςο οι αρωματικζσ ενϊςεισ, όςο και οι κινόνεσ ςυμβάλλουν 

ςτθ δυςλειτουργία των οργανιδίων (Li και ςυν. 2003, Xia και ςυν. 2004). 

 Μελζτεσ ςε οργανικό εκχφλιςμα νανοςωματιδίων DEP, ανζδειξαν από πολφ 

νωρίσ, ότι οι κινόνεσ και οι PAHs είναι οι πλζον δραςτικζσ κατθγορίεσ χθμικϊν 

ενϊςεων, όςον αωορά ςτθν οξειδωτικι βλάβθ των πνευμόνων (Monks και ςυν. 

1992, Kumagai και ςυν. 1997, Nel και ςυν. 1998). Εκτόσ από τισ κινόνεσ που 

περιζχονται ςτα ςωματίδια τθσ ατμόςωαιρασ και αποτελοφν παραπροϊόντα τθσ 

καφςθσ υγρϊν καυςίμων, οι ενϊςεισ αυτζσ μποροφν να παραχκοφν και κατά τθ 

μεταβολικι ενεργοποίθςθ των χθμικά αδρανϊν PAHs, από τα ζνηυμα του 

κυτοχρϊματοσ Ρ450, τθν εποξειδικι υδρολάςθ και τθν αωυδρογονάςθ τθσ 

διχδροδιόλθσ (Penning και ςυν. 1999). ΢τθ ςυνζχεια, oι κινόνεσ υωίςτανται 

αναγωγι ενόσ θλεκτρονίου από τθ NADPH αναγωγάςθ του κυτοχρϊματοσ Ρ450, 

προσ ςχθματιςμό ανιονικϊν ριηϊν (θμικινόνεσ). Σελικά, κατά τθν επαναωορά των 

θμικινονϊν ςτθν αρχικι τουσ μορωι, παράγονται ελεφκερεσ ρίηεσ υπεροξειδίου 

(Ο2˙ˉ) (Baulig και ςυν. 2003). 

Εξίςου ςθμαντικι, όμωσ, είναι και θ ςυμβολι των μετάλλων ςτθν παραγωγι 

ελευκζρων ριηϊν οξυγόνου από τα ςωματίδια τθσ ατμόςωαιρασ. Σο προ-οξειδωτικό 

και προ-ωλεγμονϊδεσ δυναμικό των μετάλλων τθσ ΡΜ, υποςτθρίηεται τόςο από in 

vitro, όςο και από in vivo ζρευνεσ. Για παράδειγμα, ζχει παρατθρθκεί ότι μζταλλα 

μετάπτωςθσ, που ανιχνεφονται ςτα ςωματίδια τθσ ΡΜ (π.χ. Fe, Ni, Cu, Cr και Co), 

επάγουν προωλεγμονϊδεισ αποκρίςεισ ςτο αναπνευςτικό ςφςτθμα, μζςω αφξθςθσ 

των επιπζδων των ROS (Carter και ςυν. 1997, Kehrer 2000). Μελζτθ των Becker και 

ςυν. υποςτθρίηει ότι θ ΡΜ10 οδιγθςε ςε αφξθςθ των επιπζδων τθσ IL-8 και των ROS, 

ςτθν κυτταρικι ςειρά ωυςιολογικϊν επικθλιακϊν κυττάρων πνεφμονα (ΝΘΒΕ), και 

τθσ IL-6, ςτα μακροωάγα των κυψελίδων. Περαιτζρω ανάλυςθ, ζδειξε ότι θ αφξθςθ 

τθσ IL-8 οωειλόταν κυρίωσ ςτα μζταλλα Fe και Si, ενϊ τθσ IL-6 ςτο Cr (Becker και 

ςυν. 2005). Επιπλζον, ΡΜ με υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ βαναδίου (V) και Cu, 

προκάλεςαν επαγωγι του NF-κΒ και τθσ ζκκριςθσ κυτταροκινϊν, ςτισ επικθλιακζσ 

κυτταρικζσ ςειρζσ πνεφμονα, ΝΘΒΕ και BEAS-2B, αντίςτοιχα (Baeza-Squiban και ςυν. 

1999). Εκτόσ από τισ in vitro μελζτεσ, ανάλογα αποτελζςματα, παρατθρικθκαν και 

κατά τθ χοριγθςθ ενόσ, πλοφςιου ςε μζταλλα, μίγματοσ ΡΜ2,5 ςε πνεφμονεσ υγιϊν 

ανκρϊπων. ΢υγκεκριμζνα, τα άτομα αυτά εκδιλωςαν μια ωλεγμονϊδθ κατάςταςθ 

ςτουσ αεραγωγοφσ του πνεφμονα, με κφρια χαρακτθριςτικά, τα αυξθμζνα επίπεδα 

ROS και κυτταροκινϊν (IL-6 και TNF-α), κακϊσ και τον οψωνιςμό περιωερικϊν 

μονοκυττάρων ςτθν περιοχι (Schaumann και ςυν. 2004).  

΢υνοψίηοντασ, γίνεται αντιλθπτό ότι θ ςυνεργιςτικι δράςθ των οργανικϊν 

ενϊςεων άνκρακα και των μετάλλων, που προςροωϊνται ςτθν επιωάνεια τθσ ΡΜ, 
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είναι υπεφκυνθ για τθν επαγωγι οξειδωτικοφ ςτρεσ και ωλεγμονισ από τουσ 

ατμοςωαιρικοφσ ςωματιδιακοφσ ρφπουσ. Είναι ςθμαντικό να αναωερκεί, ότι εκτόσ 

από τθν τοπικι δράςθ τθσ ωλεγμονισ, θ γενίκευςι τθσ ςε επίπεδο ςυςτιματοσ, 

μπορεί να επθρεάςει και απομακρυςμζνουσ ιςτοφσ, όπωσ θ καρδιά (Kunzli & Tager 

2005).  

 

1.2.4.2. Γενοτοξική/μεταλλαξογόνοσ δράςη 

 Θ γενοτοξικι δράςθ των ςυςτατικϊν τθσ ΡΜ, διακρίνεται ςε δφο κατθγορίεσ: 

1) ςτθν οξειδωτικι βλάβθ του DNA και 2) ςτθ δθμιουργία προϊόντων προςκικθσ 

από τα οργανικά ςυςτατικά τθσ ΡΜ (π.χ. ΡΑΘs) (Schins & Knaapen 2007) 

 

i. Οξειδωτικι βλάβθ του DNA 

 Θ αφξθςθ του οξειδωτικοφ ωορτίου ςε ζνα κφτταρο μπορεί να προκαλζςει 

οξείδωςθ, αποπουρίνωςθ, μεκυλίωςθ ι απαμίνωςθ των βάςεων του DNA, με 

αποτζλεςμα τθ δθμιουργία ςθμειακϊν μεταλλάξεων (αντικαταςτάςεισ, ελλείψεισ, 

προςκικεσ). Οι μεταλλάξεισ αυτζσ παρατθροφνται ιδιαίτερα ςυχνά ςε ογκογονίδια 

και ογκοκαταςταλτικά γονίδια (Wiseman & Halliwell 1996). Σο πλζον δραςτικό 

μζλοσ των ROS ωαίνεται να είναι θ υδροξυλικι ρίηα (˙OH), θ οποία ευκφνεται για 

τθν οξειδωτικι μετατροπι των νουκλεοτιδίων γουανίνθσ ςε 8-

υδροξυδεοξυγουανίνθ (8-ΟΘdG) (Marnett 2000). Κατάλοιπα 8-ΟΘdG ζχουν 

ανιχνευτεί in vitro, φςτερα από ζκκεςθ ςε νανοςωματίδια διοξειδίου του πυριτίου 

(SiO2) και του τιτανίου (TiO2), ίνεσ αμιάντου, αιωροφμενθ αικάλθ, ΡΜ10 και ΡΜ2,5 

(van Maanen και ςυν. 1999, Xu και ςυν. 1999, Prahalad και ςυν. 2001, Shi και ςυν. 

2003). Επιπλζον, ζχει αναωερκεί ότι επϊαςθ με ςωματίδια χαλαηία, DEP, αικάλθσ 

και TiO2 οδθγεί ςε κραφςθ του DNA, είτε μζςω άμεςθσ οξειδωτικισ βλάβθσ ςτθ 

δεοξυριβόηθ του ςκελετοφ του μακρομορίου, είτε κατά τθ διαδικαςία τθσ 

επιδιόρκωςθσ του DNA με εκτομι βάςθσ (base-excision repair, BER) (Zhong και ςυν. 

1997, Don Porto Carero και ςυν. 2001, Schins 2002, Dybdahl και ςυν. 2004). Σζλοσ, θ 

οξειδωτικι βλάβθ του DNA, μπορεί να προκλθκεί και ζμμεςα, από μεταλλαξογόνα, 

θλεκτρονιόωιλα παράγωγα τθσ λιπιδικισ υπεροξείδωςθσ (π.χ. μαλονδιαλδεψδθ, 

MDA) (Marnett 2000). Ανάλογθ δράςθ ζχουν εκδθλϊςει νανοςωματίδια SiO2 και 

ίνεσ αμιάντου (Shi και ςυν. 1994, Howden & Faux 1996). 

 Σα in vitro αποτελζςματα επιβεβαιϊνονται και από μεγάλο αρικμό In vivo 

μελετϊν. Για παράδειγμα, χοριγθςθ μίγματοσ DEP ι αικάλθσ ςε πνεφμονεσ 

αρουραίων, οδιγθςε ςε αυξθμζνα επίπεδα 8-ΟΘdG (Ichinose και ςυν. 1997, 

Gallagher και ςυν. 2003). Δφο ανεξάρτθτεσ μελζτεσ ςε πνεφμονα (DEP) και 
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περιτόναιο (ίνεσ αμιάντου) αρουραίου υποςτθρίηουν ότι ο ςχθματιςμόσ αυτϊν των 

οξειδωμζνων καταλοίπων γουανίνθσ ςυνδζεται άμεςα με προϊκθςθ τθσ 

μεταλλαξογζνεςθσ (G→T μεταςτροωζσ) (Sato και ςυν. 2000, Unfried και ςυν. 2002).  

 Ωςτόςο, θ μεταλλαξογόνοσ δράςθ ςτθν περίπτωςθ των νανοςωματιδίων 

αικάλθσ και ΣiO2, εκδθλϊκθκε μόνο ςε ςυγκεντρϊςεισ, οι οποίεσ προκαλοφςαν 

παράλλθλα ζντονθ ωλεγμονϊδθ απόκριςθ ςε πνεφμονεσ αρουραίου, ενϊ 

απουςίαηε πλιρωσ ςε in vitro καλλιζργεια επικθλιακϊν κυττάρων πνεφμονα 

(Driscoll και ςυν. 1997). Όταν, όμωσ, ςτθν καλλιζργεια προςτζκθκαν 

ενεργοποιθμζνα ουδετερόωιλα, ανιχνεφκθκαν, τόςο κατάλοιπα 8-ΟΘdG, όςο και 

μονόκλωνεσ κραφςεισ ςτο DNA των επικθλιακϊν κυττάρων (Knaapen και ςυν. 1999, 

Knaapen και ςυν. 2002). Οι παρατθριςεισ αυτζσ υποδθλϊνουν ότι – εκτόσ από τισ 

ROS, που παράγονται από τα ςυςτατικά των ίδιων των ςωματιδίων – ςτθν επαγωγι 

τθσ μεταλλαξογζνεςθσ, ςυμβάλλουν εξίςου και οι ROS, που προκφπτουν 

δευτερογενϊσ κατά τθ ωλεγμονϊδθ απόκριςθ.  

 

ii. ΢χθματιςμόσ προϊόντων προςκικθσ ςτο DNA 

 Είναι γνωςτό ότι οριςμζνα μίγματα ςωματιδιακϊν ρφπων περιζχουν υψθλζσ 

ςυγκεντρϊςεισ οργανικϊν ςυςτατικϊν, με αποδεδειγμζνθ μεταλλαξογόνο δράςθ. Θ 

προςρόωθςθ αυτϊν των λιπόωιλων ενϊςεων, ςτθν επιωάνεια των ατμοςωαιρικϊν 

ςωματιδίων, εξαςωαλίηει τθ μεταωορά και τθν εναπόκεςι τουσ ςτα βακφτερα 

ςθμεία του πνεφμονα και άλλων οργάνων του ςϊματοσ. Κυρίαρχο ρόλο ςτθ 

μεταλλαξογζνεςθ διαδραματίηουν οι πολυκυκλικοί αρωματικοί υδρογονάνκρακεσ 

(Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, PAHs), οι οποίοι ανιχνεφονται ςε υψθλά 

ποςοςτά ςτα μίγματα PM, που προζρχονται από αςτικζσ και βιομθχανικζσ περιοχζσ 

(π.χ. DEP). 

 Οι PAHs παράγονται κατά τθν καφςθ οργανικϊν υλικϊν και εκλφονται ςτο 

περιβάλλον, είτε ςε θμιπτθτικι μορωι, είτε ωσ ςυςτατικά τθσ ΡΜ (Bostrom και ςυν. 

2002). Μετά τθν είςοδό τουσ ςτο κφτταρο, οι PAHs υωίςτανται μεταβολικι 

ενεργοποίθςθ από τα ζνηυμα του κυτοχρϊματοσ Ρ450, με αποτζλεςμα τθ 

μετατροπι τουσ ςε δραςτικά θλεκτρονιόωιλα μόρια (Penning και ςυν. 1999). 

Μεταξφ των μεταβολιτϊν, που προκφπτουν, ςυμπεριλαμβάνονται τα εποξείδια, τα 

οποία αντιδροφν με το DNA ςχθματίηοντασ ιδιαίτερα ςτακερά προϊόντα προςκικθσ, 

και κατιονικζσ ρίηεσ, οι οποίεσ ςχθματίηουν αςτακι προϊόντα προςκικθσ. 

Ειδικότερα, τα εποξείδια διόλθσ χαρακτθρίηονται από υψθλι ςυγγζνεια για τισ 

εξωκυκλικζσ αμινομάδεσ τθσ γουανίνθσ (G) και τθσ αδενίνθσ (Α). Σα προϊόντα 

προςκικθσ διαταράςςουν τθν περιζλιξθ τθσ διπλισ ζλικασ και, αν δεν αωαιρεκοφν 

από τουσ επιδιορκωτικοφσ μθχανιςμοφσ του κυττάρου, παρεμποδίηουν τισ 
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διαδικαςίεσ αντιγραωισ και μεταγραωισ, οδθγϊντασ ςε μεταλλάξεισ και ςτθν 

πλιρθ αποδιοργάνωςθ τθσ γονιδιακισ ζκωραςθσ (Luch 2005, Gillet & Scharer 2006). 

 Θ in vivo ανίχνευςθ προϊόντων προςκικθσ, προκειμζνου να διερευνθκεί θ 

ςυμβολι τουσ ςτθν καρκινογόνο δράςθ των μιγμάτων DEP και αικάλθσ, ζχει 

καταλιξει ςε ςχετικά αντικρουόμενα αποτελζςματα (Borm και ςυν. 2004). 

Τπάρχουν, ωςτόςο ικανοποιθτικζσ ερμθνείεσ, που δικαιολογοφν αυτι τθν 

αςυμωωνία. Αρχικά, θ δθμιουργία προϊόντων προςκικθσ από τουσ PAHs 

προχποκζτει τθν απελευκζρωςι τουσ από τα ςωματίδια. Θ ταχφτθτα και το 

ποςοςτό αποδζςμευςθσ εξαρτάται άμεςα από τισ ωυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ των 

ςωματιδίων, όπωσ το εμβαδόν επιωάνειασ και θ πορϊδθσ υωι τουσ. Είναι 

προωανζσ, ότι ο παράγοντασ τθσ βιοδιακεςιμότθτασ παρακάμπτεται πλιρωσ ςτισ 

περιπτϊςεισ, όπου χρθςιμοποιοφνται οργανικά εκχυλίςματα των ςωματιδιακϊν 

μιγμάτων, ςε αντίκεςθ με τισ μελζτεσ ςτισ οποίεσ χρθςιμοποιείται ολικι ΡΜ (Borm 

και ςυν. 2005). Ο αρικμόσ των προϊόντων προςκικθσ εξαρτάται, επίςθσ, από τθν 

ζκωραςθ και τθ λειτουργικότθτα των ενηφμων μεταβολιςμοφ των PAHs (π.χ. 

CYP1A1), κακϊσ και από τθν αποτελεςματικότθτα των επιδιορκωτικϊν μθχανιςμϊν 

του κυττάρου (Gillet & Scharer 2006). Σζλοσ, θ παραγωγι ROS από τα ςυςτατικά τθσ 

ΡΜ ι/και κατά τθ ωλεγμονϊδθ απόκριςθ ζχει αποδειχκεί ότι ςυμβάλει ςτο 

μεταβολιςμό των PAHs, ςτον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό, ςτθν επαγωγι τθσ 

απόπτωςθσ και, πικανόν, ςτθν επιδιόρκωςθ των προϊόντων προςκικθσ (Knaapen 

και ςυν. 2006). Όλοι οι παραπάνω παράγοντεσ είναι απαραίτθτο να λαμβάνονται 

υπ’ όψιν, κατά τθν in vivo εκτίμθςθ τθσ μεταλλαξογόνου δράςθσ των μιγμάτων τθσ 

ΡΜ. 

 



ΕΙ΢ΑΓΩΓΘ 

 

 
20 

 

2. ΠΘΧΑΡΛ΢ΠΣΛ ΞΤΣΣΑΡΛΞΘ΢ ΕΠΛΒΛΩ΢Θ΢ 

Πολλοί από τουσ μοριακοφσ μθχανιςμοφσ επιβίωςθσ των κυττάρων, 

κεωροφνται ςυςτθματικοί διαμεςολαβθτζσ των επιδράςεων τθσ ρφπανςθσ. ΢ε αυτι 

τθν ενότθτα, κα περιγραωοφν τα κυριότερα μονοπάτια μεταγωγισ ςιματοσ, κακϊσ 

και οριςμζνοι αντιπροςωπευτικοί μεταγραωικοί παράγοντεσ, που ςχετίηονται με τθ 

επαγωγι τθσ κυτταρικισ επιβίωςθσ. 

 

2.1. ΣΣ ΢ΘΠΑΣΣΔΣΣΛΞΣ ΠΣΡΣΠΑΣΛ ΡΛ3Ξ/Αkt 

2.1.1. ΓΕΡΛΞΑ 

Σο μονοπάτι PI3K/Akt ςυνιςτά ζνα από τα ςθμαντικότερα ςθματοδοτικά 

μονοπάτια επιβίωςθσ του κυττάρου. Θ εξαςωάλιςθ τθσ επιβίωςθσ και του 

πολλαπλαςιαςμοφ του κυττάρου επιτυγχάνεται μζςω τθσ ρφκμιςθσ ενόσ ευρζωσ 

ωάςματοσ βιολογικϊν λειτουργιϊν, που περιλαμβάνουν τθν αναςτολι τθσ 

απόπτωςθσ, τθν επαγωγι του κυτταρικοφ κφκλου, τθ ρφκμιςθ τθσ μεταγραωισ και 

τθσ μετάωραςθσ, τθν προςαρμογι του κυτταρικοφ μεταβολιςμοφ, τθν 

αγγειογζνεςθ, τθν οργάνωςθ του κυτταροςκελετοφ (Song και ςυν. 2005). Θ 

απορρφκμιςθ του μονοπατιοφ, λόγω καταςτολισ, δυςλειτουργίασ ι υπερζκωραςθσ 

κάποιου από τα ςυςτατικά του, μπορεί να οδθγιςει, είτε ςτον κυτταρικό κάνατο, 

είτε ςτθν αναςτολι τθσ απόπτωςθσ και τον ανεξζλεκτο πολλαπλαςιαςμό. Σο 

μονοπάτι PI3K/Akt ανιχνεφεται ςε μόνιμα ενεργοποιθμζνθ κατάςταςθ ςε πολλζσ 

περιπτϊςεισ καρκίνου και ςυνδζεται με τθν επαγωγι τθσ αγγειογζνεςθσ, τθ 

μετάςταςθ και τθν ανκεκτικότθτά των καρκινικϊν κυττάρων ςτθ χθμειοκεραπεία 

και τισ ακτινοβολίεσ (Carnero 2010). 

 

2.1.2. Θ ΞΛΡΑ΢Θ ΡΞΒ/Αkt 

Κεντρικόσ ρυκμιςτισ του ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ PI3K/Akt είναι θ 

κινάςθ PKB/Akt (ι Αkt). Πρόκειται για μια κινάςθ ςερίνθσ/κρεονίνθσ, θ οποία 

ανακαλφωκθκε το 1991 από τρεισ ανεξάρτθτεσ ερευνθτικζσ ομάδεσ, με βάςθ τθν 

ομολογία τθσ με τισ πρωτεϊνικζσ κινάςεσ ΡΚΑ και ΡΚC, κακϊσ και με το ρετροϊικό 

ογκογονίδιο v-Akt (Bellacosa και ςυν. 1991, Coffer & Woodgett 1991, Jones και ςυν. 

1991). Μζχρι ςιμερα, ζχουν αναγνωριςτεί τρία μζλθ τθσ οικογζνειασ Akt, γνωςτά 

ωσ Αkt1 (PKBα), Akt2 (ΡΚΒβ) και Akt3 (PKBγ), με ομολογία μεγαλφτερθ του 80%, ςε 

επίπεδο αμινοξζων. Σα αντίςτοιχα γονίδια (αkt1, akt2 και αkt3) εντοπίηονται ςτα 

χρωμοςϊματα 14q32, 19q13 και 1q44. Και τα τρία γονίδια εκωράηονται ςυνεχϊσ, 
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αλλά θ αναλογία ςτα επίπεδα ζκωραςισ τουσ εξαρτάται από τον εκάςτοτε 

κυτταρικό τφπο (Datta και ςυν. 1999). Κάκε πρωτεϊνικό μόριο Αkt, αποτελείται από 

μια αμινοτελικι επικράτεια με ομολογία πλεξτρίνθσ (pleckstrin homology domain, 

PH domain) και μια καρβοξυτελικι επικράτεια με δράςθ κινάςθσ, οι οποίεσ 

ςυνδζονται με ζνα τμιμα α-ζλικασ (Εικόνα 4). H επικράτεια ΡΘ επιτρζπει τθν 

αγκυροβόλθςθ τθσ πρωτεΐνθσ ςτθ κυτταρικι μεμβράνθ, μζςω αλλθλεπίδραςθσ με 

τα μεμβρανικά ωωςωολιπίδια (Haslam και ςυν. 1993). ΢τθν καταλυτικι επικράτεια 

και ςτθν καρβοξυτελικι ουρά του μορίου, εντοπίηονται δφο κζςεισ 

ωωςωορυλίωςθσ, οι οποίεσ, ςτθν περίπτωςθ τθσ Akt1, είναι θ Thr308 και θ Ser473, 

αντίςτοιχα. Όπωσ κα περιγραωεί αναλυτικά ςτθ ςυνζχεια, οι κζςεισ αυτζσ 

ωωςωορυλιϊνονται κατά τθν επίδραςθ αυξθτικϊν παραγόντων και άλλων 

εξωκυττάριων ερεκιςμάτων και είναι απαραίτθτεσ για τθν πλιρθ ενεργοποίθςθ τθσ 

Αkt (Song και ςυν. 2005). 

 

 
Εικόνα 4: Σι τρεισ ιςομορφζσ τθσ κινάςθσ Αkt. *προςαρμογι από (Song και ςυν. 2005)] 

 

2.1.3. Θ ΡΤΚΠΛ΢Θ ΣΘ΢ ΞΛΡΑ΢Θ΢ Αkt 

Θ ενεργοποίθςθ τθσ Akt ρυκμίηεται αναρροϊκά από τισ κινάςεσ ΡΙ3Κ 

(phosphatidylinositol 3 kinase). Θ οικογζνεια των κιναςϊν ΡΙ3Κ διαχωρίηεται ςε 4 

τάξεισ. Οι τρεισ από αυτζσ ωωςωορυλιϊνουν λιπίδια, ενϊ τα μζλθ τθσ τάξθσ ΙV 

(mTOR, ATM, ATR και DNA-PK) ωωςωορυλιϊνουν πρωτεΐνεσ. Θ τάξθ Ι είναι θ πλζον 

μελετθμζνθ, περιλαμβάνει ετεροδιμερείσ κινάςεσ, που αποτελοφνται από μια 

καταλυτικι (p110α, β, γ και δ) και μία ρυκμιςτικι υπομονάδα και χωρίηεται 

περαιτζρω ςε δφο υποτάξεισ: τθν ΙΑ που προκφπτει από το ςυνδυαςμό των p110α, 

β ι δ και μιασ ρυκμιςτικισ υπομονάδασ (p85, p65 ι p55) και τθν ΙΒ, που 

αποτελείται από τθν p110γ και τθ ρυκμιςτικι υπομονάδα p101 (Carnero 2010). Σα 

μζλθ τθσ των υποτάξεων ΙΑ και ΙΒ ενεργοποιοφνται από υποδοχείσ με δράςθ 



ΕΙ΢ΑΓΩΓΘ 

 

 
22 

 

κινάςθσ τυροςίνθσ και υποδοχείσ ςυηευγμζνουσ με G πρωτεΐνεσ, αντίςτοιχα 

(Haslam και ςυν. 1993).  

Μετά τθν επιςτράτευςθ και τθν ενεργοποίθςι τθσ από τουσ μεμβρανικοφσ 

υποδοχείσ, θ κινάςθ ΡΙ3Κ καταλφει τθ μετατροπι τθσ 4,5-διωωςωορικισ 

ωωςωατιδυλ-ινοςιτόλθσ (ΡΙΡ2) ςε 3,4,5-τριωωςωορικι ωωςωατιδυλ-ινοςιτόλθ 

(ΡΙΡ3) (Εικόνα 5). Σα επίπεδα τθσ ΡΙΡ3 ρυκμίηονται αυςτθρά από τθ δράςθ τθσ 

ωωςωατάςθσ ΡΣΕΝ, θ οποία καταλφει τθν αντίςτροωθ αντίδραςθ αωαιρϊντασ τθν 

επιπλζον ωωςωορικι ομάδα (Simpson & Parsons 2001). Θ κινάςθ Αkt αλλθλεπιδρά 

με τθν ΡΙΡ3, μζςω τθσ ΡΘ επικράτειασ, και επιςτρατεφεται ςτθν πλαςματικι 

μεμβράνθ (Andjelkovic και ςυν. 1997). Θ αλλθλεπίδραςθ αυτι μεταβάλει τθν 

ςτερεοδιάταξθ τθσ Αkt, με αποτζλεςμα τθν ωωςωορυλίωςι τθσ, από τθν κινάςθ 

PDK-1 (phosphoinositide-dependent kinase-1), ςτο αμινοξικό κατάλοιπο Σhr308 

(Stephens και ςυν. 1998). Ωςτόςο, θ πλιρθσ ενεργοποίθςθ τθσ Akt, απαιτεί και μια 

δεφτερθ ωωςωορυλίωςθ ςτο κατάλοιπο Ser473, θ οποία προτείνεται ότι 

επιτυγχάνεται με τθ δράςθ τθσ κινάςθσ PDK-2 (Vivanco & Sawyers 2002), του 

ςυμπλόκου rictor-mTOR (Sarbassov και ςυν. 2005) ι DNA-PK (DNA-dependent 

protein kinase) (Feng και ςυν. 2004). Οι ωωςωορυλιϊςεισ των καταλοίπων Σhr308 

και Ser473, μποροφν να αναςταλοφν από τισ ωωςωατάςεσ ΡΡ2Α (Andjelkovic και 

ςυν. 1996) και PHLPP1/2 (Brognard και ςυν. 2007), αντίςτοιχα. 

Επιπλζον, υπάρχουν μελζτεσ, που υποςτθρίηουν ότι ςθμαντικό ρόλο ςτθν 

ενεργοποίθςθ τθσ Αkt διαδραματίηει και θ ωωςωορυλίωςθ οριςμζνων καταλοίπων 

τυροςίνθσ και, ςυγκεκριμζνα, των Σyr315 και Tyr326 τθσ καταλυτικισ επικράτειασ 

και τθσ Σyr474 (Chen και ςυν. 2001, Conus και ςυν. 2002). Παρ’ όλα αυτά, οι 

υπεφκυνεσ κινάςεσ δεν ζχουν προςδιοριςτεί μζχρι ςιμερα και απαιτείται 

περαιτζρω διερεφνθςθ προκειμζνου να διευκρινιςτεί ο βακμόσ ςυμβολισ αυτϊν 

των τροποποιιςεων ςτθ ενεργοποίθςθ τθσ Αkt. 

΢ε κάκε περίπτωςθ, θ ενεργοποιθμζνθ Akt, απομακρφνεται από τθν 

πλαςματικι μεμβράνθ και μετατοπίηεται ςτο κυτταρόπλαςμα ι τον πυρινα, όπου 

ωωςωορυλιϊνει τα υποςτρϊματά τθσ. 
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Εικόνα 5: Σο ςθματοδοτικό μονοπάτι επιβίωςθσ PI3K/Akt. *προςαρμογι από (Vivanco & Sawyers 
2002)] 

 

2.1.4. Σ ΒΛΣΟΣΓΛΞΣ΢ ΡΣΟΣ΢ ΣΘ΢ ΞΛΡΑ΢Θ΢ Αkt 

Θ ενεργοποιθμζνθ κινάςθ Αkt εμπλζκεται ςε βαςικζσ κυτταρικζσ λειτουργίεσ 

ρυκμίηοντασ – κετικά ι αρνθτικά – ζναν μεγάλο αρικμό πρωτεϊνικϊν 

υποςτρωμάτων, με τελικό ςτόχο τθν εξαςωάλιςθ τθσ επιβίωςθσ, τθσ αφξθςθσ και 

του πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων. ΢τθ ςυνζχεια, καταγράωονται τα κυριότερα 

υποςτρϊματα τθσ Αkt, με βάςθ τισ λειτουργίεσ ςτισ οποίεσ ςυμμετζχουν. 

i. Αναςτολι τθσ απόπτωςθσ και προϊκθςθ τθσ κυτταρικισ επιβίωςθσ 

 Θ προ-επιβιωτικι δράςθ τθσ Αkt εκδθλϊνεται, είτε μζςω ωωςωορυλίωςθσ 

μεταγραωικϊν παραγόντων, οι οποίοι ελζγχουν τθν ζκωραςθ προ- και αντι-

αποπτωτικϊν γονιδίων, είτε μζςω άμεςθσ ωωςωορυλίωςθσ προ-αποπτωτικϊν 

πρωτεϊνϊν.  

 ΢υγκεκριμζνα, ζχει δειχκεί ότι θ Αkt ρυκμίηει αρνθτικά τουσ forkhead 

μεταγραωικοφσ παράγοντεσ, FKHR, FKHRL1 και AFX (Biggs και ςυν. 1999, Brunet και 

ςυν. 1999, Rena και ςυν. 1999), που προωκοφν τθν ζκωραςθ γονιδίων κυτταρικοφ 

κανάτου, ενϊ ενεργοποιεί μεταγραωικοφσ παράγοντεσ, που ελζγχουν αντι-

αποπτωτικά γονίδια, όπωσ ο CREB (cyclic-AMP response element-binding protein) 

(Du & Montminy 1998) και ο NFκΒ. Θ επαγωγι του ΝFκΒ επιτυγχάνεται με 
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ωωςωορυλίωςθ τθσ κινάςθσ του αναςτολζα ΙκΒ (ΙΚΚ) (Romashkova & Makarov 

1999). H Akt προάγει, επίςθσ, τθν κυτταρικι επιβίωςθ απενεργοποιϊντασ μόρια-

κλειδιά τθσ αποπτωτικισ μθχανισ, όπωσ θ Βad και θ προ-καςπάςθ 9 (Song και ςυν. 

2005). 

ii. Προϊκθςθ κυτταρικοφ κφκλου  

 Ζχει δειχκεί ότι θ Αkt ενεργοποιείται κατά τθ μετάβαςθ από τθ ωάςθ G1, ςτθ 

ωάςθ S, προκειμζνου να ρυκμίςει υποςτρϊματα, που ςυμμετζχουν ςτθν πρωτεϊνο-

ςφνκεςθ και τθ ρφκμιςθ του κυτταρικοφ κφκλου. Σα υποςτρϊματα αυτά 

περιλαμβάνουν τθν κινάςθ τθσ ςυνκάςθσ του γλυκογόνου 3β (GSK3β), τουσ 

μεταγραωικοφσ παράγοντεσ forkhead, τουσ αναςτολείσ των κυκλινο-εξαρτϊμενων 

κιναςϊν, p21WAF1 και p27KIP1 και τον mTOR (Liang & Slingerland 2003).  

 Θ κινάςθ GSK3β επάγει τθν αποικοδόμθςθ τθσ κυκλίνθσ D1 και του c-Myc, τα 

οποία ςυμβάλλουν ςτθν προϊκθςθ του κυτταρικοφ κφκλου. Θ απενεργοποίθςθ τθσ  

GSK3β από τθν Αkt, επιτρζπει τθ ςτακεροποίθςθ των δφο πρωτεϊνϊν (Diehl και ςυν. 

1998). 

 Οι μεταγραωικοί παράγοντεσ forkhead καταςτζλλουν τθν ζκωραςθ τθσ 

κυκλίνθσ D1 και, παράλλθλα, επάγουν τθν μεταγραωι των αναςτολζων του 

κυτταρικοφ κφκλου, p21WAF1 και p27KIP1. Θ ωωςωορυλίωςι τουσ από τθν κινάςθ ΑKt, 

αναςτρζωει αυτζσ τισ επιδράςεισ (Kops και ςυν. 2002, Schmidt και ςυν. 2002, 

Burgering & Medema 2003). Όςον αωορά, ειδικότερα, ςτθν p27KIP1, θ Αkt 

διαταράςςει, και τθν ςτακερότθτα τθσ πρωτεΐνθσ, πικανά μζςω ενεργοποίθςθσ τθσ 

Skp2 (Mamillapalli και ςυν. 2001, Liang και ςυν. 2002). Επιπλζον, ζχει αναωερκεί 

άμεςθ ωωςωορυλίωςθ, τόςο τθσ p27KIP1, όςο και τθσ p21WAF1, με αποτζλεςμα τθ 

λανκαςμζνθ ςτόχευςι τουσ ςτο κυτταρόπλαςμα (Zhou και ςυν. 2001). 

 Σζλοσ, θ καλφτερα χαρακτθριςμζνθ ογκοκαταςταλτικι πρωτεΐνθ, p53, 

αποικοδομείται, φςτερα από ενεργοποίθςθ του αναςτολζα τθσ, Mdm2, από τθν Akt 

(Zhou και ςυν. 2001).  

iii. Ρφκμιςθ τθσ μετάφραςθσ 

 Θ κινάςθ mTOR ενεργοποιείται καταρροϊκά τθσ Αkt και ςυμμετζχει ςτθ 

ρφκμιςθ τθσ μεταγραωισ και τθσ μετάωραςθσ. ΢υγκεκριμζνα, θ ωωςωορυλιωμζνθ 

Αkt, απενεργοποιεί τουσ αναςτολείσ τθσ mTOR, PRAS40 (proline-rich Akt substrate 

of 40kDa) και TSC2 (tuberous sclerosis protein 2) (Vander Haar και ςυν. 2007). ΢τθ 

ςυνζχεια, θ mTOR δρα ςτα υποςτρϊματά τθσ, ενεργοποιϊντασ τθν κινάςθ τθσ 

ριβοςωμικισ πρωτεΐνθσ S6 (p70S6K) και καταςτζλλοντασ τθν πρωτεΐνθ που 

προςδζνεται ςτον ευκαρυωτικό παράγοντα ζναρξθσ τθσ μετάωραςθσ 4Ε (4Ε-ΒΡ) 
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(Wendel και ςυν. 2004). Και τα δφο γεγονότα, προωκοφν, τελικά, τθ διαδικαςία τθσ 

μετάωραςθσ.  

iv. Ρφκμιςθ του μεταβολιςμοφ 

 Θ Αkt διαδραματίηει, ηωτικό ρόλο ςτο μεταβολιςμό τθσ γλυκόηθσ. 

΢υγκεκριμζνα, επάγει τθ ςφνκεςθ του γλυκογόνου, απενεργοποιϊντασ τθν GSK3β, 

προωκεί τθ ςτόχευςθ του GLUT4 ςτθν πλαςματικι μεμβράνθ, επάγει τθ μεταγραωι 

του GLUT1 (του ςθμαντικότερου μεταωορζα γλυκόηθσ, που επάγεται ςτθν 

πλειοψθωία των κυτταρικϊν τφπων), επιταχφνει τθ γλυκόλυςθ και διατθρεί τθν 

λειτουργικότθτα των μιτοχονδρίων ςυνδζοντασ τθ γλυκόλυςθ με τθν παραγωγι 

ΑΣΡ. Επιλζον, ςυμμετζχει ςτθ ρφκμιςθ τθσ μεταωοράσ και του μεταβολιςμοφ των 

αμινοξζων (Plas & Thompson 2005).  

v. Αγγειογζνεςθ 

Εξίςου ςθμαντικι είναι και θ ςυμμετοχι του ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ 

PI3K/Akt ςτθν αγγειογζνεςθ. Ζχει δειχκεί ότι θ ενεργοποίθςθ τθσ Akt, ωσ απόκριςθ 

ςτον αγγειογενετικό αυξθτικό παράγοντα VEGF, προςτατεφει τα ενδοκθλιακά 

κφτταρα από τθν απόπτωςθ. Επίςθσ, θ Αkt ενεργοποιεί τθν ενδοκθλιακι ςυνκάςθ 

του νιτρικοφ οξζοσ (eNOS) και επιτρζπει τθ δθμιουργία νζων αγγείων και τθ, 

μεςολαβοφμενθ από τον VEGF, κυτταρικι μετανάςτευςθ (Dimmeler και ςυν. 2000). 

 Ο ΘΙF-1α (hypoxia-inducible factor-1α) αποτελεί τον μεταγραωικό 

παράγοντα-κλειδί, ςτθν απόκριςθ των κυττάρων ςτθν υποξία, ρυκμίηοντασ τθ 

μεταγραωι γονιδίων, που προωκοφν τθν αγγειογζνεςθ, ςυμπεριλαμβανομζνου του 

VEGF (Semenza 2003). Θ επαγωγι του μονοπατιοφ PI3K/Akt ι θ μειωμζνθ 

ενεργοποίθςθ του αναςτολζα PTEN, ζχουν ςυνδεκεί με αυξθμζνθ ζκωραςθ του ΘΙF-

1α και, κατά ςυνζπεια, του VEGF και τθσ αγγειογζνεςθσ (Zhong και ςυν. 2000, 

Zundel και ςυν. 2000). Αξίηει να ςθμειωκεί ότι θ Akt μπορεί να επάγει τθν ζκωραςθ 

του ΘΙF-1α και ανεξάρτθτα από τθ διακεςιμότθτα του οξυγόνου (Li και ςυν. 2005). 

 

2.2. ΣΑ ΢ΘΠΑΣΣΔΣΣΛΞΑ ΠΣΡΣΠΑΣΛΑ ΣΩΡ ΠΑΡ ΞΛΡΑ΢ΩΡ (ΠΑΡΞ) 

2.2.1. ΓΕΡΛΞΑ 

Οι επαγόμενεσ από μιτογόνα πρωτεϊνικζσ κινάςεσ, MAPK (mitogen-activated 

protein kinases) ςυμμετζχουν ςε ζνα πολφπλοκο και εξαιρετικά ςυντθρθμζνο 

δίκτυο ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν, τα οποία ςυνδζουν ερεκίςματα του 

εξωκυττάριου περιβάλλοντοσ με ζνα ευρφ ωάςμα βαςικϊν κυτταρικϊν 

λειτουργιϊν, όπωσ θ επιβίωςθ, θ αφξθςθ, ο πολλαπλαςιαςμόσ, θ διαωοροποίθςθ, θ 
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μετανάςτευςθ και θ απόπτωςθ. Κάκε μονοπάτι οργανϊνεται ςε τρεισ διαδοχικζσ 

βακμίδεσ, όπου ζνα μόριο ΜΑΡΚ ενεργοποιείται μζςω ωωςωορυλίωςθσ από μία 

κινάςθ τθσ ΜΑΡΚ (ΜΑΡΚΚ), θ οποία ζχει ιδθ ενεργοποιθκεί με ωωςωορυλίωςθ από 

μια κινάςθ τθσ κινάςθσ τθσ ΜΑΡΚ (ΜΑΡΚΚΚ) (Εικόνα 6). Θ οικογζνεια των ΜΑΡΚ, 

ςτα κθλαςτικά, αποτελείται από τρεισ διακριτζσ υποοικογζνειεσ: α) τισ 

ρυκμιηόμενεσ από εξωκυττάρια ερεκίςματα κινάςεσ ΕRK1/2, ERK3/4, ERK5 και 

ERK7/8, β) τισ κινάςεσ του αμινοτελικοφ άκρου του παράγοντα Jun, JNK1/2/3 και γ) 

τισ ιςομορωζσ τισ κινάςθσ p38, α/β/γ(ERK6) και δ (Dhillon και ςυν. 2007, Kim & Choi 

2010). 

 

 
Εικόνα 6: Σα ςθματοδοτικά μονοπάτια των ΠΑΡ κιναςϊν. *προςαρμογι από (Kim & Choi 2010)] 

 

2.2.2. Θ ΤΠΣΣΛΞΣΓΕΡΕΛΑ ΣΩΡ ΕRKs 

Σο ςθματοδοτικό μονοπάτι των ERKs είναι το πλζον μελετθμζνο, κακϊσ 

απορρυκμίηεται, περίπου ςτο 1/3 των ανκρϊπινων καρκίνων. ΢υνοπτικά, οι κινάςεσ 

ERK1/2, ενεργοποιοφνται με ωωςωορυλίωςθ από τισ ΜΑΡΚΚ, ΜΕΚ1 και ΜΕΚ2, οι 

οποίεσ επάγονται από τισ ΜΑΡΚΚΚ, Raf (Raf-1, B-Raf και Α-Raf) (Dhillon και ςυν. 

2007). 

Οι ERKs ωωςωορυλιϊνονται ωσ απόκριςθ ςε ποικίλα εξωτερικά ερεκίςματα, 

με επικρατζςτερα, τουσ αυξθτικοφσ παράγοντεσ και τα μιτογόνα. Θ αλλθλεπίδραςθ 

αυτϊν των μορίων με υποδοχείσ με δράςθ κινάςθσ τυροςίνθσ, προάγει τθν 
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πρόςδεςθ ενόσ μορίου GTP ςτθ Ras GTPάςθ. ΢τθ ςυνζχεια, θ Ras επιςτρατεφει ςτο 

επίπεδο τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ τισ κινάςεσ Raf, κακϊσ και πρωτεϊνεσ 

ικριϊματοσ (scaffold proteins), όπωσ οι KSR και θ SUR-8/SHOC-2, οι οποίεσ 

υποβοθκοφν τθν ωωςωορυλίωςθ τθσ Raf από τθ Ras (Kolch 2005). Αν και οι τρεισ 

ιςομορωζσ τθσ Raf παρουςιάηουν πολλά κοινά δομικά χαρακτθριςτικά, διαωζρουν 

ωσ προσ τθ ρφκμιςθ και τθν ικανότθτά τουσ να ενεργοποιοφν τισ κινάςεσ MEK 

(Wellbrock και ςυν. 2004). Θ ενεργοποίθςθ των Raf επιτυγχάνεται μζςω μιασ 

πολφπλοκθσ ακολουκίασ γεγονότων, που περιλαμβάνουν ωωςωορυλίωςθ και 

αλλθλεπιδράςεισ με άλλεσ πρωτεΐνεσ και λιπίδια. Αποτζλεςμα αυτϊν των 

γεγονότων είναι θ ενίςχυςθ τθσ καταλυτικισ ενεργότθτασ των Raf, με 

εξουδετζρωςθ τθσ αυτοκαταςτολισ τουσ και ενεργοποίθςθ του καταλυτικοφ τουσ 

κζντρου (Chong και ςυν. 2003). Θ ενεργοποίθςθ των Raf-1 και Α-Raf περιλαμβάνει 

τθν απομάκρυνςθ τθσ αναςταλτικισ ωωςωορυλίωςθσ ςτο κατάλοιπο Ser259 και 

νζεσ ωωςωορυλιϊςεισ ςτo κατάλοιπo Ser338 του αμινοτελικοφ άκρου και ςτθ κθλιά 

ενεργοποίθςθσ. Αντίκετα, ςτθν περίπτωςθ τθσ B-Raf, θ Ser338 είναι μόνιμα 

ωωςωορυλιωμζνθ. Επιπλζον, θ μεμονωμζνθ δράςθ τθσ Ras επαρκεί για τθν πλιρθ 

ενεργοποίθςθ τθσ B-Raf, ενϊ οι άλλεσ δφο ιςομορωζσ απαιτοφν τθ παρουςία 

επιπλζον παραγόντων. Μζχρι ςιμερα, δεν ζχει προςδιοριςτεί θ Raf, που είναι 

υπεφκυνθ για τθν ενεργοποίθςθ των ERKs, αν και ζχει προτακεί ότι αυτό εξαρτάται 

από τον εκάςτοτε κυτταρικό τφπο και τθ ςτοιχειομετρία των διαωορετικϊν 

ιςομορωϊν (Galabova-Kovacs και ςυν. 2006). 

Μετά τθν ενεργοποίθςι τουσ από τισ MEK, οι ΕRKs ωωςωορυλιϊνουν 

πολυάρικμεσ κυτταροπλαςματικζσ και πυρθνικζσ πρωτεΐνεσ, που περιλαμβάνουν 

κινάςεσ, ωωςωατάςεσ, μεταγραωικοφσ παράγοντεσ και πρωτεΐνεσ του 

κυτταροςκελετοφ, με αποτζλεςμα τθ ρφκμιςθ λειτουργιϊν, όπωσ ο 

πολλαπλαςιαςμόσ, θ διαωοροποίθςθ, θ επιβίωςθ, θ μετανάςτευςθ, θ αγγειογζνεςθ 

και θ οργάνωςθ τθσ χρωματίνθσ (Yoon & Seger 2006). Θ ζνταςθ και θ διάρκεια του 

ςιματοσ ςυμβάλλουν κακοριςτικά ςτθν τελικι ζκβαςθ τθσ κινθτοποίθςθσ του 

ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ. Θ παροδικι ενεργοποίθςθ των ERKs, οδθγεί ςτθν 

ενεργοποίθςθ πρωτεϊνϊν, που προωκοφν τον κυτταρικό κφκλο (π.χ. Fos, Jun, Myc, 

Egr-1), ενϊ θ ζντονθ ι/και παρατεταμζνθ ενεργοποίθςθ αναςτζλλει τον 

πολλαπλαςιαςμό επάγοντασ τθν ζκωραςθ αναςτολζων των κυκλινοεξαρτϊμενων 

κιναςϊν (π.χ. p21, p27) (Mirza και ςυν. 2004, Murphy και ςυν. 2004). Ο ζλεγχοσ τθσ 

διάρκειασ και τθσ ζνταςθσ του ςιματοσ πραγματοποιείται από τουσ μθχανιςμοφσ 

αρνθτικισ ανάδραςθσ, που περιλαμβάνουν τισ ωωςωατάςεσ των ΜΑΡ κιναςϊν 

(ΜΡΚ) και τα μζλθ τθσ οικογζνειασ Sprouty (Tsujita και ςυν. 2005, Fong και ςυν. 

2006). Θ εξαςωάλιςθ τθσ ιςορροπίασ μεταξφ των κετικϊν και αρνθτικϊν 
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ερεκιςμάτων ςυμβάλλει ςτθν αποωυγι τθσ παρατεταμζνθσ ενεργοποίθςθσ και, 

κατά ςυνζπεια, τθσ κυτταροςτατικισ δράςθσ των ERKs. 

 

2.2.3. Θ ΤΠΣΣΛΞΣΓΕΡΕΛΑ ΣΩΡ JNKs 

΢ε αντίκεςθ με τισ ERKs, οι υποοικογζνειεσ των JNKs και τθσ p38 επάγονται 

κατά τθν επίδραςθ ςτρεςογόνων ςυνκθκϊν. ΢υνεπϊσ, θ κινθτοποίθςθ αυτϊν των 

ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν ζχει κυρίωσ κυτταροςτατικι και προ-αποπτωτικι 

δράςθ, αν και, ςε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ, μπορεί να ςυμβάλλει ςτθν 

καρκινογζνεςθ (Dhillon και ςυν. 2007). 

Οι JNKs επάγονται κυρίωσ από κυτταροκίνεσ, υπεριϊδθ ακτινοβολία, 

ςτζρθςθ αυξθτικϊν παραγόντων και γενοτοξικοφσ παράγοντεσ (Weston & Davis 

2002). Εχουν προςδιοριςτεί 10 διαωορετικζσ ιςομορωζσ των JNK κιναςϊν, οι οποίεσ 

προκφπτουν κατά τθν εναλλακτικι ςυρραωι των προϊόντων των γονιδίων jnk1, jnk2 

και jnk3. Σα γονίδια jnk1 και jnk2 εκωράηονται ςε όλουσ τουσ ιςτοφσ, ενϊ θ 

ζκωραςθ του jnk3 περιορίηεται ςτον εγκζωαλο, τθν καρδιά και τουσ όρχεισ. Θ 

ενεργοποίθςθ των JNKs απαιτεί διπλι ωωςωορυλίωςθ ενόσ καταλοίπου τυροςίνθσ 

και ενόσ καταλοίπου κρεονίνθσ ςτο μοτίβο TPY, από τισ ΜΑΡΚΚ, ΜΕΚ4 και ΜΕΚ7. Οι 

ΜΕΚ 4 και 7 ωωςωορυλιϊνονται από ζνα ςφνολο ΜΑΡΚΚΚ, που περιλαμβάνει τισ 

ΜΕΚΚ1-4, ΜLL2/3, YTpl-2, DLK, TAO1/2, TAK1 και ASK1/2. Οι ενεργοποιθμζνεσ JNK 

μεταβαίνουν ςτον πυρινα του κυττάρου, όπου ενεργοποιοφν τισ πρωτεΐνεσ-

ςτόχουσ τουσ. Σο κυριότερο υπόςτρωμα των JNKs είναι ο μεταγραωικόσ 

παράγοντασ c-Jun, ο οποίοσ, μετά από ωωςωορυλίωςθ ςτισ Ser63 και Ser73, 

ενιςχφει τθ μεταγραωικι ενεργότθτα του ΑΡ-1. Καταρροϊκά των JNKs βρίςκονται, 

επίςθσ, οι μεταγραωικοί παράγοντεσ, ATF2, NF-ATc1, HSF-1 και STAT3 (Weston & 

Davis 2002). Οριςμζνα μόρια ενεργοποιθμζνων JNKs παραμζνουν ςτο κυτταρό-

πλαςμα, αλλά ο βιολογικόσ τουσ ρόλοσ δεν ζχει διευκρινιςτεί, μζχρι ςιμερα. 

Κατά τθν επίδραςθ υπεριϊδουσ ακτινοβολίασ UVB, οξειδωτικοφ ςτρεσ ι 

παρουςία βλαβϊν ςτο DNA, οι JNKs ωωςωορυλιϊνουν τθν p53, με αποτζλεςμα τθν 

ςτακεροποίθςθ και τθν αφξθςθ τθσ μεταγραωικισ τθσ ενεργότθτασ (Buschmann και 

ςυν. 2001, Wu 2004). Θ ρφκμιςθ τθσ ςτακερότθτασ τθσ p53 από τισ JNKs, ζχει 

παρατθρθκεί και απουςία ςτεςογόνων ςυνκθκϊν, μζςω ενόσ μθχανιςμοφ, που 

εξαρτάται από τθν Mdm-2. Με τον τρόπο αυτό, οι JNKs προκαλοφν παφςθ του 

κυτταρικοφ κφκλου και – ανάλογα με τθν ζνταςθ του ςτρεσ και το μζγεκοσ τθσ 

βλάβθσ – μποροφν να επάγουν τον αποπτωτικό κάνατο (Fuchs και ςυν. 1998). 
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2.2.4. Θ ΤΠΣΣΛΞΣΓΕΡΕΛΑ ΣΘ΢ p38 

Οι ιςομορωζσ τθσ p38 επάγονται ιςχυρά από περιβαλλοντικοφσ 

ςτρεςογόνουσ παράγοντεσ και ωλεγμονϊδεισ κυτταροκίνεσ. Θ ενεργοποίθςθ τθσ 

p38 είναι απαραίτθτθ για τθν ζκωραςθ του TNF-α και τθσ ιντερλευκίνθσ IL-1, ςτο 

πλαίςιο τθσ ωλεγμονϊδουσ απόκριςθσ του κυττάρου. Επίςθσ, μζςω ενόσ 

μθχανιςμοφ κετικισ ανάδραςθσ, τα ερεκίςματα, που ενεργοποιοφν τθν p38, 

επάγουν, παράλλθλα, και τθν ζκωραςθ τθσ κινάςθσ (Zarubin & Han 2005). 

Και οι 4 ιςομορωζσ τθσ κινάςθσ ωζρουν ζνα ςυντθρθμζνο μοτίβο TGY, ςτθ 

κθλιά ενεργοποίθςθσ του μορίου (Kumar και ςυν. 2003). Σο μοτίβο αυτό 

ωωςωορυλιϊνεται από τισ ΜΑΡΚΚ, ΜΕΚ3 και ΜΕΚ6, οι οποίεσ ενεργοποιοφνται από 

ζνα μεγάλο αρικμό ΜΑΡΚΚΚ, κατά τθν επίδραςθ ωυςικϊν ι χθμικϊν ςτρεςογόνων 

ερεκιςμάτων (οξειδωτικό ςτρεσ, υποξία, ακτίνεσ Χ, υπεριϊδθσ ακτινοβολία και 

κυτταροκίνεσ). ΢τθ ωωςωορυλίωςθ τθσ p38 ςυμμετζχει, επίςθσ, και θ ΜΕΚ4, θ 

οποία είναι γνωςτι κυρίωσ ωσ ενεργοποιθτισ των JNK. Θ ενεργοποιθμζνθ p38, 

μετατοπίηεται ςτον πυρινα του κυττάρου, όπου ωωςωορυλιϊνει τα υποςτρϊματά 

τθσ ςε κατάλοιπα ςερίνθσ και κρεονίνθσ (Zarubin & Han 2005, Dhillon και ςυν. 

2007). Θ ογκοκαταςταλτικι δράςθ τθσ p38 εκδθλϊνεται κυρίωσ μζςω ενεργο-

ποίθςθσ τθσ p53, με αποτζλεςμα τθν αρνθτικι ρφκμιςθ του κυτταρικοφ κφκλου και 

τθν επαγωγι τθσ – μεςολαβοφμενθσ από τθν p53 – απόπτωςθσ (Bulavin & Fornace 

2004). 

Εκτόσ από τθν απόκριςθ ςε ςυνκικεσ ςτρεσ, θ p38 ςυμβάλλει ςθμαντικά ςτθ 

ρφκμιςθ τθσ απόπτωςθσ, τθσ προϊκθςθσ του κυτταρικοφ κφκλου, τθσ αφξθςθσ και 

τθσ διαωοροποίθςθσ, παρουςία αυξθτικϊν παραγόντων (π.χ. GMCSF, FGF, IGF-1, 

PDGF, NGF κλπ) και ορμονϊν. ΢τισ περιπτϊςεισ αυτζσ θ ενεργοποίθςθ τθσ p38 

μεςολαβείται από διαωορετικζσ ΜΑΡΚΚΚ, που περιλαμβάνουν τισ TAK1, ASK1/2, 

DLK, MEKK4, TAO1-3 και MLK2/3 (Zarubin & Han 2005, Dhillon και ςυν. 2007). 

  

2.3. Σ ΠΕΣΑΓΡΑΦΛΞΣ΢ ΠΑΡΑΓΣΡΣΑ΢ HIF-1 

2.3.1. ΓΕΡΛΞΑ 

 Ωσ υποξία, χαρακτθρίηεται θ κατάςταςθ κατά τθν οποία, θ παροχι οξυγόνου 

(Ο2) ςε ζνα κφτταρο ι ζναν ιςτό, μζςω του κυκλοωορικοφ ςυςτιματοσ, δεν επαρκεί 

για τθν κάλυψθ των αναγκϊν του. Μειωμζνθ διακεςιμότθτα Ο2 παρατθρείται, τόςο 

ςτο πλαίςιο ωυςιολογικϊν λειτουργιϊν του οργανιςμοφ (π.χ. εμβρυϊκι ανάπτυξθ, 

άςκθςθ), όςο και ςε ποικίλεσ πακολογικζσ καταςτάςεισ (π.χ. ζμωραγμα του 

μυοκαρδίου, ωλεγμονι, καρκίνοσ). Οι ςυμπαγείσ καρκινικοί όγκοι εκτίκενται ςε 
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υποξικζσ ςυνκικεσ από τα πρϊτα ςτάδια τθσ ανάπτυξισ τουσ, λόγω τθσ μειωμζνθσ 

παροχισ αίματοσ ςτθν περιοχι. ΢υνεπϊσ, θ ενεργοποίθςθ μθχανιςμϊν 

προςαρμογισ ςτθν υποξία, είναι ηωτικισ ςθμαςίασ για τθν επιβίωςθ και τον 

πολλαπλαςιαςμό των καρκινικϊν κυττάρων. Κεντρικόσ ρυκμιςτισ αυτϊν των 

μθχανιςμϊν είναι ο μεταγραωικόσ παράγοντασ ΘΙF-1 (Hypoxia-Ιnducible Factor-1). 

΢υνοπτικά, ο ΘΙF-1 αναδιαμορωϊνει το πρότυπο γονιδιακισ ζκωραςθσ, επάγοντασ 

τθ μεταγραωι γονιδίων, που ςυμβάλλουν ςτθν άμεςθ προςαρμογι του κυτταρικοφ 

μεταβολιςμοφ και ςτθν επαγωγι τθσ αγγειογζνεςθσ (Semenza 2003). Ωςτόςο, 

ςχετικά πρόςωατεσ μελζτεσ υποςτθρίηουν τθν επαγωγι του ΘΙF-1 και ςε 

ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ Ο2 από παράγοντεσ, όπωσ οι κυτταροκίνεσ, οι αυξθτικοί 

παράγοντεσ και οι ορμόνεσ (Lee και ςυν. 2004).  

Θ υπερζκωραςθ αυτοφ του μεταγραωικοφ παράγοντα ανιχνεφεται ςε μεγάλο 

ποςοςτό ςυμπαγϊν καρκίνων και ςυνδζεται με κακι πρόγνωςθ και ανκεκτικότθτα 

ςτισ ςυμβατικζσ κεραπείεσ (ακτινοβολίεσ και χθμειοκεραπευτικά ωάρμακα). Κατά 

ςυνζπεια, ςυνιςτά ζναν ιδιαίτερα ελκυςτικό ςτόχο για τθν ανάπτυξθ νζων 

ςτοχευμζνων αντικαρκινικϊν κεραπειϊν (Semenza 2003, Poon και ςυν. 2009). 

 

2.3.2. ΠΣΡΛΑΞΘ ΔΣΠΘ ΣΩΡ ΤΠΣΠΣΡΑΔΩΡ ΣΣΤ ΘΛF-1 

Ο HIF-1 είναι ζνασ ετεροδιμερισ μεταγραωικόσ παράγοντασ, που 

αποτελείται από τισ υπομονάδεσ HIF-1α και HIF-1β, που ωζρουν το χαρακτθριςτικό 

μοτίβο «ζλικα-κθλιά-ζλικα» (basic helix-loop-helix, bHLH) (Wang και ςυν. 1995). Θ 

υπομονάδα HIF-1β, γνωςτι και ωσ ARNT (ARyl hydrocarbon Nuclear Translocator), 

εκωράηεται ςτακερά ςε όλεσ τισ ςυνκικεσ. Θ λειτουργικότθτα, ωςτόςο, του 

μεταγραωικοφ παράγοντα εξαρτάται από τθ ρυκμιςτικι υπομονάδα  HIF-1α, θ 

οποία υπόκειται ςε αυςτθρι ρφκμιςθ (βλ. 2.3.3.).  

Μεταξφ των κοινϊν χαρακτθριςτικϊν των δφο υπομονάδων είναι το ςιμα 

πυρθνικισ εντόπιςθσ (Nuclear Localization Signal, NLS), που ςτοχεφει τισ πρωτεϊνεσ 

ςτον πυρινα. Επίςθσ, όπωσ προαναωζρκθκε, και οι δφο υπομονάδεσ ωζρουν το 

βαςικό μοτίβο «ζλικα-κθλιά-ζλικα», κακϊσ και τθν επικράτεια PER-ARNT-SIM (PAS), 

που απαιτοφνται για τον ετεροδιμεριςμό και τθν πρόςδεςθ ςτο DNA (Jiang και ςυν. 

1996).  

Ο ΘΙF-1α ωζρει οριςμζνα μοναδικά χαρακτθριςτικά, ςυμπεριλαμβανομζνθσ 

τθσ επικράτειασ οξυγονο-εξαρτϊμενθσ αποικοδόμθςθσ (Οxygen-dependent 

Degradation Domain, ODD) (Εικόνα 7). Θ ΟDD εντοπίηεται μεταξφ των αμινοξζων 

401-603 και ςχετίηεται με τθν αποικοδόμθςθ τθσ πρωτεΐνθσ ςε ωυςιολογικζσ 

ςυνκικεσ Ο2 (Huang και ςυν. 1998). Επιπλζον, ςτθν αλλθλουχία τθσ υπομονάδασ α 
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περιζχονται δφο επικράτειεσ TAD (TransActivation Domains), που είναι υπεφκυνεσ 

για τθν μεταγραωικι ενεργοποίθςθ των γονιδίων ςτόχων του HIF-1. Θ Ν-TAD 

εντοπίηεται μεταξφ των αμινοξικϊν καταλοίπων 531-575, ενϊ θ C-TAD ςυγκροτείται 

από τα ακραία αμινοξζα, 813-826. Θ αλλθλουχία, που βρίςκεται μεταξφ τουσ, δρα 

ωσ αναςτολζασ τθσ μεταγραωικισ δραςτθριότθτασ. ΢ε αυτζσ τισ δφο περιοχζσ, 

ςυνδζονται, επίςθσ, ςυνενεργοποιθτζσ τθσ μεταγραωισ, όπωσ οι πρωτεΐνεσ 

p300/CBR και Ref-1 (Pugh και ςυν. 1997). Οι επικράτειεσ ODD και TAD κακιςτοφν 

τον HIF-1α, τθ βαςικι λειτουργικι πρωτεΐνθ του ςυμπλόκου. Ζχουν αναγνωριςτεί 

άλλεσ δφο ιςομορωζσ τθσ υπομονάδασ HIF-1α, θ HIF-2α και θ HIF-3α. Παρόλα αυτά, 

μελζτεσ καταςτολισ αυτϊν των ιςομορωϊν, ζχουν αναδείξει τον κυρίαρχο ρόλο τθσ 

υπομονάδασ 1α, ςτθ ρφκμιςθ τθσ μεταγραωισ, κατά τθν υποξία (Dery και ςυν. 

2005). 

 

 

Εικόνα 7: ΢χθματικι απεικόνιςθ του πρωτεϊνικοφ μορίου του HIF-1α, όπου διακρίνονται οι 
κυριότερεσ λειτουργικζσ και ρυκμιςτικζσ περιοχζσ του. *προςαρμογι από (Poon και ςυν. 2009)] 

 

2.3.3. ΡΤΚΠΛ΢Θ ΣΘ΢ ΤΠΣΠΣΡΑΔΑ΢ ΘΛF-1α 

2.3.3.1. Οξυγονο-εξαρτώμενη ρφθμιςη του HIF-1α. 

 Σο γονίδιο του HIF-1α εκωράηεται ςτακερά και ανεξάρτθτα από τθ 

διακεςιμότθτα του Ο2, κυρίωσ με τθ δράςθ του μεταγραωικοφ παράγοντα Sp1. 

΢υνεπϊσ, θ μεταγραωι και θ μετάωραςθ του γονιδίου παραμζνουν αμετάβλθτεσ 

κατά τθ μετάβαςθ από τισ ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ Ο2, ςτθν υποξία.  

Ωςτόςο, ο χρόνοσ θμιηωισ τθσ παραγόμενθσ πρωτεΐνθσ, παρουςία Ο2, δεν 

ξεπερνά τα 5 λεπτά. Θ αςτάκεια αυτι οωείλεται ςε ζνα ςφνολο μετα-

μεταωραςτικϊν τροποποιιςεων του μορίου, που οδθγοφν ςτθν ταχφτατθ 

αποικοδόμθςι του ςτο πρωτεάςωμα (Εικόνα 8). ΢υγκεκριμζνα, παρουςία Ο2, ο HIF-

1α υδροξυλιϊνεται ςε δφο ςυντθρθμζνα κατάλοιπα προλίνθσ, ςτισ κζςεισ 402 και 
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564, από τρεισ ειδικζσ οξυγονο-εξαρτϊμενεσ υδροξυλάςεσ προλίνθσ (PHD1-3). Εκτόσ 

από το Ο2, ο ςίδθροσ και το 2-οξογλουταρικό είναι εξίςου απαραίτθτα για τθν 

πλιρθ ενηυμικι ενεργοποίθςθ των PHDs (Schofield & Ratcliffe 2004). Επαγωγι τθσ 

ζκωραςθσ των PHDs ζχει παρατθρθκεί και ςε ςυνκικεσ παρατεταμζνθσ υποξίασ, 

ςτο πλαίςιο ενόσ μθχανιςμοφ αρνθτικισ ανάδραςθσ (Marxsen και ςυν. 2004). Ο 

υδροξυλιωμζνοσ HIF-1α αναγνωρίηεται από τθν πρωτεΐνθ pVHL, που αποτελεί 

προϊόν του ογκογονιδίου von Hippel Lindau και μζλοσ του ςυμπλόκου τθσ Ε3 

λιγάςθσ τθσ ουβικιτίνθσ. Με τον τρόπο αυτό, προωκείται θ ουβικιτινυλίωςθ του HIF-

1α και θ ςτόχευςι του ςτο πρωτεάςωμα για αποικοδόμθςθ (Jaakkola και ςυν. 

2001). Θ ακετυλίωςθ του καταλοίπου Lys532, από τθν ARD-1 (arrest-defective-1), 

επίςθσ οδθγεί ςτθν αποςτακεροποίθςθ και τθν πρωτεαςωμικι αποικοδόμθςθ του 

μεταγραωικοφ παράγοντα (Jeong και ςυν. 2002). Σζλοσ, θ οξυγενάςθ FIH-1 (Factor 

Inhibiting HIF-1) υδροξυλιϊνει το κατάλοιπο Asp803 ςτθν περιοχι C-TAD, παρουςία 

Ο2. ΢ε αντίκεςθ με τθν υδροξυλίωςθ των προλινϊν, θ υδροξυλίωςθ τθσ 

αςπαραγίνθσ, αναςτζλλει τθ μεταγραωικι δραςτθριότθτα του HIF-1α, 

παρεμποδίηοντασ τθν αλλθλεπίδραςι του με τον CBP/p300 (Lando και ςυν. 2002). 

΢ε υποξικζσ ςυνκικεσ, οι παραπάνω μετα-μεταγραωικζσ τροποποιιςεισ 

καταςτζλλονται, με αποτζλεςμα τθ ςτακεροποίθςθ του HIF-1α, τθ ςφνδεςι του με 

τθν β υπομονάδα και τθ ςυγκρότθςθ του λειτουργικοφ μεταγραωικοφ παράγοντα 

ΘΙF-1. Σο ετεροδιμερζσ προςδζνεται ςτισ ςυναινετικζσ αλλθλουχίεσ απόκριςθσ ςτθν 

υποξία (Hypoxia Response Elements, HRE), που εντοπίηονται ςτουσ υποκινθτζσ των 

γονιδίων-ςτόχων του, και επάγει τθ μεταγραωι τουσ. Πρόςωατεσ μελζτεσ 

υποςτθρίηουν ότι θ ωωςωορυλίωςθ του HIF-1α από τισ κινάςεσ ERK1/2 ςυμβάλλει 

ςτθ ενίςχυςθ τθσ μεταγραωικισ του δραςτθριότθτασ. ΢υγκεκριμζνα, θ 

ωωςωορυλίωςθ των αμινοξικϊν καταλοίπων Ser641 και Ser643 παρεμποδίηει τθν 

ζξοδο του μεταγραωικοφ παράγοντα από τον πυρινα, ενϊ θ ωωςωορυλίωςθ τθσ 

Thr796 καταςτζλλει τθ δράςθ τθσ FIH-1 (Lancaster και ςυν. 2004, Mylonis και ςυν. 

2006). Και ςτισ δφο περιπτϊςεισ, το αποτζλεςμα είναι θ ςυςςϊρευςθ του HIF-1α 

ςτον πυρινα και προϊκθςθ τθσ μεταγραωισ. Ωςτόςο, θ καταγραωι του ςυνόλου 

των κζςεων ωωςωορυλίωςθσ είναι ζνα πεδίο ζρευνασ, που παραμζνει ανοιχτό.   
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Εικόνα 8: Σο οξυγονο-εξαρτϊμενο μονοπάτι ρφκμιςθσ του HIF-1α. *προςαρμογι από (Ashcroft 
2005)] 

 

2.3.3.2. Ρφθμιςη του HIF-1α ςε φυςιολογικζσ ςυνθήκεσ οξυγόνου 

Όπωσ προαναωζρκθκε, εκτόσ από τθν υποξία, ερεκίςματα όπωσ οι αυξθτικοί 

παράγοντεσ (Feldser και ςυν. 1999, Richard και ςυν. 2000), οι κυτταροκίνεσ 

(Hellwig-Burgel και ςυν. 1999), οι ορμόνεσ (Richard και ςυν. 2000, Gorlach και ςυν. 

2001) και οι ιικζσ πρωτεΐνεσ (Moon και ςυν. 2004, Wakisaka και ςυν. 2004) μποροφν 

να επάγουν τον HIF-1α, ςε ςυνκικεσ ωυςιολογικισ οξυγόνωςθσ. Θ ρφκμιςθ, ςε 

αυτζσ τισ περιπτϊςεισ, πραγματοποιείται κυρίωσ ςε μεταγραωικό και μεταωραςτικό 

επίπεδο. Παρά το γεγονόσ ότι θ πρωτεαςωμικι αποικοδόμθςθ τθσ πρωτεΐνθσ 

διατθρείται, θ επιτάχυνςθ τθσ ςφνκεςισ τθσ μετατοπίηει τθν ιςορροπία 

ςφνκεςθσ/αποικοδόμθςθσ, οδθγϊντασ ςτθ ςυςςϊρευςθ του HIF-1α.  

΢θμαντικόσ αρικμόσ μελετϊν υποςτθρίηουν ότι το ςθματοδοτικό μονοπάτι 

PI3K/Akt και οι κινάςεσ mTOR και p70S6, που βρίςκονται καταρροϊκά αυτοφ, 

επάγουν τθ μετάωραςθ του HIF-1α (Stiehl και ςυν. 2002, Dery και ςυν. 2005, Befani 
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και ςυν. 2012). ΢υγκεκριμζνα, θ κινάςθ p70S6 ωωςωορυλιϊνει τθν πρωτεΐνθ S6 τθσ 

40S ριβοςωμικισ υπομονάδασ, με αποτζλεςμα τθν ενίςχυςθ τθσ μετάωραςθσ 

μορίων mRNA, που ωζρουν τθν αλλθλουχία 5’-ΣΟΡ (5′-terminal oligopyrimidine) 

ςτθν 5’ αμετάωραςτθ περιοχι τουσ. ΢τθν κατθγορία αυτι ανικει και το mRNA του 

HIF-1α. Επιπλζον, θ Akt αναςτζλλει ζμμεςα τθν αποικοδόμθςθ του HIF-1α, μζςω 

αρνθτικισ ρφκμιςθσ τθσ κινάςθσ τθσ ςυνκάςθσ του γλυκογόνου 3 (Glycogen 

Synthase Kinase 3, GSK3) και τθσ πρωτεΐνθσ FOXO4 (fork-head box Ο4). Σα 

αυξθμζνα επίπεδα τθσ FOXO4, κακϊσ και θ ωωςωορυλίωςθ του HIF-1α από τθ 

GSK3, επάγουν τθν ουβικιτινυλίωςθ του μεταγραωικοφ παράγοντα και τθν 

πρωτεαςωμικι του αποικοδόμθςθ, με μθχανιςμό ανεξάρτθτο από τθν pVHL (Tang 

& Lasky 2003, Flugel και ςυν. 2007). Ωςτόςο, υπάρχουν και μελζτεσ, που 

υποςτθρίηουν ότι θ αφξθςθ των πρωτεϊνικϊν επιπζδων του HIF-1α από το μονοπάτι 

PI3K/Akt είναι ιδιαίτερα μικρι, ςε ςφγκριςθ με τθν υποξία, και δεν επαρκεί για τθν 

ενεργοποίθςθ τθσ μεταγραωισ (Arsham και ςυν. 2002). ΢υνεπϊσ, είναι πικανό, θ 

ρφκμιςθ του μεταγραωικοφ παράγοντα από τθν Akt, να εμωανίηει κάποιο βακμό 

ιςτοειδικότθτασ. 

Οι κινάςεσ MAPKs, και ειδικότερα οι ERKs, ςυμβάλλουν, επίςθσ, ςθμαντικά 

ςτθ ρφκμιςθ του HIF-1α. Εκτόσ από τθ ωωςωορυλίωςθ, που περιγράωθκε νωρίτερα 

και παρατείνει τθν παραμονι του μεταγραωικοφ παράγοντα ςτον πυρινα, οι ERKs 

ενιςχφουν τθ μεταγραωικι του ενεργότθτα προωκϊντασ τον ςχθματιςμό του 

ςυμπλόκου HIF-p300/CBP (Sang και ςυν. 2003). Παρόμοιο μθχανιςμό δράςθσ 

παρουςιάηει και θ πρωτεϊνικι κινάςθ C (PKC) (Datta και ςυν. 2004). Επιπλζον, θ PKC 

ρυκμίηει τον HIF-1α άμεςα αυξάνοντασ τθν ζκωραςθ του γονιδίου του από τον 

μεταγραωικό παράγοντα Sp1, αλλά και ζμμεςα καταςτζλλοντασ τθ μεταγραωι του 

αναςτολζα του, FIH-1 (Page και ςυν. 2002, Datta και ςυν. 2004). 

΢ε πολλζσ μορωζσ καρκίνου, τα παραπάνω ςθματοδοτικά μονοπάτια 

ανιχνεφονται, ςε μόνιμα ενεργοποιθμζνθ κατάςταςθ, με αποτζλεςμα τθν επαγωγι 

του HIF-1α και τθ δθμιουργία ενόσ ευνοϊκοφ περιβάλλοντοσ, για τθν επιβίωςθ και 

τον πολλαπλαςιαςμό των καρκινικϊν κυττάρων.  

 

2.3.4. ΓΣΡΛΔΛΑ - ΢ΣΣΧΣΛ ΣΣΤ ΘΛF-1 

Ζωσ ςιμερα, ζχουν προςδιοριςτεί περιςςότερα από 100 γονίδια, τα οποία 

ωζρουν ςτον υποκινθτι τουσ τθ ςυναινετικι αλλθλουχία απόκριςθσ ςτθν υποξία, 

HRE (Hypoxia-Response Element). Όπωσ διαπιςτϊκθκε με τθν τεχνικι των 

μικροςυςτοιχιϊν DNA, είναι χαρακτθριςτικό ότι τουλάχιςτον το 2% του 

γονιδιϊματοσ των ανκρϊπινων ενδοκθλιακϊν κυττάρων βρίςκεται υπό τον άμεςο ι 
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ζμμεςο ζλεγχο του ΘΙF-1 (Manalo και ςυν. 2005). Εξίςου ευρφ είναι και το ωάςμα 

των λειτουργιϊν, ςτισ οποίεσ ςυμμετζχουν τα προϊόντα αυτϊν των γονιδίων. 

΢υγκεκριμζνα, θ επαγωγι του HIF-1α και κατ’ επζκταςθ των γονιδίων-ςτόχων του, 

ενεργοποιοφν πολφπλοκεσ διαδικαςίεσ, όπωσ θ αγγειογζνεςθ (VEGF), θ ρφκμιςθ του 

αγγειακοφ τόνου (iNOS, ενδοκθλίνθ 1, αδρενομυελίνθ, α1Β αδρενεργικόσ 

υποδοχζασ), ο μεταβολιςμόσ του ςιδιρου (τρανςωερίνθ, Σf), θ ερυκροποίθςθ 

(ερυκροποιθτίνθ, ΕΡΟ), θ πρόςλθψθ γλυκόηθσ (GLU1, GLUT3), θ κυτταρικι επιβίωςθ 

και ο πολλαπλαςιαςμόσ (αυξθτικοί παράγοντεσ IGF2, TGF-α) (Ke & Costa 2006). 

 

2.4. Σ ΠΕΣΑΓΡΑΦΛΞΣ΢ ΠΑΡΑΓΣΡΣΑ΢ ΡrF2 

2.4.1. ΓΕΡΛΞΑ 

Ο μεταγραωικόσ παράγοντασ NrF2 (Nuclear factor erythroid-2 related Factor 

2) αποτελεί τον κεντρικό ρυκμιςτι τθσ προςτατευτικισ απόκριςθσ του κυττάρου ςε 

ςτρεςογόνεσ ςυνκικεσ, ενδογενοφσ ι εξωγενοφσ προζλευςθσ, που προκαλοφνται 

από τισ ROS και τα θλεκτρονιόωιλα μόρια. Για το λόγο αυτό, ανιχνεφεται ςε υψθλά 

επίπεδα ςε ιςτοφσ που ζρχονται ςυχνά ςε επαωι με τοξικζσ ουςίεσ, όπωσ το ιπαρ, 

ο πνεφμονασ και τα νεωρά. Μετά τθν αποδζςμευςι του από τθν αναςταλτικι 

πρωτεΐνθ Keap1 (Κelch-like ECH associating protein 1), ο NrF2 επάγει τθ ζκωραςθ 

ενόσ ςυνόλου αντιοξειδωτικϊν ενηφμων και κυτταροπροςτατευτικϊν πρωτεϊνϊν, 

που ςυμμετζχουν ςτθ ςφνκεςθ τθσ γλουτακειόνθσ, τθν εξουδετζρωςθ των ROS και 

τον μεταβολιςμό των ξενοβιοτικϊν (Taguchi και ςυν. 2011, Kansanen και ςυν. 2013). 

 

2.4.2. H ΠΣΡΛΑΞΘ ΔΣΠΘ ΣΣΤ ΡrF2 ΞΑΛ ΣΘ΢ Ξeap1 

Όπωσ προαναωζρκθκε, μόρια-κλειδιά του προςτατευτικοφ μθχανιςμοφ του 

κυττάρου, ζναντι του οξειδωτικοφ και θλεκτροωιλικοφ ςτρεσ. είναι ο μεταγραωικόσ 

παράγοντασ NrF2 και θ αναςταλτικι πρωτεΐνθ Keap1, θ οποία – ςε ωυςιολογικζσ 

ςυνκικεσ – δεςμεφει τον NrF2, επάγοντασ τθν πρωτεαςωμικι του αποικοδόμθςθ 

(Kansanen και ςυν. 2013). 

Ο NrF2 ανικει ςτθν οικογζνεια των «cap’n’collar» μεταγραωικϊν 

παραγόντων, με δομι βαςικοφ ωερμουάρ λευκίνθσ (basic leucine zipper, bZip) 

(Sykiotis & Bohmann 2010). Θ πρωτεΐνθ αποτελείται από 589 αμινοξζα και διακζτει 

ζξι εξελικτικά ςυντθρθμζνεσ επικράτειεσ, τισ Neh1-6 (Εικόνα 9). H Neh1 διακρίνεται 

ςε δφο περιοχζσ: τθ βαςικι περιοχι, που είναι υπεφκυνθ για τθν αλλθλεπίδραςθ με 

το DNA και τθν L-Zip περιοχι, που ςυμβάλει ςτον ετεροδιμεριςμό με τισ μικρζσ Μaf 
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πρωτεΐνεσ. Θ επικράτειεσ Neh3-5 ρυκμίηουν τθ μεταγραωικι ενεργότθτα του NrF2, 

ενϊ θ Neh6, τθν αποικοδόμθςθ τθσ πρωτεΐνθσ ςτον πυρινα (ανεξάρτθτα από τθν 

Keap1). Σζλοσ, ςτθν επικράτεια Neh2 εντοπίηονται τα μοτίβα αλλθλεπίδραςθσ με 

τθν Keap1, ETGE και DLG, και – ανάμεςά τουσ – μια υδρόωιλθ περιοχι 7 

καταλοίπων λυςίνθσ (7Κ), απαραίτθτθ για τθν πολυ-ουβικιτινυλίωςθ και τθν 

αποικοδόμθςθ του NrF2 από το πρωτεάςωμα (Kansanen και ςυν. 2013).  

Θ Keap1 είναι μια πρωτεϊνθ 624 αμινοξζων, πλοφςια ςε αντιδρϊςεσ 

κυςτεΐνεσ, οι οποίεσ – όπωσ κα αναλυκεί ςτθ ςυνζχεια – λειτουργοφν ωσ 

«αιςκθτιρεσ» του οξειδωτικοφ και θλεκτροωιλικοφ ςτρεσ. Σο μόριο ωζρει 2 

επικράτειεσ διαπρωτεϊνικϊν αλλθλεπιδράςεων, που διαχωρίηονται από τθ 

ςυνδετικι περιοχι, IVR (intervening region) (Εικόνα 9). ΢υγκεκριμζνα, θ επικράτεια 

ΒΣΒ, ςτο Ν-τελικό άκρο, είναι υπεφκυνθ για τον ομοδιμεριςμό τθσ πρωτεΐνθσ και 

τθν αλλθλεπίδραςθ με τθν Cul3, ενϊ θ επικράτεια Kelch, ςτο C-άκρο, αποτελεί τθ 

κζςθ πρόςδεςθσ του NrF2. ΢ε ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ (απουςία ςτρεσ), κάκε μόριο 

NrF2 αλλθλεπιδρά με ζνα ομοδιμερζσ Keap1, μζςω των μοτίβων ETGE και DLG τθσ 

περιοχισ Neh2 (Baird & Dinkova-Kostova 2011). 

 

 
Εικόνα 9: Ποριακι δομι του μεταγραφικοφ παράγοντα NrF2, τθσ αναςταλτικισ πρωτεΐνθσ Keap1 
και του ςυμπλόκου ΡrF2-Keap1. [προςαρμογι από (Kansanen και ςυν. 2013)] 
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2.4.3. Θ ΡΤΚΠΛ΢Θ ΣΘ΢ ΕΡΕΡΓΣΠΣΛΘ΢Θ΢ ΣΣΤ NrF2 

2.4.3.1. KΟΑ΢ΛΞΣ ΠΣΡΣΠΑΣΛ ΕΡΕΡΓΣΠΣΛΘ΢Θ΢ 

΢ε ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ, ο μεταγραωικόσ παράγοντασ NrF2 ςυντίκεται 

ςυνεχϊσ, αλλά ςυγκρατείται ςτο κυτταρόπλαςμα, λόγω τθσ πρόςδεςισ του ςτθν 

Κeap1. Θ αλλθλεπίδραςθ τθσ Keap1 με τθν Cul3, επάγει τθν ουβικιτινυλίωςθ του 

NrF2 και τθ ςτόχευςι του ςτο πρωτεάςωμα προσ αποικοδόμθςθ. ΢τισ ςυνκικεσ 

αυτζσ, ο χρόνοσ θμιηωισ του μεταγραωικοφ παράγοντα δεν ξεπερνά τα 20 λεπτά 

(Kobayashi και ςυν. 2004). Ζνα μικρό ποςοςτό τθσ ςυντικζμενθσ πρωτεΐνθσ 

διαωεφγει τθσ δζςμευςθσ από τθν Keap1 και μεταβαίνει ςτον πυρινα, όπου 

ςυμβάλλει ςτθ διατιρθςθ τθσ κυτταρικισ ομοιόςταςθσ επάγοντασ χαμθλά επίπεδα 

ζκωραςθσ των γονιδίων-ςτόχων του (Kansanen και ςυν. 2013). 

΢ε ςυνκικεσ οξειδωτικοφ ςτρεσ ι παρουςία θλεκτρονιόωιλων μορίων (π.χ. 

μεταβολίτεσ οργανικϊν ρφπων) ςτο εςωτερικό του κυττάρου, θ Keap1 αποδεςμεφει 

τον ΝrF2, λειτουργϊντασ ωσ μια «γζωυρα» μεταξφ των κυτταροτοξικϊν ςθμάτων και 

τθσ ενεργοποίθςθσ τθσ μεταγραωισ. 3 από τισ 27 κυςτεΐνεσ, τθσ ανκρϊπινθσ Keap1 

(C151, C273 και C288), βρίςκονται τοποκετθμζνεσ κοντά ςε βαςικά αμινοξικά 

κατάλοιπα, με αποτζλεςμα να αποτελοφν ιδανικοφσ ςτόχουσ για τα θλεκτρονιόωιλα 

και προ-οξειδωτικά μόρια. Σο πρότυπο τροποποίθςθσ των κυςτεϊνϊν διαωζρει, 

ανάλογα με τθ δομι του εκάςτοτε επαγωγζα («κϊδικασ κυςτεϊνϊν») (Taguchi και 

ςυν. 2011). ΢ε κάκε περίπτωςθ, θ τροποποίθςθ αυτϊν των καταλοίπων, μεταβάλλει 

τθ διαμόρωωςθ του ομοδιμεροφσ τθσ Keap1, διαταράςςοντασ τθν αλλθλεπίδραςι 

του με τον NrF2 (Kobayashi και ςυν. 2009, Holland & Fishbein 2010).   

Αν και ο ακριβισ μθχανιςμόσ αποδζςμευςθσ του Νrf2 δεν ζχει 

αποςαωθνιςτεί μζχρι ςιμερα, ζχουν προτακεί δφο εναλλακτικά μοντζλα (Εικόνα 

10). Σο πρϊτο μοντζλο είναι γνωςτό ωσ «hinge and latch model» και διατυπϊκθκε 

από τουσ Σοng και ςυν, το 2006 (Tong και ςυν. 2006). ΢φμωωνα με αυτό, θ 

τροποποίθςθ των αντιδρϊντων κυςτεϊνϊν, ςτθ ςυνδετικι περιοχι IVR, και θ 

επακόλουκθ αλλαγι ςτθ διαμόρωωςθ τθσ Keap1, οδθγεί ςτθ διάςπαςθ τθσ ςχετικά 

χαλαρισ ςφνδεςθσ του μοτίβου DLG, από το ζνα μόριο του ομοδιμεροφσ τθσ Keap1, 

ενϊ το, υψθλισ ςυγγζνειασ, ETGE μοτίβο παραμζνει ςυνδεδεμζνο ςτο ςφμπλοκο. 

Σο εναλλακτικό μοντζλο προτείνει ότι θ τροποποίθςθ των κυςτεϊνϊν τθσ Keap1, και 

κυρίωσ τθσ C151 ςτθν επικράτεια ΒΣΒ, καταςτζλλει τθν αλλθλεπίδραςι τθσ με τθν 

πρωτεΐνθ Cul3 (Rachakonda και ςυν. 2008). Tόςο θ μερικι αποδζςμευςθ του Nrf2, 

όςο και θ απομάκρυνςθ τθσ Cul3, δεν επιτρζπουν τθν πολυουβικιτινυλίωςθ του 

NrF2.   
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 Κατά ςυνζπεια, τα νεοςυντικζμενα μόρια του μεταγραωικοφ παράγοντα, 

παρακάμπτουν τθν Keap1 και μετατοπίηονται ςτον πυρινα του κυττάρου. Εκεί, ο 

ΝrF2 αλλθλεπιδρά με τισ μικρζσ Maf πρωτεΐνεσ και επάγει τθ μεταγραωι κυτταρο-

προςτατευτικϊν γονιδίων, που ωζρουν ςτον υποκινθτι τουσ τισ ςυναινετικζσ 

αλλθλουχίεσ αντιοξειδωτικισ (ARE) ι θλεκτροωιλικισ (EpRE) απόκριςθσ (Taguchi και 

ςυν. 2011). Σα πλζον αντιπροςωπευτικά γονίδια-ςτόχοι του NrF2 είναι θ 

οξειδοαναγωγάςθ τθσ NAD(P)H κινόνθσ (NQO1), θ οξυγενάςθ τθσ αίμθσ (ΘΟ-1), θ 

λιγάςθ γλουταμικοφ-κυςτεΐνθσ (GCL) και οι κειο-μεταωοράςεσ τθσ γλουτακειόνθσ 

(GSTs). 

 

 

Εικόνα 10: ΢χθματικι απεικόνιςθ των μθχανιςμϊν ρφκμιςθσ του NrF2. [προςαρμογι από 
(Kansanen και ςυν. 2013)] 

 

2.4.3.2. ΕΡΕΡΓΣΠΣΛΘ΢Θ ΣΣΤ ΡrF2 ΑΡΕ΢ΑΡΣΘΣΑ ΑΠΣ TO Σ΢ΕΛΔΩΣΛΞΣ ΢ΣΡΕ΢ 

Πρόςωατεσ μελζτεσ υποςτθρίηουν ότι, εκτόσ από τθν άμεςθ τροποποίθςθ 

τθσ Keap1 από τισ προ-οξειδωτικζσ ενϊςεισ και τα θλεκτρονιόωιλα μόρια, ο NrF2 

μπορεί να ενεργοποιθκεί και από οριςμζνεσ ενδογενείσ πρωτεΐνεσ, ανεξάρτθτα από 

το οξειδωτικό ωορτίο του κυττάρου. 
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Για παράδειγμα, ζχει παρατθρθκεί ότι το C-τελικό άκρο τθσ p21 

αλλθλεπιδρά με το μοτίβο DLG του NrF2, αποδεςμεφοντάσ τον από τθν Keap1 (Chen 

και ςυν. 2009). Θ p21 αποτελεί ζναν από τουσ ςτόχουσ τθσ p53, ςτο πλαίςιο τθσ 

παφςθσ του κυτταρικοφ κφκλου και τθσ απόπτωςθσ. Ωςτόςο, θ ενεργοποίθςθ τθσ 

p53 καταςτζλλει τθ μεταγραωικι δραςτθριότθτα του NrF2, μζςω άμεςθσ 

πρόςδεςθσ ςτισ αλλθλουχίεσ ARE (Faraonio και ςυν. 2006). Σα αντιωατικά δεδομζνα 

οδιγθςαν τουσ Wakabayashi και ςυν. ςτθ διατφπωςθ ενόσ δυναμικοφ μοντζλου 

απόκριςθσ του κυττάρου ςτο ςτρεσ, βαςιηόμενο ςτθν αλλθλεπίδραςθ μεταξφ των 

p53, p21 και NrF2 (Komatsu & Ichimura 2010, Wakabayashi και ςυν. 2010). 

΢υγκεκριμζνα, πρότειναν ότι κατά το ιπιο ςτρεσ, θ – επαγόμενθ από τθν p21 – 

παφςθ του κυτταρικοφ κφκλου και θ επακόλουκθ ςτακεροποίθςθ και μεταγραωικι 

ενεργοποίθςθ του NrF2, προςτατεφουν το κφτταρο και εξαςωαλίηουν τθν επιβίωςι 

του. Αντίκετα, ςε περιπτϊςεισ ζντονου ςτρεσ, τα υψθλά επίπεδα τθσ p53 

καταςτζλλουν τθν κυτταροπροςτατευτικι απόκριςθ και επάγουν τθν απόπτωςθ. 

Ζνασ ακόμθ πρωτεϊνικόσ επαγωγζασ του NrF2 είναι θ πρωτεΐνθ p62, θ οποία 

ςυνδζεται ςτα πολυμερι ουβικιτίνθσ κατά τθν αυτοωαγία (Komatsu & Ichimura 

2010). Σο μοτίβο ΕTGE τθσ p62 χαρακτθρίηεται από παρόμοιο βακμό ςυγγζνειασ, 

για τθν Keap1, με το DLG μοτίβο του NrF2 (Komatsu και ςυν. 2010). Όταν, για 

κάποιο λόγο, θ διαδικαςία τθσ αυτοωαγίασ δεν ολοκλθρϊνεται, τα 

ςυςςωματϊματα πολυουβικιτινυλιωμζνων πρωτεϊνϊν, που περιζχουν μόρια p62, 

παραμζνουν ςτο κυτταρόπλαςμα, ωσ ζγκλειςτα ςωμάτια. Σα αυξθμζνα επίπεδα τθσ 

p62 αποςποφν το μοτίβο DLG του NrF2, λόγω ανταγωνιςμοφ, με αποτζλεςμα τθ 

ςτακεροποίθςθ του μεταγραωικοφ παράγοντα και τθν ζκωραςθ των 

κυτταροπροςτατευτικϊν γονιδίων. 

Τπάρχουν, επίςθσ, ενδείξεισ ότι ςτθ ρφκμιςθ του NrF2 ςυμμετζχουν και 

ςθματοδοτικά μονοπάτια, όπωσ των ΜΑΡΚ, των PI3K/Akt, τθσ PKC και τθσ κινάςθσ 

τθσ καηεΐνθσ (CK2) (Surh και ςυν. 2008). Σα αμινοξικά κατάλοιπα Ser40 και Tyr568, 

ζχουν αναγνωριςτεί ωσ πικανζσ κζςεισ ωωςωορυλίωςθσ από τθν PKC και τθν 

κινάςθ τυροςίνθσ Fyn, αντίςτοιχα (Huang και ςυν. 2002, Bloom & Jaiswal 2003, 

Numazawa και ςυν. 2003, Jain & Jaiswal 2006). Ανάλογεσ κζςεισ ζχουν εντοπιςτεί 

και ςτθν περίπτωςθ των MAPK. Παρ’ όλα αυτά, δεν ζχει αποδειχκεί με βεβαιότθτα 

θ ςυμβολι αυτϊν των τροποποιιςεων ςτθ ρφκμιςθ τθσ αντιοξειδωτικισ απόκριςθσ. 

Αν και αυτό το κζμα εξακολουκεί να βρίςκεται υπό διερεφνθςθ, θ ωωςωορυλίωςθ 

από τα παραπάνω ςθματοδοτικά μονοπάτια, είναι πικανό να ενιςχφει ζμμεςα τθ 

μεταγραωικι δραςτθριότθτα του NrF2, ρυκμίηοντασ, επιπλζον, τθν ενεργότθτα των 

ςυμπαραγόντων του μεταγραωικοφ ςυμπλόκου (Taguchi και ςυν. 2011). 
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2.5. Σ ΠΕΣΑΓΡΑΦΛΞΣ΢ ΠΑΡΑΓΣΡΣΑ΢ NF-κΒ 

2.5.1. ΓΕΡΛΞΑ 

Ο NFκΒ (Nuclear Factor kappa B) περιγράωθκε, αρχικά, ωσ ζνασ 

εξειδικευμζνοσ μεταγραωικόσ παράγοντασ των Β λεμωοκυττάρων, υπεφκυνοσ για 

τθν ζκωραςθ τθσ κ ελαωριάσ αλυςίδασ των ανοςοςωαιρινϊν (Bonizzi & Karin 2004). 

΢φντομα, όμωσ, ζγινε αντιλθπτό ότι ο παράγοντασ αυτόσ εκωράηεται ςε όλουσ τουσ 

κυτταρικοφσ τφπουσ ςυμμετζχοντασ ςτθ ρφκμιςθ βαςικϊν λειτουργιϊν, όπωσ θ 

ανοςολογικι απόκριςθ, θ ωλεγμονι, θ επιβίωςθ και θ αφξθςθ των κυττάρων. 

Μεταξφ των ποικίλων ενεργοποιθτϊν του NFκΒ, περιλαμβάνονται οι 

προωλεγμονϊδεισ κυτταροκίνεσ (π.χ. ΣNFα και IL-1), οριςμζνεσ ιικζσ πρωτεΐνεσ, το 

οξειδωτικό και άλλεσ μορωζσ κυτταρικοφ ςτρεσ και οι βλάβεσ του DNA (Hayden & 

Ghosh 2008). 

 

2.5.2. ΣΑ ΠΕΟΘ ΣΘ΢ ΣΛΞΣΓΕΡΕΛΑ΢ ΣΣΤ NFκΒ 

Ο μεταγραωικόσ παράγοντασ NFκΒ ζχει τθ μορωι ομοδιμερϊν ι 

ετεροδιμερϊν, που ςυγκροτοφνται από τα μζλθ τθσ οικογζνειασ NFκΒ. ΢τα 

κθλαςτικά ζχουν ταυτοποιθκεί πζντε μζλθ αυτισ τθσ οικογζνειασ: p65 (RelA), RelB, 

c-Rel, p50/p105 (NFκΒ1) και p52/p100 (ΝFκΒ2). Όπωσ ωαίνεται ςτθν Εικόνα 11 και 

οι πζντε πρωτεΐνεσ ωζρουν ςτο αμινοτελικό άκρο τουσ, τθν επικράτεια RHD (Rel 

Homology Domain), θ οποία είναι υπεφκυνθ για τον ομο- ι ετερο-διμεριςμό, τθν 

πρόςδεςθ ςτο DNA και τθν αλλθλεπίδραςθ με τον αναςτολζα του NFκΒ, ΙκΒ. Ζνα, 

επιπλζον, κοινό χαρακτθριςτικό όλων των μελϊν είναι το ςιμα πυρθνικοφ 

εντοπιςμοφ (Nuclear Localization Signal, NLS) ςτο κζντρο του πρωτεϊνικοφ μορίου 

(Lin και ςυν. 2010). Οι p65 (RelA), RelB και c-Rel διακζτουν, επίςθσ, μια 

καρβοξυτελικι επικράτεια TAD, θ οποία ρυκμίηει τθ μεταγραωικι ενεργοποίθςθ. Οι 

NFκΒ1 και ΝFκΒ2 μεταωράηονται ωσ πρόδρομεσ πρωτεΐνεσ, p105 και p100, 

αντίςτοιχα, και ωζρουν μια καρβοξυτελικι περιοχι, που παρουςιάηει ομολογία με 

τθν ΙκΒ προςδίδοντάσ τουσ καταςταλτικζσ ιδιότθτεσ. Θ πρωτεολυτικι επεξεργαςία 

των πρόδρομων μορίων, αωαιρεί τθ ςυγκεκριμζνθ περιοχι και παράγει τισ ϊριμεσ 

πρωτεΐνεσ p50 και p52. Όμωσ, θ απουςία τθσ επικράτειασ ΣΑD δεν επιτρζπει τθ 

μεταγραωικι ενεργοποίθςθ των p50 και p52, εκτόσ αν ςυνδυαςτοφν με άλλα μζλθ 

τθσ οικογζνειασ ι με πρωτεΐνεσ, που μποροφν να προςελκφςουν ςυνενεργοποιθτζσ 

τθσ μεταγραωισ. Σζλοσ, τα ομοδιμερι p50 και p52, καταςτζλλουν τθν ζκωραςθ των 

γονιδίων-ςτόχων του NFκΒ, μζςω πρόςδεςισ τουσ ςτουσ αντίςτοιχουσ υποκινθτζσ 

(Hayden & Ghosh 2008). 
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Εικόνα 11: Θ μοριακι δομι των μελϊν τθσ οικογζνειασ του NFκΒ. [προςαρμογι από  (Numazawa 

και ςυν. 2003)] 

 

΢ε ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ, τα διμερι του NFκΒ ςυγκρατοφνται ςτο 

κυτταρόπλαςμα από τθν αναςταλτικι πρωτεΐνθ ΙκΒ, θ οποία καλφπτει το μοτίβο 

NLS. Θ οικογζνεια των παραγόντων ΙκΒ αποτελείται από τισ πρωτεΐνεσ ΙκΒα, ΙκΒβ, 

ΙκΒγ, ΙκΒε και BCL-3. Επίςθσ, ςτθν ίδια οικογζνεια κατατάςςονται και οι πρόδρομεσ 

πρωτεΐνεσ p105 και p100 (Lin και ςυν. 2010). 

 

2.5.3. ΣΑ ΠΣΡΣΠΑΣΛΑ ΕΡΕΡΓΣΠΣΛΘ΢Θ΢ ΣΣΤ NFκΒ 

Θ ενεργοποίθςθ του NFκΒ επιτυγχάνεται μζςω του κλαςικοφ ι μζςω του μθ-

κλαςικοφ μονοπατιοφ, ανάλογα με το εκάςτοτε ερζκιςμα (Εικόνα 12).  

Σο κλαςικό μονοπάτι είναι θ βαςικι οδόσ ενεργοποίθςθσ του NFκΒ ςτουσ 

περιςςότερουσ κυτταρικοφσ τφπουσ και βαςίηεται ςτθν αποικοδόμθςθ του ΙκΒ και 

τθν επακόλουκθ αποδζςμευςθ του NFκΒ (κυρίωσ του ετεροδιμεροφσ p65/p50). Σο 

μονοπάτι ενεργοποιείται παρουςία προωλεγμονωδϊν κυτταροκινϊν, όπωσ θ IL-1β ι 

ο TNF-α, και ποικίλων ςτρεςογόνων ςυνκθκϊν, όπωσ οι βλάβεσ του DNA 

(Numazawa και ςυν. 2003). Θ αλλθλεπίδραςθ του εκάςτοτε επαγωγζα με τον 

αντίςτοιχο υποδοχζα (π.χ. TNF-α/ΣΝFR) προςελκφει ςτο επίπεδο τθσ μεμβράνθσ τθν 

κινάςθ τθσ ΙκΒ, ΙΚΚ. Θ ΙΚΚ είναι ζνα ετεροτριμερζσ, που αποτελείται από δφο 

καταλυτικζσ (ΙΚΚα/ΙΚΚ1, ΙΚΚβ/ΙΚΚ2) και μια ρυκμιςτικι (ΙΚΚγ/ΝΕΜΟ) υπομονάδα. 

΢το ςφμπλοκο, που δθμιουργείται ςυμμετζχουν, επίςθσ, οι πρωτεΐνεσ TRAF, RIP1 

(Receptor-Interacting Protein kinase 1) και οι Ε3 λιγάςεσ τθσ ουβικιτίνθσ, cIAP-1 και 

cIAP-2. ΢τθ ςυνζχεια, θ ΙΚΚ ενεργοποιείται μζςω ωωςωορυλίωςθσ από τθν RIP1 και 
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τθν ΜΕΚΚ3 ι τθν ΣΑΚ1 (ΣGFβ-activated kinase 1) (Devin και ςυν. 2000, Yang και ςυν. 

2001). Θ ενεργοποιθμζνθ υπομονάδα ΙΚΚβ ωωςωορυλιϊνει τθν ΙκΒ ςτα αμινοξικά 

κατάλοιπα Ser32 και Ser36 επάγοντασ τθν πολυουβικιτινυλίωςθ και τθν άμεςθ 

αποικοδόμθςι τθσ ςτο πρωτεάςωμα. Θ απομάκρυνςθ τθσ ΙκΒ, εκκζτει το μοτίβο 

NLS τθσ p65 και τθσ p50, με αποτζλεςμα τον ετεροδιμεριςμό τουσ και τθ ςτόχευςι 

τουσ ςτον πυρινα. Eπιπλζον, θ μεταγραωικι ενεργοποίθςθ του ετεροδιμεροφσ 

NFκΒ, μπορεί να ρυκμιςτεί, μζςω ωωςωορυλίωςθσ και ακετυλίωςθσ τθσ 

υπομονάδασ p65. Για παράδειγμα, ζχει δειχκεί ότι θ κινάςθ MSK1, θ οποία 

βρίςκεται καταρροϊκά των κιναςϊν ERK1/2 και p38, είναι υπεφκυνθ για τθ 

ωωςωορυλίωςθ τθσ p65, ςτο αμινοξικό κατάλοιπο Ser276, ςτουσ ςκελετικοφσ 

μυοβλάςτεσ, ςε ςυνκικεσ οξειδωτικοφ ςτρεσ (Kefaloyianni και ςυν. 2006). Οι 

τροποποιιςεισ αυτζσ ενιςχφουν τθν πρόςδεςθ του μεταγραωικοφ παράγοντα ςτο 

DNA και τθν αλλθλεπίδραςι του με ςυνενεργοποιθτζσ τθσ μεταγραωισ, όπωσ το 

ςφμπλοκο CBP/p300 (Hayden & Ghosh 2004). 

Σο μθ-κλαςικό μονοπάτι επάγεται από οριςμζνα μζλθ τθσ οικογζνειασ των 

ΣNFR, όπωσ θ CD40, από τθ λεμωοτοξίνθ β (LTβ), τον παράγοντα ενεργοποίθςθσ των 

Β λεμωοκυττάρων (ΒΑF) και ςυγκεκριμζνεσ ιικζσ πρωτεΐνεσ, όπωσ θ LMP-1 του ιοφ 

Epstein-Barr. Σο μονοπάτι ξεκινά με τθν ενεργοποίθςθ τθσ ΙΚΚα από τθν κινάςθ ΝΙΚ 

(NFκΒ-inducing kinase). Θ ΙΚΚα, με τθ ςειρά τθσ, επάγει τθν πρωτεόλυςθ τθσ p100 

και τθν παραγωγι τθσ ϊριμθσ p52. Ακολουκεί θ ςυγκρότθςθ του λειτουργικοφ 

ετεροδιμεροφσ p52/RelB, θ μετατόπιςι του ςτον πυρινα και θ μεταγραωι των 

γονιδίων-ςτόχων του (Hayden & Ghosh 2004). Ενδιαωζρον παρουςιάηει το γεγονόσ 

ότι οι πρωτεΐνεσ cIAP, οι οποίεσ ρυκμίηουν κετικά το κλαςικό μονοπάτι, 

καταςτζλλουν το μθ-κλαςικό μονοπάτι επάγοντασ τθν ουβικιτινυλίωςθ και τθν 

αποικοδόμθςθ τθσ ΝΙΚ (Zarnegar και ςυν. 2008). 

Εκτόσ από τα παραπάνω μονοπάτια, ςε ςπάνιεσ περιπτϊςεισ, θ 

ενεργοποίθςθ του NFκΒ, μεςολαβείται από κάποιεσ εναλλακτικζσ οδοφσ, γνωςτζσ 

ωσ μθ τυπικά μονοπάτια (atypical pathways). Για παράδειγμα, θ μικροφ μικουσ 

κφματοσ υπεριϊδθσ ακτινοβολία ενεργοποιεί τον NFκΒ, μζςω μιασ διαδικαςίασ, που 

περιλαμβάνει ωωςωορυλίωςθ από τθν CK2 και τθν αποικοδόμθςθ τθσ ΙκΒ από το 

ςφςτθμα των καλπαϊνϊν (Kato και ςυν. 2003). Επίςθσ, ζχει δειχκεί ότι το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου, επάγει τον NFκΒ, μζςω ωωςωορυλίωςθσ τθσ ΙκΒ, ςτθν 

Σyr42, από τισ κινάςεσ c-Src και Syk (Tergaonkar και ςυν. 2003, Viatour και ςυν. 

2005). 
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Εικόνα 12: To κλαςικό και το μθ-κλαςικό μονοπάτι ενεργοποίθςθσ του NFκΒ. *προςαρμογι από 
(Oeckinghaus και ςυν. 2011)] 

 

2.5.4. Σ ΒΛΣΟΣΓΛΞΣ΢ ΡΣΟΣ΢ ΣΣΤ NFκΒ 

Ωσ ζνασ πολυλειτουργικόσ παράγοντασ, ο NFκΒ εμπλζκεται ςε πολλζσ 

ωυςιολογικζσ και πακολογικζσ διαδικαςίεσ, όπωσ θ ανάπτυξθ, θ ζμωυτθ και 

επίκτθτθ ανοςία, θ ομοιόςταςθ των ιςτϊν και θ ωλεγμονι. ΢ε μοριακό και 

κυτταρικό επίπεδο, ο NFκΒ ρυκμίηει τθ γονιδιακι ζκωραςθ, τον πολλαπλαςιαςμό, 

αλλά και τον αποπτωτικό κυτταρικό κάνατο (Lin και ςυν. 2010). 
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i. Ρφκμιςθ τθσ μεταγραφισ 

 ΢τθν πλειοψθωία των περιπτϊςεων, ο NFκΒ δρα ωσ ενεργοποιθτισ τθσ 

μεταγραωισ των γονιδίων, που ωζρουν ςτον υποκινθτι τουσ τθ ςυναινετικι 

αλλθλουχία κΒ. Σα προϊόντα αυτϊν των γονιδίων, τα οποία ξεπερνοφν τα 200, 

ςυμμετζχουν ςτισ περιςςότερεσ βιοχθμικζσ και βιολογικζσ λειτουργίεσ, 

ςυμπεριλαμβανομζνθσ τθσ ωλεγμονισ, τθσ ανοςολογικισ απόκριςθσ και τθσ 

ανάπτυξθσ (Aggarwal 2004). Παράλλθλα, ζχει αναωερκεί ότι ο NFκΒ είναι δυνατό να 

καταςτείλει τθ γονιδιακι ζκωραςθ ςτθν περίπτωςθ τθσ επίδραςθσ γενοτοξικϊν 

παραγόντων. Αν και ο υπεφκυνοσ μθχανιςμόσ δεν ζχει αποςαωθνιςτεί μζχρι 

ςιμερα, υπάρχουν ενδείξεισ για τθν εμπλοκι αναςτολζων τθσ μεταγραωισ ι 

ογκοκαταςταλτικϊν πρωτεϊνϊν, όπωσ θ p53 και θ ARF (Janssens & Tschopp 2006). 

Αξίηει, επίςθσ, να ςθμειωκεί ότι αυτι θ αναςταλτικι ιδιότθτα του NFκΒ, ζχει, 

πικανότατα, ιςτοειδικό χαρακτιρα, κακϊσ οι ίδιοι γενοτοξικοί παράγοντεσ 

ρυκμίηουν κετικά τθ μεταγραωικι δραςτθριότθτα του NFκΒ, ςε διαωορετικοφσ 

κυτταρικοφσ τφπουσ (Hur και ςυν. 2003, Chen και ςυν. 2008). 

ii. Ρφκμιςθ τθσ απόπτωςθσ 

 Ο NFκΒ κεωρείται, γενικά, ζνασ από τουσ βαςικοφσ παράγοντεσ επιβίωςθσ 

του κυττάρου, λόγω τθσ ιδιότθτάσ του να επάγει τθν ζκωραςθ πρωτεϊνϊν με αντι-

αποπτωτικι δράςθ, όπωσ οι cIAP-1, cIAP-2, TRAF1, TRAF2, Bcl-Xl, XIAP, MnSOD και 

ΙΕΧ-1L (Karin & Greten 2005). Ειδικότερα, οι cIAP-1 και cIAP-2 αναςτζλλουν τα 

αποπτωτικά μονοπάτια, μζςω πρόςδεςθσ ςτισ καςπάςεσ-τελεςτζσ (Varfolomeev και 

ςυν. 2008, Wang και ςυν. 2008). Παρ’ όλα αυτά, οριςμζνεσ μελζτεσ ςυγκαταλζγουν 

ςτουσ μεταγραωικοφσ ςτόχουσ του NFκΒ τα γονίδια των πρωτεϊνϊν DR5, FasL, 

PUMA και Bax, τα οποία προςδίδουν ςτο μεταγραωικό παράγοντα και προ-

αποπτωτικζσ ιδιότθτεσ (Shou και ςυν. 2002, Singh και ςυν. 2007, Wang και ςυν. 

2009).   

iii. Ρφκμιςθ του κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ 

  Ο NFκΒ προωκεί τθν κυτταρικι διαίρεςθ αυξάνοντασ τα επίπεδα ζκωραςθσ 

τθσ κυκλίνθσ D1 και του πρωτο-ογκογονιδίου c-Myc. Επιπλζον, οι προωλεγμονϊδεισ 

κυτταροκίνεσ TNF-α, IL-1β και IL-8, οι οποίεσ επάγουν τθ ωλεγμονι, αλλά και τον 

κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό, αποτελοφν, επίςθσ, ςτόχουσ του NFκΒ (Karin & Greten 

2005). Όμωσ, και ςε αυτι τθν περίπτωςθ, ο ρόλοσ του μεταγραωικοφ παράγοντα 

ωαίνεται να είναι διττόσ, κακϊσ ζχει αναωερκεί ότι αναςτζλλει τθν κινάςθ JNK και 

επάγει τθν ζκωραςθ του αναςτολζα του κυτταρικοφ κφκλου, p21 (Aggarwal 2004). 
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2.6. Θ ΣΠΣΛΣ΢ΣΑ΢Θ ΣΩΡ ΛΣΡΣΩΡ Α΢ΒΕ΢ΣΛΣΤ 

2.6.1. ΓΕΡΛΞΑ 

Σα ιόντα αςβεςτίου αποτελοφν ζνα δεφτερο μινυμα, που ςυμμετζχει ςχεδόν 

ςτο ςφνολο των κυτταρικϊν λειτουργιϊν (π.χ. γονιδιακι ζκωραςθ, μεταβολιςμόσ, 

κυτταρικόσ πολλαπλαςιαςμόσ, διαωοροποίθςθ, οργάνωςθ του κυτταροςκελετοφ, 

ζκκριςθ και κυτταρικόσ κάνατοσ). Θ ανταπόκριςθ ενόσ απλοφ διςκενοφσ κατιόντοσ 

ςε ζνα τόςο μεγάλο εφροσ διαωορετικϊν λειτουργιϊν, πολλζσ από τισ οποίεσ 

διενεργοφνται ταυτόχρονα ςτο κφτταρο, επιτυγχάνεται μζςω ενόσ πολφπλοκου και 

αυςτθρά ελεγχόμενου δικτφου ομοιοςτατικϊν μθχανιςμϊν. ΢ε ςυνκικεσ θρεμίασ, θ 

ςυγκζντρωςθ των ιόντων αςβεςτίου ςτο κυτταρόπλαςμα είναι 55-100nM, ενϊ κατά 

τθ διζγερςθ του κυττάρου αυξάνεται, κατά προςζγγιςθ, ςτο 1μΜ. Αντίκετα, ςτον 

εξωκυττάριο χϊρο, τα επίπεδα του αςβεςτίου ξεπερνοφν περίπου κατά 20000 

ωορζσ τα βαςικά κυτταροπλαςματικά, αγγίηοντασ τα 2mM. Θ διατιρθςθ αυτισ τθσ 

διαβάκμιςθσ αντανακλά τθν αποτελεςματικότθτα των μθχανιςμϊν, που ρυκμίηουν 

τθν ομοιόςταςθ των ιόντων, για τουσ οποίουσ το κφτταρο διακζτει ζνα μεγάλο 

μζροσ τθσ ενζργειάσ του (Clapham 2007, Rhodes & Sanderson 2009).  

 

2.6.2. ΠΘΧΑΡΛ΢ΠΣΛ ΔΛΑΣΘΡΘ΢Θ΢ ΣΘ΢ ΣΠΣΛΣ΢ΣΑ΢Θ΢ ΣΩΡ ΛΣΡΣΩΡ Ca2+ 

Πρωταγωνιςτζσ ςτθ ρφκμιςθ τθσ διακίνθςθσ των ιόντων, προκειμζνου να 

διατθρθκεί θ ομοιόςταςθ και να εξαςωαλιςτεί θ ςωςτι κυτταρικι ςθματοδότθςθ, 

είναι ζνα πολφπλοκο ςφςτθμα διαφλων, αντλιϊν και ιοντοανταλλακτϊν, ςτθν 

πλαςματικι μεμβράνθ και το ενδοπλαςματικό δίκτυο (ΕΔ) (Εικόνα 13). 

Θ απομάκρυνςθ του Ca2+ από το κυτταρόπλαςμα είναι μια ενεργθτικι 

διαδικαςία, που πραγματοποιείται αωενόσ μζςω τθσ αντλίασ PMCA (Plasma 

Membrane Ca2+ ATPase) και των ιοντοανταλλακτϊν Na+/Ca2+ (NCX) και Na+/Ca2+-Κ+ 

(NCΚX), ςτο επίπεδο τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ, και αωετζρου μζςω τθσ αντλίασ 

SERCA (Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca2+ ATPase) ςτθ μεμβράνθ του ΕΔ. Οι αντλίεσ 

PMCA και SERCA, μεταωζρουν ςυνεχϊσ Ca2+ ςτον εξωκυττάριο χϊρο και το 

κυταρόπλαςμα, αντίςτοιχα, αντίκετα προσ τθ διαβάκμιςθ ςυγκζντρωςθσ, με 

παράλλθλθ υδρόλυςθ ΑΣΡ (Clapham 2007). Οι ιοντικοί ανταλλάκτεσ κατζχουν 

εξίςου κεμελιϊδθ ρόλο ςτθν ομοιόςταςθ του αςβεςτίου. Ο NCX ανταλλάςςει 3 

ιόντα Na+ προσ 1 ιόν Ca2+, ενϊ ο NCΚX ανταλλάςςει 1 ιόν Κ+ και 1 ιόν Ca2+ προσ 4 

ιόντα Na+ (Belkacemi και ςυν. 2005). Θ διαωορά ςτουσ ρόλουσ των δφο ςυςτθμάτων 

μεταωοράσ, ζγκειται ςτο γεγονόσ ότι θ PMCA είναι υπεφκυνθ για τθ μακροχρόνια 

διατιρθςθ των χαμθλϊν επιπζδων κυτταροπλαςματικοφ Ca2+, ενϊ οι ανταλλάκτεσ 
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αποκακιςτοφν πολφ γριγορα τθν ιςορροπία, φςτερα από ςτιγμιαίεσ διαταραχζσ, 

όπωσ θ εκπόλωςθ των νευρϊνων (Hilgemann και ςυν. 2006). 

Θ αφξθςθ του κυτταροπλαςματικοφ Ca2+ πραγματοποιείται με ειςροι ιόντων 

από τον εξωκυττάριο χϊρο ι/και απελευκζρωςισ τουσ από το ΕΔ. Θ ζξοδοσ των 

ιόντων από το ΕΔ, το οποίο αποτελεί τθ βαςικι αποκικθ Ca2+ ςτο κφτταρο, 

επιτυγχάνεται μζςω δφο διαμεμβρανικϊν υποδοχζων: του υποδοχζα τθσ 1,4,5-

τριωωςωορικισ ινοςιτόλθσ (ΙΡ3R) και του υποδοχζα τθσ ρυανοδίνθσ (RyR). Οι ΙΡ3R 

ενεργοποιοφνται με πρόςδεςθ του δεφτερου μθνφματοσ, ΙΡ3, το οποίο παράγεται 

καταρροϊκά υποδοχζων, που είναι ςυηευγμζνοι με G πρωτεΐνεσ (GPCR). Οι RyRs, 

που εντοπίηονται, τόςο ςτο ενδοπλαςματικό, όςο και ςτο ςαρκοπλαςματικό δίκτυο, 

ενεργοποιοφνται από χαμθλά επίπεδα κυτταροπλαςματικοφ Ca2+, ενϊ οι υψθλζσ 

ςυγκεντρϊςεισ τουσ καταςτζλλουν. Και οι δφο τφποι υποδοχζων διακζτουν ογκϊδθ 

κυτταροπλαςματικά τμιματα, με μεγάλο αρικμό ρυκμιςτικϊν περιοχϊν και κζςεων 

πρόςδεςθσ πρωτεϊνϊν, όπωσ θ καλμοδουλίνθ (Clapham 2007). Επίςθσ, 

παρουςιάηουν υψθλι ευαιςκθςία, ςτθν οξειδοαναγωγικι κατάςταςθ του κυττάρου, 

τισ ελεφκερεσ ρίηεσ οξυγόνου και τισ κινόνεσ (Waring 2005). 

Οι δίαυλοι ειςόδου αςβεςτίου ςτθν πλαςματικισ μεμβράνθσ ενεργο-

ποιοφνται μετά από κατάλλθλο ερζκιςμα και περιλαμβάνουν τουσ ταςεο-

ελεγχόμενουσ διαφλουσ (voltage-gated Ca2+ channels, VOCs), τθν υπεροικογζνεια 

των TRPs (transient receptor potential) και τουσ διαφλουσ, που ελζγχονται από τθν 

πλθρότθτα των αποκθκϊν (store-operated Ca2+ channels, SOCs). Οι VOCs 

αποκρίνονται ταχφτατα ςτισ αλλαγζσ του διαμεμβρανικοφ δυναμικοφ και, λόγω τθσ 

μεγάλθσ διαβάκμιςθσ ςτθ ςυγκζντρωςθ των ιόντων Ca2+, είναι ικανοί να 

δεκαπλαςιάςουν τα κυτταροπλαςματικά επίπεδα των ιόντων, ςε λίγα μόλισ 

χιλιοςτά του δευτερολζπτου (Catterall 2011). Σα μζλθ τθσ υπεροικογζνειασ των 

TRPs επάγονται από περιβαλλοντικά ερεκίςματα, όπωσ οι μεταβολζσ τθσ 

κερμοκραςίασ ι του pH, οι πτθτικζσ οργανικζσ ενϊςεισ και ποικίλα ωυτικά 

ςυςτατικά. Πρόκειται για μθ ειδικοφσ κατιονικοφσ διαφλουσ, οι οποίοι εκπολϊνουν 

τθν πλαςματικι μεμβράνθ και αυξάνουν τθ ςυγκζντρωςθ Ca2+ και Νa+ ςτο 

κυτταρόπλαςμα. Θ δραςτθριότθτά τουσ επάγεται από GPCR ι υποδοχείσ με δράςθ 

κινάςθσ τυροςίνθσ (RTK), μζςω ενεργοποίθςθσ τθσ ωωςωολιπάςθσ C (PLC) (Ramsey 

και ςυν. 2006). Σζλοσ, οι δίαυλοι SOCs ενεργοποιοφνται από τθν εκκζνωςθ του ΕΔ 

από ιόντα Ca2+, προκειμζνου να αναπλθρωκοφν οι ενδοκυττάριεσ αποκικεσ. Θ 

διαδικαςία αυτι, γνωςτι ωσ «είςοδοσ Ca2+ λόγω χωρθτικότθτασ» ι CCE 

(Capacitative Calcium Entry), είναι ηωτικισ ςθμαςίασ για τθ διαςωάλιςθ τθσ ομαλισ 

κυτταρικισ ςθματοδότθςθσ. Ο μθχανιςμόσ που ςυνδζει τθν εκκζνωςθ των 

αποκθκϊν με τθν ειςροι εξωκυττάριου Ca2+ δεν ζχει διευκρινιςτεί πλιρωσ. Ωςτόςο, 
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κρίςιμο ρόλο ωαίνεται να διαδραματίηει θ διαμεμβρανικι πρωτεΐνθ STIM1 του ΕΔ, θ 

οποία λειτουργεί ωσ «αιςκθτιρασ» των επιπζδων Ca2+, ςτο εςωτερικό του ΕΔ και, 

κατά τθν εκκζνωςι του, ςχθματίηει ςυςςωματϊματα, ακριβϊσ κάτω από τουσ 

διαφλουσ SOCs (Putney 2007, Putney 2009). 

Ωσ πθγζσ ιόντων Ca2+, μποροφν, επίςθσ, να λειτουργιςουν τα ενδοςϊματα, 

τα εκκριτικά κυςτίδια, τα λυςοςϊματα, κυςτίδια του ςυςτιματοσ Golgi και τα 

μελανοςϊματα (Rizzuto & Pozzan 2006). 

 

 
Εικόνα 13: Δίκτυο αντλιϊν, διαφλων και ιοντοανταλλακτϊν τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ και του 
ΕΔ, που ρυκμίηουν τθν ομοιόςταςθ των ιόντων αςβεςτίου. Α) Διατιρθςθ τθσ ομοιόςταςθσ ςε 
ςυνκικεσ θρεμίασ, Β) ΢θματοδότθςθ ιόντων αςβεςτίου. *προςαρμογι από (Clapham 2007)] 

 

2.6.3. ΢ΤΠΠΕΣΣΧΘ ΢ΣΘ ΢ΘΠΑΣΣΔΣΣΘ΢Θ ΞΑΛ ΣΣΡ ΞΤΣΣΑΡΛΞΣ ΚΑΡΑΣΣ 

Θ κυτταρικι ςθματοδότθςθ μζςω ιόντων Ca2+ βαςίηεται ςτθν απελευκζρωςι 

τουσ από τισ ενδοκυττάριεσ αποκικεσ. Θ ενεργοποίθςθ τθσ PLCβ και τθσ PLCγ από 

τουσ μεμβρανικοφσ υποδοχείσ GPCR και RTK, αντίςτοιχα, οδθγεί ςτθν υδρόλυςθ του 

PIP2 και τθν παραγωγι των δεφτερων μθνυμάτων, IP3 και διακυλογλυκερόλθ (DAG). 

Θ πρόςδεςθ τθσ IP3 ςτον υποδοχζα IP3R του ΕΔ, επιτρζπει τθν απελευκζρωςθ 

ιόντων Ca2+ ςτο κυτταρόπλαςμα, αυξάνοντασ τθν ςυγκζντρωςι τουσ περίπου ςτο 

1μΜ. Σα ελεφκερα ιόντα Ca2+ αλλθλεπιδροφν με τθν πρωτεϊνικι κινάςθ C (PKC) και 

επάγουν τθ μεταωορά τθσ ςτο επίπεδο τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ, όπου 

ενεργοποιεί τθν DAG, μζςω ωωςωορυλίωςθσ. Κατά τθν επεξεργαςία τθσ DAG από 

ειδικζσ κινάςεσ και ωωςωατάςεσ, προκφπτουν δφο βιοενεργά μόρια: το 

ωωςωατιδικό και το αραχιδονικό οξφ, αντίςτοιχα. Αυτό το ςθματοδοτικό μονοπάτι 

κινθτοποιείται καταρροϊκά τθσ ενεργοποίθςθσ των περιςςότερων υποδοχζων τθσ 

πλαςματικισ μεμβράνθσ (Clapham 2007). 
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Θ επίδραςθ του αςβεςτίου ςτθν επιβίωςθ του κυττάρου ζχει διττό 

χαρακτιρα. Μικρζσ, ελεγχόμενεσ αυξιςεισ ςτθν ενδοκυττάρια ςυγκζντρωςθ των 

ιόντων, μποροφν να επάγουν τθν κυτταρικι επιβίωςθ και τον πολλαπλαςιαςμό 

αλλθλεπιδρϊντασ με αντίςτοιχα ςθματοδοτικά μονοπάτια (π.χ. ΡΙ3Κ/Αkt) και 

μεταγραωικοφσ παράγοντεσ (π.χ. NF-κΒ, HIF-1). Για παράδειγμα, το Ca2+ ςυμμετζχει 

ςτθν ενεργοποίθςθ τθσ κινάςθσ Akt, μζςω του ζνηυμου καλμοδουλίνθ (Deb και ςυν. 

2004, Perez-Garcia και ςυν. 2004). Θ καλμοδουλίνθ ενεργοποιείται από τα ιόντα 

Ca2+ και προςδζνεται ςτθν ανενεργι Akt μεταωζροντάσ τθν ςτθν πλαςματικι 

μεμβράνθ, όπου ωωςωορυλιϊνεται από τισ αντίςτοιχεσ κινάςεσ. Εναλλακτικά, ζχει 

προτακεί ότι θ καλμοδουλίνθ επάγει απευκείασ τθν ενεργοποίθςθ τθσ ΡΙ3Κ, θ οποία 

ακολοφκωσ μεςολαβεί τθ ωωςωορυλίωςθ τθσ Akt (Perez-Garcia και ςυν. 2004). 

Ωςτόςο, θ μαηικι και παρατεταμζνθ ειςροι Ca2+ ςτο κυτταρόπλαςμα, 

πυροδοτεί μια ςειρά γεγονότων, που ενδζχεται να ζχουν καταςτροωικζσ ςυνζπειεσ 

για το κφτταρο. ΢τισ περιπτϊςεισ αυτζσ, παρατθρείται εκτεταμζνθ πρωτεόλυςθ, 

μζςω ενεργοποίθςθσ Ca2+-εξαρτϊμενων πρωτεαςϊν (π.χ. καλπαΐνεσ), κακϊσ και 

δυςλειτουργία των μιτοχονδρίων. Ζνα από τα υποςτρϊματα των καλπαϊνϊν είναι θ 

προκαςπάςθ-12, θ οποία εντοπίηεται ςτθ μεμβράνθ του ΕΔ. Θ καςπάςθ-12, με τθ 

ςειρά τθσ, ενεργοποιεί πρωτεολυτικά τισ καςπάςεσ τελεςτζσ, επάγοντασ τθν 

αποπτωτικι διαδικαςία, ανεξάρτθτα από τθν απελευκζρωςθ του κυτοχρϊματοσ c 

(Moserova & Kralova 2012). Παράλλθλα, τα µιτοχόνδρια ανταποκρίνονται άμεςα 

ςτθν υψθλι ςυγκζντρωςθ Ca2+ ςτο κυτταρόπλαςµα. Θ διζλευςθ των ιόντων Ca2+ 

από τθν εξωτερικι µιτοχονδριακι μεμβράνθ πραγματοποιείται µζςω των 

ταςεοελεγχόμενων διαφλων, VDAC. Αωοφ τα ιόντα διαπεράςουν τθν εξωτερικι 

µεµβράνθ, μποροφν να ειςζλκουν ςτθ µιτρα, είτε μζςω των ιοντοανταλλακτϊν 

Na+/Ca2+ και Θ+/Ca2+, είτε µζςω ενόσ ειδικοφ μεταωορζα που επιτρζπει τθν είςοδο 

ιόντων, λόγω τθσ διαωοράσ δυναμικοφ εκατζρωκεν τθσ μεμβράνθσ. ΢τθ 

μιτοχονδριακι μιτρα, το Ca2+ αλλθλεπιδρά µε τθ κυκλοωιλίνθ D επάγοντασ τθν 

ευκυγράμμιςθ του μεταωορζα αδενίνθσ (ΑΝΣ) τθσ εςωτερικισ μεμβράνθσ, με τον 

δίαυλο VDAC τθσ εξωτερικισ μεμβράνθσ και τθ δθμιουργία του πόρου PTP 

(Permeability Transition Pore). Σο γεγονόσ αυτό, προκαλεί διόγκωςθ και ριξθ τθσ 

µιτοχονδριακισ µεµβράνθσ, απελευκζρωςθ του κυτοχρϊµατοσ c και άλλων προ-

αποπτωτικϊν παραγόντων (ΑΙF, ενδονουκλεάςθ G) ςτο κυτταρόπλαςμα και 

επαγωγι του αποπτωτικοφ κανάτου (Jeong & Seol 2008). Επιπλζον, το άνοιγμα του 

πόρου ΡΣΡ, ζχει ςυνδεκεί και με μια ζκρθξθ παραγωγισ ROS από το μιτοχόνδριο, 

λόγω τθσ διατάραξθσ τθσ αλυςίδασ μεταωοράσ θλεκτρονίων, με αποτζλεςμα τθν 

επαγωγι ζντονου οξειδωτικοφ ςτρεσ και τθ γενίκευςθ τθσ βλάβθσ (Adam-Vizi & 

Starkov 2010). 
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3. ΠΘΧΑΡΛ΢ΠΣΛ ΞΤΣΣΑΡΛΞΣΤ ΚΑΡΑΣΣΤ 

  Ο κυτταρικόσ κάνατοσ αποτελεί μια βαςικι βιολογικι διαδικαςία, 

απαραίτθτθ για τθν ανάπτυξθ, τθ διατιρθςθ τθσ ομοιόςταςθσ και τθ ρφκμιςθ τθσ 

ανοςολογικισ απόκριςθσ των πολυκφτταρων οργανιςμϊν. Οι διαωορετικοί τφποι 

κυτταρικοφ κανάτου διακρίνονται με βάςθ τα μορωολογικά χαρακτθριςτικά 

(αποπτωτικόσ, νεκρωτικόσ, αυτοωαγικόσ), τα ζνηυμα που ςυμμετζχουν ςτον 

εκάςτοτε μθχανιςμό (διαωορετικζσ τάξεισ πρωτεαςϊν και νουκλεαςϊν), 

λειτουργικά κριτιρια (προγραμματιςμζνοσ ι τυχαίοσ, ωυςιολογικόσ ι πακολογικόσ) 

και ανοςολογικά κριτιρια (ανοςογενισ ι μθ ανοςογενισ) (Galluzzi και ςυν. 2007). 

΢τθ ςυνζχεια, κα περιγραωοφν οι τρεισ κυριότερεσ κατθγορίεσ κυτταρικοφ κανάτου, 

με ιδιαίτερθ ζμωαςθ ςτθν απόπτωςθ, θ οποία ωαίνεται να επάγεται ςτισ ςυνκικεσ 

ςτρεσ, που εξετάηονται ςτθν παροφςα διατριβι (π.χ. οξειδωτικό ςτρεσ). 

 

3.1. ΑΠΣΠΣΩ΢Θ 

3.1.1. ΓΕΡΛΞΑ 

Ο αποπτωτικόσ κυτταρικόσ κάνατοσ είναι μια αυςτθρά ελεγχόμενθ, γενετικά 

κακοριςμζνθ και ενεργθτικι διαδικαςία, θ οποία επάγεται, είτε ςτο πλαίςιο 

ωυςιολογικϊν λειτουργιϊν του οργανιςμοφ (π.χ. μορωογζνεςθ οργάνων, κατά τθν 

εμβρυϊκι ανάπτυξθ), είτε λόγω τθσ αδυναμίασ του κυττάρου να ανακτιςει τθν 

ομοιόςταςι του, φςτερα από τθν επίδραςθ ζντονων, ενδογενϊν ι εξωγενϊν, 

ςτρεςογόνων ςυνκθκϊν. Σα βαςικά μορωολογικά χαρακτθριςτικά τθσ απόπτωςθσ 

είναι θ ςυρρίκνωςθ του κυττάρου, θ δθμιουργία «ωυςαλίδων» ςτθν πλαςματικι 

μεμβράνθ και θ ςυμπφκνωςθ τθσ χρωματίνθσ (Duprez και ςυν. 2009).  

Οι πρωτεΐνεσ, που πρωταγωνιςτοφν ςε αυτζσ τισ διαδικαςίεσ, είναι θ 

οικογζνεια των Bcl-2, που ρυκμίηουν τθν ακεραιότθτα των μιτοχονδρίων, και οι 

καςπάςεσ (πρωτεάςεσ κυςτεΐνθσ-αςπαρτικοφ), που εμπλζκονται ςτθν 

«εκτελεςτικι» ωάςθ τθσ απόπτωςθσ (Youle & Strasser 2008). Σα μζλθ τθσ 

οικογζνειασ Bcl-2 ωζρουν 4 ομόλογεσ και εξελικτικά ςυντθρθμζνεσ περιοχζσ, τισ 

ΒΘ1-4 (Βcl-2 homology domains 1-4) και κατατάςςονται ςε 2 υποκατθγορίεσ: τισ 

πρωτεΐνεσ με αντι-αποπτωτικι (π.χ. Βcl-2, Bcl-xL) και τισ πρωτεΐνεσ με προ-

αποπτωτικι δράςθ (π.χ. Bax, Bad, Bid). Σο αμινοτελικό άκρο τθσ περιοχισ ΒΘ4, 

ευκφνεται για τθν αντι-αποπτωτικι δράςθ και απουςιάηει από τα προ-αποπτωτικά 

μζλθ, ενϊ οι περιοχζσ ΒΘ1-3, παρζχουν τθν ικανότθτα διμεριςμοφ με άλλα μζλθ τθσ 

οικογζνειασ (Salvesen & Riedl 2008, Youle & Strasser 2008). Οι οικογζνεια των 

καςπαςϊν περιλαμβάνει 12 μζλθ, τα οποία διακρίνονται ςτισ εναρκτιριεσ 
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καςπάςεσ (καςπάςθ-2, -8, -9, -10) και τισ καςπάςεσ-τελεςτζσ (καςπάςθ-3, -6, -7). 

Όλα τα μζλθ τθσ οικογζνειασ ςυντίκενται, αρχικά, ωσ ανενεργά προ-ζνηυμα και 

ενεργοποιοφνται μετά από πρωτεολυτικι επεξεργαςία (Salvesen & Riedl 2008). 

 

3.1.2. ΠΣΡΣΠΑΣΛΑ ΑΠΣΠΣΩΣΛΞΣΤ ΚΑΡΑΣΣΤ 

Μζχρι ςιμερα, ζχουν αναγνωριςτεί δφο διαωορετικά μονοπάτια 

αποπτωτικοφ κανάτου: το εξωγενζσ (ι επαγόμενο από υποδοχείσ κανάτου) και το 

ενδογενζσ (ι μιτοχονδριακό) μονοπάτι (Εικόνα 14). Και τα δφο καταλιγουν ςτον 

κατακερματιςμό του κυττάρου ςε αποπτωτικά ςωμάτια, τα οποία 

ωαγοκυτταρϊνονται άμεςα από τα περιβάλλοντα μακροωάγα, ϊςτε να αποωευχκεί 

θ ωλεγμονϊδθσ αντίδραςθ ςτον παρακείμενο ιςτό (Duprez και ςυν. 2009). 

i. Ενδογενζσ μονοπάτι 

Σο ενδογενζσ αποπτωτικό μονοπάτι επάγεται ωσ απόκριςθ ςε ποικίλα 

ερεκίςματα ενδογενοφσ προζλευςθσ, όπωσ θ απουςία αυξθτικϊν παραγόντων, 

διάωορεσ τοξίνεσ, θ υπερκερμία, θ υποξία, το οξειδωτικό ςτρεσ, οι βλάβεσ του 

γενετικοφ υλικοφ κλπ. Κυρίαρχο ρόλο διαδραματίηουν τα μιτοχόνδρια και οι 

πρωτεΐνεσ τισ οικογζνειασ Bcl-2.  

΢ε ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ, οι αντι-αποπτωτικζσ πρωτεΐνεσ Bcl-2 και Bcl-xL, 

διατθροφν τθν ακεραιότθτα τθσ μεμβράνθσ των μιτοχονδρίων, δεςμεφοντασ τισ 

προ-αποπτωτικζσ πρωτεΐνεσ Bax και Bak και καταςτζλλοντασ τθ δράςθ τουσ. Τπό 

ςυνκικεσ ςτρεσ, οι αντι-αποπτωτικζσ Bcl-2 καταςτζλλονται, με αποτζλεςμα τθν 

απελευκζρωςθ των Bax και Bak και τον ολιγομεριςμό τουσ. Σα ολιγομερι 

δθμιουργοφν πόρουσ ΡΣΡ (Permeability Transition Pores) ςτθ μιτοχονδριακι 

μεμβράνθ, επιτρζποντασ τθν απελευκζρωςθ του κυτοχρϊματοσ c ςτο 

κυτταρόπλαςμα. ΢τθ ςυνζχεια, το κυτόχρωμα c δεςμεφει και ενεργοποιεί (με 

κατανάλωςθ ΑΣΡ) τον παράγοντα Apaf-1 (Αpoptotic protease activating factor-1) και 

τθν προ-καςπάςθ-9 ςχθματίηοντασ ζνα ςφμπλοκο, γνωςτό ωσ «αποπτϊςωμα» 

(Riedl & Salvesen 2007). Ακολοφκωσ, θ ενεργοποιθμζνθ εναρκτιρια καςπάςθ-9 

ενεργοποιεί, μζςω πρωτεόλυςθσ, τισ καςπάςεσ τελεςτζσ 3, 6 και 7. Εκτόσ από το 

κυτόχρωμα c, από τουσ μιτοχονδριακοφσ πόρουσ απελευκερϊνονται και άλλεσ 

πρωτεΐνεσ, μεταξφ των οποίων και θ Smac/Diablo. Θ πρόςδεςθ τθσ Smac/Diablo 

ςτθν πρωτεΐνθ ΧΙΑΡ, παρεμποδίηει τθν αρνθτικι τθσ αλλθλεπίδραςθ με τισ 

καςπάςεσ-9, -3 και -7 (Duprez και ςυν. 2009).  
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Εικόνα 14: Διαγραμματικι απεικόνιςθ (1) του εξωγενοφσ και (2) του ενδογενοφσ αποπτωτικοφ 
μονοπατιοφ. [προςαρμογι από (Duprez και ςυν. 2009)] 
 

ii. Εξωγενζσ μονοπάτι 

Σο εξωγενζσ μονοπάτι κινθτοποιείται ωσ απόκριςθ ςτθν ενεργοποίθςθ 

διαμεμβρανικϊν υποδοχζων τθσ οικογζνειασ των TNFR (Tumor Necrosis Factor 

Receptor), όπωσ οι TNFR, Fas και TRAIL-R. Θ ςθματοδότθςθ καταρροϊκά αυτϊν των 

υποδοχζων μπορεί να επάγει ποικίλεσ κυτταρικζσ αποκρίςεισ, από τον 

πολλαπλαςιαςμό και τθ διαωοροποίθςθ, μζχρι τον κυτταρικό κάνατο. ΢τθν 

περίπτωςθ ενεργοποίθςθσ των υποδοχζων Fas και TRAIL-R, από τουσ προςδζτεσ 

FasL και TRAIL, θ απόπτωςθ επάγεται μζςω ςυγκρότθςθσ του ςυμπλόκου DISC 

(Death-Inducing Signaling Complex). ΢το ςφμπλοκο αυτό, οι πρωτεΐνεσ FADD, που 

ςυνδζονται ςτον υποδοχζα, προςελκφουν τισ καςπάςεσ-8 και -10, μζςω 

αλλθλεπίδραςθσ των περιοχϊν DD (Death Domain) (Peter & Krammer 2003). 

Αντίκετα, θ ενεργοποίθςθ του υποδοχζα TNFR1 από τον TNF, οδθγεί ςτθ διαδοχικι 

ςυγκρότθςθ δφο ςυμπλόκων (Wilson και ςυν. 2009). Σο ΢φμπλοκο Ι ςχθματίηεται 

ςτο επίπεδο τθσ μεμβράνθσ, από τον υποδοχζα TNFR1 και τισ πρωτεΐνεσ TRADD 
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(TNFR-associated death domain), TRAF2, RIP1, cIAP1 και cIAP2. Οι πρωτεϊνεσ αυτζσ 

μεςολαβοφν τθν – επαγόμενθ από τον TNF – ενεργοποίθςθ του NFκΒ και των ΜΑΡΚ. 

Θ ενδοκυττάρωςθ του TNFR1 ακολουκείται από τθ ςυγκρότθςθ του ΢υμπλόκου ΙΙ, 

το οποίο είναι ανάλογο του DISC και περιλαμβάνει τισ πρωτεΐνεσ FADD, TRADD, 

κακϊσ και τισ καςπάςεσ-8 ι/και -10. Θ ενεργοποίθςθ των εναρκτιριων καςπαςϊν 

οδθγεί ςτθν ενεργοποίθςθ των καςπαςϊν-3, -6 και -7. Ενδιαωζρον παρουςιάηει το 

γεγονόσ ότι θ καςπάςθ-8 επάγει, επίςθσ, τθν προ-αποπτωτικι Bid, με αποτζλεςμα 

τθν παράλλθλθ ενεργοποίθςθ του μιτοχονδριακοφ μονοπατιοφ και τθν ενίςχυςθ 

του ςιματοσ κανάτου (Li και ςυν. 1998). 

Σόςο το ενδογενζσ, όςο και το εξωγενζσ αποπτωτικό μονοπάτι ςυγκλίνουν 

ςτθν ενεργοποίθςθ των καςπαςϊν-τελεςτϊν, οι οποίεσ ρυκμίηουν τισ καταβολικζσ 

αντιδράςεισ, που προςδίδουν ςτα κφτταρα, τα βιοχθμικά και μορωολογικά 

χαρακτθριςτικά τθσ απόπτωςθσ (Slee και ςυν. 2001).  

Θ καςπάςθ-3 είναι θ πλζον ςθμαντικι και αποτελεί υπόςτρωμα όλων των 

εναρκτιριων καςπαςϊν. Μετά τθν  ενεργοποίθςι τθσ, θ καςπάςθ-3 πρωτεολφει τον 

αναςτολζα ICAD, οδθγϊντασ ςτθν αποδζςμευςθ τθσ ενδονουκλεάςθσ CAD, που 

αποικοδομεί το χρωμοςωμικό DNA και επάγει τθ ςυμπφκνωςθ τθσ χρωματίνθσ 

(Sakahira και ςυν. 1998). Θ καςπάςθ-3 επάγει, επίςθσ τθν αποδιοργάνωςθ του 

κυτταροςκελετοφ και τον ςχθματιςμό των αποπτωτικϊν ςωματίων. Τπόςτρωμα-

κλειδί τθσ καςπάςθσ-3 είναι θ γελςολίνθ, θ οποία αποτελεί τον πυρινα 

πολυμεριςμοφ τθσ ακτίνθσ και, παράλλθλα, αλλθλεπιδρά με τθν ΡΙΡ2 γεωυρϊνοντασ 

τθν οργάνωςθ τθσ ακτίνθσ με τθν κυτταρικι ςθματοδότθςθ. ΢υνεπϊσ, θ 

πρωτεόλυςθ τθσ γελςολίνθσ, διαταράςςει τθν οργάνωςθ του κυτταροςκελετοφ, 

τουσ μθχανιςμοφσ μεταωοράσ, τθν κυτταρικι διαίρεςθ, αλλά και τθν μεταγωγι 

ςιματοσ (Kothakota και ςυν. 1997).   

Σελικό ςτάδιο τθσ αποπτωτικισ διαδικαςίασ είναι θ ωαγοκυττάρωςθ των 

αποπτωτικϊν ςωματίων. Θ αναγνϊριςθ των αποπτωτικϊν κυττάρων και ςωματίων 

από τα παρακείμενα μακροωάγα βαςίηεται ςτθν εξωτερίκευςθ μορίων 

ωωςωατιδυλοςερίνθσ ςτθ εξωτερικι ςτιβάδα τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ. Άλλοι 

ειδικοί δείκτεσ, που ανιχνεφονται ςτθν επιωάνεια των αποπτωτικϊν κυττάρων, είναι 

θ αννεξίνθ Ι και θ καλρετικουλίνθ. Με τον τρόπο αυτό, αποωεφγεται θ 

ωλεγμονϊδθσ αντίδραςθ, κακϊσ τα αποπτωτικά ςωμάτια απομακρφνονται πριν 

διαταραχκεί θ ςυνεκτικότθτα τθσ μεμβράνθσ τουσ και απελευκερωκοφν κυτταρικά 

ςυςτατικά ςτθν περιοχι (Fadok και ςυν. 2001). 
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3.2. ΡΕΞΡΩ΢Θ 

Θ νζκρωςθ είναι μια τυχαία, μθ ρυκμιηόμενθ και μθ προγραμματιςμζνθ 

διαδικαςία κυτταρικοφ κανάτου, που επάγεται, κατά κανόνα, φςτερα από πολφ 

ζντονο ςτρεσ ι ωυςικι/μθχανικι καταπόνθςθ των κυττάρων. Παραδείγματα 

πακολογικϊν καταςτάςεων, που ςυνοδεφονται από νεκρωτικό κυτταρικό κάνατο, 

είναι τα ιςχαιμικά εγκεωαλικά επειςόδια, το ζμωραγμα του μυοκαρδίου και οι 

νευροεκωυλιςτικζσ διαταραχζσ.  

΢ε αντίκεςθ με τθν απόπτωςθ, θ νζκρωςθ δεν απαιτεί κατανάλωςθ 

ενζργειασ, ενϊ τα μορωολογικά τθσ χαρακτθριςτικά περιλαμβάνουν τθ διόγκωςθ 

του κυττάρου και των οργανιδίων, τθν απϊλεια τθσ ςυνεκτικότθτασ τθσ 

πλαςματικισ μεμβράνθσ και, τζλοσ, τθν απελευκζρωςθ του κυτταρικοφ 

περιεχομζνου ςτον περιβάλλοντα εξωκυττάριο χϊρο. Επειδι τα νεκρωτικά κφτταρα 

δεν εκωράηουν ειδικοφσ δείκτεσ ςτθν επιωάνειά τουσ, θ διαδικαςία τθσ 

μακροπινοκυττάρωςθσ είναι ςχετικά αργι και πραγματοποιείται, μόνο μετά τθ ριξθ 

τθσ μεμβράνθσ. Επιπλζον, θ πακθτικι απελευκζρωςθ μορίων DAMP 

(Danger/damage-associated molecular pattern) επάγει προωλεγμονϊδεισ 

αποκρίςεισ ςτθν περιοχι, προκαλϊντασ βλάβεσ και ςτα γειτονικά κφτταρα (Duprez 

και ςυν. 2009). Θ ωλεγμονϊδθσ απόκριςθ ενιςχφεται περαιτζρω από τθν ζκκριςθ 

κυτταροκινϊν (IL-6) από τα νεκρωτικά κφτταρα, μζςω ενεργοποίθςθσ του NFκΒ και 

των ΜΑΡΚ (Vanden Berghe και ςυν. 2006). 

Ωςτόςο, επαγωγι του νεκρωτικοφ κανάτου ζχει παρατθρθκεί και 

παράλλθλα με τθν απόπτωςθ ι ςε περιπτϊςεισ δυςλειτουργίασ των αποπτωτικϊν 

μθχανιςμϊν (Vandenabeele και ςυν. 2006). ΢υνεπϊσ, θ νζκρωςθ, λειτουργεί 

ενδεχομζνωσ και ωσ δικλείδα αςωαλείασ, για τισ περιπτϊςεισ ςτισ οποίεσ ζνα 

κφτταρο αδυνατεί να ολοκλθρϊςει επιτυχϊσ τθν αποπτωτικι διαδικαςία. 

 

3.3. ΑΤΣΣΦΑΓΛΑ 

  Θ αυτοωαγία είναι ζνα εξελικτικά ςυντθρθμζνο, προγραμματιςμζνο και 

πλιρωσ ελεγχόμενο καταβολικό μονοπάτι, που επιτρζπει ςτα ευκαρυωτικά κφτταρα 

να αποικοδομιςουν και να ανακυκλϊςουν τα ςυςτατικά τουσ. Πρωτεΐνεσ και 

οργανίδια, που προορίηονται προσ αποικοδόμθςθ εγκλωβίηονται ςε κυςτίδια με 

διπλι λιπιδικι μεμβράνθ, γνωςτά ωσ αυτοωαγοςϊματα. Σα αυτοωαγοςϊματα 

αποτελοφν και το βαςικό μορωολογικό χαρακτθριςτικό τθσ αυτοωαγίασ. ΢ε 

ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ, τα βαςικά επίπεδα αυτοωαγίασ, εξαςωαλίηουν τθν 

ανακφκλωςθ των κυτταρικϊν ςυςτατικϊν, ενϊ, ςε ςυνκικεσ ςτρεσ, θ αυτοωαγία 

διαδραματίηει προςτατευτικό ρόλο, απομακρφνοντασ τα κατεςτραμμζνα οργανίδια 
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και τα πρωτεϊνικά ςυςςωματϊματα, ϊςτε να διατθρθκεί θ ενδοκυττάρια 

ομοιόςταςθ (Duprez και ςυν. 2009).  

  Αυτοωαγικά κυςτίδια ζχουν εντοπιςτεί και ςτο κυτταρόπλαςμα κυττάρων, 

που πεκαίνουν, δθμιουργϊντασ ερωτιματα ςχετικά με τον πικανό ρόλο τθσ 

αυτοωαγίασ ςτον κυτταρικό κάνατο. Θ άποψθ, που επικρατεί ςιμερα είναι ότι θ 

αυτοωαγία, περιςςότερο ςυνοδεφει, παρά προκαλεί τον κυτταρικό κάνατο. Ωςτόςο, 

θ μαηικι επαγωγι τθσ, δεν αποκλείεται να αποβεί μοιραία για τθν τφχθ του 

κυττάρου (Maiuri και ςυν. 2007, Scarlatti και ςυν. 2009).  
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II. ΢ΚΟΠΟ΢ ΣΗ΢ ΜΕΛΕΣΗ΢ 

 

Όπωσ περιγράωθκε και ςτθν Ενότθτα τθσ Ειςαγωγισ, θ διαλεφκανςθ των 

μοριακϊν μθχανιςμϊν, οι οποίοι εμπλζκονται ςτισ επιπτϊςεισ των ατμοςωαιρικϊν 

ρφπων ςτθν υγεία, ςυνιςτά ζνα πολυδιάςτατο και πολυπαραγοντικό πρόβλθμα, που 

αποτελεί αντικείμενο ζρευνασ, για αρκετζσ δεκαετίεσ. ΢ιμερα, θ πλειοψθωία των 

τοξικολογικϊν και επιδθμιολογικϊν ερευνϊν ζχει επικεντρωκεί κυρίωσ ςτθ 

διερεφνθςθ του μικροςωματιδιακοφ κλάςματοσ τθσ ρφπανςθσ, το οποίο κεωρείται 

και το πλζον επικίνδυνο. Λόγω των διαςτάςεϊν τουσ, τα ςωματίδια αυτά 

διειςδφουν και ςυςςωρεφονται ςτα βακφτερα ςθμεία του αναπνευςτικοφ 

ςυςτιματοσ, ενϊ ο υψθλόσ λόγοσ «επιωάνεια/μάηα», επιτρζπει τθν προςρόωθςθ 

και αλλθλεπίδραςθ ποικίλων τοξικϊν ενϊςεων ςτθν επιωάνειά τουσ. Μεταξφ 

αυτϊν, τα βαρζα μζταλλα, οι πολυκυκλικζσ οργανικζσ ενϊςεισ, ανόργανα ιόντα και 

ποικίλα ςυςτατικά βιογενοφσ προζλευςθσ, ενοχοποιοφνται – κατά κανόνα – για τθν 

τοξικι δράςθ των ρφπων. Εκτόσ, όμωσ, από τισ ωυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ των 

ςωματιδιακϊν ρφπων, ςτον κακοριςμό των επιπτϊςεϊν τουσ ςτθν υγεία 

υπειςζρχονται και επιπλζον παράγοντεσ, που αωοροφν κυρίωσ ςτισ ςυνκικεσ 

ζκκεςθσ (ςυγκζντρωςθ ρφπων, διάρκεια και ςυχνότθτα επειςοδίων ζκκεςθσ) και 

ςτθν ατομικι ευαιςκθςία (θλικία, ωυςικι κατάςταςθ, πακολογικό υπόβακρο). Σο 

ςφνολο των παραγόντων αυτϊν, κακιςτοφν τθ μελζτθ των επιπτϊςεων τθσ 

ατμοςωαιρικισ ρφπανςθσ, ζνα μοναδικό τοξικολογικό πρόβλθμα και ζνα πεδίο 

ζρευνασ, που εξακολουκεί να παραμζνει ανοιχτό, μζχρι ςιμερα.  

΢κοπόσ τθσ παροφςασ διδακτορικισ διατριβισ ιταν θ καταγραωι των 

αποκρίςεων ενόσ μοντζλου επικθλιακϊν κυττάρων πνεφμονα (Α549) παρουςία 

μικρο- και νανο-ςωματιδιακϊν ρφπων, διαωορετικισ ςφνκεςθσ και 

πολυπλοκότθτασ, προκειμζνου να εντοπιςτοφν πρϊιμεσ αλλαγζσ ςτθ ωυςιολογία 

και τθ ςθματοδότθςθ των κυττάρων, που ενδζχεται να ςυμβάλλουν, 

μακροπρόκεςμα, ςτθν ανάπτυξθ πακολογικοφ ωαινοτφπου. Οι αντιπροςωπευτικζσ 

κατθγορίεσ ςωματιδιακϊν ρφπων, που μελετικθκαν, ιταν οι εξισ: α) ζνα 

πολφπλοκο μικροςωματιδιακό μίγμα (ΡΜ2,5-10), που ςυλλζχκθκε ςτουσ χϊρουσ 

εργοςταςίου, ςε βιομθχανικι περιοχι τθσ Ακινασ, β) ζνα πρότυπο μίγμα 

νανοςωματιδίων από εξατμίςεισ μθχανϊν εςωτερικισ καφςθσ (Diesel Exhaust 

Particles, DEP) και γ) ο κοινόσ οργανικόσ ρφποσ, βενηο*α+πυρζνιο (Β*α+Ρ). Σο Β*α+Ρ, 

αν και δεν ζχει ςωματιδιακι ωφςθ, επιλζχκθκε ωσ ζνα από τα βαςικά οργανικά 

ςυςτατικά των δφο προθγοφμενων μιγμάτων, προκειμζνου να διερευνθκεί 

περαιτζρω ο μθχανιςμόσ δράςθσ των οργανικϊν ρφπων. Επιπλζον, εξετάςκθκε θ 

ενδεχόμενθ τροποποίθςθ τθσ δράςθσ του Β*α+Ρ, κατά το ςυνδυαςμό του με τα 
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τεχνθτά νανοςωματίδια, PLGA, τα οποία χρθςιμοποιοφνται ωσ ωορείσ 

ωαρμακευτικϊν ουςιϊν. 

Σα επικθλιακά κφτταρα επιλζχκθκαν ωσ ο κφριοσ κυτταρικόσ τφποσ του 

πνεφμονα, που ζρχεται ςε άμεςθ επαωι με τουσ ειςπνεόμενουσ ρφπουσ. Παρά το 

γεγονόσ ότι τα κφτταρα Α549 προζρχονται από αδενοκαρκίνωμα, διατθροφν πολλά 

από τα μορωολογικά και λειτουργικά χαρακτθριςτικά των ωυςιολογικϊν 

επικθλιακϊν κυττάρων τφπου ΙΙ, του πνεφμονα, όπωσ είναι θ ζκκριςθ προ-

ωλεγμονωδϊν μεςολαβθτϊν και ςυςτατικϊν του επιωανειοδραςτικοφ παράγοντα. 

Επιπλζον, διακζτουν λειτουργικά ζνηυμα ωάςθσ Ι, τα οποία είναι υπεφκυνα για τθ 

μεταβολικι ενεργοποίθςθ ξενοβιοτικϊν ενϊςεων, όπωσ οι πολυκυκλικοί 

αρωματικοί υδρογονάνκρακεσ και άλλοι οργανικοί ρφποι. ΢υνεπϊσ, αποτελοφν ζνα 

αξιόπιςτο και ευρζωσ διαδεδομζνο πειραματικό μοντζλο, για in vitro τοξικολογικζσ 

μελζτεσ. Θ ιςτοειδικότθτα των παρατθροφμενων αποκρίςεων διερευνικθκε μζςω 

ςυγκριτικισ μελζτθσ τθσ ανκρϊπινθσ επικθλιακισ κυτταρικισ ςειράσ καρκινϊματοσ 

δζρματοσ, Α431. Παράλλθλα, μελετικθκε ο ρόλοσ των αντίςτοιχων ωυςιολογικϊν 

ινοβλαςτϊν και εξετάςτθκε θ ενδεχόμενθ τροποποίθςθ τθσ απόκριςθσ των 

επικθλιακϊν κυττάρων ςε ςφςτθμα ςυγκαλλιζργειάσ τουσ, με τουσ αντίςτοιχουσ 

ωυςιολογικοφσ ινοβλάςτεσ.  

Μεταξφ των ςθματοδοτικϊν μορίων και των μεταγραωικϊν παραγόντων, 

που μελετικθκαν, ιδιαίτερθ ζμωαςθ δόκθκε ςτθν κινάςθ Αkt και ςτον μεταγραωικό 

παράγοντα ΘΙF-1α, οι οποίοι προωκοφν τθν επιβίωςθ και τον κυτταρικό 

πολλαπλαςιαςμό. Επιπλζον, και οι δφο πρωτεΐνεσ κεωροφνται, τυπικοί καρκινικοί 

δείκτεσ, κακϊσ ανιχνεφονται ςε υψθλά επίπεδα ςτθν πλειοψθωία των κακοθκειϊν. 

Ο μεταγραωικόσ παράγοντασ ΘΙF-1α, ειδικότερα, μπορεί να τροποποιιςει 

ςθμαντικά τθ ωυςιολογία ενόσ κυττάρου, ρυκμίηοντασ το μεταβολιςμό του και 

επάγοντασ τθν αγγειογζνεςθ ςτον περιβάλλοντα ιςτό, ζτςι ϊςτε να εξαςωαλιςκεί θ 

κυτταρικι επιβίωςθ, ςε μθ ευνοϊκζσ ςυνκικεσ. ΢υνεπϊσ, είναι εφλογο να 

υποκζςουμε, ότι ςε ςυνδυαςμό με τθν αποδεδειγμζνθ μεταλλαξογόνο δράςθ 

οριςμζνων ςυςτατικϊν τθσ ατμόςωαιρασ, θ επαγωγι του HIF-1α κα μποροφςε να 

ςυμβάλει κακοριςτικά ςτθν εξαλλαγι του κυτταρικοφ ωαινοτφπου. Ωςτόςο, τα 

βιβλιογραωικά δεδομζνα, που αωοροφν ςτθν απόκριςθ του ΘΙF-1α παρουςία 

ατμοςωαιρικϊν ρφπων, είναι ιδιαίτερα περιοριςμζνα. Επιπλζον, θ ζκκεςθ ςτθ 

ςωματιδιακι ρφπανςθ ζχει, ςυςτθματικά, ςυνδεκεί με το οξειδωτικό ςτρεσ, το 

οποίο – με τθ ςειρά του – μπορεί να επθρεάςει τθν ομοιόςταςθ των ιόντων 

αςβεςτίου. Θ αυςτθρά ρυκμιηόμενθ και άμεςθ κινθτοποίθςθ των ιόντων αςβεςτίου, 

ωσ απόκριςθ ςε ποικίλα εξωγενι και ενδογενι ερεκίςματα, εμπλζκεται ςτθν 

πλειοψθωία των ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν και διαδραματίηει κακοριςτικό ρόλο 
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ςτθ ρφκμιςθ τθσ λεπτισ ιςορροπίασ μεταξφ επιβίωςθσ και κυτταρικοφ κανάτου. 

Ζτςι, ςε μια προςπάκεια περαιτζρω διερεφνθςθσ του μθχανιςμοφ δράςθσ των 

οργανικϊν ρφπων, εξετάςκθκε, αωενόσ, θ πικανι εμπλοκι τουσ ςτθ διατάραξθ τθσ 

ενδοκυττάριασ ομοιόςταςθσ των ιόντων αςβεςτίου, και, αωετζρου, θ ενδεχόμενθ 

ςυμμετοχι αυτοφ του μθχανιςμοφ ςτθν απόκριςθ τθσ κινάςθσ Αkt. 
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III. ΤΛΙΚA & ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

1. ΠΕΛΡΑΠΑΣΛΞΣ ΠΡΣΣΤΠΣ 

O πνεφμονασ είναι ζνα όργανο ιδιαίτερα ευάλωτο ςτισ επιπτϊςεισ τθσ 

ατμοςωαιρικισ ρφπανςθσ, κακϊσ ζρχεται ςε άμεςθ επαωι με τουσ ρφπουσ, μζςω 

τθσ ειςπνοισ. Κατά ςυνζπεια, τα κφτταρα του πνεφμονα αποτελοφν ζνα κατάλλθλο 

in vitro μοντζλο για τθ διερεφνθςθ τθσ δράςθσ των μικροςωματιδιακϊν ςυςτατικϊν 

τθσ ρφπανςθσ. Αν και οι πρωτογενείσ καλλιζργειεσ ωυςιολογικϊν κυττάρων 

προςεγγίηουν περιςςότερο τισ in vivo ςυνκικεσ, θ απομόνωςι τουσ περιλαμβάνει 

μια ιδιαίτερα πολφπλοκθ διαδικαςία, θ οποία τελικά οδθγεί ςε κφτταρα με 

περιοριςμζνο δυναμικό πολλαπλαςιαςμοφ και μικρό χρόνο ηωισ in vitro. ΢το 

πλαίςιο αυτό, ςτο μεγαλφτερο μζροσ των πειραμάτων τθσ παροφςασ διδακτορικισ 

διατριβισ χρθςιμοποιικθκε μια καλά χαρακτθριςμζνθ ανκρϊπινθ κυτταρικι ςειρά 

επικθλιακϊν κυττάρων πνεφμονα, θ οποία – αν και καρκινικι – διατθρεί πολλζσ 

από τισ ιδιότθτεσ των αντίςτοιχων ωυςιολογικϊν κυττάρων και αποτελεί κλαςικό 

κυτταρικό ςφςτθμα για τοξικολογικζσ μελζτεσ. Ωςτόςο, ςε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ, 

χρθςιμοποιικθκε και μια πρωτογενισ καλλιζργεια ωυςιολογικϊν ινοβλαςτϊν από 

τον ίδιο ιςτό, προκειμζνου να διερευνθκεί θ αλλθλεπίδραςθ και θ τυχόν διαωορικι 

απόκριςθ των δφο κυτταρικϊν τφπων. Θ ιςτοειδικότθτα των αποκρίςεων ελζγχκθκε 

με παράλλθλα πειράματα ςε μια ανκρϊπινθ κυτταρικι ςειρά επιδερμικοφ 

καρκινϊματοσ και ςτουσ αντίςτοιχουσ ωυςιολογικοφσ ινοβλάςτεσ.  

Όπωσ ζχει ιδθ προαναωερκεί, θ κατθγορία των μικρο- και νανο-ςωματιδίων 

χαρακτθρίηεται από εξαιρετικι ετερογζνεια, με μοναδικό κοινό ςτοιχείο τθν 

αεροδυναμικι τουσ διάμετρο. ΢υνεπϊσ, ςτο πλαίςιο μιασ πιο ολοκλθρωμζνθσ 

προςζγγιςθσ του κζματοσ, χρθςιμοποιικθκαν ςωματίδια διαωορετικισ προζλευςθσ 

και ςφςταςθσ. ΢υγκεκριμζνα, επιλζχκθκαν μίγματα μικροςωματιδιακϊν ρφπων τθσ 

ατμόςωαιρασ από τθν περιοχι τθσ Ακινασ και ζνα πρότυπο μίγμα νανοςωματιδίων 

από εξατμίςεισ diesel. Προκειμζνου να αποςαωθνιςτεί ο μοριακόσ μθχανιςμόσ που 

εμπλζκεται ςτισ παρατθροφμενεσ αποκρίςεισ, ζνα μεγάλο μζροσ των πειραμάτων 

επικεντρϊκθκε ςτθ δράςθ του βενηο*α+πυρενίου, ενόσ ιδιαίτερα κοινοφ οργανικοφ 

ρφπου (Πίνακασ 1), που αποτελεί κοινό παρονομαςτι των παραπάνω μιγμάτων. 

Σζλοσ, διερευνικθκε θ επίδραςθ του Β*α+Ρ ςε ςυνδυαςμό με τα τεχνθτά 

νανοςωματίδια πολυ(γαλακτικοφ-γλυκολικοφ) οξζοσ (PLGA), τα οποία 

χρθςιμοποιοφνται ςιμερα – με ζγκριςθ του FDA – ωσ μεταωορείσ ωαρμακευτικϊν 

ουςιϊν. 
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Πίνακασ 1: Εκτίμθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του Β*α+Ρ ςτο περιβάλλον. *πθγι: (Perera 1981)] 

Πθγι ΢υγκζντρωςθ B*α+P 

Νερό 

Πόςιμο 0,1-23,4 μg/m3 

Εδάωουσ 0,6-114 μg/m3 

Ζδαφοσ 

Αγροτικζσ περιοχζσ 0-127 μg/kg 

Αςτικά κζντρα 0,939 μg/kg 

Βιομθχανικζσ περιοχζσ 650,000 μg/kg 

Σροφζσ 

Κρζασ ςχάρασ 2,6-11,2 μg/kg 

Λαχανικά 0,2-7,4 μg/kg 

Καωζσ 0,1-4,0 μg/kg 

Σςάι 3,9-21,3 μg/kg 

Καπνόσ τςιγάρου 10-50 μg/100 τςιγάρα 

 

2. ΞΤΣΣΑΡΛΞΑ ΢Τ΢ΣΘΠΑΣΑ 

 

2.1. Θ κυτταρικι ςειρά Α549 

 Θ κυτταρικι ςειρά Α549 είναι επικθλιακά κφτταρα αδενοκαρκινϊματοσ 

πνεφμονα, τα οποία απομονϊκθκαν το 1972 από ζναν 58χρονο άνδρα τθσ 

Καυκάςιασ ωυλισ. Πρόκειται για κφτταρα που προςκολλϊνται ςτο πλαςτικό υλικό 

(πολυςτυρζνιο) των δοχείων καλλιζργειασ, αναπτφςςονται ςε μονοςτιβάδεσ και 

διαιροφνται περίπου ανά 22 ϊρεσ (Εικόνα 15). Παρά τθν καρκινικι τουσ ωφςθ, 

διατθροφν πολλζσ από τισ ιδιότθτεσ των επικθλιακϊν πνευμονικϊν κυττάρων τφπου 

ΙΙ, από τα οποία ζχουν προζλκει. Ζχουν δομι πλακϊδουσ επικθλίου και ςυνκζτουν 

πρωτεϊνικά και λιπιδικά ςυςτατικά του επιωανειοδραςτικοφ παράγοντα των 

κυψελίδων, τα οποία ςχθματίηουν χαρακτθριςτικά πεταλοειδι ςωμάτια, ςτο 

κυτταρόπλαςμα. Επιπλζον, εκωράηουν λειτουργικά ιςοζνηυμα του κυτοχρϊματοσ 

Ρ450 ,όπωσ το CYP1Α1, τα οποία είναι απαραίτθτα για τθ μεταβολικι ενεργοποίθςθ 

πολλϊν ρυπογόνων παραγόντων, τθσ κατθγορίασ των πολυκυκλικϊν αρωματικϊν 

υδρογονανκράκων. O ςυνδυαςμόσ αυτϊν των ιδιοτιτων, με ζνα υψθλό δυναμικό 

πολλαπλαςιαςμοφ, ςε ευνοϊκζσ ςυνκικεσ καλλιζργειασ, κακιςτά τα Α549 ζνα 

χριςιμο in vitro μοντζλο, κυρίωσ για τοξικολογικζσ μελζτεσ. 
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Εικόνα 15: Ξαλλιζργεια των επικθλιακϊν κυττάρων αδενοκαρκινϊματοσ πνεφμονα, Α549. 

 

2.2. Θ κυτταρικι ςειρά Α431 

Θ κυτταρικι ςειρά Α431 αποτελείται από επικθλιακά κφτταρα επιδερμικοφ 

καρκινϊματοσ, που απομονϊκθκαν το 1997 από μία γυναίκα, θλικίασ 85 ετϊν. Σα 

κφτταρα αυτά προςκολλϊνται ςτο δοχείο καλλιζργειασ, αναπτφςςονται ςε 

μονοςτιβάδεσ, και διαιροφνται περίπου ανά 24 ϊρεσ (Εικόνα 16). Θεωροφνται 

ιδανικό in vitro μοντζλο για τθ μελζτθ του κυτταρικοφ κφκλου και των 

ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν, που ςχετίηονται με τον καρκίνο, κακϊσ 

υπερεκωράηουν τον υποδοχζα του επιδερμικοφ αυξθτικοφ παράγοντα (EGFR). 

Επιπλζον, θ ογκοκαταςταλτικι πρωτεΐνθ p53 είναι μθ λειτουργικι, γεγονόσ που τα 

κακιςτά ιδιαίτερα ευαίςκθτα ςε μιτογόνα ερεκίςματα. 

 

Εικόνα 16: Ξαλλιζργεια των επικθλιακϊν κυττάρων επιδερμικοφ καρκινϊματοσ, Α431. 
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2.3. Πρωτογενείσ καλλιζργειεσ φυςιολογικϊν ινοβλαςτϊν 

Οι πρωτογενείσ καλλιζργειεσ ωυςιολογικϊν ινοβλαςτϊν πνεφμονα (distal 

lung fibroblasts, DLF) και δζρματοσ (human dermal fibroblasts, HDF) προζκυψαν από 

τμιματα ωυςιολογικοφ ιςτοφ αςκενϊν με καρκίνο, κατά τθ διάρκεια χειρουργικισ 

αωαίρεςθσ του όγκου (Εικόνα 17). ΢ε κάκε περίπτωςθ θ διαδικαςία 

πραγματοποιικθκε φςτερα από ςυγκατάκεςθ και πλιρθ ενθμζρωςθ του αςκενοφσ. 

Σμιματα ιςτϊν, που δεν απαιτοφνταν για τθ κλινικι διάγνωςθ, τοποκετικθκαν ςε 

κρεπτικό υλικό DMEM, που περιείχε 10% (v/v) FBS (ςε πάγο), και μεταωζρκθκαν 

άμεςα ςτο εργαςτιριο. Ωσ πθγι ινοβλαςτϊν χρθςιμοποιικθκαν αποκλειςτικά 

ωυςιολογικοί ιςτοί (με βάςθ τθν ιςτολογικι εξζταςθ).  

Θ ενηυμικι διαδικαςία απομόνωςθσ των κυττάρων βαςίςτθκε ςε αντίςτοιχα 

πρωτόκολλα τθσ βιβλιογραωίασ (Roth και ςυν. 1992, Uhal και ςυν. 1998). Εν 

ςυντομία, πραγματοποιικθκε πζψθ του ιςτοφ με κολλαγενάςθ (0.5μg/ml) και 

DNάςθ (20μg/ml) ςε ιςότονο διάλυμα αλάτων HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution), 

παρουςία 0,5mM EDTA, για 1 ϊρα ςε κερμοκραςία δωματίου. Σα κφτταρα και τα 

μικροςκοπικά τμιματα ιςτοφ ςυλλζχκθκαν με ωυγοκζντρθςθ, επαναιωρικθκαν ςε 

ωρζςκο κρεπτικό υλικό, εμπλουτιςμζνο με 10% FBS, και τοποκετικθκαν ςε τρυβλίο 

καλλιζργειασ. Μετά τθν προςκόλλθςθ των κυττάρων ςτο τρυβλίο καλλιζργειασ, 

ακολοφκθςε απομάκρυνςθ τυχόν τμθμάτων ιςτοφ και αιωροφμενων κυττάρων με 

διάλυμα PBS. Οι ινοβλάςτεσ παρζμειναν ςτο τρυβλίο, μζχρι να καλφψουν τθν 

επιωάνειά του. Ακολοφκθςαν τουλάχιςτον τρεισ ανακαλλιζργειεσ (αραίωςθ 1:2), 

προκειμζνου τα κφτταρα να χρθςιμοποιθκοφν ςε κάποιο πείραμα. Σα πειράματα τθσ 

παροφςασ διατριβισ πραγματοποιικθκαν με ινοβλάςτεσ γενιάσ 5-10. 

Σο ίδιο πρωτόκολλο εωαρμόςτθκε και για τθν απομόνωςθ και καλλιζργεια 

ωυςιολογικϊν ινοβλαςτϊν από πνεφμονεσ υγιϊν αρουραίων αρςενικοφ ωφλου.  

 

      

Εικόνα 17: Πρωτογενείσ καλλιζργειεσ ανκρϊπινων φυςιολογικϊν ινοβλαςτϊν Α) δζρματοσ (HDF) 

και Β) πνεφμονα (DLF). 

Α) Β) 
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3. ΧΘΠΛΞΑ ΑΡΣΛΔΡΑ΢ΣΘΡΛΑ 

 Σα κοινά χθμικά αντιδραςτιρια, που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν παροφςα 

διδακτορικι διατριβι ιταν αναλυτικισ κακαρότθτασ και προμθκεφτθκαν από τισ 

εταιρείεσ Sigma-Aldrich Chemical Co. (St Louis, USA), AppliChem GmbH (Darmstadt, 

Germany) και Merck (Darmstadt, Germany).  

 Σο αντιδραςτιριο Βradford (Bio-Rad Protein Assay, #500-0006) για τθν 

ποςοτικοποίθςθ των πρωτεϊνικϊν εκχυλιςμάτων, κακϊσ και οι ςυςκευζσ 

θλεκτροωόρθςθσ και μεταωοράσ αγοράςτθκαν από τθν εταιρεία Bio-Rad (Munich, 

Germany). Σο μίγμα δεικτϊν γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ για τισ πρωτεϊνεσ 

(#MWP02) ιταν τθσ εταιρείασ Nippon Genetics (Dueren, Germany), ενϊ το 

αντίςτοιχο μίγμα για το DNA (#Ν0468G) και για τα προϊόντα PCR (#N0467G) ιταν 

τθσ εταιρείασ New England Biolabs (Ipswich, England).  

Θ νιτροκυτταρίνθ *porablot NCP (0.45μm)], που χρθςιμοποιικθκε για τθ 

μεταωορά των πρωτεϊνϊν αγοράςτθκε από τθν Macherey-Nagel (Dueren, Germany). 

H ομάδα αντιδραςτθρίων ECL (ECL kit, #RPN2135), που χρθςιμοποιικθκε για 

τθν ενιςχυμζνθ χθμειοωωταφγεια, προμθκεφτθκε από τθν Amersham International 

(Uppsala, Sweden) και το X-Ray ωιλμ, 100 ΝΙF, 18x24 cm, από τθν εταιρεία Fuji 

Medical (Tokyo, Japan).  

 

Tα πρωτογενι και δευτερογενι αντιςϊματα που χρθςιμοποιικθκαν ιταν τα εξισ: 

 Αkt: πολυκλωνικό αντίςωμα, που παράγεται ςε κουνζλι και αναγνωρίηει τα 

ολικά επίπεδα των κιναςϊν Αkt1, Akt2 και Akt3 (#9272, Cell Signalling 

Technology). 

 phospho-Akt: πολυκλωνικό αντίςωμα, που παράγεται ςε κουνζλι και 

αναγνωρίηει τθ ωωςωορυλιωμζνθ μορωι τθσ κινάςθσ Akt, ςτο αμινοξικό 

κατάλοιπο ςερίνθ 473 (#9271, Cell Signalling Technology). 

 HIF-1α: μονοκλωνικό αντίςωμα, που παράγεται ςε ποντίκι και αναγνωρίηει τθν 

περιοχι μεταξφ των αμινοξζων 610-727 προσ το καρβοξυτελικό άκρο τθσ 

ενδογενοφσ πρωτεΐνθσ (#610959, BD Transduction Laboratories). 

 phospho-NF-κB p65: πολυκλωνικό αντίςωμα, που παράγεται ςε κουνζλι και 

αναγνωρίηει τθ ωωςωορυλιωμζνθ μορωι τθσ υπομονάδασ p65 του 

μεταγραωικοφ παράγοντα ΝF-κB, ςτο αμινοξικό κατάλοιπο ςερίνθ 536 (#3031, 

Cell Signalling Technology). 

 NrF2: πολυκλωνικό αντίςωμα, που παράγεται ςε κουνζλι και αναγνωρίηει μια 

περιοχι κοντά ςτο καρβοξυτελικό άκρο του μεταγραωικοφ παράγοντα ΝrF-2 

(#4399, Cell Signalling Technology). 
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 HO-1: πολυκλωνικό αντίςωμα, που παράγεται ςε κουνζλι και αναγνωρίηει τθν 

περιοχι μεταξφ των αμινοξζων 184-288 ςτο καρβοξυτελικό άκρο τθσ 

ανκρϊπινθσ ενδογενοφσ πρωτεΐνθσ (sc-10789, Santa Cruz Biotechnology) 

 GLUT1: πολυκλωνικό αντίςωμα, που παράγεται ςε κουνζλι και αναγνωρίηει τθν 

περιοχι μεταξφ των αμινοξζων 218-260 τθσ ανκρϊπινθσ ενδογενοφσ πρωτεΐνθσ 

(sc-7903, Santa Cruz Biotechnology)  

 phospho-p38 MAPΞ: πολυκλωνικό αντίςωμα, που παράγεται ςε κουνζλι και 

αναγνωρίηει τθ ωωςωορυλιωμζνθ μορωι τθσ κινάςθσ p38, ςτα αμινοξικά 

κατάλοιπα κρεονίνθ 180 ι/και τυροςίνθ 182 (#9211, Cell Signaling Technology, 

Beverly). 

 Phospho-p44/42 MAPK (ERKs): πολυκλωνικό αντίςωμα, που παράγεται ςε 

κουνζλι και αναγνωρίηει τθ ωωςωορυλιωμζνθ μορωι τθσ κινάςθσ p38, ςτα 

αμινοξικά κατάλοιπα κρεονίνθ 202 και τυροςίνθ 204 (#9102, Cell Signaling 

Technology, Beverly). 

 ακτίνθ: πολυκλωνικό αντίςωμα, που παράγεται ςε κουνζλι και αναγνωρίηει μια 

περιοχι του αμινοτελικοφ άκρου τθσ ακτίνθσ (#Α2103, Sigma-Aldrich). 

 Θ3: μονοκλωνικό αντίςωμα, που παράγεται ςε ποντίκι και αναγνωρίηει μια 

περιοχι κοντά ςτο καρβοξυτελικό άκρο τθσ ανκρϊπινθσ ιςτόνθσ Θ3 (#5192, Cell 

Signalling Technology). 

 Anti-rabbit IgG-HRP conjugated: αντίςωμα που παράγεται ςε αίγα ζναντι τθσ Fc 

περιοχισ των ανοςοςωαιρινϊν τάξθσ G του κουνελιοφ, ςυηευγμζνο με το 

ζνηυμο υπεροξειδάςθ (#AP132P, Millipore). 

 Anti-mouse IgG-HRP conjugated: αντίςωμα που παράγεται ςε αίγα τθσ Fc 

περιοχισ των ανοςοςωαιρινϊν τάξθσ G του ποντικοφ, ςυηευγμζνο με το ζνηυμο 

υπεροξειδάςθ (#P0447, DAKO A/S). 

 

Για τθν αναςτολι του ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ PI3K/Akt χρθςιμοποιικθκε ο 

ειδικόσ αναςτολζασ τθσ κινάςθσ PI3K, wortmannin (#W1628, Sigma-Aldrich, St. 

Louis, USA). 

H RNάςθ (#Α3832) και θ πρωτεϊνάςθ Κ (#Α3830), που χρθςιμοποιικθκαν κατά 

τθν διαδικαςία απομόνωςθσ του γενωμικοφ DNA, αγοράςτθκαν από τθν Applichem 

GmbH (Darmstadt, Germany). 

O χθλικόσ παράγοντασ FURA-2 AM (#344905), που χρθςιμοποιικθκε για τον 

ωκοριςμομετρικό προςδιοριςμό του κυτταροπλαςματικοφ αςβεςτίου, ιταν τθσ 

εταιρείασ Calbiochem, San Diego, CA, USA. 

To κρεπτικό υλικό Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, #E15-843), o 

ορόσ εμβρφου βοόσ (Fetal Bovine Serum, FBS, #A15-043), τα αντιβιοτικά πενικιλλίνθ 
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και ςτρεπτομυκίνθ (#P11-010) και το διάλυμα κρυψίνθσ-EDTA (#L11-003) που 

χρθςιμοποιικθκαν ςτισ κυτταροκαλλιζργειεσ, αγοράςτθκαν από τθν εταιρεία PAA 

Laboratories GmbH (Pasching, Austria). 

 

4. ΞΑΣΘΓΣΡΛΕ΢ ΠΛΞΡΣ- ΞΑΛ ΡΑΡΣ-΢ΩΠΑΣΛΔΛΩΡ 

4.1. Σεχνθτά νανοςωματίδια PLGA 

Σα νανοςωματίδια PLGA, είναι τεχνθτά βιοδιαςπϊμενα ςυμπολυμερι, 

πολυ(γαλακτικοφ-γλυκολικοφ) οξζοσ (PLGA). Σο υδατικό εναιϊρθμα νανο-

ςωματιδίων, που χρθςιμοποιικθκε ςτθν παροφςα διδακτορικι διατριβι 

αγοράςτθκε από τθν εταιρεία ΑdvanCell (Santiago de Compostela, Spain). 

4.2. Αςτικοί μικροςωματιδιακοί ρφποι (ΡΠ) 

Θ ςυλλογι των αςτικϊν μικροςωματιδιακϊν ρφπων πραγματοποιικθκε 

ςτουσ χϊρουσ εργοςταςίου απορρυπαντικϊν ςτθν περιοχι τθσ Ακινασ, από τθν 

ερευνθτικι ομάδα του κ. Κ. Ελευκεριάδθ (Εργαςτιριο Ραδιενζργειασ Περιβάλλο-

ντοσ, Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. «Δθμόκριτοσ»). Για τθ ςυλλογι χρθςιμοποιικθκαν δφο 

διαωορετικζσ κατθγορίεσ ςυςτθμάτων άντλθςθσ αζρα. ΢τθν πρϊτθ περίπτωςθ, ζνα 

ωίλτρο πολυτετραωκοροαικυλενίου (PTFE ι Teflon), ςτο εςωτερικό τθσ ςυςκευισ, 

ςυγκρατοφςε το ςφνολο των ςωματιδίων με αεροδυναμικι διάμετρο ≤10μΜ, ενϊ 

ςτθ δεφτερθ περίπτωςθ διαδοχικά ωίλτρα, με πόρουσ διαωορετικισ διαμζτρου, 

ςυγκρατοφςαν μικροςωματίδια ςυγκεκριμζνου μεγζκουσ. ΢ε κάκε περίπτωςθ, θ 

διάμετροσ των ςωματιδίων δεν ξεπερνοφςε τα 10μΜ. Μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ 

ςυλλογισ, κάκε ωίλτρο κόπθκε ςε δφο ίςα τμιματα, προκειμζνου να γίνει 

διαωορικι εκχφλιςθ του ανόργανου και οργανικοφ ωορτίου. Σα οργανικά ςυςτατικά 

εκχυλίςτθκαν με ανακίνθςθ του ωίλτρου ςε απιονιςμζνο νερό για 72 ϊρεσ, ενϊ για 

το οργανικά ςυςτατικά χρθςιμοποιικθκε ο διαλφτθσ διχλωρομεκάνιο (DCM). 

Ακολοφκθςε εξάτμιςθ του νεροφ ςε ξθραντιρα, υπό ςυνκικεσ κενοφ (Speedvac, 

Thermosavant, Holbrook, NY), ενϊ το DCM απομακρφνκθκε με ιπιο ρεφμα αζριου 

αηϊτου. Σζλοσ, προςδιορίςτθκε το κακαρό βάροσ των ςωματιδίων, τα οποία 

επαναιωρικθκαν ςε απιονιςμζνο νερό (ανόργανο κλάςμα) και DMSO (οργανικό 

κλάςμα) ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 25μg/ml. Ανάλογα με τισ ανάγκεσ των πειραμάτων, 

τα δφο κλάςματα χρθςιμοποιικθκαν είτε μεμονωμζνα, είτε ςε αναλογία 1:1. 

. 
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4.3. Πίγμα νανοςωματιδίων diesel (DEP) 

Σο μίγμα νανοςωματιδίων DEP, που χρθςιμοποιικθκε ςτα πειράματα τθσ 

παροφςασ διατριβισ, προζκυψε φςτερα από κατάλλθλθ εκχφλιςθ ενόσ μίγματοσ 

νανοςωματιδίων γνωςτισ ςφνκεςθσ (Standard Reference Material 2975, SRM2975), 

το οποίο ςυλλζγεται, ςε μορωι ςκόνθσ, από εξατμίςεισ ανυψωτικϊν μθχανθμάτων, 

και διατίκεται από το Ινςτιτοφτο Σεχνολογίασ και Προτφπων (National Institute of 

Standards and Technology, NIST) των HΠΑ. Θ διαδικαςία εκχφλιςθσ βαςίςτθκε ςε 

ανάλογα πρωτόκολλα τθσ βιβλιογραωίασ, με μικρζσ τροποποιιςεισ (Danielsen και 

ςυν. 2009, Shi και ςυν. 2009). ΢υγκεκριμζνα, 500mg ςκόνθσ προςτζκθκαν ςε 100ml 

ακετόνθσ και το διάλυμα τοποκετικθκε ςε ςυςκευι υπεριχων, για 1 ϊρα, 

προκειμζνου να διαςπαςτοφν οποιαδιποτε ςυςςωματϊματα. ΢τθ ςυνζχεια, ζνα 

μζροσ του οργανικοφ διαλφτθ (~60ml) εξατμίςτθκε με τθ βοικεια ιπιου ρεφματοσ 

αηϊτου και το διάλυμα ωυγοκεντρικθκε ςτισ 4000 ςτροωζσ/λεπτό, για 30 λεπτά. 

Ακολοφκθςε ςυλλογι του υπερκειμζνου τθσ ωυγοκζντρθςθσ, διικθςι του μζςω 

ωίλτρου και πλιρθσ εξάτμιςθ τθσ ακετόνθσ με αζριο άηωτο. Σο ίηθμα, που 

προζκυψε, ηυγίςτθκε και διαλφκθκε με DMSO, ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 50mg/ml. 

Πριν τθ προςκικθ των DEP ςτθν κυτταροκαλλιζργεια, απαιτείται ιςχυρι ανάδευςθ 

(vortex) του εκχυλίςματοσ για τουλάχιςτον 30 δευτερόλεπτα, ϊςτε να αποωευχκεί, 

κατά το δυνατό, θ ςυςςωμάτωςθ των υπζρλεπτων ςωματιδίων. 

Με βάςθ τθν πιςτοποιθμζνθ χθμικι ανάλυςθ του μίγματοσ, όπωσ αυτι 

παρζχεται από το NIST, θ ςυγκζντρωςθ του Β*α+Ρ ςε αυτό είναι 52.2±5.3μg/kg 

SRM2975. ΢το ςφνολο των πειραμάτων, που αωοροφν ςτθν επίδραςθ των 

νανοςωματιδίων DEP, χρθςιμοποιικθκε εκχφλιςμα, από το ίδιο μίγμα SRM2975.  

 

4.4. Βενηο*α+πυρζνιο (B*α+P) 

Ο πολυκυκλικόσ αρωματικόσ υδρογονάνκρακασ, βενηο*α+πυρζνιο (Β*α+Ρ), 

αγοράςτθκε από τθν εταιρεία Sigma-Aldrich (B1760). Για τα πειράματα 

παραςκευάςτθκε διάλυμα ςε DMSO με τελικι ςυγκζντρωςθ 20mM, το οποίο 

διατθρικθκε ςτουσ -20oC, προςτατευμζνο από το ωωσ και για χρονικό διάςτθμα, όχι 

μεγαλφτερο του ενόσ μινα. Προκειμζνου θ ςυγκζντρωςθ του DMSO ςτα κφτταρα να 

μθν ξεπεράςει το 0,1% (v/v), οι απαραίτθτεσ περαιτζρω αραιϊςεισ ζγιναν με 

κρεπτικό υλικό DMEM, λίγα μόλισ λεπτά πριν από κάκε πείραμα.  
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5. ΞΤΣΣΑΡΣΞΑΟΟΛΕΡΓΕΛΕ΢ 

5.1. Διατιρθςθ ςτείρων ςυνκθκϊν 

 Για τθ διατιρθςθ ςτακερϊν κυτταρικϊν ςειρϊν απαιτοφνται αυςτθρά 

ςτείρεσ ςυνκικεσ. Αυτό επιτυγχάνεται με τθ μζκοδο τθσ αποςτείρωςθσ, θ οποία 

πραγματοποιείται με: α) υγρι κερμότθτα-αυτόκαυςτο (για διαλφματα αλάτων, 

ανκεκτικά πλαςτικά αναλϊςιμα, γυάλινα αναλϊςιμα και νερό), β) διικθςθ με τθ 

χριςθ θκμοφ, με πόρουσ διαμζτρου 0,2μm και γ) αποςτείρωςθ με υπεριϊδθ 

ακτινοβολία (UV) (για πλαςτικά αναλϊςιμα και χϊρουσ). Θ υγρι αποςτείρωςθ, 

πραγματοποιείται ςε αυτόκαυςτο, ςτουσ 121οC για 20 λεπτά, υπό πίεςθ 1,1kp/cm2. 

΢τισ ςυνκικεσ αυτζσ επιτυγχάνεται θ νζκρωςθ των περιςςότερων μικροοργανιςμϊν 

και των ςπορίων τουσ, κυρίωσ λόγω αποδιάταξθσ των πρωτεϊνϊν τουσ. Για τθν 

αποςτείρωςθ διαλυμάτων, που είναι ευαίςκθτα ςε υψθλζσ κερμοκραςίεσ, γίνεται 

διικθςθ μζςα από πόρουσ 0,2μm (ςυχνά με τθ βοικεια ςφριγγασ), θ οποία 

αποτρζπει τθ διζλευςθ βακτθρίων και των περιςςότερων ςπορίων τουσ. Με τθ 

χριςθ τθσ υπεριϊδουσ ακτινοβολίασ, επιτυγχάνεται κάνατοσ των κυττάρων, λόγω 

καταςτροωισ του DNA τουσ, κακϊσ δθμιουργοφνται δεςμοί μεταξφ γειτονικϊν 

πυριμιδινϊν (ςυχνότερα μεταξφ δφο μορίων κυμίνθσ), που παρεμποδίηουν το 

ςωςτό διπλαςιαςμό του μακρομορίου, κατά τθν κυτταρικι διαίρεςθ. Σο 

δραςτικότερο μικοσ κφματοσ είναι τα 260nm, ςτο οποίο παρατθρείται το μζγιςτο 

απορρόωθςθσ από το DNA. Με αυτό τον τρόπο αποςτειρϊνονται αντικείμενα και 

επιωάνειεσ, που μποροφν να εκτεκοφν άμεςα ςτο υπεριϊδεσ ωωσ, δθλαδι όταν δεν 

καλφπτονται από ςτερεά υλικά (όπωσ γυαλί ι πλαςτικό).  

 Θ πλειοψθωία των διαλυμάτων, που χρθςιμοποιοφνται ςτισ 

κυτταροκαλλιζργειεσ, αγοράηονται αποςτειρωμζνα από τθν εκάςτοτε εταιρεία. 

Ωςτόςο, όςα απαιτείται να διαχωριςτοφν ςε μικρότερα κλάςματα, (π.χ. κρυψίνθ, 

αντιβιοτικά), διθκοφνται, πριν τθ χριςθ τουσ, προσ αποωυγι μολφνςεων. Σα 

διαλφματα που παραςκευάηονται ςτο εργαςτιριο και είναι ανκεκτικά ςτισ υψθλζσ 

κερμοκραςίεσ (όπωσ το ρυκμιςτικό διάλυμα PBS) αποςτειρϊνονται ςτο 

αυτόκαυςτο. Ο ορόσ (FBS) κερμαίνεται ςτουσ 56οC για 30 λεπτά (απενεργοποίθςθ  

ςυςτατικϊν του ςυμπλθρϊματοσ), διθκείται και μοιράηεται ςε ίςα κλάςματα. Όλεσ 

οι διαδικαςίεσ, που αωοροφν ςτισ κυτταροκαλλιζργειεσ, εκτελοφνται ςε κάλαμο 

νθματικισ ροισ (hood), όπου ο αζρασ αποςτειρϊνεται με διικθςθ από ωίλτρα 

υψθλισ απόδοςθσ, εξαςωαλίηοντασ ζνα περιβάλλον απαλλαγμζνο από 

μικροοργανιςμοφσ. ΢ε κακθμερινι βάςθ, πριν από τθν ζναρξθ οποιαςδιποτε 

εργαςίασ ςτο χϊρο των κυτταροκαλλιεργειϊν, ο χϊροσ εκτίκεται ςε υπεριϊδθ 
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ακτινοβολία για 15-20 λεπτά, ενϊ για τθν τοπικι αποςτείρωςθ περιοριςμζνου 

χϊρου, χρθςιμοποιείται διάλυμα αικανόλθσ 70%. 

 

5.2. Διατιρθςθ και ανακαλλιζργεια κυτταρικϊν ςειρϊν 

Όλεσ οι κυτταρικζσ ςειρζσ διατθροφνται ςε επωαςτικό κλίβανο ςτουσ 37οC, 

ςε ατμόςωαιρα 5% CO2 και ςχετικι υγραςία 95%. Ο κλίβανοσ κακαρίηεται 

ςυςτθματικά ανά τακτά χρονικά διαςτιματα. Ζνα ειδικό δοχείο με αποςτειρωμζνο 

νερό ςτο εςωτερικό του κλιβάνου διατθρεί τισ απαιτοφμενεσ ςυνκικεσ υγραςίασ. 

 Σο κρεπτικό υλικό που χρθςιμοποιικθκε ςτισ κυτταροκαλλιζργειεσ τθσ 

παροφςασ διατριβισ, ιταν το Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), το 

οποίο διατθρείται ςτουσ 4οC. Κάκε ωιάλθ, που αγοράηεται από τθν εταιρεία, 

περιζχει 4,5g/l D-γλυκόηθ, 0.11g/l πυροςταωυλικό νάτριο, ερυκρό τθσ ωαινόλθσ (ωσ 

δείκτθ pH), αμινοξζα, βιταμίνεσ και ανόργανα άλατα (265mg/l  CaCl2, 400mg/l  KCl, 

6400mg/l NaCl, 3700mg/l NaHCO3, 141mg/l NaH2PO4, 98mg/l MgSO4). Για τθν 

παραςκευι του πλιρουσ κρεπτικοφ διαλφματοσ DMEM, προςτίκενται επίςθσ ορόσ 

εμβρφου βοόσ (FBS) 10% (v/v) και μίγμα αντιβιοτικϊν, 100U/ml πενικιλίνθ και 

100μg/ml ςτρεπτομυκίνθ. 

 Σα κφτταρα Α549 καλλιεργικθκαν ςε πλαςτικά τρυβλία καλλιζργειασ 

διαμζτρου 100mm (Greiner bio-one, Cellstar®), με ανανζωςθ του κρεπτικοφ υλικοφ 

δφο ι τρεισ ωορζσ τθν εβδομάδα. 

 Θ ανακαλλιζργεια των κυττάρων, όταν θ κάλυψθ τθσ επιωάνειασ του 

τρυβλίου ωτάςει περίπου το 80%, είναι απαραίτθτθ, προκειμζνου να διατθρθκοφν 

ςε εκκετικι ωάςθ ανάπτυξθσ. Θ διαδικαςία αυτι περιλαμβάνει τα εξισ ςτάδια: 

Αρχικά αωαιρείται το κρεπτικό υλικό από το τρυβλίο καλλιζργειασ και ακολουκεί 

ζκπλυςθ με PBS (137mM NaCl, 2,7mM KCl, 10mM NaHPO4, 1,7mM KH2PO4, pH 7,4) 

για τθν απομάκρυνςθ τυχόν υπολειμμάτων οροφ. ΢τθ ςυνζχεια προςτίκεται 

διάλυμα κρυψίνθσ-EDTA [0,05%-0,02% (w/v) ςε PBS] και επϊαςθ των κυττάρων 

ςτουσ 37οC, για λίγα λεπτά, ζωσ ότου αποκολλθκοφν από το υπόςτρωμα. Θ ενηυμικι 

αντίδραςθ τθσ κρυψίνθσ τερματίηεται με τθν προςκικθ πλιρουσ κρεπτικοφ υλικοφ. 

Σο εναιϊρθμα των κυττάρων, που προκφπτει, διαμοιράηεται ςε νζα τρυβλία 

καλλιζργειασ. 

 

5.3. Ξατάψυξθ και ανάκτθςθ των κυττάρων 

 Σα κφτταρα Α549, ωσ καρκινικά, μποροφν – ςε κεωρθτικό επίπεδο – να 

πολλαπλαςιάηονται επ’ αόριςτον ςε ευνοϊκζσ ςυνκικεσ καλλιζργειασ. Ωςτόςο, 

ενδείκνυται θ χριςθ κυττάρων νεαρισ γενιάσ (περιοριςμζνοσ αρικμόσ 
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ανακαλλιεργειϊν). Αυτό προχποκζτει να υπάρχουν πάντα διακζςιμα κφτταρα 

μικρισ γενιάσ ςε ψφξθ.  

 Σα κφτταρα μποροφν να διατθρθκοφν για μεγάλο χρονικό διάςτθμα ςτο 

υγρό άηωτο, ςε κερμοκραςία -196οC, μειϊνοντασ τον μεταβολιςμό τουσ ςτο 

ελάχιςτο. Θ διαδικαςία τθσ προετοιμαςίασ των κυττάρων για ψφξθ, περιλαμβάνει 

αποκόλλθςι τουσ από τθν επιωάνεια του τρυβλίου (βλ. 5.2.), επαναιϊρθςθ ςε 

πλιρεσ κρεπτικό υλικό και ωυγοκζντρθςθ (1200 ςτροωζσ/λεπτό, 5 λεπτά). Σο ίηθμα 

επαναιωρείται ςε κατάλλθλο όγκο ειδικοφ διαλφματοσ κατάψυξθσ, «freezing 

buffer» *90% (v/v) FBS και 10% (v/v) DMSO], ζτςι ϊςτε θ τελικι ςυγκζντρωςθ να 

είναι περίπου 5x106 κφτταρα/ml. Σο DMSO δρα ωσ κρυοπροςτατευτικό 

ελαττϊνοντασ το ςθμείο τιξθσ του διαλφματοσ (Ausubel 1991, Freshney 1993, 

Spector 1998). Σο κυτταρικό εναιϊρθμα που προκφπτει τοποκετείται ςε ειδικά 

πλαςτικά αποςτειρωμζνα ωιαλίδια (cryovials), ςτα οποία αναγράωεται το όνομα τθσ 

κυτταρικισ ςειράσ και θ θμερομθνία κατάψυξισ τουσ. Σα cryovials μεταωζρονται 

διαδοχικά ςτον πάγο για 10 λεπτά, ςτουσ -20οC για 1-2 ϊρεσ, ςτουσ -80οC για 16 

ϊρεσ και, τζλοσ, ςε ειδικό δοχείο, που περιζχει υγρό άηωτο. Θ ςταδιακι μείωςθ τθσ 

κερμοκραςίασ είναι ηωτικισ ςθμαςίασ για τθν αποωυγι τθσ απϊλειασ μεγάλου 

αρικμοφ κυττάρων, λόγω τθσ δθμιουργίασ κρυςτάλλων, και τθσ καταςτροωισ 

μεμβρανϊν και οργανιδίων, από τθν αλλαγι του pH και τθσ ςυγκζντρωςθσ των 

θλεκτρολυτϊν κατά τθν κατάψυξθ. 

 ΢ε αντίκεςθ με τθν διαδικαςία κατάψυξθσ, ςτθν απόψυξθ των κυττάρων 

απαιτείται ταχεία μετάβαςθ από τθν εξαιρετικά χαμθλι κερμοκραςία του υγροφ 

αηϊτου, ςτθν ιδανικι κερμοκραςία ανάπτυξθσ των κυττάρων, δθλαδι τουσ 37οC. 

Με τον τρόπο αυτό, αποωεφγεται – κατά το δυνατόν – ο τραυματιςμόσ των 

κυττάρων από τθν απόψυξθ των κρυςτάλλων, που ςχθματίηονται, κακϊσ τα 

κφτταρα παγϊνουν. ΢υγκεκριμζνα, το cryovial μεταωζρεται απευκείασ από το υγρό 

άηωτο ςε υδατόλουτρο ςτουσ 37οC, και, ςτθ ςυνζχεια, ςτο κυτταρικό εναιϊρθμα 

αραιϊνεται με πλιρεσ κρεπτικό υλικό και ωυγοκεντρείται (1200 ςτροωζσ/λεπτό, 5 

λεπτά). Με τθ ωυγοκζντρθςθ επιτυγχάνεται θ απομάκρυνςθ του DMSO, το οποίο ςε 

υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ είναι ιδιαίτερα κυτταροτοξικό ςτισ ςυνκικεσ καλλιζργειασ. 

Σζλοσ, τα κφτταρα επαναιωροφνται ςε νεό κρεπτικό υλικό κερμοκραςίασ 37οC, 

τοποκετοφνται ςε τρυβλίο καλλιζργειασ και επωάηονται ςτον ειδικό κλίβανο, όπου 

προςκολλϊνται ςταδιακά ςτο υπόςτρωμα. 
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6. ΕΞΣΛΠΘ΢Θ ΞΤΣΣΑΡΛΞΣΤ ΚΑΡΑΣΣΤ 

6.1. Δοκιμαςία κυτταροτοξικότθτασ (ΠΣΣ) 

Θ μζτρθςθ τθσ βιωςιμότθτασ των κυττάρων επιτυγχάνεται με τθ βοικεια του 

αντιδραςτθρίου 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT), το οποίο περιγράωθκε για πρϊτθ ωορά από τον Mosmann, το 1983 

(Mosmann 1983). Θ μζκοδοσ βαςίηεται ςτθν αναγωγι του ΜΣΣ ςτα λειτουργικά 

μιτοχόνδρια των ηωντανϊν κυττάρων, προσ ςχθματιςμό ενόσ ζγχρωμου προϊόντοσ 

ωορμαηανίου. ΢υγκεκριμζνα, μόνο τα ηωντανά κφτταρα προςροωοφν και 

μεταβολίηουν τθ χρωςτικι, με αποτζλεςμα να βάωονται κυανά, ενϊ τα νεκρά 

κφτταρα παραμζνουν άχρωμα. Πρόκειται για μια απλι, οικονομικι και ταχεία 

μζκοδο, που δεν απαιτεί μεγάλο αρικμό κυττάρων ανά δείγμα και παρζχει τθ 

δυνατότθτα ταυτόχρονθσ μζτρθςθσ ςε πολλά δείγματα. Σα κφτταρα διαμοιράηονται 

ςε μια πλάκα καλλιζργειασ 96 κζςεων με πυκνότθτα 104 κφτταρα/ωρεάτιο και 

αναπτφςςονται ςε πλιρεσ κρεπτικό υλικό για 24 ϊρεσ. ΢τθ ςυνζχεια, επωάηονται 

παρουςία ι απουςία των διαωόρων υπό μελζτθ χθμικϊν παραγόντων, για 

ςυγκεκριμζνο χρονικό διάςτθμα, ενϊ 4 ϊρεσ πριν το τζλοσ τθσ επϊαςθσ 

προςτίκενται 20μl διαλφματοσ ΜΣΣ (2,5mg/ml MTT ςε PBS) ςε κάκε κζςθ. Μετά το 

πζρασ τθσ επϊαςθσ, το υπερκείμενο απομακρφνεται και τα ηωντανά κφτταρα, που 

παραμζνουν προςκολλθμζνα ςτο υπόςτρωμα λφνονται με 100μl διαλφματοσ HCl 

0,1Ν ςε άνυδρθ ιςοπροπανόλθ. Θ πλάκα ανακινείται για περίπου 30 λεπτά, ϊςτε να 

διαλυκοφν οι κρφςταλλοι ωορμαηανίου και το υγρό ςτα ωρεάτια να αποκτιςει 

ομοιογενζσ χρϊμα. Ακολουκεί καταγραωι τθσ οπτικισ πυκνότθτασ ςε μετρθτι ELISA 

(DENLEY, West Sussex, UK), ςε μικοσ κφματοσ 545nm. ΢υγκρίνοντασ τθν οπτικι 

πυκνότθτα των ωρεατίων που εκτζκθκαν ςτον εκάςτοτε παράγοντα με τα ωρεάτια-

μάρτυρεσ, υπολογίηεται το ποςοςτό επιβίωςθσ των κυττάρων ςε κάκε ςυνκικθ. 

Πρζπει να ςθμειωκεί, ότι με τθ μζκοδο αυτι δεν είναι δυνατι θ διάκριςθ μεταξφ 

νεκρωτικοφ και αποπτωτικοφ κυτταρικοφ κανάτου.  

 

6.2. Πζκοδοσ ανίχνευςθσ κραυςμάτων DNA (DNA laddering) 

 Ζνα από τα βαςικά χαρακτθριςτικά του αποπτωτικοφ κανάτου, που αποτελεί 

και ζνα δείκτθ διάκριςθσ μεταξφ νζκρωςθσ και απόπτωςθσ, είναι ο 

κατακερματιςμόσ του DNA ςε κραφςματα μεγζκουσ πολλαπλάςιου των 180 ηευγϊν 

βάςεων (bp). Κατά τθν θλεκτροωόρθςθ του γενωμικοφ DNA, ςε πικτωμα αγαρόηθσ, 

τα διαωορετικοφ μικουσ τμιματα του DNA διαχωρίηονται με βάςθ το μζγεκόσ τουσ 

(Helling και ςυν. 1974). ΢τθ ςυνζχεια, θ παρατιρθςθ των κραυςμάτων είναι δυνατι 

με χρϊςθ βρωμιοφχου αικιδίου, το οποίο δεςμεφεται επιλεκτικά, μεταξφ των 
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ηευγϊν βάςεων Α-Σ (Sharp και ςυν. 1973). ΢τισ περιπτϊςεισ όπου ζχει 

ενεργοποιθκεί θ αποπτωτικι διαδικαςία, το θλεκτροωορθτικό πρότυπο του DNA 

αποκτά μια χαρακτθριςτικι μορωι ςκάλασ (ladder). 

Προκειμζνου να πραγματοποιθκεί θ παραπάνω τεχνικι, απαιτείται ςε 

πρϊτθ ωάςθ θ απομόνωςθ του ολικοφ DNA των κυττάρων. Σα κφτταρα 

αποκολλϊνται από τθν επιωάνεια του τρυβλίου με τθ μζκοδο που προαναωζρκθκε 

ςτθν Eνότθτα 4.2., με μια μικρι τροποποίθςθ. Επειδι ζνα ποςοςτό των 

αποπτωτικϊν κυττάρων χάνει τθν ικανότθτα προςκόλλθςθσ ςτο υπόςτρωμα 

καλλιζργειασ, προκειμζνου να ςυλλεχκοφν όλα τα κφτταρα του δείγματοσ, το αρχικό 

κρεπτικό υλικό (που περιζχει τυχόν αιωροφμενα κφτταρα) ςυλλζγεται και 

χρθςιμοποιείται κατά τθν απενεργοποίθςθ τθσ κρυψίνθσ. Ακολουκεί ωυγοκζντρθςθ 

(3200 ςτροωζσ/λεπτό, 10 λεπτά, 4οC) και 2 διαδοχικζσ εκπλφςεισ με PBS ςτισ ίδιεσ 

ςυνκικεσ. Σο ίηθμα των κυττάρων επαναιωρείται ςε διάλυμα επαναιϊρθςθσ 

(suspension buffer: 100mM Tris/HCl pH 8.0, 200mM NaCl, 10mM EDTA) και τα 

κφτταρα λφνονται με προςκικθ ίςου όγκου διαλφματοσ πζψθσ (digestion buffer: 

100mM Tris/HCl pH 8.0, 200mM NaCl, 10mM EDTA, 0.4% (w/v) SDS, 100μg/δείγμα 

πρωτεϊνάςθ Κ). Ο όγκοσ του διαλφματοσ εξαρτάται από τον αρικμό των κυττάρων 

(ενδεικτικά, για κφτταρα που προζρχονται από ζνα τρυβλίο καλλιζργειασ διαμζτρου 

100mm, απαιτοφνται 300μl διαλφματοσ). Σα δείγματα αναδεφονται ιςχυρά και 

επωάηονται ςτουσ 55οC για 16 ϊρεσ. Μετά τθν επαναωορά των κυττάρων ςε 

κερμοκραςία δωματίου, ακολουκεί απομόνωςθ του γενωμικοφ DNA με τθ μζκοδο 

ωαινόλθσ-χλωροωορμίου. Οι οργανικοί διαλφτεσ ςυμβάλουν ςτθν απομάκρυνςθ 

των πρωτεϊνϊν από τθν υδατικι ωάςθ, ενϊ θ διαδικαςία είναι περιςςότερο 

αποτελεςματικι όταν χρθςιμοποιοφνται δφο διαωορετικοί διαλφτεσ (Sambrook 

1989). ΢το ςωλινα προςτίκενται 600μl διαλφματοσ ωαινόλθσ:χλωροωορμίου 1:1 

(v/v) και το περιεχόμενο αναδεφεται, ζωσ ότου ςχθματιςτεί γαλάκτωμα. Ακολουκεί 

ωυγοκζντρθςθ (14000 ςτροωζσ/λεπτό, 20 λεπτά, 4οC), μεταωορά τθσ υδατικισ 

ωάςθσ ςε νζο ςωλινα, προςκικθ ίςου όγκου χλωροωορμίου και δεφτερθ 

ωυγοκζντρθςθ ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ. ΢τθν υδατικι ωάςθ τθσ δεφτερθσ 

ωυγοκζντρθςθσ προςτίκεται RNάςθ ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 20μg/ml. Σο DNA 

κατακρθμνίηεται με 100% αικανόλθ κερμοκραςίασ 0οC. ΢υγκεκριμζνα, ςε κάκε 

δείγμα προςτίκεται διπλάςιοσ όγκοσ παγωμζνθσ αικανόλθσ, τα δείγματα 

τοποκετοφνται ςτουσ -20οC για 30-60 λεπτά και, κατόπιν, ωυγοκεντροφνται (12000 

ςτροωζσ/λεπτό, 10 λεπτά, 4οC). Μετά τθν απομάκρυνςθ του υπερκειμζνου και τθν 

εξάτμιςθ τθσ αικανόλθσ, ακολουκεί διαλυτοποίθςθ του DNA ςε αποςτειρωμζνο, 

απεςταγμζνο νερό. 
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7. ΕΞΣΛΠΘ΢Θ ΒΟΑΒΘ΢ ΓΕΡΕΣΛΞΣΤ ΤΟΛΞΣΤ 

 

7.1. Θλεκτροφόρθςθ μεμονωμζνων κυττάρων (δοκιμαςία comet) 

Θ δοκιμαςία comet (comet assay) περιλαμβάνει τθν θλεκτροωόρθςθ 

μεμονωμζνων κυττάρων ςε πικτωμα αγαρόηθσ (Single Cell Gel Electrophoresis - 

SCGE) και εωαρμόςτθκε για πρϊτθ ωορά το 1984, από τουσ Ostling & Johanson, με 

ςκοπό τθν άμεςθ απεικόνιςθ βλαβϊν του γενετικοφ υλικοφ.(Ostling & Johanson 

1984) ΢υνοπτικά, μεμονωμζνα κφτταρα, ενςωματϊνονται ςε πικτωμα αγαρόηθσ 

επάνω ςε αντικειμενοωόρο πλάκα, λφονται, ακολουκεί χαλάρωςθ και αποδιάταξθ 

του DNA, θλεκτροωόρθςθ ςε αλκαλικό pH, και χρϊςθ του. Σο κατακερματιςμζνο 

DNA εμωανίηει αυξθμζνθ θλεκτροωορθτικι κινθτικότθτα ςε ςφγκριςθ με το 

ακζραιο, με αποτζλεςμα να δθμιουργείται, το χαρακτθριςτικό ςχιμα του “κομιτθ” 

(Εικόνα 18). Σο μζγεκοσ τθσ ουράσ και το ποςοςτό του DNA, που μετατοπίηεται ςε 

αυτιν, είναι ανάλογα τθσ ζκταςθσ τθσ βλάβθσ. 

 

 

 
 

Εικόνα 18: Διαδοχικά ςτάδια βλάβθσ του DNA, όπωσ αυτά απεικονίηονται κατά τθ δοκιμαςία 

comet. (προςαρμογι από Whaters και ςυν.,2007(Waters και ςυν. 2007)) 

΢τάδιο 0 
Ακζραιο DNA 

΢τάδιο 1                                                    ΢τάδιο 2 

Πικρι ι μζτρια βλάβθ του DNA 

΢τάδιο 3                                                    ΢τάδιο 4 

Εκτεταμζνθ βλάβθ του DNA 
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Θ ακριβισ διαδικαςία που ακολουκείται είναι θ εξισ: Μετά τθν επϊαςθ με 

τον επικυμθτό παράγοντα/ςυνκικθ, τα κφτταρα αποκολλϊνται από το υπόςτρωμα 

και μετά τθν ζκπλυςι τουσ με PBS, επαναιωροφνται ςτο ίδιο διάλυμα ςε πυκνότθτα 

500.000 κφτταρα/ml. ΢τθ ςυνζχεια, 50μl κυτταρικοφ εναιωριματοσ αναμιγνφονται 

με 50μl διαλφματοσ αγαρόηθσ χαμθλοφ ςθμείου τιξεωσ (Low Melting Point, LMP) 

1,5% και τοποκετοφνται ςε αντικειμενοωόρο πλάκα, καλυμμζνθ με λεπτι ςτρϊςθ 

αγαρόηθσ, ωυςιολογικοφ ςθμείου τιξεωσ (Normal Melting Point, ΝΜΡ) 1%, ςε 

κερμοκραςία δωματίου. Θ πλάκα εμβαπτίηεται ςε διάλυμα λφςθσ (2,5Μ NaCl, 0,1Μ 

EDTA, 10mΜ Tris και 1% Triton-X100), με pH 10, και επωάηεται ςτουσ 4οC για 1 ϊρα. 

Όλθ θ διαδικαςία, από το ςτάδιο τθσ λφςθσ, μζχρι και το ςτάδιο τθσ παρατιρθςθσ 

των κομθτϊν, διεξάγεται ςτο ςκοτάδι. Μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ λφςθσ, τα 

δείγματα ξεπλζνονται με απεςταγμζνο νερό και τοποκετοφνται ςε ςυςκευι 

οριηόντιασ θλεκτροωόρθςθσ, θ οποία περιζχει αλκαλικό διάλυμα (0,3M NaOH και 

1mM EDTA) με pH>12, ςτουσ 4οC. Οι αντικειμενοωόροι παραμζνουν ςτο διάλυμα 

αυτό, για 15-20 λεπτά, ζτςι ϊςτε να εξιςορροπθκεί το πικτωμα αγαρόηθσ ςτισ 

αλκαλικζσ ςυνκικεσ. Ακολουκεί θλεκτροωόρθςθ ςτα 25V για 30-45 λεπτά ςτουσ 

4οC. ΢τθ ςυνζχεια, τα δείγματα επανζρχονται ςε ουδζτερο pH με δφο επωάςεισ των 

10 λεπτϊν ςε PBS, pH7,4. Θ χρϊςθ του DNA, ςε κάκε δείγμα, ζγινε με 15λ 

διαλφματοσ χρωςτικισ DAPI (5μg/ml). Για τθν εξαγωγι αξιόπιςτων αποτελεςμάτων, 

απαιτείται θ παρατιρθςθ τουλάχιςτον 100 πυρινων/δείγμα ςε μικροςκόπιο 

ωκοριςμοφ.  

΢ε ςφγκριςθ με άλλεσ τεχνικζσ ανίχνευςθσ βλαβϊν του DNA, θ δοκιμαςία 

comet υπερζχει, διότι χαρακτθρίηεται από υψθλι ευαιςκθςία, ςφντομο και ςχετικά 

εφκολο πρωτόκολλο και απαιτεί μικρό αρικμό κυττάρων. 

 

7.2. Ανίχνευςθ προϊόντων προςκικθσ με χρωματογραφία λεπτισ 

ςτιβάδασ (TLC)  

Όπωσ προαναωζρκθκε ςτο κεωάλαιο τθσ ειςαγωγισ, θ μεταλλαξογόνοσ δράςθ 

του Β*α+Ρ και, γενικότερα, των πολυκυκλικϊν αρωματικϊν υδρογονανκράκων, 

αποδίδεται ςτθν ιδιότθτα των θλεκτρονιόωιλων μεταβολιτϊν τουσ να προςδζνονται 

ομοιοπολικά ςε πουρινικά κατάλοιπα (κυρίωσ γουανίνθ) δθμιουργϊντασ προϊόντα 

προςκικθσ (DNA adducts). Για τθν ανίχνευςθ αυτϊν των προϊόντων 

χρθςιμοποιικθκε θ τεχνικι τθσ χρωματογραωίασ λεπτισ ςτιβάδασ (Σhin Layer 

Chromatography, TLC). Πρόκειται για μια ιδιαίτερα ευαίςκθτθ τεχνικι, που 

επιτρζπει τθν ανίχνευςθ ςυμπλόκων με διαωορετικζσ χθμικζσ δομζσ και, ςυνεπϊσ, 

ενδείκνυται για τθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ πολφπλοκων μιγμάτων, όπωσ ο καπνόσ του 
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τςιγάρου και οι περιβαλλοντικοί ρφποι. ΢υνοπτικά, θ χρωματογραωία λεπτισ 

ςτιβάδασ περιλαμβάνει 4 ςτάδια: 1) ενηυμικι πζψθ απομονωμζνου DNA, 2) 

εμπλουτιςμό του δείγματοσ με προϊόντα προςκικθσ, με τθ δράςθ τθσ νουκλεάςθσ 

Ρ1, 3) ςιμανςθ του 5’-άκρου με ραδιενεργό ωωςωόρο (32Ρ) από το ζνηυμο 

πολυνουκλεοτιδικι κινάςθ και 4) χρωματογραωικό διαχωριςμό και ανίχνευςθ των 

προϊόντων προςκικθσ. Σο μειονζκτθμα τθσ τεχνικισ είναι ότι δεν παρζχει 

πλθροωορίεσ για τθ δομι των ςυμπλόκων, που ανιχνεφονται (Phillips και ςυν. 

2000). 

Θ απομόνωςθ του DNA, βαςίςτθκε ςτο πρωτόκολλο, που προαναωζρκθκε (βλ. 

6.2.). 10μg DNA από κάκε δείγμα υποβλικθκαν ςε ενηυμικι πζψθ με 0,04U/ml 

μικροκοκκικι νουκλεάςθ και 0,4μg/ml ωωςωοδιεςτεράςθ ςε pH 6,0, ςτουσ  37°C, 

για περίπου 3,5 ϊρεσ. Μετά το τζλοσ τθσ επϊαςθσ, ζγινε επεξεργαςία των 

απομονωμζνων νουκλεοτιδίων με 0,6μg/ml νουκλεάςθ Ρ1, για 40 λεπτά, και 

ςιμανςι τουσ με προςκικθ 4000Ci/mmol *γ-32P]ATP και 0,5U/ml Σ4 νουκλεοτιδικισ 

κινάςθσ ςε pH 9,5, ςτουσ 37°C για 30 λεπτά. ΢τθ ςυνζχεια, τα ςθμαςμζνα 

νουκλεοτίδια διαχωρίςτθκαν με TLC τριϊν διαςτάςεων. Οι διαλφτεσ, που 

χρθςιμοποιικθκαν ςε κάκε διάςταςθ ιταν οι εξισ: α) 1θ διάςταςθ: 1Μ NaH2PO4, β) 

2θ διάςταςθ (περιςτροωι κατά 180ο): 3,6Μ ωορμικό λίκιο και 8,5Μ ουρία, γ) 3θ 

διάςταςθ (περιςτροωι κατά 90ο): 0,8Μ LiCl, 0,5Μ Tris-HCl και 8,5Μ ουρία. 

Ακολοφκθςε ζκκεςθ των ωφλλων χρωματογραωίασ ςε ωιλμ αυτοραδιογραωίασ, για 

16 ϊρεσ, ςτουσ -80°C. Οι κθλίδεσ των δειγμάτων που είχαν επωαςτεί με Β*α+Ρ, 

ςυγκρίκθκαν με τισ κθλίδεσ ςτα δείγματα-μάρτυρεσ, προκειμζνου να εντοπιςτοφν 

τα προϊόντα προςκικθσ. 

 

8. ΦΚΣΡΛ΢ΠΣΠΕΣΡΛΞΣ΢ ΠΡΣ΢ΔΛΣΡΛ΢ΠΣ΢ ΣΣΤ ΕΟΕΤΚΕΡΣΤ 

ΞΤΣΣΑΡΣΠΟΑ΢ΠΑΣΛΞΣΤ Α΢ΒΕ΢ΣΛΣΤ (*Ca2+]i) 

Για τθ μζτρθςθ του ελεφκερου κυτταροπλαςματικοφ αςβεςτίου (*Ca2+]i) 

χρθςιμοποιικθκε θ μζκοδοσ τθσ ωκοριςμομετρίασ, όπωσ ζχει περιγραωεί από τον 

Fasolato και ςυνεργάτεσ (Fasolato και ςυν. 1991), με μικρζσ τροποποιιςεισ ϊςτε να 

προςαρμοςτεί ςτο ςφςτθμα των κυττάρων Α549. Θ μζτρθςθ πραγματοποιείται με 

τθ βοικεια τθσ χρωςτικισ Fura-2 ςε ηωντανά κφτταρα με τθ χριςθ ειδικοφ 

ωκοριςμόμετρου και κατάλλθλου λογιςμικοφ ςε ζναν ςυνδεδεμζνο θλεκτρονικό 

υπολογιςτι. Σο μόριο Fura-2 είναι δείκτθσ ωκοριςμοφ με μεγάλθ εξειδίκευςθ και 

ευαιςκθςία για τα ιόντα Ca2+ και χορθγείται ςτα κφτταρα με τθ μορωι του 

ακετυλομεκυλεςτζρα, Fura-2/ΑΜ (Grynkiewicz και ςυν. 1985). Όταν τα μόρια τθσ 

χρωςτικισ διαπεράςουν τθν πλαςματικι μεμβράνθ, οι ομάδεσ ακετυλο-

μεκυλεςτζρα αποκόπτονται ενηυμικά από εςτεράςεσ του κυττάρου, με αποτζλεςμα 
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τθν παγίδευςθ τθσ χρωςτικισ ςτο κυτταρόπλαςμα. ΢ε αυτι τθ μορωι, θ Fura-2 

παρουςιάηει ζνα μζγιςτο εκπομπισ ςτα 510nm και δφο μζγιςτα διζγερςθσ, ζνα ςτα 

340nm (το οποίο αυξάνεται με τθν αφξθςθ τθσ [Ca2+]i) και ζνα ςτα 380nm (το οποίο 

μειϊνεται με τθν αφξθςθ τθσ [Ca2+]i). Ο υπολογιςμόσ τθσ [Ca2+]i ςε κάκε περίπτωςθ 

βαςίηεται ςτο λόγο των τιμϊν ωκοριςμοφ 340nm/380nm. Θ μζκοδοσ επιτρζπει, 

τόςο τθν μζτρθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των ιόντων Ca2+ ςτο κυτταρόπλαςμα ι ςτισ 

ενδοκυττάριεσ αποκικεσ, όςο και τθν παρακολοφκθςθ τθσ κινθτοποίθςισ τουσ, ςε 

πραγματικό χρόνο, με εξωγενι χοριγθςθ χθμικϊν παραγόντων, που διαταράςςουν 

– με ελεγχόμενο τρόπο – τθν ομοιόςταςθ των ιόντων. 

Θ διαδικαςία που ακολουκικθκε για τα κφτταρα Α549 είναι θ εξισ: Μετά το 

τζλοσ τθσ επϊαςθσ με τον εκάςτοτε επικυμθτό παράγοντα, τα κφτταρα 

αποκολλϊνται και επαναιωροφνται ςτο ίδιο κρεπτικό υλικό, ςτο οποίο ζγινε θ 

επϊαςθ, για περίπου 10 λεπτά. ΢τθ ςυνζχεια, το κρεπτικό υλικό απομακρφνεται με 

2 διαδοχικζσ ωυγοκεντριςεισ (1500 ςτροωζσ/λεπτό, 5 λεπτά ςε κερμοκραςία 

δωματίου) με το ιςότονο διάλυμα KRH (25mM NaCl, 5mM KCl, 1,2mM MgSO4, 

1,2mM KH2PO4, 25mM HEPES/NaOH pH 7,4, 2mM CaCl2, 6mM γλυκόηθ). Μετά τθ 

δεφτερθ ωυγοκζντρθςθ, απομακρφνεται το υπερκείμενο και το ίηθμα των κυττάρων 

επαναιωρείται ςε KRH, ςτο οποίο ζχει προςτεκεί ο δείκτθσ Fura-2/ΑΜ ςε τελικι 

ςυγκζντρωςθ 2,5μΜ, κακϊσ και 50μΜ DTPA (dιethylenetriaminepentanoic acid), το 

οποίο αυξάνει τθ διαπερατότθτα τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ. Σα κφτταρα 

επωάηονται ςτο διάλυμα αυτό για 30 λεπτά, ςτουσ 37οC, ϊςτε ο ωκορίηων δείκτθσ 

να ειςζλκει ςτο κυτταρόπλαςμα. ΢τθ ςυνζχεια, απομακρφνεται θ περίςςεια του 

Fura-2/ΑΜ με διαδοχικζσ ωυγοκεντριςεισ και τα κφτταρα επαναιωροφνται ςε 

κατάλλθλο όγκο KRH, ϊςτε το τελικό εναιϊρθμα να περιζχει περίπου 600.000 

κφτταρα/ml. ΢το διάλυμα αυτό προςτίκενται 200μΜ ςουλωινοπυραηόνθσ 

(sulfinpirazone), θ οποία αποτρζπει τθ διάχυςθ τθσ χρωςτικισ. Πριν τθν ζναρξθ των 

μετριςεων, τα κφτταρα παραμζνουν ςε κερμοκραςία δωματίου, για 15 λεπτά. 

Ωςτόςο, θ παραμονι ενόσ δείγματοσ ςε κερμοκραςία δωματίου πριν τθ μζτρθςθ 

δεν πρζπει να ξεπερνά τισ 2 ϊρεσ. ΢τισ περιπτϊςεισ προςδιοριςμοφ τθσ 

κινθτοποίθςθσ του αςβεςτίου από τισ ενδοκυττάριεσ αποκικεσ (capacitative 

calcium entry), τα κφτταρα ξεπλζνονται πριν τθν τοποκζτθςι τουσ ςτο 

ωκοριςμόμετρο με διάλυμα KRH, το οποίο δεν περιζχει Ca2+ και ςτο ίδιο διάλυμα 

παραμζνουν κακ’ όλθ τθ διάρκεια των μετριςεων.  

 

9. ΕΞΧΤΟΛ΢Θ ΠΡΩΣΕΝΡΩΡ 

 Οι μζκοδοι εκχφλιςθσ των πρωτεϊνϊν περιλαμβάνουν τθν επϊαςθ των 

κυττάρων με κατάλλθλα διαλφματα λφςθσ, τα οποία προκαλοφν δομικι 
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καταςτροωι των μεμβρανϊν, με αποτζλεςμα τθν απελευκζρωςθ του κυτταρικοφ 

περιεχομζνου ςτο διάλυμα. Κατά τθ διαδικαςία αυτι είναι απαραίτθτθ θ παρουςία 

αναςτολζων πρωτεαςϊν και ωωςωαταςϊν, κακϊσ και θ διατιρθςθ των δειγματϊν 

ςε κερμοκραςία 0οC, ϊςτε να ελαχιςτοποιθκεί θ δράςθ των ενδογενϊν πρωτεαςϊν 

και θ απϊλεια των μετα-μεταωραςτικϊν τροποποιιςεων των πρωτεϊνϊν (πχ. 

ωωςωορυλίωςθ).  

 

9.1. Απομόνωςθ ολικϊν πρωτεϊνϊν 

 Μετά το πζρασ του χρόνου εωαρμογισ των εκάςτοτε πειραματικϊν 

ςυνκθκϊν, τα τρυβλία με τα κφτταρα τοποκετοφνται ςτον πάγο, το κρεπτικό υλικό 

αωαιρείται και ακολουκοφν δφο εκπλφςεισ με παγωμζνο PBS. ΢τθ ςυνζχεια, 

προςτίκεται κατάλλθλοσ όγκοσ διαλφματοσ λφςθσ, Buffer G (20mM β-ωωςωο-

γλυκερινικό οξφ, 20mM ΝaF, 2mM EDTA, 0,2mM Na3VO4, 20mM HEPES pH 7.5, 

10mM βενηαμιδίνθ, 0,5% (v/v) Triton X-100, 200μM λευπεπτίνθ, 5mM DTT, 300μM 

PMSF και 10μM trans-epoxy-succinyl-L-leucylamido(4-guanidino)butane (E64)). Tα 

κφτταρα ςυλλζγονται, μαηί με το διάλυμα, με τθ βοικεια κατάλλθλου ξφςτρου, 

επωάηονται για 30 λεπτά ςτον πάγο, υπό ςυχνι ανάδευςθ, και ωυγοκεντροφνται 

(10000 ςτροωζσ/λεπτό, 10 λεπτά, 4 οC). ΢το υπερκείμενο κάκε δείγματοσ 

(πρωτεϊνικό εκχφλιςμα), όγκου V, προςτίκεται 0.33V διαλφματοσ κατεργαςίασ των 

δειγμάτων (sample buffer 4X, SB4X), το οποίο περιζχει: 330mM Tris-HCl, pH 6.8, 10% 

(w/v) SDS, 13% (v/v) γλυκερόλθ, 20% (v/v) β-μερκαπτοαικανόλθ, 0.2% (w/v) κυανοφν 

τθσ βρωμοωαινόλθσ. Σζλοσ, τα δείγματα βράηονται για 3 λεπτά και ωυλάςςονται 

ςτουσ -20οC μζχρι να χρθςιμοποιθκοφν.  

 

9.2. Διαφορικι απομόνωςθ κυτταροπλαςματικϊν και πυρθνικϊν πρωτεϊνϊν 

Θ διαωορικι εκχφλιςθ κυτταροπλαςματικϊν και πυρθνικϊν πρωτεϊνϊν 

βαςίςτθκε ςτο πρωτόκολλο που περιγράωεται από τουσ Clerk & Sugden(Clerk & 

Sugden 1997) και περιλαμβάνει τθν επεξεργαςία των δειγμάτων με 2 διαωορετικά 

διαλφματα λφςθσ. Σο πρϊτο διάλυμα (Buffer A) χρθςιμοποιείται για τθ λφςθ τθσ 

πλαςματικισ μεμβράνθσ και τθν απομόνωςθ των πρωτεϊνϊν του 

κυτταροπλάςματοσ, ενϊ το δεφτερο διάλυμα (Buffer B) για τθν καταςτροωι του 

πυρθνικοφ ωακζλου και τθν απομόνωςθ των πυρθνικϊν πρωτεϊνϊν. 

 Αναλυτικά, μετά τθν αωαίρεςθ του κρεπτικοφ υλικοφ από το τρυβλίο 

καλλιζργειασ (100mm) και τθν ζκπλυςθ με PBS, τα κφτταρα ςυλλζγονται με 150μl 

Βuffer A (10mM Tris–HCl pH 7,9, 10mM KCl, 1,5mM MgCl2, 0,3mM Na3VO4, 200μM 

λευπεπτίνθ, 10μM E64, 5mM DTT, 300μM PMSF), αναδεφονται ιςχυρά και 
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επωάηονται ςτον πάγο, για 5 λεπτά. Ακολουκεί ωυγοκζντρθςθ (10.000 

ςτροωζσ/λεπτό, 5 λεπτά, 4 °C) και ςτο υπερκείμενο (κυτταροπλαςματικζσ πρωτεΐνεσ) 

προςτίκενται 0,33V διαλφματοσ κατεργαςίασ των δειγμάτων (sample buffer 4X, 

SB4X). Σο ίηθμα επαναιωρείται με 150μl του ίδιου διαλφματοσ λφςθσ, ςτο οποίο, 

όμωσ, ζχει προςτεκεί 0,1% (v/v) απορρυπαντικό Nonidet Ρ40 (NP-40), ϊςτε να 

αυξθκεί θ ρευςτότθτα των πυρθνικϊν ωακζλων, και μετά από επϊαςθ 10 λεπτϊν 

ςτον πάγο, ωυγοκεντρείται ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ. Σο υπερκείμενο απορρίπτεται και 

ςτο ίηθμα προςτίκενται 40μl Buffer B [20mM HEPES pH 7,9, 420mM NaCl, 1,5mM 

MgCl2, 0,2mM EDTA, 25% (v/v) γλυκερόλθ, 0,3mM Na3VO4, 200μM λευπεπτίνθ, 

10μM E64, 5mM DTT, 300μM PMSF]. Μετά από 1 ϊρα υπό ςυνεχι ανάδευςθ ςτουσ 

4 οC, τα δείγματα ωυγοκεντροφνται (14000 ςτροωζσ/λεπτό, 10 λεπτά, 4οC) και ςτο 

υπερκείμενο (πυρθνικζσ πρωτεΐνεσ), προςτίκενται 0,33V διαλφματοσ SB4X. ΢ε κάκε 

περίπτωςθ, τα πρωτεϊνικά εκχυλίςματα βράηονται για 3 λεπτά και ωυλάςςονται 

ςτουσ -20οC, μζχρι να χρθςιμοποιθκοφν. 

 

10. ΠΣ΢ΣΣΛΞΣ΢ ΠΡΣ΢ΔΛΣΡΛ΢ΠΣ΢ 

 

10.1. Ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ νουκλεϊκϊν οξζων με φωτομζτρθςθ 

 Θ μζκοδοσ αυτι βαςίηεται ςτθν ιδιότθτα των νουκλεϊκϊν οξζων να 

απορροωοφν μζγιςτα ςτα 260nm. Προκειμζνου να προςδιοριςτεί θ ςυγκζντρωςθ 

του DNA ςε ζνα δείγμα, καταγράωεται θ οπτικι του πυκνότθτα (O.D.) ςτα 260nm 

και 280nm με τθ βοικεια ειδικισ κυψελίδασ χαλαηία. ΢τθν περίπτωςθ του δίκλωνου 

DNA, ο υπολογιςμόσ τθσ ςυγκζντρωςθσ γίνεται με βάςθ τθν παραδοχι ότι θ τιμι 

Ο.D.260nm=1 αντιςτοιχεί ςε 50μg/ml. H κακαρότθτα των δειγμάτων εκτιμάται από το 

λόγο O.D.260nm/O.D.280nm, o οποίοσ πρζπει να είναι ίςοσ ι μεγαλφτεροσ του 1,8. 

 

10.2. Ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ πρωτεϊνϊν (μζκοδοσ Bradford) 

 Για τον υπολογιςμό τθσ ςυγκζντρωςθσ των πρωτεϊνϊν ςε ζνα κυτταρικό 

εκχφλιςμα, χρθςιμοποιείται θ ωωτομετρικι μζκοδοσ Bradford (Bradford 1976). Θ 

ςυγκεκριμζνθ μζκοδοσ ςτθρίηεται ςτθν ιδιότθτα τθσ χρωςτικισ Coomassie Brilliant 

Blue G-250 να δεςμεφεται μθ αντιςτρεπτά ςτισ πρωτεΐνεσ, ςε όξινο περιβάλλον, 

μεταβάλλοντασ το χρϊμα τθσ. Θ ελεφκερθ χρωςτικι ζχει μζγιςτο απορρόωθςθσ ςτα 

465nm, ενϊ το ςφμπλοκο πρωτεΐνθσ-χρωςτικισ ςτα 595nm. ΢ε ςφγκριςθ με άλλεσ 

αντίςτοιχεσ μεκόδουσ (όπωσ θ Lowry, θ Biuret ι θ μζτρθςθ τθσ απορρόωθςθσ ςτα 

280 nm) (Lowry και ςυν. 1951), θ Bradford πλεονεκτεί ωσ προσ τθν ειδικότθτά τθσ για 



ΤΛΙΚΑ & ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

 
79 

 

τισ πρωτεΐνεσ, διότι επθρεάηεται λιγότερο από κοινά αντιδραςτιρια και μθ 

πρωτεϊνικά ςυςτατικά, που πικανϊσ περιζχονται ςτα δείγματα. 

Απαραίτθτθ είναι θ δθμιουργία πρότυπθσ καμπφλθσ αναωοράσ, θ οποία 

προκφπτει από τθ μζτρθςθ τθσ O.D. γνωςτϊν ςυγκεντρϊςεων προτφπων 

διαλυμάτων αλβουμίνθσ από ορό βοόσ (Bovine Serum Albumin, BSA) ςε απιονιςμζνο 

νερό (Εικόνα 19). ΢υγκρίνοντασ τθν O.D. του δείγματοσ, μετά από κατάλλθλθ 

αραίωςι του (100 ωορζσ), με τθν O.D. των προτφπων, προκφπτει θ ςυγκζντρωςθ των 

πρωτεϊνϊν ςε αυτό. Αναλυτικότερα, γνωςτζσ ποςότθτεσ τθσ πρωτεΐνθσ BSA (2μg, 

4μg, 8μg, 12μg, 16μg, και 20μg), κακϊσ και τα αραιωμζνα υπό εξζταςθ δείγματα, 

αντιδροφν με το αντιδραςτιριο Bradford (αραιωμζνο 1:4 (v/v) με απιονιςμζνο Θ2Ο) 

για 10 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου και μετράται θ O.D. ςτα 595nm. Θ αραίωςθ 

των δειγμάτων κα πρζπει να είναι κατάλλθλθ, ζτςι ϊςτε θ οπτικι τουσ πυκνότθτα να 

βρίςκεται εντόσ του εφρουσ των τιμϊν τθσ πρότυπθσ καμπφλθσ. Επειδι οι ακριβείσ 

τιμζσ τθσ οπτικισ πυκνότθτασ επθρεάηονται από το χρονικό διάςτθμα που 

μεςολαβεί από τθν παραςκευι τθσ χρωςτικισ μζχρι τθ χριςθ τθσ, θ πρότυπθ 

καμπφλθ πρζπει να καταςκευάηεται ςε κάκε μζτρθςθ.  

 

 

ΒSA 

(1mg/ml) 
H20 Xρωςτικι OD595nm* 

0 μl 100 μl 1 ml 0.000 

2 μl 98 μl 1 ml 0.079 

4 μl 96 μl 1 ml 0.242 

8 μl 92 μl 1 ml 0.427 

12 μl 88 μl 1 ml 0.639 

16 μl 84 μl 1 ml 0.858 

20 μl 80 μl 1 ml 0.983 

1 μl δείγμα 99 μl 1 ml x 

 

Εικόνα 19: Ενδεικτικζσ τιμζσ απορρόφθςθσ Σ.D.(595nm) γνωςτϊν ςυγκεντρϊςεων διαλφματοσ 

BSA και πρότυπθ καμπφλθ Βradford. *Oι τιμζσ απορρόφθςθσ προζρχονται από ζνα τυχαίο πείραμα, 

αλλά είναι χαρακτθριςτικζσ για τισ ποςότθτεσ που χρθςιμοποιικθκαν. 
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11. ΘΟΕΞΣΡΣΦΣΡΘ΢Θ 

11.1. Θλεκτροφόρθςθ νουκλεϊκϊν οξζων ςε πικτωμα αγαρόηθσ 

O διαχωριςμόσ, θ ταυτοποίθςθ, ακόμθ και ο κακαριςμόσ νουκλεϊκϊν οξζων, 

γίνεται ςυνικωσ με τθν θλεκτροωόρθςι τουσ ςε πικτωμα αγαρόηθσ. Κακϊσ τα 

μόρια του DNA ι του RNA είναι αρνθτικά ωορτιςμζνα, θ εωαρμογι θλεκτρικοφ 

πεδίου ζχει ωσ αποτζλεςμα τθ μετακίνθςι τουσ προσ τθν άνοδο. Θ θλεκτροωόρθςθ 

του DNA γίνεται ςε πικτωμα αγαρόηθσ 1% (w/v) (Yue και ςυν. 1999), για το οποίο 

1.2g αγαρόηθσ διαλφονται ςε 120ml διαλφματοσ ΣΒΕ *89mM Tris/HCl pH 8.0, 89mM 

βορικό οξφ, 2mM EDTA]. Σο διάλυμα τθσ αγαρόηθσ κερμαίνεται ςε κατάλλθλθ 

ςυςκευι, υπό ςυνεχι ανάδευςθ, μζχρι να διαλυκεί θ αγαρόηθ και να γίνει διαυγζσ. 

Όταν θ κερμοκραςία τθσ υγρισ αγαρόηθσ μειωκεί ςτουσ 50-60οC, τοποκετείται ςτθν 

ειδικι υποδοχι τθσ ςυςκευισ θλεκτροωόρθςθσ. ΢τθ ςυςκευι ζχει ιδθ τοποκετθκεί 

ειδικό κτενάκι, ζτςι ϊςτε, κατά τθν ςτερεοποίθςθ του πθκτϊματοσ, να 

δθμιουργθκοφν τα ωρεάτια, όπου κα τοποκετθκοφν τα δείγματα. Όταν ολοκλθρωκεί 

θ πιξθ, το πικτωμα μεταωζρεται ςτθν ςυςκευι θλεκτροωόρθςθσ, καλφπτεται με 

διάλυμα ΣΒΕ και αωαιρείται το κτενάκι. ΢ε κάκε ωρεάτιο τοποκετείται ίςθ ποςότθτα 

δείγματοσ (ςυνικωσ 5μg), ςτο οποίο ζχει προςτεκεί το διάλυμα ωόρτωςθσ (loading 

buffer: 0,25% (w/v) κυανοφν τθσ βρωμοωαινόλθσ και 30% (v/v) γλυκερόλθ) και 

ακολουκεί θλεκτροωόρθςθ υπό ςτακερι τάςθ 70V. Μετά τθ λιξθ τθσ 

θλεκτροωόρθςθσ, το πικτωμα βάωεται για 15-20 λεπτά ςε Θ2Ο που περιζχει 

0,5μg/ml βρωμιοφχο αικίδιο (EtBr). ΢τθ ςυνζχεια, παρατθρείται κάτω από υπεριϊδθ 

ακτινοβολία και ωωτογραωίηεται.  

 

11.2. Θλεκτροφόρθςθ πρωτεϊνϊν ςε πικτωμα SDS–πολυακρυλαμιδίου (SDS-

PAGE) 

H μζκοδοσ τθσ θλεκτροωόρθςθσ των πρωτεϊνϊν βαςίηεται ςτθν ιδιότθτα των 

πρωτεϊνϊν να μετακινοφνται υπό τθν επίδραςθ θλεκτρικοφ πεδίου, ςε περιβάλλον 

με pH διαωορετικό από το ιςοθλεκτρικό τουσ ςθμείο,. Θ ταχφτθτα με τθν οποία 

κινοφνται είναι ανάλογθ του λόγου «ωορτίο/μοριακό βάροσ». Τπάρχουν πολλζσ 

διαωορετικζσ μζκοδοι θλεκτροωόρθςθσ με ςυγκεκριμζνα πλεονεκτιματα, αλλά και 

μειονεκτιματα. 

΢τθν παροφςα μελζτθ, χρθςιμοποιικθκε το αλκαλικό, αςυνεχζσ ςφςτθμα SDS 

θλεκτροωόρθςθσ, ςε επίπεδο πικτωμα πολυακρυλαμιδίου, όπωσ περιγράωεται από 

τον Laemmli (Laemmli 1970). ΢τα δείγματα που πρόκειται να θλεκτροωορθκοφν 

προςτίκεται το διάλυμα κατεργαςίασ δειγμάτων (sample buffer), το οποίο – όπωσ 
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προαναωζρκθκε – περιζχει: i) β-μερκαπτοαικανόλθ, για τθ δθμιουργία των 

απαραίτθτων αποδιατακτικϊν ςυνκθκϊν για τθν αναγωγι των διςουλωιδικϊν 

δεςμϊν, ii) SDS, το οποίο προςδίδει αρνθτικό ωορτίο ςε όλεσ τισ πρωτεΐνεσ, iii) 

γλυκερόλθ, για τθ αφξθςθ του ειδικοφ βάρουσ των δειγμάτων και τθ διευκόλυνςθ 

τθσ ωόρτωςισ τουσ ςτα ωρεάτια και iv) κυανοφν τθσ βρωμοωαινόλθσ, το οποίο 

βοθκάει ςτθν παρακολοφκθςθ του μετϊπου τθσ θλεκτροωόρθςθσ. Μετά από αυτι 

τθν επεξεργαςία, οι πρωτεΐνεσ αποδιατάςςονται πλιρωσ και αποκτοφν αρνθτικό 

ωορτίο ανάλογο του μοριακοφ τουσ βάρουσ, με αποτζλεςμα ο διαχωριςμόσ τουσ να 

πραγματοποιείται αποκλειςτικά με βάςθ αυτό. Κατά ςυνζπεια, πρωτεΐνεσ χαμθλοφ 

μοριακοφ βάρουσ κινοφνται ταχφτερα κατά μικοσ τθσ πθκτισ, ςυγκριτικά με 

πρωτεΐνεσ μεγαλφτερου μοριακοφ βάρουσ (Weber & Osborn 1969, Reynolds & 

Tanford 1970). 

Σα πειράματα τθσ παροφςασ διδακτορικισ διατριβισ πραγματοποιικθκαν ςε 

ςυςκευι κάκετθσ θλεκτροωόρθςθσ, όπου το πικτωμα ςχθματίηεται ςτο χϊρο που 

οριοκετείται από δφο κάκετεσ πλάκεσ (επίπεδο πικτωμα, slab gel). Σο πικτωμα 

ςχθματίηεται με πολυμεριςμό των μονομερϊν του ακρυλαμιδίου (CH2=CH-CO-NH2), 

τα οποία ςυνδζονται μεταξφ τουσ με μόρια Ν,Ν-μεκυλενο-διςακρυλαμιδίου (ι bis 

ακρυλαμιδίου, CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH2). Ο πολυμεριςμόσ επιτυγχάνε-

ται παρουςία υπερκειικοφ αμμωνίου (APS) και Ν,Ν,Ν’,Ν’-τετραμεκυλοαικυλενο-

διαμινθσ (TEMED). Σο μζγεκοσ των πόρων του πθκτϊματοσ είναι ςυνάρτθςθ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ του ακρυλαμιδίου και του bis ακρυλαμιδίου. ΢τθν παροφςα μελζτθ, 

χρθςιμοποιικθκε πικτωμα διαχωριςμοφ (separating gel) με ςυγκζντρωςθ 

ακρυλαμίδθσ από 8% (w/v) ζωσ 15% (w/v), ανάλογα με το μζγεκοσ τθσ εκάςτοτε 

εξεταηόμενθσ πρωτεΐνθσ. Πριν τθν είςοδό τουσ ςτο πικτωμα διαχωριςμοφ, οι 

πρωτεΐνεσ διαςχίηουν το πικτωμα επιςτοίβαξθσ (stacking gel), θ οποία ζχει 

ςυγκζντρωςθ ακρυλαμίδθσ 5% (w/v) και ουδζτερο pΘ6,8, με αποτζλεςμα τθν 

ταυτόχρονθ και ομοιόμορωθ είςοδο των πρωτεϊνϊν ςτο αλκαλικό πικτωμα 

διαχωριςμοφ (pH 8,8). Παράλλθλα με τα δείγματα, ςε ζνα από τα ωρεάτια, θλεκτρο-

ωορείται και ζνα μίγμα πρωτεϊνϊν γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ, που χρθςιμοποιείται 

για τθν παρακολοφκθςθ τθσ πορείασ τθσ θλεκτροωόρθςθσ και για τθν αςωαλζςτερθ 

αναγνϊριςθ των πρωτεϊνϊν των δειγμάτων. 

Θ ακριβισ διαδικαςία που ακολουκείται για τθν καταςκευι των πθκτωμάτων 

και τθ ωόρτωςθ των δειγμάτων είναι θ εξισ: Οι γυάλινεσ πλάκεσ κακαρίηονται με 

μεκανόλθ και τοποκετοφνται ςε κατάλλθλθ ςυςκευι ςτιριξθσ. ΢τθ ςυνζχεια, 

τοποκετείται ανάμεςα ςτισ γυάλινεσ πλάκεσ το διάλυμα που κα ςχθματίςει το 

πικτωμα διαχωριςμοφ και περιζχει: 375mM Tris/HCl pH 8.8, 8% ζωσ 10% (w/v) 

ακρυλαμίδιο, 0.275% ζωσ 0.4125% (w/v) bis ακρυλαμίδιο, 0.1% (w/v) SDS, 0.15% 
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(w/v) APS και 0.07% (v/v) TEMED. Πριν πολυμεριςτεί, προςτίκεται ςτθν κορυωι του 

μια ςτοιβάδα απιονιςμζνου νεροφ, ζτςι ϊςτε να ευκυγραμμιςτεί θ επιωάνειά του. 

Μετά τθν ολοκλιρωςθ του πολυμεριςμοφ, το επιπλζον νερό αωαιρείται και 

προςτίκεται το διάλυμα του πθκτϊματοσ επιςτοίβαξθσ, το οποίο περιζχει: 125mM 

Tris/HCl pH 6.8, 5% (w/v) ακρυλαμίδιο, 0.165% (w/v) bis ακρυλαμίδιο, 0.1% (w/v) 

SDS, 0.1% (w/v) APS και 0.07% (v/v) TEMED. Παράλλθλα, τοποκετείται ειδικό χτενάκι 

για τον ςχθματιςμό των ωρεατίων, ςτα οποία κα τοποκετθκοφν τα δείγματα. Οι 

πλάκεσ με το πικτωμα μεταωζρονται ςτθν ςυςκευι θλεκτροωόρθςθσ, θ οποία 

γεμίηεται με ρυκμιςτικό διάλυμα θλεκτροδίων (running buffer): 25mM Tris-base, 

192mM Γλυκίνθ, 0.1% (w/v) SDS. Κατόπιν, τα δείγματα βράηονται ςτουσ 100οC για 3 

λεπτά, αναδεφονται και ωορτϊνονται με τθ βοικεια μικροςφριγγασ. Θ 

θλεκτροωόρθςθ πραγματοποιείται ςε ςτακερι τάςθ 180V, θ πορεία τθσ 

παρακολουκείται με τθ βοικεια τθσ χρωςτικισ που περιζχεται ςτο διάλυμα 

κατεργαςίασ δειγμάτων και τερματίηεται όταν θ χρωςτικι αυτι ωτάςει ςτο τζλοσ του 

πθκτϊματοσ. 

 

12. ΤΓΡΘ ΘΟΕΞΣΡΣΦΣΡΘΣΛΞΘ ΠΕΣΑΦΣΡΑ ΠΡΩΣΕΝΡΩΡ 

Οι πρωτεΐνεσ μετά τον διαχωριςμό τουσ ςτο πικτωμα τθσ ακρυλαμίδθσ 

μεταωζρονται θλεκτροωορθτικά ςε μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ. (Towbin και ςυν. 

1979, Burnette 1981). Θ μζκοδοσ βαςίηεται ςτο ότι οι πρωτεΐνεσ, που είναι αρνθτικά 

ωορτιςμζνεσ, λόγω του SDS, κινοφνται από τον αρνθτικό προσ τον κετικό πόλο τθσ 

ςυςκευισ.  

Μεταξφ των διακζςιμων μεκόδων μεταωοράσ, εκείνθ που επιλζχκθκε ςτα 

ςυγκεκριμζνα πειράματα, ιταν θ υγρι μεταωορά. Ειδικότερα, μετά το πζρασ τθσ 

θλεκτροωόρθςθσ, το πικτωμα διαχωριςμοφ, 2 ωφλλα Whatman, 2 απορροωθτικά 

υλικά και θ μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ εξιςορροποφνται για τουλάχιςτον 15 λεπτά 

ςτο διάλυμα μεταωοράσ (τransfer buffer), το οποίο περιζχει: 20 mΜ Σris-HCl pH 8.3, 

192mM γλυκίνθ και 20% (v/v) μεκανόλθ. ΢τθ ςυνζχεια, τοποκετοφνται από το κετικό 

πόλο τθσ ςυςκευισ προσ τον αρνθτικό με τθν εξισ ςειρά: 1 απορροωθτικό υλικό, 1 

ωφλλο Whatman, θ μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ, το πικτωμα ακρυλαμίδθσ, άλλο 1 

ωφλλο Whatman και, τζλοσ, το δεφτερο απορροωθτικό υλικό. Θ τοποκζτθςθ γίνεται 

με τζτοιο τρόπο ϊςτε να αποωεφγεται θ παγίδευςθ ωυςαλίδων αζρα μεταξφ των 

υλικϊν. ΢τθ ςυςκευι τοποκετείται, επιπλζον, το διάλυμα μεταωοράσ και ζνα δοχείο 

με πάγο, ζτςι ϊςτε να αποτραπεί θ μεγάλθ αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ. Θ μεταωορά 

πραγματοποιείται υπό ςτακερι τάςθ 100V για 60 λεπτά ακριβϊσ. 
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13. ΑΡΣ΢ΣΔΣΞΛΠΑ΢ΛΑ ΞΑΣΑ WESTERN (Western Blot, WB) 

 Με τθ μζκοδο τθσ ανοςοδοκιμαςίασ κατά Western, μπορεί να ανιχνευτεί μια 

πρωτεΐνθ-ςτόχοσ πάνω ςτθ μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ, με τθ χριςθ κατάλλθλου 

αντιςϊματοσ (Burnette 1981). Θ παραςκευι ειδικϊν αντιςωμάτων επιτρζπει τθν 

ειδικι ανίχνευςθ πρωτεϊνϊν που διαωζρουν ελάχιςτα, όπωσ ςτθν περίπτωςθ 

πρωτεϊνϊν τθσ ίδιασ οικογζνειασ ι πρωτεϊνϊν που διαωζρουν μόνο ωσ προσ κάποια 

μετα-μεταωραςτικι τροποποίθςθ (π.χ. ωωςωορυλίωςθ ςε ζνα αμινοξικό κατά-

λοιπο).  

Αρχικά, ζνα ειδικό αντίςωμα ζναντι τθσ υπό μελζτθ πρωτεΐνθσ (πρωτογενζσ 

αντίςωμα) προςδζνεται ςε αυτι, πάνω ςτθ μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ και ςτθ 

ςυνζχεια ζνα δεφτερο αντίςωμα (δευτερογενζσ), ςυηευγμζνο με ζνα ζνηυμο, 

αναγνωρίηει και προςδζνεται ςτο πρϊτο. Ο εντοπιςμόσ τθσ πρωτεΐνθσ γίνεται μζςω 

του εντοπιςμοφ του δευτερογενοφσ αντιςϊματοσ, με κατάλλθλθ μζκοδο, που ςτθ 

ςυγκεκριμζνθ περίπτωςθ ιταν αυτι τθσ ενιςχυμζνθσ χθμειοωωταφγειασ (Enchanced 

Chemilluminescence, ECL). H μζκοδοσ βαςίηεται ςτο ωαινόμενο τθσ ωωταφγειασ, 

δθλαδι ςτθν εκπομπι ωωτόσ από ζνα μόριο, κακϊσ αυτό χάνει ενζργεια κατά τθ 

μετάπτωςι του από μία διεγερμζνθ κατάςταςθ ςτθ βαςικι. Ζνα γνωςτό ςφςτθμα 

για τθν παραγωγι χθμειοωωταφγειασ είναι αυτό τθσ υπεροξειδάςθσ τθσ 

αγριοραωανίδασ (Horseradish Peroxidase, HRP), που καταλφει τθν οξείδωςθ τθσ 

λουμινόλθσ ςε αλκαλικζσ ςυνκικεσ. Αμζςωσ μετά τθν οξείδωςι τθσ, θ λουμινόλθ 

βρίςκεται ςε διεγερμζνθ κατάςταςθ και κατόπιν μεταπίπτει ςτθ βαςικι μζςω τθσ 

εκπομπισ ωωτόσ. Κατά τθν ενιςχυμζνθ χθμειοωωταφγεια, θ αντίδραςθ 

πραγματοποιείται παρουςία χθμικϊν ενιςχυτϊν, όπωσ οι ωαινόλεσ (Whitehead και 

ςυν. 1979). 

 Αναλυτικότερα, θ διαδικαςία, που ακολουκείται ςτθν ανάλυςθ κατά 

Western είναι θ εξισ: Αρχικά θ μεμβράνθ τθσ νιτροκυτταρίνθσ επωάηετςι για 1 ϊρα, 

ςε κερμοκραςία δωματίου, με διάλυμα δζςμευςθσ μθ-ειδικϊν κζςεων *5% (w/v) 

ςκόνθ γάλακτοσ χαμθλισ περιεκτικότθτασ ςε λιπαρά, ςε διάλυμα ζκπλυςθσ TBS-T 

(Tris-Buffered Saline-Tween-20), το οποίο περιζχει 20mM Tris/HCl pH 7.6, 137mM 

NaCl, 0.05% (v/v) Tween-20]. Αωοφ ξεπλυκεί (4 x 5 λεπτά, υπό ςυνεχι ανάδευςθ), θ 

μεμβράνθ τθσ νιτροκυτταρίνθσ επωάηεται για 16-18 ϊρεσ με κατάλλθλο πρωτογενζσ 

αντίςωμα, αραιωμζνο ςε διάλυμα 5% (w/v) BSA ι 5% (w/v) ςκόνθ γάλακτοσ ςε TBS-

T, ςτουσ 4οC, υπό ςυνεχι ανάδευςθ. Ακολουκοφν εκπλφςεισ τθσ μεμβράνθσ (4 x 5 

λεπτά, υπό ςυνεχι ανάδευςθ) και επϊαςθ με δευτερογενζσ αντίςωμα ζναντι του 

πρωτογενοφσ, το οποίο είναι αραιωμζνο ςε διάλυμα 1% (w/v) ςκόνθσ γάλακτοσ ςε 

TBS-T, για 1 ϊρα, ςε κερμοκραςία δωματίου και υπό ςυνεχι ανάδευςθ. Σα 

δευτερογενι αντιςϊματα που χρθςιμοποιικθκαν (anti-rabbit ι anti-mouse, 
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ανάλογα με το πρωτογενζσ) είναι ςυηευγμζνα με το ζνηυμο υπεροξειδάςθ (HRP). 

Μετά τθν ζκπλυςθ τθσ μεμβράνθσ (4 x 5 λεπτά, υπό ςυνεχι ανάδευςθ), εωαρμό-

ηεται θ μζκοδοσ τθσ ενιςχυμζνθσ χθμειοωωταφγειασ (ECL). Θ ομάδα των 

αντιδραςτθρίων του ECL (RPN 2106, Amersham International) περιλαμβάνει δφο 

αντιδραςτιρια. Σο Α, το οποίο περιζχει το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Θ2Ο2), το 

οποίο αποτελεί το υπόςτρωμα του ενηφμου-ιχνθκζτθ, που είναι ςυηευγμζνο με το 

δευτερογενζσ αντίςωμα και το Β, που περιζχει λουμινόλθ και ενιςχυτι τθσ 

χθμειοωωταφγειασ. Σα αντιδραςτιρια αναμιγνφονται ςε αναλογία 1:1 λίγο πριν τθ 

χριςθ και ακολουκεί επϊαςθ τθσ μεμβράνθσ, για 2 λεπτά, υπό ανάδευςθ. ΢τθ 

ςυνζχεια, θ μεμβράνθ καλφπτεται με ηελατίνθ και εκτίκεται ςε κατάλλθλο ωιλμ 

μζςα ςε ειδικι καςζτα. Ο χρόνοσ ζκκεςθσ εξαρτάται από τθν υπό μελζτθ πρωτεΐνθ 

(τθν ποςότθτά τθσ ςτο κυτταρικό εκχφλιςμα και τθν ειδικότθτα τθσ αλλθλεπίδραςισ 

τθσ με το πρωτογενζσ αντίςωμα). Σζλοσ, γίνεται εμωάνιςθ του ωιλμ (ςε διάλυμα 

εμωανιςτι, developer) και ςτακεροποίθςθ του παραγόμενου ςιματοσ (ςε διάλυμα 

ςτακεροποιθτι, fixer). Θ διαδικαςία που ακολουκείται από τθν επϊαςθ τθσ 

μεμβράνθσ ςτο  ECL μζχρι και τθν εμωάνιςθ του ωιλμ, γίνεται ςε ειδικό κάλαμο 

απουςία ωωτόσ. 

 

14. ΑΦΑΛΡΕ΢Θ ΑΡΣΛ΢ΩΠΑΣΣ΢ ΑΠΣ ΣΘ ΡΛΣΡΣΞΤΣΣΑΡΛΡΘ (Stripping) 

Μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ διαδικαςίασ εμωάνιςθσ, υπάρχει θ δυνατότθτα 

αωαίρεςθσ του αντιςϊματοσ από τθ μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ, ζτςι ϊςτε αυτι να 

μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για τθν ανίχνευςθ μιασ διαωορετικισ πρωτεΐνθσ 

(stripping) (Legocki & Verma 1981, Kaufmann και ςυν. 1987). Αυτι θ διαδικαςία 

είναι ιδιαίτερα χριςιμθ ςτθν περίπτωςθ, όπου χρειάηεται να ελεγχκεί το ιςόποςο 

ωόρτωμα μεταξφ των δειγμάτων, χρθςιμοποιϊντασ αντίςωμα ζναντι μιασ πρωτεΐνθσ 

μάρτυρα (π.χ. ακτίνθ) ι όταν θ ποςότθτα των δειγμάτων δεν επαρκεί για 

επανάλθψθ τθσ θλεκτροωόρθςθσ.  

Θ διαδικαςία περιλαμβάνει τθν επϊαςθ τθσ μεμβράνθσ ςε διάλυμα 

αποκόλλθςθσ του αντιςϊματοσ (100mM β-μερκαπτοαικανόλθ, 2% (w/v) SDS, 

62,5mM Tris/HCl pH 6,7) ςτουσ 55οC, για 1 ϊρα, υπό ςυνεχι ανάδευςθ. Ακολουκεί 

ζκπλυςθ τθσ μεμβράνθσ (4 x 5 λεπτά, υπό ςυνεχι ανάδευςθ) με TBS-T και επϊαςθ 

με το νζο πρωτογενζσ αντίςωμα, όπωσ ακριβϊσ παρουςιάςτθκε ςτθν προθγοφμενθ 

ενότθτα. 
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15. ΧΡΩ΢ΕΛ΢ ΠΡΩΣΕΝΡΩΡ 

 

15.1. Χρϊςθ πρωτεϊνϊν με Coomassie Brilliant Blue R-250 

Σο ςφνολο των πρωτεϊνϊν που βρίςκονται ςτθν πθκτι διαχωριςμοφ μπορεί να 

γίνει ορατό με τθ χριςθ τθσ χρωςτικισ Coomassie Brilliant Blue R-250, θ οποία 

προςδζνεται μθ αντιςτρεπτά ςτισ πρωτεΐνεσ.(Weber & Osborn 1969) Με τον τρόπο 

αυτό μπορεί να παρατθρθκεί το θλεκτροωορθτικό πρότυπο των πρωτεϊνϊν, αλλά 

και να ελεγχκεί θ επιτυχία τθσ μεταωοράσ των πρωτεϊνϊν ςτθ μεμβράνθ 

νιτροκυτταρίνθσ. 

΢υγκεκριμζνα, το πικτωμα διαχωριςμοφ επωάηεται για 45 λεπτά ςε 

κερμοκραςία δωματίου με το διάλυμα τθσ χρωςτικισ *0.1% (w/v) Coomassie Brilliant 

Blue, 50% (v/v) μεκανόλθ και 10% (v/v) οξικό οξφ+, υπό ςυνεχι ανάδευςθ. ΢τθ 

ςυνζχεια ακολουκεί αποχρωματιςμόσ, με διαδοχικζσ εκπλφςεισ του πθκτϊματοσ με 

το διάλυμα αποχρωματιςμοφ *10% (v/v) μεκανόλθ και 10% (v/v) οξικό οξφ+, ϊςτε να 

αποβλθκεί θ χρωςτικι από τισ περιοχζσ του πθκτϊματοσ που δεν περιζχουν 

πρωτεΐνεσ. Σζλοσ, το διάλυμα αποχρωματιςμοφ απομακρφνεται πλιρωσ με 

απιονιςμζνο νερό και το πικτωμα μπορεί, πλεόν, να ωωτογραωθκεί και να 

διατθρθκεί ςτουσ 4οC, ςε ςωραγιςμζνεσ πλαςτικζσ κικεσ. 

 

15.2. Χρϊςθ πρωτεϊνϊν με Ponceau S 

Μετά τθ μεταωορά, προκειμζνου να ελεγχκεί θ επιτυχία τθσ διαδικαςίασ, αλλά 

και το ιςόποςο ωόρτωμα των δειγμάτων, θ νιτροκυτταρίνθ βάωεται με διάλυμα τθσ 

χρωςτικισ Ponceau S. ΢ε αντίκεςθ με τθν χρωςτικι Coomassie Brilliant Blue, θ 

πρόςδεςθ τθσ Ponceau S ςτισ πρωτεϊνεσ είναι αντιςτρεπτι, με αποτζλεςμα να μθν 

προκαλεί προβλιματα ςτθν διαδικαςία τθσ ανοςοδοκιμαςίασ που κα ακολουκιςει 

και, επιπλζον, δεν προκαλεί ιςχυρό ςιμα «υποβάκρου», εωόςον θ μεμβράνθ 

αποχρωματιςτεί κατάλλθλα (Salinovich & Montelaro 1986).  

΢υγκεκριμζνα, θ νιτροκυτταρίνθ επωάηεται με το διάλυμα τθσ χρωςτικισ [0.4% 

(w/v) Ponceau S, ςε 7.5% (v/v) τριχλωροξικοφ οξζοσ (TCA)] για 1 ζωσ 2 λεπτά, υπό 

ανάδευςθ. Ο αποχρωματιςμόσ τθσ μεμβράνθσ γίνεται με διαδοχικζσ εκπλφςεισ με 

διάλυμα TBS-T. Όταν αποχρωματιςτεί επαρκϊσ το «υπόβακρο» διακρίνονται με 

ικανοποιθτικι ευκρίνεια οι ηϊνεσ των πρωτεϊνϊν. Με περιςςότερεσ εκπλφςεισ, 

επιτυγχάνεται πλιρθσ αποχρωματιςμόσ, προκειμζνου θ μεμβράνθ να 

χρθςιμοποιθκεί ςτα επόμενα ςτάδια τθσ ανοςοδοκιμαςίασ. 
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16. ΧΡΘ΢Θ ΟΣΓΛ΢ΠΛΞΩΡ ΠΡΣΓΡΑΠΠΑΣΩΡ  

΢τθν παροφςα διδακτορικι διατριβι χρθςιμοποιικθκαν τα εξισ λογιςμικά 

προγράμματα: 

 Microsoft Office Word 2010, για τθ ςυγγραωι τθσ διατριβισ 

 Adobe Photoshop CS5, για τθν επεξεργαςία των εικόνων 

 Gel Analyzer 1.0 και ImageJ 1.45s, για τθν πυκνομετρικι ανάλυςθ των 

αποτελεςμάτων 

 Microsoft Office Excel 2010 και GraphPad 5.0, για τθ ςτατιςτικι επεξεργαςία των 

αποτελεςμάτων και τθ δθμιουργία των γραωθμάτων 

 EndNote X5, για τθν ειςαγωγι των βιβλιογραωικϊν αναωορϊν 

 

17. ΢ΣΑΣΛ΢ΣΛΞΘ ΕΠΕ΢ΕΡΓΑ΢ΛΑ 

Σα αποτελζςματα, που παρουςιάηονται ςτο κεωάλαιο που ακολουκεί, είναι 

αντιπροςωπευτικά των αντίςτοιχων πειραμάτων. Όλεσ οι τιμζσ ςυνιςτοφν το μζςο 

όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD), εκτόσ αν 

αναωζρεται κάτι διαωορετικό. Για τθ ςτατιςτικι επεξεργαςία των αποτελεςμάτων 

χρθςιμοποιικθκε το λογιςμικό GraphPad Prism 5.0 και οι ςτατιςτικά ςθμαντικζσ 

διαωορζσ ανάμεςα ςτο εκάςτοτε δείγμα και το δείγμα-μάρτυρα προςδιορίςτθκαν με 

εωαρμογι του Student’s unpaired t test. Θ ςφγκριςθ μεταξφ πολλαπλϊν μεταβλθτϊν 

πραγματοποιικθκε – όπου ιταν απαραίτθτθ – με τθ βοικεια τθσ μεκόδου ελζγχου 

διακφμανςθσ κατά ζνα παράγοντα (one way ΑΝΟVA), ακολουκοφμενθ από το 

Student-Newman-Keuls’ test. ΢ε κάκε περίπτωςθ, ωσ ςτατιςτικά ςθμαντικζσ 

κρίκθκαν οι τιμζσ για τισ οποίεσ ιςχφει: Ρ<0,05.   
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IV. ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ 

1. ΠΛΞΡΣ΢ΩΠΑΣΛΔΛΑΞΣΛ ΡΤΠΣΛ ΣΘ΢ ΑΣΠΣ΢ΦΑΛΡΑ΢ 

Οι μικροςωματιδιακοί ρφποι (Particulate Matter, ΡΜ), επιλζχκθκαν ωσ ζνα 

αντιπροςωπευτικό ετερογενζσ μίγμα ατμοςωαιρικϊν ρφπων από βιομθχανία ςτο 

κζντρο τθσ Ακινασ. Μετά τθ ςυλλογι τουσ ςε κατάλλθλα ωίλτρα (βλ. 4.2.), 

πραγματοποιικθκε χθμικι ανάλυςθ του ςωματιδιακοφ ωορτίου και διαωορικι 

εκχφλιςθ του οργανικοφ και υδατοδιαλυτοφ κλάςματοσ των ρφπων, προκειμζνου να 

προςδιοριςτεί ο βακμόσ κυτταροτοξικότθτάσ τουσ και θ επίδραςι τουσ ςτουσ 

μοριακοφσ δείκτεσ επιβίωςθσ, Akt και HIF-1α. 

 

1.1. Επίδραςη των ΡΜ ςτη βιωςιμότητα των πνευμονικών επιθηλιακών 

κυττάρων, Α549. 

Θ διαδοχικι τοποκζτθςθ ωίλτρων με πόρουσ ωκίνουςασ διαμζτρου, ςτα 

ςυςτιματα άντλθςθσ αζρα, παρείχε τθ δυνατότθτα τθ διακριτι μελζτθ τθσ 

επίδραςθσ μικροςωματιδίων διαωορετικϊν κατθγοριϊν μεγζκουσ. Όπωσ 

καταγράωεται ςτθν Εικόνα 20, θ κυτταροτοξικι δράςθ των ςωματιδίων, φςτερα 

από επϊαςθ 24 ωρϊν, ιταν ιπια (<20%) και εκδθλϊκθκε μόνο παρουςία υψθλϊν 

ςυγκεντρϊςεων ςωματιδίων με αεροδυναμικι διάμετρο 0,1-2,5μΜ, ενϊ ςε 

αντίςτοιχεσ ςυγκεντρϊςεισ μεγαλφτερων ςωματιδίων δεν παρατθρικθκε καμία 

μεταβολι ςτθν επιβίωςθ των κυττάρων. ΢το διάγραμμα παρουςιάηονται οι 

μετριςεισ, που αωοροφν ςτα επικθλιακά κφτταρα πνεφμονα, Α549.  

 

Εικόνα 20: Ξαταγραφι τθσ κυτταροτοξικισ δράςθσ και τθσ ςυγκζντρωςθσ των μικροςωματιδίων 

ςυναρτιςει τθσ αεροδυναμικισ διαμζτρου τουσ (μm). Σα κφτταρα Α549 επωάςτθκαν παρουςία 

μικροςωματιδίων διαωορετικισ ςυγκζντρωςθσ και αεροδυναμικισ διαμζτρου, για 24 ϊρεσ, και θ 

βιωςιμότθτά τουσ προςδιορίςτθκε με τθ μζκοδο ΜΣΣ. Οι μετριςεισ αποτελοφν το μζςο όρο 

τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων πειραμάτων. Η απόκλιςθ ςε κάκε περίπτωςθ είναι ≤5% του Μ.Ο. 
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Αξίηει, ωςτόςο, να ςθμειωκεί ότι παρόμοιο πρότυπο παρατθρικθκε και ςε 

τρεισ επιπλζον κυτταρικζσ ςειρζσ, ανκρϊπινθσ προζλευςθσ, Α431, MCF7 

(αδενοκαρκίνωμα μαςτοφ) και PC3 (καρκίνωμα προςτάτθ).  

Θ χθμικι ανάλυςθ των ανόργανων ςυςτατικϊν του ςωματιδιακοφ μίγματοσ, θ 

οποία πραγματοποιικθκε από τθν ερευνθτικι ομάδα του κ. Ν. Μιχαλόπουλου 

(Σμιμα Χθμείασ, Πανεπιςτιμιο Κριτθσ) ανιχνεφκθκαν ιόντα Cl-, NO3
-, SO4

2-, NH4
+ και 

Ca2+, κακϊσ και τα μζταλλα Cu, Fe, Ni και Cr,  ςε όλο το εφροσ μεγεκϊν, χωρίσ, 

ωςτόςο να παρουςιάηουν ομοιόμορωθ κατανομι (Εικόνα 21). ΢υγκεκριμζνα, 

ιδιαίτερα υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ SO4
2- και NH4

+ εντοπίςτθκαν ςτα ςωματίδια 

αεροδυναμικισ διαμζτρου 0,1-1μΜ, ενϊ ςτα μεγαλφτερα ςωματίδια (1-10μΜ) 

υπερίςχυαν τα ιόντα Ca2+ και τα μζταλλα Cu και Fe. Αξίηει να ςθμειωκεί, ότι θ 

μείωςθ τθσ βιωςιμότθτασ παρατθρείται ςτα ΡΜ με τα υψθλά ποςοςτά SO4
2- και 

NH4
+, επιβεβαιϊνοντασ τον κρίςιμο ρόλο, τόςο τθσ χθμικισ ςφςταςθσ, όςο και των 

διαςτάςεων των μικροςωματιδιακϊν ρφπων, ςτο κακοριςμό τθσ τοξικότθτάσ τουσ. 

 

  

 

 

Εικόνα 21: Χθμικι ανάλυςθ του ςωματιδιακοφ φορτίου των φίλτρων PTFE. Kαταγραωι τθσ 

ςυγκζντρωςθσ (Α) ανόργανων ιόντων και (Β) μετάλλων ςυναρτιςει τθσ αεροδυναμικισ διαμζτρου 

των ςωματιδίων.  

Α) 

Β) 
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Όπωσ προαναωζρκθκε, το δεφτερο ςφςτθμα άντλθςθσ αζρα, που 

χρθςιμοποιικθκε, περιείχε ωίλτρα, τα οποία ςυγκρατοφςαν το ςφνολο των 

ςωματιδίων με αεροδυναμικι διάμετρο ≤10μΜ. ΢τα δείγματα αυτά 

πραγματοποιικθκε διαωορικι εκχφλιςθ των ανόργανων και οργανικϊν ςυςτατικϊν 

τουσ με νερό και διχλωρομεκάνιο (DCM), αντίςτοιχα, και ακολοφκθςε επϊαςθ των 

κυττάρων Α549 με αυξανόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ, για 24 ϊρεσ. ΢ε κάκε περίπτωςθ 

παρατθρικθκε ζντονοσ δοςοεξαρτϊμενοσ κυτταρικόσ κάνατοσ (Εικόνα 22). 

΢υγκρίνοντασ, τα δφο εκχυλίςματα, το υδατοδιαλυτό κλάςμα ωαίνεται να εκδθλϊνει 

ιςχυρότερθ κυτταροτοξικι δράςθ (IC50ΤΔΑΣ=6,25μg/ml, IC50ΑΝΟΡ=25μg/ml). Οι 

μετριςεισ αωοροφν ζνα από τα ωίλτρα, που μελετικθκαν. Παρόλα αυτά 

κεωροφνται αντιπροςωπευτικζσ του ςυνόλου των δειγμάτων, κακϊσ δεν 

παρατθρικθκαν ςθμαντικζσ διακυμάνςεισ μεταξφ των διαωορετικϊν ωίλτρων.  
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Εικόνα 22: Διαφορικι επίδραςθ του οργανικοφ και του ανόργανου κλάςματοσ των ΡΠ2,5-10 ςτθ 

βιωςιμότθτα των κυττάρων Α549. Σα κφτταρα επωάςτθκαν παρουςία αυξανόμενων ςυγκεντρϊςεων 

(α) ανόργανου ι (β) οργανικοφ εκχυλίςματοσ ΡΜ (0-50μg/ml) για 24 ϊρεσ, ενϊ ωσ μάρτυρασ 

χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που καλλιεργικθκαν ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. Οι τιμζσ 

αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) 

(*P<0.05, ***P<0.001) 

 

 

1.2. Διαφορική επίδραςη ολικοφ, ανόργανου και οργανικοφ κλάςματοσ 

των ΡΜ ςτον HIF-1α και την κινάςη Akt 

Προκειμζνου να διερευνθκεί θ επίδραςθ των ΡΜ και ςε μοριακό επίπεδο, 

πραγματοποιικθκε επϊαςθ των κυττάρων Α549 με δφο διαωορετικζσ 

ςυγκεντρϊςεισ ολικοφ, υδατοδιαλυτοφ ι οργανικοφ εκχυλίςματοσ, για 24 ϊρεσ, και 

ακολοφκθςε ανίχνευςθ των πρωτεϊνικϊν επιπζδων των δεικτϊν επιβίωςθσ, HIF-1α 

και pΑkt (Εικόνα 23). ΢ε όλεσ τισ περιπτϊςεισ, παρατθρικθκε δοςοεξαρτϊμενθ 

μείωςθ, τόςο του μεταγραωικοφ παράγοντα HIF-1α, όςο και του βακμοφ 

α) β) 
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ενεργοποίθςθσ (ωωςωορυλίωςθσ) τθσ κινάςθσ Akt. Ειδικότερα, θ μείωςθ τθσ pAkt, 

ωαίνεται να οωείλεται ςε μεγαλφτερο βακμό ςτα ςυςτατικά του οργανικοφ 

κλάςματοσ, ςε αντίκεςθ με τον HIF-1α, ςτον οποίο τόςο το οργανικό, όςο και το 

υδατοδιαλυτό κλάςμα ζδραςαν ακροιςτικά. 

…………. 

 

 

Εικόνα 23: Επίδραςθ των μικροςωματιδιακϊν ρφπων (ΡΠ) ςτα πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-1α και 

ςτθ φωςφορυλίωςθ τθσ κινάςθσ Αkt. Σα κφτταρα Α549 επωάςτθκαν με διαωορετικζσ 

ςυγκεντρϊςεισ ολικοφ (6 και 100μg/ml), υδατοδιαλυτοφ (3 και 50μg/ml) και οργανικοφ εκχυλίςματοσ 

ΡΜ, ενϊ ωσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που καλλιεργικθκαν ςε ωυςιολογικό κρεπτικό 

υλικό. Ακολοφκθςε ανοςοδοκιμαςία κατά Western ζναντι του HIF-1α, τθσ ωωςωορυλιωμζνθσ και τθσ 

ολικισ Akt. Σο ιςόποςο ωόρτωμα των πρωτεϊνϊν ελζγχκθκε με ανίχνευςθ των επιπζδων τθσ ακτίνθσ. 

Παρουςιάηονται αντιπροςωπευτικά ανοςοςτυπϊματα από τουλάχιςτον τρία ανεξάρτθτα πειράματα. 

(Ρ<0,05) 

 

2. ΡΑΡΣ΢ΩΠΑΣΛΔΛΑ DIESEL  

Σα νανοςωματίδια (Diesel Exhaust Particles, DEP) εκλφονται ςτθν ατμόςωαιρα 

από εξατμίςεισ μθχανϊν εςωτερικισ καφςθσ. ΢υνεπϊσ, πρόκειται για κοινοφσ 

ρφπουσ, οι οποίοι ανιχνεφονται ςε ιδιαίτερα υψθλά ποςοςτά, κυρίωσ ςτα μεγάλα 

αςτικά κζντρα. ΢τθν παροφςα διδακτορικι διατριβι χρθςιμοποιικθκε ζνα πρότυπο 

μίγμα νανοςωματιδίων (SRM2975), γνωςτισ χθμικισ ςφςταςθσ, που ςυλλζχκθκε 

από εξατμίςεισ ανυψωτικϊν μθχανθμάτων. Διερευνικθκε θ κυτταροτοξικότθτα των 

νανοςωματιδίων, κακϊσ και θ πικανι επίδραςι τουσ ςε ζνα μεγάλο εφροσ προ-

επιβιωτικϊν ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν και μεταγραωικϊν παραγόντων. Επιπλζον, 

χρθςιμοποιικθκε ζνα ςφςτθμα ςυγκαλλιζργειασ των επικθλιακϊν κυττάρων του 

πνεφμονα με ωυςιολογικοφσ ινοβλάςτεσ από τον ίδιο ιςτό, προκειμζνου να 

διερευνθκεί ο ρόλοσ τθσ αλλθλεπίδραςθσ διαωορετικϊν κυτταρικϊν τφπων ςτθ 

διαμόρωωςθ των αποκρίςεων των επικθλιακϊν κυττάρων.  

 

HIF-1α 

pAkt 

Akt 

ακτίνθ 

Σλικό 
εκχφλιςμα 

Σργανικό 
εκχφλιςμα 

Τδατοδιαλυτό 
εκχφλιςμα 



ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ 

 

 
92 

 

2.1. Επίδραςη των νανοςωματιδίων DEP ςτη βιωςιμότητα των κυττάρων 

Α549. 

Αρχικά, εξετάςτθκε θ επίδραςθ των νανοςωματιδίων DEP ςτθ βιωςιμότθτα 

των κυττάρων Α549. Όπωσ παρουςιάηεται ςτθν Εικόνα 24, θ κυτταροτοξικι δράςθ 

των DEP εκδθλϊκθκε μόνο μετά από παρατεταμζνθ επϊαςθ (≥48 ωρϊν), ενϊ οι 24 

ϊρεσ επϊαςθσ δεν επθρζαςαν αρνθτικά τθ βιωςιμότθτα των κυττάρων, ςτο εφροσ 

ςυγκεντρϊςεων, που μελετικθκαν. Αντικζτωσ, θ επιβίωςθ των κυττάρων ωαίνεται 

να ευνοείται ςε ςυγκεντρϊςεισ μικρότερεσ των 12μg/ml. Σο αποτζλεςμα αυτό κα 

μποροφςε να ερμθνευτεί από το γεγονόσ ότι τα DEP – ωσ παραπροϊόντα καφςθσ 

υγρϊν καυςίμων – περιζχουν υψθλά ποςοςτά οργανικϊν ρφπων, οριςμζνοι από 

τουσ οποίουσ ζχουν αποδεδειγμζνθ καρκινογόνο δράςθ.  
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Εικόνα 24: Επίδραςθ των νανοςωματιδίων DEP ςτθ βιωςιμότθτα των κυττάρων Α549. Σα κφτταρα 

επωάςτθκαν με αυξανόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ DEP (0-100μg/ml) για 24, 48 και 72 ϊρεσ, ενϊ ωσ 

μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που καλλιεργικθκαν ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. Οι τιμζσ 

αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) (P<0.05) 

 

2.2. Επίδραςη των νανοςωματιδίων DEP ςε ςηματοδοτικά μονοπάτια και 

μεταγραφικοφσ παράγοντεσ των κυττάρων Α549. 

Επϊαςθ των κυττάρων με αυξανόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ DEP (0-100μg/ml) για 

24 ϊρεσ, οδιγθςε ςε ζνα κωδωνοειδζσ πρότυπο απόκριςθσ των μεταγραωικϊν 

παραγόντων HIF-1α, NrF2 και pNFκB, με μζγιςτθ τιμι ςτα 25μg/ml (Εικόνα 25). Θ 

επαγωγι των δεικτϊν NrF2 και pNFκB υποδθλϊνει τθ διατάραξθ τθσ 

οξειδοαναγωγικισ ιςορροπίασ του κυττάρου, παρουςία των νανοςωματιδίων DEP. 

΢τισ αντίςτοιχεσ ςυγκεντρϊςεισ, θ κινάςθ Αkt παρουςίαςε μειωμζνα επίπεδα 

ωωςωορυλίωςθσ. Θ μείωςθ αυτι, ωςτόςο, δεν επθρζαςε τθν επιβίωςθ των 

κυττάρων, πικανά λόγω παράλλθλθσ ενεργοποίθςθσ άλλων ςθματοδοτικϊν 
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μονοπατιϊν επιβίωςθσ. Θ ςυγκζντρωςθ των 25μg/ml χρθςιμοποιικθκε ςε όλα τα 

πειράματα που ακολοφκθςαν, κακϊσ είναι μθ κυτταροτοξικι και ικανι να 

κινθτοποιιςει μοριακοφσ δείκτεσ με προςτατευτικι και προ-επιβιωτικι δράςθ.  
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Εικόνα 25: Δοςοεξαρτϊμενθ επίδραςθ των νανοςωματιδίων DEP ςτα πρωτεϊνικά επίπεδα των HIF-

1α και ΡrF2 και ςτθ φωςφορυλίωςθ των πρωτεϊνϊν Akt και NFκΒ. Σα κφτταρα επωάςτθκαν με 

αυξανόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ DEP (0-100μg/ml) για 24 ϊρεσ, ενϊ ωσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκαν 

κφτταρα, που καλλιεργικθκαν ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. (A) Aντιπροςωπευτικά 

ανοςοςτυπϊματα ανοςοδοκιμαςίασ κατά Western ζναντι των ολικϊν επιπζδων των HIF-1α και ΝrF2 

και των ωωςωορυλιωμζνων μορωϊν των πρωτεϊνϊν Akt και NFκΒ. Σο ιςόποςο ωόρτωμα των 

πρωτεϊνϊν ελζγχκθκε με ανίχνευςθ των επιπζδων τθσ ακτίνθσ. (Β) Πυκνομετρικι ανάλυςθ των 

ανοςοςτυπωμάτων. Οι τιμζσ αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων μετριςεων ± 

τυπικι απόκλιςθ (SD) (*P<0.05, **P<0.01, †P<0.001) 
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Προκειμζνου να διευκρινιςτεί το ακριβζσ χρονοδιάγραμμα των παραπάνω 

αποκρίςεων, πραγματοποιικθκαν επωάςεισ μικρότερθσ διάρκειασ με 25μg/ml DEP. 

Όπωσ παρουςιάηεται ςτθν Εικόνα 26, θ επαγωγι του HIF-1α και του ΝFκΒ είναι 

άμεςθ και εκδθλϊνεται ιδθ από τα 15 λεπτά επϊαςθσ. Θ ωωςωορυλίωςθ τθσ 

κινάςθσ Αkt παρουςιάηεται ελαωρϊσ μειωμζνθ ςε ςφγκριςθ με το μάρτυρα ςε όλα 

τα χρονικά διαςτιματα, που μελετικθκαν και, ςυνεπϊσ, δε ωαίνεται να εμπλζκεται 

ςτισ αποκρίςεισ των μεταγραωικϊν παραγόντων. Επειδι, όμωσ, τα μειωμζνα 

επίπεδα ενεργοποίθςθσ τθσ Αkt δεν ςυνοδεφονται από κυτταρικό κάνατο, 

εξετάςτθκαν και άλλα ςθματοδοτικά μονοπάτια, που επάγουν τθν επιβίωςθ. 

΢υγκεκριμζνα, μελετικθκε θ ωωςωορυλίωςθ δφο μελϊν των ΜΑΡ κιναςϊν, τθσ p38 

και των ERKs. Θ ενεργοποίθςθ και των δφο κιναςϊν ανιχνεφκθκε επίςθσ από τα 15 

λεπτά επϊαςθσ και διατθρικθκε ςε υψθλά επίπεδα τουλάχιςτον μζχρι τισ 24 ϊρεσ. 

Είναι πικανό, θ μειωμζνθ ενεργοποίθςθ του μονοπατιοφ ΡΙ3Κ/Αkt να 

αντιςτακμίηεται από τθ δράςθ των ΜΑΡΚs, εξαςωαλίηοντασ τθν επιβίωςθ των 

κυττάρων Α549.  

 

                                           

Εικόνα 26: Χρονοεξαρτϊμενθ επίδραςθ των νανοςωματιδίων DEP ςτα πρωτεϊνικά επίπεδα του 

HIF-1α και ςτθ φωςφορυλίωςθ των πρωτεϊνϊν Akt, NFκΒ, p38 και pERKs. Σα κφτταρα επωάςτθκαν 

με 25μg/ml DEP για 0-24 ϊρεσ, ενϊ ωσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που καλλιεργικθκαν 

ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. Ακολοφκθςε ανοςοδοκιμαςία κατά Western ζναντι των ολικϊν 

επιπζδων του HIF-1α και των ωωςωορυλιωμζνων μορωϊν των πρωτεϊνϊν Akt, NFκΒ, p38 και pERKs. 

Σο ιςόποςο ωόρτωμα των πρωτεϊνϊν ελζγχκθκε με ανίχνευςθ των επιπζδων τθσ ακτίνθσ. 

Παρουςιάηονται αντιπροςωπευτικά ανοςοςτυπϊματα από τουλάχιςτον τρία ανεξάρτθτα πειράματα. 
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Είναι γεγονόσ ότι οι μακράσ διάρκειασ επωάςεισ απζχουν κατά πολφ από τισ 

πραγματικζσ ςυνκικεσ ζκκεςθσ του ανκρϊπου ςτουσ ρφπουσ τθσ ατμόςωαιρασ. ΢το 

πλαίςιο μιασ καλφτερθσ προςζγγιςθσ των κακθμερινϊν ςυνκθκϊν ζκκεςθσ, 

πραγματοποιικθκαν μικρισ διάρκειασ, επαναλαμβανόμενεσ επωάςεισ (Εικόνα 

27Α). Ειδικότερα, τα κφτταρα επωάςτθκαν με 25μg/ml DEP για 2 ϊρεσ και ςτθ 

ςυνζχεια τα νανοςωματίδια απομακρφνκθκαν με ανανζωςθ του κρεπτικοφ υλικοφ 

για 22 επιπλζον ϊρεσ. Θ διαδικαςία αυτι επαναλιωκθκε άλλθ μία ωορά και 

ακολοφκθςε διαωορικι εκχφλιςθ κυτταροπλαςματικϊν και πυρθνικϊν πρωτεϊνϊν 

για τθν ανίχνευςθ των κυτταροπλαςματικϊν πρωτεϊνϊν και των μεταγραωικϊν 

παραγόντων, αντίςτοιχα.  

 

 

 

Εικόνα 27: Επίδραςθ των ςφντομων, επαναλαμβανόμενων εκκζςεων ςτα νανοςωματίδια DEP. Σα 

κφτταρα Α549 επωάςτθκαν παρουςία 25μg/ml DEP για 2 ϊρεσ και ςτθ ςυνζχεια οι ρφποι 

απομακρφνκθκαν και τα κφτταρα παρζμειναν ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό για 22 επιπλζον ϊρεσ. 

Θ διαδικαςία επαναλιωκθκε άλλθ μία ωορά και ακολοφκθςε διαωορικι εκχφλιςθ πυρθνικϊν και 

κυτταροπλαςματικϊν πρωτεϊνϊν. Ωσ μάρτυρεσ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα που καλλιεργικθκαν για 

48 ϊρεσ ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. (Α) ΢χθματικι περιγραωι του πειραματικοφ πρωτοκόλλου. 

(Β) Aντιπροςωπευτικά ανοςοςτυπϊματα ανοςοδοκιμαςίασ κατά Western ζναντι των πυρθνικϊν 

επιπζδων των μεταγραωικϊν παραγόντων HIF-1α, ΝrF2 και pNFκΒ, κακϊσ και των 

κυτταροπλαςματικϊν επιπζδων των πρωτεϊνϊν pAkt, ΘΟ-1 και pERKs. Σο ιςόποςο ωόρτωμα των 

πρωτεϊνϊν ελζγχκθκε με ανίχνευςθ των επιπζδων τθσ ακτίνθσ. Σα αποτελζςματα είναι 

αντιπροςωπευτικά τριϊν ανεξάρτθτων πειραμάτων.  
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Οι διαδοχικζσ ςφντομεσ επωάςεισ με τα νανοςωματίδια DEP προκάλεςαν 

αξιοςθμείωτεσ μεταβολζσ ςτα κφτταρα Α549, οι οποίεσ, ςτισ περιςςότερεσ 

περιπτϊςεισ, διατθρικθκαν ακόμα και 22 ϊρεσ μετά τθν απομάκρυνςι τουσ από το 

μζςο καλλιζργειασ (Εικόνα 27Β). ΢υγκεκριμζνα, όςον αωορά, ςτον μεταγραωικό 

παράγοντα ΘIF-1α, οι επαναλαμβανόμενεσ επωάςεισ ζδραςαν ακροιςτικά, κακϊσ θ 

ςυςςϊρευςι του ςτον πυρινα ιταν περιςςότερο μαηικι ςε ςφγκριςθ με τθν απλι 

δίωρθ επϊαςθ. Επιπλζον, ενϊ ο μεταγραωικόσ παράγοντασ NrF2 ανιχνεφεται ςτον 

πυρινα ςε επίπεδα παρόμοια με αυτά του μάρτυρα, δεν μπορεί να αποκλειςτεί θ 

πικανότθτα μιασ πρϊιμθσ παροδικισ επαγωγισ. Θ υπόκεςθ αυτι ενιςχφεται από 

τθν επαγωγι του προςτατευτικοφ ενηφμου οξυγενάςθ τθσ αίμθσ (ΘΟ-1), που 

αποτελεί προϊόν ενόσ από τα κυριότερα γονίδια-ςτόχουσ του NrF2. Επιπλζον, θ 

διατιρθςθ τθσ ΘΟ-1 ςε υψθλά επίπεδα καταδεικνφει ότι θ οξειδοαναγωγικι 

ιςορροπία του κυττάρου εξακολουκεί να είναι διαταραγμζνθ.  

Σα αποτελζςματα αυτά είναι εξαιρετικά ενδιαωζροντα, κακϊσ υποδθλϊνουν 

ότι ακόμα και μικρισ διάρκειασ ζκκεςθ ςτουσ ατμοςωαιρικοφσ ρφπουσ – που 

αντιπροςωπεφουν καλφτερα τισ πραγματικζσ ςυνκικεσ – είναι ικανι να αωιςει ζνα 

είδοσ «αποτυπϊματοσ» ςτα κφτταρα. Παρατεταμζνθ ενεργοποίθςθ ςθματοδοτικϊν 

μονοπατιϊν που προάγουν τθν κυτταρικι επιβίωςθ και τον πολλαπλαςιαςμό, ςε 

ςυνδυαςμό με τθν αποδεδειγμζνθ μεταλλαξογόνο δράςθ των οργανικϊν ρφπων, 

είναι πικανό να ςυμβάλουν μακροπρόκεςμα ςτθν εξαλλαγι των κυττάρων και τθν 

καρκινογζνεςθ. Επίςθσ, αξίηει να ςθμειωκεί ότι κατά τισ μικρζσ επαναλαμβανόμενεσ 

επωάςεισ, οι οποίεσ ςυνολικά διιρκεςαν 48 ϊρεσ, θ κυτταρικι βιωςιμότθτα δεν 

επθρεάςτθκε, ςε αντίκεςθ με τθ ςυνεχι 48ωρθ επϊαςθ, θ οποία μείωςε τθν 

επιβίωςθ κατά περίπου 15% ςε ςφγκριςθ με το μάρτυρα (Εικόνα 24). 

 

2.3. Επίδραςη των νανοςωματιδίων DEP ςε ςφςτημα ςυγκαλλιζργειασ 

επιθηλιακών κυττάρων και φυςιολογικών ινοβλαςτών πνεφμονα.  

Σο μικροπεριβάλλον του πνεφμονα in vivo, όπωσ και κάκε ιςτοφ, αποτελείται 

από ζνα ςφνολο διαωορετικϊν κυτταρικϊν τφπων, θ αλλθλεπίδραςθ των οποίων 

είναι κακοριςτικι για τθν διαμόρωωςθ τθσ τελικισ απόκριςθσ ςε εξωτερικά 

ερεκίςματα. ΢υνεπϊσ, θ αποκλειςτικι χριςθ μεμονωμζνων κυτταρικϊν τφπων, αν 

και μπορεί να μασ δϊςει ςθμαντικζσ πλθροωορίεσ, δεν είναι απόλυτα 

αντιπροςωπευτικι. ΢τθν παροφςα μελζτθ, ςτο πλαίςιο μιασ πιο ολοκλθρωμζνθσ 

προςζγγιςθσ των in vivo ςυνκθκϊν, χρθςιμοποιικθκε ζνα ςφςτθμα ςυγκαλλιζργειασ 

των επικθλιακϊν κυττάρων, Α549, με ανκρϊπινουσ ωυςιολογικοφσ ινοβλάςτεσ 

πνεφμονα νεαρισ γενιάσ, DLF (Distal Lung Fibroblasts). Θ διάταξθ του ςυςτιματοσ 

ςυγκαλλιζργειασ «transwell» (Εικόνα 28Α), παρζχει τθ δυνατότθτα ταυτόχρονθσ 
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καλλιζργειασ διαωορετικϊν κυτταρικϊν τφπων ςτο ίδιο κρεπτικό υλικό, χωρίσ 

άμεςθ επαωι μεταξφ τουσ. Μια θμιπερατι μεμβράνθ, επιτρζπει τθν αμοιβαία 

επικοινωνία των δφο κυτταρικϊν πλθκυςμϊν, μζςω εκκρινόμενων μεςολαβθτϊν 

και, παράλλθλα, τθ διακριτι επεξεργαςία τουσ, μετά το πζρασ του πειράματοσ. 

Επειδι ο ιςτόσ που ζρχεται ςε άμεςθ επαωι με τουσ ατμοςωαιρικοφσ ρφπουσ κατά 

τθν ειςπνοι, είναι το επικιλιο των αεραγωγϊν και των κυψελίδων, το μίγμα των 

DEP χορθγικθκε ςτα κφτταρα Α549 (ανϊτερο διαμζριςμα). Μετά το πζρασ τθσ 

επίδραςθσ πραγματοποιικθκε εκχφλιςθ των ολικϊν πρωτεϊνϊν και από τουσ δφο 

κυτταρικοφσ τφπουσ. Οι μοριακοί δείκτεσ, που εξετάςκθκαν, ιταν αντίςτοιχοι με τα 

πειράματα ςτθν απλι καλλιζργεια των Α549, προκειμζνου να διαπιςτωκοφν τυχόν 

διαωοροποιιςεισ μεταξφ των δφο πειραματικϊν μοντζλων. 

Όπωσ παρουςιάηεται ςτθν Εικόνα 28Β, οι αποκρίςεισ των Α549 δεν 

παρουςίαςαν ςθμαντικζσ μεταβολζσ, ςε ςφγκριςθ με τθν απλι μονοκαλλιζργεια. 

Ιδιαίτερα ςθμαντικζσ ιταν οι αποκρίςεισ των ωυςιολογικϊν ινοβλαςτϊν (Εικόνα 

28Γ). ΢υγκεκριμζνα, όπωσ και ςτθ μονοκαλλιζργεια των επικθλιακϊν κυττάρων, 

παρατθρικθκε ζντονθ ενεργοποίθςθ του ωωςωορυλιωμζνου ΝFκB και των ολικϊν 

επιπζδων του HIF-1α. Μικρότερθ, αλλά ςτατιςτικά ςθμαντικι ιταν θ επαγωγι του 

ΝrF2 και τθσ προςτατευτικισ πρωτεΐνθσ-ςτόχου του, ΘΟ-1, υποδθλϊνοντασ τθν 

παρουςία ςυνκθκϊν οξειδωτικοφ ςτρεσ. Ωςτόςο, ςε αντίκεςθ με τα επικθλιακά 

κφτταρα, ςτουσ ινοβλάςτεσ παρατθρικθκε ενεργοποίθςθ του ςθματοδοτικοφ 

μονοπατιοφ ΡΙ3Κ/Αkt, ενϊ οι κινάςεσ ERKs δεν παρουςίαςαν κάποια μεταβολι μετά 

τθν 24ωρθ επϊαςθ. Αξίηει να ςθμειωκεί ότι οι αποκρίςεισ των ινοβλαςτϊν 

οωείλονται κυρίωσ ςε παρακρινικοφσ μεςολαβθτζσ, αλλά και μεταβολίτεσ των 

οργανικϊν ρφπων, που εκκρίνονται, κατά τθ διάρκεια τθσ επϊαςθσ, από τα 

επικθλιακά κφτταρα, και διαπερνοφν τθν θμιπερατι μεμβράνθ.  
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Εικόνα 28: Επίδραςθ των νανοςωματιδίων DEP ςε ςφςτθμα ςυγκαλλιζργειασ επικθλιακϊν 

κυττάρων, Α549, και φυςιολογικϊν ινοβλαςτϊν πνεφμονα, DLF. Σα κφτταρα Α549, ςτο ανϊτερο 

διαμζριςμα τθσ πειραματικισ διάταξθσ, επωάςτθκαν παρουςία 25μg/ml DEP για 24 ϊρεσ και ςτθ 

ςυνζχεια ζγινε απομόνωςθ του ολικοφ πρωτεϊνικοφ εκχυλίςματοσ και από τουσ δφο κυτταρικοφσ 

τφπουσ. Ωσ μάρτυρεσ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα που καλλιεργικθκαν ςε ωυςιολογικό κρεπτικό 

υλικό. A) ΢χθματικι απεικόνιςθ του ςυςτιματοσ ςυγκαλλιζργειασ transwell. B) Καταγραωι τθσ 

απόκριςθσ των επικθλιακϊν κυττάρων, Α549, ςτθ μονοκαλλιζργεια (M) και τθ ςυγκαλλιζργεια (T), ςε 

ςφγκριςθ με το μάρτυρα. Γ) Καταγραωι τθσ απόκριςθσ των ωυςιολογικϊν πνευμονικϊν ινοβλαςτϊν 

τθσ ςυγκαλλιζργειασ. Οι τιμζσ αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων μετριςεων ± 

τυπικι απόκλιςθ (SD) (*P<0.05, **P<0.01 ςε ςφγκριςθ με το μάρτυρα) 
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2.4. Επίδραςη τησ προ-φλεγμονώδουσ κυτταροκίνησ IL-1β ςτον HIF-1α. Ο 

ρόλοσ του ςηματοδοτικοφ μονοπατιοφ PI3K/Akt. 

Όπωσ προαναωζρκθκε, οι παρατθροφμενεσ αποκρίςεισ ςτο ςφςτθμα τθσ 

ςυγκαλλιζργειασ οωείλονται, τόςο ςτθν άμεςθ επίδραςθ των νανοςωματιδίων DEP, 

όςο και ςτθν αμοιβαία παρακρινικι επικοινωνία των διαωορετικϊν κυτταρικϊν 

τφπων. ΢τθν παροφςα διδακτορικι διατριβι, ςτο πλαίςιο τθσ ταυτοποίθςθ 

μοριακϊν μεςολαβθτϊν, που ςυμμετζχουν ςτθν απόκριςθ ςτα DEP, εξετάςτθκε θ 

επίδραςθ τθσ προ-ωλεγμονϊδουσ κυτταροκίνθσ, IL-1β, ςτον ΘΙF-1α. Θ επιλογι τθσ 

ςυγκεκριμζνθσ ιντερλευκίνθσ βαςίςτθκε ςε βιβλιογραωικά δεδομζνα, που 

επιβεβαιϊνουν τθν ζκκριςι τθσ από ινοβλάςτεσ πνεφμονα. Πράγματι, εξωγενισ 

χοριγθςθ IL-1β ςτα κφτταρα Α549, ακόμα και ςε ιδιαίτερα χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ, 

τθσ τάξθσ των 50pg/ml, οδιγθςε ςε άμεςθ και μαηικι αφξθςθ των ολικϊν 

πρωτεϊνικϊν επιπζδων του ΘΙF-1α, με μζγιςτθ τιμι ςτισ 6 ϊρεσ επϊαςθσ (Εικόνα 

29Α,Β). Ο αναςτολζασ  τθσ ΡΙ3Κ, wortmannin, ανζςτειλε ςε μεγάλο ποςοςτό τθν 

απόκριςθ του ΘΙF-1α, υποδθλϊνοντασ ότι – παρουςία IL-1β – το μονοπάτι ΡΙ3Κ/Αkt 

διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο αναρροϊκά του μεταγραωικοφ παράγοντα (Εικόνα 

29Γ). ΢υνεπϊσ, είναι πικανό θ ςυγκεκριμζνθ ιντερλευκίνθ να εμπλζκεται, ςε 

ςυνδυαςμό με άλλουσ μεςολαβθτζσ, ςτθν παρατθροφμενθ απόκριςθ των κυττάρων 

ςτο ςφςτθμα τθσ ςυγκαλλιζργειασ. 

 

             

                  

Εικόνα 29: Επίδραςθ τθσ ιντερλευκίνθσ IL-1β ςτα πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-1α και ςτθ 

φωςφορυλίωςθ τθσ κινάςθσ Αkt. Σα κφτταρα Α549 επωάςτθκαν (A) με διαωορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ 

IL-1β για 24 ϊρεσ, (B) με 50pg/ml IL-1β για διαωορετικά χρονικά διαςτιματα και (Γ) με 50pg/ml IL-1β 

για 24 ϊρεσ παρουςία ι απουςία 100 nM wortmannin (wort). Θ wort προςτζκθκε ςτο κρεπτικό υλικό 

30 λεπτά πριν τθν IL-1β. Ωσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που καλλιεργικθκαν ςε 

ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. Ακολοφκθςε ανοςοδοκιμαςία κατά Western ζναντι του HIF-1α και τθσ 

ωωςωορυλιωμζνθσ Akt. Σο ιςόποςο ωόρτωμα των πρωτεϊνϊν ελζγχκθκε με ανίχνευςθ των επιπζδων 

τθσ ακτίνθσ. Παρουςιάηονται αντιπροςωπευτικά ανοςοςτυπϊματα από τουλάχιςτον τρία ανεξάρτθτα 

πειράματα. 
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2.5. Επίδραςη των νανοςωματιδίων DEP ςτην ομοιόςταςη των ιόντων 

αςβεςτίου.  

Σα ιόντα αςβεςτίου, αποτελοφν ζνα δεφτερο μινυμα, το οποίο κινθτοποιείται 

άμεςα ωσ απόκριςθ ςε ποικίλα ενδογενι και εξωγενι ερεκίςματα και ςυμμετζχει 

ςτθ ρφκμιςθ πολλαπλϊν κυτταρικϊν λειτουργιϊν, μεταξφ των οποίων, θ επιβίωςθ, 

ο πολλαπλαςιαςμόσ, θ γονιδιακι ζκωραςθ, αλλά και ο κυτταρικόσ κάνατοσ. Βάςει 

βιβλιογραωικϊν δεδομζνων, που υποςτθρίηουν τθν εμπλοκι των οργανικϊν ρφπων 

ςτθν διατάραξθ τθσ ομοιόςταςθσ των ιόντων αςβεςτίου – κυρίωσ μζςω τθσ 

επαγωγισ οξειδωτικοφ ςτρεσ – χρθςιμοποιικθκε θ μζκοδοσ τθσ ωκοριςμομετρίασ 

προκειμζνου να προςδιοριςτοφν ανάλογεσ μεταβολζσ ςτο παρόν πειραματικό 

μοντζλο. Επϊαςθ των κυττάρων Α549 με 25μg/ml DEP για 24 ϊρεσ, μείωςε κατά 

21,06±3,30% τα βαςικά επίπεδα του ελεφκερου κυτταροπλαςματικοφ αςβεςτίου, 

ενϊ, αντίκετα, αφξθςε κατά 33,71±4,86% το περιεχόμενο του ενδοπλαςματικοφ 

δικτφου (Εικόνα 30). Θ επιπλζον ςυςςϊρευςθ ιόντων αςβεςτίου ςτισ ενδοκυττάριεσ 

αποκικεσ του ενδοπλαςματικοφ δικτφου (ΕΔ) υποδθλϊνει ζνα αυξθμζνο δυναμικό 

ςθματοδότθςθσ παρουςία των νανοςωματιδίων DEP. 
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Εικόνα 30: Eπίδραςθ των νανοςωματιδίων DEP ςτθν ομοιόςταςθ των ιόντων αςβεςτίου. Σα 

κφτταρα Α459 επωάςτθκαν με 25μg/ml DEP για 24 ϊρεσ και ακολοφκθςε ωκοριςμομετρικόσ 

προςδιοριςμόσ (Α) των βαςικϊν επιπζδων Ca2+ ςτο κυτταρόπλαςμα, (Β) τθσ ειςροισ Ca2+ φςτερα από 

τεχνθτι εκκζνωςθ του ΕΔ με καψιγκαργκίνθ (Σg) και (Γ) του περιεχομζνου του ΕΔ ςε Ca2+. Ωσ 

μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα που επωάςτθκαν με τον οργανικό διαλφτθ των DEP, DMSO. 

(Δ) Αντιπροςωπευτικι καταγραωι τθσ άμεςθσ απελευκζρωςθσ ιόντων αςβεςτίου από το ΕΔ, φςτερα 

από χοριγθςθ Tg (100nM). Οι τιμζσ αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων 

μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) (†P<0.001) 
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3. ΒΕΡΗΣ[α]ΠΤΡΕΡΛΣ 

Σο βενηο*α+πυρζνιο (B*α+P) ανικει ςτθν ομάδα των πολυκυκλικϊν 

αρωματικϊν υδρογονανκράκων (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, PAHs) και είναι 

ζνασ ιδιαίτερα κοινόσ οργανικόσ ρφποσ, με καρκινογόνεσ ιδιότθτεσ. Αν και δεν ζχει 

ςωματιδιακι ωφςθ, επιλζχκθκε ωσ ζνα από τα βαςικά οργανικά ςυςτατικά και των 

δφο ςωματιδιακϊν μιγμάτων που προθγικθκαν, ϊςτε να ςυμβάλλει ςτθ 

διεξοδικότερθ διερεφνθςθ τθσ δράςθσ τουσ. 

 

3.1. Επίδραςη του Β*α+Ρ ςτη βιωςιμότητα των κυττάρων Α549. 

Αρχικά, εξετάςτθκε θ βιωςιμότθτα των κυττάρων Α549 παρουςία Β*α+Ρ. 

Τψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ του ρφπου (≥10μΜ) εκδιλωςαν ιπια κυτταροτοξικι δράςθ, 

με τθν κυτταρικι βιωςιμότθτα να μειϊνεται κατά 30±6,5%†, μετά από 24 ϊρεσ 

επίδραςθσ με 100μΜ (Εικόνα 31Α). Αντίκετα, οι χαμθλότερεσ, μθ κυτταροτοξικζσ 

ςυγκεντρϊςεισ ωαίνεται να ευνοοφν τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό. Όπωσ 

καταγράωεται ςτθν αντίςτοιχθ καμπφλθ επιβίωςθσ, το B[α]P προκαλεί μικρι, αλλά 

ςτατιςτικά ςθμαντικι, αφξθςθ τθσ βιωςιμότθτασ, θ οποία διατθρείται ςε επίπεδα 

υψθλότερα από τον μάρτυρα ακόμα και μετά από 72 ϊρεσ επϊαςθσ (Εικόνα 31Β). 

Αυτά τα αποτελζςματα επιβεβαιϊνουν τα βιβλιογραωικά δεδομζνα, που 

υποςτθρίηουν τθν προ-καρκινικι δράςθ του ςυγκεκριμζνου ρφπου ςε ςυνκικεσ 

παρατεταμζνθσ ζκκεςθσ ςε χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ. Επιπλζον, αξίηει να ςθμειωκεί, 

ότι ανάλογθ μιτογόνοσ δράςθ, ςτισ 24 ϊρεσ, παρατθρικθκε και ςε χαμθλζσ 

ςυγκεντρϊςεισ των νανοςωματιδίων DEP. 
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Εικόνα 31: Επίδραςθ του (Β*α+Ρ) ςτθ βιωςιμότθτα των κυττάρων Α549. Σα κφτταρα επωάςτθκαν με 

(Α) 0-100μΜ Β*α+Ρ για 24 ϊρεσ και (Β) 0-20μΜ Β*α+Ρ για 24, 48 και 72 ϊρεσ, ενϊ ωσ μάρτυρασ 

χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που καλλιεργικθκαν ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. Οι τιμζσ 

αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) (P<0.05) 

 

Α) Β) 
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3.2. Επίδραςη κυτταροτοξικών ςυγκεντρώςεων Β*α+Ρ. 

 

3.2.1. Ανίχνευςη προϊόντων προςθήκησ ςτο DNA 

Είναι γνωςτό ότι κατά τον μεταβολιςμό του Β*α+Ρ από τα ζνηυμα του 

κυτοχρϊματοσ Ρ450, παράγονται θλεκτρονιόωιλεσ ενϊςεισ με ιςχυρι μεταλλαξο-

γόνο δράςθ. ΢ε αντίκεςθ με το μθ-πολικό Β*α+Ρ, οι θλεκτρονιόωιλοι μεταβολίτεσ 

του ςυνδζονται ομοιοπολικά ςε πουρινικά κατάλοιπα του DNA, ςχθματίηοντασ 

ςφμπλοκα, γνωςτά ωσ «προϊόντα προςκικθσ» (DNA adducts). Αντίςτοιχα ςφμπλοκα 

ανιχνεφκθκαν και ςτα κφτταρα Α549 με χρωματογραωία λεπτισ ςτιβάδασ (TLC), δφο 

διαςτάςεων, μετά από 24 ϊρεσ επϊαςθσ με 100μΜ Β*α+Ρ (Εικόνα 32). Αν και θ 

ςυγκεκριμζνθ τεχνικι δεν παρζχει τθ δυνατότθτα ταυτοποίθςθσ των ςυμπλόκων, 

βιβλιογραωικά δεδομζνα υποςτθρίηουν ότι τo πλζον ςφνθκεσ προϊόν προςκικθσ 

είναι αυτό που δθμιουργείται μεταξφ του εποξειδίου διόλθσ του Β*α+Ρ 

(Βenzo*α+Ρyrene Diol Epoxide, BPDE) και του νουκλεοτιδίου γουανίνθσ.  

 

       

Εικόνα 32: Ανίχνευςθ προϊόντων προςκικθσ ςτο DNA των κυττάρων Α549, παρουςία 

κυτταροτοξικϊν ςυγκεντρϊςεων Β*α+Ρ. Σα κφτταρα επωάςτθκαν με 100μΜ Β*α+Ρ για 24 ϊρεσ και 

μετά από ςιμανςθ των μεμονωμζνων νουκλεοτιδίων τουσ με ραδιενεργό ωωςωόρο ακολοφκθςε 

χρωματογραωία λεπτισ ςτιβάδασ (TLC) δφο διαςτάςεων. Ωσ μάρτυρεσ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, 

που καλλιεργικθκαν ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. Θ κθλίδα, που υποδεικνφει το βζλοσ, 

αντιπροςωπεφει προϊόντα προςκικθσ. 

 

3.2.2. Ανίχνευςη θραφςεων του DNA, με την τεχνική τησ ηλεκτροφόρηςησ 

ολόκληρων κυττάρων. 

Θ αωαίρεςθ των προϊόντων προςκικθσ, ςτο πλαίςιο τθσ επιδιόρκωςθσ τθσ 

γενετικισ βλάβθσ, οδθγεί ςτθ δθμιουργία κραφςεων ςτθν αλυςίδα του DNA. 

Πράγματι, επωάηοντασ τα κφτταρα Α549 ςτισ ςυνκικεσ, ςτισ οποίεσ ανιχνεφτθκαν 

προϊόντα προςκικθσ, και εωαρμόηοντασ τθν τεχνικι τθσ θλεκτροωόρθςθσ 

ολόκλθρων κυττάρων (δοκιμαςία comet), παρατθριςαμε τον ςχθματιςμό των 

χαρακτθριςτικϊν «κομθτϊν» ςτο 70,5±13,4% των κυττάρων, που επωάςτθκαν με 

Β*α+Ρ και μόλισ ςτο 16,3±3,2% των κυττάρων-μαρτφρων. Οι «ουρζσ» αυτϊν των 

ςχθματιςμϊν αποτελοφνται από τα κραφςματα του γενετικοφ υλικοφ, τα οποία 
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εμωανίηουν υψθλότερθ θλεκτροωορθτικι κινθτικότθτα. Οι εκτεταμζνεσ κραφςεισ 

του DNA κατά τθν επίδραςθ υψθλϊν κυτταροτοξικϊν ςυγκεντρϊςεων B*α+Ρ, κα 

μποροφςε να ευκφνεται για τον αυξθμζνο κυτταρικό κάνατο ςε αυτζσ τισ ςυνκικεσ. 

 

 

            
 

 

Εικόνα 33: Ανίχνευςθ κραφςεων ςτο γενετικό υλικό των κυττάρων Α549, παρουςία 

κυτταροτοξικϊν ςυγκεντρϊςεων Β*α+Ρ. Σα κφτταρα επωάςτθκαν με 100μΜ Β*α+Ρ για 24 ϊρεσ και 

ακολοφκθςε θλεκτροωόρθςθ ολόκλθρων κυττάρων (δοκιμαςία comet) και χρϊςθ του DNA με DAPI. 

Ωσ μάρτυρεσ, χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που καλλιεργικθκαν ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. 

Παρουςιάηονται ωωτογραωίεσ αντιπροςωπευτικϊν οπτικϊν πεδίων από τρία ανεξάρτθτα πειράματα 

και θ ποςοτικοποίθςθ των αποτελεςμάτων, φςτερα από παρατιρθςθ τουλάχιςτον 100 τυχαίων 

κυττάρων ανά δείγμα. 

 

3.2.3. Ζλεγχοσ κατακερματιςμοφ του DNA, με τη μζθοδο του DNA laddering. 

Ζνα από τα κυριότερα γεγονότα, που λαμβάνουν χϊρα κατά τθν επαγωγι 

αποπτωτικοφ (και όχι νεκρωτικοφ) κανάτου, είναι ο κατακερματιςμόσ του DNA ςε 

κραφςματα, με μζγεκοσ πολλαπλάςιο των 180 ηευγϊν βάςεων (180bp). Όπωσ 

περιγράωεται ςτθν ενότθτα Τλικά & Μζκοδοι, τα κραφςματα αυτά μποροφν να 

ανιχνευτοφν φςτερα από απομόνωςθ του γενωμικοφ DNA, θλεκτροωόρθςι του ςε 

πικτωμα αγαρόηθσ και χρϊςθ με βρωμιοφχο αικίδιο.  

Προκειμζνου να διαπιςτωκεί αν θ μείωςθ τθσ κυτταρικισ βιωςιμότθτασ, 

παρουςία υψθλϊν ςυγκεντρϊςεων Β*α+Ρ, οωείλεται ςτθν επαγωγι απόπτωςθσ, 

εωαρμόςτθκε θ παραπάνω τεχνικι ςε επικθλιακά κφτταρα πνεφμονα (Α549) και 

δζρματοσ (Α431), τα οποία είχαν επωαςτεί με διαωορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ Β*α+Ρ, 

για 24 ϊρεσ (Εικόνα 34). Όςον αωορά ςτα κφτταρα Α549, δεν παρατθρικθκε καμία 

διαωοροποίθςθ ςτο θλεκτροωορθτικό προωίλ των επωαςμζνων κυττάρων, ςε 
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ςφγκριςθ με το μάρτυρα, ακόμα και ςε ςυγκζντρωςθ 160μΜ. Αντίκετα, θ επϊαςθ 

των κυττάρων Α431 με 80μΜ Β*α+Ρ, προκάλεςε κραφςθ του DNA ςε μικρό βακμό, 

χωρίσ, όμωσ, να ανιχνεφεται το χαρακτθριςτικό πρότυπο τθσ «ςκάλασ». Σο 

αποτζλεςμα αυτό, ςε ςυνδυαςμό με τθ δοκιμαςία κυτταροτοξικότθτασ οδιγθςαν 

ςτο ςυμπζραςμα, ότι οι υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ Β*α+Ρ, οδθγοφν είτε ςε παφςθ του 

πολλαπλαςιαςμοφ, είτε ςε νζκρωςθ. Παρόλα αυτά, το ενδεχόμενο του αποπτωτικοφ 

κανάτου, δεν μπορεί να αποκλειςτεί με αςωάλεια, λόγω τθσ χαμθλισ ευαιςκθςίασ 

τθσ μεκόδου, ειδικά ςε περιπτϊςεισ, όπου θ μείωςθ τθσ κυτταρικισ βιωςιμότθτασ 

δεν ξεπερνά το 30% (Εικόνα 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 34: Ζλεγχοσ κατακερματιςμοφ του γενωμικοφ DNA, παρουςία Β*α+Ρ. Σα επικθλιακά 
κφτταρα πνεφμονα (Α549) και δζρματοσ (Α431) επωάςτθκαν με διαωορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ Β*α+Ρ, 
για 24h και ςτθ ςυνζχεια πραγματοποιικθκε απομόνωςθ του γενωμικοφ DNA και θλεκτροωόρθςθ ςε 
πικτωμα αγαρόηθσ. Παρουςιάηονται αντιπροςωπευτικά πθκτϊματα φςτερα από χρϊςθ του DNA με 
βρωμιοφχο αικίδιο.  

 

3.2.4. Επίδραςη κυτταροτοξικών ςυγκεντρώςεων B[a]P ςτην ενεργοποίηςη τησ 

Αkt και τα πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-1α. 

Επεκτείνοντασ τθ μελζτθ ςε μοριακό επίπεδο, εξετάςκθκε θ απόκριςθ των 

δεικτϊν επιβίωςθσ, pAkt και HIF-1α, ςτισ κυτταροτοξικζσ ςυγκεντρϊςεισ του Β*α+Ρ. 

Σα κφτταρα Α549 επωάςτθκαν με 50 και 100μΜ Β*α+Ρ για 0,5-2 ϊρεσ και 

ακολοφκθςε απομόνωςθ του ολικοφ πρωτεϊνικοφ εκχυλίςματοσ. Όπωσ κατα-

γράωεται ςτθν Εικόνα 35, θ ενεργοποίθςθ τθσ κινάςθσ Akt, αν και παρουςίαςε μια 

πρϊιμθ αφξθςθ ςτα 30 λεπτά (κατά 70,60±25,60%* ςτα 50μΜ και 127,90±27,90%* 

ςτα 100μΜ), μετά τθ 1 ϊρα επανιλκε ςτα επίπεδα του μάρτυρα, με ωκίνουςα τάςθ 

0 2,5 10 40 160 0 80 μΠ Β*α+Ρ 

Α549 Α431 
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ςτα 100μΜ. Αντίκετα, ο μεταγραωικόσ παράγοντασ HIF-1α, εκδιλωςε ιδθ από τα 30 

πρϊτα λεπτά, ςθμαντικι μείωςθ (κατά 42,50±6,30%** ςτα 50μΜ και 53,50±3,30%† 

ςτα 100μΜ), θ οποία ςυνεχίςτθκε κατά ζνα δοςοεξαρτϊμενο πρότυπο. Θ απόκριςθ 

και των δεικτϊν ςυνάδει με τθν κυτταροτοξικι δράςθ, που παρατθρικθκε ςε 

μεγαλφτερουσ χρόνουσ ςε αυτζσ τισ ςυγκεντρϊςεισ. 
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Εικόνα 35: Επίδραςθ κυτταροτοξικϊν ςυγκεντρϊςεων Β*α+Ρ ςτθ pAkt και τον HIF-1α. Σα κφτταρα 

Α549 επωάςτθκαν με 50 και 100μΜ Β*α+Ρ για 0,5-2 ϊρεσ και, ςτθ ςυνζχεια, ανιχνεφκθκαν τα 

επίπεδα τθσ ωωςωορυλιωμζνθσ Akt και του HIF-1α ςε ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίςματα. Ωσ μάρτυρεσ, 

χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που καλλιεργικθκαν ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. Οι τιμζσ 

αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) 

(*P<0.05, **P<0.01) 

   

3.2.5. ΢υνδυαςτική επίδραςη Β*α+Ρ και τεχνητών νανοςωματιδίων PLGA-PEO. 

Σα νανοςωματίδια PLGA είναι τεχνθτά ςυμπολυμερι νανοςωματίδια 

γλυκολικοφ-γαλακτικοφ οξζοσ, τα οποία χρθςιμοποιοφνται ςιμερα ωσ μεταωορείσ 

ωαρμακευτικϊν ουςιϊν, με ζγκριςθ του Οργανιςμοφ Σροωίμων και Φαρμάκων τθσ 

Αμερικισ (FDA). Θ χοριγθςθ ωαρμακευτικϊν ςκευαςμάτων με τθ χριςθ 

νανοωορζων, κερδίηει ςυνεχϊσ ζδαωοσ τα τελευταία χρόνια. Αυτό οωείλεται κυρίωσ 

ςε δφο ιδιότθτεσ αυτϊν των ςκευαςμάτων: αωενόσ ςτθ δυνατότθτα ςτόχευςισ τουσ 

ςτον επικυμθτό ιςτό, ϊςτε να απαιτοφνται μικρότερεσ δόςεισ και να αποωεφγονται 

οι ςυςτθματικζσ παρενζργειεσ, και αωετζρου, ςτθ δυνατότθτα ελζγχου του ρυκμοφ 

απελευκζρωςθσ τθσ ωαρμακευτικισ ουςίασ. Ειδικότερα, τα νανοςωματίδια PLGA 

ζχουν ζνα επιπλζον πλεονζκτθμα: τα προϊόντα διάςπαςισ τουσ – γλυκολικό και 

γαλακτικό οξφ – ειςζρχονται ωυςιολογικά ςτον κφκλο του Κrebs, όπωσ και τα 

αντίςτοιχα ενδογενι μόρια, ελαχιςτοποιϊντασ τισ ανεπικφμθτεσ παρενζργειεσ για 

τον οργανιςμό. 

Ωςτόςο, όπωσ προαναωζρκθκε και ςτο κεωάλαιο τθσ Ειςαγωγισ, τα 

ςωματίδια αυτισ τθσ κλίμακασ μεγζκουσ, χαρακτθρίηονται από ιδιαίτερα αυξθμζνθ 
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τάςθ προςρόωθςθσ άλλων μορίων ςτθν επιωάνειά τουσ. Θ ιδιότθτα αυτι 

δθμιουργεί ερωτιματα ςχετικά με τισ επιπτϊςεισ που κα μποροφςε να ζχει θ 

προςρόωθςθ ατμοςωαιρικϊν ρφπων ςτθν επιωάνεια των νανοςωματιδιακϊν 

ωορζων, κυρίωσ ςτθν περίπτωςθ ειςπνεόμενων ωαρμακευτικϊν ςκευαςμάτων. ΢ε 

αυτό το πλαίςιο, αωοφ ελζγξαμε τθν επίδραςθ των νανοςωματιδίων PLGA 

μεμονωμζνα, διερευνιςαμε τθν απόκριςθ των επικθλιακϊν κυττάρων του 

πνεφμονα ςτθν ταυτόχρονθ χοριγθςθ PLGA και Β*α+Ρ. 

Επϊαςθ των κυττάρων με 0-100μg/ml PLGA για 24 ϊρεσ προκάλεςε ιπια 

κυτταροτοξικι δράςθ ςε υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ, μειϊνοντασ τθ βιωςιμότθτα των 

κυττάρων κατά 20,6±3,2%** ςτα 100μg/ml (Εικόνα 36). Σο αποτζλεςμα αυτό ιταν 

αναμενόμενο και αποδίδεται ςτθ βιοδιαςπϊμενθ ωφςθ των ςωματιδίων. 

Αντίςτοιχα, ςε μοριακό επίπεδο, ο μεταγραωικόσ παράγοντασ ΘΙF-1α παρουςίαςε 

ςτατιςτικά ςθμαντικι μείωςθ, μόνο ςε ςυγκεντρϊςεισ ≥100μg/ml (Εικόνα 37). 

Αντίκετα, θ ωωςωορυλίωςθ τθσ κινάςθσ Αkt ελαττϊκθκε κατά ζνα δοςοεξαρτϊμενο 

πρότυπο, παρουςία PLGA (Εικόνα 37). Ωςτόςο, θ αρνθτικι ρφκμιςθ του μονοπατιοφ 

επιβίωςθσ PI3K/Akt δεν ωαίνεται να επθρεάηει ςθμαντικά τθν επιβίωςθ των 

κυττάρων.  
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Εικόνα 36: Επίδραςθ των νανοςωματιδίων PLGA ςτθ βιωςιμότθτα των κυττάρων Α549. Σα κφτταρα 

επωάςτθκαν με αυξανόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ PLGA (0-100μg/ml) για 24 ϊρεσ, ενϊ ωσ μάρτυρασ 

χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που καλλιεργικθκαν ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. Οι τιμζσ 

αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) 

(*P<0.05, **P<0.01) 
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Εικόνα 37: Δοςοεξαρτϊμενθ επίδραςθ των νανοςωματιδίων PLGA ςτα πρωτεϊνικά επίπεδα του 

HIF-1α και τθσ φωςφορυλιωμζνθσ Akt. Σα κφτταρα επωάςτθκαν με αυξανόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ 

PLGA (0-200μg/ml) για 24 ϊρεσ, ενϊ ωσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που καλλιεργικθκαν 

ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. (A) Aντιπροςωπευτικά ανοςοςτυπϊματα κατά Western ζναντι τθσ 

ωωςωορυλιωμζνθσ κινάςθσ Akt και του HIF-1α. Σο ιςόποςο ωόρτωμα των πρωτεϊνϊν ελζγχκθκε με 

ανίχνευςθ των επιπζδων τθσ ακτίνθσ. (Β) Πυκνομετρικι ανάλυςθ των ανοςοςτυπωμάτων. Οι τιμζσ 

αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) 

(*P<0.05, **P<0.01, †P<0.001) 

 

΢τθ ςυνζχεια, πραγματοποιικθκε ταυτόχρονθ επϊαςθ των κυττάρων με 

25μg/ml PLGA (μθ τοξικι ςυγκζντρωςθ) και 20μΜ Β*α+Ρ, για 24 ϊρεσ. Ωσ μάρτυρεσ 

χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα που καλλιεργικθκαν ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό, 

αλλά και με προςκικθ του κάκε χθμικοφ παράγοντα ξεχωριςτά. Όπωσ 

παρουςιάηεται ςτθν Εικόνα 38, θ ςυνδυαςτικι επίδραςθ με PLGA και Β*α+Ρ μείωςε 

δραςτικά, τόςο τθ ωωςωορυλίωςθ τθσ Akt, όςο και τα πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-

1α (72±6,1% και 65±4,6%, αντίςτοιχα) ςε ςφγκριςθ με τθν απλι επίδραςθ με PLGA ι 

Β*α+Ρ. Αυτι θ διαπίςτωςθ ζχει εξαιρετικό ενδιαωζρον, κακϊσ δθμιουργεί 

ερωτιματα ςχετικά με το πόςο αςωαλι είναι τελικά τα – κεωρθτικά – ακίνδυνα 

τεχνθτά νανοςωματίδια, που χρθςιμοποιοφνται ευρζωσ ςτθν ιατρικι και τθ 

νανοβιομθχανία, ςε περίπτωςθ που ςυνδυαςτοφν με άλλα τοξικά ςωματίδια τθσ 

ατμόςωαιρασ. Δεν αποκλείεται, θ αλλθλεπίδραςθ αυτι να οδθγεί ςτθ ςυςςϊρευςθ 

pAkt 
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ακτίνθ 
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και τθν αυξθμζνθ βιοδιακεςιμότθτα των ατμοςωαιρικϊν ρφπων ςτον πνεφμονα και, 

κατά ςυνζπεια, ςτθν ενίςχυςθ των επιβλαβϊν επιπτϊςεϊν τουσ. 
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Εικόνα 38: ΢υνδυαςτικι επίδραςθ Β*α+Ρ και PLGA ςτα πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-1α και τθσ 

pAkt. Σα κφτταρα επωάςτθκαν με 20μΜ Β*α+Ρ, 25μg/ml PLGA ι με το ςυνδυαςμό τουσ, ενϊ ωσ 

μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που καλλιεργικθκαν ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. (A) 

Aντιπροςωπευτικά ανοςοςτυπϊματα ανοςοδοκιμαςίασ κατά Western ζναντι τθσ ωωςωορυλιωμζνθσ 

κινάςθσ Akt και του HIF-1α. Σο ιςόποςο ωόρτωμα των πρωτεϊνϊν ελζγχκθκε με ανίχνευςθ των 

επιπζδων τθσ ακτίνθσ. (Β) Πυκνομετρικι ανάλυςθ των ανοςοςτυπωμάτων. Οι τιμζσ αποτελοφν το 

μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) (**P<0.01, †P<0.001 ςε 

ςφγκριςθ με τα κφτταρα μάρτυρεσ, ##P<0.01, ###P<0.001 ςε ςφγκριςθ με τα κφτταρα παρουςία μόνο 

Β*α+Ρ ι PLGA) 
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3.3. Επίδραςη μη κυτταροτοξικών ςυγκεντρώςεων Β*α+Ρ. 

To μεγαλφτερο μζροσ των πειραμάτων, εςτιάςτθκε ςτισ χαμθλζσ, μθ 

κυτταροτοξικζσ ςυγκεντρϊςεισ του Β*α+Ρ, που προςεγγίηουν περιςςότερο τισ 

πραγματικζσ ςυνκικεσ ζκκεςθσ και, επιπλζον, ευνοοφν τθν κυτταρικι επιβίωςθ. Kαι 

ςε αυτι τθν περίπτωςθ, εξετάςτθκε θ επίδραςθ του ρφπου ςε ςθματοδοτικά 

μονοπάτια και μεταγραωικοφσ παράγοντεσ, που προωκοφν τθν επιβίωςθ και τθν 

προςταςία του κυττάρου ζναντι του οξειδωτικοφ ςτρεσ. Παράλλθλα με τα 

επικθλιακά κφτταρα του πνεφμονα, διερευνικθκαν οι αντίςτοιχεσ αποκρίςεισ ςε 

επικθλιακά κφτταρα δζρματοσ, κακϊσ και ςε ωυςιολογικοφσ ινοβλάςτεσ και από 

τουσ 2 ιςτοφσ, προκειμζνου να διαπιςτωκοφν τυχόν διαωορζσ μεταξφ ιςτϊν ι 

αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ κυτταρικϊν τφπων. ΢τθ ςυνζχεια, ελζγχκθκε θ επίδραςθ 

του Β*α+Ρ ςτθν ομοιόςταςθ των ιόντων Ca2+ και θ πικανι ςυμμετοχι τουσ ςτισ 

αποκρίςεισ των, υπό μελζτθ, μοριακϊν δεικτϊν, με ζμωαςθ ςτθν κινάςθ Αkt και το 

μεταγραωικό παράγοντα ΘIF-1α. Σζλοσ, μελετικθκε θ απόκριςθ των παραπάνω 

δεικτϊν ςτο Β*α+Ρ παρουςία επιπρόςκετων ςτρεςογόνων ςυνκθκϊν, που 

προςομοιϊνουν πακολογικζσ καταςτάςεισ. 

 

3.3.1. Επίδραςη τησ παρατεταμζνησ ζκθεςησ ςτο Β*α+Ρ, ςτα πρωτεϊνικά επίπεδα 

του HIF-1α και τησ pAkt. 

Είναι γεγονόσ, ότι ςτα αςτικά κζντρα, θ ζκκεςθ ενόσ ατόμου ςτουσ 

ατμοςωαιρικοφσ ρφπουσ είναι χρόνια. ΢ε αυτό το πλαίςιο, τα κφτταρα Α549 

καλλιεργικθκαν παρουςία χαμθλισ, μθ κυτταροτοξικισ ςυγκζντρωςθσ Β*α+Ρ 

(2,5μΜ) για μεγάλο χρονικό διάςτθμα και τα πρωτεϊνικά επίπεδα των HIF-1α και 

pAkt ανιχνεφκθκαν μετά από 1, 3 και 10 θμζρεσ. Όπωσ διαπιςτϊκθκε, αν και οι δφο 

δείκτεσ επιβίωςθσ επάγονται ςτισ 24 ϊρεσ επϊαςθσ, θ παρατεταμζνθ παρουςία του 

ρφπου οδθγεί ςε ςθμαντικι μείωςθ των επιπζδων τουσ, ςε ςφγκριςθ με το μάρτυρα 

(Εικόνα 39). Σο αποτζλεςμα αυτό ςυνάδει με τα δεδομζνα τθσ δοκιμαςίασ 

κυτταροτοξικότθτασ, όπου, κατά τισ 72 ϊρεσ επϊαςθσ, θ κυτταρικι βιωςιμότθτα – 

αν και βρίςκεται ακόμα ςε υψθλά επίπεδα – εμωανίηει μια ωκίνουςα τάςθ ςε 

ςφγκριςθ με τισ 48 ϊρεσ (Εικόνα 31). Είναι πικανό το ςυςςωρευόμενο οξειδωτικό 

ςτρεσ κατά τθν παρατεταμζνθ ζκκεςθ να υπερβαίνει τθν ικανότθτα των 

προςτατευτικϊν μθχανιςμϊν του κυττάρου να το περιορίςουν. 
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Εικόνα 39: Επίδραςθ τθσ παρατεταμζνθσ ζκκεςθσ ςτο Β*α+Ρ, ςτα ολικά πρωτεϊνικά επίπεδα του 
HIF-1α και τθσ φωςφορυλιωμζνθσ Akt. Σα κφτταρα καλλιεργικθκαν παρουςία 2,5μΜ Β*α+Ρ για 1, 3 
και 10 θμζρεσ, ενϊ ωσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που αναπτφχκθκαν ςε ωυςιολογικό 
κρεπτικό υλικό. (A) Aντιπροςωπευτικά ανοςοςτυπϊματα ανοςοδοκιμαςίασ κατά Western ζναντι τθσ 
ωωςωορυλιωμζνθσ Αkt και του HIF-1α. Σο ιςόποςο ωόρτωμα των πρωτεϊνϊν ελζγχκθκε με 
ανίχνευςθ των επιπζδων τθσ ακτίνθσ. (Β) Πυκνομετρικι ανάλυςθ των ανοςοςτυπωμάτων. Οι τιμζσ 
αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) 
(*P<0.05, **P<0.01, †P<0.001) 

 

3.3.2. Επίδραςη του Β*α+Ρ, ςτα ολικά επίπεδα των μοριακών δεικτών pAkt, HIF-

1α και NrF2. 

Παρατθρϊντασ τθν μείωςθ των δεικτϊν επιβίωςθσ ωσ αποτζλεςμα τθσ 

ςυνεχοφσ, παρατεταμζνθσ ζκκεςθσ ςτον ρφπο, προςανατολιςτικαμε ςτον ζλεγχο 

των αντίςτοιχων αποκρίςεων ςε ςφντομα χρονικά διαςτιματα επϊαςθσ. Άλλωςτε,  

όπωσ προαναωζρκθκε ςτθν περίπτωςθ των νανοςωματιδίων DEP, θ χρόνια ζκκεςθ 

ςτουσ ατμοςωαιρικοφσ ρφπουσ ςυνίςταται – ουςιαςτικά – ςτθν επανάλθψθ πολλϊν 

και ςφντομων γεγονότων ζκκεςθσ. Αρχικά, εξετάςτθκε θ απόκριςθ των κυττάρων 

Α549 ςε ζνα εφροσ ςυγκεντρϊςεων Β*α+Ρ (0-20μΜ) για 1 ϊρα. Όπωσ καταγράωεται 

ςτθν Εικόνα 40, θ ςυγκζντρωςθ των 2,5μΜ  προκάλεςε αφξθςθ ςτα επίπεδα των 

μεταγραωικϊν παραγόντων HIF-1α (1,32±0,09**) και NrF2 (2,00±0,21†), χωρίσ, 

όμωσ, παράλλθλθ μεταβολι ςτθ ωωςωορυλίωςθ τθσ Αkt, ενϊ ςε υψθλότερεσ 

ςυγκεντρϊςεισ και οι τρεισ δείκτεσ παρουςίαςαν ζνα δοςοεξαρτϊμενο πρότυπο 

μείωςθσ. 
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Εικόνα 40: Επίδραςθ του B[α]P ςτθν ενεργοποίθςθ τθσ κινάςθσ Akt και ςτα ολικά πρωτεϊνικά 
επίπεδα των μεταγραφικϊν παραγόντων HIF-1α και NrF2. Σα κφτταρα καλλιεργικθκαν παρουςία 
αυξανόμενων ςυγκεντρϊςεων Β*α+Ρ (2,5-20μΜ) για 1 ϊρα, ενϊ ωσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκαν 
κφτταρα, που αναπτφχκθκαν ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. (A) Aντιπροςωπευτικά 
ανοςοςτυπϊματα ανοςοδοκιμαςίασ κατά Western ζναντι τθσ pAkt, του HIF-1α και του NrF2. Σο 
ιςόποςο ωόρτωμα των πρωτεϊνϊν ελζγχκθκε με ανίχνευςθ των επιπζδων τθσ ακτίνθσ. (Β) 
Πυκνομετρικι ανάλυςθ των ανοςοςτυπωμάτων. Οι τιμζσ αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν 
ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) (*P<0.05, **P<0.01, †P<0.001) 

 

Προκειμζνου να εξεταςτεί το ακριβζσ χρονοδιάγραμμα των παραπάνω 

αποκρίςεων κατά το πρϊτο 24ωρο, πραγματοποιικθκε χρονοεξαρτϊμενθ επϊαςθ 

των κυττάρων παρουςία 2,5μΜ Β*α+Ρ (Εικόνα 41). Διαπιςτϊκθκε ότι θ κινάςθ Akt 

παρουςιάηει μια άμεςθ, αλλά παροδικι ενεργοποίθςθ, με μζγιςτο ςτα 30 λεπτά 
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(1,43±0,03†) και μια δευτερογενι επαγωγι ςτισ 24 ϊρεσ (1,37±0,02†). Σα ολικά 

πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-1α ακολουκοφν ζνα ομαλό, δοςοεξαρτϊμενο πρότυπο 

αφξθςθσ, θ οποία, ανιχνεφεται ιδθ από τα 30 λεπτά επϊαςθσ (1,32±0,14*) και 

αγγίηει, ςτισ 24 ϊρεσ, το 1,71±0,05†. Επιπλζον, ο NrF2 εμωανίηει μζγιςτο ςτθ 1 ϊρα 

(2,00±0,21†), ενϊ μετά τισ 2 ϊρεσ επανζρχεται ςτα επίπεδα του μάρτυρα. Θ 

επαγωγι του NrF2 υποδθλϊνει, και ςε αυτι τθν περίπτωςθ, τθν φπαρξθ ςυνκθκϊν 

οξειδωτικοφ ςτρεσ. 
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Εικόνα 41: Χρονοεξαρτϊμενθ επίδραςθ του B[α]P ςτθν ενεργοποίθςθ τθσ κινάςθσ Akt και ςτα 
ολικά πρωτεϊνικά επίπεδα των μεταγραφικϊν παραγόντων HIF-1α και NrF2. Σα κφτταρα 
καλλιεργικθκαν παρουςία 2,5μΜ Β*α+Ρ για διαωορετικά χρονικά διαςτιματα, ενϊ ωσ μάρτυρασ 
χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που αναπτφχκθκαν για 24 ϊρεσ ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. ΢τα 
διαγράμματα παρουςιάηεται θ πυκνομετρικι ανάλυςθ των ανοςοςτυπωμάτων κατά Western. Οι 
τιμζσ αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) 
(*P<0.05, **P<0.01, †P<0.001) 
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3.3.3. Πυρηνικόσ εντοπιςμόσ και μεταγραφική ενεργοποίηςη των παραγόντων 

HIF-1α και NrF2. 

Προκειμζνου να διαπιςτωκεί αν θ αφξθςθ ςτα ολικά επίπεδα των δφο 

μεταγραωικϊν παραγόντων ςυνδζεται με τθν μεταγραωικι τουσ ενεργοποίθςθ, τα 

κφτταρα Α549 καλλιεργικθκαν παρουςία 2,5μΜ Β*α+Ρ για διαωορετικά χρονικά 

διαςτιματα και, ςτθ ςυνζχεια, πραγματοποιικθκε διαωορικι εκχφλιςθ των 

κυτταροπλαςματικϊν και πυρθνικϊν πρωτεϊνϊν. ΢το πυρθνικό κλάςμα, 

ανιχνεφτθκαν τα επίπεδα των ΘΙF-1α και NrF2, ϊςτε να επιβεβαιωκεί θ 

ςυςςϊρευςι τουσ ςτον πυρινα, ενϊ ςτα κυτταροπλαςματικά εκχυλίςματα, 

ανιχνεφκθκαν τα προϊόντα δφο αντιπροςωπευτικϊν γονιδίων-ςτόχων τουσ: του 

μεταωορζα γλυκόηθσ, GLUT1 (ςτόχοσ του HIF-1α), και τθσ οξυγενάςθσ τθσ αίμθσ,   

ΘΟ-1 (ςτόχοσ του ΝrF-2) (Εικόνα 42). 

Και οι δφο μεταγραωικοί παράγοντεσ παρουςίαςαν άμεςθ ςυςςϊρευςθ 

ςτον πυρινα, με μζγιςτο ςτα 30 λεπτά, για τον HIF-1α (2,39±0,33**), και ςτισ 2 

ϊρεσ, για τον NrF2 (1,99±0,21**), ενϊ μετά τισ 2 ϊρεσ επανιλκαν ςτα επίπεδα του 

μάρτυρα. Ο GLUT1 και θ ΘΟ-1 εμωάνιςαν ςτατιςτικά ςθμαντικι επαγωγι από τθ 1 

ϊρα επϊαςθσ (1,88±0,06† και 1,71±0,09†, αντίςτοιχα) και παρζμειναν ςε υψθλά 

επίπεδα, τουλάχιςτον μζχρι τισ 24 ϊρεσ. ΢υνεπϊσ, θ παροδικι παρουςία των δφο 

μεταγραωικϊν παραγόντων ςτον πυρινα, είναι ικανι να ενεργοποιιςει τθν 

ζκωραςθ γονιδίων-ςτόχων, τα προϊόντα των οποίων παραμζνουν ςτο 

κυτταρόπλαςμα για μεγάλο χρονικό διάςτθμα. 
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Εικόνα 42: Πυρθνικόσ εντοπιςμόσ και μεταγραφικι ενεργοποίθςθ των παραγόντων HIF-1α και 
NrF2. Σα κφτταρα Α549 καλλιεργικθκαν παρουςία 2,5μΜ Β*α+Ρ, για χρονικό διάςτθμα 0-24 ωρϊν, 
ενϊ ωσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που αναπτφχκθκαν ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. 
Ακολοφκθςε διαωορικι εκχφλιςθ πυρθνικϊν και κυτταροπλαςματικϊν πρωτεϊνϊν, για τουσ 
μεταγραωικοφσ παράγοντεσ (ΘΙF-1α, ΝrF-2) και τισ πρωτεΐνεσ ςτόχουσ τουσ (GLUT-1, HO-1), 
αντίςτοιχα. (A) Aντιπροςωπευτικά ανοςοςτυπϊματα ανοςοδοκιμαςίασ κατά Western. Σο ιςόποςο 
ωόρτωμα των πρωτεϊνϊν και θ αποτελεςματικότθτα τθσ κλαςμάτωςθσ, ελζγχκθκαν με ανίχνευςθ 
των επιπζδων τθσ ακτίνθσ και τθσ ιςτόνθσ Θ3. (Β) Πυκνομετρικι ανάλυςθ των ανοςοςτυπωμάτων. Οι 
τιμζσ αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) 
(*P<0.05, **P<0.01, †P<0.001) 

 

3.3.4. Ο ρόλοσ του ςηματοδοτικοφ μονοπατιοφ ΡΙ3Κ/Αkt ςτην επαγωγή των HIF-

1α και NrF2. 

Είναι βιβλιογραωικά γνωςτό, ότι μεταξφ των ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν 

που δρουν αναρροϊκά των μεταγραωικϊν παραγόντων HIF-1α και NrF2, 

ςυμπεριλαμβάνεται και το μονοπάτι PI3K/Akt. ΢υνεπϊσ, εξετάςτθκε το ενδεχόμενο 

θ πρϊιμθ ενεργοποίθςθ τθσ Akt, να ςυμμετζχει ςτθν επαγωγι των δφο 

Α) 

Β) 
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μεταγραωικϊν παραγόντων, παρουςία Β*α+Ρ. Για το ςκοπό αυτό, τα κφτταρα Α549 

επωάςτθκαν με 2,5μΜ Β*α+Ρ για 30 λεπτά και 1 ϊρα, παρουςία ι απουςία του 

ειδικοφ αναςτολζα τθσ ΡΙ3Κ, wortmannin, και ακολοφκθςε διαωορικι εκχφλιςθ των 

κυτταροπλαςματικϊν και πυρθνικϊν πρωτεϊνϊν (Εικόνα 43). 
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Εικόνα 43: Διερεφνθςθ τθσ ςυμμετοχισ του ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ ΡΛ3Ξ/Αkt ςτθν απόκριςθ 

του HIF-1α και του NrF2 ςτο Β*α+Ρ. Σα κφτταρα Α549 επωάςτθκαν με 2,5μΜ Β*α+Ρ για 30 λεπτά και 1 

ϊρα, παρουςία ι απουςία του ειδικοφ αναςτολζα τθσ ΡΙ3Κ, wortmannin (wort) ςε ςυγκζντρωςθ 

100nM. ΢ε κάκε περίπτωςθ, θ wort προςτζκθκε ςτθν καλλιζργεια 30 λεπτά πριν το B[α+Ρ. Ωσ 

μάρτυρεσ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που καλλιεργικθκαν ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό και 

κφτταρα, που επωάςτθκαν με τον αναςτολζα για 1,5 ϊρα. Α) Αντιπροςωπευτικά ανοςοςτυπϊματα 

κατά Western ζναντι τθσ κυτταροπλαςματικισ pAkt και των πυρθνικϊν επιπζδων των HIF-1α και 

NrF2. Σο ιςόποςο ωόρτωμα των πρωτεϊνϊν και θ διαωορικι κλαςμάτωςθ, ελζγχκθκαν με ανίχνευςθ 

τθσ ακτίνθσ και τθσ ιςτόνθσ Θ3. Β) Πυκνομετρικι ανάλυςθ των πυρθνικϊν πρωτεϊνικϊν επιπζδων του 

HIF-1α. Γ) Ποςοςτά αναςτολισ του ΘΙF-1α, παρουςία wortmannin. Οι τιμζσ αποτελοφν το μζςο όρο 

τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) (*P<0.05, **P<0.01, †P<0.001 και 
#P<0.05, ##P<0.01) 

 Αναςτολι HIF-1α 

Μ.Ο.(%)±SD 

Control 20±4.21 

B[α]P, 30min 58.98±6.99## 

B[α]P, 1h 45.56±8.32# 

Α) 

B) Γ) 
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Όπωσ ιταν αναμενόμενο, θ αναςτολι τθσ ΡΙ3Κ εκμθδζνιςε τθ 

ωωςωορυλίωςθ τθσ Akt. Ενδιαωζρον παρουςιάηει το γεγονόσ ότι, ςε αυτζσ τισ 

ςυνκικεσ, ανεςτάλθ πλιρωσ και θ ςυςςϊρευςθ του HIF-1α ςτον πυρινα, 

υποδθλϊνοντασ τον κακοριςτικό ρόλο του μονοπατιοφ PI3K/Akt ςτθ διαμόρωωςθ 

τθσ απόκριςθσ του HIF-1α ςτο ρφπο. Μείωςθ (κατά 20±4,21%) παρατθρικθκε και 

ςτα βαςικά επίπεδα του μεταγραωικοφ παράγοντα, ωςτόςο, το ποςοςτό τθσ 

αναςτολισ, παρουςία του Β*α+Ρ, ιταν υπερδιπλάςιο (κατά 58,98±6,99% και 

45,56±8,32% ςτα 30 λεπτά και τθ 1 ϊρα, αντίςτοιχα). Αντίκετα, θ επαγωγι του NrF2, 

παρουςία Β*α+Ρ, ωαίνεται μεςολαβείται από διαωορετικά αναρροϊκά μονοπάτια 

ςτο παρόν ςφςτθμα, κακϊσ παρζμεινε ανεπθρζαςτθ από τθ wortmannin. 

 

3.3.5. ΢υνδυαςτική επίδραςη Β*α+Ρ και άλλων ςτρεςογόνων ςυνθηκών. 

 

3.3.5.1. Τποξικζσ ςυνθήκεσ 

Οι υποξικζσ ςυνκικεσ χαρακτθρίηουν πολλζσ πακολογικζσ καταςτάςεισ του 

αναπνευςτικοφ ςυςτιματοσ, όπωσ το άςκμα, θ κυςτικι ίνωςθ, αλλά και ο καρκίνοσ. 

Επιπλζον, θ ςυςςϊρευςθ των ρφπων ςτισ αναπνευςτικζσ επιωάνειεσ του πνεφμονα, 

είναι, επίςθσ, ικανι να μειϊςει τθ διακεςιμότθτα του οξυγόνου ςτθν περιοχι. 

΢υνεπϊσ, κα είχε ιδιαίτερο ενδιαωζρον να μελετθκεί κατά πόςο, ατμοςωαιρικοί 

ρφποι, όπωσ το Β*α+Ρ, κα μποροφςαν να επιωζρουν περαιτζρω βλάβεσ ςε άτομα με 

ανάλογθ πακολογία. 

Προκειμζνου να προςομοιωκοφν οι ςυνκικεσ ιπιασ υποξίασ in vitro, 

επιλζχκθκε μια ςυγκζντρωςθ CoCl2, θ οποία να επάγει ςθμαντικά τον HIF-1α, χωρίσ, 

όμωσ, να επθρεάηει τθν κυτταρικι επιβίωςθ. Ειδικότερα, τα κφτταρα Α549 

προεπωάςτθκαν για 1 ϊρα με το μιμθτικό υποξίασ CoCl2 (50μM) και, ςτθ ςυνζχεια, 

προςτζκθκε  Β*α+Ρ (2,5μΜ) για 1 επιπλζον ϊρα (Εικόνα 44A). Ακολοφκθςε εκχφλιςθ 

των ολικϊν πρωτεϊνϊν εςτιάηοντασ ςτθν ανίχνευςθ του HIF-1α, που, όπωσ 

προαναωζρκθκε, διαδραματίηει κακοριςτικό ρόλο ςτθν ωλεγμονϊδθ απόκριςθ και 

τθν καρκινογζνεςθ. Όπωσ ιταν αναμενόμενο, το CoCl2, μεμονωμζνα, οδιγθςε ςε 

μαηικι ςυςςϊρευςθ του HIF-1α (5,90±1,01†). Παρόλα αυτά, θ παρουςία του Β*α+Ρ 

ζδραςε ακροιςτικά, επιωζροντασ ςτατιςτικά ςθμαντικι περαιτζρω αφξθςθ ςτα 

επίπεδα του μεταγραωικοφ παράγοντα (8,26±0,62†). Σο αποτζλεςμα αυτό 

ενιςχφεται και από το χρονικό πρότυπο απόκριςθσ του HIF-1α, ςτθν ταυτόχρονθ 

επίδραςθ των δφο χθμικϊν παραγόντων (Εικόνα 44B). ΢υγκεκριμζνα, κατά τθν 

ςυνεπϊαςθ των κυττάρων με Β*α+Ρ (2,5μΜ) και CoCl2 (50μΜ), για διαωορετικά 

χρονικά διαςτιματα, παρατθρικθκε επιπρόςκετθ αφξθςθ του ΘIF-1α, ςε ςφγκριςθ 

με τθ μεμονωμζνθ επίδραςθ του μιμθτικοφ υποξίασ, ςε όλεσ τισ περιπτϊςεισ. 
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Εικόνα 44: Επίδραςθ του B[α+P ςτα πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-1α ςε ςυνκικεσ υποξίασ. Α) Σα 

κφτταρα Α549 προεπωάςτθκαν με CoCl2 (50μΜ) για 1 ϊρα και, ςτθ ςυνζχεια, προςτζκθκε B*α+P 

(2,5μΜ) για 1 επιπλζον ϊρα. Παρουςιάηονται αντιπροςωπευτικά ανοςοςτυπϊματα κατά Western 

και πυκνομετρικι ανάλυςθ του ΘΙF-1α. Β) Σα κφτταρα Α549 επωάςτθκαν με CoCl2 (50μΜ), παρουςία 

ι απουςία B*α+P (2.5μΜ) για 0-24 ϊρεσ. Παρουςιάηονται αντιπροςωπευτικά ανοςοςτυπϊματα κατά 

Western. ΢ε κάκε περίπτωςθ, ωσ μάρτυρεσ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που καλλιεργικθκαν ςε 

ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό και το ιςόποςο ωόρτωμα του ολικοφ πρωτεϊνικοφ εκχυλίςματοσ 

ελζγχκθκε με τθν ανίχνευςθ τθσ ακτίνθσ. Οι τιμζσ αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν 

ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) (**P<0.01, †P<0.001 και #P<0.05, ##P<0.01) 

 

3.3.5.2. Απουςία αυξητικών παραγόντων 

Μια επιπλζον ςτρεςογόνοσ ςυνκικθ, που επιλζχκθκε να μελετθκεί είναι θ 

ςτζρθςθ των αυξθτικϊν παραγόντων του οροφ. Ιn vivo, οι αυξθτικοί παράγοντεσ 

μεταωζρονται ςτα κφτταρα, μζςω τθσ κυκλοωορίασ του αίματοσ. ΢υνεπϊσ, ςτθν 

περίπτωςθ του πνεφμονα, μια παρόμοια ςτρεςογόνοσ κατάςταςθ κα μποροφςε να 

προκφψει ωσ αποτζλεςμα τθσ αλλαγισ τθσ πνευμονικισ πίεςθσ, ι τθσ εμβολισ 

κάποιου αγγείου ςτθν περιοχι. Επιπλζον, βιβλιογραωικά δεδομζνα, αλλά και 

πειράματα του εργαςτθρίου μασ ςε πολφαρικμα κυτταρικά ςυςτιματα, μεταξφ των 

οποίων και τα Α549, ζχουν αποδείξει οι αυξθτικοί παράγοντεσ ρυκμίηουν κετικά τα 

επίπεδα του ΘΙF-1α, μζςω ενόσ μθχανιςμοφ, που μεςολαβείται, ςε μεγάλο βακμό, 

από το μονοπάτι PI3K/Akt (Εικόνα 45). 

B) 

Α) 
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Εικόνα 45: Επίδραςθ των αυξθτικϊν παραγόντων του οροφ, ςτουσ δείκτεσ επιβίωςθσ pAkt και HIF-
1α. Α) Σα κφτταρα Α549 καλλιεργικθκαν για 24 ϊρεσ ςε ςυνκικεσ ςτζρθςθσ οροφ και ςτθ ςυνζχεια 
προςτζκθκαν διαωορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ οροφ για 2 ϊρεσ. Ωσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκαν 
κφτταρα, που παρζμειναν ςε κρεπτικό υλικό με 0% FBS. Β) Κφτταρα Α549 επωάςτθκαν ςε πλιρεσ 
κρεπτικό υλικό (10% FBS), παρουςία ι απουςία του ειδικοφ αναςτολζα τθσ PI3K, wortmannin (wort, 
100nM) για 30 λεπτά. Παρουςιάηονται αντιπροςωπευτικά ανοςοςτυπϊματα και πυκνομετρικι 
ανάλυςθ των αποτελεςμάτων. Οι τιμζσ αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων 
μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) (*P<0.05, **P<0.01, †P<0.001) 

 

Προκειμζνου, να διερευνθκεί αν θ επαγωγι του ΘΙF-1α από το Β*α+Ρ, 

διατθρείται ακόμα και ςε ςυνκικεσ μθ-ευνοϊκζσ για τθν ζκωραςι του, τα κφτταρα 

Α549 καλλιεργικθκαν ςε κρεπτικό υλικό απουςία οροφ (0% FBS) για 24 ϊρεσ και 

ςτθ ςυνζχεια, πραγματοποιικθκε επίδραςθ με 2,5μΜ Β*α+Ρ για 24 επιπλζον ϊρεσ. 

Πράγματι, όπωσ καταγράωεται ςτθν Εικόνα 46, το Β*α+Ρ ενίςχυςε τα πρωτεϊνικά 

pAkt 
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επίπεδα του HIF-1α, και, μάλιςτα, κατά ~12% περιςςότερο, ςε ςφγκριςθ με τθν 

επίδραςθ ςε πλιρεσ κρεπτικό υλικό.  

 

 

Εικόνα 46: Επίδραςθ του Β*α+Ρ ςτον HIF-1α, ςε ςυνκικεσ ςτζρθςθσ αυξθτικϊν παραγόντων. Σα 
κφτταρα Α549, επωάςτθκαν με 2,5μΜ Β*α+Ρ, για 24 ϊρεσ, ςε κρεπτικό υλικό, απουςία οροφ (FBS). 
Ακολοφκθςε εκχφλιςθ ολικϊν πρωτεϊνϊν και ανίχνευςθ των επιπζδων του HIF-1α. Σο ιςόποςο 
ωόρτωμα των πρωτεϊνϊν ελζγχκθκε με ανίχνευςθ τθσ ακτίνθσ. Σα ανοςοςτυπϊματα είναι 
αντιπροςωπευτικά, τουλάχιςτον τριϊν, ανεξάρτθτων πειραμάτων.  

 

3.3.6. Επίδραςθ του Β*α+Ρ ςε διαφορετικά κυτταρικά είδθ 

Παράλλθλα με τα επικθλιακά κφτταρα του πνεφμονα, ςτο πειραματικό υλικό 

προςτζκθκε και μια κυτταρικι ςειρά επικθλιακϊν κυττάρων δζρματοσ, κακϊσ και 

πρωτογενείσ καλλιζργειεσ ανκρϊπινων ωυςιολογικϊν ινοβλαςτϊν και από τουσ δφο 

ιςτοφσ, προκειμζνου να ελεγχκοφν τυχόν διαωορζσ μεταξφ κυτταρικϊν τφπων και 

ιςτϊν. Σζλοσ, επεκτείνοντασ τθ μελζτθ και ςε άλλουσ οργανιςμοφσ, εξετάςκθκε θ 

επίδραςθ του Β*α+Ρ ςε πρωτογενείσ πνευμονικοφσ ινοβλάςτεσ αρουραίου.  

 

3.3.6.1. Ανθρώπινα επιθηλιακά κφτταρα δζρματοσ 

Σο δζρμα, ωσ ζνασ ιςτόσ άμεςα εκτεκειμζνοσ ςτο περιβάλλον, αποτελεί ζναν 

εξίςου ςθμαντικό ςτόχο των ατμοςωαιρικϊν ρφπων. Παρόλα αυτά, τα δεδομζνα 

ςχετικά με τθν επίδραςθ των χθμικϊν ρφπων ςε κφτταρα δζρματοσ εξακολουκοφν 

να είναι ιδιαίτερα ελλειπι. ΢το πλαίςιο τθσ παροφςασ διατριβισ, χρθςιμοποιιςαμε 

τθν κυτταρικι ςειρά αδενοκαρκινϊματοσ δζρματοσ, Α431, προκειμζνου να 

μελετιςουμε τισ αποκρίςεισ των επιδερμικϊν κυττάρων ςτο Β*α+Ρ και να τισ 

ςυγκρίνουμε με τισ αντίςτοιχεσ του πνεφμονα.  

Αρχικά μελετικθκε θ επίδραςθ του Β*α+Ρ ςτθ βιωςιμότθτα των κυττάρων 

Α431, φςτερα από ζκκεςι τουσ ςε αυξανόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ του ρφπου (0-20μM) 

για 24 ϊρεσ. Όπωσ ωαίνεται ςτθν Εικόνα 47, τα επικθλιακά κφτταρα του δζρματοσ 

παρουςίαςαν ζνα ςχεδόν πανομοιότυπο πρότυπο απόκριςθσ με τα πνευμονικά. Και 

ςε αυτι τθν περίπτωςθ, οι χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ του ρφπου (≤7μΜ) οδιγθςαν ςε 

μικρι, αλλά ςτατιςτικά ςθμαντικι αφξθςθ τθσ επιβίωςθσ (με μζγιςτο ςτα 2,5μΜ: 

HIF-1α 

ακτίνθ 

0  2.5 μM B[α+Ρ 

0% FBS - 24h 
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107,51±2,07%* ςε ςφγκριςθ με το μάρτυρα), ενϊ οι υψθλότερεσ δόςεισ εκδιλωςαν 

ιπια κυτταροτοξικι δράςθ. 
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Εικόνα 47: Δοςο-εξαρτϊμενθ επίδραςθ του Β*α+Ρ ςτθ βιωςιμότθτα των επικθλιακϊν κυττάρων 
δζρματοσ, Α431, και ςφγκριςθ με τα επικθλιακά κφτταρα πνεφμονα, Α549. Οι δφο κυτταρικζσ 
ςειρζσ επωάςτθκαν με διαωορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ Β*α+Ρ για 24 ϊρεσ και ςτθ ςυνζχεια 
προςδιορίςτθκε θ βιωςιμότθτά τουσ με τθ δοκιμαςία κυτταροτοξικότθτασ, ΜΣΣ. Ωσ μάρτυρεσ 
χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που καλλιεργικθκαν ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. Οι τιμζσ 
αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) 
(*P<0.05, †P<0.001) 

 

Όπωσ και ςτθν περίπτωςθ των κυττάρων του πνεφμονα, εςτιάςαμε ςτθν 

επίδραςθ του Β*α+Ρ ςτουσ δείκτεσ Αkt και ΘΙF-1α. Σα κφτταρα Α431 επωάςτθκαν με 

2,5μΜ Β*α+Ρ για 15 λεπτά ζωσ 24 ϊρεσ, και ακολοφκθςε εκχφλιςθ των ολικϊν τουσ 

πρωτεϊνϊν. ΢ε αναλογία με τα πνευμονικά κφτταρα, ςτα επικθλιακά κφτταρα του 

δζρματοσ, θ Akt παρουςίαςε ζνα παροδικό πρότυπο απόκριςθσ (Εικόνα 48). 

Ωςτόςο, ςτα Α431 παρατθρείται πιο ζντονθ ωωςωορυλίωςθ, με μζγιςτο 

(2.61±0.21†) ςτθ 1 ϊρα, θ οποία διατθρείται ςε επίπεδα υψθλότερα του μάρτυρα 

μζχρι και τισ 4 ϊρεσ. Αντίκετα, θ μζγιςτθ ενεργοποίθςθ τθσ Αkt ςτα Α549 ιταν 

μικρότερθσ διάρκειασ και θ μζγιςτθ τιμι τθσ ιταν χαμθλότερθ κατά 36% 

(1.67±0.05†). Διαωορζσ εντοπίςτθκαν και ςτο πρότυπο απόκριςθσ του HIF-1α, ςτισ 

ίδιεσ ςυνκικεσ. ΢ε αντίκεςθ με τθν δοςοεξαρτϊμενθ απόκριςθ ςτα Α549, ςτα 

κφτταρα Α431 παρατθρικθκε παροδικι ςυςςϊρευςθ των ολικϊν επιπζδων του HIF-

1α, με μζγιςτο ςτισ 2 ϊρεσ επϊαςθσ (1,65±0,11**) και ςταδιακι επαναωορά ςτα 

επίπεδα του μάρτυρα. 
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Εικόνα 48: Χρονοεξαρτϊμενθ επίδραςθ του B[α]P ςτθν ενεργοποίθςθ τθσ κινάςθσ Akt και ςτα 
ολικά πρωτεϊνικά επίπεδα του μεταγραφικοφ παράγοντα HIF-1α, ςτα επικθλιακά κφτταρα 
δζρματοσ. Σα κφτταρα Α431 καλλιεργικθκαν παρουςία 2,5μΜ Β*α+Ρ για 0-24 ϊρεσ, ενϊ ωσ 
μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που αναπτφχκθκαν για 24 ϊρεσ ςε ωυςιολογικό κρεπτικό 
υλικό. Α) Αντιπροςωπευτικά ανοςοςτυπϊματα κατά Western. B) Πυκνομετρικι ανάλυςθ των 
αποτελεςμάτων. Σο ιςόποςο ωόρτωμα των πρωτεϊνϊν ελζγχκθκε με ανίχνευςθ των επιπζδων τθσ 
ακτίνθσ. Οι τιμζσ αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι 
απόκλιςθ (SD) (**P<0.01, †P<0.001) 

 

3.3.6.2. Πρωτογενείσ καλλιζργειεσ φυςιολογικών ανθρώπινων ινοβλαςτών 

πνεφμονα και δζρματοσ 

Οι ινοβλάςτεσ, αν και βρίςκονται βυκιςμζνοι ςτον ςυνδετικό ιςτό, μποροφν να 

ζρκουν ςε επαωι με τουσ νανοςωματιδιακοφσ ρφπουσ και τα ςυςτατικά τουσ, είτε 

μζςω διάχυςισ τουσ από τθν επικθλιακι ςτιβάδα, είτε μζςω τθσ κυκλοωορίασ του 

αίματοσ. ΢τθν παροφςα μελζτθ, εξετάςτθκε θ επίδραςθ του Β*α+Ρ ςτουσ 

ωυςιολογικοφσ ινοβλάςτεσ πνεφμονα (DLF), που χρθςιμοποιικθκαν και ςτθν μελζτθ 

των νανοςωματιδίων DEP, αλλά και ςε ωυςιολογικοφσ ινοβλάςτεσ δζρματοσ 

(Human Dermal Fibroblasts, HDF). Oι πρωτογενείσ καλλιζργειεσ επωάςτθκαν, 

παρουςία 2,5μΜ Β*α+Ρ για 24 ϊρεσ, και ςτθ ςυνζχεια ο ρφποσ απομακρφνκθκε και 

τα κφτταρα καλλιεργικθκαν, για 2 επιπλζον ϊρεσ, ςε ωρζςκο κρεπτικό υλικό. Ολικά 

πρωτεϊνικά εκχυλίςματα απομονϊκθκαν, τόςο μετά τθν 24ωρθ επϊαςθ, όςο και 

μετά τθν ανανζωςθ του κρεπτικοφ υλικοφ. ΢κοπόσ του πειράματοσ ιταν θ 

ςυγκριτικι καταγραωι τθσ επίδραςθσ του Β*α+Ρ ςτα κφτταρα αυτά, και, παράλλθλα, 

ο ζλεγχοσ τθσ διατιρθςθσ των αλλαγϊν μετά τθν απομάκρυνςθ του ρφπου. 

Α) 

Β) 
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Εικόνα 49: Επίδραςθ του Β*α+Ρ ςε πρωτογενείσ καλλιζργειεσ ανκρϊπινων φυςιολογικϊν 

ινοβλαςτϊν Α) πνεφμονα (DLF) και Β) δζρματοσ (HDF). Οι ινοβλάςτεσ επωάςτθκαν παρουςία 2,5μΜ 

Β*α+Ρ για 24 ϊρεσ και ςτθ ςυνζχεια, ο ρφποσ απομακρφνκθκε με ανανζωςθ του κρεπτικοφ υλικοφ για 

2 επιπλζον ϊρεσ. Ακολοφκθςε εκχφλιςθ των ολικϊν πρωτεϊνϊν και ανοςοςτφπωμα κατά Western για 

τθ pAkt και τον HIF-1α. Ωσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που καλλιεργικθκαν ςε 

ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. Παρουςιάηονται αντιπροςωπευτικά ανοςοςτυπϊματα και 

πυκνομετρικι ανάλυςθ των αποτελεςμάτων. Οι τιμζσ αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν 

ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) (*P<0.05, **P<0.01, †P<0.001) 

Β) 

Α) 
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΢ε κάκε περίπτωςθ, το Β*α+Ρ δεν ωαίνεται να προκαλεί κάποια μεταβολι ςτα 

επίπεδα ωωςωορυλίωςθσ τθσ Akt μετά από 24 ϊρεσ (Εικόνα 49). Αυτό, βζβαια, δεν 

αποκλείει το ενδεχόμενο παροδικισ ενεργοποίθςθσ τθσ κινάςθσ ςε μικρότερουσ 

χρόνουσ, όπωσ ςυμβαίνει, ςυνικωσ, με τα ςθματοδοτικά μόρια. Θ ανανζωςθ του 

μζςου καλλιζργειασ οδιγθςε ςε επαγωγι των βαςικϊν επιπζδων τθσ pAkt. Aυτι θ 

απόκριςθ ιταν αναμενόμενθ, λόγω τθσ προςκικθσ νζων αυξθτικϊν παραγόντων, 

που περιζχονται ςτον ορό (FBS) και ανεξάρτθτθ τθσ προεπϊαςθσ με το Β*α+Ρ. Αξίηει 

να ςθμειωκεί, ότι ςε αντιςτοιχία με τα επικθλιακά κφτταρα, οι επιδερμικοί 

ινοβλάςτεσ, αποκρίνονται πιο ζντονα ςε ςφγκριςθ με τουσ πνευμονικοφσ. 

΢ε αντίκεςθ με τθν Akt, τα επίπεδα του μεταγραωικοφ παράγοντα HIF-1α 

παρουςίαςαν αξιοςθμείωτθ αφξθςθ, παρουςία Β*α+Ρ για 24 ϊρεσ και ςτουσ δφο 

τφπουσ ινοβλαςτϊν (1.90±0.63** και 1.61±0.19** ςτουσ DLF και HDF, αντίςτοιχα) 

(Εικόνα 49). Αυτι θ αλλαγι, όμωσ, δεν ωαίνεται να είναι μόνιμθ, κακϊσ θ 

ανανζωςθ του κρεπτικοφ υλικοφ αναςτζλλει πλιρωσ τθ ςυςςϊρευςθ του ΘΙF-1α 

ςτουσ προ-επωαςμζνουσ ινοβλάςτεσ. ΢υνεπϊσ, οι μεταβολζσ που προκαλοφνται, 

τουλάχιςτον μζχρι τισ 24 ϊρεσ ζκκεςθσ, είναι αναςτρζψιμεσ και άμεςα εξαρτϊμενεσ 

από τθν παρουςία του ρφπου ςτο μζςο καλλιζργειασ. 

 

3.3.6.3. Πνευμονικοί ινοβλάςτεσ αρουραίου 

 Προκειμζνου να μελετθκεί θ επίδραςθ του Β*α+Ρ και ςε κφτταρα άλλων 

οργανιςμϊν, χρθςιμοποιικθκε μια πρωτογενισ καλλιζργεια πνευμονικϊν 

ινοβλαςτϊν αρουραίου. Και ςε αυτι τθν περίπτωςθ, το B[α]P εκδιλωςε ζνα προ-

καρκινικό προωίλ, ςε ςυγκεντρϊςεισ 2,5 και 5μΜ, επάγοντασ τουσ δείκτεσ ΘΙF-1α 

(1,45±0,002† και 1,60±0,20**, αντίςτοιχα) και pAkt (2,48±0,01† και 2,89±0,26**, 

αντίςτοιχα), μετά από 16 ϊρεσ επϊαςθσ (Εικόνα 50). Όςον αωορά, ειδικότερα ςτθ 

pAkt, το αποτζλεςμα αυτό δεν ςυμβαδίηει με τθν απόκριςθ των ανκρϊπινων 

ινοβλαςτϊν (Εικόνα 49). Ωςτόςο, όπωσ προαναωζρκθκε, απαιτείται διερεφνθςθ τθσ 

απόκριςθσ τθσ κινάςθσ και ςε μικρότερουσ χρόνουσ επϊαςθσ, ϊςτε να εξαχκοφν 

αςωαλι ςυμπεράςματα για το ςφςτθμα των ανκρϊπινων ινοβλαςτϊν. Επιπλζον, 

ενδιαωζρον παρουςιάηει το γεγονόσ ότι θ αφξθςθ τθσ pAkt και του HIF-1α 

διατθροφνται – εν μζρει – φςτερα από τθν απομάκρυνςθ του ρφπου με ανανζωςθ 

του κρεπτικοφ υλικοφ για 2 ϊρεσ (Εικόνα 51).  
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Εικόνα 50: Δοςο-εξαρτϊμενθ επίδραςθ του B[α]P ςτθν ενεργοποίθςθ τθσ κινάςθσ Akt και ςτα 

ολικά πρωτεϊνικά επίπεδα του μεταγραφικοφ παράγοντα HIF-1α ςτουσ ανκρϊπινουσ πρωτογενείσ 

ινοβλάςτεσ δζρματοσ. Σα κφτταρα επωάςτθκαν με 2,5 και 5μΜ Β*α+Ρ για 16 ϊρεσ και ακολοφκθςε 

εκχφλιςθ των ολικϊν πρωτεϊνϊν. Ωσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που καλλιεργικθκαν ςε 

ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. A) Αντιπροςωπευτικά ανοςοςτυπϊματα κατά Western. Β) 

Πυκνομετρικι ανάλυςθ των αποτελεςμάτων. Σο ιςόποςο ωόρτωμα των πρωτεϊνικϊν εκχυλιςμάτων 

ελζγχκθκε με τθν ανίχνευςθ τθσ ακτίνθσ. Οι τιμζσ αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν 

ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) (**P<0.01, †Ρ<0,001) 
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Εικόνα 51: Διαμόρφωςθ τθσ απόκριςθσ τθσ pAkt και του HIF-1α, μετά τθν απομάκρυνςθ του Β*α+Ρ 

από το μζςο καλλιζργειασ. Οι πνευμονικοί ινοβλάςτεσ αρουραίου επωάςτθκαν με 2,5μΜ Β*α+Ρ για 

16 ϊρεσ και, ςτθ ςυνζχεια, ο ρφποσ απομακρφνκθκε με ανανζωςθ του κρεπτικοφ υλικοφ για 2 

επιπλζον ϊρεσ. Ωσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που καλλιεργικθκαν ςε DMSO για 18 

ϊρεσ. A) Αντιπροςωπευτικά ανοςοςτυπϊματα κατά Western. Β) Πυκνομετρικι ανάλυςθ των 

αποτελεςμάτων. Σο ιςόποςο ωόρτωμα των πρωτεϊνικϊν εκχυλιςμάτων ελζγχκθκε με τθν ανίχνευςθ 

τθσ ακτίνθσ. Οι τιμζσ αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι 

απόκλιςθ (SD) (**P<0.01, †Ρ<0,001) 

 

3.3.7. Επίδραςθ του Β*α+Ρ ςτθν ομοιόςταςθ των ιόντων αςβεςτίου 

Όπωσ προαναωζρκθκε, τα ιόντα αςβεςτίου, διαδραματίηουν κακοριςτικό 

ρόλο ςτθν κυτταρικι ςθματοδότθςθ και ςε βαςικζσ κυτταρικζσ λειτουργίεσ. 

Επιπλζον, βιβλιογραωικά δεδομζνα, υποςτθρίηουν ότι ζνασ από τουσ μθχανιςμοφσ 

δράςθσ των οργανικϊν ρφπων είναι θ διατάραξθ τθσ ομοιόςταςθσ αυτϊν των 

ιόντων. ΢υνδυάηοντασ τα δφο ςτοιχεία, εξετάςτθκε, αωενόσ, θ επίδραςθ του Β*α+Ρ 

ςτθν ομοιόςταςθ αςβεςτίου ςτα επικθλιακά κφτταρα του πνεφμονα και, αωετζρου, 

θ πικανι ςυμμετοχι των ιόντων ςτισ αποκρίςεισ τθσ Akt και του HIF-1α.  

Σα κφτταρα Α549 επωάςτθκαν παρουςία 2,5μΜ B[α]P για 24 ϊρεσ και οι 

μεταβολζσ του κυτταροπλαςματικοφ αςβεςτίου προςδιορίςτθκαν με τθ μζκοδο τθσ 

ωκοριςμομετρίασ. Όπωσ καταγράωεται ςτθν Εικόνα 52Α, τα βαςικά επίπεδα του 

αςβεςτίου αυξικθκαν κατά 47,00±12,92%* παρουςία Β*α+Ρ, ςε ςφγκριςθ με το 

pAkt 
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μάρτυρα. Βιβλιογραωικά δεδομζνα αποδίδουν αυτό το ωαινόμενο ςτθν 

αλλθλεπίδραςθ του B[α]P με τουσ υποδοχείσ ρυανοδίνθσ τθσ μεμβράνθσ του ΕΔ, με 

αποτζλεςμα τθν εκροι ιόντων. Πράγματι, θ ςυγκζντρωςθ αςβεςτίου ςτισ 

ενδοκυττάριεσ αποκικεσ, φςτερα από τθν επίδραςθ του ρφπου, ανιχνεφκθκε 

χαμθλότερθ κατά 35,77±2,87%†, ςε ςφγκριςθ με το μάρτυρα (Εικόνα 52Β). Σζλοσ, 

μειωμζνθ, κατά 20,94±3,59%**, ιταν και θ ικανότθτα επαναπρόςλθψθσ ιόντων, 

φςτερα από εκκζνωςθ του ΕΔ, με εξωγενι χοριγθςθ του ειδικοφ αναςτολζα τθσ 

αντλίασ SERCA (Sarco-/Endo-plasmic Reticulum ATPase), καψιγκαργκίνθ (Tg, 100nM) 

(Εικόνα 52Γ). Θ πρόςλθψθ Ca2+ μζςω των διαφλων SOCs (Store-Operated Channels) 

τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ, ωσ απόκριςθ ςτθν εκκζνωςθ του ΕΔ, ςυνιςτά 

μθχανιςμό ηωτικισ ςθμαςίασ για τθν ομαλι μεταγωγι ςιματοσ. Θ διατάραξθ αυτοφ 

του μθχανιςμοφ είναι πικανό να οωείλεται, είτε ςτθν ενςωμάτωςθ του λιπόωιλου 

Β*α+P ςτθν πλαςματικι μεμβράνθ και τθν άμεςθ αλλθλεπίδραςι του με κανάλια 

Ca2+ ςε αυτι, είτε ςε βλάβεσ ςε ςθματοδοτικά μόρια, που ςυμμετζχουν ςτο 

μθχανιςμό επαναπρόςλθψθσ. 
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Εικόνα 52: Επίδραςθ του Β*ς+Ρ ςτθν ομοιόςταςθ των ιόντων αςβεςτίου, ςτα επικθλιακά κφτταρα 

του πνεφμονα. Σα κφτταρα Α549, επωάςτθκαν με 2,5μΜ Β*α+Ρ για 24 ϊρεσ και ςτθ ςυνζχεια, με τθ 

μζκοδο τθσ ωκοριςμομετρίασ, προςδιορίςτθκαν α) τα βαςικά επίπεδα των ιόντων ςτο 

κυτταρόπλαςμα, Β) το περιεχόμενο του ΕΔ και Γ) θ ειςροι ιόντων από το εξωκυττάριο περιβάλλον ωσ 

απόκριςθ ςτθν εκκζνωςθ του ΕΔ με 100nM Tg. Ωσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, που 

καλλιεργικθκαν ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό. Οι τιμζσ αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν 

ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) (*P<0,05, **P<0,01, †Ρ<0,001) 

 

Προκειμζνου να διερευνθκεί περαιτζρω θ εμπλοκι του Β*α+Ρ, ςτθ 

ςθματοδότθςθ του αςβεςτίου, διερευνικθκε θ απόκριςθ των ιόντων ςτθν εξωγενι 

χοριγθςθ βραδυκινίνθσ (ΒΚ), ενόσ αγωνιςτι, που εμπλζκεται κυρίωσ ςε 

ωλεγμονϊδεισ πακοωυςιολογικζσ καταςτάςεισ και ςχετίηεται με τθν ενεργοποίθςθ 

κατιονικϊν διαφλων TRPs. Με τθ μζκοδο τθσ ωκοριςμομετρίασ, διαπιςτϊκθκε θ 

επιλεκτικι απόκριςθ των ιόντων ςτθ ΒΚ (αφξθςθ *Ca2+]I κατά 32,4±6,2%† ςε 

B) Γ) Α) 
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ςφγκριςθ με το μάρτυρα), φςτερα από παρατεταμζνθ επϊαςθ των κυττάρων με 

CoCl2 (100μΜ) για 48 ϊρεσ (Εικόνα 53). Αντίκετα, ςτθν περίπτωςθ του μάρτυρα, 

αλλά και κατά τθ μεμονωμζνθ επίδραςθ με Β*α+Ρ (2,5μΜ, 24 ϊρεσ), δεν 

παρατθρικθκε καμία μεταβολι ςτα επίπεδα του Ca2+. Θ απόκριςθ ςτθ ΒΚ ςε 

ςυνκικεσ υποξίασ εκμθδενίςτθκε, φςτερα από αωαίρεςθ των ιόντων Ca2+ από 

εξωκυττάριο περιβάλλον, αποδίδοντασ τθν αφξθςθ τθσ *Ca2+]I ςτθν ειςροι ιόντων 

μζςω τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ και όχι ςτθν απελευκζρωςι τουσ από 

ενδοκυττάριεσ αποκικεσ. Εξαιρετικά ενδιαωζρουςα, ωςτόςο, ιταν θ ενίςχυςθ τθσ 

………. 

 

Εικόνα 53: Επίδραςθ του Β*α+Ρ και των υποξικϊν ςυνκθκϊν ςτθν κινθτοποίθςθ των ιόντων 

αςβεςτίου, παρουςία του αγωνιςτι, βραδυκινίνθ (ΒΞ). Σα κφτταρα Α549 επωάςτθκαν ςε ςυνκικεσ 

υποξίασ (100μΜ CoCl2) για 24 ϊρεσ και ςτθ ςυνζχεια προςτζκθκαν ςτο κρεπτικό υλικό 2,5μΜ B*α]P, 

για 24 επιπλζον ϊρεσ. Ωσ μάρτυρεσ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, τα οποία, είτε καλλιεργικθκαν ςε 

ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό, είτε επωάςτθκαν με τουσ παράγοντεσ CoCl2 (48 ϊρεσ) και B[α]P (24 

ϊρεσ), μεμονωμζνα. Ακολοφκθςε ωκοριςμομετρικι καταγραωι των κυτταροπλαςματικϊν ιόντων 

αςβεςτίου, προκειμζνου να προςδιοριςτεί θ απόκριςι τουσ ςτθν εξωγενι χοριγθςθ βραδυκινίνθσ ςε 

κάκε ςυνκικθ. Παρουςιάηονται αντιπροςωπευτικζσ καταγραφζσ από τουλάχιςτον τρία ανεξάρτθτα 

πειράματα. 
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απόκριςθσ ςτθ ΒΚ, κατά τθ ςυνδυαςμζνθ επίδραςθ CoCl2 και Β*α+Ρ. Ειδικότερα, τα 

κφτταρα Α549 επωάςτθκαν ςε ςυνκικεσ υποξίασ (CoCl2, 100μΜ) για 24 ϊρεσ και, 

ςτθ ςυνζχεια, προςτζκθκαν ςτο κρεπτικό υλικό 2,5μΜ B*α+P, για 24 επιπλζον ϊρεσ. 

Παρά το γεγονόσ ότι – ςε ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ οξυγόνου – το Β*α+Ρ δεν ωαίνεται 

να επθρεάηει τθν απόκριςθ των κυττάρων ςτθν ΒΚ, ςτισ υποξικζσ ςυνκικεσ οδιγθςε 

ςε περαιτζρω αφξθςθ τθσ *Ca2+]I (κατά 13,6%), ςε ςφγκριςθ με τθ μεμονωμζνθ 

επίδραςθ του CoCl2. Και ςε αυτι τθν περίπτωςθ, θ απομάκρυνςθ του Ca2+ από το 

εξωκυττάριο περιβάλλον, ζδραςε αναςταλτικά. 

 

3.3.8. Σ ρόλοσ τθσ ομοιόςταςθσ των ιόντων αςβεςτίου ςτθ ρφκμιςθ τθσ Αkt και 

του HIF-1α. 

Βαςιηόμενοι ςτα αποτελζςματα, που καταδεικνφουν τθ διαταραχι τθσ 

ομοιόςταςθσ του Ca2+ παρουςία, τόςο των νανοςωματιδίων DEP, όςο και του Β*α+Ρ, 

εξετάςτθκε θ εμπλοκι αυτϊν των ιόντων ςτθ ρφκμιςθ των μοριακϊν δεικτϊν 

επιβίωςθσ, Αkt και HIF-1α, ςτο παρόν ςφςτθμα. Σα πειράματα πραγματοποιικθκαν 

παράλλθλα ςτα επικθλιακά κφτταρα πνεφμονα και δζρματοσ. 

Αρχικά, χρθςιμοποιικθκε το ιονοωόρο αςβεςτίου, ιονομυκίνθ, προκειμζνου 

να προςομοιωκεί μια κατάςταςθ μαηικισ και μθ ειδικισ κινθτοποίθςθσ (κυρίωσ 

ειςροισ) ιόντων αςβεςτίου ςτο κυτταρόπλαςμα. Σα επικθλιακά κφτταρα 

επωάςτθκαν με 500μΜ ιονομυκίνθσ για 0-24 ϊρεσ και ακολοφκθςε ανίχνευςθ των 

επιπζδων τθσ ωωςωορυλιωμζνθσ Akt και του HIF-1α, ςε ολικά πρωτεϊνικά 

εκχυλίςματα (Εικόνα 54). Όςον αωορά ςτθν κινάςθ Akt, ςτα πνευμονικά κφτταρα 

παρατθρικθκε μια ομαλι χρονοεξαρτϊμενθ μείωςθ τθσ ωωςωορυλίωςισ τθσ. 

Αντίκετα, ζνα περιςςότερο «ανκεκτικό» προωίλ εκδιλωςαν τα επιδερμικά κφτταρα, 

με τθ pΑkt να πζωτει κάτω από τα επίπεδα του μάρτυρα (κατά 60,50±1,50%†), μόνο 

μετά από παρατεταμζνθ επϊαςθ 24 ωρϊν. Λιγότερο ςαωισ ιταν θ απόκριςθ του 

ΘΙF-1α, αν και, ςε γενικζσ γραμμζσ, καμία κυτταρικι ςειρά δεν ωάνθκε να 

επθρεάηεται ςθμαντικά, παρουςία του ιονοωόρου. 
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Εικόνα 54: Χρονοεξαρτϊμενθ επίδραςθ τθσ ιονομυκίνθσ ςτθν κινάςθ Akt και τον ΘΛF-1α. Σα 

κφτταρα Α549 και Α431 επωάςτθκαν με 500μΜ ιονομυκίνθσ για 30 λεπτά ζωσ 24 ϊρεσ και, ςτθ 

ςυνζχεια, ζγινε ανίχνευςθ τθσ ωωςωορυλιωμζνθσ Akt και του HIF-1α ςε ολικά πρωτεϊνικά 

εκχυλίςματα. Ωσ μάρτυρεσ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, τα οποία καλλιεργικθκαν ςε ωυςιολογικό 

κρεπτικό υλικό για 24 ϊρεσ. Οι τιμζσ αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων 

μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) (*P<0,05, **P<0,01, †Ρ<0,001) 

 

΢τθ ςυνζχεια, εξετάςτθκε θ επίδραςθ τθσ αφξθςθσ του κυτταροπλαςματικοφ 

αςβεςτίου, μζςω μιασ περιςςότερο ειδικισ οδοφ και, ςυγκεκριμζνα, των καναλιϊν 

SOCs. Για το ςκοπό αυτό, χρθςιμοποιικθκε ο χθμικόσ παράγοντασ καψιγκαργκίνθ 

(Σg), o οποίοσ, όπωσ προαναωζρκθκε, προκαλεί εκκζνωςθ του ΕΔ, λόγω μθ 

αντιςτρεπτισ αναςτολισ τθσ αντλίασ SERCA, και επακόλουκθ ειςροι εξωκυττάριου 

Ca2+ από τα κανάλια SOCs. Σα κφτταρα Α549 και Α431 επωάςτθκαν με 100nM Σg, 

για 0-4 ϊρεσ. ΢τθν περίπτωςθ αυτι, αποωεφχκθκε θ παρατεταμζνθ επϊαςθ, λόγω 

τθσ τεκμθριωμζνθσ κυτταροτοξικισ δράςθσ τθσ Σg και ςτισ δφο κυτταρικζσ ςειρζσ. ΢ε 

αντίκεςθ με τθ μθ ειδικι αφξθςθ του κυτταροπλαςματικοφ αςβεςτίου από τθν 

ιονομυκίνθ, το πρότυπο απόκριςθσ των δφο κυτταρικϊν ςειρϊν ςτθν εκκζνωςθ του 

ΕΔ ωαίνεται να ςυμπίπτει (Εικόνα 55). Θ ενεργοποίθςθ τθσ κινάςθσ Αkt, ιταν άμεςθ 

και ακολοφκθςε ζνα παροδικό προωίλ με μζγιςτο ςτισ 2 ϊρεσ επϊαςθσ (2,04±0,51 

και 1,99±0,29** ωορζσ, ςε ςφγκριςθ με το μάρτυρα). Ιδιαίτερο ενδιαωζρον 

παρουςίαςε θ απόκριςθ του HIF-1α, κακϊσ θ Σg οδιγθςε ςε άμεςθ και ςχεδόν 

πλιρθ αποικοδόμθςι του, από τα 30 πρϊτα λεπτά και επακόλουκθ ςταδιακι 

ανάκαμψθ των επιπζδων του, πικανόν λόγω εκ νζου ςφνκεςισ τθσ πρωτεΐνθσ. 

Βιβλιογραωικά δεδομζνα υποςτθρίηουν, ότι θ αφξθςθ του αςβεςτίου ενιςχφει τθν 

ενεργότθτα των αςβεςτιο-εξαρτϊμενων υδροξυλαςϊν PHDs, που είναι υπεφκυνεσ 

για τθν υδροξυλίωςθ και επακόλουκθ πρωτεαςωμικι αποικοδόμθςθ του HIF-1α. 

Ωςτόςο, θ πρϊιμθ ενεργοποίθςθ του μονοπατιοφ τθσ Akt, είναι πικανό να 

επιταχφνει τον ρυκμό ςφνκεςθσ του ΘΙF-1α, ο οποίοσ ςταδιακά υπερβαίνει τον 
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ρυκμό αποικοδόμθςισ του, με αποτζλεςμα τθν ανάκαμψθ των πρωτεϊνικϊν του 

επιπζδων.  
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Εικόνα 55: Χρονοεξαρτϊμενθ επίδραςθ τθσ καψιγκαργκίνθσ (Σg) ςτθν κινάςθ Akt και τον ΘΛF-1α. 

Σα κφτταρα Α549 και Α431 επωάςτθκαν με 100nΜ Tg για 30 λεπτά ζωσ 4 ϊρεσ και, ςτθ ςυνζχεια, 

ζγινε ανίχνευςθ τθσ ωωςωορυλιωμζνθσ Akt και του HIF-1α ςε ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίςματα. Ωσ 

μάρτυρεσ χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα, τα οποία καλλιεργικθκαν ςε ωυςιολογικό κρεπτικό υλικό για 

24 ϊρεσ. Α) Αντιπροςωπευτικά ανοςοςτυπϊματα κατά Western. Β) Πυκνομετρικι ανάλυςθ των 

αποτελεςμάτων. Οι τιμζσ αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν ανεξάρτθτων μετριςεων ± 

τυπικι απόκλιςθ (SD) (*P<0,05, **P<0,01, †Ρ<0,001) 

 

Σο γεγονόσ ότι και ςτουσ δφο τφπουσ επικθλιακϊν κυττάρων, παρατθρικθκε 

ενεργοποίθςθ τθσ Αkt, παρουςία Tg, οδιγθςε ςτθν υπόκεςθ τθσ πικανισ ςφνδεςθσ 

του μεμβρανικοφ γεγονότοσ τθσ ειςροισ, με τθ ωωςωορυλίωςθ τθσ κινάςθσ, 

ανεξάρτθτα από το κλαςικό μονοπάτι ενεργοποίθςθσ. Προκειμζνου να διερευνθκεί 

αυτι θ υπόκεςθ, ζγινε κατάλλθλθ τροποποίθςθ του πρωτοκόλλου τθσ 

ωκοριςμομετρίασ, ζτςι ϊςτε να υπάρχει θ δυνατότθτα απομόνωςθσ των ολικϊν 

πρωτεϊνϊν, μετά το πζρασ τθσ διαδικαςίασ. ΢υνοπτικά, τα κφτταρα διατθρικθκαν ςε 

μορωι εναιωριματοσ ςτο ίδιο διάλυμα αλάτων, που χρθςιμοποιείται κατά τθ 

ωκοριςμομετρία, απουςία εξωκυττάριου αςβεςτίου. ΢το εναιϊρθμα προςτζκθκε Σg 

(100nM) για 10 λεπτά, ϊςτε να επιτευχκεί θ εκκζνωςθ του ΕΔ και, ςτθ ςυνζχεια, 

ακτίνθ 
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διάλυμα CaCl2 (2,5mM), με ςκοπό τθν άμεςθ ειςροι ιόντων Ca2+ ςτο 

κυτταρόπλαςμα, μζςω των – ιδθ ενεργοποιθμζνων – SOCs. Δείγματα κυττάρων 

ςυλλζχκθκαν ανά τακτά χρονικά διαςτιματα, ενϊ το δείγμα-μάρτυρασ ςυλλζχκθκε 

πριν τθν προςκικθ του CaCl2. Προσ επιβεβαίωςθ τθσ αρχικισ υπόκεςθσ, 

παρατθρικθκε ότι θ κινθτοποίθςθ ιόντων Ca2+ ςτο επίπεδο τθσ πλαςματικισ 

μεμβράνθσ, προκάλεςε άμεςθ ωωςωορυλίωςθ τθσ κινάςθσ Αkt και ςτισ δφο 

κυτταρικζσ ςειρζσ, ιδθ από τα 3 λεπτά μετά τθν χοριγθςθ CaCl2
 (Εικόνα 56).  
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Εικόνα 56: Επίδραςθ τθσ ειςροισ ιόντων Ca2+, μζςω των καναλιϊν SOCs τθσ πλαςματικισ 

μεμβράνθσ, ςτθ φωςφορυλίωςθ τθσ Αkt. Σα κφτταρα Α549 και Α431 διατθρικθκαν ςε εναιϊρθμα, 

απουςία εξωκυττάριου Ca2+ και μετά τθν εκκζνωςθ του ΕΔ με προςκικθ Σg (100nM) χορθγικθκε 

εξωγενϊσ διάλυμα CaCl2. Ακολοφκθςε ςυλλογι δειγμάτων ανά ςυγκεκριμζνα χρονικά διαςτιματα 

και προςδιοριςμόσ τθσ ωωςωορυλίωςθσ τθσ κινάςθσ Akt. Ωσ μάρτυρασ, χρθςιμοποιικθκαν κφτταρα 

που ςυλλζχκθκαν πριν τθν προςκικθ CaCl2. Παρουςιάηονται αντιπροςωπευτικά ανοςοςτυπϊματα 

και πυκνομετρικι ανάλυςθ των αποτελεςμάτων. Οι τιμζσ αποτελοφν το μζςο όρο τουλάχιςτον τριϊν 

ανεξάρτθτων μετριςεων ± τυπικι απόκλιςθ (SD) (*P<0,05, **P<0,01, †Ρ<0,001) 

 

Αν ςυνδυάςουμε τα αποτελζςματα των παραπάνω πειραμάτων με τα 

αυξθμζνα επίπεδα κυτταροπλαςματικοφ αςβεςτίου, που ανιχνεφκθκαν παρουςία 

Β*α]P, μποροφμε να υποκζςουμε ότι θ ενεργοποίθςθ τθσ Αkt από τον ςυγκεκριμζνο 

ρφπο, εκτόσ από το κλαςικό μονοπάτι, ίςωσ μεςολαβείται, εν μζρει, και από τθν 

διατάραξθ τθσ ομοιόςταςθσ του αςβεςτίου. 

pAkt 

ακτίνθ 
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V. ΢ΤΖΗΣΗ΢Η 
 

Όπωσ αποκαλφπτουν πολυάρικμεσ επιδθμιολογικζσ μελζτεσ των τελευταίων 

δεκαετιϊν, θ ατμοςωαιρικι ρφπανςθ, και ιδιαίτερα το μικροςωματιδιακό κλάςμα 

τθσ, ενοχοποιείται για ζνα εξαιρετικά ευρφ ωάςμα προβλθμάτων υγείασ, που 

περιλαμβάνει από απλοφσ δερματικοφσ ερεκιςμοφσ ι αλλεργικζσ αντιδράςεισ, μζχρι 

χρόνια αναπνευςτικά προβλιματα, κανάτουσ από καρδιαγγειακά αίτια και 

αυξθμζνο κίνδυνο εμωάνιςθσ καρκίνου (Maier και ςυν. 2008). Σο γεγονόσ αυτό, 

κακιςτά επιτακτικι τθν ανάγκθ αποςαωινιςθσ των μοριακϊν μθχανιςμϊν, που 

εμπλζκονται ςε αυτζσ τισ επιπτϊςεισ, με απϊτερο ςτόχο να λθωκοφν τα απαραίτθτα 

μζτρα για τθν πρόλθψθ ι τον περιοριςμό τουσ. Ωςτόςο, θ ζκκεςθ ςτουσ ρφπουσ τθσ 

ατμόςωαιρασ και οι επακόλουκεσ επιπτϊςεισ τουσ ςτθν υγεία δεν είναι μια απλι 

αντιςτοιχία δόςθσ-αποτελζςματοσ. Αντίκετα, πρόκειται για ζνα πολυδιάςτατο 

τοξικολογικό πρόβλθμα, ςτο οποίο υπειςζρχονται πολλαπλοί παράγοντεσ, που 

αωοροφν τόςο ςτα ωυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά των ίδιων των ςωματιδιακϊν 

ρφπων (διάμετροσ, χθμικι ςφςταςθ), όςο και ςτισ ςυνκικεσ ζκκεςθσ (ςυγκζντρωςθ, 

διάρκεια, ςυχνότθτα επειςοδίων) και τθν ατομικι ευαιςκθςία (θλικία, πακολογικό 

υπόβακρο). Κατά ςυνζπεια, παρά τισ εκτεταμζνεσ μελζτεσ και τισ πολυάρικμεσ 

υποκζςεισ, που ζχουν διατυπωκεί μζχρι ςιμερα, ο μθχανιςμόσ δράςθσ των 

ςωματιδιακϊν ρφπων εξακολουκεί να παραμζνει ζνα ανοιχτό ερευνθτικό πεδίο.  

 ΢τθν παροφςα διδακτορικι διατριβι ζγινε μια προςπάκεια καταγραωισ των 

επιδράςεων αντιπροςωπευτικϊν ατμοςωαιρικϊν ρφπων, διαωορετικισ ςφνκεςθσ 

και πολυπλοκότθτασ, προκειμζνου να εντοπιςτοφν πρϊιμεσ αλλαγζσ ςτθ 

ωυςιολογία και τθ ςθματοδότθςθ των κυττάρων, που ενδζχεται να ςυμβάλλουν, 

μακροπρόκεςμα, ςτθν ανάπτυξθ πακολογικοφ ωαινοτφπου. Μεταξφ των ςθματο-

δοτικϊν μορίων και των μεταγραωικϊν παραγόντων, που προωκοφν τθν επιβίωςθ 

και τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό, το ενδιαωζρον μασ εςτιάςτθκε ςτθν κινάςθ Αkt 

και τον μεταγραωικό παράγοντα ΘΙF-1α. Πρόκειται για δφο τυπικοφσ καρκινικοφσ 

δείκτεσ, κακϊσ ανιχνεφονται ςε υψθλά επίπεδα ςτθν πλειοψθωία των ανκρϊπινων 

όγκων. Παράλλθλα, θ ανίχνευςθ των επιπζδων του κυτταροπροςτατευτικοφ 

μεταγραωικοφ παράγοντα, NrF2, χρθςιμοποιικθκε ωσ ζνασ τυπικόσ δείκτθσ 

οξειδωτικοφ ςτρεσ. Ωσ βαςικό πειραματικό υλικό επιλζχκθκε θ κυτταρικι ςειρά 

αδενοκαρκινϊματοσ πνεφμονα, Α549, θ οποία, όπωσ ζχει ιδθ αναωερκεί, 

παρουςιάηει πολλζσ μορωολογικζσ και λειτουργικζσ ομοιότθτεσ με τα ωυςιολογικά 

επικθλιακά κφτταρα τφπου ΙΙ, του πνεφμονα και αποτελεί ζνα ευρζωσ διαδεδομζνο 

ςφςτθμα, για in vitro τοξικολογικζσ μελζτεσ. ΢ε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ, θ 

επικθλιακι ςειρά καρκινϊματοσ δζρματοσ, Α431, κακϊσ και πρωτογενείσ 
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καλλιζργειεσ ωυςιολογικϊν ινοβλαςτϊν πνεφμονα και δζρματοσ, εξετάςκθκαν με 

ςκοπό τον ζλεγχο τθσ ιςτοειδικότθτασ των αποκρίςεων και τθσ αλλθλεπίδραςθσ 

μεταξφ διαωορετικϊν κυτταρικϊν τφπων. Οι κατθγορίεσ ςωματιδιακϊν ρφπων, που 

εξετάςτθκαν, ιταν οι εξισ: α) ζνα ετερογενζσ μίγμα μικροςωματιδιακϊν ρφπων 

(ΡΜ), β) ζνα πρότυπο μίγμα νανοςωματιδίων από εξατμίςεισ μθχανϊν εςωτερικισ 

καφςθσ (DEP) και γ) ο πολυκυκλικόσ αρωματικόσ υδρογονάνκρακασ, 

βενηο*α+πυρζνιο (Β*α+Ρ). Σο Β*α+Ρ δεν ζχει ςωματιδιακι ωφςθ, αλλά επιλζχκθκε ωσ 

ζνα από τα βαςικά οργανικά ςυςτατικά των δφο προθγοφμενων μιγμάτων, 

προκειμζνου να διερευνθκεί περαιτζρω ο μθχανιςμόσ δράςθσ των οργανικϊν 

ρφπων. ΢τθν ςυνζχεια, κα αναλυκοφν τα κυριότερα αποτελζςματα, που αωοροφν 

ςτισ τρεισ κατθγορίεσ ρφπων. 

 

1. ΠΛΞΡΣ΢ΩΠΑΣΛΔΛΑΞΣΛ ΡΤΠΣΛ ΣΘ΢ ΑΣΠΣ΢ΦΑΛΡΑ΢ 

Ο άνκρωποσ εκτίκεται κακθμερινά ςε πολφπλοκα μίγματα ςωματιδιακϊν 

ρφπων, διαωορετικισ προζλευςθσ και ςφνκεςθσ. Σα ςυςτατικά αυτϊν των 

αιωροφμενων ςωματιδίων μποροφν να δράςουν μεμονωμζνα, ακροιςτικά θ 

ςυνεργιςτικά, κακϊσ, επίςθσ, και να αλλθλεπιδράςουν μεταξφ τουσ ι με άλλουσ 

παράγοντεσ, όπωσ θ υπεριϊδθσ ακτινοβολία, ςχθματίηοντασ δευτερογενι τοξικά 

προϊόντα. ΢υνεπϊσ, τα ςυμπεράςματα, που προκφπτουν από τθ μελζτθ ενόσ 

μεμονωμζνου ρφπου, αν και προςωζρουν πολφτιμεσ πλθροωορίεσ ςχετικά με τον 

μθχανιςμό δράςθσ τθσ ςυγκεκριμζνθσ ουςίασ, δεν αντιπροςωπεφουν απόλυτα τισ 

επιδράςεισ ενόσ πραγματικοφ μίγματοσ ατμοςωαιρικϊν ρφπων. ΢το πλαίςιο αυτό, 

πολλζσ τοξικολογικζσ ζρευνεσ προςανατολίηονται κυρίωσ ςτθ μελζτθ τθσ δράςθσ 

πολφπλοκων μιγμάτων μικροςωματιδιακϊν ρφπων από τθν επιβαρυμζνθ 

ατμόςωαιρα αςτικϊν κζντρων ι βιομθχανικϊν περιοχϊν (Frampton και ςυν. 1999, 

Alfaro-Moreno και ςυν. 2002, Wichmann και ςυν. 2009).  

Αντίςτοιχα, ςτθν παροφςα διδακτορικι διατριβι, εξετάςτθκε – μεταξφ 

άλλων – ζνα ςφνκετο μίγμα μικροςωματιδιακϊν ρφπων (ΡΜ), οι οποίοι 

ςυλλζχκθκαν με τθ βοικεια ειδικϊν ςυςτθμάτων άντλθςθσ αζρα, από μια 

βιομθχανία ςτθν περιοχι τθσ Ακινασ. 

Θ κυτταροτοξικι δράςθ του μίγματοσ ΡΜ ιταν αντιςτρόωωσ ανάλογθ τθσ 

αεροδυναμικισ διαμζτρου των ςωματιδίων. ΢υγκεκριμζνα, υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ 

ΡΜ με α.δ. 0,1-2,5μm (ΡΜ2,5) εκδιλωςαν ιπια κυτταροτοξικι δράςθ, ςε όλεσ τισ 

κυτταρικζσ ςειρζσ, που εξετάςτθκαν (Α549, Α431, ΜCF7, PC3), ενϊ αντίςτοιχεσ 

ςυγκεντρϊςεισ μεγαλφτερων ςωματιδίων (ΡΜ2,5-10) δεν επθρζαςαν ςθμαντικά τθν 

κυτταρικι επιβίωςθ (Εικόνα 20). Σο αποτζλεςμα αυτό αποδίδεται κυρίωσ ςτισ 
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ιδιαίτερεσ ωυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ των μικρότερων ςυςτατικϊν τθσ ΡΜ και 

υποςτθρίηεται από πλθκϊρα βιβλιογραωικϊν δεδομζνων. Σα ςωματίδια τθσ τάξθσ 

ΡΜ2,5 χαρακτθρίηονται από μεγαλφτερο αρικμό και εμβαδό επιωανείασ ανά μονάδα 

βάρουσ και, κατά ςυνζπεια, ωζρουν υψθλότερο ποςοςτό τοξικϊν μορίων ςτθν 

επιωάνειά τουσ, ςε ςφγκριςθ με τα ΡΜ10 (Choi και ςυν. 2004). Σα ςτοιχεία 

μετάπτωςθσ, τα ιόντα και οι οργανικζσ ενϊςεισ είναι οι κφριοι μεςολαβθτζσ τθσ 

τοξικισ δράςθσ των ςωματιδίων αυτϊν και δρουν μζςω ζντονου οξειδωτικοφ ςτρεσ 

και επακόλουκθσ οξειδωτικισ βλάβθσ του DNA και άλλων κυτταρικϊν μακρομορίων 

(Hsiao και ςυν. 2000, Osornio-Vargas και ςυν. 2003, Choi και ςυν. 2004). Κατά τθ 

χθμικι ανάλυςθ του ςωματιδιακοφ ωορτίου των ωίλτρων, που χρθςιμοποιικθκαν 

ςτθν παροφςα μελζτθ, διαπιςτϊκθκε ότι θ μείωςθ τθσ βιωςιμότθτασ ςυμπίπτει με 

υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ κειικϊν (SO4
2-) και αμμωνιακϊν (NH4

+) ιόντων. Σα κειικά 

ιόντα ςχθματίηονται ςτθν ατμόςωαιρα κατά τθν οξείδωςθ του SO2 και αντιδρϊντασ 

με τα αμμωνιακά ιόντα ςχθματίηουν άλατα (NH4)2SO4 ι NH4ΘSO4 (Harrison & Yin 

2000). Και τα δφο αυτά ανόργανα ςυςτατικά ζχουν ςυνδεκεί με τθν επαγωγι 

κυτταρικοφ κανάτου, αλλά και με τθν ζκκριςθ προ-ωλεγμονωδϊν μεςολαβθτϊν 

(Morio και ςυν. 2001, Perrone και ςυν. 2010).  

΢τθ ςυνζχεια, εξετάηοντασ τθ διαωορικι επίδραςθ του ανόργανου και του 

οργανικοφ κλάςματοσ τθσ ολικισ ΡΜ, διαπιςτϊςαμε – ςε κάκε περίπτωςθ – 

ςθμαντικι δοςοεξαρτϊμενθ μείωςθ τθσ κυτταρικισ επιβίωςθσ, θ οποία, όμωσ, ιταν 

περιςςότερο ζντονθ ςτθν περίπτωςθ των υδατοδιαλυτϊν ςυςτατικϊν (Εικόνα 22). 

Θ κυτταροτοξικότθτα του ανόργανου κλάςματοσ, κα μποροφςε να αποδοκεί, όπωσ 

προαναωζρκθκε, ςτθν υψθλι περιεκτικότθτα ςε κειικά και αμμωνιακά ιόντα. 

Αντίκετα, θ περιςςότερο ιπια δράςθ των οργανικϊν ςυςτατικϊν είναι πικανό να 

οωείλεται ςτθν παρουςία καρκινογόνων οργανικϊν ενϊςεων, όπωσ οι πολυκυκλικοί 

αρωματικοί υδρογονάνκρακεσ, οι οποίοι προωκοφν τον κυτταρικό πολλαπλα-

ςιαςμό, αντιςτακμίηοντασ, ςε κάποιο βακμό, τθ δράςθ των κυτταροτοξικϊν 

ςυςτατικϊν (Jung και ςυν. 2012). Για το λόγο αυτό, ο μθχανιςμόσ δράςθσ των 

οργανικϊν ρφπων διερευνικθκε περαιτζρω ςτθ ςυνζχεια τθσ παροφςασ 

διδακτορικισ διατριβισ. 

΢ε μοριακό επίπεδο, παράλλθλα με τθν κυτταροτοξικι δράςθ, 

παρατθρικθκε δοςοεξαρτϊμενθ μείωςθ ςτθ ωωςωορυλίωςθ τθσ κινάςθσ Αkt και 

ςτα πρωτεϊνικά επίπεδα του μεταγραωικοφ παράγοντα HIF-1α. Θ αναςταλτικι 

επίδραςθ των μικροςωματιδίων ςτουσ δφο δείκτεσ επιβίωςθσ εκδθλϊκθκε 

παρουςία, τόςο του ολικοφ εκχυλίςματοσ, όςο και του κάκε κλάςματοσ 

μεμονωμζνα. Είναι γεγονόσ ότι ςθμαντικόσ αρικμόσ αντίςτοιχων μελετϊν 

υποςτθρίηει ότι τα μίγματα των αςτικϊν μικρο- και νανο-ςωματιδιακϊν ρφπων 
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επάγουν ςθματοδοτικά μονοπάτια επιβίωςθσ, όπωσ τθσ κινάςθσ Akt και των 

ERK1/2, κυρίωσ μζςω του οξειδωτικοφ ςτρεσ και τθσ επακόλουκθσ ενεργοποίθςθσ 

του μεμβρανικοφ υποδοχζα του επιδερμικοφ αυξθτικοφ παράγοντα, EGFR (Tamaoki 

και ςυν. 2004, Weissenberg και ςυν. 2010). Αντίςτοιχοσ μθχανιςμόσ προτείνεται και 

για τθν επαγωγι του ΘΙF-1α και άλλων μεταγραωικϊν παραγόντων, που εμωανίηουν 

ευαιςκθςία ςτο οξειδωτικό ςτρεσ (Tharappel και ςυν. 2010, Yu και ςυν. 2012). 

Ωςτόςο, τα βιβλιογραωικά δεδομζνα που αωοροφν ειδικότερα ςτον ΘΙF-1α, δεν 

επαρκοφν για τθν εξαγωγι αςωαλϊν ςυμπεραςμάτων ωσ προσ τθν απόκριςι του 

ςτουσ ςωματιδιακοφσ ρφπουσ. Επιπλζον, πρόςωατθ ζρευνα αναωζρει ότι τα 

μίγματα ΡΜ2,5 και ΡΜ10 ενιςχφουν τθν ενεργοποίθςθ τθσ κινάςθσ Αkt, ςτθν 

κυτταρικι ςειρά ΒΕΑS-2B, μζςω πρωτεόλυςθσ τθσ αναςταλτικισ πρωτεΐνθσ ΡΣΕΝ 

από τισ καλπαΐνεσ (Watterson και ςυν. 2012). Οι μελζτεσ, ςτισ οποίεσ παρατθρείται 

καταςτολι του μονοπατιοφ PI3K/Akt, αωοροφν κυρίωσ ςτθν επίδραςθ μικρο-

ςωματιδιακϊν εκχυλιςμάτων από τον καπνό του τςιγάρου ςε ινοβλάςτεσ και 

επικθλιακά κφτταρα πνεφμονα (Togo και ςυν. 2010, Kim και ςυν. 2012). Μάλιςτα, 

ζχει προτακεί ότι τα ςυγκεκριμζνα εκχυλίςματα αυξάνουν τθν ζκωραςθ τθσ Ε3 

λιγάςθσ τθσ ουβικιτίνθσ, ΣΣC3, με αποτζλεςμα τθν επιλεκτικι πολυουβικιτινυλίωςθ 

τθσ ενεργοποιθμζνθσ – και λιγότερο τθσ ανενεργισ – Akt και τθν αποικοδόμθςι τθσ, 

ςτο πρωτεάςωμα (Kim και ςυν. 2011). ΢υνολικά, είναι εμωανζσ ότι οι κυτταρικζσ 

αποκρίςεισ ςτα πολφπλοκα και ευμετάβλθτα μίγματα των ςωματιδιακϊν ρφπων 

παρουςιάηουν εξαιρετικι ετερογζνεια και κακορίηονται, ςε μεγάλο βακμό, από τθ 

ςφςταςθ και τθν πθγι προζλευςθσ του εκάςτοτε μίγματοσ.  

 

2. ΡΑΡΣ΢ΩΠΑΣΛΔΛΑ DEP  

Σα οργανικά ςυςτατικά τθσ ατμοςωαιρικισ ρφπανςθσ είναι αυτά, που κατά 

κανόνα ενοχοποιοφνται για τισ καρκινογόνεσ επιπτϊςεισ τθσ, ςε βάκοσ χρόνου. ΢το 

οργανικό κλάςμα των ςωματιδιακϊν ρφπων των αςτικϊν και βιομθχανικϊν 

περιοχϊν, ςυνειςωζρουν ςθμαντικά τα ςωματίδια, που εκλφονται κατά τθν καφςθ 

υγρϊν καυςίμων (Diesel Exhaust Particles, DEP). Πρόκειται για ςωαιρικοφσ 

ςχθματιςμοφσ, με ζναν πυρινα άνκρακα, ο οποίοσ περιβάλλεται από δραςτικά 

μζταλλα και ανόργανα ιόντα, ενϊ ςτθν εξωτερικι τουσ ςτιβάδα προςροωάται 

μεγάλοσ αρικμόσ οργανικϊν ενϊςεων (π.χ. PAHs). ΢το πλαίςιο τθσ παροφςασ 

διατριβισ, προκειμζνου να διερευνθκεί περαιτζρω θ δράςθ των οργανικϊν ρφπων 

επιλζχκθκε ζνα μίγμα νανοςωματιδίων DEP (SRM2975), γνωςτισ ςφνκεςθσ, από το 

Ινςτιτοφτο Προτφπων και Σεχνολογίασ (ΝΙST) των ΘΠΑ. ΢υγκεκριμζνα, εξετάςκθκε θ 
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επίδραςθ των οργανικϊν ςυςτατικϊν του μίγματοσ, μετά από κατάλλθλθ εκχφλιςθ 

με διχλωρομεκάνιο (βλ. 4.3.). 

Θ κυτταροτοξικι δράςθ των DEP εκδθλϊκθκε μόνο φςτερα από εξαιρετικά 

παρατεταμζνθ επϊαςθ (≥48h), θ οποία απζχει ςθμαντικά από τισ πραγματικζσ 

ςυνκικεσ ζκκεςθσ ςτουσ ατμοςωαιρικοφσ ρφπουσ. Αντίκετα, μζχρι τισ 24 ϊρεσ, δεν 

παρατθρικθκε μείωςθ τθσ κυτταρικισ επιβίωςθσ, ςτο εφροσ ςυγκεντρϊςεων, που 

εξετάςτθκε (3-100μg/ml). Μάλιςτα, αξίηει να ςθμειωκεί ότι ςε πολφ χαμθλζσ 

ςυγκεντρϊςεισ, ο αρικμόσ των κυττάρων ιταν μεγαλφτεροσ, ςε ςφγκριςθ με το 

μάρτυρα. Πράγματι, θ τοξικι δράςθ των DEP, ςε ανάλογα ςυςτιματα επικθλιακϊν 

κυττάρων πνεφμονα, παρατθρείται ςε ςυγκεντρϊςεισ, που ξεπερνοφν τα 100 μg/ml 

(Danielsen και ςυν. 2008, Akhtar και ςυν. 2010). Αντίςτοιχθ μελζτθ, ςτα κφτταρα 

Α549, υποςτθρίηει ότι οι μθ κυτταροτοξικζσ ςυγκεντρϊςεισ των DEP προωκοφν τον 

κυτταρικό κφκλο, μζςω ενόσ μθχανιςμοφ που εξαρτάται άμεςα από το οξειδωτικό 

ςτρεσ και περιλαμβάνει τθν ενεργοποίθςθ των ΜΑΡ κιναςϊν, του μεταγραωικοφ 

παράγοντα NF-κΒ και τθν αναςτολι τθσ πρωτεΐνθσ p21 (Bayram και ςυν. 2006). Οι 

αλλαγζσ αυτζσ καταςτζλλουν τθν απόπτωςθ και εξαςωαλίηουν τθν επιβίωςθ και τον 

πολλαπλαςιαςμό των κυττάρων, ακόμα και απουςία των αυξθτικϊν παραγόντων 

του οροφ. Επιπλζον, ςε χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ, παρατθρείται και γενοτοξικι 

δράςθ των DEP, με τθ ανίχνευςθ προϊόντων προςκικθσ, μονόκλωνων κραφςεων ι 

οξειδωτικισ βλάβθσ του DNA, θ οποία, όμωσ δεν ςυνοδεφεται από κυτταρικό 

κάνατο (Danielsen και ςυν. 2008, Danielsen και ςυν. 2009, Akhtar και ςυν. 2010). Θ 

προϊκθςθ τθσ κυτταρικισ διαίρεςθσ, ςε αυτζσ τισ ςυνκικεσ, δεν εξαςωαλίηει ςτο 

κφτταρο τον απαραίτθτο χρόνο για τθν επιδιόρκωςθ των βλαβϊν του γενετικοφ 

υλικοφ, ςυμβάλλοντασ ζτςι, ςταδιακά, ςτθ δθμιουργία ενόσ ευνοϊκοφ 

περιβάλλοντοσ για τθν ανάπτυξθ καρκίνου. 

 Θ διατάραξθ τθσ οξειδοαναγωγικισ ιςορροπίασ των κυττάρων Α549, 

παρουςία DEP επιβεβαιϊκθκε και από τθ ςυςςϊρευςθ του μεταγραωικοφ 

παράγοντα NrF2. Όπωσ περιγράωθκε και ςτο κεωάλαιο τθσ Ειςαγωγισ, ο NrF2 

αποτελεί το βαςικό ενορχθςτρωτι των προςτατευτικϊν αντιοξειδωτικϊν 

μθχανιςμϊν του κυττάρου, κατά τθν απόκριςθ ςτο ιπιο οξειδωτικό ςτρεσ (Βακμίδα 

Ι), που προκαλείται από τουσ ςωματιδιακοφσ ρφπουσ (Xiao και ςυν. 2003). Σο 2003, 

αναωζρκθκε για πρϊτθ ωορά θ επαγωγι και θ μεταγραωικι ενεργοποίθςθ του ΝrF2 

από τα νανοςωματίδια DEP, και κυρίωσ το οργανικό κλάςμα τουσ, ςε πρωτογενι 

καλλιζργεια ρινικϊν επικθλιακϊν κυττάρων και ςτθν κυτταρικι ςειρά 16ΘΒΕ (Baulig 

και ςυν. 2003). Από τότε, δθμοςιεφτθκαν και επιπλζον μελζτεσ, που επιβεβαίωςαν 

αυτά τα αποτελζςματα, τόςο ςε επικθλιακά κφτταρα πνεφμονα, όςο και ςε κφτταρα 

του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ, όπωσ τα μακροωάγα των κυψελίδων (Li και ςυν. 
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2004, Zhang και ςυν. 2004). Εκτόσ, όμωσ, από τον ΝrF2, τα DEP ενίςχυςαν και τθ 

ωωςωορυλίωςθ τθσ υπομονάδασ p65, του NF-κΒ. Ο NF-κΒ είναι και αυτόσ ζνασ 

μεταγραωικόσ παράγοντασ, ευαίςκθτοσ ςτο οξειδωτικό ςτρεσ, ο οποίοσ ρυκμίηει – 

μεταξφ άλλων – τθ ωλεγμονϊδθ απόκριςθ επάγοντασ τθν ζκωραςθ προ-

ωλεγμονωδϊν κυτταροκινϊν, όπωσ ο TNF-α, θ IL-1β και θ IL-8 και μορίων 

προςκόλλθςθσ (Karin & Greten 2005). Θ ενεργοποίθςι του ςτα κφτταρα του 

πνεφμονα, ωσ απόκριςθ ςτουσ ςωματιδιακοφσ ρφπουσ τθσ ατμόςωαιρασ, και, 

ειδικότερα, ςε μίγματα νανοςωματιδίων DEP, ζχει τεκμθριωκεί επανειλθμμζνα και 

ωαίνεται πωσ μεςολαβείται από τα ςθματοδοτικά μονοπάτια των MAPKs (Shukla 

και ςυν. 2000, Marano και ςυν. 2002, Pourazar και ςυν. 2005, Li και ςυν. 2010, 

Silbajoris και ςυν. 2011). Πράγματι, παράλλθλα με τον NF-κΒ, παρατθρικθκε 

ενεργοποίθςθ των κιναςϊν ERKs και p38. Θ ςυμωωνία των αποτελεςμάτων τθσ 

παροφςασ εργαςίασ με τα παραπάνω βιβλιογραωικά δεδομζνα, υποδθλϊνει ότι 

διακζτουμε ζνα αξιόπιςτο in vitro πειραματικό μοντζλο. 

Μεταξφ των μοριακϊν δεικτϊν, που μελετικθκαν, ιδιαίτερο ενδιαωζρον 

παρουςιάηει θ αφξθςθ των πρωτεϊνικϊν επιπζδων του HIF-1α (Εικόνα 26). Ο HIF-1α 

επάγεται κυρίωσ κατά τθν υποξία, αλλάηοντασ ριηικά το μεταβολικό δυναμικό του 

κυττάρου και εξαςωαλίηοντασ τθν επιβίωςι του ςε αυτζσ τισ λιγότερο ευνοϊκζσ 

ςυνκικεσ (Poon και ςυν. 2009). Ωςτόςο, υπάρχουν δεδομζνα, που υποςτθρίηουν 

τθν κινθτοποίθςι του και ςε ςυνκικεσ οξειδωτικοφ ςτρεσ (Haddad & Land 2001, 

BelAiba και ςυν. 2004, Bonello και ςυν. 2007), γεγονόσ που τον κακιςτά πικανό 

ςτόχο των μικροςωματιδιακϊν ατμοςωαιρικϊν ρφπων. Παρόλα αυτά, μζχρι ςιμερα 

ζχει δθμοςιευτεί μόνο μία ςχετικι μελζτθ, θ οποία αωορά ςτθν απόκριςθ του HIF-

1α, παρουςία ενόσ μίγματοσ νανοςωματιδίων DEP. ΢υγκεκριμζνα, αναωζρεται ότι 

τα DEP (5-30μg/ml για 4 ϊρεσ) αφξθςαν τα επίπεδα mRNA του ΘΙF-1α και του 

γονιδίου-ςτόχου του, vegf, ενϊ, παράλλθλα, μείωςαν τθν ζκωραςθ τθσ 

υδροξυλάςθσ του HIF-1α, PHD2, ςτα ανκρϊπινα ενδοκθλιακά κφτταρα HUVEC. 

Επιπλζον, παρατθρικθκε in vivo επαγωγι τθσ αγγειογζνεςθσ, ςε μοντζλα 

διαγονιδιακϊν ποντικϊν ApoE-/-, φςτερα από επαναλαμβανόμενεσ εκκζςεισ ςτα 

DEP για χρονικό διάςτθμα 2, 5 και 8 εβδομάδων (Xu και ςυν. 2009). Θ επιβεβαίωςθ 

τθσ επαγωγισ του HIF-1α, παρουςία μθ κυτταροτοξικϊν ςυγκεντρϊςεων 

ςωματιδιακϊν μιγμάτων, που περιζχουν ενϊςεισ με μεταλλαξιγόνο δράςθ, κα 

μποροφςε να ςυμβάλει ςθμαντικά ςτθν κατανόθςθ τθσ καρκινογόνου δράςθσ των 

ατμοςωαιρικϊν ρφπων. 

Οι τρεισ μεταγραωικοί παράγοντεσ, που μελετικθκαν, παρουςίαςαν μζγιςτθ 

απόκριςθ ςτθ ςυγκζντρωςθ των 25μg/ml DEP (Εικόνα 26), θ οποία εκδθλϊκθκε ιδθ 

από τα 15 πρϊτα λεπτά τθσ επϊαςθσ (Εικόνα 25). Θ ςυγκζντρωςθ αυτι, αντιςτοιχεί 
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ςε   2μg/cm2 και βρίςκεται εντόσ του εφρουσ ςυγκεντρϊςεων, οι οποίεσ κεωροφνται 

κατάλλθλεσ για ανάλογεσ in vitro μελζτεσ (0,2-20μg/cm2), προκειμζνου να 

ανταποκρίνονται ςτισ πραγματικζσ ςυνκικεσ ζκκεςθσ (Li και ςυν. 2003). Εκτόσ, 

όμωσ, από τθ ςυγκζντρωςθ, κακοριςτικό ρόλο ςτισ επιπτϊςεισ των ειςπνεόμενων 

ρφπων διαδραματίηει και το χρονικό πρότυπο τθσ ζκκεςθσ. ΢το πλαίςιο αυτό, 

εωαρμόςτθκε ζνα πρωτόκολλο ςφντομων, επαναλαμβανόμενων επωάςεων, που 

κεωροφνται περιςςότερο αντιπροςωπευτικζσ των πραγματικϊν ςυνκθκϊν, ςε 

ςφγκριςθ με μια ςυνεχόμενθ ζκκεςθ 24 ωρϊν (Εικόνα 27). Οι επαναλαμβανόμενεσ 

δίωρεσ επωάςεισ ζδραςαν ακροιςτικά ςτα επίπεδα του ΘΙF-1α, τα οποία 

παρζμειναν υψθλά, ανεξάρτθτα από τθν παρουςία των DEP, για τουλάχιςτον 22 

ϊρεσ. Εξίςου παρατεταμζνθ ιταν και θ ωωςωορυλίωςθ τθσ υπομονάδασ p65 του 

ΝF-κΒ. Αντίκετα, θ απόκριςθ του NrF2 ιταν παροδικι, αλλά ικανι να ενεργοποιιςει 

τθ μεταγραωι των γονιδίων-ςτόχων του, όπωσ διαπιςτϊνεται από τθν 

παρατεταμζνθ επαγωγι του ενηφμου οξυγενάςθ τθσ αίμθσ (ΘΟ-1). ΢υνεπϊσ, 

ωαίνεται πωσ ακόμα και θ παροδικι ζκκεςθ ςτουσ ρφπουσ τθσ ατμόςωαιρασ, 

μπορεί να διαταράξει τθν οξειδοαναγωγικι ιςορροπία ενόσ κυττάρου και να 

προκαλζςει προ-ωλεγμονϊδεισ αποκρίςεισ, για μεγάλο χρονικό διάςτθμα. 

Δυςτυχϊσ, το ςυγκεκριμζνο in vitro ςφςτθμα δεν επιτρζπει τθν εωαρμογι 

περιςςότερων επαναλθπτικϊν επωάςεων, ϊςτε να εξετάςουμε τισ μεταβολζσ αυτζσ 

ςε βάκοσ χρόνου. Ωςτόςο, θ δυνατότθτα αυτι παρζχεται ςε μοντζλα 

πειραματοηϊων. Για παράδειγμα, θ ζκκεςθ κουνελιϊν ςε μίγματα ΡΜ10, 2 ωορζσ 

τθν εβδομάδα για 4 εβδομάδεσ, οδιγθςε ςε αυξθμζνθ παραγωγι 

πολυμορωοπφρθνων ςτο μυελό των οςτϊν και απελευκζρωςι τουσ ςτθν 

κυκλοωορία, κακϊσ και ςυςςϊρευςθ μονοκυττάρων ςτισ ακθρωματικζσ πλάκεσ των 

αγγείων (Mukae και ςυν. 2001, Yatera και ςυν. 2008). Επίςθσ, ενδείξεισ τοπικισ 

(ζκκριςθ IL-8, από τα κφτταρα του πνεφμονα και οψωνιςμόσ λεμωοκυττάρων), αλλά 

και ςυςτθματικισ ωλεγμονισ (αυξθμζνα επίπεδα IL-6 και TNF-1α ςτο αίμα) 

παρατθρικθκαν 6 και 24 ϊρεσ, αντίςτοιχα, μετά από ςφντομθ (1 ϊρα) ζκκεςθ 

ανκρϊπων, ςε ειςπνεόμενα μίγματα νανοςωματιδίων DEP (Salvi και ςυν. 2000, 

Tornqvist και ςυν. 2007). Επομζνωσ, θ καταγραωι του HIF-1α, ςε αντίςτοιχεσ 

ςυνκικεσ, κα είχε ιδιαίτερο ενδιαωζρον, ϊςτε να διατυπωκεί μια κακολικι 

υπόκεςθ για τθν απόκριςι του. 

΢ε επίπεδο οργανιςμοφ, όμωσ, θ κυτταρικι απόκριςθ δεν διαμορωϊνεται 

αποκλειςτικά από εξωγενείσ παράγοντεσ, όπωσ θ δόςθ ι θ ςυχνότθτα του εκάςτοτε 

ερεκίςματοσ, αλλά και από ζνα πολφπλοκο δίκτυο παρακρινικϊν αλλθλεπιδράςεων 

μεταξφ των διαωορετικϊν κυτταρικϊν τφπων, ςτο μικροπεριβάλλον του ιςτοφ. Ο 

πνεφμονασ, ςυγκεκριμζνα, αποτελείται από πολλζσ διαωορετικζσ κατθγορίεσ 
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κυττάρων, μεταξφ των οποίων επικθλιακά κφτταρα τφπου Ι και ΙΙ, μακροωάγα, 

δενδριτικά, ινοβλάςτεσ και ενδοκθλιακά κφτταρα. Για το λόγο αυτό, αν και οι 

περιςςότερεσ in vitro τοξικολογικζσ μελζτεσ, που αωοροφν ςτισ επιπτϊςεισ τθσ 

ςωματιδιακισ ρφπανςθσ, ζχουν πραγματοποιθκεί ςε μονοκαλλιζργειεσ, τα 

τελευταία χρόνια καταγράωεται μια ςυνεχϊσ αυξανόμενθ τάςθ χρθςιμοποίθςθσ 

ςυςτθμάτων ταυτόχρονθσ καλλιζργειασ δφο ι και περιςςότερων κυτταρικϊν τφπων 

(Klein και ςυν. 2011). ΢τθν πλειοψθωία αυτϊν των μελετϊν εξετάηεται θ 

αλλθλεπίδραςθ των επικθλιακϊν κυττάρων του πνεφμονα, με κφτταρα του 

ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ ι/και ενδοκθλιακά κφτταρα (Alfaro-Moreno και ςυν. 

2008, Klein και ςυν. 2011). ΢τθν παροφςα διατριβι χρθςιμοποιικθκε το ςφςτθμα 

ςυγκαλλιζργειασ Transwell®, προκειμζνου να μελετθκεί θ αλλθλεπίδραςθ μεταξφ 

των επικθλιακϊν κυττάρων Α549 και μιασ πρωτογενοφσ καλλιζργειασ ωυςιολογικϊν 

ινοβλαςτϊν πνεφμονα (Distal Lung Fibroblasts, DLF) (Εικόνα 28). ΢ε in vivo 

ςυνκικεσ, τα επικθλιακά κφτταρα του πνεφμονα δεν ζρχονται ςε άμεςθ επαωι με 

τουσ ινοβλάςτεσ του υποκείμενου ςυνδετικοφ ιςτοφ, λόγω τθσ παρεμβαλλόμενθσ 

βαςικισ μεμβράνθσ. Ωςτόςο, ζχει επιβεβαιωκεί θ αμοιβαία επικοινωνία μεταξφ των 

δφο κυτταρικϊν τφπων, με τουσ ινοβλάςτεσ να ζχουν κυρίωσ τροωικό ρόλο για τα 

επικθλιακά κφτταρα, τα οποία, με τθ ςειρά τουσ, διεγείρουν τθν παραγωγι 

κολλαγόνου τφπου Ι από τουσ ινοβλάςτεσ, μζςω IGF-1 (Griffin και ςυν. 1993). Εξίςου 

ςθμαντικι είναι και θ αλλθλεπίδραςθ επικθλίου-ινοβλαςτϊν ςε πακολογικζσ 

καταςτάςεισ, όπωσ θ ωλεγμονι και ο καρκίνοσ (Knight 2001, Ostman & Augsten 

2009). ΢το ςφςτθμα ςυγκαλλιζργειασ, τα νανοςωματίδια DEP χορθγικθκαν ςτο 

διαμζριςμα των επικθλιακϊν κυττάρων, τα οποία εκτίκενται άμεςα ςτουσ 

ατμοςωαιρικοφσ ρφπουσ, κατά τθν ειςπνοι. Διαπιςτϊκθκε ότι, οι αποκρίςεισ των 

Α549 δεν παρουςίαςαν ςθμαντικζσ μεταβολζσ, ςε ςφγκριςθ με τθν απλι 

μονοκαλλιζργεια. Ιδιαίτερο ενδιαωζρον παρουςίαςαν οι αποκρίςεισ των 

ωυςιολογικϊν ινοβλαςτϊν, όπου παρατθρικθκε επαγωγι, τόςο τθσ κινάςθσ Akt, 

όςο και των μεταγραωικϊν παραγόντων HIF-1α, NrF2 και NFκΒ. Οι αποκρίςεισ αυτζσ 

μποροφν να αποδοκοφν, κατά κφριο λόγο, ςτθν παρακρινικι επικοινωνία των 

κυττάρων, κακϊσ ζχει αποδειχκεί ότι τα νανοςωματίδια δεν διαπερνοφν τουσ 

πόρουσ τθσ θμιπερατισ μεμβράνθσ, που διαχωρίηει τα δφο διαμερίςματα του 

Transwell® (Geys και ςυν. 2006). Άλλωςτε, θ ςφνκεςθ και, κατά ςυνζπεια, θ ζκκριςθ 

προ-ωλεγμονωδϊν μεςολαβθτϊν επιβεβαιϊνεται και από τα υψθλά επίπεδα 

ωωςωορυλίωςθσ του NFκΒ. Επιπλζον, θ ζκκριςθ θλεκτρονιόωιλων μορίων, φςτερα 

από τθ μεταβολικι ενεργοποίθςθ των οργανικϊν ςυςτατικϊν των DEP, ςτα κφτταρα 

Α549, ενδζχεται να προκαλεί ιπιο οξειδωτικό ςτρεσ ςτουσ ινοβλάςτεσ, το οποίο 

«αποτυπϊνεται» ςτθν επαγωγι του NrF2.  
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Ζνασ από τουσ μεταγραωικοφσ ςτόχουσ του NFκΒ, ςτο πλαίςιο τθσ ρφκμιςθσ 

τθσ ωλεγμονϊδουσ απόκριςθσ, είναι και θ ιντερλευκίνθ IL-1β. Πρόκειται για μια 

προ-ωλεγμονϊδθ κυτταροκίνθ, θ οποία εκωράηεται ςε πολλοφσ κυτταρικοφσ 

τφπουσ, όπωσ τα μακροωάγα, τα μονοκφτταρα, τα λεμωοκφτταρα, θ μικρογλοία, τα 

ουδετερόωιλα και οι ινοβλάςτεσ, ενϊ ο υποδοχζασ τθσ εντοπίηεται κυρίωσ ςτα Σ 

λεμωοκφτταρα, τουσ ινοβλάςτεσ, τα επικθλιακά και τα ενδοκθλιακά κφτταρα (Akdis 

και ςυν. 2011). Επίςθσ, ζχει διαπιςτωκεί ότι θ IL-1β, ςε ςυνδυαςμό με τθν IL-6 και 

τον ΣΝF-α, διαδραματίηουν πρωταγωνιςτικό ρόλο ςτθν τοπικι και ςυςτθματικι 

ωλεγμονι, που επάγεται από τουσ ςωματιδιακοφσ ρφπουσ (Nam και ςυν. 2006, 

Provoost και ςυν. 2011, Tsai και ςυν. 2012). Βαςιηόμενοι ςτα παραπάνω δεδομζνα, 

υποκζςαμε ότι θ ενεργοποίθςθ του μεταγραωικοφ παράγοντα NFκΒ, ςτο ςφςτθμα 

τθσ ςυγκαλλιζργειασ, φςτερα από τθν προςκικθ των DEP, οδθγεί – μεταξφ άλλων – 

ςε ζκκριςθ IL-1β από τουσ ινοβλάςτεσ, θ οποία δρα, είτε παρακρινϊσ ςτα 

επικθλιακά κφτταρα, είτε αυτοκρινϊσ ςτουσ ίδιουσ τουσ ινοβλάςτεσ. Όπωσ 

διαπιςτϊκθκε, θ εξωγενισ χοριγθςθ IL-1β ςτα κφτταρα Α549 προκαλεί ζντονθ  

δοςο- και χρονο-εξαρτϊμενθ αφξθςθ ςτα επίπεδα του μεταγραωικοφ παράγοντα 

ΘΙF-1α, θ οποία μεςολαβείται ςε μεγάλο ποςοςτό από το ςθματοδοτικό μονοπάτι 

PI3K/Akt. Σο αποτζλεςμα αυτό υποςτθρίηεται από πλθκϊρα βιβλιογραωικϊν 

δεδομζνων (Haddad 2002, Stiehl και ςυν. 2002, Jung και ςυν. 2003, Naldini και ςυν. 

2010) και κακιςτά τον ΘΙF-1α μόριο-κλειδί μεταξφ ωλεγμονϊδουσ απόκριςθσ και 

καρκινογζνεςθσ. Αν και θ ςυγκεκριμζνθ απόκριςθ καταγράωθκε ςτα επικθλιακά 

κφτταρα, ο μθχανιςμόσ αυτόσ δεν ωαίνεται να παρουςιάηει ιςτοειδικότθτα. 

΢υνεπϊσ, κα μποροφςε να ερμθνεφςει, τουλάχιςτον εν μζρει, και τισ αποκρίςεισ των 

ινοβλαςτϊν.  

Σα αποτελζςματα του ςυςτιματοσ τθσ ςυγκαλλιζργειασ, επιβεβαιϊνουν, για 

μια ακόμθ ωορά, ότι οι βλάβεσ, που προκαλοφν τα μίγματα ςωματιδιακϊν ρφπων 

τθσ ατμόςωαιρασ, δεν περιορίηονται αποκλειςτικά ςτα κφτταρα, που εκτίκενται 

άμεςα ςτα ςωματίδια, αλλά μποροφν να επεκτακοφν και ςε παρακείμενουσ ιςτοφσ 

ι απομακρυςμζνα όργανα. Οι επιπτϊςεισ των ρφπων, ςε επίπεδο ςυςτιματοσ, 

μπορεί να οωείλονται, τόςο ςτθ μεταωορά προ-ωλεγμονωδϊν μεςολαβθτϊν, όςο 

και των ίδιων των ςωματιδίων ι ςυςτατικϊν τουσ μζςω τθσ κυκλοωορίασ του 

αίματοσ. 

 Σζλοσ, το οξειδωτικό ςτρεσ, το οποίο ςυνοδεφει τθν ζκκεςθ ςτουσ 

ςωματιδιακοφσ ρφπουσ, ζχει ςυνδεκεί και με τθ διατάραξθ τθσ ομοιόςταςθσ των 

ιόντων αςβεςτίου (Mazzoli-Rocha και ςυν. 2010). Σο αςβζςτιο ςυνιςτά ζνα 

ταχφτατα αποκρινόμενο δεφτερο μινυμα και εμπλζκεται ςχεδόν ςτο ςφνολο των 

κυτταρικϊν λειτουργιϊν, διαδραματίηοντασ κακοριςτικό ρόλο ςτθν ευαίςκθτθ 
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ιςορροπία μεταξφ επιβίωςθσ και κυτταρικοφ κανάτου (Berridge και ςυν. 1998). Σο 

οξειδωτικό ςτρεσ αυξάνει τα επίπεδα του κυτταροπλαςματικοφ αςβεςτίου, με 

αποτζλεςμα τθν κινθτοποίθςθ πολλϊν Ca2+-εξαρτϊμενων ςθματοδοτικϊν 

μονοπατιϊν, τθν ενεργοποίθςθ καταρροϊκϊν μεταγραωικϊν παραγόντων, όπωσ ο 

NFκΒ, και τθ ςφνκεςθ προωλεγμονωδϊν μεςολαβθτϊν. Μζςω αυτοφ του 

μθχανιςμοφ κεωρείται ότι τα ιόντα αςβεςτίου ςυνδζονται με τθν – επαγόμενθ από 

τουσ ςωματιδιακοφσ ρφπουσ – ωλεγμονϊδθ απόκριςθ (Brown και ςυν. 2004). Σα 

τελευταία χρόνια, ζχει προτακεί και ζνασ εναλλακτικόσ μθχανιςμόσ ειςροισ ιόντων 

αςβεςτίου, ο οποίοσ είναι ανεξάρτθτοσ από το οξειδωτικό ςτρεσ και αωορά 

ειδικότερα ςτα νανοςωματίδια DEP. ΢υγκεκριμζνα, προτείνεται ότι τα οργανικά 

ςυςτατικά των DEP αλλθλεπιδροφν άμεςα ι ζμμεςα, ςτο επίπεδο τθσ πλαςματικισ 

μεμβράνθσ, με τουσ κατιονικοφσ διαφλουσ, ΣRPA1 και TRPV4, αντίςτοιχα (Deering-

Rice και ςυν. 2011, Li και ςυν. 2011). Ο ζμμεςοσ μθχανιςμόσ περιλαμβάνει τθν 

ενεργοποίθςθ του ςυηευγμζνου με G-πρωτεΐνεσ υποδοχζα, PAR-2, και τθ διάνοιξθ 

του διαφλου TRPV4, μζςω κινθτοποίθςθσ των ςθματοδοτικϊν μορίων PI3K και PLCγ 

(Li και ςυν. 2011). Παρόλα αυτά, ο ωκοριςμομετρικόσ προςδιοριςμόσ των ιόντων 

αςβεςτίου ςτο δικό μασ πειραματικό μοντζλο, αποκάλυψε μειωμζνα επίπεδα 

κυτταροπλαςματικοφ αςβεςτίου, παρουςία DEP, ςε ςφγκριςθ με το μάρτυρα. Αυτι 

θ κατάςταςθ δεν ςυνάδει με τα παραπάνω βιβλιογραωικά δεδομζνα και θ ερμθνεία 

τθσ απαιτεί περαιτζρω διερεφνθςθ. Ωςτόςο, παρατθρικθκε αφξθςθ ςτο 

περιεχόμενο του ΕΔ, που αποτελεί τθν κυριότερθ αποκικθ Ca2+ του κυττάρου. Σα 

ςθματοδοτικά μονοπάτια, που δρουν μζςω κινθτοποίθςθσ ιόντων αςβεςτίου, όπωσ 

αυτά των ιντερλευκινϊν, περιλαμβάνουν τθν απελευκζρωςθ ιόντων ςτο 

κυτταρόπλαςμα από τουσ υποδοχείσ τριωωςωορικισ ινοςιτόλθσ (IP3R) ι ρυανοδίνθσ 

(RyR) του ΕΔ και τθν επακόλουκθ ειςροι εξωκυττάριων ιόντων Ca2+, από ειδικοφσ 

διαφλουσ τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ, με ςκοπό τθν αναπλιρωςθ των αποκθκϊν 

(Clapham 2007). ΢υνεπϊσ, θ υψθλι ςυγκζντρωςθ Ca2+ ςτο ΕΔ, ςε ςυνκικεσ θρεμίασ, 

υποδθλϊνει ζνα ενιςχυμζνο δυναμικό κυτταρικισ ςθματοδότθςθσ, το οποίο 

επιβεβαιϊνεται από τθν αυξθμζνθ ειςροι ιόντων, που παρατθρικθκε, μετά τθν 

τεχνθτι εκκζνωςθ του ΕΔ με τθν προςκικθ καψιγκαργκίνθσ. Αντίςτοιχθ απόκριςθ 

ζχει παρατθρθκεί και ςε κυτταρικι ςειρά ανκρϊπινων μακροωάγων, παρουςία 

νανοςωματιδίων άνκρακα (ultrafine carbon black, ufCB) (Stone και ςυν. 2000). Σα 

αποτελζςματα αυτά υποδθλϊνουν ότι ςτθν περίπτωςθ τθσ επίδραςθσ ενόσ 

αγωνιςτι, όπωσ, για παράδειγμα, μιασ κυτταροκίνθσ, τα νανοςωματίδια κα 

μποροφςαν να ενιςχφςουν τθ ςθματοδότθςθ των ιόντων αςβεςτίου και, κατά 

ςυνζπεια, τθν ζκωραςθ των προ-ωλεγμονωδϊν γονιδίων. Πράγματι, ζχει 

παρατθρθκεί ότι θ ευαιςκθτοποίθςθ κυττάρων Α549 με TNF-α, ενιςχφει τθν 
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παραγωγι IL-8, κατά τθν επίδραςθ υπολειμμάτων τζωρασ πετρελαίου, ςε ςφγκριςθ 

με τα μθ ευαιςκθτοποιθμζνα κφτταρα (Stringer & Kobzik 1998). Κατά ςυνζπεια, 

άτομα με προχπάρχοντα αναπνευςτικά προβλιματα, που χαρακτθρίηονται από 

χρόνια ωλεγμονι, αναμζνεται να παρουςιάςουν ςθμαντικι επιδείνωςθ, φςτερα 

από ζκκεςθ ςε νανοςωματιδιακά μίγματα τθσ ατμόςωαιρασ.  

 

3. ΒΕΡΗΣ[α]ΠΤΡΕΡΛΣ 

Σο βενηο*α+πυρζνιο (Β*α+Ρ) είναι ζνασ ιδιαίτερα κοινόσ και καλά 

χαρακτθριςμζνοσ οργανικόσ ρφποσ, τθσ κατθγορίασ των πολυκυκλικϊν αρωματικϊν 

υδρογονανκράκων. ΢ε αντίκεςθ με τα δφο προθγοφμενα μίγματα, δεν ζχει 

ςωματιδιακι ωφςθ, αλλά επιλζχκθκε ωσ ζνα από τα βαςικά ςυςτατικά του 

οργανικοφ κλάςματοσ των νανοςωματιδίων DEP και, γενικότερα των 

ατμοςωαιρικϊν ρφπων, προκειμζνου να διερευνθκεί περαιτζρω ο μθχανιςμόσ 

δράςθσ των οργανικϊν ρφπων.   

΢τθν εικόνα που ακολουκεί παρουςιάηονται ςυνοπτικά οι ςθμαντικότερεσ 

επιδράςεισ του Β*α+Ρ, ανάλογα με τθ ςυγκζντρωςι του. Σα αντίςτοιχα πειραματικά 

δεδομζνα, αναλφονται λεπτομερϊσ ςτισ επόμενεσ παραγράωουσ. 

 

 
Εικόνα 57: Θ διαφορικι επίδραςθ του B*α+Ρ ςτθν κυτταρικι επιβίωςθ, ςυναρτιςει τθσ 
ςυγκζντρωςισ του. 
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Σο Β*α+Ρ, λόγω τθσ λιποωιλικότθτάσ του, ειςζρχεται με πακθτικι διάχυςθ 

ςτο εςωτερικό του κυττάρου και προςδζνεται ςτον κυτταροπλαςματικό υποδοχζα 

ΑhR (Aryl hydrocarbon Receptor). ΢τθ ςυνζχεια, ο AhR ςυνδζεται με τον ΑRNT (ι 

HIF-1β) ςτον πυρινα και επάγουν τθ μεταγραωι γονιδίων του κυτοχρϊματοσ Ρ450. 

Σα προϊόντα αυτϊν των γονιδίων είναι ζνηυμα τθσ ωάςθσ Ι, που μεταβολίηουν το 

χθμικά αδρανζσ Β*α+Ρ και άλλουσ πολυκυκλικοφσ αρωματικοφσ υδρογονάνκρακεσ, 

παράγοντασ ιςχυρά θλεκτρονιόωιλεσ ενϊςεισ, όπωσ οι κινόνεσ και τα εποξείδια 

διόλθσ (Shimada & Fujii-Kuriyama 2004). Οι δραςτικζσ ρίηεσ οξυγόνου (ROS), που 

παράγονται ςτισ αντιδράςεισ μεταβολιςμοφ και οι θλεκτρονιόωιλοι μεταβολίτεσ, 

είναι υπεφκυνοι για τθν οξειδωτικι βλάβθ του DNA και το ςχθματιςμό ςτακερϊν 

προϊόντων προςκικθσ (DNA adducts), αντίςτοιχα (Marnett 2000, Alexandrov και 

ςυν. 2010). Σα κφτταρα Α549 εκωράηουν τα ζνηυμα του κυτοχρϊματοσ Ρ450 και, 

ςυνεπϊσ μποροφν να μεταβολίςουν το B[α]P (Hukkanen και ςυν. 2000). Θ 

γενοτοξικι δράςθ του ρφπου ςτο ςυγκεκριμζνο κυτταρικό ςφςτθμα, επιβεβαιϊκθκε 

με τθν ανίχνευςθ προϊόντων προςκικθσ ςτο γενετικό υλικό (Εικόνα 32), κακϊσ και 

κραφςεων τθσ αλυςίδασ του DNA (Εικόνα 33). Οι ςυγκεντρϊςεισ που 

χρθςιμοποιικθκαν ςτα ςυγκεκριμζνα πειράματα ιταν ιδιαίτερα υψθλζσ (100μΜ), 

με αποτζλεςμα οι βλάβεσ να είναι εκτεταμζνεσ και να ςυνοδεφονται από ιπια 

κυτταροτοξικότθτα. Ωςτόςο, οι γενοτοξικζσ επιδράςεισ του B*α+Ρ, ζχουν 

παρατθρθκεί και ςε χαμθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ (1-5μΜ), ςε διαωορετικζσ 

ανκρϊπινεσ κυτταρικζσ ςειρζσ, χωρίσ επιπτϊςεισ ςτθν κυτταρικι επιβίωςθ (Hockley 

και ςυν. 2006, Takemura και ςυν. 2010, Tarantini και ςυν. 2011). ΢ε ωυςιολογικζσ 

ςυνκικεσ, θ βλάβθ του γενετικοφ υλικοφ οδθγεί ςε παφςθ του κυτταρικοφ κφκλου, 

ζτςι ϊςτε να δράςουν τα επιδιορκωτικά ζνηυμα ι – αν αυτό δεν είναι δυνατό – να 

πυροδοτθκεί ο αποπτωτικόσ κάνατοσ (Enoch & Norbury 1995). Οποιαδιποτε 

ανεπάρκεια ςτα μόρια που ρυκμίηουν αυτό το μθχανιςμό, μπορεί να οδθγιςει ςτθ 

διατιρθςθ των βλαβϊν και τθν προοδευτικι εξαλλαγι του κυτταρικοφ ωαινοτφπου. 

Είναι χαρακτθριςτικό ότι τα κφτταρα LNCaP, αποτυγχάνουν να προχωριςουν ςε 

παφςθ του κυτταρικοφ κφκλου ι απόπτωςθ, ακόμα και μετά από αναςτολι του 

μονοπατιοφ PI3K/Akt, παρά τον υψθλό αρικμό προϊόντων προςκικθσ, που 

δθμιουργοφνται κατά τθν επϊαςι τουσ με 25μΜ Β*α+Ρ. Όπωσ διαπιςτϊκθκε, αυτό 

οωείλεται ςτθν παρεμπόδιςθ τθσ ενεργοποίθςθσ τθσ ογκοκαταςταλτικισ πρωτεΐνθσ 

p53 (Hruba και ςυν. 2010). Σελικά, θ γενοτοξικότθτα, ςυνιςτά μια ςυςτθματικι 

επίδραςθ, θ οποία, ςε ςυνδυαςμό με αλλαγζσ ςτθ ςθματοδότθςθ, μπορεί να 

αλλάξει τθ «μοίρα» του κυττάρου. 

΢τθ ςυνζχεια, επιλζχτθκε μια λιγότερο κυτταροτοξικι ςυγκζντρωςθ Β*α+Ρ 

(20μΜ), προκειμζνου να εξετάςουμε τθν επίδραςθ του ρφπου, ςε ςυνδυαςμό με τα 
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τεχνθτά νονοςωματίδια PLGA. Σα PLGA, όπωσ και πολλά άλλα νανοςωματίδια, 

αποτελοφν προϊόντα τθσ νανοτεχνολογίασ˙ μιασ ςφγχρονθσ και ταχφτατα 

αναπτυςςόμενθσ επιςτιμθσ, με εωαρμογζσ από τθ βιομθχανία καταλυτϊν, μζχρι 

τθν κοςμετολογία και τθν ιατρικι. Θ νζα τεχνολογία βαςίηεται ςτισ ιδιαίτερεσ 

ωυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ, που χαρακτθρίηουν τα ςωματίδια αυτισ τθσ κλίμακασ 

μεγζκουσ, όπωσ ο υψθλόσ λόγοσ «επιωάνειασ/μάηασ» και το αυξθμζνο δυναμικό 

προςρόωθςθσ/εγκλειςμοφ άλλων μορίων. Ωςτόςο, παρά τθν ευρεία χριςθ αυτϊν 

των προϊόντων, οι ενδεχόμενεσ αρνθτικζσ επιπτϊςεισ τουσ ςτθν υγεία και το 

περιβάλλον, μεμονωμζνα ι ςε ςυνδυαςμό με άλλα τοξικά ςυςτατικά τθσ 

ατμόςωαιρασ, βρίςκεται ακόμα υπό διερεφνθςθ (Smita και ςυν. 2012). Σα 

νανοςωματίδια PLGA, ςυγκεκριμζνα, είναι βιοδιαςπϊμενα ςυμπολυμερι 

γαλακτικοφ-γλυκολικοφ οξζοσ, που χρθςιμοποιοφνται ςιμερα για τθ μεταωορά 

ωαρμακευτικϊν ουςιϊν, τθ διάγνωςθ, τθν κλινικι και τθ βαςικι ζρευνα, με τθν 

ζγκριςθ του Οργανιςμοφ Σροωίμων και Φαρμάκων (FDA) των ΘΠΑ. Σα 

νανοςωματίδια αυτά ζχουν δφο βαςικά πλεονεκτιματα. Αωενόσ, θ τροποποίθςθ 

τθσ αναλογίασ των δφο μονομερϊν παρζχει τθ δυνατότθτα ελζγχου του ρυκμοφ 

διάςπαςθσ των νανοςωματιδίων και απελευκζρωςθσ τθσ ενεργισ ουςίασ, και, 

αωετζρου, τα προϊόντα καταβολιςμοφ τουσ, μεταβολίηονται ςτον κφκλο του Krebs, 

όπωσ οι αντίςτοιχεσ ενδογενείσ ενϊςεισ, χωρίσ τοξικζσ επιπτϊςεισ για τα κφτταρα 

(Ming και ςυν. 2009). ΢τθν παροφςα μελζτθ, πριν εξετάςουμε τθν αλλθλεπίδραςθ 

των PLGA με το Β*α+Ρ, ελζγξαμε τθν επίδραςι τουσ ςτα κφτταρα Α549. Όπωσ ιταν 

αναμενόμενο, τα PLGA δεν επθρζαςαν ςθμαντικά τθν κυτταρικι επιβίωςθ, ενϊ θ 

μείωςθ ςτθν ενεργοποίθςθ τθσ Αkt και ςτα πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-1α, 

παρατθρικθκε μόνο ςε ςυγκεντρϊςεισ μεγαλφτερεσ των 50μg/ml. Θ μείωςθ των 

δφο δεικτϊν επιβίωςθσ, ςε αυτζσ τισ ςυνκικεσ, είναι πικανό να οωείλεται ςτθν 

αδυναμία του κυττάρου να διαχειριςτεί τισ υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ των 

μεταβολιτϊν, που προκφπτουν από τθ διάςπαςθ των νανοςωματιδίων και, κυρίωσ 

του γαλακτικοφ οξζοσ. Θ ςυςςϊρευςθ γαλακτικοφ οξζοσ ελαττϊνει το pH του 

κυττάρου, με αποτζλεςμα τθν αποδιοργάνωςθ των μονοπατιϊν ςθματοδότθςθσ και 

τθσ γονιδιακισ ζκωραςθσ, ενϊ, πρόςωατα, διαπιςτϊκθκε και θ παρεμπόδιςθ τθσ 

ενεργοποίθςθσ τθσ κινάςθσ Akt (Chen και ςυν. 2008). Με βάςθ αυτά τα 

αποτελζςματα, επιλζξαμε τθ μθ κυτταροτοξικι ςυγκζντρωςθ των 25μg/ml και 

πραγματοποιιςαμε ταυτόχρονθ επϊαςθ των κυττάρων με PLGA και Β*α+Ρ. ΢ε 

αντίκεςθ με τθ μεμονωμζνθ επίδραςθ των δφο παραγόντων, θ οποία δεν είχε 

ιδιαίτερθ επίπτωςθ ςτουσ δείκτεσ επιβίωςθσ, ο ςυνδυαςμόσ  PLGA και Β*α+Ρ μείωςε 

δραςτικά, τόςο τθν ενεργοποίθςθ τθσ Αkt, όςο και τα επίπεδα του HIF-1α (Εικόνα 

38). Επομζνωσ, κα μποροφςαμε να υποκζςουμε ότι θ παρουςία του PLGA, ενίςχυςε 
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ςθμαντικά τθν τοξικι δράςθ του ρφπου. Όπωσ προαναωζρκθκε, τα νανοςωματίδια 

χαρακτθρίηονται από αυξθμζνθ τάςθ προςρόωθςθσ μορίων ςτθ επιωάνειά τουσ. 

΢υνεπϊσ, θ απόκριςθ αυτι είναι πικανό να οωείλεται ςτθν προςρόωθςθ μορίων 

Β*α+Ρ ςτθν επιωάνεια των PLGA, με αποτζλεςμα τθν αφξθςθ τθσ βιοδιακεςιμότθτασ 

του ρφπου. Με τον τρόπο αυτό, ακόμα και κεωρθτικά αςωαλείσ ςυγκεντρϊςεισ 

ατμοςωαιρικϊν ρφπων, κα μποροφςαν να εκδθλϊςουν τοξικότθτα, ανάλογθ με 

αυτι που αναμζνουμε από πολφ μεγαλφτερεσ ςυγκεντρϊςεισ. Κατά ςυνζπεια, λόγω 

τθσ ευρείασ χριςθσ και τθσ ανεξζλεγκτθσ απελευκζρωςθσ των νζων προϊόντων τθσ 

νανοτεχνολογίασ ςτο περιβάλλον, κατά το διεξοδικό ζλεγχο τθσ τοξικότθτάσ τουσ, 

είναι αναγκαίο να λαμβάνεται υπ’ όψιν και θ πικανι αλλθλεπίδραςι τουσ με άλλα 

ςυςτατικά τθσ ατμόςωαιρασ.  

Θ ςυνζχεια των πειραμάτων επικεντρϊκθκε ςτθ μελζτθ τθσ δράςθσ μθ 

κυτταροτοξικϊν ςυγκεντρϊςεων B*α+Ρ, με ςκοπό να διαπιςτωκοφν μεταβολζσ ςε 

ςθματοδοτικά μονοπάτια και μεταγραωικοφσ παράγοντεσ, που κα μποροφςαν να 

ςυμβάλουν ςτθν κατανόθςθ τθσ καρκινογόνου δράςθσ των οργανικϊν ρφπων. 

Παρατθρϊντασ τθν καμπφλθ βιωςιμότθτασ, διαπιςτϊςαμε ότι το Β*α+Ρ, ςε 

ςυγκεντρϊςεισ μικρότερεσ των 7μΜ, ενιςχφει ςθμαντικά τον πολλαπλαςιαςμό των 

κυττάρων Α549 (Εικόνα 31). Μάλιςτα, ο αρικμόσ των κυττάρων διατθρείται ςε 

υψθλότερα επίπεδα από αυτά του μάρτυρα, ακόμα και μετά από 72 ϊρεσ ςυνεχοφσ 

επϊαςθσ. Επειδι, ο ςχεδιαςμόσ του πειράματοσ δεν επιτρζπει τθν ανανζωςθ του 

κρεπτικοφ υλικοφ κατά τθ διάρκεια τθσ επϊαςθσ, θ πτωτικι τάςθ, που 

παρουςιάηεται ςτισ 72 ϊρεσ, μπορεί να αποδοκεί ςτθν εξάντλθςθ των αυξθτικϊν 

παραγόντων του κρεπτικοφ υλικοφ, ςε ςυνδυαςμό με τθ ςυςςϊρευςθ τοξικϊν 

μεταβολικϊν προϊόντων, ςτο περιβάλλον τθσ καλλιζργειασ. ΢ε μοριακό επίπεδο, 

αντίςτοιχθ ιταν και θ απόκριςθ των δεικτϊν επιβίωςθσ, Akt και HIF-1α. 

΢υγκεκριμζνα, θ επϊαςθ των κυττάρων με 2,5μΜ Β*α+Ρ, όπου παρατθρικθκαν οι 

μζγιςτεσ τιμζσ βιωςιμότθτασ, ενίςχυςε, τόςο τθν ενεργοποίθςθ τθσ Αkt, όςο και τον 

HIF-1α, μετά από 24 ϊρεσ. Σο πρότυπο αυτό, όμωσ, ανεςτράωθ ςε χρονικά 

διαςτιματα μεγαλφτερα των 72 ωρϊν, γεγονόσ που αντανακλάται ςτθν πτωτικι 

τάςθ τθσ καμπφλθσ κυτταροτοξικότθτασ. Μελζτθ ςε εμβρυϊκοφσ ινοβλάςτεσ 

πνεφμονα ανκρϊπου υποςτθρίηει ότι το Β*α+Ρ (2,5μΜ) διαταράςςει τθ ρφκμιςθ του 

κυτταρικοφ κφκλου, αυξάνοντασ τα επίπεδα ζκωραςθσ τθσ κυκλίνθσ D1 και 

προωκϊντασ τθ μετάβαςθ από τθ ωάςθ G1 ςτθ ωάςθ S. Θ ενεργοποίθςθ των ΕRKs 

ωαίνεται να μεςολαβεί τθν ζκωραςθ τθσ κυκλίνθσ D1, ενϊ, τόςο οι JNKs, όςο και οι 

p38, ιταν απαραίτθτεσ για τθ μετάβαςθ G1/S (Du και ςυν. 2006). Θ ςυςςϊρευςθ 

των κυττάρων ςτθ ωάςθ S, παρατθρικθκε και ςτθν κυτταρικι ςειρά MCF7, 

παρουςία τθσ ίδιασ ςυγκζντρωςθσ Β*α+Ρ. ΢υγκεκριμζνα, χρθςιμοποιϊντασ 
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ςυγχρονιςμζνεσ καλλιζργειεσ, διαπιςτϊκθκε θ επαγωγι διαωορετικϊν μοριακϊν 

δεικτϊν, ςε κάκε ςτάδιο του κυτταρικοφ κφκλου. Ειδικότερα, οι κινάςεσ ERKs 

ενεργοποιικθκαν ςτισ ωάςεισ G1 και S, ο NrF2 ςτισ ωάςεισ G2/M και το 

ςθματοδοτικό μονοπάτι PI3K/Akt ςτθ ωάςθ G2/M (Hamouchene και ςυν. 2011). 

Ιδιαίτερο ενδιαωζρον παρουςιάηει μια ζρευνα των Kometani και ςυν., θ οποία 

υποςτθρίηει τθ δυναμικι του Β*α+Ρ να προκαλεί μόνιμεσ αλλαγζσ ςτο κυτταρικό 

προωίλ, φςτερα από μακροχρόνια επϊαςθ. ΢υγκεκριμζνα, τα κφτταρα Α549 

καλλιεργικθκαν για 24 εβδομάδεσ, ςε πλιρεσ κρεπτικό υλικό, που περιείχε 1μΜ 

Β*α+Ρ, και για 8 επιπλζον εβδομάδεσ ςε κρεπτικό με DMSO. Μετά το πζρασ των 8 

εβδομάδων, διαπιςτϊκθκε ςυςτθματικά αυξθμζνθ ικανότθτα πολλαπλαςιαςμοφ 

των κυττάρων, απουςία οροφ, θ οποία ςυνοδευόταν από υπερζκωραςθ του 

υποδοχζα EGFR και υψθλά επίπεδα ωωςωορυλίωςθσ τθσ κινάςθσ Αkt (Kometani και 

ςυν. 2009). Σο αποτζλεςμα αυτό δεν ζρχεται απαραίτθτα ςε αντίκεςθ με τθ μείωςθ 

των δεικτϊν επιβίωςθσ, που παρατθρικθκε ςτο δικό μασ κυτταρικό ςφςτθμα μετά 

τισ 72 ϊρεσ, διότι, αωενόσ, χρθςιμοποιικθκε ςθμαντικά χαμθλότερθ ςυγκζντρωςθ 

του ρφπου και, αωετζρου, υπιρχε θ δυνατότθτα ανακαλλιζργειασ και ανανζωςθσ 

του κρεπτικοφ υλικοφ, ϊςτε να διατθρείται ο εκκετικόσ ρυκμόσ πολλαπλαςιαςμοφ 

των κυττάρων. Από τθν άλλθ πλευρά, υπάρχουν οριςμζνεσ μελζτεσ, που 

υποςτθρίηουν ότι το B*α+Ρ εκδθλϊνει κυτταροτοξικι δράςθ, ακόμα και ςε χαμθλζσ 

ςυγκεντρϊςεισ, κυρίωσ ςε κυτταρικοφσ τφπουσ με ζντονο ρυκμό μεταβολιςμοφ και 

υψθλά επίπεδα ζκωραςθσ των ενηφμων του κυτοχρϊματοσ Ρ450. Χαρακτθριςτικό 

παράδειγμα αποτελοφν οι θπατικζσ κυτταρικζσ ςειρζσ Θepa1c1c7 και F258. ΢ε αυτζσ 

τισ περιπτϊςεισ, θ επαγωγι του αποπτωτικοφ κυτταρικοφ κανάτου, αποδόκθκε 

ςτθν μαηικι ςυςςϊρευςθ ROS και δραςτικϊν θλεκτρονιόωιλων μεταβολιτϊν (Holme 

και ςυν. 2007, Nguyen και ςυν. 2010). 

΢τα πειράματα, που ακολοφκθςαν, εξετάςτθκε θ επίδραςθ του B*α+Ρ, ςτθ 

ςυγκζντρωςθ των 2,5μΜ, που, όπωσ διαπιςτϊκθκε, ευνοεί τον πολλαπλαςιαςμό 

των επικθλιακϊν κυττάρων του πνεφμονα. ΢τισ ςυνκικεσ αυτζσ, πράγματι, 

παρατθρικθκε επαγωγι όλων των δεικτϊν επιβίωςθσ, που μελετικθκαν (Εικόνα 

41). Θ Αkt παρουςίαςε ζνα διωαςικό πρότυπο ενεργοποίθςθσ με μια πολφ πρϊιμθ 

ωωςωορυλίωςθ, θ οποία διιρκεςε λιγότερο από μία ϊρα και ζνα δεφτερο μζγιςτο 

ςτισ 24 ϊρεσ. H αρχικι, παροδικι ενεργοποίθςθ τθσ κινάςθσ – αν και ιδιαίτερα 

ςφντομθ – είναι χαρακτθριςτικι τθσ απόκριςθσ ενόσ ςθματοδοτικοφ μορίου. H 

δευτερογενισ ενεργοποίθςθ είναι πικανό να μθν οωείλεται ςτθ δράςθ του ίδιου 

του B*α+Ρ, αλλά ςτουσ δραςτικοφσ μεταβολίτεσ, που παράγονται ςταδιακά, κατά τθ 

χθμικι τροποποίθςθ του ρφπου, από τα ζνηυμα του κυτοχρϊματοσ Ρ450. Σο 

εποξείδιο διόλθσ του B*α+Ρ (BPDE), ζχει αναωερκεί ότι επάγει το μονοπάτι τθσ Akt 
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και των ERKs, μζςω ωωςωορυλίωςθσ του αναρροϊκοφ μεμβρανικοφ υποδοχζα, 

EGFR, ςε επικθλιακά καρκινικά κφτταρα μαςτοφ (MCF-10A) και δζρματοσ (Cl41) (Li 

και ςυν. 2004, Burdick και ςυν. 2006). Θ ενεργοποίθςθ του EGFR ςτα MCF-10A, 

οωείλεται ςτθν αφξθςθ του ελεφκερου κυτταροπλαςματικοφ αςβεςτίου και τθν 

επακόλουκθ ωωςωορυλίωςθ τθσ κινάςθσ Pyk2 (Burdick και ςυν. 2006). Ανάλογθ 

επίδραςθ είχε και θ κινόνθ του Β*α+Ρ (ΒΡQ), ςτθν ίδια κυτταρικι ςειρά, με τθ 

διαωορά ότι θ επαγωγι του EGFR, ςε αυτι τθν περίπτωςθ, αποδίδεται ςτο ιπιο 

οξειδωτικό ςτρεσ και, ειδικότερα, ςτθ ςυςςϊρευςθ Θ2Ο2 (Burdick και ςυν. 2003).  

΢υνκικεσ ιπιου οξειδωτικοφ ςτρεσ διαπιςτϊκθκαν και ςτα κφτταρα Α549, 

παρουςία Β*α+Ρ, όπωσ υποδθλϊνεται από τθν αφξθςθ των ολικϊν επιπζδων του 

μεταγραωικοφ παράγοντα NrF2. Όπωσ ζχει ιδθ αναωερκεί, ο ΝrF2 επάγεται κατά τα 

πρϊτα ςτάδια του οξειδωτικοφ ςτρεσ, προκειμζνου να κινθτοποιιςει τουσ 

προςτατευτικοφσ αντιοξειδωτικοφσ μθχανιςμοφσ και να αποτρζψει τον κυτταρικό 

κάνατο. Θ μεταγραωικι ενεργοποίθςθ του ΝrF2 επιβεβαιϊκθκε μζςω τθσ 

μετατόπιςισ του ςτον πυρινα και τθσ επαγωγισ τθσ οξυγενάςθσ τθσ αίμθσ (ΘΟ-1), 

που αποτελεί ζναν από τουσ κυριότερουσ μεταγραωικοφσ ςτόχουσ του. Αξίηει να 

ςθμειωκεί ότι, παρά το γεγονόσ τθσ παροδικισ παραμονισ του NrF2 ςτον πυρινα (2 

ϊρεσ), τα κυτταροπλαςματικά επίπεδα τθσ ΘΟ-1 παρζμειναν υψθλά, τουλάχιςτον 

για 24 ϊρεσ. Αντίςτοιχο πρότυπο απόκριςθσ των δφο πρωτεϊνϊν είχε παρατθρθκεί 

και ςτισ επαναλαμβανόμενεσ επωάςεισ με τα νανοςωματίδια DEP. Θ καταςτολι τθσ 

ζκωραςθσ τθσ αναςταλτικισ πρωτεΐνθσ, Keap1, ζχει προτακεί ωσ ζνασ πικανόσ 

μθχανιςμόσ ζμμεςθσ κετικισ ρφκμιςθσ του μεταγραωικοφ παράγοντα, από το Β*α+Ρ 

(Nguyen και ςυν. 2010). Είναι γνωςτό ότι, τα χαμθλά επίπεδα ROS μποροφν να 

εκδθλϊςουν μιτογόνο δράςθ ενεργοποιϊντασ ςθματοδοτικά μονοπάτια, όπωσ αυτά 

τθσ κινάςθσ Αkt, των ERKs, τθσ ωωςωολιπάςθσ PLCγ και των JAK/STAT (Martindale & 

Holbrook 2002). ΢υνεπϊσ, θ ενίςχυςθ τθσ επιβίωςθσ των κυττάρων Α549, που 

παρατθρικθκε παρουςία μθ κυτταροτοξικϊν ςυγκεντρϊςεων Β*α+Ρ, κα μποροφςε 

να αποδοκεί – τουλάχιςτον εν μζρει – ςτο ιπιο οξειδωτικό ςτρεσ. 

Ο τρίτοσ δείκτθσ, που μελετικθκε, κατά τθν επϊαςθ με Β*α+Ρ, ιταν ο 

μεταγραωικόσ παράγοντασ και καρκινικόσ δείκτθσ, HIF-1α. Ο αρικμόσ των μελετϊν, 

που εξετάηουν τθν απόκριςθ του HIF-1α ςτο Β*α+Ρ είναι ςχετικά μικρόσ και τα 

αποτελζςματα, μζχρι ςιμερα, αντικρουόμενα. ΢ε ανκρϊπινα κφτταρα θωςινο-

ωιλικισ λευχαιμίασ (ΕοL-1) και αδενοκαρκινϊματοσ πνεφμονα (CL-5) ζχει 

παρατθρθκεί επαγωγι του μεταγραωικοφ ςτόχου του HIF-1α, VEGF (Ueng και ςυν. 

2005, Gu και ςυν. 2011). Θ αντίςτοιχθ απόκριςθ ςε επιδερμικά κφτταρα ποντικοφ 

(Cl41), παρουςία του μεταβολίτθ ΒPDE, ωαίνεται να μεςολαβείται από το μονοπάτι 

PI3K/Akt/AP-1, ανεξάρτθτα από τον HIF-1α (Ding και ςυν. 2006). Πρζπει να 
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ςθμειωκεί ότι θ ςυγκζντρωςθ B*α+Ρ, που χρθςιμοποιικθκε ςτισ παραπάνω μελζτεσ 

ιταν 10μΜ και, κατά ςυνζπεια, δεν περιλαμβάνεται ςτο εφροσ ςυγκεντρϊςεων με 

«προ-επιβιωτικι» (pro-survival) δράςθ. ΢τθν παροφςα διατριβι, όπωσ αναωζρκθκε 

νωρίτερα, εςτιάςαμε ςτθ ςυγκζντρωςθ των 2,5μΜ, θ οποία ωαίνεται να ευνοεί τον 

κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό. ΢ε αυτζσ τισ ςυνκικεσ, και ςε αντιςτοιχία με τθν 

επίδραςθ του οργανικοφ μίγματοσ των DEP, το Β*α+Ρ ενίςχυςε άμεςα τα ολικά 

πρωτεϊνικά επίπεδα του ΘΙF-1α, ιδθ από τα 30 πρϊτα λεπτά τθσ επϊαςθσ, ενϊ, 

παράλλθλα, παρατθρικθκε μετατόπιςι του ςτον πυρινα και ζκωραςθ του 

γονιδίου-ςτόχου του, GLUT1 (Εικόνα 42). Είναι γεγονόσ, ότι το χρονοεξαρτϊμενο 

πρότυπο αφξθςθσ των ολικϊν επιπζδων του μεταγραωικοφ παράγοντα δεν 

ςυμπίπτει με τθν παροδικι ςυςςϊρευςι του ςτον πυρινα. Παρόλα αυτά, τα 

επίπεδα του μεταωορζα γλυκόηθσ GLUT1, όπωσ και ςτθν περίπτωςθ τθσ ΘΟ-1, 

παραμζνουν υψθλά για μεγάλο χρονικό διάςτθμα. Μια πικανι ερμθνεία τθσ 

αςυμωωνίασ ολικϊν/πυρθνικϊν επιπζδων του HIF-1α, κα μποροφςε να είναι θ 

ανάπτυξθ ανταγωνιςμοφ, μεταξφ του μεταγραωικοφ παράγοντα και του 

κυτταροπλαςματικοφ υποδοχζα του Β*α+Ρ, ΑhR, για ετεροδιμεριςμό με τον ίδιο 

προςδζτθ, τθ πρωτεΐνθ ΘΙF-1β (ι ARNT). Θ φπαρξθ κοινοφ προςδζτθ αναωζρκθκε 

για πρϊτθ ωορά ςτα θπατικά κφτταρα HepG2, από τουσ Gradin και ςυν., οι οποίοι 

διαπίςτωςαν, επιπλζον, ότι θ χθμικά επαγόμενθ υποξία, μζςω CoCl2, μειϊνει τα 

επίπεδα ζκωραςθσ του CYP1A1, ενϊ ο αγωνιςτισ του AhR, TCDF, δεν επθρεάηει τθν 

αλλθλεπίδραςθ ΘΙF-1α/ARNT (Gradin και ςυν. 1996). Μελζτεσ ςτθν κυτταρικι ςειρά 

Hepa1, επιβεβαίωςαν αυτά τα αποτελζςματα (Gassmann και ςυν. 1997, Kim & 

Sheen 2000). Από τθν άλλθ πλευρά, ανάλογεσ ζρευνεσ υποςτθρίηουν ότι το 

μονοπάτι του AhR παρεμποδίηει τθν απόκριςθ ςτθν υποξία, χωρίσ, όμωσ, να 

ςυμβαίνει το αντίκετο. Για παράδειγμα, θ επαγωγι του AhR, από το TCDD, μειϊνει 

τθν ζκωραςθ του γονιδίου-ςτόχου του HIF-1α, CΑ-ΙΧ, ςτα κφτταρα HeLa (Takacova 

και ςυν. 2009). Ωςτόςο, υπάρχουν και ενδείξεισ υπζρ τθσ αμοιβαίασ αναςτολισ των 

δφο μονοπατιϊν, δθλαδι τθσ καταςτολισ των υποξικϊν αποκρίςεων, από 

αγωνιςτζσ του AhR και, παράλλθλα, τθσ μειωμζνθσ ςφνκεςθσ των γονιδίων-ςτόχων 

του ετεροδιμεροφσ AhR/ARNT, ςε ςυνκικεσ υποξίασ (Chan και ςυν. 1999, Nie και 

ςυν. 2001). Πρόςωατθ μελζτθ, ςτα κφτταρα Α549, υποςτθρίηει ότι, ςε ςυνκικεσ 

υποξίασ, το Β*α+Ρ, προκαλεί δοςοεξαρτϊμενθ μείωςθ ςτθ μεταγραωι του CΑ-ΙΧ, 

ενϊ, αντίςτοιχα, το CoCl2 παρεμποδίηει τθν ζκωραςθ των ενηφμων μεταβολιςμοφ 

του Β*α+Ρ (Schults και ςυν. 2010). Σελικά, αν και θ αλλθλεπίδραςθ μεταξφ των δφο 

μονοπατιϊν ζχει επανειλθμμζνωσ τεκμθριωκεί, θ αποςαωινιςθ του υπεφκυνου 

μθχανιςμοφ χρίηει περαιτζρω διερεφνθςθσ και ωαίνεται να επθρεάηεται άμεςα από 
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παράγοντεσ, όπωσ ο κυτταρικόσ τφποσ, ο εκάςτοτε αγωνιςτισ του AhR και το 

ερζκιςμα, που επάγει τον HIF-1α.     

Είναι γνωςτό βιβλιογραωικά, ότι μεταξφ των ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν 

που εντοπίηονται αναρροϊκά των μεταγραωικϊν παραγόντων HIF-1α και NrF2, 

ςυμπεριλαμβάνεται και το μονοπάτι PI3K/Akt. Ζτςι, ςτθ ςυνζχεια, εξετάςαμε το 

ενδεχόμενο θ πρϊιμθ ενεργοποίθςθ τθσ κινάςθσ Akt, παρουςία του Β*α+Ρ, να 

εμπλζκεται ςτθν επαγωγι των δφο μεταγραωικϊν παραγόντων. Όςον αωορά ςτον 

HIF-1α, ςυγκεκριμζνα, θ καταςτολι τθσ ΡΙ3Κ παρεμπόδιςε πλιρωσ τθ ςυςςϊρευςι 

του ςτον πυρινα, υποδθλϊνοντασ ότι, πράγματι, θ κινάςθ Akt διαδραματίηει 

κακοριςτικό ρόλο ςε αυτιν τθν απόκριςθ (Εικόνα 43). Ζχουν διατυπωκεί πολλζσ 

υποκζςεισ ςχετικά με το επίπεδο ρφκμιςθσ του ΘΙF-1α από το μονοπάτι τθσ κινάςθσ 

Akt, ςε ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ οξυγόνου. ΢ε μεταωραςτικό επίπεδο, φςτερα από 

τθν επίδραςθ αυξθτικϊν παραγόντων, κυτταροκινϊν ι μικρϊν ςθματοδοτικϊν 

μορίων, θ Αkt αυξάνει το ρυκμό πρωτεϊνοςφνκεςθσ του HIF-1α, μζςω των 

καταρροϊκϊν ςτόχων τθσ, mTOR και p70S6K1 (Zhong και ςυν. 2000, Zundel και ςυν. 

2000, Fukuda και ςυν. 2002, Fukuda και ςυν. 2003, Jiang & Liu 2009). Επίςθσ, 

αυξάνει τθ ςτακερότθτα τθσ πρωτεΐνθσ μζςω δφο διακριτϊν μθχανιςμϊν˙ αωενόσ, 

ενιςχφοντασ τθν ζκωραςθ των μοριακϊν ςυνοδϊν hsp, οι οποίεσ προςτατεφουν τον 

HIF-1α από τθν αλλθλεπίδραςθ με τθν pVHL (Zhou και ςυν. 2004), και αωετζρου, 

καταςτζλλοντασ τθν κινάςθ GSK3, θ οποία ωωςωορυλιϊνει τθν ODD επικράτεια του 

HIF-1α, επάγοντασ τθν αποικοδόμθςι του (Sodhi και ςυν. 2001). Σζλοσ, ζχει 

αναωερκεί ότι θ κινάςθ Akt αλλθλεπιδρά με τθ ςτακερι υπομονάδα ΘIF-1β, 

αυξάνοντασ τθ ςυγγζνεια πρόςδεςισ τθσ με τθ ρυκμιςτικι υπομονάδα HIF-1α (Li 

και ςυν. 2005). ΢υνεπϊσ, θ ςυςςϊρευςθ του HIF-1α, παρουςία Β*α+Ρ, κα μποροφςε 

να αποδοκεί, τόςο ςτθ μετα-μεταωραςτικι του ςτακεροποίθςθ, όςο και ςτθν εκ 

νζου ςφνκεςι του. Δεν ιςχφει, όμωσ το ίδιο και για τθν απόκριςθ του μεταγραωικοφ 

παράγοντα NrF2, ο οποίοσ δεν παρουςίαςε καμία μεταβολι, κατά τθν καταςτολι 

τθσ PI3K. ΢τθν περίπτωςθ αυτι, είναι πικανό να εμπλζκονται διαωορετικά 

αναρροϊκά ςθματοδοτικά μονοπάτια, όπωσ, για παράδειγμα, των ΜΑΡ κιναςϊν 

ι/και τθσ PKC (Neergheen και ςυν. 2010). 

Όπωσ ζχει ιδθ αναωερκεί, ο HIF-1α είναι ζνασ μεταγραωικόσ παράγοντασ, 

που μπορεί να προκαλζςει ριηικζσ αλλαγζσ ςτθν κυτταρικι λειτουργία, είτε 

ςυμβάλλοντασ ςτθν εξαλλαγι ωυςιολογικϊν κυττάρων, ςε ςυνδυαςμό με άλλουσ 

μεταλλαξογόνουσ παράγοντεσ, είτε εξαςωαλίηοντασ τθν επιβίωςθ και αυξάνοντασ 

το μεταςτατικό δυναμικό των καρκινικϊν κυττάρων. Κατά ςυνζπεια, θ επιβεβαίωςθ 

τθσ πρϊιμθσ επαγωγισ του, παρουςία του Β*α+Ρ και, γενικότερα, κοινϊν 

καρκινογόνων ρφπων, ςτουσ οποίουσ εκτικζμεκα κακθμερινά, ζχει ιδιαίτερθ 
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ςθμαςία για τθν κατανόθςθ του μθχανιςμοφ δράςθσ τουσ και, ακολοφκωσ, για τθν 

πρόλθψθ των επιπτϊςεϊν τουσ ςτθν υγεία. ΢το πλαίςιο αυτό, εξετάςαμε αν θ 

απόκριςθ, που παρατθρικθκε ςτα επικθλιακά κφτταρα του πνεφμονα, ανιχνεφεται 

και ςε άλλα κυτταρικά ςυςτιματα ι ςε ςυνδυαςμό με επιπλζον ςτρεςογόνεσ 

ςυνκικεσ, που χαρακτθρίηουν πακολογικζσ καταςτάςεισ του πνεφμονα. 

Σο δζρμα αποτελεί μία από τισ κφριεσ οδοφσ ζκκεςθσ ςτουσ ατμοςωαιρικοφσ 

ρφπουσ, λόγω τθσ άμεςθσ επαωισ του με το εξωτερικό περιβάλλον. Αν και ο 

καρκίνοσ του δζρματοσ ςυνδζεται, κατά κανόνα, με τθν υπεριϊδθ θλιακι 

ακτινοβολία (UVA και UVB) και λιγότερο με τουσ ατμοςωαιρικοφσ ρφπουσ, ζχει 

προτακεί ότι θ παράλλθλθ ζκκεςθ ςε οργανικοφσ ρφπουσ, όπωσ το Β*α+Ρ, ενιςχφει 

τθν καρκινογόνο δράςθ τθσ ακτινοβολίασ, αυξάνοντασ ςθμαντικά τθν παραγωγι 

Θ2Ο2 και τθν επακόλουκθ οξειδωτικι βλάβθ του DNA (Liu και ςυν. 1998, Shyong και 

ςυν. 2003, Burke & Wei 2009). ΢το πλαίςιο τθσ παροφςασ διατριβισ, το δεφτερο 

κυτταρικό ςφςτθμα, ςτο οποίο εξετάςτθκε θ επίδραςθ του Β*α+Ρ, ιταν τα 

ανκρϊπινα επικθλιακά κφτταρα καρκινϊματοσ δζρματοσ, Α431. Θ ςυγκεκριμζνθ 

κυτταρικι ςειρά αποτελεί ιδανικό μοντζλο για τθ μελζτθ των βιοχθμικϊν 

αποκρίςεων, που επάγονται από αγωνιςτζσ του ΑhR, κακϊσ εκωράηει υψθλά 

επίπεδα του υποδοχζα, ςτο κυτταρόπλαςμα (Harper και ςυν. 1988). Κατά τθ 

δοκιμαςία κυτταροτοξικότθτασ, τα κφτταρα Α431, παρουςίαςαν παρόμοιο πρότυπο 

απόκριςθσ με τα πνευμονικά, όςον αωορά ςτθν προϊκθςθ τθσ επιβίωςθσ ςε μθ 

κυτταροτοξικζσ ςυγκεντρϊςεισ Β*α+Ρ, επιβεβαιϊνοντασ και ςε αυτό το in vitro 

ςφςτθμα, τθν «προ-επιβιωτικι» δράςθ του ρφπου. Αντίςτοιχεσ με τα πνευμονικά 

κφτταρα ιταν και οι αποκρίςεισ των Α431, ςε μοριακό επίπεδο. ΢υγκεκριμζνα, 

παρατθρικθκε άμεςθ και ςτατιςτικά ςθμαντικι επαγωγι των δεικτϊν επιβίωςθσ 

Akt και HIF-1α (Εικόνα 48), με οριςμζνεσ διαωορζσ, όςον αωορά ςτθν ζνταςθ και το 

χρονοεξαρτϊμενο πρότυπο των αποκρίςεων. ΢ε αντίκεςθ με τα Α549, θ 

ςυςςϊρευςθ του HIF-1α ςτα επιδερμικά κφτταρα, ιταν παροδικι και τα επίπεδα 

του επανιλκαν ςταδιακά ςε αυτά του μάρτυρα, μετά τισ 2 ϊρεσ επϊαςθσ. 

΢θμαντικά πιο ζντονθ και μεγαλφτερθσ διάρκειασ, ςε ςφγκριςθ με τα επικθλιακά 

κφτταρα του πνεφμονα, ιταν θ ωωςωορυλίωςθ τθσ κινάςθσ Αkt. Αυτι θ 

διαωοροποίθςθ κα μποροφςε να αποδοκεί, ςτθν ιδιότθτα των κυττάρων Α431 να 

υπερεκωράηουν τον υποδοχζα ΕGFR (Wrann & Fox 1979). ΢τθν περίπτωςθ αυτι, θ 

ενεργοποίθςθ του EGFR από το ιπιο οξειδωτικό ςτρεσ, που προκαλοφν οι μθ 

κυτταροτοξικζσ ςυγκεντρϊςεισ B[α+Ρ, είναι αναμενόμενο να οδθγεί ςε ζντονθ 

επαγωγι του μονοπατιοφ PI3K/Akt, αλλά και όλων των μονοπατιϊν μεταγωγισ 

ςιματοσ καταρροϊκά του υποδοχζα. Επίςθσ, θ ενεργοποίθςθ τθσ Αkt, παρουςία 

Β*α+Ρ, ιταν εμωανισ από τα πρϊτα 15 λεπτά τθσ επϊαςθσ και προθγείτο τθσ 
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ςυςςϊρευςθσ του HIF-1α. ΢υνεπϊσ, και ςε αυτι τθν περίπτωςθ, θ απόκριςθ του 

μεταγραωικοφ παράγοντα είναι πικανό να μεςολαβείται – τουλάχιςτον εν μζρει – 

από το ςθματοδοτικό μονοπάτι PI3K/Akt. Άλλωςτε, όπωσ ζχει ιδθ περιγραωεί, θ 

αλλθλεπίδραςθ των δφο μονοπατιϊν, ςε ςυνκικεσ, που ευνοοφν τθν κυτταρικι 

επιβίωςθ, ζχει παρατθρθκεί ςε πολλά διαωορετικά κυτταρικά ςυςτιματα (Zhong 

και ςυν. 2000, Zundel και ςυν. 2000, Sodhi και ςυν. 2001, Fukuda και ςυν. 2002, 

Fukuda και ςυν. 2003, Zhou και ςυν. 2004, Jiang & Liu 2009) και επιβεβαιϊκθκε και 

ςτα κφτταρα Α549, κατά τθν επίδραςθ αυξθτικϊν παραγόντων του οροφ.    

 Αν και οι κυτταρικζσ ςειρζσ Α549 και Α431 χρθςιμοποιοφνται ευρζωσ ςε in 

vitro τοξικολογικζσ μελζτεσ, κα πρζπει να λάβουμε υπ’ όψιν ότι πρόκειται για 

καρκινικά και όχι ωυςιολογικά κφτταρα. Θ ςχετικά ςφντομθ διάρκεια του 

κυτταρικοφ κφκλου και το κεωρθτικά απεριόριςτο δυναμικό διπλαςιαςμοφ των 

κυτταρικϊν ςειρϊν, είναι τα κυριότερα πλεονεκτιματά τουσ, ςε ςφγκριςθ με τισ 

πρωτογενείσ καλλιζργειεσ ωυςιολογικϊν κυττάρων. Παρ’ όλα αυτά, θ αναγωγι των 

οποιωνδιποτε αποκρίςεων ενόσ ανάλογου ςυςτιματοσ, ςτισ ωυςιολογικζσ 

ςυνκικεσ, απαιτεί ιδιαίτερθ προςοχι και επιωυλακτικότθτα. ΢τθν παροφςα 

διατριβι, παράλλθλα με τισ κυτταρικζσ ςειρζσ, ελζγξαμε τισ αποκρίςεισ ςτο Β*α+Ρ 

και ςε δφο πρωτογενείσ καλλιζργειεσ ωυςιολογικϊν ινοβλαςτϊν πνεφμονα και 

δζρματοσ ανκρϊπου. Οι ινοβλάςτεσ, ςτισ in vivo ςυνκικεσ δεν ανικουν ςτουσ 

κυτταρικοφσ τφπουσ, που ζρχονται ςε άμεςθ επαωι με τουσ ατμοςωαιρικοφσ 

ρφπουσ, κακϊσ βρίςκονται βυκιςμζνοι ςτο ςτρϊμα του ςυνδετικοφ ιςτοφ. Οι 

ςωματιδιακοί ρφποι, όμωσ, ι οριςμζνα ςυςτατικά τουσ, μποροφν να αποκτιςουν 

πρόςβαςθ ςε αυτά τα κφτταρα, είτε με διακυτταρικι ι/και παρακυτταρικι 

μεταωορά, διαμζςου τθσ επικθλιακισ ςτιβάδασ, είτε μζςω του κυκλοωορικοφ 

ςυςτιματοσ. Θ επαγωγι του HIF-1α επιβεβαιϊκθκε και ςτισ δφο πρωτογενείσ 

καλλιζργειεσ, μετά από 24 ϊρεσ επϊαςθσ με 2,5μΜ Β*α+Ρ (Εικόνα 49). Θ κινάςθ Αkt, 

αντίκετα, δεν παρουςίαςε κάποια μεταβολι ςτο ίδιο χρονικό διάςτθμα. Ωςτόςο, 

επειδι πρόκειται για ζνα τυπικό ςθματοδοτικό μόριο, δεν μποροφμε να 

αποκλείςουμε το ενδεχόμενο παροδικισ ενεργοποίθςισ τθσ ςε μικρότερουσ 

χρόνουσ. Σα δεδομζνα ςχετικά με τθν επίδραςθ του Β*α+Ρ ςε πρωτογενείσ 

καλλιζργειεσ είναι περιοριςμζνα. Ιδιαίτερο ενδιαωζρον, όμωσ, παρουςιάηει μια 

μελζτθ ςε ανκρϊπινα ωυςιολογικά επικθλιακά κφτταρα μαςτοφ, τα οποία μετά από 

δφο ι τρεισ επαναλαμβανόμενεσ 24ωρεσ επωάςεισ με 1μg/ml Β*α+Ρ (~4μΜ), 

απζκτθςαν χαρακτθριςτικά ακανατοποιθμζνων κυττάρων. Αν και δεν 

παρατθρικθκε κακοικθσ εξαλλαγι, τα κφτταρα αυτά, εμωάνιςαν πολλζσ από τισ 

ιδιότθτεσ των αντίςτοιχων καρκινικϊν κυττάρων (Stampfer & Bartley 1985). ΢τθν 

περίπτωςθ των ωυςιολογικϊν ινοβλαςτϊν, θ 24ωρθ επϊαςθ δεν άωθςε κάποια 
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μακροπρόκεςμθ επίπτωςθ ςτα κφτταρα, κακϊσ τα επίπεδα του HIF-1α επανιλκαν 

πλιρωσ, 2 ϊρεσ μετά τθν απομάκρυνςθ του ρφπου. Θα είχε, όμωσ, ιδιαίτερο 

ενδιαωζρον, να διερευνθκεί, μελλοντικά, θ απόκριςθ αυτϊν των δεικτϊν, ςε ζνα 

πρωτόκολλο επαναλαμβανόμενων επωάςεων, όπωσ ςτθν προθγοφμενθ ζρευνα ι 

ςτθν περίπτωςθ των νανοςωματιδίων DEP. Σθν παραπάνω υπόκεςθ ενιςχφουν τα 

αποτελζςματα, που προζκυψαν από πρωτογενι καλλιζργεια ινοβλαςτϊν 

αρουραίου. ΢τθν περίπτωςθ αυτι, ανιχνεφτθκε ςθμαντικι επαγωγι, τόςο τθσ 

κινάςθσ Akt, όςο και του HIF-1α, παρουςία Β*α+Ρ και το προωίλ αυτό διατθρικθκε, 

ςε μεγάλο ποςοςτό, δφο ϊρεσ μετά τθν απομάκρυνςθ του ρφπου. Θ διαπίςτωςθ 

αυτι αποτελεί μια ακόμθ ζνδειξθ τθσ ικανότθτασ του B[α+Ρ να προκαλεί «μόνιμεσ» 

αλλαγζσ ςτθν κυτταρικι ωυςιολογία. Ωςτόςο, θ επιβεβαίωςθ των αποτελεςμάτων 

ςε ανκρϊπινα ωυςιολογικά κφτταρα, εξακολουκεί να είναι αναγκαία. 

Μεταξφ των επιπτϊςεων τθσ ρφπανςθσ ςτθν υγεία του ανκρϊπου, 

περιλαμβάνεται και θ επιδείνωςθ προχπαρχόντων αναπνευςτικϊν προβλθμάτων, 

όπωσ το άςκμα και θ χρόνια αποωρακτικι πνευμονοπάκεια. ΢το πλαίςιο αυτό, 

εκτόσ από τθ ςφγκριςθ των αποκρίςεων διαωορετικϊν κυτταρικϊν τφπων και ιςτϊν 

ςτο Β*α+Ρ, εξετάςαμε τθν επίδραςθ του ρφπου ςτον ΘΙF-1α, ςε ςυνδυαςμό με 

ςτρεςογόνεσ ςυνκικεσ, που χαρακτθρίηουν οριςμζνεσ από αυτζσ τισ πακολογικζσ 

καταςτάςεισ. Αρχικά, επιλζξαμε τθν υποξία, θ οποία, προςομοιϊκθκε με τθ χριςθ 

μθ κυτταροτοξικισ ςυγκζντρωςθσ CoCl2. Τποξικζσ ςυνκικεσ ςε ζναν πνεφμονα 

ςυναντϊνται κυρίωσ ςε πακιςεισ όπωσ το άςκμα, θ κυςτικι ίνωςθ και ο καρκίνοσ, 

αλλά μποροφν να προκφψουν, τοπικά, και κατά τθ ςυςςϊρευςθ ειςπνεόμενων 

ρφπων ςτισ αναπνευςτικζσ επιωάνειεσ των κυψελίδων. Αξίηει να αναωερκεί ότι θ 

μείωςθ τθσ διακεςιμότθτασ του οξυγόνου αποτελεί το κατ’ εξοχιν επαγωγικό 

ερζκιςμα, για τον HIF-1α (Greer και ςυν. 2012). Επϊαςθ με Β*α+Ρ για 1 ϊρα, ςε 

υποξικζσ ςυνκικεσ (κφτταρα Α549, προ-επωαςμζνα με CoCl2, για 1 ϊρα) προκάλεςε 

ςτατιςτικά ςθμαντικι ενίςχυςθ των επιπζδων του μεταγραωικοφ παράγοντα, ςε 

ςφγκριςθ με τθν επίδραςθ του CoCl2, μεμονωμζνα (Εικόνα 44). Αντίςτοιχθ ιταν θ 

απόκριςθ και ςτθν περίπτωςθ, όπου οι δφο παράγοντεσ προςτζκθκαν ταυτόχρονα 

ςτο κρεπτικό υλικό τθσ καλλιζργειασ. Θ διαπίςτωςθ αυτι ζρχεται, ωαινομενικά, ςε 

αντίκεςθ με τα αποτελζςματα των Schults και ςυν., ςτο ίδιο κυτταρικό ςφςτθμα, τα 

οποία υποςτθρίηουν ότι το Β*α+Ρ μειϊνει τα πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-1α, 

παρουςία CoCl2, λόγω του ανταγωνιςμοφ, που αναπτφςςεται μεταξφ AhR και HIF-

1α, για πρόςδεςθ ςτον ΘΙF-1β/ΑRNT (Schults και ςυν. 2010). Θ υψθλότερθ 

ςυγκζντρωςθ CoCl2 (300μΜ, ζναντι των 50μΜ), που χρθςιμοποιείται ςτθ ςυγκεκρι-

μζνθ μελζτθ, κακϊσ και θ μεγαλφτερθ χρονικι διάρκεια τθσ επϊαςθσ (19 ϊρεσ), κα 

μποροφςαν να αιτιολογιςουν αυτι τθν αςυμωωνία. Επιπλζον, τα μόρια HIF-1α, που 
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ςυςςωρεφονται, παρουςία τθσ χαμθλισ ςυγκζντρωςθσ CoCl2, είναι πικανό να μθν 

επαρκοφν για τθ δζςμευςθ του ςυνόλου των διακζςιμων μορίων ΘΙF-1β/ΑRNT, με 

αποτζλεςμα να μθν παρεμποδίηεται θ παράλλθλθ πρόςδεςθ του AhR και ο 

μεταβολιςμόσ του ρφπου. Θ ακροιςτικι επίδραςθ υποξίασ και B[α]P, υποδθλϊνει 

ότι θ ζκκεςθ ςτο Β*α+Ρ ι ςε ανάλογουσ οργανικοφσ ρφπουσ τθσ ατμόςωαιρασ, 

ενδζχεται να επιδεινϊςει τα ςυμπτϊματα τθσ νόςου, ενιςχφοντασ τθν προχπάρ-

χουςα ωλεγμονϊδθ κατάςταςθ. Είναι προωανζσ ότι, ο ςυνδυαςμόσ τθσ μιτογόνου 

και μεταλλαξογόνου δράςθσ του Β*α+Ρ, με τα εξαιρετικά ενιςχυμζνα επίπεδα του 

HIF-1α, ςε αυτζσ τισ ςυνκικεσ, διαμορωϊνει ζνα ιδιαίτερα ευνοϊκό περιβάλλον για 

τθν εξαλλαγι του κυτταρικοφ ωαινοτφπου και τθν ςταδιακι ανάπτυξθ ενόσ όγκου. 

Θ επόμενθ ςτρεςογόνοσ ςυνκικθ, που επιλζχκθκε να μελετθκεί είναι θ 

ςτζρθςθ των αυξθτικϊν παραγόντων, μζςω τθσ αωαίρεςθσ του οροφ, από το 

κρεπτικό υλικό τθσ καλλιζργειασ. Επειδι, θ κφρια πθγι αυξθτικϊν παραγόντων, in 

vivo, είναι θ κυκλοωορία του αίματοσ, αυτι θ ςτρεςογόνοσ κατάςταςθ κα μποροφςε 

να αντιπροςωπεφει τθν περίπτωςθ τθσ εμβολισ κάποιου αγγείου. Επίςθσ, όπωσ 

αναλφκθκε νωρίτερα, βιβλιογραωικά δεδομζνα, αλλά και πειράματα του 

εργαςτθρίου μασ ςε πολυάρικμα κυτταρικά ςυςτιματα, μεταξφ των οποίων και τα 

Α549, ζχουν αποδείξει ότι οι αυξθτικοί παράγοντεσ ρυκμίηουν κετικά τα επίπεδα 

του ΘΙF-1α, μζςω ενόσ μθχανιςμοφ, που μεςολαβείται, ςε μεγάλο ποςοςτό, από το 

μονοπάτι PI3K/Akt. Όπωσ ιταν αναμενόμενο, θ ςτζρθςθ του οροφ, μείωςε 

ςθμαντικά τα επίπεδα του μεταγραωικοφ παράγοντα. Ωςτόςο, θ επίδραςθ του 

Β*α+Ρ ςε κφτταρα Α549, τα οποία είχαν ιδθ καλλιεργθκεί απουςία οροφ, για 24 

ϊρεσ, αφξθςε τα επίπεδα του μεταγραωικοφ παράγοντα HIF-1α, ςε ςυνκικεσ, μθ-

ευνοϊκζσ για τθν ζκωραςι του. Αξίηει, μάλιςτα, να ςθμειωκεί ότι θ αφξθςθ του HIF-

1α, ιταν ενιςχυμζνθ κατά ~12%, ςε ςχζςθ με τθν απόκριςθ, που παρατθρικθκε ςτο 

πλιρεσ κρεπτικό υλικό (Εικόνα 46). ΢ε μελζτθ που πραγματοποιικθκε ςτα 

επικθλιακά κφτταρα αδενοκαρκινϊματοσ μαςτοφ MCF-10A, προτείνεται ότι οι ROS, 

που παράγονται από τουσ δραςτικοφσ μεταβολίτεσ του Β*α+Ρ, 1,3-BPQ και 1,6-BPQ, 

ενεργοποιοφν τον υποδοχζα του επιδερμικοφ αυξθτικοφ παράγοντα, ακόμα και 

απουςία EGF, από το κρεπτικό υλικό τθσ καλλιζργειασ (Rodriguez-Fragoso και ςυν. 

2009). Αν και ςτθ ςυγκεκριμζνθ μελζτθ, τα μονοπάτια που εξετάςτθκαν καταρροϊκά 

του EGFR ιταν αυτά τθσ PLCγ1 και των STAT, είναι τεκμθριωμζνο ότι μεταξφ των 

ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν, που κινθτοποιοφνται από τον υποδοχζα, 

ςυμπεριλαμβάνεται και το μονοπάτι PI3K/Akt. ΢υνεπϊσ, θ ανεξάρτθτθ από 

αυξθτικοφσ παράγοντεσ, ενεργοποίθςθ του EGFR, και θ επακόλουκθ 

ωωςωορυλίωςθ τθσ Akt, κα μποροφςε να ερμθνεφςει τθ ςυςςϊρευςθ του HIF-1α, 

ςε ςυνκικεσ απουςίασ οροφ. Επιπλζον, οι ίδιοι ςυγγραωείσ υποςτθρίηουν ότι θ 
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ενεργοποίθςθ του ΕGFR από τισ BPQs δεν ακολουκείται από ενδοκυττάρωςθ του 

υποδοχζα, όπωσ ςυμβαίνει κατά τθν επαγωγι του από προςδζτθ. Θ απουςία αυτοφ 

του μθχανιςμοφ αρνθτικισ ανάδραςθσ ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν παρατεταμζνθ 

ςθματοδότθςθ του υποδοχζα, θ οποία προωκεί τθν επιβίωςθ και τον κυτταρικό 

πολλαπλαςιαςμό, ενιςχφοντασ τθν προ-καρκινικι δράςθ του Β*α+Ρ. 

Σα παραπάνω αποτελζςματα υποδθλϊνουν ότι η άμεςη επαγωγή του HIF-

1α, παρουςία του οργανικοφ ρφπου Β*α+Ρ, ςε μη κυτταροτοξικζσ ςυγκεντρώςεισ, 

είναι ςυςτηματική, καθώσ επιβεβαιώθηκε ςε όλα τα κυτταρικά ςυςτήματα και τισ 

ςυνθήκεσ, που εξετάςτηκαν. ΢τισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ, ανιχνεφκθκε παράλ-

λθλθ ενεργοποίθςθ του ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ PI3K/Akt, το οποίο – 

τουλάχιςτον ςτα επικθλιακά κφτταρα πνεφμονα, Α549 – αποδείχκθκε ότι μεςολαβεί 

τθν απόκριςθ του HIF-1α. Θ παραγωγι ROS, κατά το μεταβολιςμό του Β*α+Ρ, 

αποτελεί αναμωιςβιτθτα ζναν από τουσ μθχανιςμοφσ επαγωγισ του μονοπατιοφ 

τθσ Αkt (Burdick και ςυν. 2003). Σο γεγονόσ, όμωσ ότι θ Αkt παρουςίαςε ςτατιςτικά 

ςθμαντικι ενεργοποίθςθ ςε πολφ ςφντομο χρονικό διάςτθμα (15 λεπτά), μετά τθν 

προςκικθ του ρφπου, μασ οδιγθςε ςτθ διατφπωςθ μιασ εναλλακτικισ υπόκεςθσ 

για τθν επίδραςθ του Β*α+Ρ ςτθν κινάςθ, θ οποία βαςίηεται ςτθν κινθτοποίθςθ των 

ιόντων αςβεςτίου. Σα ιόντα αςβεςτίου ςυνιςτοφν ζνα ταχφτατα αποκρινόμενο 

δεφτερο μινυμα, που κινθτοποιείται από ποικίλα ενδογενι και εξωγενι ερεκίςματα 

και ςυμμετζχει ςτθ ρφκμιςθ βαςικϊν κυτταρικϊν λειτουργιϊν, μεταξφ των οποίων, 

θ γονιδιακι ζκωραςθ, ο μεταβολιςμόσ, θ κυτταρικι διαίρεςθ, αλλά και ο 

αποπτωτικόσ κάνατοσ (Clapham 2007). Ζνα ποςοςτό του Β*α+Ρ, λόγω τθσ λιπόωιλθσ 

ωφςθσ του, εγκλωβίηεται ςτθ λιπιδικι διπλοςτιβάδα των κυτταρικϊν μεβρανϊν, 

όπου αλλθλεπιδρά με διαφλουσ αςβεςτίου διαταράςςοντασ τθν ομοιόςταςθ των 

ιόντων (Barhoumi και ςυν. 2000). Επιπλζον, είναι γνωςτό ότι θ ωωςωορυλίωςθ τθσ 

κινάςθσ Αkt καταλφεται, φςτερα από προςζλκυςθ τθσ πρωτεΐνθσ ςτο επίπεδο τθσ 

πλαςματικισ μεμβράνθσ (Song και ςυν. 2005). Με βάςθ αυτά τα δεδομζνα 

εξετάςτθκε, αρχικά, ο ρόλοσ του Β*α+Ρ ςτθν ομοιόςταςθ των ιόντων αςβεςτίου ςτα 

πνευμονικά επικθλιακά κφτταρα, Α549, και, ςτθ ςυνζχεια, θ πικανι εμπλοκι των 

ιόντων ςτθν ωωςωορυλίωςθ τθσ κινάςθσ Akt. 

Θ ιδιότθτα του Β*α+Ρ και άλλων πολυκυκλικϊν αρωματικϊν υδρογονανκρά-

κων να αυξάνουν τα επίπεδα του ελεφκερου κυτταροπλαςματικοφ αςβεςτίου 

[Ca2+]i, καταγράωθκε αρκετά νωρίσ. Θ πλειοψθωία των μελετϊν, επικεντρϊκθκε ςε 

κφτταρα τθσ λεμωοειδοφσ ςειράσ, όπου θ αφξθςθ του Ca2+ ςυνδζκθκε με τισ 

ανοςοκαταςταλτικζσ επιπτϊςεισ των PAHs, και ςε επικθλιακά κφτταρα μαςτοφ και 

ιπατοσ (Krieger και ςυν. 1994, Tannheimer και ςυν. 1997, Tannheimer και ςυν. 

1999, Barhoumi και ςυν. 2000). Αν και υπάρχουν ενδείξεισ ότι τα επιπλζον ιόντα 
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προζρχονται από τον εξωκυττάριο χϊρο (Tannheimer και ςυν. 1999), ο μθχανιςμόσ 

ειςροισ Ca2+, παρουςία του Β*α+Ρ δεν ζχει διαλευκανκεί μζχρι ςιμερα. Πράγματι, 

όπωσ προςδιορίςτθκε με τθ μζκοδο τθσ ωκοριςμομετρίασ, θ επϊαςθ των κυττάρων 

Α549 με 2,5μΜ Β*α+Ρ αφξθςε τα επίπεδα του κυτταροπλαςματικοφ αςβεςτίου και, 

παράλλθλα, μείωςε το περιεχόμενο του ΕΔ (Εικόνα 52). Θ μείωςθ του Ca2+ ςτο ΕΔ 

πυροδοτεί τθν πρόςλθψθ ιόντων από το εξωκυττάριο περιβάλλον, διαμζςου των 

διαφλων SOCs, προκειμζνου να αναπλθρωκοφν οι κυτταρικζσ αποκικεσ (Putney 

2009). Ο μθχανιςμόσ αυτόσ είναι γνωςτόσ ωσ CCE (Capacitative Calcium Entry) και 

είναι ηωτικισ ςθμαςίασ για τθν ομαλι κυτταρικι ςθματοδότθςθ. Παρ’ όλα αυτά, τα 

κφτταρα Α549, που είχαν επωαςτεί με Β*α+Ρ, εμωάνιςαν μειωμζνθ ικανότθτα 

πρόςλθψθσ Ca2+, μετά από τεχνθτι εκκζνωςθ του ΕΔ, από τον αναςτολζα τθσ 

αντλίασ SERCA, καψιγκαργκίνθ. ΢υνεπϊσ, οι δίαυλοι SOCs δεν ωαίνεται να 

ςυμμετζχουν ςτθν αφξθςθ του [Ca2+]i, παρουςία Β*α+Ρ, ςτο παρόν ςφςτθμα. Μία 

άλλθ κατθγορία διαφλων τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ είναι θ υπεροικογζνεια των 

μθ ειδικϊν κατιονικϊν διαφλων TRPs, οι οποίοι ενεργοποιοφνται ζμμεςα, από τθν 

πρόςδεςθ αγωνιςτϊν ςε διαμεμβρανικοφσ υποδοχείσ με δράςθ κινάςθσ τυροςίνθσ 

(RTKs), ι ςυηευγμζνουσ με G πρωτεΐνεσ (GPCRs) (Ramsey και ςυν. 2006). Ζνασ 

τζτοιοσ αγωνιςτισ είναι και θ βραδυκικίνθ (ΒΚ). Πρόκειται για ζνα μικρό πεπτίδιο, 

που εκκρίνεται κυρίωσ από τον τραυματιςμζνο ιςτό και διαδραματίηει ςθμαντικό 

ρόλο ςε πακοωυςιολογικζσ καταςτάςεισ, όπωσ θ ωλεγμονι, προκαλϊντασ 

αγγειοδιαςτολι και αυξάνοντασ τθ διαπερατότθτα των αγγείων (Golias και ςυν. 

2007). Οι υποδοχείσ τθσ ΒΚ ανικουν ςτθν οικογζνεια των GPCRs και δρϊντασ, 

κυρίωσ, μζςω τθσ PLC, ενεργοποιοφν τουσ μεμβρανικοφσ διαφλουσ TRPV1 και 

TRPA1, με αποτζλεςμα τθν ειςροι ιόντων Ca2+ και Na+ ςτο κυτταρόπλαςμα. Θ PLC 

μπορεί να ενεργοποιιςει τουσ TRPs με δφο εναλλακτικοφσ τρόπουσ: αωενόσ, 

υδρολφοντασ τθν PIP2, θ οποία καταςτζλλει τθ λειτουργία των διαφλων και, 

αωετζρου, μζςω παραγωγισ ΙΡ3 και απελευκζρωςθσ Ca2+ από το ΕΔ (Bessac & Jordt 

2008). ΢τα κφτταρα Α549, θ λειτουργικότθτα των υποδοχζων τθσ ΒΚ διαπιςτϊκθκε, 

μόνο ςε ςυνκικεσ υποξίασ (CoCl2). Ιδιαίτερο ενδιαωζρον, παρουςιάηει το γεγονόσ 

ότι θ αφξθςθ του *Ca2+]i, κατά τθν επίδραςθ τθσ ΒΚ, ςε αυτζσ τισ ςυνκικεσ, ιταν 

ςθμαντικά ενιςχυμζνθ ςτα κφτταρα, που είχαν προεπωαςτεί με Β*α+Ρ (Εικόνα 53). 

Επιπλζον, και ςτισ δφο περιπτϊςεισ, θ απόκριςθ ςτθ ΒΚ εκμθδενίςτθκε, όταν το 

πείραμα πραγματοποιικθκε, απουςία ιόντων Ca2+ από το εξωκυττάριο περιβάλλον. 

΢υνεπϊσ, θ παρατθροφμενθ αφξθςθ του αςβεςτίου οωείλεται ςτθν ειςροι ιόντων 

διαμζςου διαφλων τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ και ωαίνεται πωσ το Β*α+Ρ, 

πράγματι, ενιςχφει το δυναμικό πρόςλθψθσ αυτϊν των ιόντων.  
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΢τθ ςυνζχεια, χρθςιμοποιικθκαν ωαρμακευτικοί παράγοντεσ, ζτςι ϊςτε να 

εξεταςτεί θ απόκριςθ τθσ Akt και του HIF-1α, ςτισ αλλαγζσ τθσ ομοιόςταςθσ ιόντων 

αςβεςτίου. Για λόγουσ ςφγκριςθσ, παράλλθλα με τα πνευμονικά κφτταρα, χρθςιμο-

ποιικθκαν και τα κφτταρα Α431. Θ μαηικι, μθ ειδικι κινθτοποίθςθ Ca2+, από το 

ιονοωόρο ιονομυκίνθ, είχε αναςταλτικι επίδραςθ ςτθν ενεργοποίθςθ τθσ Akt, με τα 

κφτταρα Α549 να εμωανίηουν μεγαλφτερθ ευαιςκθςία ςτο ιονοωόρο, ενϊ λιγότερο 

ςαωι ιταν τα αποτελζςματα για τον HIF-1α. H μείωςθ ςτθ ωωςωορυλίωςθ τθσ Akt 

ιταν αςφμωωνθ με τθν απόκριςθ τθσ κινάςθσ ςτο Β*α+Ρ. Αντίκετα, θ εκκζνωςθ του 

ΕΔ, από τθ καψιγκαργκίνθ και θ επακόλουκθ ειςροι ιόντων, μζςω διαφλων τθσ 

πλαςματικισ μεμβράνθσ, ενεργοποίθςε τθν κινάςθ Αkt και ςτισ δφο κυτταρικζσ 

ςειρζσ. Ενδιαωζρον, ςε αυτι τθν περίπτωςθ, παρουςιάηει και το πρότυπο 

απόκριςθσ του HIF-1α. Ο μεταγραωικόσ παράγοντασ μειϊκθκε δραματικά, αμζςωσ 

μετά τθν εκκζνωςθ του ΕΔ, ενϊ, ςτθ ςυνζχεια, παρατθρικθκε ςταδιακι ανάκαμψθ 

των επιπζδων του. Είναι γνωςτό ότι θ αφξθςθ του κυτταροπλαςματικοφ αςβεςτίου 

ενεργοποιεί ζνα εναλλακτικό μονοπάτι αποικοδόμθςθσ του HIF-1α, το οποίο 

περιλαμβάνει τθν αποικοδόμθςι του από τισ καλπαΐνεσ, ανεξάρτθτα από τθν pVHL 

και το πρωτεάςωμα (Zhou και ςυν. 2006). Θ ανακατανομι των ιόντων Ca2+ με τθν 

πάροδο του χρόνου, ςε ςυνδυαςμό με τθν ενίςχυςθ τθσ μετάωραςθσ του ΘΙF-1α, 

από το μονοπάτι τθσ κινάςθσ Akt, κα μποροφςαν να αντιςτακμίςουν το ρυκμό 

αποικοδόμθςθσ και να ερμθνεφςουν τθ ςταδιακι ανάκαμψθ των πρωτεϊνικϊν του 

επιπζδων. Είναι γεγονόσ, ότι αυτό το πρότυπο απόκριςθσ διαωοροποιείται ςε 

μεγάλο βακμό από τθν επίδραςθ του Β*α+Ρ ςτο μεταγραωικό παράγοντα. Ωςτόςο, θ 

μείωςθ του περιεχομζνου του ΕΔ κατά ~36%, παρουςία Β*α+Ρ, απζχει ςθμαντικά 

από το ζντονο ςτρεσ τθσ πλιρουσ και μθ αντιςτρεπτισ εκκζνωςθσ των ενδοκυτ-

τάριων αποκθκϊν, από τθ καψιγκαργκίνθ. 

Ιδιαίτερα, όςον αωορά ςτθν κινάςθ Akt, θ επιλεκτικι ωωςωορυλίωςι τθσ, 

κατά τθν επαγωγι του μθχανιςμοφ CCE, και όχι κατά τθ μθ ειδικι ςυςςϊρευςθ Ca2+ 

ςτο κυτταρόπλαςμα, υποδθλϊνει πωσ θ απόκριςθ τθσ κινάςθσ ςχετίηεται 

περιςςότερο με τθ δραςτθριότθτα των μεμβρανικϊν διαφλων, παρά με τθ 

γενικότερθ αφξθςθ τθσ *Ca2+]i. Προκειμζνου να επιβεβαιϊςουμε περαιτζρω αυτι 

τθν υπόκεςθ, προςαρμόςαμε τθν πειραματικι διαδικαςία, ζτςι ϊςτε να 

απομονϊςουμε το γεγονόσ τθσ ειςροισ και να εξετάςουμε τθν επίδραςι του ςτθν 

κινάςθ. ΢υγκεκριμζνα, μετά από τεχνθτι εκκζνωςθ του ΕΔ, ςε ςυνκικεσ απουςίασ 

Ca2+ από το εξωκυττάριο περιβάλλον, χορθγικθκε αςβζςτιο εξωγενϊσ. Θ 

επακόλουκθ ειςροι ιόντων, οδιγθςε, πράγματι, ςε ςτατιςτικά ςθμαντικι 

ενεργοποίθςθ τθσ Αkt, τουλάχιςτον από τα 3 πρϊτα λεπτά (Εικόνα 56). Σο 

αποτζλεςμα αυτό προςκζτει ζνα επιπλζον υποςτθρικτικό ςτοιχείο ςτθν αρχικι 



΢ΤΗΘΣΘ΢Θ 

 

 
158 

 

υπόκεςθ, ότι θ ενιςχυμζνθ διακίνθςθ Ca2+, διαμζςου μεμβρανικϊν διαφλων, 

ςυνιςτά ζναν από τουσ μθχανιςμοφσ, που ευκφνονται για τθν άμεςθ ενεργοποίθςθ 

τθσ Αkt, από το Β*α+Ρ. ΢υνεπϊσ, κα είχε ιδιαίτερο ενδιαωζρον να ταυτοποιθκοφν οι 

κατθγορίεσ διαφλων, που ςυμμετζχουν ςε αυτό το μθχανιςμό, κακϊσ και να 

διερευνθκεί ο ακριβισ τρόποσ αλλθλεπίδραςισ τουσ με τθν κινάςθ. 

 

 

 
Εικόνα 58: Προτεινόμενοι μθχανιςμοί δράςθσ των μθ κυτταροτοξικϊν ςυγκεντρϊςεων Β*α+Ρ ςε 
μοριακοφσ δείκτεσ, που ςχετίηονται με τθν προςταςία του κυττάρου ζναντι του οξειδωτικοφ ςτρεσ 
και τθν προϊκθςθ τθσ κυτταρικισ επιβίωςθσ. Σα μόρια του Β*α+Ρ, τα οποία διαπερνοφν τθν 
πλαςματικι μεμβράνθ, αλλθλεπιδροφν με τον κυτταροπλαςματικό υποδοχζα AhR και επάγουν 
ζμμεςα τθν ζκφραςθ των ενηφμων μεταβολιςμοφ τουσ (ζνηυμα κυτοχρϊματοσ Ρ450). Οι 
θλεκτρονιόφιλοι μεταβολίτεσ, κακϊσ και οι δραςτικζσ ρίηεσ οξυγόνου, που παράγονται, 
ενεργοποιοφν τον κυτταροπροςτατευτικό μεταγραφικό παράγοντα NrF2, κακϊσ και τον μεταγραφικό 
παράγοντα ΗΙF-1α. Η απόκριςθ του τελευταίου μεςολαβείται, τουλάχιςτον εν μζρει, από τθν 
ενεργοποιθμζνθ κινάςθ Αkt. Επιπλζον, ζνα ποςοςτό Β*α+Ρ, λόγω τθσ λιποφιλικότθτάσ του, 
εγκλωβίηεται ςτισ λιπιδικζσ διπλοςτιβάδεσ του κυττάρου, και αλλθλεπιδρά με διαφλουσ αςβεςτίου, 
αυξάνοντασ τθν ςυγκζντρωςθ του ελεφκερου αςβεςτίου ςτο κυτταρόπλαςμα και ενιςχφοντασ το 
δυναμικό πρόςλθψθσ ιόντων Ca2+. Η ειςροι Ca2+, μζςω διαφλων τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ, 
φαίνεται να ενιςχφει άμεςα τθ φωςφορυλίωςθ τθσ κινάςθσ Akt, θ οποία, με τθ ςειρά τθσ, επάγει τον 
HIF-1a. ΢ε κάκε περίπτωςθ, θ αφξθςθ των ολικϊν επιπζδων των δφο μεταγραφικϊν παραγόντων 
ακολουκείται από τθ ςυςςϊρευςι τουσ ςτον πυρινα και τθ μεταγραφικι τουσ ενεργοποίθςθ.     
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Ανακεωαλαιϊνοντασ, τα κυριότερα αποτελζςματα τθσ παροφςασ διδακτο-

ρικισ διατριβισ, ςυνοψίηονται ωσ εξισ: 

 Οι χαμθλζσ, μθ κυτταροτοξικζσ ςυγκεντρϊςεισ οργανικϊν ρφπων, επάγουν 

άμεςα τα πρωτεϊνικά επίπεδα και τθ μεταγραωικι δραςτθριότθτα του 

καρκινικοφ δείκτθ, HIF-1α. Θ απόκριςθ αυτι ιταν ςυςτθματικι μεταξφ των 

διαωορετικϊν κυτταρικϊν τφπων πνεφμονα και δζρματοσ, που εξετάςτθκαν, και 

διατθρείται, παρουςία ςτρεςογόνων ςυνκθκϊν, που χαρακτθρίηουν ποικίλεσ 

πακοωυςιολογικζσ καταςτάςεισ. ΢θμαντικό ρόλο ςτθν επαγωγι του HIF-1α 

διαδραματίηει το ςθματοδοτικό μονοπάτι PI3K/Akt.  

 Θ ομοιόςταςθ των ιόντων αςβεςτίου τροποποιείται ςθμαντικά παρουςία μθ 

κυτταροτοξικϊν ςυγκεντρϊςεων οργανικϊν ρφπων. Ειδικότερα, ο κοινόσ 

καρκινογόνοσ ρφποσ, Β*α+Ρ, αυξάνει το δυναμικό πρόςλθψθσ ιόντων αςβεςτίου 

μζςω διαφλων τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ και θ ενιςχυμζνθ ειςροι των ιόντων 

ρυκμίηει ζμμεςα τθν επαγωγι του HIF-1α, μζςω αφξθςθσ τθσ ωωςωορυλίωςθσ 

τθσ κινάςθσ Akt. 

 Οι επιπτϊςεισ τθσ βραχυπρόκεςμθσ, αλλά επαναλαμβανόμενθσ, ζκκεςθσ ςτουσ 

ατμοςωαιρικοφσ ρφπουσ, ωαίνεται να είναι ακροιςτικζσ και ικανζσ να 

προκαλζςουν μθ αναςτρζψιμεσ αλλαγζσ, ςτο μοριακό υπόβακρο του κυττάρου. 

Όταν θ τροποποίθςθ ςθματοδοτικϊν μορίων και μεταγραωικϊν παραγόντων, 

που προωκοφν τθν κυτταρικι επιβίωςθ και τον πολλαπλαςιαςμό, ςυνδυαςτεί 

με τθν γενοτοξικι και μεταλλαξογόνο δράςθ οριςμζνων ςυςτατικϊν τθσ 

ρφπανςθσ, οι πικανότθτεσ ςταδιακισ εξαλλαγισ του κυτταρικοφ ωαινοτφπου 

αυξάνονται ςθμαντικά. 

 Οι επιπτϊςεισ τθσ ζκκεςθσ ςτουσ ατμοςωαιρικοφσ ρφπουσ, δεν αωοροφν 

αποκλειςτικά τα κφτταρα και τουσ ιςτοφσ, που ζρχονται ςε άμεςθ επαωι με τθν 

ατμόςωαιρα. Αντίκετα, θ μεταωορά ςυςτατικϊν τθσ ρφπανςθσ, αλλά κυρίωσ 

προωλεγμονωδϊν παρακρινικϊν παραγόντων, ςε παρακείμενουσ ι 

απομακρυςμζνουσ ιςτοφσ, μζςω τθσ κυκλοωορίασ του αίματοσ, μπορεί να 

επεκτείνει τισ βλάβεσ ςε επίπεδο ςυςτιματοσ.  



 

 
160 

 

 

 

 

 

 

ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΥΙΑ



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
161 

 

VI. ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΥΙΑ 

1. Adam-Vizi, V. and A. A. Starkov (2010). "Calcium and mitochondrial reactive oxygen 
species generation: how to read the facts." J Alzheimers Dis 20 Suppl 2: S413-426. 

2. Aggarwal, B. B. (2004). "Nuclear factor-kappaB: the enemy within." Cancer Cell 6(3): 
203-208. 

3. Akdis, M., S. Burgler, et al. (2011). "Interleukins, from 1 to 37, and interferon-gamma: 
receptors, functions, and roles in diseases." J Allergy Clin Immunol 127(3): 701-721 
e701-770. 

4. Akhtar, U. S., R. D. McWhinney, et al. (2010). "Cytotoxic and proinflammatory effects 
of ambient and source-related particulate matter (PM) in relation to the production of 
reactive oxygen species (ROS) and cytokine adsorption by particles." Inhal Toxicol 22 
Suppl 2: 37-47. 

5. Alexandrov, K., M. Rojas, et al. (2010). "The critical DNA damage by benzo(a)pyrene in 
lung tissues of smokers and approaches to preventing its formation." Toxicol Lett 
198(1): 63-68. 

6. Alfaro-Moreno, E., L. Martinez, et al. (2002). "Biologic effects induced in vitro by PM10 
from three different zones of Mexico City." Environ Health Perspect 110(7): 715-720. 

7. Alfaro-Moreno, E., T. S. Nawrot, et al. (2008). "Co-cultures of multiple cell types mimic 
pulmonary cell communication in response to urban PM10." Eur Respir J 32(5): 1184-
1194. 

8. Analitis, A., K. Katsouyanni, et al. (2006). "Short-term effects of ambient particles on 
cardiovascular and respiratory mortality." Epidemiology 17(2): 230-233. 

9. Andjelkovic, M., D. R. Alessi, et al. (1997). "Role of translocation in the activation and 
function of protein kinase B." J Biol Chem 272(50): 31515-31524. 

10. Andjelkovic, M., T. Jakubowicz, et al. (1996). "Activation and phosphorylation of a 
pleckstrin homology domain containing protein kinase (RAC-PK/PKB) promoted by 
serum and protein phosphatase inhibitors." Proc Natl Acad Sci U S A 93(12): 5699-
5704. 

11. Arsham, A. M., D. R. Plas, et al. (2002). "Phosphatidylinositol 3-kinase/Akt signaling is 
neither required for hypoxic stabilization of HIF-1 alpha nor sufficient for HIF-1-
dependent target gene transcription." J Biol Chem 277(17): 15162-15170. 

12. Ashcroft, M. (2005). "HIF-1α regulation by proline hydroxylation." Expert Rev Mol Med 
7(6). 

13. Atkinson, R. W., H. R. Anderson, et al. (2001). "Acute effects of particulate air pollution 
on respiratory admissions: results from APHEA 2 project. Air Pollution and Health: a 
European Approach." Am J Respir Crit Care Med 164(10 Pt 1): 1860-1866. 

14. Aust, A. E., J. C. Ball, et al. (2002). "Particle characteristics responsible for effects on 
human lung epithelial cells." Res Rep Health Eff Inst(110): 1-65; discussion 67-76. 

15. Ausubel, F. M. (1991). "Current Protocols in Molecular Biology." New York: Wiley 
Interscience. 

16. Baccarelli, A., I. Martinelli, et al. (2008). "Exposure to particulate air pollution and risk 
of deep vein thrombosis." Arch Intern Med 168(9): 920-927. 

17. Baccarelli, A., A. Zanobetti, et al. (2007). "Effects of exposure to air pollution on blood 
coagulation." J Thromb Haemost 5(2): 252-260. 

18. Baeza-Squiban, A., V. Bonvallot, et al. (1999). "Airborne particles evoke an 
inflammatory response in human airway epithelium. Activation of transcription 
factors." Cell Biol Toxicol 15(6): 375-380. 

19. Baird, L. and A. T. Dinkova-Kostova (2011). "The cytoprotective role of the Keap1-Nrf2 
pathway." Arch Toxicol 85(4): 241-272. 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
162 

 

20. Barhoumi, R., Y. Mouneimne, et al. (2000). "Analysis of benzo[a]pyrene partitioning 
and cellular homeostasis in a rat liver cell line." Toxicol Sci 53(2): 264-270. 

21. Baulig, A., M. Garlatti, et al. (2003). "Involvement of reactive oxygen species in the 
metabolic pathways triggered by diesel exhaust particles in human airway epithelial 
cells." Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 285(3): L671-679. 

22. Baulig, A., M. Sourdeval, et al. (2003). "Biological effects of atmospheric particles on 
human bronchial epithelial cells. Comparison with diesel exhaust particles." Toxicol In 
Vitro 17(5-6): 567-573. 

23. Bayram, H., K. Ito, et al. (2006). "Regulation of human lung epithelial cell numbers by 
diesel exhaust particles." Eur Respir J 27(4): 705-713. 

24. Becker, S., L. A. Dailey, et al. (2005). "Seasonal variations in air pollution particle-
induced inflammatory mediator release and oxidative stress." Environ Health Perspect 
113(8): 1032-1038. 

25. Befani, C. D., P. J. Vlachostergios, et al. (2012). "Bortezomib represses HIF-1alpha 
protein expression and nuclear accumulation by inhibiting both PI3K/Akt/TOR and 
MAPK pathways in prostate cancer cells." J Mol Med (Berl) 90(1): 45-54. 

26. BelAiba, R. S., T. Djordjevic, et al. (2004). "Redox-sensitive regulation of the HIF 
pathway under non-hypoxic conditions in pulmonary artery smooth muscle cells." Biol 
Chem 385(3-4): 249-257. 

27. Belkacemi, L., I. Bedard, et al. (2005). "Calcium channels, transporters and exchangers 
in placenta: a review." Cell Calcium 37(1): 1-8. 

28. Bellacosa, A., J. R. Testa, et al. (1991). "A retroviral oncogene, akt, encoding a serine-
threonine kinase containing an SH2-like region." Science 254(5029): 274-277. 

29. Berridge, M. J., M. D. Bootman, et al. (1998). "Calcium--a life and death signal." Nature 
395(6703): 645-648. 

30. BeruBe, K., D. Balharry, et al. (2007). "Combustion-derived nanoparticles: mechanisms 
of pulmonary toxicity." Clin Exp Pharmacol Physiol 34(10): 1044-1050. 

31. Bessac, B. F. and S. E. Jordt (2008). "Breathtaking TRP channels: TRPA1 and TRPV1 in 
airway chemosensation and reflex control." Physiology (Bethesda) 23: 360-370. 

32. Biggs, W. H., 3rd, J. Meisenhelder, et al. (1999). "Protein kinase B/Akt-mediated 
phosphorylation promotes nuclear exclusion of the winged helix transcription factor 
FKHR1." Proc Natl Acad Sci U S A 96(13): 7421-7426. 

33. Bloom, D. A. and A. K. Jaiswal (2003). "Phosphorylation of Nrf2 at Ser40 by protein 
kinase C in response to antioxidants leads to the release of Nrf2 from INrf2, but is not 
required for Nrf2 stabilization/accumulation in the nucleus and transcriptional 
activation of antioxidant response element-mediated NAD(P)H:quinone 
oxidoreductase-1 gene expression." J Biol Chem 278(45): 44675-44682. 

34. Bonello, S., C. Zahringer, et al. (2007). "Reactive oxygen species activate the HIF-1alpha 
promoter via a functional NFkappaB site." Arterioscler Thromb Vasc Biol 27(4): 755-
761. 

35. Bonizzi, G. and M. Karin (2004). "The two NF-kappaB activation pathways and their 
role in innate and adaptive immunity." Trends Immunol 25(6): 280-288. 

36. Borm, P. J., G. Cakmak, et al. (2005). "Formation of PAH-DNA adducts after in vivo and 
vitro exposure of rats and lung cells to different commercial carbon blacks." Toxicol 
Appl Pharmacol 205(2): 157-167. 

37. Borm, P. J., R. P. Schins, et al. (2004). "Inhaled particles and lung cancer, part B: 
paradigms and risk assessment." Int J Cancer 110(1): 3-14. 

38. Bostrom, C. E., P. Gerde, et al. (2002). "Cancer risk assessment, indicators, and 
guidelines for polycyclic aromatic hydrocarbons in the ambient air." Environ Health 
Perspect 110 Suppl 3: 451-488. 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
163 

 

39. Bradford, M. M. (1976). "A rapid and sensitive method for the quantitation of 
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding." Anal 
Biochem 72: 248-254. 

40. Brauer, M., C. Avila-Casado, et al. (2001). "Air pollution and retained particles in the 
lung." Environ Health Perspect 109(10): 1039-1043. 

41. Brognard, J., E. Sierecki, et al. (2007). "PHLPP and a second isoform, PHLPP2, 
differentially attenuate the amplitude of Akt signaling by regulating distinct Akt 
isoforms." Mol Cell 25(6): 917-931. 

42. Brown, D. M., K. Donaldson, et al. (2004). "Calcium and ROS-mediated activation of 
transcription factors and TNF-alpha cytokine gene expression in macrophages exposed 
to ultrafine particles." Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 286(2): L344-353. 

43. Brunet, A., A. Bonni, et al. (1999). "Akt promotes cell survival by phosphorylating and 
inhibiting a Forkhead transcription factor." Cell 96(6): 857-868. 

44. Bulavin, D. V. and A. J. Fornace, Jr. (2004). "p38 MAP kinase's emerging role as a tumor 
suppressor." Adv Cancer Res 92: 95-118. 

45. Burdick, A. D., J. W. Davis, 2nd, et al. (2003). "Benzo(a)pyrene quinones increase cell 
proliferation, generate reactive oxygen species, and transactivate the epidermal 
growth factor receptor in breast epithelial cells." Cancer Res 63(22): 7825-7833. 

46. Burdick, A. D., I. D. Ivnitski-Steele, et al. (2006). "PYK2 mediates anti-apoptotic AKT 
signaling in response to benzo[a]pyrene diol epoxide in mammary epithelial cells." 
Carcinogenesis 27(11): 2331-2340. 

47. Burgering, B. M. and R. H. Medema (2003). "Decisions on life and death: FOXO 
Forkhead transcription factors are in command when PKB/Akt is off duty." J Leukoc 
Biol 73(6): 689-701. 

48. Burke, K. E. and H. Wei (2009). "Synergistic damage by UVA radiation and pollutants." 
Toxicol Ind Health 25(4-5): 219-224. 

49. Burnette, W. N. (1981). ""Western blotting": electrophoretic transfer of proteins from 
sodium dodecyl sulfate--polyacrylamide gels to unmodified nitrocellulose and 
radiographic detection with antibody and radioiodinated protein A." Anal Biochem 
112(2): 195-203. 

50. Buschmann, T., O. Potapova, et al. (2001). "Jun NH2-terminal kinase phosphorylation 
of p53 on Thr-81 is important for p53 stabilization and transcriptional activities in 
response to stress." Mol Cell Biol 21(8): 2743-2754. 

51. Carnero, A. (2010). "The PKB/AKT pathway in cancer." Curr Pharm Des 16(1): 34-44. 
52. Carter, J. D., A. J. Ghio, et al. (1997). "Cytokine production by human airway epithelial 

cells after exposure to an air pollution particle is metal-dependent." Toxicol Appl 
Pharmacol 146(2): 180-188. 

53. Catterall, W. A. (2011). "Voltage-gated calcium channels." Cold Spring Harb Perspect 
Biol 3(8): a003947. 

54. Chan, K. and Y. W. Kan (1999). "Nrf2 is essential for protection against acute 
pulmonary injury in mice." Proc Natl Acad Sci U S A 96(22): 12731-12736. 

55. Chan, W. K., G. Yao, et al. (1999). "Cross-talk between the aryl hydrocarbon receptor 
and hypoxia inducible factor signaling pathways. Demonstration of competition and 
compensation." J Biol Chem 274(17): 12115-12123. 

56. Chen, J. L., J. E. Lucas, et al. (2008). "The genomic analysis of lactic acidosis and acidosis 
response in human cancers." PLoS Genet 4(12): e1000293. 

57. Chen, R., O. Kim, et al. (2001). "Regulation of Akt/PKB activation by tyrosine 
phosphorylation." J Biol Chem 276(34): 31858-31862. 

58. Chen, W., Z. Sun, et al. (2009). "Direct interaction between Nrf2 and p21(Cip1/WAF1) 
upregulates the Nrf2-mediated antioxidant response." Mol Cell 34(6): 663-673. 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
164 

 

59. Chen, W., X. Wang, et al. (2008). "Blockage of NF-kappaB by IKKbeta- or RelA-siRNA 
rather than the NF-kappaB super-suppressor IkappaBalpha mutant potentiates 
adriamycin-induced cytotoxicity in lung cancer cells." J Cell Biochem 105(2): 554-561. 

60. Cho, H. Y., A. E. Jedlicka, et al. (2002). "Role of NRF2 in protection against hyperoxic 
lung injury in mice." Am J Respir Cell Mol Biol 26(2): 175-182. 

61. Cho, H. Y., S. P. Reddy, et al. (2006). "Nrf2 defends the lung from oxidative stress." 
Antioxid Redox Signal 8(1-2): 76-87. 

62. Choi, J. H., J. S. Kim, et al. (2004). "Comparative study of PM2.5 - and PM10 - induced 
oxidative stress in rat lung epithelial cells." J Vet Sci 5(1): 11-18. 

63. Chong, H., H. G. Vikis, et al. (2003). "Mechanisms of regulating the Raf kinase family." 
Cell Signal 15(5): 463-469. 

64. Churg, A. and M. Brauer (2000). "Ambient atmospheric particles in the airways of 
human lungs." Ultrastruct Pathol 24(6): 353-361. 

65. Clapham, D. E. (2007). "Calcium signaling." Cell 131(6): 1047-1058. 
66. Clerk, A. and P. H. Sugden (1997). "Cell stress-induced phosphorylation of ATF2 and c-

Jun transcription factors in rat ventricular myocytes." Biochem J 325 ( Pt 3): 801-810. 
67. Coffer, P. J. and J. R. Woodgett (1991). "Molecular cloning and characterisation of a 

novel putative protein-serine kinase related to the cAMP-dependent and protein 
kinase C families." Eur J Biochem 201(2): 475-481. 

68. Cohen, A. J., H. Ross Anderson, et al. (2005). "The global burden of disease due to 
outdoor air pollution." J Toxicol Environ Health A 68(13-14): 1301-1307. 

69. Conhaim, R. L., A. Eaton, et al. (1988). "Equivalent pore estimate for the alveolar-
airway barrier in isolated dog lung." J Appl Physiol 64(3): 1134-1142. 

70. Conus, N. M., K. M. Hannan, et al. (2002). "Direct identification of tyrosine 474 as a 
regulatory phosphorylation site for the Akt protein kinase." J Biol Chem 277(41): 
38021-38028. 

71. Danielsen, P. H., S. Loft, et al. (2009). "Oxidative damage to DNA and repair induced by 
Norwegian wood smoke particles in human A549 and THP-1 cell lines." Mutat Res 
674(1-2): 116-122. 

72. Danielsen, P. H., S. Loft, et al. (2008). "DNA damage and cytotoxicity in type II lung 
epithelial (A549) cell cultures after exposure to diesel exhaust and urban street 
particles." Part Fibre Toxicol 5: 6. 

73. Datta, K., J. Li, et al. (2004). "Protein kinase C zeta transactivates hypoxia-inducible 
factor alpha by promoting its association with p300 in renal cancer." Cancer Res 64(2): 
456-462. 

74. Datta, S. R., A. Brunet, et al. (1999). "Cellular survival: a play in three Akts." Genes Dev 
13(22): 2905-2927. 

75. Deb, T. B., C. M. Coticchia, et al. (2004). "Calmodulin-mediated activation of Akt 
regulates survival of c-Myc-overexpressing mouse mammary carcinoma cells." J Biol 
Chem 279(37): 38903-38911. 

76. Deering-Rice, C. E., E. G. Romero, et al. (2011). "Electrophilic components of diesel 
exhaust particles (DEP) activate transient receptor potential ankyrin-1 (TRPA1): a 
probable mechanism of acute pulmonary toxicity for DEP." Chem Res Toxicol 24(6): 
950-959. 

77. Dery, M. A., M. D. Michaud, et al. (2005). "Hypoxia-inducible factor 1: regulation by 
hypoxic and non-hypoxic activators." Int J Biochem Cell Biol 37(3): 535-540. 

78. Devin, A., A. Cook, et al. (2000). "The distinct roles of TRAF2 and RIP in IKK activation 
by TNF-R1: TRAF2 recruits IKK to TNF-R1 while RIP mediates IKK activation." Immunity 
12(4): 419-429. 

79. Dhillon, A. S., S. Hagan, et al. (2007). "MAP kinase signalling pathways in cancer." 
Oncogene 26(22): 3279-3290. 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
165 

 

80. Diehl, J. A., M. Cheng, et al. (1998). "Glycogen synthase kinase-3beta regulates cyclin 
D1 proteolysis and subcellular localization." Genes Dev 12(22): 3499-3511. 

81. Dimmeler, S., E. Dernbach, et al. (2000). "Phosphorylation of the endothelial nitric 
oxide synthase at ser-1177 is required for VEGF-induced endothelial cell migration." 
FEBS Lett 477(3): 258-262. 

82. Ding, J., J. Li, et al. (2006). "Effects of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) on 
vascular endothelial growth factor induction through phosphatidylinositol 3-kinase/AP-
1-dependent, HIF-1alpha-independent pathway." J Biol Chem 281(14): 9093-9100. 

83. Don Porto Carero, A., P. H. Hoet, et al. (2001). "Genotoxic effects of carbon black 
particles, diesel exhaust particles, and urban air particulates and their extracts on a 
human alveolar epithelial cell line (A549) and a human monocytic cell line (THP-1)." 
Environ Mol Mutagen 37(2): 155-163. 

84. Donaldson, K., L. Tran, et al. (2005). "Combustion-derived nanoparticles: a review of 
their toxicology following inhalation exposure." Part Fibre Toxicol 2: 10. 

85. Driscoll, K. E., L. C. Deyo, et al. (1997). "Effects of particle exposure and particle-elicited 
inflammatory cells on mutation in rat alveolar epithelial cells." Carcinogenesis 18(2): 
423-430. 

86. Du, H. J., N. Tang, et al. (2006). "Benzo[a]pyrene-induced cell cycle progression is 
through ERKs/cyclin D1 pathway and requires the activation of JNKs and p38 mapk in 
human diploid lung fibroblasts." Mol Cell Biochem 287(1-2): 79-89. 

87. Du, K. and M. Montminy (1998). "CREB is a regulatory target for the protein kinase 
Akt/PKB." J Biol Chem 273(49): 32377-32379. 

88. Duprez, L., E. Wirawan, et al. (2009). "Major cell death pathways at a glance." 
Microbes Infect 11(13): 1050-1062. 

89. Duzgoren-Aydin, N. S. (2008). "Health effects of atmospheric particulates: a medical 
geology perspective." J Environ Sci Health C Environ Carcinog Ecotoxicol Rev 26(1): 1-
39. 

90. Dybdahl, M., L. Risom, et al. (2004). "Inflammatory and genotoxic effects of diesel 
particles in vitro and in vivo." Mutat Res 562(1-2): 119-131. 

91. Elder, A., R. Gelein, et al. (2006). "Translocation of inhaled ultrafine manganese oxide 
particles to the central nervous system." Environ Health Perspect 114(8): 1172-1178. 

92. Enoch, T. and C. Norbury (1995). "Cellular responses to DNA damage: cell-cycle 
checkpoints, apoptosis and the roles of p53 and ATM." Trends Biochem Sci 20(10): 
426-430. 

93. Evans, S. A., A. Al-Mosawi, et al. (2006). "Inflammation, edema, and peripheral blood 
changes in lung-compromised rats after instillation with combustion-derived and 
manufactured nanoparticles." Exp Lung Res 32(8): 363-378. 

94. Fadok, V. A., A. de Cathelineau, et al. (2001). "Loss of phospholipid asymmetry and 
surface exposure of phosphatidylserine is required for phagocytosis of apoptotic cells 
by macrophages and fibroblasts." J Biol Chem 276(2): 1071-1077. 

95. Fairley, D. (1990). "The relationship of daily mortality to suspended particulates in 
Santa Clara County, 1980-1986." Environ Health Perspect 89: 159-168. 

96. Faraonio, R., P. Vergara, et al. (2006). "p53 suppresses the Nrf2-dependent 
transcription of antioxidant response genes." J Biol Chem 281(52): 39776-39784. 

97. Fasolato, C., M. Zottini, et al. (1991). "Intracellular Ca2+ pools in PC12 cells. Three 
intracellular pools are distinguished by their turnover and mechanisms of Ca2+ 
accumulation, storage, and release." J Biol Chem 266(30): 20159-20167. 

98. Feldser, D., F. Agani, et al. (1999). "Reciprocal positive regulation of hypoxia-inducible 
factor 1alpha and insulin-like growth factor 2." Cancer Res 59(16): 3915-3918. 

99. Feng, J., J. Park, et al. (2004). "Identification of a PKB/Akt hydrophobic motif Ser-473 
kinase as DNA-dependent protein kinase." J Biol Chem 279(39): 41189-41196. 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
166 

 

100. Flugel, D., A. Gorlach, et al. (2007). "Glycogen synthase kinase 3 phosphorylates 
hypoxia-inducible factor 1alpha and mediates its destabilization in a VHL-independent 
manner." Mol Cell Biol 27(9): 3253-3265. 

101. Fong, C. W., M. S. Chua, et al. (2006). "Sprouty 2, an inhibitor of mitogen-activated 
protein kinase signaling, is down-regulated in hepatocellular carcinoma." Cancer Res 
66(4): 2048-2058. 

102. Frampton, M. W., A. J. Ghio, et al. (1999). "Effects of aqueous extracts of PM(10) filters 
from the Utah valley on human airway epithelial cells." Am J Physiol 277(5 Pt 1): L960-
967. 

103. Freshney, R. (1993). "Culture of Animal Cells: a Manual of Basic Technique." New York: 
Wiley-Liss. 

104. Fuchs, S. Y., V. Adler, et al. (1998). "JNK targets p53 ubiquitination and degradation in 
nonstressed cells." Genes Dev 12(17): 2658-2663. 

105. Fukuda, R., K. Hirota, et al. (2002). "Insulin-like growth factor 1 induces hypoxia-
inducible factor 1-mediated vascular endothelial growth factor expression, which is 
dependent on MAP kinase and phosphatidylinositol 3-kinase signaling in colon cancer 
cells." J Biol Chem 277(41): 38205-38211. 

106. Fukuda, R., B. Kelly, et al. (2003). "Vascular endothelial growth factor gene expression 
in colon cancer cells exposed to prostaglandin E2 is mediated by hypoxia-inducible 
factor 1." Cancer Res 63(9): 2330-2334. 

107. Galabova-Kovacs, G., A. Kolbus, et al. (2006). "ERK and beyond: insights from B-Raf and 
Raf-1 conditional knockouts." Cell Cycle 5(14): 1514-1518. 

108. Gallagher, J., R. Sams, 2nd, et al. (2003). "Formation of 8-oxo-7,8-dihydro-2'-
deoxyguanosine in rat lung DNA following subchronic inhalation of carbon black." 
Toxicol Appl Pharmacol 190(3): 224-231. 

109. Gallus, S., E. Negri, et al. (2008). "European studies on long-term exposure to ambient 
particulate matter and lung cancer." Eur J Cancer Prev 17(3): 191-194. 

110. Galluzzi, L., M. C. Maiuri, et al. (2007). "Cell death modalities: classification and 
pathophysiological implications." Cell Death Differ 14(7): 1237-1243. 

111. Gassmann, M., I. Kvietikova, et al. (1997). "Oxygen- and dioxin-regulated gene 
expression in mouse hepatoma cells." Kidney Int 51(2): 567-574. 

112. Geys, J., L. Coenegrachts, et al. (2006). "In vitro study of the pulmonary translocation 
of nanoparticles: a preliminary study." Toxicol Lett 160(3): 218-226. 

113. Gillet, L. C. and O. D. Scharer (2006). "Molecular mechanisms of mammalian global 
genome nucleotide excision repair." Chem Rev 106(2): 253-276. 

114. Golias, C., A. Charalabopoulos, et al. (2007). "The kinin system--bradykinin: biological 
effects and clinical implications. Multiple role of the kinin system--bradykinin." 
Hippokratia 11(3): 124-128. 

115. Gorlach, A., I. Diebold, et al. (2001). "Thrombin activates the hypoxia-inducible factor-1 
signaling pathway in vascular smooth muscle cells: Role of the p22(phox)-containing 
NADPH oxidase." Circ Res 89(1): 47-54. 

116. Gradin, K., J. McGuire, et al. (1996). "Functional interference between hypoxia and 
dioxin signal transduction pathways: competition for recruitment of the Arnt 
transcription factor." Mol Cell Biol 16(10): 5221-5231. 

117. Greer, S. N., J. L. Metcalf, et al. (2012). "The updated biology of hypoxia-inducible 
factor." EMBO J 31(11): 2448-2460. 

118. Griffin, M., R. Bhandari, et al. (1993). "Alveolar type II cell-fibroblast interactions, 
synthesis and secretion of surfactant and type I collagen." J Cell Sci 105 ( Pt 2): 423-
432. 

119. Grynkiewicz, G., M. Poenie, et al. (1985). "A new generation of Ca2+ indicators with 
greatly improved fluorescence properties." J Biol Chem 260(6): 3440-3450. 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
167 

 

120. Gu, J., L. S. Chan, et al. (2011). "Effect of benzo[a]pyrene on the production of vascular 
endothelial growth factor by human eosinophilic leukemia EoL-1 cells." J Environ 
Pathol Toxicol Oncol 30(3): 241-249. 

121. Haddad, J. J. (2002). "Recombinant human interleukin (IL)-1 beta-mediated regulation 
of hypoxia-inducible factor-1 alpha (HIF-1 alpha) stabilization, nuclear translocation 
and activation requires an antioxidant/reactive oxygen species (ROS)-sensitive 
mechanism." Eur Cytokine Netw 13(2): 250-260. 

122. Haddad, J. J. and S. C. Land (2001). "A non-hypoxic, ROS-sensitive pathway mediates 
TNF-alpha-dependent regulation of HIF-1alpha." FEBS Lett 505(2): 269-274. 

123. Hamouchene, H., V. M. Arlt, et al. (2011). "Influence of cell cycle on responses of MCF-
7 cells to benzo[a]pyrene." BMC Genomics 12: 333. 

124. Harper, P. A., C. L. Golas, et al. (1988). "Characterization of the Ah receptor and aryl 
hydrocarbon hydroxylase induction by 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin and 
benz(a)anthracene in the human A431 squamous cell carcinoma line." Cancer Res 
48(9): 2388-2395. 

125. Harrison, R. M. and J. Yin (2000). "Particulate matter in the atmosphere: which particle 
properties are important for its effects on health?" Sci Total Environ 249(1-3): 85-101. 

126. Haslam, R. J., H. B. Koide, et al. (1993). "Pleckstrin domain homology." Nature 
363(6427): 309-310. 

127. Hayden, M. S. and S. Ghosh (2004). "Signaling to NF-kappaB." Genes Dev 18(18): 2195-
2224. 

128. Hayden, M. S. and S. Ghosh (2008). "Shared principles in NF-kappaB signaling." Cell 
132(3): 344-362. 

129. Helfand, W. H., J. Lazarus, et al. (2001). "Donora, Pennsylvania: an environmental 
disaster of the 20th century." Am J Public Health 91(4): 553. 

130. Helling, R. B., H. M. Goodman, et al. (1974). "Analysis of endonuclease R-EcoRI 
fragments of DNA from lambdoid bacteriophages and other viruses by agarose-gel 
electrophoresis." J Virol 14(5): 1235-1244. 

131. Hellwig-Burgel, T., K. Rutkowski, et al. (1999). "Interleukin-1beta and tumor necrosis 
factor-alpha stimulate DNA binding of hypoxia-inducible factor-1." Blood 94(5): 1561-
1567. 

132. Hilgemann, D. W., A. Yaradanakul, et al. (2006). "Molecular control of cardiac sodium 
homeostasis in health and disease." J Cardiovasc Electrophysiol 17 Suppl 1: S47-S56. 

133. Hiura, T. S., N. Li, et al. (2000). "The role of a mitochondrial pathway in the induction of 
apoptosis by chemicals extracted from diesel exhaust particles." J Immunol 165(5): 
2703-2711. 

134. Hockley, S. L., V. M. Arlt, et al. (2006). "Time- and concentration-dependent changes in 
gene expression induced by benzo(a)pyrene in two human cell lines, MCF-7 and 
HepG2." BMC Genomics 7: 260. 

135. Holland, R. and J. C. Fishbein (2010). "Chemistry of the cysteine sensors in Kelch-like 
ECH-associated protein 1." Antioxid Redox Signal 13(11): 1749-1761. 

136. Holme, J. A., M. Gorria, et al. (2007). "Different mechanisms involved in apoptosis 
following exposure to benzo[a]pyrene in F258 and Hepa1c1c7 cells." Chem Biol 
Interact 167(1): 41-55. 

137. Howden, P. J. and S. P. Faux (1996). "Fibre-induced lipid peroxidation leads to DNA 
adduct formation in Salmonella typhimurium TA104 and rat lung fibroblasts." 
Carcinogenesis 17(3): 413-419. 

138. Hruba, E., L. Trilecova, et al. (2010). "Genotoxic polycyclic aromatic hydrocarbons fail 
to induce the p53-dependent DNA damage response, apoptosis or cell-cycle arrest in 
human prostate carcinoma LNCaP cells." Toxicol Lett 197(3): 227-235. 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
168 

 

139. Hsiao, W. L., Z. Y. Mo, et al. (2000). "Cytotoxicity of PM(2.5) and PM(2.5--10) ambient 
air pollutants assessed by the MTT and the Comet assays." Mutat Res 471(1-2): 45-55. 

140. Huang, H. C., T. Nguyen, et al. (2002). "Phosphorylation of Nrf2 at Ser-40 by protein 
kinase C regulates antioxidant response element-mediated transcription." J Biol Chem 
277(45): 42769-42774. 

141. Huang, L. E., J. Gu, et al. (1998). "Regulation of hypoxia-inducible factor 1alpha is 
mediated by an O2-dependent degradation domain via the ubiquitin-proteasome 
pathway." Proc Natl Acad Sci U S A 95(14): 7987-7992. 

142. Hukkanen, J., A. Lassila, et al. (2000). "Induction and regulation of xenobiotic-
metabolizing cytochrome P450s in the human A549 lung adenocarcinoma cell line." 
Am J Respir Cell Mol Biol 22(3): 360-366. 

143. Hur, G. M., J. Lewis, et al. (2003). "The death domain kinase RIP has an essential role in 
DNA damage-induced NF-kappa B activation." Genes Dev 17(7): 873-882. 

144. Ichinose, T., Y. Yajima, et al. (1997). "Lung carcinogenesis and formation of 8-hydroxy-
deoxyguanosine in mice by diesel exhaust particles." Carcinogenesis 18(1): 185-192. 

145. Jaakkola, P., D. R. Mole, et al. (2001). "Targeting of HIF-alpha to the von Hippel-Lindau 
ubiquitylation complex by O2-regulated prolyl hydroxylation." Science 292(5516): 468-
472. 

146. Jain, A. K. and A. K. Jaiswal (2006). "Phosphorylation of tyrosine 568 controls nuclear 
export of Nrf2." J Biol Chem 281(17): 12132-12142. 

147. Janssens, S. and J. Tschopp (2006). "Signals from within: the DNA-damage-induced NF-
kappaB response." Cell Death Differ 13(5): 773-784. 

148. Jeong, J. W., M. K. Bae, et al. (2002). "Regulation and destabilization of HIF-1alpha by 
ARD1-mediated acetylation." Cell 111(5): 709-720. 

149. Jeong, S. Y. and D. W. Seol (2008). "The role of mitochondria in apoptosis." BMB Rep 
41(1): 11-22. 

150. Jiang, B. H. and L. Z. Liu (2009). "PI3K/PTEN signaling in angiogenesis and 
tumorigenesis." Adv Cancer Res 102: 19-65. 

151. Jiang, B. H., E. Rue, et al. (1996). "Dimerization, DNA binding, and transactivation 
properties of hypoxia-inducible factor 1." J Biol Chem 271(30): 17771-17778. 

152. Jones, P. F., T. Jakubowicz, et al. (1991). "Molecular cloning and identification of a 
serine/threonine protein kinase of the second-messenger subfamily." Proc Natl Acad 
Sci U S A 88(10): 4171-4175. 

153. Jung, M. H., H. R. Kim, et al. (2012). "Genotoxic effects and oxidative stress induced by 
organic extracts of particulate matter(PM 10)collected from a subway tunnel in Seoul, 
Korea." Mutat Res 749(1-2): 39-47. 

154. Jung, Y. J., J. S. Isaacs, et al. (2003). "IL-1beta-mediated up-regulation of HIF-1alpha via 
an NFkappaB/COX-2 pathway identifies HIF-1 as a critical link between inflammation 
and oncogenesis." FASEB J 17(14): 2115-2117. 

155. Kampa, M. and E. Castanas (2008). "Human health effects of air pollution." Environ 
Pollut 151(2): 362-367. 

156. Kansanen, E., S. Kuosmanen, et al. (2013). "The Keap1-NrF2 pathway: Mechanisms of 
activation and desregulation in cancer." Redox Biology. 

157. Karin, M. and F. R. Greten (2005). "NF-kappaB: linking inflammation and immunity to 
cancer development and progression." Nat Rev Immunol 5(10): 749-759. 

158. Kato, T., Jr., M. Delhase, et al. (2003). "CK2 Is a C-Terminal IkappaB Kinase Responsible 
for NF-kappaB Activation during the UV Response." Mol Cell 12(4): 829-839. 

159. Katsouyanni, K., G. Touloumi, et al. (2001). "Confounding and effect modification in the 
short-term effects of ambient particles on total mortality: results from 29 European 
cities within the APHEA2 project." Epidemiology 12(5): 521-531. 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
169 

 

160. Kaufmann, S. H., C. M. Ewing, et al. (1987). "The erasable Western blot." Anal Biochem 
161(1): 89-95. 

161. Ke, Q. and M. Costa (2006). "Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1)." Mol Pharmacol 70(5): 
1469-1480. 

162. Kefaloyianni, E., C. Gaitanaki, et al. (2006). "ERK1/2 and p38-MAPK signalling 
pathways, through MSK1, are involved in NF-kappaB transactivation during oxidative 
stress in skeletal myoblasts." Cell Signal 18(12): 2238-2251. 

163. Kehrer, J. P. (2000). "The Haber-Weiss reaction and mechanisms of toxicity." 
Toxicology 149(1): 43-50. 

164. Kim, E. K. and E. J. Choi (2010). "Pathological roles of MAPK signaling pathways in 
human diseases." Biochim Biophys Acta 1802(4): 396-405. 

165. Kim, J. E. and Y. Y. Sheen (2000). "Inhibition of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 
(TCDD)-stimulated Cyp1a1 promoter activity by hypoxic agents." Biochem Pharmacol 
59(12): 1549-1556. 

166. Kim, S. Y., J. H. Lee, et al. (2011). "Cigarette smoke induces Akt protein degradation by 
the ubiquitin-proteasome system." J Biol Chem 286(37): 31932-31943. 

167. Kim, S. Y., J. H. Lee, et al. (2012). "Mesenchymal stem cell-conditioned media recovers 
lung fibroblasts from cigarette smoke-induced damage." Am J Physiol Lung Cell Mol 
Physiol 302(9): L891-908. 

168. Klein, S. G., J. Hennen, et al. (2011). "Potential of coculture in vitro models to study 
inflammatory and sensitizing effects of particles on the lung." Toxicol In Vitro 25(8): 
1516-1534. 

169. Knaapen, A. M., C. Albrecht, et al. (2002). "DNA damage in lung epithelial cells isolated 
from rats exposed to quartz: role of surface reactivity and neutrophilic inflammation." 
Carcinogenesis 23(7): 1111-1120. 

170. Knaapen, A. M., N. Gungor, et al. (2006). "Neutrophils and respiratory tract DNA 
damage and mutagenesis: a review." Mutagenesis 21(4): 225-236. 

171. Knaapen, A. M., F. Seiler, et al. (1999). "Neutrophils cause oxidative DNA damage in 
alveolar epithelial cells." Free Radic Biol Med 27(1-2): 234-240. 

172. Knight, D. (2001). "Epithelium-fibroblast interactions in response to airway 
inflammation." Immunol Cell Biol 79(2): 160-164. 

173. Kobayashi, A., M. I. Kang, et al. (2004). "Oxidative stress sensor Keap1 functions as an 
adaptor for Cul3-based E3 ligase to regulate proteasomal degradation of Nrf2." Mol 
Cell Biol 24(16): 7130-7139. 

174. Kobayashi, M., L. Li, et al. (2009). "The antioxidant defense system Keap1-Nrf2 
comprises a multiple sensing mechanism for responding to a wide range of chemical 
compounds." Mol Cell Biol 29(2): 493-502. 

175. Kolch, W. (2005). "Coordinating ERK/MAPK signalling through scaffolds and inhibitors." 
Nat Rev Mol Cell Biol 6(11): 827-837. 

176. Komatsu, M. and Y. Ichimura (2010). "Physiological significance of selective 
degradation of p62 by autophagy." FEBS Lett 584(7): 1374-1378. 

177. Komatsu, M., H. Kurokawa, et al. (2010). "The selective autophagy substrate p62 
activates the stress responsive transcription factor Nrf2 through inactivation of 
Keap1." Nat Cell Biol 12(3): 213-223. 

178. Kometani, T., I. Yoshino, et al. (2009). "Benzo[a]pyrene promotes proliferation of 
human lung cancer cells by accelerating the epidermal growth factor receptor signaling 
pathway." Cancer Lett 278(1): 27-33. 

179. Kops, G. J., R. H. Medema, et al. (2002). "Control of cell cycle exit and entry by protein 
kinase B-regulated forkhead transcription factors." Mol Cell Biol 22(7): 2025-2036. 

180. Kothakota, S., T. Azuma, et al. (1997). "Caspase-3-generated fragment of gelsolin: 
effector of morphological change in apoptosis." Science 278(5336): 294-298. 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
170 

 

181. Krieger, J. A., J. L. Born, et al. (1994). "Persistence of calcium elevation in the HPB-ALL 
human T cell line correlates with immunosuppressive properties of polycyclic aromatic 
hydrocarbons." Toxicol Appl Pharmacol 127(2): 268-274. 

182. Kumagai, Y., T. Arimoto, et al. (1997). "Generation of reactive oxygen species during 
interaction of diesel exhaust particle components with NADPH-cytochrome P450 
reductase and involvement of the bioactivation in the DNA damage." Free Radic Biol 
Med 22(3): 479-487. 

183. Kumar, S., J. Boehm, et al. (2003). "p38 MAP kinases: key signalling molecules as 
therapeutic targets for inflammatory diseases." Nat Rev Drug Discov 2(9): 717-726. 

184. Kunzli, N. and I. B. Tager (2005). "Air pollution: from lung to heart." Swiss Med Wkly 
135(47-48): 697-702. 

185. Laemmli, U. K. (1970). "Cleavage of structural proteins during the assembly of the head 
of bacteriophage T4." Nature 227(5259): 680-685. 

186. Lancaster, D. E., L. A. McNeill, et al. (2004). "Disruption of dimerization and substrate 
phosphorylation inhibit factor inhibiting hypoxia-inducible factor (FIH) activity." 
Biochem J 383(Pt. 3): 429-437. 

187. Lando, D., D. J. Peet, et al. (2002). "FIH-1 is an asparaginyl hydroxylase enzyme that 
regulates the transcriptional activity of hypoxia-inducible factor." Genes Dev 16(12): 
1466-1471. 

188. Larrieu, S., J. F. Jusot, et al. (2007). "Short term effects of air pollution on 
hospitalizations for cardiovascular diseases in eight French cities: the PSAS program." 
Sci Total Environ 387(1-3): 105-112. 

189. Le Tertre, A., S. Medina, et al. (2002). "Short-term effects of particulate air pollution on 
cardiovascular diseases in eight European cities." J Epidemiol Community Health 
56(10): 773-779. 

190. Lee, J. W., S. H. Bae, et al. (2004). "Hypoxia-inducible factor (HIF-1)alpha: its protein 
stability and biological functions." Exp Mol Med 36(1): 1-12. 

191. Legocki, R. P. and D. P. Verma (1981). "Multiple immunoreplica Technique: screening 
for specific proteins with a series of different antibodies using one polyacrylamide gel." 
Anal Biochem 111(2): 385-392. 

192. Li, H., H. Zhu, et al. (1998). "Cleavage of BID by caspase 8 mediates the mitochondrial 
damage in the Fas pathway of apoptosis." Cell 94(4): 491-501. 

193. Li, J., P. Kanju, et al. (2011). "TRPV4-mediated calcium influx into human bronchial 
epithelia upon exposure to diesel exhaust particles." Environ Health Perspect 119(6): 
784-793. 

194. Li, J., M. S. Tang, et al. (2004). "A critical role of PI-3K/Akt/JNKs pathway in 
benzo[a]pyrene diol-epoxide (B[a]PDE)-induced AP-1 transactivation in mouse 
epidermal Cl41 cells." Oncogene 23(22): 3932-3944. 

195. Li, N., J. Alam, et al. (2004). "Nrf2 is a key transcription factor that regulates 
antioxidant defense in macrophages and epithelial cells: protecting against the 
proinflammatory and oxidizing effects of diesel exhaust chemicals." J Immunol 173(5): 
3467-3481. 

196. Li, N., M. Hao, et al. (2003). "Particulate air pollutants and asthma. A paradigm for the 
role of oxidative stress in PM-induced adverse health effects." Clin Immunol 109(3): 
250-265. 

197. Li, N., C. Sioutas, et al. (2003). "Ultrafine particulate pollutants induce oxidative stress 
and mitochondrial damage." Environ Health Perspect 111(4): 455-460. 

198. Li, N., T. Xia, et al. (2008). "The role of oxidative stress in ambient particulate matter-
induced lung diseases and its implications in the toxicity of engineered nanoparticles." 
Free Radic Biol Med 44(9): 1689-1699. 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
171 

 

199. Li, R., Z. Ning, et al. (2010). "Ultrafine particles from diesel vehicle emissions at 
different driving cycles induce differential vascular pro-inflammatory responses: 
implication of chemical components and NF-kappaB signaling." Part Fibre Toxicol 7: 6. 

200. Li, Y. M., B. P. Zhou, et al. (2005). "A hypoxia-independent hypoxia-inducible factor-1 
activation pathway induced by phosphatidylinositol-3 kinase/Akt in HER2 
overexpressing cells." Cancer Res 65(8): 3257-3263. 

201. Liang, J. and J. M. Slingerland (2003). "Multiple roles of the PI3K/PKB (Akt) pathway in 
cell cycle progression." Cell Cycle 2(4): 339-345. 

202. Liang, J., J. Zubovitz, et al. (2002). "PKB/Akt phosphorylates p27, impairs nuclear 
import of p27 and opposes p27-mediated G1 arrest." Nat Med 8(10): 1153-1160. 

203. Lin, Y., L. Bai, et al. (2010). "The NF-kappaB activation pathways, emerging molecular 
targets for cancer prevention and therapy." Expert Opin Ther Targets 14(1): 45-55. 

204. Liu, Z., Y. Lu, et al. (1998). "Benzo[a]pyrene enhances the formation of 8-hydroxy-2'-
deoxyguanosine by ultraviolet A radiation in calf thymus DNA and human epidermoid 
carcinoma cells." Biochemistry 37(28): 10307-10312. 

205. Logan, W. P. (1953). "Mortality in the London fog incident, 1952." Lancet 1(6755): 336-
338. 

206. Lowry, O. H., N. J. Rosebrough, et al. (1951). "Protein measurement with the Folin 
phenol reagent." J Biol Chem 193(1): 265-275. 

207. Luch, A. (2005). "Nature and nurture - lessons from chemical carcinogenesis." Nat Rev 
Cancer 5(2): 113-125. 

208. Maier, K. L., F. Alessandrini, et al. (2008). "Health effects of ambient particulate 
matter--biological mechanisms and inflammatory responses to in vitro and in vivo 
particle exposures." Inhal Toxicol 20(3): 319-337. 

209. Maiuri, M. C., E. Zalckvar, et al. (2007). "Self-eating and self-killing: crosstalk between 
autophagy and apoptosis." Nat Rev Mol Cell Biol 8(9): 741-752. 

210. Mamillapalli, R., N. Gavrilova, et al. (2001). "PTEN regulates the ubiquitin-dependent 
degradation of the CDK inhibitor p27(KIP1) through the ubiquitin E3 ligase SCF(SKP2)." 
Curr Biol 11(4): 263-267. 

211. Manalo, D. J., A. Rowan, et al. (2005). "Transcriptional regulation of vascular 
endothelial cell responses to hypoxia by HIF-1." Blood 105(2): 659-669. 

212. Marano, F., S. Boland, et al. (2002). "Human airway epithelial cells in culture for 
studying the molecular mechanisms of the inflammatory response triggered by diesel 
exhaust particles." Cell Biol Toxicol 18(5): 315-320. 

213. Marnett, L. J. (2000). "Oxyradicals and DNA damage." Carcinogenesis 21(3): 361-370. 
214. Martindale, J. L. and N. J. Holbrook (2002). "Cellular response to oxidative stress: 

signaling for suicide and survival." J Cell Physiol 192(1): 1-15. 
215. Marxsen, J. H., P. Stengel, et al. (2004). "Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) promotes 

its degradation by induction of HIF-alpha-prolyl-4-hydroxylases." Biochem J 381(Pt 3): 
761-767. 

216. Mazzoli-Rocha, F., S. Fernandes, et al. (2010). "Roles of oxidative stress in signaling and 
inflammation induced by particulate matter." Cell Biol Toxicol 26(5): 481-498. 

217. Mills, N. L., N. Amin, et al. (2006). "Do inhaled carbon nanoparticles translocate 
directly into the circulation in humans?" Am J Respir Crit Care Med 173(4): 426-431. 

218. Ming, C., N. Gong, et al. (2009). "The current state of pancreas-kidney transplantation 
in China: the indications, surgical techniques and outcome." J Huazhong Univ Sci 
Technolog Med Sci 29(3): 269-272. 

219. Mirza, A. M., S. Gysin, et al. (2004). "Cooperative regulation of the cell division cycle by 
the protein kinases RAF and AKT." Mol Cell Biol 24(24): 10868-10881. 

220. Monks, T. J., R. P. Hanzlik, et al. (1992). "Quinone chemistry and toxicity." Toxicol Appl 
Pharmacol 112(1): 2-16. 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
172 

 

221. Moon, E. J., C. H. Jeong, et al. (2004). "Hepatitis B virus X protein induces angiogenesis 
by stabilizing hypoxia-inducible factor-1alpha." FASEB J 18(2): 382-384. 

222. Morio, L. A., K. A. Hooper, et al. (2001). "Tissue injury following inhalation of fine 
particulate matter and hydrogen peroxide is associated with altered production of 
inflammatory mediators and antioxidants by alveolar macrophages." Toxicol Appl 
Pharmacol 177(3): 188-199. 

223. Moserova, I. and J. Kralova (2012). "Role of ER stress response in photodynamic 
therapy: ROS generated in different subcellular compartments trigger diverse cell 
death pathways." PLoS One 7(3): e32972. 

224. Mosmann, T. (1983). "Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: 
application to proliferation and cytotoxicity assays." J Immunol Methods 65(1-2): 55-
63. 

225. Mukae, H., R. Vincent, et al. (2001). "The effect of repeated exposure to particulate air 
pollution (PM10) on the bone marrow." Am J Respir Crit Care Med 163(1): 201-209. 

226. Murphy, L. O., J. P. MacKeigan, et al. (2004). "A network of immediate early gene 
products propagates subtle differences in mitogen-activated protein kinase signal 
amplitude and duration." Mol Cell Biol 24(1): 144-153. 

227. Mylonis, I., G. Chachami, et al. (2006). "Identification of MAPK phosphorylation sites 
and their role in the localization and activity of hypoxia-inducible factor-1alpha." J Biol 
Chem 281(44): 33095-33106. 

228. Naldini, A., I. Filippi, et al. (2010). "Interleukin-1beta regulates the migratory potential 
of MDAMB231 breast cancer cells through the hypoxia-inducible factor-1alpha." Eur J 
Cancer 46(18): 3400-3408. 

229. Nam, H. Y., E. K. Ahn, et al. (2006). "Diesel exhaust particles increase IL-1beta-induced 
human beta-defensin expression via NF-kappaB-mediated pathway in human lung 
epithelial cells." Part Fibre Toxicol 3: 9. 

230. Nawrot, T. S., R. Torfs, et al. (2007). "Stronger associations between daily mortality and 
fine particulate air pollution in summer than in winter: evidence from a heavily 
polluted region in western Europe." J Epidemiol Community Health 61(2): 146-149. 

231. Neergheen, V. S., T. Bahorun, et al. (2010). "Targeting specific cell signaling 
transduction pathways by dietary and medicinal phytochemicals in cancer 
chemoprevention." Toxicology 278(2): 229-241. 

232. Nel, A., T. Xia, et al. (2006). "Toxic potential of materials at the nanolevel." Science 
311(5761): 622-627. 

233. Nel, A. E., D. Diaz-Sanchez, et al. (1998). "Enhancement of allergic inflammation by the 
interaction between diesel exhaust particles and the immune system." J Allergy Clin 
Immunol 102(4 Pt 1): 539-554. 

234. Nemery, B., P. H. Hoet, et al. (2001). "The Meuse Valley fog of 1930: an air pollution 
disaster." Lancet 357(9257): 704-708. 

235. Nemmar, A., P. H. Hoet, et al. (2002). "Passage of inhaled particles into the blood 
circulation in humans." Circulation 105(4): 411-414. 

236. Nguyen, P. M., M. S. Park, et al. (2010). "Benzo[a]pyrene increases the Nrf2 content by 
downregulating the Keap1 message." Toxicol Sci 116(2): 549-561. 

237. Nie, M., A. L. Blankenship, et al. (2001). "Interactions between aryl hydrocarbon 
receptor (AhR) and hypoxia signaling pathways." Environ Toxicol Pharmacol 10(1-2): 
17-27. 

238. Niture, S. K., J. W. Kaspar, et al. (2010). "Nrf2 signaling and cell survival." Toxicol Appl 
Pharmacol 244(1): 37-42. 

239. Numazawa, S., M. Ishikawa, et al. (2003). "Atypical protein kinase C mediates 
activation of NF-E2-related factor 2 in response to oxidative stress." Am J Physiol Cell 
Physiol 285(2): C334-342. 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
173 

 

240. Oberdorster, G., E. Oberdorster, et al. (2005). "Nanotoxicology: an emerging discipline 
evolving from studies of ultrafine particles." Environ Health Perspect 113(7): 823-839. 

241. Oberdorster, G., Z. Sharp, et al. (2004). "Translocation of inhaled ultrafine particles to 
the brain." Inhal Toxicol 16(6-7): 437-445. 

242. Oeckinghaus, A., M. S. Hayden, et al. (2011). "Crosstalk in NF-kappaB signaling 
pathways." Nat Immunol 12(8): 695-708. 

243. Osornio-Vargas, A. R., J. C. Bonner, et al. (2003). "Proinflammatory and cytotoxic 
effects of Mexico City air pollution particulate matter in vitro are dependent on 
particle size and composition." Environ Health Perspect 111(10): 1289-1293. 

244. Ostling, O. and K. J. Johanson (1984). "Microelectrophoretic study of radiation-induced 
DNA damages in individual mammalian cells." Biochem Biophys Res Commun 123(1): 
291-298. 

245. Ostman, A. and M. Augsten (2009). "Cancer-associated fibroblasts and tumor growth--
bystanders turning into key players." Curr Opin Genet Dev 19(1): 67-73. 

246. Page, E. L., G. A. Robitaille, et al. (2002). "Induction of hypoxia-inducible factor-1alpha 
by transcriptional and translational mechanisms." J Biol Chem 277(50): 48403-48409. 

247. Penning, T. M., M. E. Burczynski, et al. (1999). "Dihydrodiol dehydrogenases and 
polycyclic aromatic hydrocarbon activation: generation of reactive and redox active o-
quinones." Chem Res Toxicol 12(1): 1-18. 

248. Perera, F. (1981). "Carcinogenicity of airborne fine particulate benzo(a)pyrene: an 
appraisal of the evidence and the need for control." Environ Health Perspect 42: 163-
185. 

249. Perez-Garcia, M. J., V. Cena, et al. (2004). "Glial cell line-derived neurotrophic factor 
increases intracellular calcium concentration. Role of calcium/calmodulin in the 
activation of the phosphatidylinositol 3-kinase pathway." J Biol Chem 279(7): 6132-
6142. 

250. Perrone, M. G., M. Gualtieri, et al. (2010). "Seasonal variations in chemical composition 
and in vitro biological effects of fine PM from Milan." Chemosphere 78(11): 1368-
1377. 

251. Peter, M. E. and P. H. Krammer (2003). "The CD95(APO-1/Fas) DISC and beyond." Cell 
Death Differ 10(1): 26-35. 

252. Peters, A., B. Veronesi, et al. (2006). "Translocation and potential neurological effects 
of fine and ultrafine particles a critical update." Part Fibre Toxicol 3: 13. 

253. Phillips, D. H., P. B. Farmer, et al. (2000). "Methods of DNA adduct determination and 
their application to testing compounds for genotoxicity." Environ Mol Mutagen 35(3): 
222-233. 

254. Plas, D. R. and C. B. Thompson (2005). "Akt-dependent transformation: there is more 
to growth than just surviving." Oncogene 24(50): 7435-7442. 

255. Poon, E., A. L. Harris, et al. (2009). "Targeting the hypoxia-inducible factor (HIF) 
pathway in cancer." Expert Rev Mol Med 11: e26. 

256. Pope, C. A., 3rd, R. T. Burnett, et al. (2002). "Lung cancer, cardiopulmonary mortality, 
and long-term exposure to fine particulate air pollution." JAMA 287(9): 1132-1141. 

257. Pope, C. A., 3rd, J. B. Muhlestein, et al. (2006). "Ischemic heart disease events 
triggered by short-term exposure to fine particulate air pollution." Circulation 114(23): 
2443-2448. 

258. Pope, C. A., 3rd, J. Schwartz, et al. (1992). "Daily mortality and PM10 pollution in Utah 
Valley." Arch Environ Health 47(3): 211-217. 

259. Pourazar, J., I. S. Mudway, et al. (2005). "Diesel exhaust activates redox-sensitive 
transcription factors and kinases in human airways." Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 
289(5): L724-730. 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
174 

 

260. Prahalad, A. K., J. Inmon, et al. (2001). "Air pollution particles mediated oxidative DNA 
base damage in a cell free system and in human airway epithelial cells in relation to 
particulate metal content and bioreactivity." Chem Res Toxicol 14(7): 879-887. 

261. Provoost, S., T. Maes, et al. (2011). "NLRP3/caspase-1-independent IL-1beta 
production mediates diesel exhaust particle-induced pulmonary inflammation." J 
Immunol 187(6): 3331-3337. 

262. Pugh, C. W., J. F. O'Rourke, et al. (1997). "Activation of hypoxia-inducible factor-1; 
definition of regulatory domains within the alpha subunit." J Biol Chem 272(17): 
11205-11214. 

263. Putney, J. W. (2009). "Capacitative calcium entry: from concept to molecules." 
Immunol Rev 231(1): 10-22. 

264. Putney, J. W., Jr. (2007). "Recent breakthroughs in the molecular mechanism of 
capacitative calcium entry (with thoughts on how we got here)." Cell Calcium 42(2): 
103-110. 

265. Rachakonda, G., Y. Xiong, et al. (2008). "Covalent modification at Cys151 dissociates 
the electrophile sensor Keap1 from the ubiquitin ligase CUL3." Chem Res Toxicol 21(3): 
705-710. 

266. Ramsey, I. S., M. Delling, et al. (2006). "An introduction to TRP channels." Annu Rev 
Physiol 68: 619-647. 

267. Rena, G., S. Guo, et al. (1999). "Phosphorylation of the transcription factor forkhead 
family member FKHR by protein kinase B." J Biol Chem 274(24): 17179-17183. 

268. Reynolds, J. A. and C. Tanford (1970). "The gross conformation of protein-sodium 
dodecyl sulfate complexes." J Biol Chem 245(19): 5161-5165. 

269. Rhodes, J. D. and J. Sanderson (2009). "The mechanisms of calcium homeostasis and 
signalling in the lens." Exp Eye Res 88(2): 226-234. 

270. Richard, D. E., E. Berra, et al. (2000). "Nonhypoxic pathway mediates the induction of 
hypoxia-inducible factor 1alpha in vascular smooth muscle cells." J Biol Chem 275(35): 
26765-26771. 

271. Riedl, S. J. and G. S. Salvesen (2007). "The apoptosome: signalling platform of cell 
death." Nat Rev Mol Cell Biol 8(5): 405-413. 

272. Rizzuto, R. and T. Pozzan (2006). "Microdomains of intracellular Ca2+: molecular 
determinants and functional consequences." Physiol Rev 86(1): 369-408. 

273. Rodriguez-Fragoso, L., K. Melendez, et al. (2009). "EGF-receptor phosphorylation and 
downstream signaling are activated by benzo[a]pyrene 3,6-quinone and 
benzo[a]pyrene 1,6-quinone in human mammary epithelial cells." Toxicol Appl 
Pharmacol 235(3): 321-328. 

274. Romashkova, J. A. and S. S. Makarov (1999). "NF-kappaB is a target of AKT in anti-
apoptotic PDGF signalling." Nature 401(6748): 86-90. 

275. Roth, M., M. Soler, et al. (1992). "Cell cultures from cryopreserved human lung tissue." 
Tissue Cell 24(4): 455-459. 

276. Sakahira, H., M. Enari, et al. (1998). "Cleavage of CAD inhibitor in CAD activation and 
DNA degradation during apoptosis." Nature 391(6662): 96-99. 

277. Salinovich, O. and R. C. Montelaro (1986). "Reversible staining and peptide mapping of 
proteins transferred to nitrocellulose after separation by sodium dodecylsulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis." Anal Biochem 156(2): 341-347. 

278. Salvesen, G. S. and S. J. Riedl (2008). "Caspase mechanisms." Adv Exp Med Biol 615: 
13-23. 

279. Salvi, S. S., C. Nordenhall, et al. (2000). "Acute exposure to diesel exhaust increases IL-8 
and GRO-alpha production in healthy human airways." Am J Respir Crit Care Med 
161(2 Pt 1): 550-557. 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
175 

 

280. Sambrook, J., Maniatis, T. (1989). "Molecular cloning: A Laboratory manual 2nd 
edition." Cold Spring Harbor Laboratory Press. 

281. Samet, J. M., F. Dominici, et al. (2000). "Fine particulate air pollution and mortality in 
20 U.S. cities, 1987-1994." N Engl J Med 343(24): 1742-1749. 

282. Sang, N., D. P. Stiehl, et al. (2003). "MAPK signaling up-regulates the activity of 
hypoxia-inducible factors by its effects on p300." J Biol Chem 278(16): 14013-14019. 

283. Sarbassov, D. D., D. A. Guertin, et al. (2005). "Phosphorylation and regulation of 
Akt/PKB by the rictor-mTOR complex." Science 307(5712): 1098-1101. 

284. Sato, H., H. Sone, et al. (2000). "Increase in mutation frequency in lung of Big Blue rat 
by exposure to diesel exhaust." Carcinogenesis 21(4): 653-661. 

285. Scarlatti, F., R. Granata, et al. (2009). "Does autophagy have a license to kill 
mammalian cells?" Cell Death Differ 16(1): 12-20. 

286. Schaumann, F., P. J. Borm, et al. (2004). "Metal-rich ambient particles (particulate 
matter 2.5) cause airway inflammation in healthy subjects." Am J Respir Crit Care Med 
170(8): 898-903. 

287. Schins, R. P. (2002). "Mechanisms of genotoxicity of particles and fibers." Inhal Toxicol 
14(1): 57-78. 

288. Schins, R. P. and A. M. Knaapen (2007). "Genotoxicity of poorly soluble particles." Inhal 
Toxicol 19 Suppl 1: 189-198. 

289. Schmidt, M., S. Fernandez de Mattos, et al. (2002). "Cell cycle inhibition by FoxO 
forkhead transcription factors involves downregulation of cyclin D." Mol Cell Biol 
22(22): 7842-7852. 

290. Schofield, C. J. and P. J. Ratcliffe (2004). "Oxygen sensing by HIF hydroxylases." Nat Rev 
Mol Cell Biol 5(5): 343-354. 

291. Schults, M. A., L. Timmermans, et al. (2010). "Diminished carcinogen detoxification is a 
novel mechanism for hypoxia-inducible factor 1-mediated genetic instability." J Biol 
Chem 285(19): 14558-14564. 

292. Schwartz, J. (1994). "Air pollution and daily mortality: a review and meta analysis." 
Environ Res 64(1): 36-52. 

293. Seaton, A., W. MacNee, et al. (1995). "Particulate air pollution and acute health 
effects." Lancet 345(8943): 176-178. 

294. Seaton, A., A. Soutar, et al. (1999). "Particulate air pollution and the blood." Thorax 
54(11): 1027-1032. 

295. Semenza, G. L. (2003). "Targeting HIF-1 for cancer therapy." Nat Rev Cancer 3(10): 721-
732. 

296. Sharp, P. A., B. Sugden, et al. (1973). "Detection of two restriction endonuclease 
activities in Haemophilus parainfluenzae using analytical agarose--ethidium bromide 
electrophoresis." Biochemistry 12(16): 3055-3063. 

297. Shi, T., A. M. Knaapen, et al. (2003). "Temporal variation of hydroxyl radical generation 
and 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine formation by coarse and fine particulate matter." 
Occup Environ Med 60(5): 315-321. 

298. Shi, X., M. J. Keane, et al. (2009). "Diesel exhaust particulate material expression of in 
vitro genotoxic activities when dispersed into a phospholipid component of lung 
surfactant." Journal of Physics: Conference Series 151(1). 

299. Shi, X., Y. Mao, et al. (1994). "Silica radical-induced DNA damage and lipid 
peroxidation." Environ Health Perspect 102 Suppl 10: 149-154. 

300. Shimada, T. and Y. Fujii-Kuriyama (2004). "Metabolic activation of polycyclic aromatic 
hydrocarbons to carcinogens by cytochromes P450 1A1 and 1B1." Cancer Sci 95(1): 1-
6. 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
176 

 

301. Shou, Y., N. Li, et al. (2002). "NF-kappaB-mediated up-regulation of Bcl-X(S) and Bax 
contributes to cytochrome c release in cyanide-induced apoptosis." J Neurochem 
81(4): 842-852. 

302. Shukla, A., C. Timblin, et al. (2000). "Inhaled particulate matter causes expression of 
nuclear factor (NF)-kappaB-related genes and oxidant-dependent NF-kappaB 
activation in vitro." Am J Respir Cell Mol Biol 23(2): 182-187. 

303. Shyong, E. Q., Y. Lu, et al. (2003). "Synergistic enhancement of H2O2 production in 
human epidermoid carcinoma cells by Benzo[a]pyrene and ultraviolet A radiation." 
Toxicol Appl Pharmacol 188(2): 104-109. 

304. Silbajoris, R., A. R. Osornio-Vargas, et al. (2011). "Ambient particulate matter induces 
interleukin-8 expression through an alternative NF-kappaB (nuclear factor-kappa B) 
mechanism in human airway epithelial cells." Environ Health Perspect 119(10): 1379-
1383. 

305. Simpson, L. and R. Parsons (2001). "PTEN: life as a tumor suppressor." Exp Cell Res 
264(1): 29-41. 

306. Singh, N. P., M. Nagarkatti, et al. (2007). "Role of dioxin response element and nuclear 
factor-kappaB motifs in 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin-mediated regulation of 
Fas and Fas ligand expression." Mol Pharmacol 71(1): 145-157. 

307. Slee, E. A., C. Adrain, et al. (2001). "Executioner caspase-3, -6, and -7 perform distinct, 
non-redundant roles during the demolition phase of apoptosis." J Biol Chem 276(10): 
7320-7326. 

308. Smita, S., S. K. Gupta, et al. (2012). "Nanoparticles in the environment: assessment 
using the causal diagram approach." Environ Health 11 Suppl 1: S13. 

309. Sodhi, A., S. Montaner, et al. (2001). "MAPK and Akt act cooperatively but 
independently on hypoxia inducible factor-1alpha in rasV12 upregulation of VEGF." 
Biochem Biophys Res Commun 287(1): 292-300. 

310. Song, G., G. Ouyang, et al. (2005). "The activation of Akt/PKB signaling pathway and 
cell survival." J Cell Mol Med 9(1): 59-71. 

311. Spector, D. (1998). "Cells: a Laboratory Manual." Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring 
Harbor Laboratory Press. 

312. Stampfer, M. R. and J. C. Bartley (1985). "Induction of transformation and continuous 
cell lines from normal human mammary epithelial cells after exposure to 
benzo[a]pyrene." Proc Natl Acad Sci U S A 82(8): 2394-2398. 

313. Stephens, L., K. Anderson, et al. (1998). "Protein kinase B kinases that mediate 
phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate-dependent activation of protein kinase B." 
Science 279(5351): 710-714. 

314. Stiehl, D. P., W. Jelkmann, et al. (2002). "Normoxic induction of the hypoxia-inducible 
factor 1alpha by insulin and interleukin-1beta involves the phosphatidylinositol 3-
kinase pathway." FEBS Lett 512(1-3): 157-162. 

315. Stone, V., M. Tuinman, et al. (2000). "Increased calcium influx in a monocytic cell line 
on exposure to ultrafine carbon black." Eur Respir J 15(2): 297-303. 

316. Stringer, B. and L. Kobzik (1998). "Environmental particulate-mediated cytokine 
production in lung epithelial cells (A549): role of preexisting inflammation and oxidant 
stress." J Toxicol Environ Health A 55(1): 31-44. 

317. Surh, Y. J., J. K. Kundu, et al. (2008). "Nrf2 as a master redox switch in turning on the 
cellular signaling involved in the induction of cytoprotective genes by some 
chemopreventive phytochemicals." Planta Med 74(13): 1526-1539. 

318. Sykiotis, G. P. and D. Bohmann (2010). "Stress-activated cap'n'collar transcription 
factors in aging and human disease." Sci Signal 3(112): re3. 

319. Taguchi, K., H. Motohashi, et al. (2011). "Molecular mechanisms of the Keap1-Nrf2 
pathway in stress response and cancer evolution." Genes Cells 16(2): 123-140. 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
177 

 

320. Takacova, M., T. Holotnakova, et al. (2009). "Role of aryl hydrocarbon receptor in 
modulation of the expression of the hypoxia marker carbonic anhydrase IX." Biochem J 
419(2): 419-425. 

321. Takemura, H., H. Nagayoshi, et al. (2010). "Inhibitory effects of chrysoeriol on DNA 
adduct formation with benzo[a]pyrene in MCF-7 breast cancer cells." Toxicology 
274(1-3): 42-48. 

322. Tamaoki, J., K. Isono, et al. (2004). "Ultrafine carbon black particles stimulate 
proliferation of human airway epithelium via EGF receptor-mediated signaling 
pathway." Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 287(6): L1127-1133. 

323. Tang, T. T. and L. A. Lasky (2003). "The forkhead transcription factor FOXO4 induces 
the down-regulation of hypoxia-inducible factor 1 alpha by a von Hippel-Lindau 
protein-independent mechanism." J Biol Chem 278(32): 30125-30135. 

324. Tannheimer, S. L., S. L. Barton, et al. (1997). "Carcinogenic polycyclic aromatic 
hydrocarbons increase intracellular Ca2+ and cell proliferation in primary human 
mammary epithelial cells." Carcinogenesis 18(6): 1177-1182. 

325. Tannheimer, S. L., F. T. Lauer, et al. (1999). "Factors influencing elevation of 
intracellular Ca2+ in the MCF-10A human mammary epithelial cell line by carcinogenic 
polycyclic aromatic hydrocarbons." Mol Carcinog 25(1): 48-54. 

326. Tarantini, A., A. Maitre, et al. (2011). "Polycyclic aromatic hydrocarbons in binary 
mixtures modulate the efficiency of benzo[a]pyrene to form DNA adducts in human 
cells." Toxicology 279(1-3): 36-44. 

327. Tergaonkar, V., V. Bottero, et al. (2003). "IkappaB kinase-independent IkappaBalpha 
degradation pathway: functional NF-kappaB activity and implications for cancer 
therapy." Mol Cell Biol 23(22): 8070-8083. 

328. Terzano, C., F. Di Stefano, et al. (2010). "Air pollution ultrafine particles: toxicity 
beyond the lung." Eur Rev Med Pharmacol Sci 14(10): 809-821. 

329. Tharappel, J. C., J. Cholewa, et al. (2010). "Effects of cigarette smoke on the activation 
of oxidative stress-related transcription factors in female A/J mouse lung." J Toxicol 
Environ Health A 73(19): 1288-1297. 

330. Togo, S., H. Sugiura, et al. (2010). "Hepatic growth factor (HGF) inhibits cigarette 
smoke extract induced apoptosis in human bronchial epithelial cells." Exp Cell Res 
316(20): 3501-3511. 

331. Tong, K. I., A. Kobayashi, et al. (2006). "Two-site substrate recognition model for the 
Keap1-Nrf2 system: a hinge and latch mechanism." Biol Chem 387(10-11): 1311-1320. 

332. Tornqvist, H., N. L. Mills, et al. (2007). "Persistent endothelial dysfunction in humans 
after diesel exhaust inhalation." Am J Respir Crit Care Med 176(4): 395-400. 

333. Towbin, H., T. Staehelin, et al. (1979). "Electrophoretic transfer of proteins from 
polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some applications." Proc 
Natl Acad Sci U S A 76(9): 4350-4354. 

334. Tsai, D. H., N. Amyai, et al. (2012). "Effects of particulate matter on inflammatory 
markers in the general adult population." Part Fibre Toxicol 9: 24. 

335. Tsujita, E., A. Taketomi, et al. (2005). "Suppressed MKP-1 is an independent predictor 
of outcome in patients with hepatocellular carcinoma." Oncology (Williston Park) 
69(4): 342-347. 

336. Ueng, T. H., C. C. Hung, et al. (2005). "Induction of fibroblast growth factor-9 and 
interleukin-1alpha gene expression by motorcycle exhaust particulate extracts and 
benzo(a)pyrene in human lung adenocarcinoma cells." Toxicol Sci 87(2): 483-496. 

337. Uhal, B. D., C. Ramos, et al. (1998). "Cell size, cell cycle, and alpha-smooth muscle actin 
expression by primary human lung fibroblasts." Am J Physiol 275(5 Pt 1): L998-L1005. 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
178 

 

338. Unfried, K., C. Schurkes, et al. (2002). "Distinct spectrum of mutations induced by 
crocidolite asbestos: clue for 8-hydroxydeoxyguanosine-dependent mutagenesis in 
vivo." Cancer Res 62(1): 99-104. 

339. Valavanidis, A., K. Fiotakis, et al. (2008). "Airborne particulate matter and human 
health: toxicological assessment and importance of size and composition of particles 
for oxidative damage and carcinogenic mechanisms." J Environ Sci Health C Environ 
Carcinog Ecotoxicol Rev 26(4): 339-362. 

340. Valko, M., D. Leibfritz, et al. (2007). "Free radicals and antioxidants in normal 
physiological functions and human disease." Int J Biochem Cell Biol 39(1): 44-84. 

341. van Maanen, J. M., P. J. Borm, et al. (1999). "In vitro effects of coal fly ashes: hydroxyl 
radical generation, iron release, and DNA damage and toxicity in rat lung epithelial 
cells." Inhal Toxicol 11(12): 1123-1141. 

342. Vanden Berghe, T., M. Kalai, et al. (2006). "Necrosis is associated with IL-6 production 
but apoptosis is not." Cell Signal 18(3): 328-335. 

343. Vandenabeele, P., T. Vanden Berghe, et al. (2006). "Caspase inhibitors promote 
alternative cell death pathways." Sci STKE 2006(358): pe44. 

344. Vander Haar, E., S. I. Lee, et al. (2007). "Insulin signalling to mTOR mediated by the 
Akt/PKB substrate PRAS40." Nat Cell Biol 9(3): 316-323. 

345. Varfolomeev, E., T. Goncharov, et al. (2008). "c-IAP1 and c-IAP2 are critical mediators 
of tumor necrosis factor alpha (TNFalpha)-induced NF-kappaB activation." J Biol Chem 
283(36): 24295-24299. 

346. Viatour, P., M. P. Merville, et al. (2005). "Phosphorylation of NF-kappaB and IkappaB 
proteins: implications in cancer and inflammation." Trends Biochem Sci 30(1): 43-52. 

347. Vineis, P., F. Forastiere, et al. (2004). "Outdoor air pollution and lung cancer: recent 
epidemiologic evidence." Int J Cancer 111(5): 647-652. 

348. Vivanco, I. and C. L. Sawyers (2002). "The phosphatidylinositol 3-Kinase AKT pathway in 
human cancer." Nat Rev Cancer 2(7): 489-501. 

349. Wakabayashi, N., S. L. Slocum, et al. (2010). "When NRF2 talks, who's listening?" 
Antioxid Redox Signal 13(11): 1649-1663. 

350. Wakisaka, N., S. Kondo, et al. (2004). "Epstein-Barr virus latent membrane protein 1 
induces synthesis of hypoxia-inducible factor 1 alpha." Mol Cell Biol 24(12): 5223-5234. 

351. Wang, G. L., B. H. Jiang, et al. (1995). "Hypoxia-inducible factor 1 is a basic-helix-loop-
helix-PAS heterodimer regulated by cellular O2 tension." Proc Natl Acad Sci U S A 
92(12): 5510-5514. 

352. Wang, L., F. Du, et al. (2008). "TNF-alpha induces two distinct caspase-8 activation 
pathways." Cell 133(4): 693-703. 

353. Wang, P., W. Qiu, et al. (2009). "PUMA is directly activated by NF-kappaB and 
contributes to TNF-alpha-induced apoptosis." Cell Death Differ 16(9): 1192-1202. 

354. Waring, P. (2005). "Redox active calcium ion channels and cell death." Arch Biochem 
Biophys 434(1): 33-42. 

355. Waters, D. J., S. Shen, et al. (2007). "Noninvasive prediction of prostatic DNA damage 
by oxidative stress challenge of peripheral blood lymphocytes." Cancer Epidemiol 
Biomarkers Prev 16(9): 1906-1910. 

356. Watterson, T. L., B. Hamilton, et al. (2012). "Urban particulate matter activates Akt in 
human lung cells." Arch Toxicol 86(1): 121-135. 

357. Weber, K. and M. Osborn (1969). "The reliability of molecular weight determinations 
by dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis." J Biol Chem 244(16): 4406-
4412. 

358. Weissenberg, A., U. Sydlik, et al. (2010). "Reactive oxygen species as mediators of 
membrane-dependent signaling induced by ultrafine particles." Free Radic Biol Med 
49(4): 597-605. 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
179 

 

359. Wellbrock, C., M. Karasarides, et al. (2004). "The RAF proteins take centre stage." Nat 
Rev Mol Cell Biol 5(11): 875-885. 

360. Wendel, H. G., E. De Stanchina, et al. (2004). "Survival signalling by Akt and eIF4E in 
oncogenesis and cancer therapy." Nature 428(6980): 332-337. 

361. Weston, C. R. and R. J. Davis (2002). "The JNK signal transduction pathway." Curr Opin 
Genet Dev 12(1): 14-21. 

362. Whitehead, T. P., D. G. Bullock, et al. (1979). "High-density lipoprotein cholesterol 
analysis." Clin Chem 25(12): 2055-2057. 

363. Wichmann, G., U. Franck, et al. (2009). "Different immunomodulatory effects 
associated with sub-micrometer particles in ambient air from rural, urban and 
industrial areas." Toxicology 257(3): 127-136. 

364. Wilson, N. S., V. Dixit, et al. (2009). "Death receptor signal transducers: nodes of 
coordination in immune signaling networks." Nat Immunol 10(4): 348-355. 

365. Wiseman, H. and B. Halliwell (1996). "Damage to DNA by reactive oxygen and nitrogen 
species: role in inflammatory disease and progression to cancer." Biochem J 313 ( Pt 
1): 17-29. 

366. Wrann, M. M. and C. F. Fox (1979). "Identification of epidermal growth factor 
receptors in a hyperproducing human epidermoid carcinoma cell line." J Biol Chem 
254(17): 8083-8086. 

367. Wu, G. S. (2004). "The functional interactions between the p53 and MAPK signaling 
pathways." Cancer Biol Ther 3(2): 156-161. 

368. Xia, T., P. Korge, et al. (2004). "Quinones and aromatic chemical compounds in 
particulate matter induce mitochondrial dysfunction: implications for ultrafine particle 
toxicity." Environ Health Perspect 112(14): 1347-1358. 

369. Xiao, G. G., M. Wang, et al. (2003). "Use of proteomics to demonstrate a hierarchical 
oxidative stress response to diesel exhaust particle chemicals in a macrophage cell 
line." J Biol Chem 278(50): 50781-50790. 

370. Xu, A., L. J. Wu, et al. (1999). "Role of oxyradicals in mutagenicity and DNA damage 
induced by crocidolite asbestos in mammalian cells." Cancer Res 59(23): 5922-5926. 

371. Xu, X., N. Kherada, et al. (2009). "Diesel exhaust exposure induces angiogenesis." 
Toxicol Lett 191(1): 57-68. 

372. Yang, J., Y. Lin, et al. (2001). "The essential role of MEKK3 in TNF-induced NF-kappaB 
activation." Nat Immunol 2(7): 620-624. 

373. Yatera, K., J. Hsieh, et al. (2008). "Particulate matter air pollution exposure promotes 
recruitment of monocytes into atherosclerotic plaques." Am J Physiol Heart Circ 
Physiol 294(2): H944-953. 

374. Yoon, S. and R. Seger (2006). "The extracellular signal-regulated kinase: multiple 
substrates regulate diverse cellular functions." Growth Factors 24(1): 21-44. 

375. Youle, R. J. and A. Strasser (2008). "The BCL-2 protein family: opposing activities that 
mediate cell death." Nat Rev Mol Cell Biol 9(1): 47-59. 

376. Yu, H., Q. Li, et al. (2012). "Regulation of cigarette smoke-mediated mucin expression 
by hypoxia-inducible factor-1alpha via epidermal growth factor receptor-mediated 
signaling pathways." J Appl Toxicol 32(4): 282-292. 

377. Yue, T. L., E. H. Ohlstein, et al. (1999). "Apoptosis: a potential target for discovering 
novel therapies for cardiovascular diseases." Curr Opin Chem Biol 3(4): 474-480. 

378. Zanobetti, A., J. Schwartz, et al. (2000). "Airborne particles are a risk factor for hospital 
admissions for heart and lung disease." Environ Health Perspect 108(11): 1071-1077. 

379. Zarnegar, B. J., Y. Wang, et al. (2008). "Noncanonical NF-kappaB activation requires 
coordinated assembly of a regulatory complex of the adaptors cIAP1, cIAP2, TRAF2 and 
TRAF3 and the kinase NIK." Nat Immunol 9(12): 1371-1378. 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 

 

 
180 

 

380. Zarubin, T. and J. Han (2005). "Activation and signaling of the p38 MAP kinase 
pathway." Cell Res 15(1): 11-18. 

381. Zhang, Q., S. R. Kleeberger, et al. (2004). "DEP-induced fra-1 expression correlates with 
a distinct activation of AP-1-dependent gene transcription in the lung." Am J Physiol 
Lung Cell Mol Physiol 286(2): L427-436. 

382. Zhong, B. Z., W. Z. Whong, et al. (1997). "Detection of mineral-dust-induced DNA 
damage in two mammalian cell lines using the alkaline single cell gel/comet assay." 
Mutat Res 393(3): 181-187. 

383. Zhong, H., K. Chiles, et al. (2000). "Modulation of hypoxia-inducible factor 1alpha 
expression by the epidermal growth factor/phosphatidylinositol 3-
kinase/PTEN/AKT/FRAP pathway in human prostate cancer cells: implications for 
tumor angiogenesis and therapeutics." Cancer Res 60(6): 1541-1545. 

384. Zhou, B. P., Y. Liao, et al. (2001). "Cytoplasmic localization of p21Cip1/WAF1 by Akt-
induced phosphorylation in HER-2/neu-overexpressing cells." Nat Cell Biol 3(3): 245-
252. 

385. Zhou, B. P., Y. Liao, et al. (2001). "HER-2/neu induces p53 ubiquitination via Akt-
mediated MDM2 phosphorylation." Nat Cell Biol 3(11): 973-982. 

386. Zhou, J., R. Kohl, et al. (2006). "Calpain mediates a von Hippel-Lindau protein-
independent destruction of hypoxia-inducible factor-1alpha." Mol Biol Cell 17(4): 
1549-1558. 

387. Zhou, J., T. Schmid, et al. (2004). "PI3K/Akt is required for heat shock proteins to 
protect hypoxia-inducible factor 1alpha from pVHL-independent degradation." J Biol 
Chem 279(14): 13506-13513. 

388. Zundel, W., C. Schindler, et al. (2000). "Loss of PTEN facilitates HIF-1-mediated gene 
expression." Genes Dev 14(4): 391-396. 

 



 

 
181 

 

 

 

 

 

 

ΠΕΡΙΛΗΧΗ 

ΔΙΔΑΚΣΟΡΙΚΗ΢ ΔΙΑΣΡΙΒΗ΢ 
 

(στην ελληνική & την αγγλική γλώσσα)



ΠΕΡΙΛΘΨΘ ςτθν ελλθνικι γλϊςςα 

 

 
182 

 

ΕΘΝΙΚΟ & ΚΑΠΟΔΙ΢ΣΡΙΑΚΟ ΠΑΝΕΠΙ΢ΣΗΜΙΟ ΑΘΗΝΨΝ 

΢ΦΟΛΗ ΘΕΣΙΚΨΝ ΕΠΙ΢ΣΗΜΨΝ 

ΣΜΗΜΑ ΒΙΟΛΟΓΙΑ΢ 

Σομέας Υυσιολογίας Ζώων & Ανθρώπου 

 

 

 

 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ ΔΙΔΑΚΣΟΡΙΚΗ΢ ΔΙΑΣΡΙΒΗ΢: 

Μελέτη της επίδρασης σωματιδιακών συστατικών της 

ρύπανσης σε μηχανισμούς επιβίωσης κυττάρων ανθρώπου 

 

 

Τποψήφια Διδάκτωρ 

Όλγα Γ. Μαυροφρύδη 

Βιολόγος 

 

 

 

 

 

Τριμελής Συμβουλευτική Επιτροπή: 

ΠΑΠΑΖΑΥΕΙΡΗ ΠΑΝΑΓΙΨΣΑ, Αναπληρώτρια Καθηγήτρια (Επιβλέπουσα) 

ΜΠΕΗ΢ Ι΢ΙΔΨΡΟ΢, Καθηγητής 

Σ΢ΙΣ΢ΙΛΨΝΗ ΟΤΡΑΝΙΑ, Επίκουρος Καθηγήτρια 

 

 

 

Αθήνα 2013



ΠΕΡΙΛΘΨΘ ςτθν ελλθνικι γλϊςςα 

 

 
183 

 

Περίληψη Διδακτορικής διατριβής 

 

Θ μελζτθ των επιπτϊςεων τθσ ατμοςωαιρικισ ρφπανςθσ ςτθν υγεία ςυνιςτά 

ζνα πολυδιάςτατο και πολυπαραγοντικό πρόβλθμα, που εξακολουκεί να αποτελεί 

αντικείμενο ενόσ τεράςτιου αρικμοφ τοξικολογικϊν και επιδθμιολογικϊν ερευνϊν. 

΢ιμερα, θ πλειοψθωία αυτϊν των μελετϊν επικεντρϊνεται κυρίωσ ςτο ςωματιδιακό 

κλάςμα τθσ ρφπανςθσ (particulate matter, PM), δθλαδι ςτα αιωροφμενα ςτερεά 

ςωματίδια με αεροδυναμικι διάμετρο ≤10μm, τα οποία κεωροφνται τα πλζον 

επικίνδυνα. Λόγω των διαςτάςεϊν τουσ, τα ςωματίδια αυτά διειςδφουν και 

ςυςςωρεφονται ςτα βακφτερα ςθμεία του αναπνευςτικοφ ςυςτιματοσ, ενϊ ο 

υψθλόσ λόγοσ «επιωάνεια/μάηα», επιτρζπει τθν προςρόωθςθ ποικίλων τοξικϊν 

ενϊςεων ςτθν επιωάνειά τουσ. Μεταξφ αυτϊν, τα βαρζα μζταλλα, οι πολυκυκλικζσ 

οργανικζσ ενϊςεισ, ανόργανα ιόντα και ποικίλα βιογενι ςυςτατικά ενοχοποιοφνται 

– κατά κανόνα – για τθν τοξικι δράςθ των ρφπων. ΢ε επίπεδο οργανιςμοφ, οι 

επιπτϊςεισ τθσ ατμοςωαιρικισ ρφπανςθσ, καλφπτουν ζνα ευρφ ωάςμα πακοωυςιο-

λογικϊν καταςτάςεων, από απλοφσ δερματικοφσ ερεκιςμοφσ και αλλεργικζσ 

αντιδράςεισ, ζωσ χρόνια αναπνευςτικά προβλιματα, κανάτουσ από καρδιαγγειακά 

αίτια και αυξθμζνο κίνδυνο εμωάνιςθσ καρκίνου. Εκτόσ, όμωσ, από τισ 

ωυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ των ςωματιδιακϊν ρφπων, κακοριςτικό ρόλο ςε αυτζσ τισ 

επιπτϊςεισ διαδραματίηουν και επιπλζον παράγοντεσ, που αωοροφν κυρίωσ ςτισ 

ςυνκικεσ ζκκεςθσ (διάρκεια και ςυχνότθτα επειςοδίων ζκκεςθσ, ςυγκζντρωςθ 

ρφπων) και ςτθν ατομικι ευαιςκθςία (θλικία, πακολογικό υπόβακρο). 

΢κοπόσ τθσ παροφςασ διδακτορικισ διατριβισ ιταν θ καταγραωι των 

πρϊιμων ςθματοδοτικϊν αποκρίςεων ενόσ μοντζλου επικθλιακϊν κυττάρων 

πνεφμονα (Α549), παρουςία μικρο- και νανο-ςωματιδιακϊν ρφπων, διαωορετικισ 

προζλευςθσ και πολυπλοκότθτασ, προκειμζνου να εντοπιςτοφν πρϊιμεσ αλλαγζσ 

ςτθ ωυςιολογία και τθ ςθματοδότθςθ των κυττάρων, που ενδζχεται να ςυμβάλλουν 

μακροπρόκεςμα ςτθν ανάπτυξθ πακολογικοφ ωαινοτφπου. Θ ιςτοειδικότθτα των 

παρατθροφμενων αποκρίςεων διερευνικθκε μζςω ςυγκριτικισ καταγραωισ τθσ 

απόκριςθσ ανκρϊπινων επικθλιακϊν κυττάρων δζρματοσ (Α431), ενϊ παράλλθλα, 

μελετικθκε και ο ρόλοσ των αντίςτοιχων ωυςιολογικϊν ινοβλαςτϊν. Μεταξφ των 

ςθματοδοτικϊν μορίων και των μεταγραωικϊν παραγόντων, που μελετικθκαν, 

ιδιαίτερθ ζμωαςθ δόκθκε ςτθν κινάςθ Αkt και ςτον μεταγραωικό παράγοντα ΘΙF-1α, 

οι οποίοι προωκοφν τθν κυτταρικι επιβίωςθ και κεωροφνται, πλζον, τυπικοί 

καρκινικοί δείκτεσ, κακϊσ ανιχνεφονται ςε υψθλά επίπεδα κατά τα πρϊτα ςτάδια 

τθσ καρκινογζνεςθσ. Επιπλζον, ο μεταγραωικόσ παράγοντασ NrF2 χρθςιμοποιικθκε 

ωσ ζνασ αξιόπιςτοσ δείκτθσ οξειδωτικοφ ςτρεσ. Οι κατθγορίεσ ρφπων, που 
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μελετικθκαν, ιταν οι εξισ: α) ζνα πολφπλοκο μικροςωματιδιακό μίγμα (ΡΜ2,5-10), 

που ςυλλζχκθκε ςτουσ χϊρουσ εργοςταςίου, ςε βιομθχανικι περιοχι τθσ Ακινασ, 

β) ζνα πρότυπο μίγμα νανοςωματιδίων από εξατμίςεισ μθχανϊν εςωτερικισ καφςθσ 

(Diesel Exhaust Particles, DEP) και γ) ο κοινόσ οργανικόσ ρφποσ, βενηο*α+πυρζνιο 

(Β*α+Ρ). Σο Β*α+Ρ, αν και δεν ζχει ςωματιδιακι ωφςθ, επιλζχκθκε ωσ ζνα από τα 

βαςικά οργανικά ςυςτατικά των δφο προθγοφμενων μιγμάτων, προκειμζνου να 

διερευνθκεί περαιτζρω ο μθχανιςμόσ δράςθσ των οργανικϊν ρφπων. 

  Παρουςία των μικροςωματιδιακϊν ρφπων παρατθρικθκε ςθμαντικι μείωςθ 

τθσ κυτταρικισ επιβίωςθσ, θ οποία ιταν αντιςτρόωωσ ανάλογθ τθσ διαμζτρου των 

ςωματιδίων. Θ κυτταροτοξικι δράςθ του ανόργανου κλάςματοσ ιταν εντονότερθ, 

ςε ςφγκριςθ με το οργανικό, και κα μποροφςε, εν μζρει, να αποδοκεί ςτισ υψθλζσ 

ςυγκεντρϊςεισ κειικϊν και αμμωνιακϊν ιόντων, που ανιχνεφκθκαν κατά τθ χθμικι 

ανάλυςθ. ΢ε κάκε περίπτωςθ, παρατθρικθκε, παράλλθλθ δοςοεξαρτϊμενθ μείωςθ 

ςτθν ωωςωορυλίωςθ τθσ κινάςθσ Αkt και ςτα πρωτεϊνικά επίπεδα του 

μεταγραωικοφ παράγοντα HIF-1α. 

  Σα νανοςωματίδια DEP επιλζχκθκαν ωσ βαςικό ςυςτατικό του οργανικοφ 

κλάςματοσ τθσ ςωματιδιακισ ρφπανςθσ. Χαμθλζσ, μθ κυτταροτοξικζσ 

ςυγκεντρϊςεισ των DEP προκάλεςαν ιπιο οξειδωτικό ςτρεσ (επαγωγι NrF2), χωρίσ 

να μειϊνουν τθν κυτταρικι επιβίωςθ και οδιγθςαν ςε άμεςθ ςυςςϊρευςθ του ΘΙF-

1α. Επιπλζον, τα επίπεδα του μεταγραωικοφ παράγοντα αυξικθκαν ακροιςτικά, 

φςτερα από δφο δίωρεσ επωάςεισ με τα νανοςωματίδια και δεν επανιλκαν, ακόμα 

και μετά τθν απομάκρυνςθ των ρφπων, για 22 ϊρεσ. Θ παράλλθλθ επαγωγι τθσ 

οξυγενάςθσ τθσ αίμθσ, ΘΟ-1, ςε αυτζσ τισ ςυνκικεσ, υποδθλϊνει τθν προθγθκείςα 

ενεργοποίθςθ του μεταγραωικοφ παράγοντα NrF2. Οι αποκρίςεισ των κυττάρων 

Α549 ιταν αντίςτοιχεσ, ςτο ςφςτθμα ςυγκαλλιζργειασ των επικθλιακϊν κυττάρων 

με ωυςιολογικοφσ ινοβλάςτεσ πνεφμονα. Ιδιαίτερο ενδιαωζρον, παρουςιάηει το 

γεγονόσ ότι θ παρακρινικι επικοινωνία των δφο κυτταρικϊν τφπων ενεργοποίθςε 

όλουσ τουσ – υπό μελζτθ – δείκτεσ επιβίωςθσ ςτουσ ωυςιολογικοφσ ινοβλάςτεσ, οι 

οποίοι δεν βρίςκονταν ςε άμεςθ επαωι με τα νανοςωματίδια. Με βάςθ τα 

αποτελζςματα των πειραμάτων μασ, αλλά και υποςτθρικτικά βιβλιογραωικά 

δεδομζνα, προωλεγμονϊδεισ κυτταροκίνεσ, όπωσ θ IL-1β, ςυμβάλουν ςθμαντικά 

ςτισ παρατθροφμενεσ αποκρίςεισ. 

  Σο Β*α+Ρ εκδιλωςε ιπια κυτταροτοξικότθτα, μόνο ςε υψθλζσ 

ςυγκεντρϊςεισ, ςτισ οποίεσ επιβεβαιϊκθκε και θ γενοτοξικι του δράςθ, μζςω τθσ 

ανίχνευςθσ ςτακερϊν προϊόντων προςκικθσ (DNA adducts) και κραφςεων του 

γενετικοφ υλικοφ. Επιπλζον, θ αλλθλεπίδραςθ με τα τεχνθτά, βιοςυμβατά 

νανοςωματίδια PLGA ενιςχφει τισ επιπτϊςεισ, ακόμα και λιγότερο κυτταροτοξικϊν 
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ςυγκεντρϊςεων του ρφπου, πικανόν μζςω αφξθςθσ τθσ βιοδιακεςιμότθτάσ του. 

Ωςτόςο, οι μθ κυτταροτοξικζσ ςυγκεντρϊςεισ Β*α+Ρ ευνοοφν τον πολλαπλαςιαςμό 

των κυττάρων Α549, πικανόν λόγω ιπιου οξειδωτικοφ ςτρεσ (επαγωγι NrF2), και 

προκαλοφν ςυςςϊρευςθ του ΘΙF-1α, μζςω του ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ 

PI3Κ/Akt. Θ επαγωγι των δφο μεταγραωικϊν παραγόντων ςυνοδεφεται από τθν 

μετατόπιςι τουσ ςτον πυρινα και τθ μεταγραωικι τουσ ενεργοποίθςθ. Θ απόκριςθ 

του ΘΙF-1α ςτο Β*α+Ρ επιβεβαιϊκθκε και ςτθν επικθλιακι κυτταρικι ςειρά 

καρκινϊματοσ δζρματοσ, Α431, κακϊσ και ςε πρωτογενείσ καλλιζργειεσ 

ωυςιολογικϊν ινοβλαςτϊν δζρματοσ και πνεφμονα. Ανάλογα αποτελζςματα 

καταγράωθκαν και κατά τθν επίδραςθ του Β*α+Ρ, παρουςία επιπλζον ςτρεςογόνων 

ςυνκθκϊν, που χαρακτθρίηουν ποικίλεσ πακοωυςιολογικζσ καταςτάςεισ, όπωσ θ 

υποξία. Σζλοσ, θ ενςωμάτωςθ ενόσ ποςοςτοφ του λιπόωιλου Β*α+Ρ ςτισ κυτταρικζσ 

μεμβράνεσ και θ αλλθλεπίδραςι του με διαφλουσ Ca2+, διαταράςςει τθν 

ομοιόςταςθ των ιόντων, αυξάνοντασ τα βαςικά επίπεδα Ca2+ ςτο κυτταρόπλαςμα, 

μειϊνοντασ το περιεχόμενο του ΕΔ και ενιςχφοντασ το δυναμικό πρόςλθψθσ ιόντων 

από το εξωκυττάριο περιβάλλον. Σο ςθμειακό γεγονόσ τθσ ειςροισ Ca2+, μζςω των 

διαμεμβρανικϊν διαφλων, ενιςχφει άμεςα τθ ωωςωορυλίωςθ τθσ Αkt, ςτο επίπεδο 

τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ, ςυμβάλλοντασ, με τον τρόπο αυτό, ςτθν πρϊιμθ 

ςυςςϊρευςθ του HIF-1α.  

΢υμπεραςματικά, τα αποτελζςματα τθσ διδακτορικισ διατριβισ ςυνοψίηονται ωσ 

εξισ: 

 Ο καρκινικόσ δείκτθσ HIF-1α επάγεται άμεςα, παρουςία χαμθλϊν, μθ 

κυτταροτοξικϊν ςυγκεντρϊςεων οργανικϊν ρφπων. Θ απόκριςθ αυτι είναι 

ςυςτθματικι μεταξφ διαωορετικϊν κυτταρικϊν τφπων και ιςτϊν, ςυνοδεφεται 

από τθ μεταγραωικι του ενεργοποίθςθ και μεςολαβείται – ςε ςθμαντικό βακμό 

– από το ςθματοδοτικό μονοπάτι επιβίωςθσ, PI3K/Akt.  

 Θ ςφντομθ, αλλά επαναλαμβανόμενθ, ζκκεςθ ςτουσ ρφπουσ ζχει τθ δυναμικι 

να προκαλζςει μακροπρόκεςμεσ αλλαγζσ ςτο ςθματοδοτικό δυναμικό των 

κυττάρων. Όταν οι μεταβολζσ αυτζσ αωοροφν μόρια, που προωκοφν τθν 

κυτταρικι επιβίωςθ, είναι πικανό να ςυνειςωζρουν ςτθ ςταδιακι εξαλλαγι του 

κυτταρικοφ ωαινοτφπου. 

 Θ αλλθλεπίδραςθ μεταξφ επικθλιακϊν κυττάρων και ινοβλαςτϊν, μζςω 

παρακρινικϊν παραγόντων, ςυμβάλει ςτθ διαμόρωωςθ τθσ τελικισ απόκριςθσ 

των κυττάρων ςτουσ ρφπουσ. ΢υνεπϊσ, ςε in vivo ςυνκικεσ, θ παρακρινικι 

επικοινωνία μπορεί να προκαλζςει μεταβολζσ ακόμθ και ςε κφτταρα, τα οποία 

δεν ζρχονται ςε άμεςθ επαωι με τα ςωματίδια. 
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 Θ ομοιόςταςθ των ιόντων αςβεςτίου τροποποιείται παρουςία μθ 

κυτταροτοξικϊν ςυγκεντρϊςεων οργανικϊν ρφπων. ΢υγκεκριμζνα, το Β*α+Ρ 

αυξάνει το δυναμικό πρόςλθψθσ ιόντων αςβεςτίου μζςω τθσ πλαςματικισ 

μεμβράνθσ και θ ειςροι των ιόντων ρυκμίηει ζμμεςα τθν επαγωγι του HIF-1α, 

μζςω ενίςχυςθσ τθσ ωωςωορυλίωςθσ τθσ Akt. 

 

 

Λζξεισ-κλειδιά: ςωματιδιακι ρφπανςθ, πνεφμονασ, καρκινογζνεςθ, ΘΙF-1α, αςβζςτιο
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Doctorate (Ph.D.) Thesis Abstract 

 The effects of atmospheric pollutants on human health constitute an open 

research field for many decades. Today, the great majority of the relevant 

toxicological and epidemiological studies is mainly focused on particles with an 

aerodynamic diameter ≤10μm (particulate matter, PM), which are considered to be 

the most health threatening. Due to their size, these particles are able to penetrate 

and accumulate in the respiratory system, while the high «surface/mass» ratio 

allows the adsorption of various toxic compounds on their surface. Transition metals, 

polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), inorganic ions and various biogenic 

compounds are thought to be responsible for the toxic effects of air pollution. The 

effects of air pollution on human health include a large number of 

pathophysiological conditions ranging, from simple skin irritations and mild allergic 

reactions, to chronic respiratory problems, cardiovascular dysfunction and increased 

cancer risk. Additionally, apart from the aforementioned physicochemical properties 

of PM, additional factors, such as specific conditions of exposure (duration and 

frequency of exposure episodes, concentration of pollutants) and individualized 

sensitivity (age, pathological background), play a key role in the determination of the 

final outcome.  

 The aim of this Ph.D. thesis was to assess the effects of micro- and nano-

particulate pollutants, of variable composition and complexity, on lung epithelial 

cells (namely of the human cell line A549), in order to identify early changes in cell 

physiology and signaling, which could contribute to cell transformation overtime. 

The responses of A549 were compared to those of human skin epithelial cells (A431), 

as well as of primary cultures of normal lung and dermal fibroblasts. Among the 

signaling molecules and transcription factors studied, we particularly focused on Akt 

kinase and transcription factor HIF-1α, which promote cell survival and are typical 

biomarkers of early stages of tumor development. A second transcription factor, 

NrF2, was used as a reliable oxidative stress marker. The three categories of 

atmospheric pollutants studied were: 1) a complex mixture of PM2,5-10 collected from 

an industrial workplace near Athens, b) a Standard Reference Material (SRM2975) of 

diesel nanoparticles (Diesel Exhaust Particles, DEP) and c) the common PAH, 

benzo[α]pyrene (B[α]P). B[α]P was selected as a representative component of the 

organic fraction of the previous mixtures, in order to investigate, in more detail, its 

molecular mechanism of action. 

 Urban PM were found to significantly decrease cell survival, in a way 

inversely related to particle aerodynamic diameter. The cytotoxic effect of the 

inorganic fraction was more pronounced compared to the organic fraction, a result 
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that could be partly attributed to the high concentrations of SO4
2- and NH4+ ions 

detected in the PM mixture. In all cases, reduced cell survival was accompanied by a 

parallel decrease in Akt phosphorylation and HIF-1α protein levels. 

 The main component of the organic fraction of urban PM is DEP 

nanoparticles. Low DEP concentrations produced mild oxidative stress conditions, as 

revealed by the induction of NrF2, and resulted in an immediate accumulation of 

HIF-1α. Repetitive 2-hour exposure of A549 cells to DEP, induced a cumulative 

increase of HIF-1α levels, which was maintained for 22 hours, even after DEP 

removal. Although, NrF2 was not affected under the same culture conditions, the 

concomitant upregulation of its target protein, HO-1, indicates the induction of NrF2, 

at earlier time points. Coculture with normal lung fibroblasts, did not alter the profile 

of A549 responses. However, using the same experimental setup, the responses of 

lung fibroblasts, which were not in direct contact with the nanoparticles, were of 

particular interest. Specifically, the paracrine communication between the two cell 

types resulted in a substantial induction of all the survival markers investigated in 

fibroblasts. Based on these results, in conjuction with supportive literature data, we 

propose that pro-inflammatory cytokines, such as IL-1β, may play a key role to the 

observed responses. 

 B[α]P cytotoxicity was mild and detected only at high concentrations. Its 

genotoxic effects were confirmed by the formation of stable adducts and by DNA 

fragmentation. Interestingly, combined exposure of A549 cells to B[α]P and 

manufactured, biocompatible PLGA nanoparticles enhanced the toxic potential of 

the pollutant, possibly by increasing its bioavailability. However, low doses of B[α]P 

promoted cell proliferation, which was accompanied by upregulation of NrF2, HIF-1α 

and Akt. The induction of total protein levels of both transcription factors was 

followed by their nuclear accumulation and transcriptional activation. The response 

of HIF-1α to B[α]P was confirmed in the epidermoid carcinoma cell line, A431, as 

well as in both lung and skin primary fibroblast cultures. Also, similar results were 

obtained during exposure of A549 to B[α]P in the presence of stress conditions, such 

as hypoxia, that characterize various lung diseases. Therefore, it seems that HIF-1α is 

an early marker of B[α]P effects and, interestingly, its induction was – at least 

partially – mediated by the PI3K/Akt pathway. In order to elucidate the mechanism 

of HIF-1α induction by B[α]P, we investigated Ca2+ homeostasis. Indeed, we showed 

that B[α]P disturbs intracellular Ca2+ homeostasis, increasing basal cytoplasmic ion 

levels, decreasing ion ER content and, thus, enhancing the potential of extracellular 

ion uptake. It should be noted that Ca2+ influx, through the plasma membrane 
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channels, directly triggers Akt phosphorylation, contributing to the early 

accumulation of HIF-1α. 

 In conclusion, the most important results of this doctorate thesis are 

summarized as follows: 

 The cancer biomarker HIF-1α is directly upregulated in the presence of low, non-

cytotoxic concentrations of organic pollutants. This response appears to be 

consistent among different cell types and tissues, is mediated – at least in part – 

by the PI3K/Akt survival pathway and results in the transcriptional activation of 

HIF-1α. 

 Short-term but repetitive exposure to atmospheric pollutants can possibly cause 

long-term alterations in molecular pathways of the cell. In the case that the 

affected pathways are implicated in the promotion of cell survival, an 

environment which favors gradual cell transformation, could be generated. 

 The paracrine interaction between epithelial cells and fibroblasts contributes to 

the modulation of the final cell response to pollutants. Therefore, under in vivo 

conditions, paracrine communication can possibly affect cell types that are not 

even in direct contact with the particles. 

 Calcium homeostasis is disturbed by organic pollutants at low, non-cytotoxic 

doses. In particular, B[α]P increases the potential of Ca2+ uptake through the 

plasma membrane. This enhanced Ca2+ influx contributes to HIF-1α upregulation 

by inducing upstream Akt phosphorylation. 

 

 

Keywords: particulate pollution, lung, carcinogenesis, ΘΙF-1α, calcium
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