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Πρόλογος 

Οι καρδιαγγειακές παθήσεις αποτελούν μαζί με τον καρκίνο την πρώτη αιτία 

θανάτου παγκοσμίως, με τα ποσοστά να αυξάνονται όσο αυξάνεται και ο μέσος όρος 

ζωής του ανθρώπου. Κατανοούμε, λοιπόν, ότι είναι κρίσιμη η εύρεση τρόπων για την 

πρόληψη, τη διάγνωση και φυσικά τη θεραπεία των ασθενειών αυτών. Γι’ αυτό το λόγο, 

υπάρχει ένας πολύ μεγάλος όγκος εργασιών οι οποίες στοχεύουν στη μελέτη των 

διαδικασιών που εμπλέκονται στην εκδήλωση των καρδιαγγειακών νόσων. Παρά την 

πρόοδο που έχει επιτευχθεί, η κατανόηση των μηχανισμών που διέπουν τις ασθένειες 

της καρδιάς και η απόκριση της στα διάφορα ερεθίσματα, βρίσκεται σε πρώιμο στάδιο.  

Έχει γίνει, πλέον, αντιληπτό ότι η μελέτη της καρδιάς σε κυτταρικό και μοριακό 

επίπεδο μπορεί να ρίξει φως σε πολλές πτυχές της λειτουργίας του συγκεκριμένου 

οργάνου, οι οποίες δεν φαίνονται μακροσκοπικά ή μέσω της φυσιολογίας της. Σε αυτήν 

την ιδέα βασίζεται και η παρούσα διπλωματική εργασία, η οποία αποσκοπεί στη 

διερεύνηση της απόκρισης των καρδιακών κυττάρων σε συνθήκες οξειδωτικού στρες. 

Ο καρδιακός μυς, λόγω της ενεργοβόρας λειτουργίας του, έρχεται πολύ συχνά 

αντιμέτωπος με οξειδωτικά γεγονότα, τα οποία αν δεν αντιμετωπιστούν μπορεί να 

οδηγήσουν σε παθολογικές καταστάσεις. Συνεπώς, γίνεται προσπάθεια εύρεσης 

τρόπων για την προστασία της καρδιάς, μέσω της στόχευσης διαφόρων μορίων 

τελεστών που εμπλέκονται στο οξειδωτικό στρες. Ο NF-κΒ είναι ένα από αυτά τα 

μόρια, του οποίου ο ρόλος στην καρδιά, δεν έχει γίνει πλήρως κατανοητός. Γι’ αυτό το 

λόγο η παρούσα εργασία επικεντρώνεται σε αυτόν τον μεταγραφικό παράγοντα σε μια 

προσπάθεια εξακρίβωσης της συσχέτισής του με τις αποκρίσεις της καρδιάς στο 

οξειδωτικό στρες και στην απόπτωση που προκαλείται από αυτό.  

Η διεκπεραίωση αυτής της εργασίας θα ήταν αδύνατη χωρίς την καθοδήγηση 

και τη βοήθεια των καθηγητριών μου, συναδέλφων και φίλων μου, προς τους οποίους, 

θα ήθελα να εκφράσω βαθύτατη ευγνωμοσύνη.  

Πρωτίστως, θα ήθελα να ευχαριστήσω ιδιαίτερα την υπέυθυνη μου, 

Καθηγήτρια και Διευθύντρια του τομέα Φυσιολογίας Ζώων και Ανθρώπου, κυρία 

Αικατερίνη Γαϊτανάκη, η οποία με εμπιστεύτηκε για την εκπόνηση της παρούσας 

διπλωματικής εργασίας. Οι υποδείξεις και οι χρήσιμες συμβουλές της τόσο στον πάγκο, 

όσο και εκτός αυτού, ήταν πολύτιμες για μένα και με βοήθησαν όχι μόνο να 

ολοκληρώσω την εργασία αυτή, αλλά και να βελτιωθώ ως βιολόγος και επιστήμονας. 

Ακόμα περισσότερο, όμως, την ευχαριστώ για την υποστήριξη, την εμπιστοσύνη και 

την ενθάρρυνση της  καθόλη την πορεία της διπλωματικής μου. 

 Φυσικά, θερμές ευχαριστίες ανήκουν στην κυρία Ιωάννα-Κατερίνα Αγγελή, 

Επίκουρη Καθηγήτρια του τομέα Φυσιολογίας Ζώων και Ανθρώπου, απουσία της 

οποίας δε θα βρισκόμουν σε αυτό το σημείο. Την ευχαριστώ ιδιαιτέρως για τις γνώσεις 

που μου μετέδωσε, την υπομονή που υπέδειξε και την αμέριστη στήριξη και 

συμπαράσταση της καθ’ όλη τη διάρκεια της διπλωματικής μου εργασίας.  

Ιδιαίτερα, θα ήθελα να ευχαριστήσω τις φίλες και συναδέλφους μου, Λίδια 

Μουρατίδου, Δανάη Γάτα και Δανάη Αγγελιδάκη, για τις αμέτρητες ώρες που 

περάσαμε μαζί στο εργαστήριο, τη στήριξη τους σε καθετί, τις απογοητεύσεις και τις 

χαρές που περάσαμε μαζί. Χωρίς εκείνες, η ολοκλήρωση της παρούσας εργασίας θα 

ήταν αδύνατη και μέσω της συνεργασίας μας, προέκυψαν φιλίες που δε θα ήθελα να 
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χάσω. Ακόμη, θέλω να ευχαριστήσω ξεχωριστά, τη φίλη μου Νάντια Παπαδοπούλου, 

η οποία εκπονούσε παράλληλα με εμένα τη διπλωματική της εργασία στο εργαστήριο 

του κυρίου Ευθυμιόπουλου, για τη πολύτιμη βοήθεια της, τη στήριξή της και τις 

χρήσιμες συμβουλές της. Δε γίνεται να ξεχάσω την αγαπημένη μου φίλη και 

συνάδελφο, Αφροδίτη Δασκαλοπούλου, η οποία βρισκόταν δίπλα μου σε κάθε βήμα 

μου στο τμήμα Βιολογίας. Την ευχαριστώ για την αμέριστη στήριξη της, την πίστη της 

σε εμένα και τη βοήθεια της σε ο,τι κι αν κάνω.  

Τέλος, ένα μεγάλο ευχαριστώ στους φίλους μου για την υπομονή, τη 

συμπαράσταση και την αγάπη τους όλα αυτά τα χρόνια και ιδιαίτερα για την βοήθεια 

τους όποτε τους χρειάζομαι. Ελπίζω να τους κάνω περήφανους.  

         

Χρυσάνθη Κάγιου 
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Συντμήσεις 

 

AIDS 
Σύνδρομο επίκτητης ανοσολογικής 

ανοσοανεπάρκειας 

Acquired immune deficiency 

syndrome  

AIF 
Παράγοντας επαγωγής της 

απόπτωσης  
Apoptosis inducing factor 

ALPS 
Αυτοάνοσο 

λεμφοπολλαπλασιαστικό σύνδρομο 

Autoimmune lymphoproliferative 

syndrome 

AMPK 
Ενεργοποιούμενη από ΑΜP 

πρωτεϊνική κινάση 
AMP-activated protein kinase, 

AP-1 Πρωτεΐνη ενεργοποιητής 1 Activator protein 1 

Apaf1 
Παράγοντας 1 ενεργοποίησης της 

αποπτωτικής πρωτεάσης  
Apoptotic protease activating factor 1 

ARD Περιοχή με επαναλήψεις αγκυρίνης Ankyrin repeat domain 

ARH3 
Γλυκοϋδρολάση πολύ-ADP-

ριβόζης 3 
Poly (ADP-ribose) glycohydrolase 

ASK 
Κινάση-ρυθμιστής του 

αποπτωτικού σήματος  
Apoptosis signal-regulating kinase 

BAD 
Bcl-2-σχετιζόμενος επαγωγέας της 

απόπτωσης 
Bcl-2-associated death promoter 

BAFF 
Παράγοντας ενεργοποίησης των Β-

κυττάρων  
B-cell activating factor 

Bak 
Bcl-2 ομόλογη πρωτεΐνη 

ανταγωγιστής/«δολοφόνος»  
Bcl-2 homologous antagonist/killer 

Bax Bcl-2 σχετιζόμενη πρωτεΐνη Χ Bcl-2-associated X protein 

Bcl-2 Λέμφωμα Β κυττάρων 2 B-cell lymphoma 2 

Bcl-xL 
Λέμφωμα Β κυττάρων-πολύ 

μεγάλο 
B-cell lymphoma-extra large 

BMK1 
Μεγάλη πρωτεϊνική κινάση 1 

επαγόμενη από μιτογόνα 

Big mitogen-activated protein kinase 

1 

BΝΙP3 

Πρωτεΐνη 3 της Bcl-2 οικογένειας 

που αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη 

19 kDa Ε1Β του αδεονοϊού  

BCL2/adenovirus E1B 19 kDa 

protein-interacting protein 3 

CAD 
Ενεργοποιούμενη από κασπάση 

DNάση  
Caspase-Activated DNase 

CaMKII 

Εξαρτώμενη από 

Ca2+/καλμοδουλίνη πρωτεϊνική 

κινάση ΙΙ  

Ca2+ /calmodulin-dependent protein 

kinase II 

cAMP 
Κυκλική μονοφωσφορική 

αδενοσίνη  
Cyclic adenosine monophosphate 

CARD 

Καρβοξυτελική περιοχή που 

σχετίζεται με την ενεργοποίηση 

των κασπασών  

C-terminal caspase activation domain 

CAT Καταλάση Catalase 

CBP 
Πρωτεΐνη που προσδένεται στη 

CREB  
CREB-binding protein 

CD40L Προσδέτης CD40 CD40 Ligand 

Cdc42 
Πρωτεΐνη ελέγχου της κυτταρικής 

διαίρεσης 42 
Cell division control protein 42 

cFLIP 
Κυτταρική πρωτεΐνη αναστολέας 

τύπου FLICE 
Cellular FLICE-like inhibitor protein 

cIAPs 
Κυτταρικές πρωτεΐνες-αναστολείς 

της απόπτωσης 

Cellular inhibitors of apoptosis  
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c-Myc 

Ομόλογη πρωτεΐνη του ιϊκού 

ογκογόνου της μυελοκυτωμάτωσης 

των πτηνών 

Avian myelocytomatosis viral 

oncogene homolog 

COX-2 Κυκλοξυγενάση-2 Cyclooxygenase 2 

CREB 

Πρωτεΐνη που συνδέεται στο 

στοιχείο απόκρισης στο κυκλικό 

AMP  

cAMP responsive element binding 

protein 

CuZnSOD 
Δισμουτάση σουπεροξειδίου 

χαλκού ψευδάργυρου 

Copper zinc superoxide dismutase 

 

CVB3 Ιός Κοξάκι Β3 Coxsackie-virus B3 

DAG Διακυλογλυκερόλη Diacylglycerol 

DD Περιοχή θανάτου Death domain 

DHA Δοκοσαεξανοϊκό οξύ Docosahexaenoic acid 

DISC 
Συμπλόκο σηματοδοτικής 

επαγωγής θανάτου 
Death-inducing signaling complex 

DR Υποδοχέας θανάτου Death receptor 

DSB Θραύσεις σε δίκλωνη έλικα Double-strand breaks 

ECT Αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων  Electron transport chain, 

EGF Επιδερμικός αυξητικός παράγοντας Epidermal growth factor 

ERK1/2 
Κινάσες ρυθμιζόμενες από 

εξωκυτταρικά σήματα  
Extracellular signal–regulated kinases 

FAD Φλαβιν-αδένινο-δινουκλεοτίδιο  Flavin adenine dinucleotid 

FADD 
Fas σχετιζόμενη πρωτεΐνη με 

περιοχή θανάτου 

Fas-associated protein with death 

domain 

FasL Προσδέτης Fas Fas ligand 

FeTBAP 
Fe(ΙΙΙ)τετρακις-4-βενζοϊκό οξύ-

πορφυρίνη 

Fe(III)tetrakis-4-benzoic acid-

porphyrin 

FLICE 
Ένζυμο-μετατροπέας της 

ιντερλευκίνης 1β -τύπου FADD 
FADD-like IL-1β-converting enzyme 

GO Οξειδάσης της γλυκόζης Glucose oxidase 

GPCR 
Υποδοχέας συζευγμένος με G 

πρωτεΐνες  
G protein–coupled receptors 

GPx Υπεροξειδάση της γλουταθειόνης  Glutathione peroxidase 

GSH Γλουταθειόνη  Glutathione 

GSK3β 
Κινάση 3β της συνθάσης του 

γλυκογόνου 
Glycogen synthase kinase-3 beta 

GSSG Δισουλφίδιο γλουταθειόνης  Glutathione disulfide 

HDAC Απακετυλάση των ιστονών Histone deacetylase 

HIF1 
Επαγόμενος από την υποξία 

παράγοντας 1  
Hypoxia inducible factor 1 

HO-1 Οξυγενάση-1 της αίμης Heme oxygenase 

I/R Ισχαιμία/επανοξυγόνωση Ischemia/reperfusion 

IKK Κινάση του αναστολέα κΒ IκB kinase 

IL-1R Υποδοχέας της ιντερλευκίνης 1 Interleukin-1 receptor 

IL-1β Ιντερλευκίνη 1β Interleukin-1 

IL-R1AcP 
Πρωτεΐνη προσαρμογέας στον 

υποδοχέα της ιντερλευκίνης 1 
IL-1 receptor accessory protein 

iNOS 
Επαγόμενη συνθάση του νιτρικού 

οξειδίου  
Inducible nitric oxide synthase 

IP3 Τριφωσφορική ινοσιτόλη Inositol trisphosphate 

IRAK 
Σχετιζόμενες με τον υποδοχέα της 

IL-1 κινάσες 

Interleukin-1 receptor-associated 

kinase 

IκΒ Πρωτεΐνη-αναστολέας κΒ  κΒ Inhibitor 

https://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjZhJnFsobWAhVFtRQKHVv4C-kQFggsMAE&url=http%3A%2F%2Fwww.uniprot.org%2Funiprot%2FP49841&usg=AFQjCNFP7Lg069h8GSTWIfui2KqQZOZH9A
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JAK-STAT 

Κινάση Janus-Μεταγωγέας 

σήματος και ενεργοποιητής της 

μεταγραφής 

Janus kinase-Signal Transducer and 

Activator of Transcription 

JNK c-Jun αμινοτελικές κινάσες c-Jun N-terminal kinases 

lpr Λεμφοπολλαπλασιασμός Lymphoproliferation 

LPS Λιποπολυσακχαρίτης  Lipopolysaccharide 

LT-β Λεμφοτοξίνη-β  Lymphotoxin B 

MAPKK Κινάση της MAP κινάσης  MAP kinase kinase 

MAPKKK 
Κινάσης της  κινάσης της MAP 

κινάσης  
MAP kinase kinase kinase 

MAPKs 
Επαγόμενη από μιτογόνα 

πρωτεϊνική κινάση 
Mitogen-activated protein kinase 

MCP-1 
Χημειοτακτική πρωτεΐνη των 

μονοκυττάρων 
Monocyte chemoattractant protein-1 

MEFs Εμβρυϊκοί ινοβλάστες ποντικού Mouse embryonic fibroblasts 

MEK1/2 
Επαγόμενη από μιτογόνα κινάση 

της ERK 
MAPK/ERK Kinase 

MKK Κινάση της MAP κινάσης MAP kinase kinase 

MLK Κινάση μικτής γενιάς  Mixed lineage kinase 

MnSOD Δισμουτάση σουπεροξειδίου με Mn  Manganese superoxide dismutase 

MSK1 
Κινάση που ενεργοποιείται από 

στρες και μιτογόνα 1 

Mitogen- and stress-activated protein 

kinase 1 

MSP 
Πρωτεΐνη ενεργοποιητής των 

μακροφάγων 
Macrophage stimulating protein 

MyD88 
Πρωτεΐνη πρώιμης απόκρισης στη 

μυελοειδή διαφοροποίηση 88  

Myeloid differentiation primary 

response protein 88 

MyoD 
Παράγοντας μυογενενούς 

διαφοροποίησης 
Myogenic differentiation protein 

NaAsO2 Αρσενικό νάτριο Sodium arsenite 

NAD+ 
Νικοτινάμιδο-αδένινο-

δινουκλειοτίδιο  
Nicotinamide adenine dinucleotide 

NADPH 
Φωσφορικό νικοτιναμιδο-αδενινο- 

δινουκλεοτίδιο 

Nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate 

NEMO 
Ή ΙΚΚγ, κρίσιμος ρυθμιστής του 

NF-κΒ 
NF-kappa-B essential modulator 

NES 
Αλληλουχίες εξόδου από τον 

πυρήνα 
Nuclear Export Sequences 

NF-κΒ 

Πουρηνικός παράγοντας-ενισχυτής 

της κ ελαφριάς αλυσίδας των 

ενεργοποιημένων Β κυττάρων  

Nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells 

NIK Κινάση επαγωγής NF-κΒ NF-κB-inducing kinase 

NLS Σήμα πυρηνικού εντοπισμού Nuclear Localising Signal 

NMDA Ν-μέθυλο-D-ασπαρτικό  Ν-methyl-D-aspartate 

Nox Οξειδάση του NADPH NADPH oxidase 

Nrf-2 

Πυρηνικός παράγοντας 2 τύπου  

παράγοντα προερχόμενου από 

ερυθροειδές 2 

Nuclear factor (erythroid-derived 2)-

like 2 

OGD/R 
Στέρηση οξυγόνου-γλυκόζης και 

επανοξυγόνωση 

Oxygen-glucose 

deprivation/reoxygenation 

PARchain Αλυσίδα πολυ-ADP-ριβόζης  Poly-ADP-ribose chain 

PARG 
Γλυκοϋδρολάση πολυ-ADP-

ριβόζης  
Poly-ADP-ribose glycohydrolase 

https://en.wikipedia.org/wiki/Janus_kinase
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PARP 
Πολυμεράση της πολυ-

διφωσφορικής-αδενόσινο-ριβόζης  

Poly-adenosine diphosphate ribose- 

polymerase 

PDGF 
Αυξητικός παράγοντας 

προερχόμενος από τα αιμοπετάλια  
Platelet-derived growth factor 

PHD 
Περιοχή με ενεργότητα 

υδροξυλάσης προλίνης  
Prolyl hydroxylase  domain 

PI3K 
Κινάση  3 της 4,5-διφωσφορικής 

φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης  

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 

3-kinase  

PID 
Περιοχή αναστολής της 

επεξεργασίας 
Processing inhibitory domain 

PKA Πρωτεϊνικής κινάση A Protein kinase A 

PKC Πρωτεϊνική κινάση C Protein kinase C 

PKD1 Πρωτεϊνική κινάση D1 Protein kinase D1 

PKG Πρωτεϊνικής κινάση G Protein kinase G 

PLCγ 
Ισομορφή γ της φωσφολιπάσης C 

του φωσφοϊνοσιτιδίου  
Phosphoinositide phospholipase Cγ 

PMA 12-μυριστικό-13-οξικό-φορβόλη Phorbol 12-myristate 13-acetate 

Prx Περοξυρεδοξίνη  Peroxyredoxin 

PTDC Διθειοκαρβαμική πυρρολιδίνη Pyrrolidine dithio-carbamate 

PTP Πρωτεϊνική φωσφατάση τυροσίνης  Protein tyrosine phosphatases 

Puma 

Πρωτεΐνη-ρυθμιστής της 

απόπτωσης που επάγεται από την 

p53 

p53 upregulated modulator of 

apoptosis 

 RA Ρετινοϊκό οξύ All-trans retinoic acid 

RHD 
Αυτοτελής δομική περιοχή  

ομολογίας Rel  
Rel homology domain 

RIP 
Πρωτεΐνη αλληλεπίδρασης με 

υποδοχέα  
Receptor-interacting protein 

RNF146 
Κυτταροπλασματική Ε3-λιγάση της 

ουβικιτίνης  
Ring finger protein 146 

RNS Δραστικές ρίζες οξυγόνου αζώτου  Reactive nitrogen species 

ROS Δραστικές ρίζες οξυγόνου  Reactive oxygen species 

RSK1 
Κινάση 1 της ριβοσωμικής 

υπομονάδας 
Ribosomal subunit kinase-1 

SCF 
Λιγάση ουβικιτίνης τύπου Skp-

1/Cullins/F box  
Skp-1/Cullins/F box protein 

SOD Σουπεροξειδική δισμουτάση Superoxide dismutase 

-SOH Σουλφενικό οξύ  Sulfenic acid 

SSB Θραύσεις μονής αλυσίδας DNA Single-strand breaks 

TAD 
Περιοχή σχετιζόμενη με τη 

μεταγραφή  
Transactivation domain 

TAK1 
Επαγόμενη-από τον τροποποιητικό 

αυξητικό παράγοντα β-κινάση 1 

Transforming growth factor beta-

activated kinase 

TANK 

Ενεργοποιητής ΝF-κΒ 

σχετιζόμενος με μέλος της 

οικογένειας ΤRAF  

ΤRAF family member associated ΝF-

κΒ activator 

TBK1 Κινάση που προσδένει τον ΤΑΝΚ 
ΤRAF family member associated ΝF-

κΒ activator (TANK) binding kinase 

TNF Παράγοντας νέκρωσης όγκων Tumor necrosis factor  

TNFR 
Υποδοχέας παράγοντα νέκρωσης 

όγκων 
Tumor necrosis factor receptor 

TRADD 
Πρωτεΐνη σχετιζόμενη με τον 

TNFR1 με περιοχή θανάτου  

TNFR1-associated death domain 

protein 
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TRAF 
Παράγοντας που σχετίζεται με τον 

ΤΝFR  
TNF receptor-associated factor 

TRAIL 
TNF-σχετιζόμενος προσδέτης- 

επαγωγέας της απόπτωσης 

TNF-related apoptosis-inducing 

ligand 

Trx Θειορεδοξίνη  Thioredoxin 

TSA Τριχοστατίνη Α  Trichostatin A 

XIAP 
X-συνδεόμενος πρωτεϊνικός 

αναστολέας της απόπτωσης 
X-linked inhibitor of apoptosis protein 

β-ΤrCP 
F-box πρωτεΐνη 1Α με επαναλήψεις 

τρυπτοφάνης/ασπαρτικού 

F-box/WD repeat-containing protein 

1A 
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Περίληψη 

Το οξειδωτικό στρες στην καρδιά σχετίζεται με την παθογένεια πολλών 

καρδιαγγειακών νόσων. Μια σοβαρή επίπτωση του παρατεταμένου οξειδωτικού στρες 

στον καρδιακό μυ είναι η απόπτωση των καρδιακών μυοκυττάρων. Ο μεταγραφικός 

παράγοντας NF-κΒ φαίνεται να εμπλέκεται σε διάφορες καρδιαγγειακές ασθένειες, 

όμως δεν έχει εξακριβωθεί πλήρως ο ρόλος του σε αυτές. Στην παρούσα διπλωματική 

εργασία διερευνήσαμε τον ρόλο του NF-κΒ στην απόπτωση που επάγεται κατά την 

επίδραση με Η2Ο2 σε καρδιακούς μυοβλάστες της κυτταρικής σειράς Η9c2. Στη 

συνέχεια, προσπαθήσαμε να συσχετίσουμε την ενεργοποίηση του με τα μονοπάτια των 

MAPKs, ERKs, JNKs και p38 MAPK στις ίδιες συνθήκες, με τη χρήση ειδικών για την 

κάθε κινάση αναστολέων. Τέλος, για να εξακριβώσουμε τη συσχέτιση του NF-κΒ με 

την απόπτωση χρησιμοποιήσαμε τον αναστολέα του, κουρκουμίνη, σε συγκεντρώσεις 

0,1-1μΜ και μελετήσαμε την απόκριση των καρδιακών κυττάρων στο Η2Ο2. Από τα 

αποτελέσματα προέκυψε ότι το Η2Ο2 συγκέντρωσης 400μΜ επάγει την απόπτωση 

στους καρδιακούς μυοβλάστες και ενεργοποιεί τον μεταγραφικό παράγοντα ΝF-κΒ. 

Επιπλέον, στις ίδιες συνθήκες, παρατηρήσαμε αύξηση στα επίπεδα των p-JNKs, p-p38 

MAPK και p-ERKs, ενώ με τη χρήση των αναστολέων PD98059, SB203580 και 

SP600125, παρεμποδίστηκε η παρατηρούμενη από το Η2Ο2 φωσφορυλίωση του NF-

κΒ. Μάλιστα, διαπιστώθηκε ότι οι αναστολείς PD98059 και Η89 παρεμποδίζουν την 

απόπτωση των κυττάρων. Τέλος, η κουρκουμίνη σε δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις, 

0,1μΜ και 1μΜ, εκτός από την αναστολή της φωσφορυλιώσης της p65 υπομονάδας 

του μεταγραφικού παράγοντα, συντέλεσε και στην αναστολή της απόπτωσης. 

Συνολικά, τα αποτελέσματα μας συνηγορούν στο ότι ο NF-κΒ στις δεδομένες συνθήκες 

δρα προ-αποπτωτικά και μάλιστα η ενεργοποίηση του σχετίζεται με τα αναρροϊκά 

μονοπάτια των MAPKs. Επιπλέον, διαπιστώσαμε τον αντι-οξειδωτικό και αντι-

αποπτωτικό ρόλο της κουρκουμίνης στα καρδιακά κύτταρα μέσω ενός μηχανισμού που 

περιλαμβάνει την αναστολή του NF-κΒ, καθιστώντας την πιθανή ουσία με 

προστατευτική δράση έναντι του οξειδωτικού στρες στην καρδιά.  
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I. Εισαγωγή  

 

I.Α. Οξειδωτικό στρες 

Το μεγαλύτερο ποσοστό του οξυγόνου που καταναλώνεται από τα κύτταρα, 

ανάγεται σε H2O, μέσω της αναπνευστικής αλυσίδας. Η διαδικασία αυτή λαμβάνει 

χώρα στα μιτοχόνδρια και βασικό ένζυμο που καταλύει την αντίδραση είναι η 

κυτοχρωμική οξειδάση. Υπό φυσιολογικές συνθήκες, οι κύριες πηγές παραγωγής  

ελευθέρων ριζών οξυγόνου είναι η διαρροή ηλεκτρονίων από τις μιτοχονδριακές 

αλυσίδες μεταφοράς ηλεκτρονίων, η φαγοκυττάρωση και τα ενδογενή ενζυμικά 

συστήματα. (Akopova et al., 2012). Είναι πλέον γνωστό ότι οι ελεύθερες ρίζες 

αποτελούν προϊόντα του φυσιολογικού κυτταρικού μεταβολισμού και παίζουν διττό 

ρόλο: άλλοτε είναι ευεργετικές για τα κύτταρα και τους οργανισμούς και άλλοτε 

βλαπτικές και τα κύτταρα, για να καταφέρουν να επιβιώσουν, έχουν αναπτύξει μια 

σειρά από αμυντικά συστήματα (Ray et al., 2012). Η σύσταση και η διάρθρωση των 

αντιοξειδωτικών μηχανισμών διαφέρει όχι μόνο μεταξύ των διαφόρων ιστών αλλά 

ακόμα και μεταξύ διαφόρων τύπων κυττάρων του ίδιου ιστού. 

Οι οικογένειες των ενζύμων, δισμουτάση του σουπεροξειδίου (superoxide 

dismutase, SOD), καταλάση (catalase, CAT), υπεροξειδάση της γλουταθειόνης 

(glutathione peroxidase, GPx) και υπεροξυρεδοξίνη (peroxyredoxin, Prx), αποτελούν 

την πρώτη και κύρια γραμμή άμυνας εναντίον της οξειδωτικής πίεσης. Η συντονισμένη 

δράση τους έχει ως αποτέλεσμα την τελική αναγωγή του Ο2 σε Η2Ο, χωρίς 

ανεξέλεγκτες οξειδώσεις των κυτταρικών συστατικών. Εκτός από τα κύρια αυτά 

αμυντικά ένζυμα, υπάρχει και μια πλειάδα άλλων ενζύμων τα οποία είτε αναστέλλουν 

τη δημιουργία ελευθέρων ριζών σε συγκεκριμένες περιπτώσεις, είτε είναι 

υποβοηθητικά για τη δράση των παραπάνω ενζύμων, είτε, τέλος, βοηθούν στην 

επιδιόρθωση των κυτταρικών συστατικών που έχουν οξειδωθεί (Dan et al., 2015). 

Παρ’ όλη την αφθονία των παραπάνω ενζυμικών συστημάτων σε όλους τους 

ιστούς και τα κύτταρα των αερόβιων οργανισμών, είναι γεγονός ότι ορισμένες 

ελεύθερες ρίζες μπορούν να σχηματιστούν και να αρχίσουν αλυσιδωτές αντιδράσεις. 

Σ’ αυτήν την περίπτωση, είναι απαραίτητες αντιοξειδωτικές ενώσεις μικρού μοριακού 

βάρους, οι οποίες είναι ικανές να εξουδετερώνουν τις δραστικές ελεύθερες ρίζες και να 

αναστέλλουν τις βλάβες που προκαλούν. Οι ενώσεις αυτές ονομάζονται 

αντιοξειδωτικά. Οι σημαντικότερες αντιοξειδωτικές ενώσεις που διαθέτει ο 

οργανισμός είναι η α-τοκοφερόλη (βιταμίνη Ε) και το ασκορβικό οξύ (βιταμίνη C) 

(Valko et al., 2007). 

 

 

I.Α.1 Χημεία Η2Ο2 

Με χημικούς όρους, το Η2Ο2 είναι ελάχιστα δραστικό· μπορεί να δράσει είτε 

ως ήπιο οξειδωτικό είτε ως ήπιο αναγωγικό, αλλά δεν οξειδώνει την πλειονότητα των 

βιολογικών μορίων, συμπεριλαμβανομένων των λιπιδίων, του DNA και των 

πρωτεϊνών. Εξαίρεση αποτελούν εκείνες οι πρωτεΐνες που φέρουν πολύ δραστικές 

σουλσφιδρυλικές ομάδες. Ωστόσο, το Η2Ο2 προκαλεί προβλήματα στους οργανισμούς 

λόγω της αλληλεπίδρασης του με μέταλλα, κυρίως τον ανηγμένο δισθενή σίδηρο Fe2+ 

ή τον χαλκό Cu+, και της μετέπειτα μετατροπής του σε πολύ δραστικές ρίζες 
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υδροξυλίου ΗΟ·. In vivo, ο σίδηρος είναι συζευγμένος με πρωτεΐνες της αίμης- όπως 

αιμοσφαιρίνη, τρανσφερίνη, φερριτίνη και λακτοφερίνη- επομένως δεν αλληλεπιδρά 

με το Η2Ο2. Στις περιπτώσεις όμως, που η συγκέντρωση του Η2Ο2 είναι υψηλή, 

επάγεται η απελευθέρωση του σιδήρου από τις πρωτεΐνες αυτές (Halliwell et al., 2000). 

Επομένως, ο ρυθμιστικός ρόλος του Η2Ο2 υφίσταται όταν οι συγκεντρώσεις του είναι 

χαμηλές λόγω της οξείδωσης σουλφιδρυλομάδων, ενώ σε υψηλές συγκεντρώσεις 

επέρχεται κυτταρικός θάνατος, είτε απόπτωση, είτε νέκρωση εξαιτίας της παραγωγής 

δραστικών ριζών HO· μέσω της αντίδρασης Fenton : 

Fe2+ + H2O2 ενδιάμεσα σύμπλοκα Fe3+ + HO· + HO- 

Η οξείδωση των σουλφιδρυλομάδων δεν είναι μια απλή διαδικασία καθώς 

μπορούν να πραγματοποιηθούν διαφορετικά επίπεδα οξείδωσης, ανάλογα με τις 

οξειδωτικές συνθήκες που επιβάλλονται στο κύτταρο. Τα δραστικά κατάλοιπα 

κυστεΐνης των πρωτεϊνών έχουν χαμηλό pKa και βρίσκονται στην θειολική μορφή (S-

) σε ουδέτερο pH. Έτσι, αποτελούν στόχο του Η2Ο2 με αποτέλεσμα, η οξείδωση τους 

να οδηγεί σε μεταβολές στη δομή και την λειτουργία των πρωτεϊνών που τα φέρουν. 

Οι σουλφιδρυλική ομάδα ενός καταλοίπου κυστεΐνης, μπορεί να οξειδωθεί προς 

σουλφενικό οξύ (-SOH), το οποίο, όντας ασταθές, μπορεί να αντιδράσει με μια 

γειτονική θειόλη, όπως της γλουταθειόνης (glutathione, GSH). Η GSH ανάγει το  

σουλφενικό οξύ με S-γλουταθειονυλίωση, με αποτέλεσμα το σχηματισμό ενός 

δισουλφιδικού δεσμού μεταξύ της ομάδας SH της GSH και της ομάδας SH της 

οξειδωμένης πρωτεΐνης. Η διαδικασία που  περιεγράφηκε είναι αντιστρεπτή και 

συμβαίνει και υπό φυσιολογικές συνθήκες μέσα στο κύτταρο. Ωστόσο, αποτελεί μια 

πρώιμη απόκριση του κυττάρου στο οξειδωτικό στρες και επηρεάζει το οξειδωτικό 

φορτίο του (Schafer & Buettner, 2001; Thannickal & Fanburg, 2000). Η αναγωγή των 

δισουλφιδίων που αναφέρθηκαν εξαρτάται από τη δεξαμενή φωσφορικού 

νικοτιναμιδο-αδενινο-δινουλεοτιδίου (adenine nicotinamide dinucleotide phosphate, 

NADPH). Το καλύτερο παράδειγμα ρύθμισης μέσω του σχηματισμού του σουλφενικού 

οξέος, είναι η παρεμπόδιση των πρωτεϊνικών φωσφατασών τυροσίνης (Protein tyrosine 

phosphatases, PTPs), το οποίο συνεπάγεται αυξημένα επίπεδα φωσφορυλιωμένων 

πρωτεϊνών σε κατάλοιπα τυροσίνης, γεγονός που συνδέεται άρρηκτα με τη μεταγωγή 

σήματος (Lee et al., 1998). Επιπλέον, αν στην ίδια πρωτεΐνη υπάρχουν τουλάχιστον 

δύο κατάλοιπα κυστεΐνης, τότε, μπορεί να οξειδωθούν από το Η2Ο2 σχηματίζοντας 

ενδομοριακούς δισουλφιδικούς δεσμούς. Αυτό θα έχει ως αποτέλεσμα την αλλαγή της 

στερεοδιάταξης και ακολούθως της λειτουργίας της πρωτεΐνης. 

Συνεπώς, ανάλογα με την συγκέντρωση του Η2Ο2, προκύπτουν και διαφορετικά 

επίπεδα οξείδωσης των δραστικών καταλοίπων κυστεΐνης, οδηγώντας σε πληθώρα 

δομικών και άρα λειτουργικών τροποποιήσεων των πρωτεϊνών. Καθώς το Η2Ο2 

αυξάνεται, αυξάνονται αναλογικά και οι δραστικές ρίζες οδηγώντας σε βλάβες.  

Το Η2Ο2, ενώ μπορεί να προκύψει από ποικίλες πηγές, το μεγαλύτερο ποσοστό 

παράγεται μέσω των δισμουτασών σουπεροξειδίου (SOD) από το Ο2
-·. Τα Ο2·- 

παράγονται με τη σειρά τους σε διάφορες υποκυτταρικές θέσεις όπως τα μιτοχόνδρια, 

το ενδοπλασματικό δίκτυο, το κυτταρόπλασμα και την πλασματική μεμβράνη. Η 

παραγωγή των δραστικών ριζών οξυγόνου έχει συσχετιστεί με την εξουδετέρωση 
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παθογόνων μικροοργανισμών στα φαγοσώματα (Karlsson & Dahlgren, 2002), ενώ 

ειδικά το Η2Ο2 φαίνεται να εμπλέκεται σε πληθώρα διαδικασιών μεταγωγής σήματος.  

 

Εικόνα Ι.1 Πηγές και δεξαμενές Η2Ο2. Το H2O2 σχηματίζεται κυρίως από ρίζες Ο2
·- με τη 

δράση των δισμουτασών σουπεροξειδίου, είτε στα μιτοχόνδρια (MnSOD), είτε στο 

κυτταρόπλασμα (CuZnSOD), είτε εξωκυτταρικά. Το Ο2
·- παράγεται υπό φυσιολογικές 

μεταβολικές διαδικασίες, όπως κατά την αναπνοή στην αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων στα 

μιτοχόνδρια, ή από τη δραστηριότητα ενζύμων πχ P450 (ενδοπλασματικό δίκτυο και 

μιτοχόνδρια), οξειδάση της ξανθίνης (κυτταρόπλασμα) και οξειδάση NADPH (πλασματική 

μεμβράνη). Άμεση παραγωγή Η2Ο2, πραγματοποιείται μέσα στα υπεροξυσώματα αλλά και στο 

ενδοπλασματικό δίκτυο, όπου οι σουλφιδρυλικές οξειδάσες εισάγουν δισουλφιδικούς δεσμούς 

κατά το δίπλωμα των πρωτεϊνών. Οι ενδοκυτταρικές συγκεντρώσεις του Η2Ο2, ελέγχονται από 

τα ένζυμα καταλάσες, υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης (GPxs) και τις υπεροξυρεδοξίνες 

(Prx). Η αναγωγή του Η2Ο2 που καταλύεται από τις GPx και Prx εξαρτάται από την 

γλουταθειόνη (GSH) και την ανηγμένη θειορεδοξίνη (Trx2SH) οι οποίες με τη σειρά τους 

παραμένουν στην ανηγμένη τους δομή μέσω των ΝADPH-εξαρτώμενων ενζύμων, GSSG 

αναγωγάση, και αναγωγάση Trx. TrxS-S: οξειδωμένη θειορεδοξίνη, Trx2SH: ανηγμένη 

θειορεδοξίνη, GSH: ανηγμένη γλουταθειόνη, GSSG: οξειδωμένη γλουταθειόνη, Prx2SH: 

ανηγμένη υπεροξυρεδοξίνη, PrxS-S: οξειδωμένη υπεροξυρεδοξίνη, CAT: καταλάση (Oliveira-

Marques et al., 2009b) 
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Ι.Α.2 Ρόλος ROS στη καρδιά 

Η καρδιά αποτελεί ένα από τα όργανα με τη μεγαλύτερη κατανάλωση 

οξυγόνου. Όπως είναι αναμενόμενο, ο μεταβολισμός του οξυγόνου, η παραγωγή 

δραστικών ριζών του και η «οξειδοαναγωγική σηματοδότηση» σχετίζονται με την 

προσαρμογή της καρδιάς σε διάφορους τύπους φυσιολογικού και παθολογικού στρες 

(Santos et al., 2011). Λόγω της κρίσιμης λειτουργίας που επιτελεί, η καρδιά μπορεί να 

προσαρμόσει προσωρινά τη συστολική της λειτουργία αλλά και να πραγματοποιήσει 

χρόνια τροποποίηση της δομής και της λειτουργίας της ώστε να ανταποκριθεί σε 

συνεχόμενη πίεση. Χαρακτηριστικό παράδειγμα της χρόνιας αναδιαμόρφωσης 

(remodeling) είναι η αύξηση του μεγέθους των καρδιακών μυοκυττάρων και του 

κοιλιακού τοιχώματος (καρδιακή υπερτροφία), ενώ το διαρκές στρες μπορεί να 

οδηγήσει σε ανεπανόρθωτη δομική και συστολική δυσλειτουργία, όπως για 

παράδειγμα, καρδιακή ανεπάρκεια. Είναι πλέον γνωστό, ότι στις παραπάνω 

διαδικασίες, κυρίαρχο ρόλο παίζουν τα οξειδοαναγωγικά μονοπάτια μεταγωγής 

σήματος (Shah & Mann, 2011). 

Μερικές από τις κύριες πηγές δραστικών ριζών οξυγόνου (reactive oxygen 

species, ROS) είναι τα πολυάριθμα μιτοχόνδρια, οι NADPH οξειδάσες (NADPH 

oxidases, Νοxs), οι μη συζευγμένες ΝΟ συνθάσες, η οξειδάση της ξανθίνης και οι 

μονοαμινο-αξειδάσες (Burgoyne et al., 2012). Όσον αφορά στα μιτοχόνδρια, η 

παραγωγή των ROS πραγματοποιείται σε διάφορα στάδια κατά την αναγωγή του Ο2 σε 

Η2Ο στην αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων (Electron transport chain, ECT), κάτι που 

έχει συσχετιστεί με την ισχαιμία/επανοξυγόνωση (Ischemia reperfusion, Ι/R). Ως 

κύτταρα με έντονη μεταβολική δραστηριότητα, τα καρδιακά κύτταρα διατηρούν 

υψηλά επίπεδα φωσφοκρεατίνης και τριφωσφορικής αδενοσίνης (adenosine 

triphosphate, ΑΤΡ), τα οποία είναι απαραίτητα για την διαρκή καρδιακή λειτουργία. Η 

πολύπλοκη διαδικασία παραγωγής ΑΤΡ από ανθρακικό υπόστρωμα, που στην καρδιά 

είναι κυρίως τα λιπαρά οξέα, μπορεί να οδηγήσει στην παραγωγή δραστικών ριζών 

οξυγόνου και δραστικών ριζών αζώτου (reactive nitrogen species, RNS). Οι ROS 

παράγονται κυρίως με τη μορφή σουπεροξειδίου (Ο2
-) ενώ οι RNS με τη μορφή 

υπεροξυνιτρώδους ανιόντος (ΟΝΟΟ-). Το Ο2
- παράγεται από την μη ολική αναγωγή 

του μοριακού οξυγόνου κυρίως στα σύμπλοκα Ι και ΙΙΙ και είναι έντονα δραστικό 

(Murphy, 2009). 

Υπό φυσιολογικές συνθήκες, το Ο2
·- ανάγεται στα μιτοχόνδρια, είτε 

αυθόρμητα, είτε με τη δράση της εξαρτώμενης από μαγγάνιο δισμουτάσης του 

σουπεροξειδίου (manganese-dependent superoxide dismutase, MnSOD) σε 

υπεροξείδιο του υδρογόνου. Για την αποφυγή οξειδωτικού στρες, το Η2Ο2 που 

εξέρχεται από το μιτοχόνδριο στο κυτταρόπλασμα, διασπάται σε Ο2 και Η2Ο. Το πρώτο 

ένζυμο που βρέθηκε να καταλύει αυτήν την αντίδραση είναι η καταλάση, η οποία 

εντοπίζεται σε όλα τα κύτταρα, ενώ στα θηλαστικά βρίσκεται μέσα στα 

υπεροξυσώματα (Santos et al., 2011). Το 1957 βρέθηκε και η κλασική GPx, η οποία 

καταλύει την αναγωγή Η2Ο2 μέσω της GSH (MILLS, 1957). Εκτός από τις 2 αυτές 

«κλασικές» οικογένειες ενζύμων εξουδετέρωσης του Η2Ο2, υπάρχει ακόμη μια, οι Prxs, 

οι οποίες διαθέτουν 2 ανηγμένα κατάλοιπα κυστεΐνης στο ενεργό τους κέντρο που είναι 

υπεύθυνα για την αναγωγή του Η2Ο2, ενώ η μετέπειτα αναγωγή των ενδομοριακού 

δισουλφιδικού δεσμού που σχηματίζεται, συμβαίνει μέσω της θειορεδοξίνης (Wood et 
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al., 2003). Επομένως, λόγω της πληθώρας των ενδογενών μηχανισμών προστασίας που 

διαθέτουν τα κύτταρα, καταφέρνουν και διατηρούν την ομοιόσταση του Η2Ο2.   

Ωστόσο, σε ορισμένες περιπτώσεις, η μιτοχονδριακή παραγωγή ROS ξεπερνά 

την ικανότητα εξουδετέρωσης τους, δηλαδή την αντιοξειδωτική ικανότητα, όπως για 

παράδειγμα στις περιπτώσεις οξειδωτικού στρες που ακολουθεί την Ι/R μετά από 

ανακοπή (Supinski, Murphy, & Callahan, 2009). Ένας από τους κυρίαρχους 

παράγοντες που καθιστούν τα καρδιακά κύτταρα ευάλωτα σε οξειδωτικές βλάβες είναι 

η ύπαρξη πολυάριθμων μιτοχονδρίων, αφού τουλάχιστον το 30% της 

κυτταροπλασματικής περιοχής καλύπτεται από τα οργανίδια αυτά. Από την άλλη, η 

παραγωγή των ROS μέσω των μονοαμινο-οξειδασών φαίνεται να εμπλέκεται στην 

καρδιακή ανεπάρκεια. Ωστόσο, τα καρδιακά μυοκύτταρα φέρουν προστατευτικούς 

μηχανισμούς έναντι του οξειδωτικού στρες που ανταποκρίνονται ταχύτατα και 

εξασφαλίζουν την επιβίωση τους. Τέτοιοι μηχανισμοί, επάγουν διαδικασίες επιβίωσης, 

προστασίας και αποτροπής της απόπτωσης ή/και νέκρωσης. 

Γενικώς, είναι γνωστό πως το οξειδωτικό φορτίο του κυττάρου επηρεάζει 

διάφορα μόρια που σχετίζονται με την μεταγωγή σήματος, όπως είναι οι μικρές G 

πρωτεΐνες Ras, κινάσες όπως οι ρυθμιζόμενες από εξωκυτταρικά σήματα κινάσες  

(extracellular signal–regulated kinases, ERK1/2), η p38 MAPK, η πρωτεϊνική κινάση 

C (protein kinase C, PKC) και η Akt, καθώς και  μεταγραφικούς παραγόντες όπως η 

πρωτεΐνη ενεργοποιητής (activator protein 1, AP-1) και ο πυρηνικός παράγοντας-

ενισχυτής της κ ελαφριάς αλυσίδας των ενεργοποιημένων Β κυττάρων (nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NF-κΒ). Ακόμη, οι Νοxs που 

αποτελούν οικογένεια ενζύμων εξειδικευμένη στην παραγωγή ROS, παίζουν κυρίαρχο 

ρόλο στην οξειδοαναγωγική σηματοδότηση. Τα ένζυμα αυτά χρησιμοποιούν το 

NADPH ως δότη ηλεκτρονίων ώστε να καταλυθεί η αναγωγή του O2 σε Ο2
·-/Η2Ο2. Ο 

ρόλος τους στην οξειδοαναγωγική σηματοδότηση φαίνεται από την ειδική 

ενεργοποίηση τους από ποικίλα μόρια, από την παραγωγή ROS σε διακριτές 

υποκυτταρικές θέσεις αλλά και από τον συνεντοπισμό τους με διάφορους 

σηματοδοτικούς στόχους (Lassegue et al., 2012). Στην καρδιά, έχει βρεθεί πως η 

εξαρτώμενη από τη Nox2 ενεργοποίηση των ERK1/2 και Akt, εμπλέκεται στην 

ανάπτυξη υπερτροφικής καρδιοπάθειας επαγόμενης από ανταγωνιστή των υποδοχέων 

συζευγμένων με G πρωτεΐνες (G protein–coupled receptors, GPCRs) (Burgoyne et al., 

2012). Επιπλέον, η επαγωγή της απόπτωσης μέσω των AP-1 και p38 MAPK/JNK (c-

Jun N-terminal kinases) πιθανότατα με τη μεσολάβηση της Nox2, συμβάλλει στον 

κυτταρικό θάνατο των καρδιακών μυοκυττάρων και την αναδιαμόρφωση των κοιλιών 

στην καρδιακή ανεπάρκεια (Yamaguchi et al., 2003). 

Ακόμη, η θειορεδοξίνη (thioredoxin, Trx) , είναι ένα μόριο απαραίτητο για τη 

ρύθμιση της οξειδοαναγωγής των πρωτεϊνικών θειολών. Φέρει δύο συντηρημένες 

κυστεΐνες, οι οποίες μπορούν να σχηματίσουν ενδομοριακό δισουλφιδικό δεσμό. Η Trx 

ανάγει τις οξειδωμένες θειόλες των πρωτεϊνών-στόχων, μέσω αλληλεπίδρασης 

πρωτεΐνης-πρωτεΐνης, με αποτέλεσμα να οξειδώνεται η ίδια. Στη συνέχεια, ανάγεται 

ξανά από την αντίστοιχη αναγωγάση μέσω αντίδρασης που εξαρτάται από το NADPH 

και το φλαβιν-αδενινο-δινουκλεοτίδιο (flavin adenine dinucleotide, FAD) . Επομένως, 

οι Trxs και οι υπεροξυρεδοξίνες, οι οποίες αλληλεπιδρoύν ιδιαίτερα με το H2O2, 

μπορούν να λειτουργήσουν ως τελεστές στην μετάδοση των σημάτων από αυτό 
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(Sobotta et al., 2015). Δυσλειτουργία των Trx1/2 σχετίζεται με την αυξημένη 

παραγωγή ROS και την καρδιακή αναδιαμόρφωση, ενώ από την άλλη, υπερέκφραση 

της Trx1 επάγει την καρδιακή υπετροφία (Stanley et al., 2011). 

 

Ι.Α.3 ROS και μεταγωγή σήματος 

Πληθώρα εργασιών αναφέρουν το ρόλο των δραστικών ριζών οξυγόνου, των 

υπεροξειδίων και άλλων δραστικών ριζών που σχηματίζονται σε πρωτεΐνες, λιπίδια και 

μόρια DNA, σε μονοπάτια μεταγωγής σήματος.  

 

Ι.Α.3.1 ROS και σηματοδοτικά μονοπάτια στην καρδιά 

Έως σήμερα, έχει ταυτοποιηθεί πληθώρα μοριακών στόχων κατά την 

σηματοδότηση από τις δραστικές ρίζες οξυγόνου, σε περιπτώσεις όπως η καρδιακή 

ανεπάρκεια και άλλες καρδιακές δυσλειτουργίες. Tα στρεσογόνα ερεθίσματα που 

μπορεί να δεχτεί η καρδιά, τα κυρίαρχα σηματοδοτικά μόρια που επηρεάζονται, καθώς 

και τα μονοπάτια στα οποία εμπλέκονται, παρουσιάζονται στην εικόνα Ι.2. 

Συγκεκριμένα, το υπερμοριακό σύμπλοκο CaMKII, αποτελεί πολυ-λειτουργική 

κινάση, η οποία σχετίζεται με τον καρδιακό ρυθμό και την συστολή της καρδιάς. 

Οξείδωση της κινάσης αυτής φαίνεται να συμβάλλει στον αυξημένο κυτταρικό θάνατο 

των καρδιακών μυοκυττάρων και την καρδιακή ανεπάρκεια, ύστερα από έμφραγμα ή 

χρόνιο στρες από την αγγειοτενσίνη ΙΙ (Erickson et al., 2008). Η πρωτεϊνική κινάση G 

(protein kinase G, PKG) είναι μια ομοδιμερής κυτταροπλασματική κινάση, η οποία στα 

καρδιακά κύτταρα φέρει τουλάχιστον 5 κυστεΐνες που είναι ευάλωτες σε οξείδωση. Η 

οξείδωση αυτή μπορεί να οδηγήσει σε ενδομοριακούς δεσμούς που συνεπάγονται 

συνεχόμενη ενεργοποίηση της κινάσης. Η διαδικασία αυτή έχει συσχετιστεί με την 

καρδιακή ανεπάρκεια επαγόμενη από το αιμοδυναμικό στρες (Nakamura et al., 2015). 

Από την άλλη, η ετεροτετραμερής κινάση PKA ενεργοποιείται από τη κυκλική 

μονοφωσφορική αδενοσίνη (cyclic adenosine monophosphate, cAMP) και αποτελεί 

κεντρικό ρυθμιστή της καρδιακής συστολής. Οξείδωση της, οδηγεί σε συνεχή 

ενεργοποίηση της απουσία cAMP γεγονός που έχει συσχετιστεί με την αγγειογένεση 

και την ισχαιμία (Burgoyne et al., 2015). Τα ένζυμα που έχουν αυτοτελή δομική 

περιοχή υδροξυλάσης προλίνης (Prolyl hydroxylase domain, PHD enzymes), 

χρησιμοποιούν το Ο2 για την υδροξυλίωση καταλοίπων προλίνης των πρωτεϊνών. Η 

υδροξυλίωση της προλίνης του επαγόμενου από την υποξία παράγοντα 1 (hypoxia 

inducible factor 1, HIF-1) επάγει την αποικοδόμηση του στο πρωτεάσωμα. Στην 

καρδιά, ο ΗIF-1, επάγεται σε συνθήκες υποξίας ή χρόνιας αιμοδυναμικής πίεσης και 

ενεργοποιεί διαδικασίες όπως η αγγειογένεση. Η υποξία και οι ROS μπορεί να 

μειώνουν τη δράση της PHD και άρα να επάγουν τον HIF-1, ο οποίος δρα 

προστατευτικά. Ωστόσο, παρατεταμένη αναστολή της PHD έχει συσχετιστεί με 

μυοκαρδιοπάθειες (Moslehi et al., 2010). Τέλος, οι επαγόμενες από μιτογόνα 

πρωτεϊνικές κινάσες (mitogen activated protein kinases, ΜΑPKs), ως κινάσες που 

επάγονται από το στρες, έχουν συσχετιστεί με την απόπτωση των καρδιακών κυττάρων 

εξαιτίας του οξειδωτικού στρες και με την αναδιαμόρφωση των κοιλιών κατά την 

καρδιακή ανεπάρκεια (Burgoyne et al., 2012).  
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Εικόνα Ι.2 ROS και σηματοδοτικά μονοπάτια στην καρδιά. Απεικονίζονται τα κυριότερα 

μόρια τελεστές που επάγονται εξαιτίας στρεσογόνων ερεθισμάτων καθώς και η εμπλοκή των 

δραστικών ριζών οξυγόνου (ROS) στα μονοπάτια που ενεργοποιούνται στην καρδιά (Santos et 

al., 2011).  

 

Ι.Α.3.2 ROS και ΜΑPKs 

Οι επαγόμενες από μιτογόνα πρωτεϊνικές κινάσες (mitogen-activated protein 

kinases, ΜΑPKs) περιλαμβάνουν τις ρυθμιζόμενες από εξωκυτταρικά σήματα κινάσες 

(extracellular signal–regulated kinases 1/2, ERK1/2), τις c-Jun αμινοτελικές κινάσες 

(c-Jun N-terminal kinases, JNKs), την p38 MAPK  και την μεγάλη MAP κινάση 1 (Big 

MAPK1/extracellular signal related kinase 5, ΒΜΚ1/ERK5), οι οποίες αποτελούν 

κινάσες σερίνης/θρεονίνης. Τα σηματοδοτικά μονοπάτια των MAP κινασών παίζουν 

κυρίαρχο ρόλο σε πληθώρα κυτταρικών διαδικασιών, όπως η κυτταρική αύξηση, η 

διαφοροποίηση, η ανάπτυξη, ο κυτταρικός κύκλος, η επιβίωση αλλά και ο κυτταρικός 

θάνατος (Zhang et al., 2016). Το γενικό μονοπάτι ενεργοποίησης των MAPKs 

περιλαμβάνει την αρχική ενεργοποίηση μιας κινάσης της  κινάσης της MAP κινάσης 

(MAP kinase kinase kinase, MAPKKK) από εξωκυτταρικό ή ενδοκυτταρικό σήμα, η 

οποία φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί μια κινάση της MAP κινάσης (MAP kinase 

kinase, MAPKK) που με τη σειρά της φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί μια MAPK. Οι 

ενεργοποιημένες ΜΑΡΚs, φωσφορυλιώνουν μια σειρά από υποστρώματα με 

αποτέλεσμα την ρύθμιση διαφόρων κυτταρικών δραστηριοτήτων (Kyriakis & Avruch, 

2001; Pimienta & Pascual, 2007).  

Το μονοπάτι των ERKs, επάγεται κυρίως από αυξητικούς παράγοντες και 

κυτταροκίνες, ενώ η ενεργοποίηση του σχετίζεται με την επαγωγή υποδοχέων-κινασών 
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τυροσίνης. H σύνδεση υποδοχέα-προσδέτη επάγει την αντικατάσταση της 

διφωσφορικής γουανοσίνης (guanosine diphosphate, GDP) της Ras με τριφωσφορική 

γουανοσίνη (guanosine triphosphate, GTP) και άρα την ενεργοποίηση της Ras. Αυτό 

έχει ως αποτέλεσμα την στρατολόγηση της κυτταροπλασματικής Raf (ΜΑΡΚΚΚ) 

στην πλασματική μεμβράνη. Η Raf φωσφορυλιώνει τις MEK1/2 (MAPK/ERK kinase, 

MAPKK), που με τη σειρά τους φωσφορυλιώνουν τις ERK1/2 (MAPK). Οι ERKs 

μετατοπίζονται στον πυρήνα και ενεργοποιούν διάφορους μεταγραφικούς παράγοντες 

(Ho et al., 1998). Οι ROS, φαίνεται να ενεργοποιούν τους υποδοχείς του επιδερμικού 

αυξητικού παράγοντα (epidermal growth factor, EGF) και του προερχόμενου από τα 

αιμοπετάλια αυξητικού παράγοντα (platelet-derived growth factor, PDGF), απουσία 

του προσδέτη, επάγοντας έτσι το επακόλουθο μονοπάτι ενεργοποίησης των ERKs (Lei 

& Kazlauskas, 2009; Leon-Buitimea et al., 2012). Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι 

επίδραση με Η2Ο2 οδηγεί στην φωσφορυλίωση και ενεργοποίηση της ισομορφής γ της 

φωσφολιπάσης C του φωσφοϊνοσιτιδίου (Phosphoinositide phospholipase Cγ, PLCγ) 

που συμμετέχει στην παραγωγή τριφωσφορικής ινοσιτόλης (inositol triphosphate, IP3) 

και διακυλογλυκερόλης (diacylglycerol, DAG). H IP3 συμβάλλει στην αύξηση του 

ενδοκυττάριου ασβεστίου και την μετέπειτα ενεργοποίηση των ΕRKs, ενώ η DAG και 

τα Ca2+ μεσολαβούν στην ενεργοποίηση της PKC, η οποία οδηγεί στην αύξηση της 

δράσης των Ras/Raf (Banan et al., 2001; Franklin et al., 2000). (Εικόνα Ι.3) 

To μονοπάτι των JNKs ενεργοποιείται από περιβαλλοντικές πιέσεις (πχ 

οξειδωτικό στρες) και κυτταροκίνες, και περιλαμβάνει αντίστοιχο καταρράκτη 

αντιδράσεων με αυτό των ERKs. MAPKKKs στο μονοπάτι αυτό είναι οι MEKK1, 

MEKK2, MEKK3, ΜΕΚΚ4, η κινάση-ρυθμιστής του αποπτωτικού σήματος 

(Apoptosis signal-regulating kinase, ΑSK) και η κινάση μικτής γραμμής (mixed 

lineage kinase, MLK), ενώ MAPKKs είναι οι ΜΚΚ3, ΜΚΚ4, ΜΚΚ6 και ΜΚΚ7 

(Davies & Tournier, 2012). Η εμπλοκή των ROS στο μονοπάτι, φαίνεται να σχετίζεται 

με τη δράση τους στη θειορεδοξίνη και την γλουταρεδοξίνη, οξειδοαναγωγικά-

ευαίσθητες πρωτεΐνες, ώστε αυτές να αποσυνδεθούν από την ASK-1 για την 

ενεργοποίηση της τελευταίας και άρα την επαγωγή των JNKs. Επιπλέον, οι ROS 

μπορεί να επάγουν την αποδέσμευση των JNKs από την S-τρανφεράση pi της 

γλουταθειόνης (Glutathione S-transferase P, GSTP), η οποία όταν αλληλεπιδρά με τις 

JNKs τις αναστέλλει. Ακόμη, οι ROS επιτρέπουν τον ολιγομερισμό και 

αυτοφωσφορυλίωση της ASK1, και άρα ενεργοποίηση της, μέσω οξείδωσης της 

θειορεδοξίνης η οποία προσδένεται στο αμινοτελικό άκρο της ASK1 και την 

αναστέλλει (Castro-Caldas et al., 2012; Katagiri et al., 2010). (Εικόνα Ι.3) Η 

μεσολαβούμενη, από τον υποδοχέα του παράγοντα νέκρωσης όγκων (tumor necrosis 

factor receptor, TNFR), ενεργοποίηση των JNKs θεωρείται ότι περιλαμβάνει, εν μέρει, 

ρίζες οξυγόνου, αφού αναστολείς των ριζών αυτών, εμποδίζουν την ενεργοποίηση των 

κινασών. Τέλος, είναι πιθανό ότι χαμηλά επίπεδα ROS, δεν επηρεάζουν την 

δραστικότητα φωσφατάσης, με αποτέλεσμα την παροδική ενεργοποίηση των JNKs. 

Αντιθέτως, υψηλότερα επίπεδα ROS μπορεί να απενεργοποιήσουν τις φωσφατάσες 

συμβάλλοντας σε παρατεταμένη ενεργοποίηση των JNKs. 

Το μονοπάτι της p38 ενεργοποιείται από εξωκυττάριες πιέσεις, αυξητικούς 

παράγοντες και κυτταροκίνες όπως ο παράγοντας νέκρωσης όγκων α και η 

ιντερλευκίνη 1β (tumor necrosis factor, ΤΝF-α, interleukin 1β, ΙL-1β). Η ενεργοποίηση 
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από τον TNFR περιλαμβάνει την πρωτεΐνη ελέγχου της κυτταρικής διαίρεσης (Cell 

division control protein 42, cdc42), ενώ από τους αυξητικούς παράγοντες τις Ras και 

Rac1. Οι μικρές G-πρωτεΐνες Rac1 και cdc42 ενεργοποιούν τις ASK1 και MLK3 που 

ενεργοποιούν απευθείας τις MKK3 και ΜΚΚ6. Οι τελευταίες φωσφορυλιώνουν την 

p38 σε κατάλοιπα τυροσίνης και θρεονίνης, με συνέπεια την ενεργοποίηση της. Κάποια 

αρχικά μόρια του μονοπατιού (πχ ASK1) είναι κοινά με το μονοπάτι των JNKs.  Το 

οξειδωτικό στρες επηρεάζει είτε άμεσα, είτε έμμεσα τις ASK1, MEKK1, MEKK2, 

MEKK3, MEKK4 και ΜLK3, συνεπώς και το μονοπάτι της p38 (Cuadrado & Nebreda, 

2010). (Εικόνα 1.3) 

H BMK1/ERK5 (Big mitogen-activated protein kinase 1, BMK1)/extracellular 

signal regulated kinase 5, ERK5) έχει συσχετιστεί με την κυτταρική επιβίωση, την αντι-

αποπτωτική σηματοδότηση, την αγγειογένεση, τη διαφοροποίηση και τον 

πολλαπλασιασμό, ενώ αποτελεί τη λιγότερο μελετημένη MAPK. Το Η2Ο2 μπορεί να 

επηρεάζει την BMK1 μέσω της άμεσης ενεργοποίησης των ΜΕΚΚ2-3. Έπειτα, 

ενεργοποιούνται οι ΜΕΚ5 και ΒΜΚ1 και η τελευταία δρα σε διάφορα υποστρώματα, 

όπως c-Myc και πιθανώς, Nrf2 (avian myelocytomatosis viral oncogene homolog, c-

Myc, Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2, Nrf-2). (Εικόνα 1.3) 

 

 

Εικόνα Ι.3 ROS και ΜΑPKs. Απεικονίζονται τα μονοπάτια ενεργοποίησης των μελών των 

MAPKs και ο ρόλος των δραστικών ριζών οξυγόνου σε αυτά (Jixiang Zhang et al., 2016).  
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Ι.Β Απόπτωση 

  
Ι.Β.1 Γενικά για την απόπτωση 

Ο προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος, ή απόπτωση, διακρίνεται βάσει 

συγκεκριμένων μορφολογικών και βιοχημικών χαρακτηριστικών. Αποτελεί κρίσιμη 

διαδικασία για την ανάπτυξη, την ομοιόσταση αλλά και την παθογένεια ποικίλων 

ασθενειών (Hotchkiss et al., 2009). Ο κυτταρικός θάνατος με την έννοια της 

απόπτωσης, εισήχθη για πρώτη φόρα το 1972 από τους Kerr και συνεργάτες, (Kerr et 

al., 1972) και έκτοτε, οι μελέτες που έχουν διεξαχθεί γύρω από το συγκεκριμένο θέμα, 

έχουν αποκαλύψει πληθώρα μηχανισμών, μορίων τελεστών και σηματοδοτικών 

μονοπατιών που εμπλέκονται στη διαδικασία αυτή. Αρχικά, ο ορισμός της απόπτωσης 

βασιζόταν σε μορφολογικά χαρακτηριστικά όπως η συμπύκνωση και κατάτμηση της 

χρωματίνης, συμπύκνωση του πυρηνοπλάματος και του κυτταροπλάσματος, η 

συρρίκνωση του κυττάρου και ο σχηματισμός των αποπτωτικών σωματιδίων τα οποία, 

τελικώς, φαγοκυτταρώνονται (Elmore, 2007b). Η φαγοκυττάρωση από γειτονικά 

φαγοκύτταρα ή παρεγχυματικά κύτταρα, είναι κρίσιμη ώστε να αποφευχθεί η 

φλεγμονή και η βλάβη στα περιβάλλοντα κύτταρα, ενώ το σήμα για την αναγνώριση 

των αποπτωτικών σωματιδίων είναι η εξωτερικευμένη φωσφατιδυλοσερινή 

(Arandjelovic & Ravichandran, 2015). Έπειτα, με την πρόοδο στις μελέτες των 

μηχανισμών που διέπουν το συγκεκριμένο φαινόμενο, οι διάφοροι τύποι κυτταρικού 

θανάτου διακρίνονται βάσει των βιοχημικών τους χαρακτηριστικών. Οι μοριακές 

αλλαγές που επάγονται κατά την απόπτωση, περιλαμβάνουν, κατά κύριο λόγο, μια 

σειρά από ελεγχόμενες θραύσεις πρωτεϊνών-στόχων που επιτελούν κρίσιμες 

λειτουργίες για τα κύτταρα, οι οποίες πραγματοποιούνται από μια ομάδα πρωτεασών 

σερίνης που ονομάζονται κασπάσες (Green & Llambi, 2015). Αν μπορούσε, λοιπόν, να 

δοθεί ένας ορισμός για την απόπτωση, αυτός θα αναφερόταν σε μια ελεγχόμενη, 

εξαρτώμενη από κασπάσες, προγραμματισμένη μορφή κυτταρικού θανάτου. Φυσικά, 

υπάρχουν κι άλλες μορφές κυτταρικού θανάτου, όπως ο αυτοφαγικός κυτταρικός 

θάνατος και η νέκρωση (Galluzzi et al., 2015). 

Οι μηχανισμοί της απόπτωσης είναι ιδιαίτερα πολύπλοκοι και περιλαμβάνουν 

ενεργειακά-εξαρτώμενους «καταρράκτες» μεταγωγής σήματος. Δύο είναι τα βασικά 

σηματοδοτικά μονοπάτια επαγωγής της απόπτωσης· το εσωτερικό ή μέσω υποδοχέα 

θανάτου και το εξωτερικό ή μιτοχονδριακό μονοπάτι (Sinha et al., 2013). Υπάρχουν, 

βέβαια, δεδομένα που υποστηρίζουν την αλληλεπίδραση των δύο αυτών μονοπατιών 

μέσω κοινών μορίων τελεστών. Ακόμη, αναφέρεται και η ύπαρξη ενός επιπρόσθετου 

αποπτωτικού μονοπατιού, το οποίο περιλαμβάνει την κυτταροτοξική δράση των Τ-

λεμφοκυττάρων και την εξόντωση του κυττάρου μέσω του μηχανισμού περφορίνης-

granzyme Α ή B (Voskoboinik et al., 2015). Και τα τρία μονοπάτια, συγκλίνουν τελικά 

στην ενεργοποίηση των κασπασών-εκτελεστών, οι οποίες είναι ουσιώδεις για την 

εκτέλεση της απόπτωσης, αφού προκαλούν τη θραύση πολλών πρωτεϊνών και 

συμβάλλουν στην αποσυγκρότηση του κυττάρου. Οι κασπάσες, εκφράζονται με τη 

μορφή ανενεργών προ-κασπασών σχεδόν σε όλα τα κύτταρα, ενώ μετά από σήμα 

απόπτωσης διασπώνται σε κασπάσες με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση τους. Έπειτα, 

διεγείρουν διαδοχικά κι άλλες κατταρροϊκές κασπάσες, επάγοντας έτσι έναν 

καταρράκτη πρωτεασών, ώστε το αρχικό σήμα της απόπτωσης να πολλαπλασιαστεί 

και να οδηγήσει, τελικά, σε ταχύ κυτταρικό θάνατο (Shalini et al., 2015). 
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Το εσωτερικό μονοπάτι, το οποίο ονομάζεται και μιτοχονδριακό, επάγεται από 

μια σειρά μη μεσολαβούμενων από υποδοχείς ερεθισμάτων όπως η έλλειψη αυξητικών 

παραγόντων, ορμονών και κυτταροκινών που αναστέλλουν την απόπτωση, οι 

ακτινοβολίες, οι τοξίνες, η υποξία, υπερθερμία, οι ιϊκές λοιμώξεις, και διάφορες 

ενδοκυτταρικές συνθήκες στρες, όπως το οξειδωτικό στρες, οι συγκεντρώσεις Ca2+ και 

οι βλάβες στο DNA (Vyas et al., 2013). Τα ερεθίσματα αυτά επάγουν ενδοκυτταρικά 

σήματα που μπορούν να οδηγήσουν σε αλλαγή της διαπερατότητας της εξωτερικής 

μιτοχονδριακής μεμβράνης, με το σχηματισμό σε αυτήν, πόρων· μια διαδικασία που 

μεσολαβείται από τα μόρια Bcl-2 σχετιζόμενη πρωτεΐνη Χ/Bcl-2 ομόλογη πρωτεΐνη 

ανταγωγιστής/«δολοφόνος» (Bcl-2-associated X protein/Bcl-2 homologous 

antagonist/killer, Bax/Bak). Ως αποτέλεσμα, διαταράσσεται το δυναμικό της 

μιτοχονδριακής μεμβράνης και  απελευθερώνεται κυτόχρωμα c από τα μιτοχόνδρια 

στο κυτοσόλιο. Το τελευταίο, σε συνδυασμό με τον παράγοντα 1 ενεργοποίησης της 

αποπτωτικής πρωτεάσης (Apoptotic protease activating factor 1, Apaf1) και την προ-

κασπάση 9, σχηματίζουν το αποπτώσωμα για την ενεργοποίηση της κασπάσης 9. Σε 

επόμενο χρόνο, αφού το κύτταρο καταδικαστεί σε θάνατο, απελευθερώνονται  από τα 

μιτοχόνδρια και άλλοι προ-αποπτωτικοί παράγοντες όπως ο παράγοντας επαγωγής της 

απόπτωσης (Apoptosis inducing factor, ΑΙF), η ενδονουκλεάση G και η 

ενεργοποιούμενη από κασπάση DNάση (Caspase-Activated DNase, CAD), οι οποίοι 

σχετίζονται με την θραύση του DNA (Sinha et al., 2013). Η ρύθμιση των παραπάνω 

διαδικασιών πραγματοποιείται μέσω των πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2, η οποία 

περιλαμβάνει τόσο προ-αποπτωτικά, όσο και αντι-αποπτωτικά μόρια (Siddiqui et al., 

2015).  

Από την άλλη, το εξωτερικό μονοπάτι, επάγεται από εξωκυτταρικά στρεσογόνα 

ερεθίσματα και μεσολαβείται από υποδοχείς θανάτου (death receptors, DR) (Vyas et 

al., 2013). Τα τρία βασικά μόρια-προσδέτες είναι ο TNF-α, ο προσδέτης του υποδοχέα 

Fas (Fas ligand, FasL) και ο σχετιζόμενος με τον TNF-προσδέτης που αποτελεί 

επαγωγέα της απόπτωσης (TNF-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL), οι οποίοι 

προσδένονται στους αντίστοιχους υποδοχείς τους, TNFR1, Fas και TRAILR1/2. Στη 

συνέχεια, οι υποδοχείς θανάτου προσελκύουν μόρια προσαρμογής που φέρουν τις 

περιοχές θανάτου, μέσω των οποίων αλληλεπιδρούν. Κατά τη σηματοδότηση που 

επάγεται από τον FasL, προσελκύεται το μόριο FADD που αποτελεί μια Fas 

σχετιζόμενη πρωτεΐνη με περιοχή θανάτου (Fas-associated protein with death domain, 

FADD). Ομοίως, από τον TNF-α προσελκύεται το μόριο TRADD, που είναι μια 

πρωτεΐνη σχετιζόμενη με τον TNFR1 με περιοχή θανάτου (TNFR1-associated death 

domain protein, TRADD), μέσω των FADD και μιας πρωτεΐνης αλληλεπίδρασης με 

υποδοχέα (receptor-interacting protein, RIP). Ο FADD, στη συνέχεια, συνδέεται με την 

προ-κασπάση 8 σε ένα συμπλόκο σηματοδοτικής επαγωγής θανάτου (death-inducing 

signaling complex, DISC), οδηγώντας στην αυτο-καταλυτική ενεργοποίηση της προ-

κασπάσης 8 σε κασπάση 8. Οι εναρκτήριες κασπάσες 8 και 9, επάγουν την περαιτέρω 

ενεργοποίηση των κασπασών-τελεστών 3, 6 και 7, με αποτέλεσμα την διάσπαση 

κρίσιμων κυτταρικών υποστρωμάτων και τελικώς, τον αποπτωτικό θάνατο του 

κυττάρου (Sinha et al., 2013). Η αναστολή του εξωτερικού μονοπατιού της απόπτωσης 

μπορεί να πραγματοποιηθεί μέσω μιας κυτταρικής πρωτεΐνης αναστολέα τύπου FLICE 

(FADD-like IL-1β-converting enzyme, c-FLIP), η οποία προσδένεται στο σύμπλοκο 

FADD/κασπάση-8, με αποτέλεσμα να το καθιστά ανενεργό.  

Τόσο το εξωτερικό, όσο και το εσωτερικό μονοπάτι της απόπτωσης 

καταλήγουν στην ενεργοποίηση κασπασών-εκτελεστών οι οποίες, ουσιαστικά, 
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σημαίνουν την έναρξη της φάσης της απόπτωσης. Οι εκτελεστικές κασπάσες 

ενεργοποιούν κυτταροπλασματικές ενδονουκλεάσες που διασπούν πυρηνικά υλικά, 

καθώς και πρωτεάσες που αποικοδομούν πυρηνικές και κυτταροσκελετικές πρωτεΐνες. 

Οι κασπάσες 3, 6 και 7 αποτελούν τις εκτελεστικές κασπάσες, οι οποίες διασπούν 

πληθώρα υποστρωμάτων με αποτέλεσμα τις μορφολογικές και βιοχημικές αλλαγές που 

χαρακτηρίζουν τα αποπτωτικά κύτταρα. Ιδιαίτερα η κασπάση 3, φαίνεται να είναι η 

σημαντικότερη εκτελεστική κασπάση και ενεργοποιείται από οποιαδήποτε από τις 

αρχικές κασπάσες 8,9, ή 10. Η δράση της σχετίζεται τόσο με την αποικοδόμηση του 

χρωμοσωμικού DNA μέσω της CAD, όσο και με την αναδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού και το σχηματισμό των αποπτωτικών σωματίων (Shalini et al., 2015). 

Το τελικό στάδιο της απόπτωσης είναι η εγκόλπωση των αποπτωτικών 

σωματίων από τα φαγοκύτταρα. Το σήμα για την φαγοκυττάρωση είναι η μετατόπιση 

της φωσφατιδυλοσερίνης από την εσωτερική πλασματική μεμβράνη, όπου βρίσκεται 

φυσιολογικά, στην εξωτερική, δηλαδή στην επιφάνεια των αποπτωτικών κυττάρων. Ο 

μηχανισμός μετατόπισης της φωσφατιδυλοσερίνης δεν έχει διαλευκανθεί πλήρως. 

Ωστόσο, σε ερυθροκύτταρα που υπόκεινται σε οξειδωτικό στρες, η εξωτερίκευση της 

φωσφατιδυλοσερίνης φαίνεται να ρυθμίζεται από τον Fas, την κασπάση-8 και την 

κασπάση-3, ενώ στα πρώιμα Τ-λεμφοκύτταρα η εξωτερίκευση της είναι ανεξάρτητη 

από κασπάσες (Kay & Grinstein, 2013).  

  

Ι.Β.2 Φυσιολογικός και παθολογικός ρόλος της απόπτωσης 

Η απόπτωση, φυσιολογικά, είναι εξίσου σημαντική με την επιβίωση και τον 

πολλαπλασιασμό των κυττάρων. Για να διατηρηθεί η ομοιόσταση οποιουδήποτε 

οργανισμού, καθημερινά προκύπτει ένας μεγάλος αριθμός κυττάρων ώστε να 

αντικατασταθούν τα αποπίπτοντα κύτταρα. Μάλιστα, ο αριθμός αυτός αυξάνεται όσο 

αυξάνονται και τα κύτταρα που υπόκεινται σε απόπτωση, είτε κατά τις φυσιολογικές 

διαδικασίες της ανάπτυξης και της γήρανσης, είτε σε περιπτώσεις ασθενειών (Elmore, 

2007a).  

 Η σημασία της απόπτωσης στις αναπτυξιακές διαδικασίες είναι 

αναμφισβήτητη. Για παράδειγμα, το νευρικό και το ανοσοποιητικό σύστημα 

σχηματίζονται μέσω υπερπαραγωγής κυττάρων στα οποία πρέπει, στη συνέχεια, να 

γίνει επιλογή εκείνων που είναι λειτουργικά ή σωστά εξειδικευμένα, αντίστοιχα. 

Επομένως, τα υπόλοιπα, πρέπει να απομακρυνθούν «αθόρυβα» από τον οργανισμό, 

γεγονός που επιτυγχάνεται μέσω της απόπτωσης (Nijhawan et al., 2000; Opferman & 

Korsmeyer, 2003). Επιπλέον, είναι κρίσιμη η απομάκρυνση εκείνων των κυττάρων του 

οργανισμού που έχουν προσβληθεί από παθογόνα, ώστε να επιτευχθεί η επούλωση 

τραυμάτων και να αποφευχθούν οι μολύνσεις (Greenhalgh, 1998). Ακόμη, στις 

περιπτώσεις κυττάρων του ανοσοποιητικού που αναγνωρίζουν και επιτίθενται σε εαυτά 

κύτταρα, είναι απαραίτητη η απομάκρυνση τους από τον οργανισμό, ώστε να 

αποφευχθούν αυτοάνοσες ασθένειες (Osborne, 1996). Τέλος, είναι γνωστό πως η 

αύξηση της ηλικίας σχετίζεται με την επαγόμενη από οξειδωτικό στρες γήρανση των 

κυττάρων, με αποτέλεσμα να αυξάνεται και ο ρυθμός απομάκρυνσης τους, μέσω της 

απόπτωσης (Ozawa, 1995).  
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 Είναι προφανές πως ο ρυθμός της απόπτωσης πρέπει να είναι αυστηρά 

ελεγχόμενος, καθώς διαταραγμένος κυτταρικός θάνατος μπορεί να επάγει παθολογικές 

καταστάσεις, στις οποίες συμπεριλαμβάνονται διάφορες αναπτυξιακές ανωμαλίες, 

αυτοάνοσα νοσήματα, νευροεκφυλιστικές ασθένειες και καρκίνος (Elmore, 2007a). 

Στον καρκίνο για παράδειγμα, που χαρακτηρίζεται από απορρύθμιση του κυτταρικού 

κύκλου και ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό των κυττάρων, η καταστολή της απόπτωσης 

αποτελεί κυρίαρχη «στρατηγική» των καρκινικών κυττάρων για την ανάπτυξη του 

όγκου (Abend, 2003). Από την άλλη, τα αυτοάνοσα νοσήματα, μπορεί να σχετίζονται 

είτε με την αναστολή της απόπτωσης, όπως στην περίπτωση του αυτοάνοσου 

λεμφοπολλαπλασιαστικού συνδρόμου (autoimmune lymphoproliferative syndrome, 

ALPS) (Worth et al., 2006), είτε με την ανεξέλεγκτη απόπτωση, όπως συμβαίνει στη 

επίκτητη ανοσολογική ανεπάρκεια (ΑΙDS) (Estaquier et al., 2013). Επιπροσθέτως, στις 

νευροεκφυλιστικές ασθένειες, όπως στην νόσο του Alzheimer, βασικό χαρακτηριστικό 

της παθογένειας της είναι η απόπτωση των νευρώνων (Ethell & Buhler, 2003). Τέλος, 

η μη ελεγχόμενη απόπτωση έχει συσχετιστεί εκτενώς με ποικίλες βλάβες που 

προκαλούνται από την ισχαιμία. Χαρακτηριστικό παράδειγμα, είναι η ισχαιμία του 

μυοκαρδίου που προκαλείται από ανεπαρκή αιμάτωση του μυ, με αποτέλεσμα τη 

μείωση της οξυγόνωσης και τον επικείμενο θάνατο των καρδιακών μυοκυττάρων 

(Hochhauser et al., 2003). Παρότι στην περίπτωση της παρατεταμένης ισχαιμίας 

παρατηρείται κυρίως νέκρωση, διάφορες θεραπείες που στοχεύουν στην αναστολή της 

απόπτωσης στον καρδιακό ιστό κατά την ισχαιμία, επιτυγχάνουν μείωση στην έκταση 

της καταστροφής του (Freude et al., 2000). 

 

Ι.Β.3 Απόπτωση στην καρδιά 

Το μυοκάρδιο αποτελείται από πλήρως διαφοροποιημένα καρδιακά 

μυοκύτταρα τα οποία είναι υπεύθυνα για την συσταλτική λειτουργία. Εφόσον η καρδιά 

έχει περιορισμένες δυνατότητες αναπλήρωσης των κυττάρων της, είναι σημαντικό να 

διατηρείται η μάζα του καρδιακού μυ, ώστε να επιτυγχάνεται και η σωστή του 

λειτουργία (Daniell, 2012). Επομένως, γίνεται εύκολα αντιληπτό ότι απώλεια των 

κυττάρων του, μέσω ανεξέλεγκτου κυτταρικού θανάτου, σχετίζεται άμεσα με 

παθολογικές καταστάσεις. Σε διαγονιδιακά ποντίκια με διαρκώς ενεργή κασπάση στο 

μυοκάρδιο, παρατηρήθηκε ότι το ποσοστό των κυττάρων που αποπίπτουν, αν και πάρα 

πολύ μικρό, είναι ικανό να προκαλέσει θανατηφόρο διατατική μυοκαρδιοπάθεια. 

Υποτέθηκε έτσι, ότι η απόπτωση των καρδιακών μυοκυττάρων αποτελεί μηχανισμό  

της παθογένειας της καρδιακής ανεπάρκειας (Wencker et al., 2003). Έπειτα, η 

αυξημένη απώλεια καρδιακών κυττάρων έχει συσχετιστεί έντονα και με άλλες 

καρδιαγγειακές ασθένειες  όπως είναι η ισχαιμία/επανοξυγόνωση (Ι/R) και το 

έμφραγμα (Appukuttan et al., 2012; Rosca et al., 2012; Skemiene et al., 2013), ενώ και 

άλλες μελέτες τονίζουν τον κρίσιμο ρόλο της απόπτωσης στην συμφορητική καρδιακή 

ανεπάρκεια. Η απώλεια των κυττάρων της καρδιάς συμβαίνει κυρίως μέσω απόπτωσης 

και νέκρωσης. Τόσο ή οξεία απώλεια σημαντικού αριθμού καρδιακών μυοκυττάρων, 

όσο και η χρόνια απώλεια μικρού αριθμού κυττάρων μέσω απόπτωσης, μπορεί να 

οδηγήσει στην ανάπτυξη καρδιακής ανεπάρκειας (Wencker et al., 2003). Επιπλέον, και 

η νέκρωση εξαιτίας της απορρύθμισης των επιπέδων του Ca2+ έχει συνδεθεί με την 

δυσλειτουργία της καρδιάς και την πρόοδο της καρδιακής ανεπάρκειας (Nakayama et 

al., 2007). Ανέκαθεν, έχει δοθεί μεγάλη σημασία στις πρωτεΐνες των μιτοχονδρίων 

καθώς και στα μόρια που εμπλέκονται στους μηχανισμούς κυτταρικού θανάτου, ώστε 

να εφαρμοστούν θεραπευτικές προσεγγίσεις έναντι των καρδιακών νόσων. Πληθώρα 
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μελετών που χρησιμοποιούν διάφορα μοντέλα, αποδεικνύουν την αύξηση του 

αποπτωτικού θανάτου των κυττάρων του μυοκαρδίου κατά την I/R. (Gottlieb et al., 

1994; Kim et al., 2003; Maulik et al., 1998) Οι Rosca και συνεργάτες έδειξαν ότι τόσο 

η πρόκληση ισχαιμίας/επανοξυγόνωσης, όσο η επίδραση με εξωγενή οξειδωτικά μόρια, 

προκαλούν την απόπτωση των καρδιακών μυοκυττάρων. Ωστόσο, στο ίδιο μοντέλο, 

δεν παρατηρήθηκε απόπτωση όταν προκλήθηκε ισχαιμία χωρίς επικείμενη 

επανοξυγόνωση. Επομένως, θεωρείται ότι η απόπτωση δεν επάγεται από την ισχαιμία 

αυτή καθαυτή, αλλά από τα περιβάλλοντα οξειδωτικά μόρια κατά την επανοξυγόνωση 

(Rosca et al., 2012).  

Τα τελευταία χρόνια, έχει γίνει σημαντική πρόοδος στη διαλεύκανση των 

μονοπατιών που διέπουν την απόπτωση των καρδιακών μυοκυττάρων. Η 

πολυπλοκότητα των μονοπατιών αυτών είναι ιδιαίτερα αυξημένη, αφενός διότι 

εμπλέκονται πολλά μόρια τελεστές κι αφετέρου διότι τα μονοπάτια αυτά διαπλέκονται 

κι αλληλεπιδρούν μεταξύ τους (Corbalan et al., 2016). Όσον αφορά στο εξωτερικό 

μονοπάτι της απόπτωσης, κατά την ισχαιμία του μυοκαρδίου εκκρίνεται TNF-α από τα 

περιβάλλοντα μαστοκύτταρα και μακροφάγα, ενώ ο παράγοντας αυτός συντίθεται και 

απελευθερώνεται και από τα ίδια τα καρδιακά μυοκύτταρα (Gilles et al., 2003). 

Επιπλέον, διαγονιδιακά ποντίκια με υπερέκφραση του TNF-α, έχει φανεί να 

αναπτύσσουν διατατική μυοκαρδιοπάθεια (Kubota et al., 1997). Από την άλλη, η 

ενεργοποίηση του μονοπατιού Fas/FasL, μέσω υπερέκφρασης τους FasL, επάγει την 

απόπτωση των κυττάρων της καρδιάς τόσο in vitro όσο και in vivo, ενώ ποντίκια με 

λεμφοπολλαπλασιαστική μεταλλαγή, lpr, που δεν εκφράζουν τον Fas εμφανίζουν 

μειωμένη απόπτωση και λιγότερα εμφράγματα κατά την I/R (Lee et al., 2003). Όσον 

αφορά στο εσωτερικό μονοπάτι, τα σημαντικά μόρια τελεστές που σχετίζονται με αυτό, 

φαίνεται να παίζουν κυρίαρχο ρόλο στο μυοκάρδιο. Πιο συγκεκριμένα, τα μέλη της 

οικογένειας Bcl-2 έχουν εντοπιστεί σε πολλά μοντέλα παθήσεων της καρδιάς 

(Gustafsson & Gottlieb, 2007). Υπερέκφραση μιας πρωτεΐνης που ανήκει στην 

οικογένειας Bcl-2 και αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη 19kDa Ε1Β του αδενοϊού 

(BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3, BNIP3), στα μυοκύτταρα 

οδηγεί σε μιτοχονδριακή δυσλειτουργία και κυτταρικό θάνατο (Hamacher-Brady et al., 

2007). Αποκοπή του γονιδίου που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη Puma (p53 upregulated 

modulator of apoptosis), μια πρωτεΐνη που επάγεται από την p53 και αποτελεί ρυθμιστή 

της απόπτωσης,  φαίνεται να μειώνει την απώλεια των καρδιακών κυττάρων και την 

απόκριση σε I/R (Toth et al., 2006). Ποντίκια στα οποία λείπει η Bax ή υπερεκφράζουν 

την Bcl-2, εμφανίζουν ελάττωση της απόπτωσης και μικρότερο μέγεθος εμφράγματος 

μετά την I/R (Chen et al., 2001). Επομένως, είναι φανερό πως οι πρωτεΐνες Bcl-2 είναι 

κρίσιμοι ρυθμιστές της βιωσιμότητας των μυοκυττάρων κατά την απόκριση στο στρες.  

 

I.B.4 PARP-1 και ο ρόλος της στην απόπτωση 

Οι πολυμεράσες της πολυ-διφωσφορικής αδενοσινο-ριβόζης (poly-adenosine 

diphosphate ribose-polymerases, PARPs) αποτελούν μια οικογένεια ενζύμων που 

συμμετέχουν σε πληθώρα κρίσιμων διαδικασιών του κυττάρου όπως είναι η γονιδιακή 

ρύθμιση, η αναδιαμόρφωση της χρωματίνης, η επιδιόρθωση του DNA και η απόπτωση 

(Jubin et al., 2016). Εντοπίζονται σε όλους τους ευκαρυωτικούς οργανισμούς εκτός 

από τις ζύμες (Schreiber et al., 2006). Ο ρόλος των ενζύμων αυτών έγκειται στην 
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μεταφορά μιας ή περισσοτέρων μονάδων ADP-ριβόζης από το νικοτινάμιδο-αδένινο-

δινουκλειοτίδιο (Nicotinamide adenine dinucleotide, NAD+) σε υποστρώματα, 

οδηγώντας στο σχηματισμό αλυσίδων πολυ-ADP-ριβόζης (poly-ADP-ribose chain, 

PAR chain). Το μήκος και ο αριθμός των διακλαδώσεων αυτών, ποικίλει (Lautier et 

al., 1993). Τα πολυμερή PAR αποικοδομούνται γρήγορα μέσω γλυκοϋδρολασών πολυ-

ADP-ριβόζης (poly-ADP-ribose glycohydrolase, PARG) που καταλύουν τόσο 

ενδογλυκολυτικές όσο και εξωγλυκολυτικές αντιδράσεις, αλλά και μέσω της 

υδρολάσης-αποδέκτη της ριβόζης του ΑDP (ADP-ribosyl-acceptor hydrolase, ARH3) 

(Jubin et al., 2016). Στην οικογένεια των PARP ανήκουν 17 μέλη που φέρουν 

συντηρημένη καταλυτική περιοχή. Η PARP-1 είναι η πρώτη που χαρακτηρίστηκε και 

αποτελεί αντικείμενο πολλών μελετών λόγω του κρίσιμου ρόλου που έχει στην 

επιδιόρθωση του DNA και στον κυτταρικό θάνατο (Morales et al., 2014). Επίσης, 

αποτελεί το κυρίαρχο μόριο της οικογένειας, καταλύοντας το 80-90% της συνολικής 

PARυλίωσης, δηλαδή προσθήκης μονάδων πολυ-ADP-ριβόζης σε υποστρώματα. 

Είναι πυρηνικό ένζυμο και αποτελείται από μια περιοχή πρόσδεσης στο DNA που 

φέρει δάκτυλα ψευδαργύρου, μια καταλυτική περιοχή με έξι β-κλώνους και μία α-έλικα 

όπου προσδένεται το NAD+ και το γλουταμικό, καθώς και μια περιοχή αυτορρύθμισης 

που σχετίζεται με την αλληλεπίδραση πρωτεΐνης-πρωτεΐνης (Langelier et al., 2008). 

Η ενεργοποίηση της PARP-1 μπορεί να γίνει μέσω διαφόρων ερεθισμάτων με 

κυρίαρχο τις βλάβες στο DNA. Οι πιο καλά χαρακτηρισμένοι προσδέτες της PARP-1 

είναι οι μονόκλωνες (single-strand breaks, SSBs) και οι δίκλωνες (double-strand 

breaks, DSBs) θραύσεις στο DNA (Eustermann et al., 2015; Woodhouse et al., 2008). 

Ωστόσο, έχουν αναφερθεί και DNA-ανεξάρτητοι τρόποι ενεργοποίησης της PARP-1, 

μέσω καταρράκτη κινασών. Πιο συγκεκριμένα, η φωσφορυλιωμένη ERK2 φαίνεται να 

ενισχύει σημαντικά την καταλυτική δράση της PARP-1 είτε παρουσία είτε απουσία 

βλαβών στο DNA (Cohen-Armon et al., 2007; Kauppinen et al., 2006), ενώ η 

εξαρτώμενη από ασβέστιο πρωτεϊνική κινάση CaMKII, συμβάλλει στην ενεργοποίηση 

της PARP-1 κατά την νευρωνική ανάπτυξη (Ju et al., 2004). 

Οι βλάβες στο DNA, οι οποίες μπορεί να προκληθούν από διάφορους 

παράγοντες, όπως είναι οι ιονίζουσες ακτινοβολίες, οι αλκυλιώσεις, το οξειδωτικό 

στρες κ.α. επάγουν άμεσα την δράση ΑDP-ριβοζυλίωσης της PARP-1. Η PARP-1 

λειτουργεί ως ένα ενδογενές σύστημα επιτήρησης και αναγνώρισης βλαβών στο DNA 

(Scovassi & Diederich, 2004). Σε χαμηλά επίπεδα βλαβών του DNA, η PARP-1 που 

συνδέεται σε αυτό, προσθέτει αλυσίδες ADP-ριβόζης σε διάφορες πρωτεΐνες που 

σχετίζονται με τη χρωματίνη, αλλά και στο ίδιο της το μόριο. Το αρνητικό φορτίο των 

αλυσίδων  έχει ως αποτέλεσμα την αποδέσμευση της από το DNA, καθιστώντας το 

προσβάσιμο σε επιδιορθωτικά ένζυμα. Με αυτόν τον τρόπο, το DNA επανέρχεται στη 

φυσιολογική του δομή και επάγεται η επιβίωση του κυττάρου (Scovassi & Diederich, 

2004). Στην περίπτωση ενδιάμεσων επιπέδων βλαβών του DNA, το κύτταρο εισέρχεται 

σε διαδικασία απόπτωσης. Μετά την ενεργοποίηση της, η PARP, παράγει πολυμερή 

ADP-ριβόζης συντελώντας στην μείωση των ενδοκυτταρικών επιπέδων του 

νικοτιναμιδίου. Εφόσον το NAD+ συμμετέχει σε ποικίλες κρίσιμες κυτταρικές 

διεργασίες, προτείνεται ότι η κατανάλωση του επάγει την αυτοκτονία του κυττάρου 

(Andrabi et al., 2014).  Επομένως, για να αποφευχθεί η μεγάλη κατανάλωση NAD, η 

PARP-1 διασπάται από τις κασπάσες 3 και 7 σε δύο θραύσματα 89 και 24 kDa (Soldani 
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& Scovassi, 2002), που αποτελούν αναγνωριστικά χαρακτηριστικά της απόπτωσης 

(Donzelli et al., 1997). Το αμινοτελικό θραύσμα των 24 kDa παραμένει στον πυρήνα, 

διατηρεί την ικανότητα πρόσδεσης στο DNA,  αναστέλλει την καταλυτική ενεργότητα 

της εναπομένουσας συνολικής πρωτεΐνης, ενώ εμποδίζει και την επιδιόρθωση του 

DNA. Το μεγαλύτερο θραύσμα, μετατοπίζεται στο κυτταρόπλασμα όπου λειτουργεί ως 

στόχος της αυτοανοσίας, ώστε τα φαγοκυτταρωθούν τα αποπίπτοντα κύτταρα 

(Scovassi & Diederich, 2004).Όταν οι βλάβες στο DNA είναι ιδιαίτερα σοβαρές, τότε 

το κύτταρο ακολουθεί μονοπάτι προγραμματισμένης νέκρωσης μέσω της υπερ-

ενεργοποίησης της PARP-1,  διαφορετικό από αυτό που επάγεται από τον TNF-α 

(Sosna et al., 2014).  

Κατά την I/R του μυοκαρδίου, φάνηκε ότι η κυτταροπλασματική Ε3-λιγάση της 

ουβικιτίνης RNF146 (ring finger protein 146) αλληλεπιδρά άμεσα με την PARP-1, 

επάγει την έξοδο της από τον πυρήνα και την τελική αποικοδόμηση της στο 

κυτταρόπλασμα. Υπερέκφραση της RNF146 φάνηκε να προστατεύει τα καρδιακά  

μυοκύτταρα από τον νεκρωτικό κυτταρικό θάνατο που προκαλείται λόγω του 

οξειδωτικού στρες, αποτελώντας πιθανό θεραπευτικό στόχο στην οξειδωτική  βλάβη 

του καρδιακού μυ (Gero et al., 2014). Από την άλλη, υπάρχει σημαντική συσχέτιση της 

PARP-1 με έναν ιδιαίτερο τύπο κυτταρικού θανάτου που είναι ανεξάρτητος από 

κασπάσες και χαρακτηρίζεται «παρθάνατος» (Yu et al., 2006). Πιο συγκεκριμένα, κατά 

την ενεργοποίηση της PARP-1 λόγω βλαβών του DNA από παράγοντες όπως το Ν-

μέθυλο-D-ασπαρτικό (Ν-methyl-D-aspartate, NMDA), H2O2 κ.α., ο παράγοντας 

επαγωγής της απόπτωσης AIF μετατοπίζεται από τα μιτοχόνδρια στον πυρήνα 

συντελώντας, έτσι, στον κυτταρικό θάνατο (Fatokun et al., 2014). 

Η PARP-1 έχει συσχετιστεί και με την νευρωνικό θάνατο καθώς η ενεργειακή 

ομοιόσταση παίζει κρίσιμο ρόλο στο νευρικό σύστημα (Ha & Snyder, 2000). Σε 

εγκεφάλους ασθενών με νόσο του Alzheimer έχει εντοπιστεί αυξημένη ενεργότητα της 

PARP-1 σε νευρώνες του φλοιού και στα αστροκύτταρα, αλλά όχι στα μικρογλοιακά 

κύτταρα (Love et al., 1999). Είναι πιθανό, το μονοπάτι αυτοκτονίας του κυττάρου να 

ενεργοποιείται από την PARP-1 μέσω τη επαγόμενης συνθάσης του νιτρικού οξειδίου 

(Inducible nitric oxide synthase, iNOS. Έχει βρεθεί συσχέτιση μεταξύ της ενεργότητας 

της PARP-1 και του NF-κΒ, ο οποίος αποτελεί γενικό μεταγραφικό παράγοντα που 

συμμετέχει σχεδόν σε κάθε κατάσταση στρες. Μάλιστα, υπάρχει άμεση 

αλληλεπίδραση της PARP-1 με τις υπομονάδες p65 και p50 του NF-κΒ, η οποία είναι 

απαραίτητη για την πρόσδεση στο DNA. Επειδή ο NF-κΒ λειτουργεί ως 

συμπαράγοντας για την σηματοδότηση από το iNOS και σχετίζεται με την έκφραση 

διαφόρων πρωτεϊνών επαγόμενων από το στρες, είναι πιθανό ότι κύτταρα που 

εκφράζουν iNOS υπόκεινται σε κυτταρικό θάνατο που επάγεται από το οξειδωτικό 

στρες και μεσολαβείται από την PARP (Chiarugi & Moskowitz, 2003; Le Page et al., 

1998). 

Τέλος, η PARP-1 φαίνεται να σχετίζεται και με την γονιδιακή έκφραση, 

ρυθμίζοντας την είτε θετικά είτε αρνητικά, γεγονός που εξαρτάται τόσο από το 

εκάστοτε γονίδιο, όσο και από τον κυτταρικό τύπο. Σε γενικές γραμμές, η αυξημένη 

πολυ-ADP-ριβοζυλίωση λειτουργεί ανασταλτικά καθώς φαίνεται να εμποδίζει την 

πρόσδεση διαφόρων πρωτεϊνών στο DNA ώστε να ξεκινήσει η μεταγραφή (Bauer et 

al., 2001; Oei et al., 1998). Ο σχηματισμός του συμπλόκου PARP-1/NF-κΒ ρυθμίζει 
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την έκφραση της ιντεγκρίνης CD11a που σχετίζεται με την μετατόπιση των 

μικρογλοιακών κυττάρων στις θέσεις νευρωνικής βλάβης (Ullrich et al., 2001). 

Επιπλέον, η συσχέτιση της PARP με την p53 φαίνεται να απαιτείται για τον έλεγχο της 

ακεραιότητας του DNA. Κατά την αρχική φάση της απόπτωσης, η πολυ-ριβοζυλίωση 

της p53 είναι πιθανό να σχετίζεται με την μεταγραφική ενεργοποίηση που 

μεσολαβείται από την p53 κατά το αποπτωτικό μονοπάτι (Simbulan et al., 2001). 

Διαγονιδιακά ποντίκια στα οποία απουσιάζει η PARP-1, είναι ανθεκτικά σε σηπτικό 

σοκ, μέσω παρεμπόδισης του NF-κΒ. Ωστόσο, σε κύτταρα χωρίς PARP-1, η 

μετατόπιση του NF-κΒ στον πυρήνα δεν επηρεάζεται γεγονός που υποδηλώνει ότι η 

PARP-1 επιδρά στη δράση του μεταγραφικού παράγοντα (Oliver et al., 1999). 

 

Ι.Γ ΝF-κΒ 

 

Ι.Γ.1 Γενικά για τον NF-κΒ 

Η ανακάλυψη του μεταγραφικού παράγοντα NF-κB αριθμεί ήδη 30 χρόνια, 

όταν ο David Baltimore και οι συνεργάτες του, εντόπισαν έναν μεταγραφικό 

παράγοντα ο οποίος συνδέεται στον υποκινητή της κ ελαφριάς αλυσίδας των 

ανοσοσφαιρινών στα Β λεμφοκύτταρα (Sen & Baltimore, 1986). Έκτοτε, 

πραγματοποιείται εκτενής μελέτη των σηματοδοτικών μονοπατιών, των μορίων 

ρυθμιστών καθώς και του πλήθους των διαδικασιών στις οποίες λαμβάνει μέρος ο εν 

λόγω μεταγραφικός παράγοντας.  

Η ευρύτερη οικογένεια NF-κΒ διακρίνεται σε δύο υποοικογένειες, τις 

πρωτεΐνες NF-κΒ και Rel. Όλες αυτές οι πρωτεΐνες φέρουν μια ιδιαίτερα συντηρημένη 

περιοχή που ονομάζεται αυτοτελής δομική περιοχή Rel (Rel homology domain, RHD), 

ρόλος της οποίας είναι η πρόσδεση στο DNA ή/και ο διμερισμός της πρωτεΐνης 

(Gilmore, 1990). Στην υποοικογένεια Rel ανήκουν οι πρωτεΐνες c-Rel, Rel-B και Rel-

A/p65 όσον αφορά στα θηλαστικά και Dorsal και Dif όσον αφορά στη Drosophila. Οι 

πρωτεΐνες αυτές περιέχουν στο καρβοξυτελικό τους άκρο, μια περιοχή που σχετίζεται 

με το μεταγραφικό τους ρόλο (Transactivation domain, TΑD). Η συγκεκριμένη 

περιοχή είναι λιγότερο συντηρημένη μεταξύ των ειδών, παρόλα αυτά μπορεί να επάγει 

τη μεταγραφή σε μια ποικιλία οργανισμών συμπεριλαμβανομένης και της ζύμης. Από 

την άλλη, η υποοικογένεια NF-κΒ περιλαμβάνει τις p105 (NF-κΒ1), p100 (ΝF-κΒ2) 

και την Relish της Drosophila. Βασικό χαρακτηριστικό των μελών αυτών είναι το 

αρκετά επίμηκες καρβοξυτελικό τους άκρο που περιέχει πολλαπλές επαναλήψεις 

αγκυρίνης, οι οποίες λειτουργούν ανασταλτικά (Εικόνα Ι.4). Η ενεργοποίηση των NF-

κΒ προϋποθέτει την μερική πρωτεόλυση των αρχικών πρωτεϊνών p100 και p105 ώστε 

να προκύψουν τα πεπτίδια p52 και p50, αντίστοιχα.  

Η ύπαρξη της περιοχής TAD είναι απαραίτητη για την επαγωγή της 

μεταγραφής και η συγκεκριμένη περιοχή είναι παρούσα στις p65, c-Rel και Rel-B. 

Επομένως, τα μέλη της υποοικογένειας NF-κΒ, δηλαδή οι p50 και p52, δε λειτουργούν 

ως ενεργοποιητές της μεταγραφής-μάλλον δε την καταστέλλουν- και η επαγωγή της 

μπορεί να πραγματοποιηθεί παρά μόνο όταν σχηματίζουν διμερή με μέλη της 

υποοικογένειας Rel.  
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Στα κύτταρα, ο NF-κΒ βρίσκεται με τη μορφή διμερών, που σχηματίζονται από 

την αλληλεπίδραση των μελών της υπεροικογένειας. Το ομοδιμερές p50/p50 και τα 

ετεροδιμερή p50/p52 και p50/p65 είναι τα πιο συχνά εμφανιζόμενα διμερή στα 

κύτταρα των θηλαστικών. Στην καρδιά, κυρίαρχο είναι το σύμπλοκο p50/p65. 

 

 

Εικόνα Ι.4 Μέλη της υπεροικογένειας του NF-κΒ. Οι πρωτεΐνες Rel φέρουν δύο περιοχές : 

την περιοχή ομολογίας Rel (RHD) και την περιοχή ενεργοποίησης της μεταγραφής (TAD). Οι 

πρωτεΐνες NF-κΒ φέρουν, επίσης, την περιοχή Rel, αλλά αντί για την περιοχή TAD, διαθέτουν 

μια περιοχή με επαναλήψεις αγκυρίνης (Hayden & Ghosh, 2008).     

 

Η τοπολογία του NF-κΒ είναι συνδεδεμένη με την ενεργοποίηση του. 

Συγκεκριμένα, απουσία επαγωγικών μηνυμάτων, ο NF-κΒ βρίσκεται ανενεργός στο 

κυτταρόπλασμα συνδεδεμένος με μια πρωτεΐνη-αναστολέα κΒ (κΒ Inhibitor, IκΒ,). 

Υπάρχουν διάφορες πρωτεΐνες-αναστολείς (IκΒα, ΙκΒβ, ΙκΒγ, ΙκΒε, Bcl-3, οι 

πρόδρομες p100 και p105 καθώς και η Cactus της Drosophila) οι οποίες εμφανίζουν 

διαφορετική συγγένεια προς το κάθε διμερές (Ghosh et al., 1998). Η p100, μάλιστα, 

μπορεί να δρα είτε ως αναστολέας, είτε ως εξειδικευμένος εταίρος της Rel-B, αφού η 

μερική πρωτεόλυση του συνεπάγεται την παραγωγή ετεροδιμερών p50/Rel-B (Solan et 

al., 2002). 

Ο πιο καλά μελετημένος αναστολέας είναι ο IκΒα, ο οποίος αποικοδομείται 

ταχύτατα στο κλασικό μονοπάτι ενεργοποίησης του μεταγραφικού παράγοντα, ωστόσο 

φαίνεται ότι το ετεροδιμερές p65/p50 είναι ο κυρίαρχος στόχος του. Όταν ο διμερής 

NF-κΒ είναι ανενεργός, σχηματίζει σύμπλοκο με τον αναστολέα με αποτέλεσμα να 

αποτρέπεται η μετατόπιση του στον πυρήνα και η μεταγραφική του δραστηριότητα. 

Βέβαια, η πρόταση αυτή είναι αρκετά απλουστευμένη και η πραγματικότητα είναι 

αρκετά πιο περίπλοκη. Συγκεκριμένα, στο ετεροδιμερές p65/p50, ο IκΒα καλύπτει το 

σήμα πυρηνικού εντοπισμού (Nuclear Localising Signal, NLS) μόνο της p65, ενώ αυτό 

της p50, παραμένει εκτεθειμένο. Το εκτεθειμένο NLS της p50 επάγει την μετατόπιση 

στον πυρήνα, ενώ αντίθετα οι αλληλουχίες εξαγωγής από τον πυρήνα (Nuclear Export 

Sequences, NES) των IκΒα και p65 επάγουν την έξοδο από αυτόν. Συνεπώς 

πραγματοποιείται μια αδιάκοπη ταλάντευση μεταξύ του πυρήνα και του 

κυτταροπλάσματος και όχι σταθερή παραμονή στο κυτταρόπλασμα (Huang et al., 
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2000; Johnson et al., 1999). (Εικόνα Ι.5) Ωστόσο, η κυρίαρχη θέση του ανενεργού 

συμπλόκου είναι στο κυτταρόπλασμα καθώς η επίδραση των σημάτων NES της p65 

και του IκΒα υπερισχύουν του NLS της p50 (Harhaj & Sun, 1999). 

Η διέγερση των κυττάρων από μια ποικιλία μηνυμάτων, επάγει διάφορα 

μονοπάτια μεταγωγής σήματος, τα οποία έχουν ως στόχο την ενεργοποίηση μια 

ειδικής, για τον αναστολέα ΙκΒ, κινάσης (ΙkB kinase, ΙΚΚ). Η ΙΚΚ αποτελείται από 

τρεις υπομονάδες, την ΙΚΚα, την ΙΚΚβ και τον κρίσιμο ρυθμιστή του NF-κΒ, 

ΙΚΚγ/NEMO (NF-kappa-B essential modulator, ΝΕΜΟ) (Karin & Ben-Neriah, 2000). 

Οι ΙΚΚα και ΙΚΚβ είναι οι καταλυτικές υπομονάδες ενώ η ΙΚΚγ/ΝΕΜΟ είναι η 

ρυθμιστική (Rothwarf & Karin, 1999). Ρόλος της ΙΚΚ είναι η φωσφορυλίωση του 

αναστολέα ΙκΒ η οποία επάγει την πολυουβικιτινίωση του από μια λιγάση ουβικιτίνης 

που ανήκει στην οικογένεια SCF (Skp-1/Cullins/F box protein). Η φωσφορυλίωση 

γίνεται σε δύο συγκεκριμένα κατάλοιπα σερίνης στο αμινοτελικό άκρο του αναστολέα 

τα οποία στη συνέχεια αναγνωρίζονται από μια πρωτεΐνη που φέρει επαναλήψεις 

τρυπτοφάνης/ασπαρτικού, την β-ΤrCP (Ben-Neriah, 2002). Με την ουβικιτινίωση, οι 

αναστολείς οδηγούνται στο πρωτεάσωμα όπου και αποικοδομούνται ταχύτατα, 

απελευθερώνοντας τον ΝF-κΒ ώστε να μετατοπιστεί στον πυρήνα, να συνδεθεί με το 

DNA και να επάγει τη μεταγραφή των γονιδίων στόχων. (Εικόνα Ι.5) Η ΙΚΚ επίσης 

συμμετέχει στην επαγόμενη από φωσφορυλίωση επεξεργασία της p100 και συνεπώς 

στην ενεργοποίηση των διμερών p52/Rel-B (Senftleben et al., 2001). 
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Εικόνα Ι.5 ΝF-κΒ σε κυτταρόπλασμα και πυρήνα. Απεικονίζεται η μετατόπιση του 

συμπλόκου p50/p65/IκΒα στον πυρήνα και η διαρκής ταλάντευση μεταξύ των δύο 

διαμερισμάτων, πυρήνας-κυτοσόλιο (Hayden & Ghosh, 2008) 

 

Ι.Γ.2 Σηματοδοτικά μονοπάτια ενεργοποίησης του NF-κΒ και κυρίαρχα μόρια 

τελεστές 

 

Ι.Γ.2.1 Κλασικό μονοπάτι ενεργοποίησης 

Στο κλασικό μονοπάτι ενεργοποίησης του NF-κΒ, ύστερα από το εναρκτήριο 

ερέθισμα, όπως για παράδειγμα την πρόσδεση του TNF-α στον υποδοχέα του TNFR1, 

στρατολογούνται στον υποδοχέα πρωτεΐνες προσαρμογείς TRADD που φέρουν 

περιοχές θανάτου (DD, death domain), γεγονός που επιτυγχάνεται μέσω της 

αλληλεπίδρασης με την DD του TNFR1 (Hsu et al., 1995). Οι TRADD φέρουν 

περιοχές αλληλεπίδρασης με τους παράγοντες που σχετίζονται με τον ΤΝFR (TNF 

receptor-associated factor, TRAF), προσελκύοντας τες στο σύμπλοκο. Οι TRADD 
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μπορούν και προσελκύουν είτε τον FADD με αποτέλεσμα το σχηματισμό προ-

αποπτωτικού συμπλόκου, είτε τις πρωτεΐνες RIP1 και TRAF2 που σχετίζονται με την 

φλεγμονή και την επιβίωση (Hsu et al., 1996; Liu et al., 1996). Η RIP1 μπορεί να 

προσδεθεί και άμεσα στο DD του ΤNFR (Zheng et al., 2006) ή ακόμα και στο TRAF, 

ωστόσο φαίνεται ότι προτιμάται η πρόσδεση στο προσαρμογέα TRADD (Hsu & 

Huang, 1996; Hsu & Shu, 1996). Τα παραπάνω γεγονότα οδηγούν στο σχηματισμό 

ενός προ-φλεγμονώδους, με πολλές υπομονάδες, σηματοδοτικού συμπλόκου που 

αναφέρεται ως σύμπλοκο Ι, το οποίο διακρίνεται από το προ-αποπτωτικό σύμπλοκο ΙΙ 

και το νεκρόσωμα (Micheau et al., 2001). 

Έπειτα από την συναρμολόγηση του συμπλόκου Ι, προσελκύεται σε αυτό το 

σύμπλοκο της ΙΚΚ. Η προσέλκυση αυτή μπορεί να γίνει με διάφορους μηχανισμούς με 

κυρίαρχο την άμεση πρόσδεση του ΤRAF2 στην υπομονάδα ΙΚΚα ή ΙΚΚβ (Devin et 

al., 2001). Ωστόσο, μελέτες με ποντίκια knock out για τον TRAF2 υποδεικνύουν τη 

δυνατότητα στρατολόγησης της ΙΚΚ και την ενεργοποίηση του NF-κΒ (Kelliher et al., 

1998). Από την άλλη, η RIP1 φαίνεται να είναι απαραίτητη για το κλασικό μονοπάτι 

ενεργοποίησης του NF-κΒ, όμως, όχι και η δραστικότητα κινάσης της, αφού απουσία 

αυτής, επιτυγχάνεται σηματοδότηση του TNFR1 προς την ενεργοποίηση του 

μεταγραφικού παράγοντα (Devin et al., 2000; Lee et al., 2004). Επομένως, είναι 

αποδεκτό ότι η RIP1 λειτουργεί ως ικρίωμα για την ενεργοποίηση του NF-κΒ, 

συμβάλλοντας στην επαγωγή της ΙΚΚ μέσω ενός μηχανισμού εγγύτητας (Delhase et 

al., 1999; Inohara et al., 2000). Συγκεκριμένα, η προσέλκυση της ΙΚΚ στον TNFR1 

από την RIP1 γίνεται μέσω της άμεσης αλληλεπίδρασής της με την ρυθμιστική 

υπομονάδα ΝΕΜΟ (Zhang et al., 2000). Επιπλέον, η RIP1 φαίνεται να στρατολογεί και 

την επαγόμενη-από τον τροποποιητικό αυξητικό παράγοντα β-κινάση 1 (Transforming 

growth factor beta-activated kinase, TGFβ activated kinase, TAK1) στο σύμπλοκο του 

υποδοχέα, φανερώνοντας έναν διττό ρόλο στην ενεργοποίηση του μονοπατιού, δηλαδή 

μέσω προσέλκυσης των δύο κυρίαρχων μορίων ενεργοποιητών, της TAK1 και της ΙΚΚ 

(Ea et al., 2006; Li et al., 2006). Ένα κρίσιμο γεγονός για τη δράση της RIP1 φαίνεται 

να είναι η ουβικιτινίωση της η οποία μεσολαβείται από τις κυτταρικές πρωτεΐνες-

αναστολείς της απόπτωσης 1 και 2 (Cellular inhibitors of apoptosis 1 and 2, cIAP1, 2) 

που προσελκύονται στο σύμπλοκο του υποδοχέα μέσω του TRAF2 (Lee et al., 2004; 

Wertz et al., 2004; Yin et al., 2009). Η ενεργοποίηση της ΙΚΚ συμβαίνει πολύ γρήγορα 

καθοδικά του TNFR1, συνήθως μέσα σε 3 λεπτά, με αποτέλεσμα την φωσφορυλίωση 

και αποικοδόμηση του αναστολέα ΙκΒα και την μετέπειτα μετατόπιση του NF-κΒ στον 

πυρήνα (Blackwell et al., 2013). Ενώ η ΙΚΚ έχει διάφορα υποστρώματα, κυρίαρχος 

στόχος της στο κλασικό μονοπάτι είναι ο IκΒα (Polley et al., 2013). Καθοδικά του 

ΙκΒα, εμπλέκονται διάφορα παράλληλα μονοπάτια που συντελούν στην μετα-

μεταφραστική τροποποίηση του NF-κΒ, ρυθμίζοντας έτσι την δυνατότητα 

ενεργοποίησης γονιδίων-στόχων (Bhatt & Ghosh, 2014; Huang et al., 2010; Natoli, 

2012).  

Ο τερματισμός του κλασικού μονοπατιού είναι εξίσου κρίσιμος με την 

ενεργοποίηση του, καθώς αυξημένη και παρατεταμένη δράση του NF-κΒ σχετίζεται 

με την παθολογική φλεγμονή και την ογκογένεση (Baker et al., Hayden, & Ghosh, 

2011; DiDonato et al., 2012). Ένας βασικός μηχανισμός αναστολής του μονοπατιού 

είναι η μείωση της συγκέντρωσης του υποδοχέα TNFR1 μέσω εσωτερίκευσης και 

https://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiq7b2GpYbWAhXDHxoKHddrC8YQFggkMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%2F20951133&usg=AFQjCNGRDNcTNlfCcIbAn1NzdMVBT6OxxA
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αποικοδόμησής του στα λυσοσώματα (Schutze et al., 2008). Επιπλέον, εξίσου 

σημαντικός μηχανισμός τερματισμού είναι μέσω αρνητικής ανάδρασης, αφού μετά την 

ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα, αυτός επάγει και την μεταγραφή  του 

αναστολέα του ΙκΒα (Sun et al., 1993). Φυσικά, στην αναστολή του NF-κΒ, 

συμμετέχουν κι άλλοι μηχανισμοί που αφορούν στην παρεμπόδιση της δράσης του, 

στους οποίους συμπεριλαμβάνεται η αφαίρεση συν-ενεργοποιητών, όπως CBP/p300, 

η προσέλκυση συν-καταστολέων, η απομάκρυνση των διμερών NF-κΒ από το DNA ή 

ακόμα και η αποικοδόμηση του ενεργού μεταγραφικού παράγοντα (Hayden & Ghosh, 

2014). Για παράδειγμα, η επίδραση με αναστολέα των HDACs, την τριχοστατίνη Α 

(trichostatin A, ΤSA), φάνηκε να επάγει την απόκριση του NF-κΒ στον TNF-α, 

υποδηλώνοντας ότι οι HDACs καταστέλλουν ενεργά τη δράση του εν λόγω 

μεταγραφικού παράγοντα (Ashburner et al., 2001). Να σημειωθεί ότι, το κλασικό 

μονοπάτι ενεργοποίησης επάγεται επίσης και από την ΙL-1 μετά την πρόσδεση της στον 

υποδοχέα της IL-1R και τον υποδοχέα τύπου Toll 4 (Toll-like receptor, TLR-4) όταν 

σε αυτόν προσδεθεί ο βακτηριακός λιποπολυσακχαρίτης (lipopolysaccharide, LPS) 

(Verstrepen et al., 2008).  

 

Ι.Γ.2.2 Μη κλασικό μονοπάτι ενεργοποίησης  

Το μη κλασικό μονοπάτι σηματοδότησης του NF-κΒ αφορά στην τελική 

ενεργοποίηση του ετεροδιμερούς συμπλόκου p52/RelB. Η πρωτεΐνη p52 προκύπτει 

μέσω της επεξεργασίας της αρχικής πρωτεΐνης p100, η οποία αφενός είναι πρόδρομος 

πρωτεΐνη της ενεργούς p52 και αφετέρου, στην ακέραιη μορφή της, λειτουργεί ως 

αναστολέας της RelB. Η κινάση επαγωγής του NF-κΒ (NF-κB-inducing kinase, NIK) 

παίζει κρίσιμο ρόλο στην έναρξη του μονοπατιού καθώς, μετά από κατάλληλο 

ερέθισμα, ενεργοποιεί την ΙΚΚα που φωσφορυλιώνει την p100 προωθώντας την 

μετέπειτα επεξεργασία της. Η ρύθμιση της ΝΙΚ από το σύμπλοκο TRAF-cIAP είναι 

και αυτή που καθορίζει την πορεία του μονοπατιού (Sun, 2011). Η δομή της p100 

συντελεί στην αυτορρύθμιση της και την καθιστά ένα μόριο με λειτουργία παρόμοια 

των αναστολέων ΙκΒ. Στο καρβοξυτελικό της άκρο φέρει μια περιοχή αναστολής της 

επεξεργασίας της (processing inhibitory domain, PID), η οποία καλύπτει μια περιοχή 

θανάτου (death domain, DD), καθώς και μια περιοχή με επαναλήψεις αγκυρίνης 

(ankyrin repeat domain, ARD). Η ΑRD αλληλεπιδρά με την RHD με τη μεσολάβηση 

της DD σχηματίζοντας τρισδιάστατη δομή που παρεμποδίζει την επεξεργασία της p100 

(Liao & Sun, 2003). 

Τα ερεθίσματα που επάγουν το μη κλασικό μονοπάτι του NF-κΒ διαφέρουν από 

τα αντίστοιχα του κλασικού μονοπατιού. Έχει βρεθεί ότι η ΝΙΚ αποτελεί κυρίαρχο 

μόριο του μονοπατιού και όλα τα μόρια που επάγουν το μη κλασικό μονοπάτι, 

επηρεάζουν τη συγκεκριμένη κινάση (Matsushima et al., 2001). Η ΝΙΚ αποτελεί μια 

ΜΑP3K και η δράση της εκδηλώνεται μέσω της φωσφορυλίωσης της ΙΚΚα. Μόνο η 

ΙΚΚα και όχι οι ΙΚΚβ/γ σχετίζεται με το μονοπάτι αυτό (Kayagaki et al., 2002; Liang 

et al., 2006). Η ΝΙΚ επάγει την επεξεργασία της p100, αφενός μέσω της 

φωσφορυλίωσης και ενεργοποίησης της ΙΚΚα και αφετέρου διευκολύνοντας την 

πρόσδεση της ΙΚΚα με το υπόστρωμα της p100, πιθανώς στρατολογώντας και άλλα 

βοηθητικά μόρια (Odqvist et al., 2013). 
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Σε φυσιολογικές συνθήκες, τα επίπεδα της ΝΙΚ είναι αρκετά χαμηλά λόγω της 

διαρκούς αποικοδόμησης της μέσω ενός μηχανισμού που εξαρτάται από την 

ουβικιτίνη. Βασικό συστατικό του μηχανισμού αρνητικής ρύθμισης είναι το μόριο 

TRAF3, που αλληλεπιδρά άμεσα με τη ΝΙΚ και εξασφαλίζει την αποικοδόμηση της 

στο πρωτεάσωμα (Liao et al., 2004). Βέβαια, πιο πρόσφατες μελέτες υποστηρίζουν ότι 

οι αποικοδόμηση της ΝΙΚ, δεν εξαρτάται μόνο από το TRAF3, αλλά μάλλον από ένα 

σύμπλοκο μορίων που περιλαμβάνει τα TRAF2/3 και cIAP1/2 (Varfolomeev et al., 

2007; Zarnegar et al., 2009). Η ενεργοποίηση του μονοπατιού από διάφορα ερεθίσματα 

συντελεί στη σταθεροποίηση της ΝΙΚ και αύξηση των επιπέδων της, μέσω διαταραχής 

του συμπλόκου αρνητικής ρύθμισης (Gardam et al., 2008).  

 

Ι.Γ.2.3 Σηματοδοτικά μονοπάτια ενεργοποίησης του NF-κΒ στην καρδιά 

Δύο είναι τα βασικά σηματοδοτικά μονοπάτια ενεργοποίησης του ΝF-κΒ, το 

κλασικό και το μη-κλασικό μονοπάτι. Στο πρώτο μονοπάτι ενεργοποιείται το 

ετεροδιμερές p65/p50 ενώ στο άλλο το RelB/p52 (Hayden & Ghosh, 2004). Σε 

καρδιακά μυοκύτταρα, έχει αναφερθεί ότι η υπομονάδα p65 ενεργοποιείται ως 

απόκριση στον TNF-α, στους βακτηριακούς λιποπολυσακχαρίτες (LPS) και άλλους 

υπερτροφικούς αγωνιστές. Μετά την πρόσδεση του TNFα στον υποδοχέα του TNFR1, 

στρατολογούνται διάφορες πρωτεΐνες προσαρμογείς όπως ο TRADD και ο TRAF. Το 

σύμπλοκο που σχηματίζεται ενεργοποιεί διάφορα μονοπάτια όπως αυτό των JNK και 

p38 MAP κινασών, της κασπάσης 8 αλλά και το κλασικό μονοπάτι του NF-κΒ (Hayden 

& Ghosh, 2004). Επιπλέον, κατά την ενεργοποίηση του NF-κΒ, σημαντικός είναι ο 

ρόλος του μορίου RIP1 που αλληλεπιδρά με την υπομονάδα ΝΕΜΟ του συμπλόκου 

της κινάσης του αναστολέα του NF-κΒ, IKK (Poyet et al., 2000). Ακόμα ένας 

σημαντικός ρυθμιστής στο μονοπάτι που οδηγεί σε φωσφορυλίωση της υπομονάδας 

p65 στη σερίνη 536, είναι η TAK1, που αλληλεπιδρά στο επίπεδο των RIP1 και ΙΚΚ 

(Sakurai et al., 2003). Ο τερματισμός του μονοπατιού αυτού βασίζεται στην αρνητική 

ανάδραση  καθώς ο NF-κΒ επάγει την έκφραση του αναστολέα IκΒα, αναστολέων της 

ΙΚΚ, όπως την Α20 καθώς και άλλων αναστολέων που σχετίζονται με το μονοπάτι του 

TNF-α. Τέτοιο παράδειγμα είναι η c-FLIP που σχετίζεται με την αναστολή της 

απόπτωσης, εμποδίζοντας τα μονοπάτια των JNK και p38  ΜΑP κινασών (Zhang et al., 

2009). Τέλος, όσον αφορά στο μονοπάτι της κασπάσης-8, η επαγωγή των αναστολέων 

της απόπτωσης c-IAPs από τον NF-κΒ οδηγεί σε αναστολή της απόπτωσης που 

ενεργοποιείται από τον TNF-α (Wang et al., 1998). 

Στην καρδιά, υπάρχουν πολύ λίγες έρευνες σχετικά με το μη-κλασικό μονοπάτι 

ενεργοποίησης του NF-κΒ. Μελέτες σε άλλες κυτταρικές σειρές, υποδεικνύουν ως 

κυρίαρχους ενεργοποιητές του μονοπατιού αυτού την λεμφοτοξίνη-β (lymphotoxin B, 

LT-β), τον παράγοντα ενεργοποίησης των Β-κυττάρων (B-cell activating factor, 

BAFF) και τον προσδέτη του CD40 (CD40 ligand, CD40L) ( Hayden & Ghosh, 2004). 

Το μονοπάτι ξεκινάει με την ενεργοποίηση την επαγωγικής κινάσης του NF-κΒ, ΝΙΚ, 

η οποία φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί άμεσα την IKKα. Επομένως, η ΙΚΚα και όχι 

η ΙΚΚβ είναι κρίσιμη στο εναλλακτικό μονοπάτι, η οποία συνεπάγεται την 

φωσφορυλίωση της p100 στις σερίνες 866 και 870 οδηγώντας στο ενεργοποιημένο 

διμερές p52/RelB (Perkins, 2006). 
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Ι.Γ.2.4 Σύμπλοκο ΙΚΚ και αναστολείς ΙκΒ 

Η κινάση του ΙκΒ απομονώθηκε για πρώτη φορά ως ένα σύμπλοκο υψηλού 

μοριακού βάρους, το οποίο ήταν ικανό να φωσφορυλιώνει τον αναστολέα ΙκΒα στις 

σερίνες 32 και 36 (Chen et.al, 1996). Αργότερα, διαπιστώθηκε ότι το σύμπλοκο της 

κινάσης αποτελείται από 2 καταλυτικές υπομονάδες, ΙΚΚα και ΙΚΚβ, και μια 

ρυθμιστική υπομονάδα, ΝΕΜΟ ή ΙΚΚγ (DiDonato et al., 1997). Πολλαπλές αναφορές 

επιβεβαιώνουν τη σημασία της ΙΚΚα στο κλασικό μονοπάτι ενεργοποίησης του NF-

κΒ, αλλά κυρίως στο μη-κλασικό. Ο ρόλος της ΙΚΚβ είναι εξίσου σημαντικός, ωστόσο 

υπάρχουν και αναφορές στις οποίες η απουσία της ΙΚΚβ δεν επηρέασε το κλασικό 

μονοπάτι του ΝF-κΒ (Solt et al., 2007). Από την άλλη, η ρυθμιστική υπομονάδα 

ΝΕΜΟ, παίζει κρίσιμο ρόλο στο κλασικό μονοπάτι. Μάλιστα, ο διαχωρισμός των 

μονοπατιών ενεργοποίησης του NF-κΒ μπορεί να γίνει βάσει της ύπαρξης της ΝΕΜΟ 

στο μονοπάτι, ή των ΙκΒ και p100, παρά βάσει της επαγωγής των ΙΚΚα/β.  

 Οι υπομονάδες ΙΚΚα και ΙΚΚβ σχηματίζουν ετεροδιμερή, τα οποία έχουν 

μεγαλύτερη καταλυτική ενεργότητα σε σχέση με το εκάστοτε ομοδιμερές. Οι ΙΚΚα και 

ΙΚΚβ προσδένονται στην ΝΕΜΟ μέσω ενός εξαπεπτιδίου στο καρβοξυτελικό τους 

άκρο που αποκαλείται περιοχή πρόσδεσης στη ΝΕΜΟ (ΝΕΜΟ binding domain, NBD) 

(May et al., 2000). Επιπλέον, έχει φανεί ότι η ΙΚΚβ έχει μεγαλύτερη συγγένεια 

πρόσδεσης με τη ΝΕΜΟ σε σχέση με την ΙΚΚα. (May et al., 2002).  

  Η ενεργοποίηση του συμπλόκου της ΙΚΚ απαιτεί τη φωσφορυλίωση 

καταλοίπων σερίνης στο βρόχο ενεργοποίησης, τουλάχιστον μιας εκ των δύο 

καταλυτικών υπομονάδων ΙΚΚα/β (Hacker & Karin, 2006). Ωστόσο, ακόμη δεν έχει 

διευκρινιστεί αν η φωσφορυλίωση αυτή συμβαίνει από κινάση αναρροϊκά της ΙΚΚ, ή 

αν είναι αποτέλεσμα τρανς-φωσφορυλίωσης. Σε κατάσταση ηρεμίας, οι υπομονάδεες 

της ΙΚΚ σχηματίσουν ένα σύμπλοκο της μορφής (ΙΚΚα/β/ΝΕΜΟ2)2, στο οποίο οι 

ΙΚΚα/β είναι ανενεργές λόγω αλληλεπίδρασης με τη ΝΕΜΟ. Μετά από ερέθισμα, η 

ΝΕΜΟ προσδένεται σε μια πρωτεΐνη RIP, πιθανώς μέσω μηχανισμού εξαρτώμενου 

από ουβικιτίνη, με αποτέλεσμα να επάγονται αλλαγές στη στερεοδιαμόρφωση του 

συμπλόκου οι οποίες επιτρέπουν είτε την τρανς-αυτοφωσφορυλίωση, είτε την 

εξαρτώμενη από ΙΚΚ-Κ φωσφορυλίωση καταλοίπων σερίνης του βρόχου 

ενεργοποίησης της ΙΚΚ. Έτσι, επάγεται η ενεργότητα κινάσης της ΙΚΚ η οποία 

φωσφορυλιώνει διάφορα υποστρώματα της, όπως τους αναστολείς ΙκΒ, τη σερίνη 740 

της ΙΚΚβ και τη σερίνη 68 της ΝΕΜΟ. Η σερίνη 68 της ΝΕΜΟ βρίσκεται στην περιοχή 

πρόσδεσης στο σύμπλοκο ΙΚΚ, ενώ η σερίνη 740 στην περιοχή NBD της ΙΚΚβ. Οι 

φωσφορυλιώσεις αυτές, διαταράσσουν τα διμερή ΝΕΜΟ και την αλληλεπίδραση 

μεταξύ ΙΚΚα/β-ΝΕΜΟ (Palkowitsch et al., 2008). Τα παραπάνω γεγονότα συμβάλουν 

στην αλλαγή της στερεοδιαμόρφωσης του συμπλόκου το οποίο αποκτά μια πιο 

«ανοιχτή» δομή, η οποία με τη σειρά της επιτρέπει την πρόσβαση φωσφατασών. Οι 

τελευταίες, αποφωσφορυλίωνουν τα κατάλοιπα του βρόχου,  αναστέλλοντας την 

ενεργότητα κινάσης. Με αυτόν τον τρόπο εξασφαλίζεται ένας μηχανισμός αρνητικής 

ανάδρασης που συντελεί στην απενεργοποίηση της κινάσης. Η συμμετοχή της 

μοριακής συνοδού HSP-90 σε συνδυασμό με την αποφωσφορυλίωση της σερίνης 740 

της ΙΚΚβ, απαιτούνται για τη μετρίαση της υψηλής συγγένειας της αλληλεπίδρασης 

ΙΚΚβ-ΝΕΜΟ. Χαμηλότερη συγγένεια συνεπάγεται την διαφυγή της ενεργούς ΙΚΚα 

από το σύμπλοκο φωσφορυλιωμένη-ΝΕΜΟ/ΙΚΚ και την μετέπειτα φωσφορυλίωση 
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καταρροϊκών μορίων-στόχων (Kray et al., 2005; Prajapati et al., 2004). Τα παραπάνω 

γεγονότα οδηγούν τελικά στην ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ. 

(Εικόνα Ι.6) 

 

Εικόνα Ι.6 Γεγονότα ενεργοποίησης/απενεργοποίησης του συμπλόκου της ΙΚΚ. Η 

φωσφορυλίωση της καρβοξυτελικής περιοχής της ΙΚΚ όπου προσδένεται η ΝΕΜΟ (NEMO 

binding domain, ΝΒD) αποτελεί μηχανισμό αρνητικής ρύθμισης. Η ανοιχτή δομή του 

συμπλόκου επιτρέπει την τρανς-αυτοφωσφορυλίωση ή/και την φωσφορυλίωση από αναρροϊκή 

κινάση στην καταλυτική περιοχή. Η ενεργή ΙΚΚ φωσφορυλιώνει διάφορα υποστρώματα 

συμπεριλαμβανομένων των ΝΕΜΟ και ΙκΒ. Η αποδέσμευση από τη ΝΕΜΟ και οι δομικές 

αλλαγές προσελκύουν φωσφατάσες και μοριακές συνοδούς, οι οποίες εξασφαλίζουν την 

επαναφορά του συμπλόκου στην ανενεργή του μορφή (Hayden & Ghosh, 2008).  

 

Ο ΙκΒα αποτελεί ένα από τα πιο καλά μελετημένα μέλη της οικογένειας των 

αναστολέων του NF-κΒ και σχετίζεται κυρίως με την παρεμπόδιση του ετεροδιμερούς 

p50/p65 στο κλασικό μονοπάτι ενεργοποίησης. Η επαγόμενη από ερέθισμα, 

αποικοδόμηση του αναστολέα στο πρωτεάσωμα, επιτρέπει την απελευθέρωση του NF-

κΒ και την μετέπειτα μετατόπιση του στον πυρήνα όπου ασκεί τη δράση του. Να 

σημειωθεί ότι και σε αυτό το σημείο, δρα ένας μηχανισμός αρνητικής ανάδρασης, με 

τον NF-κΒ να επάγει, ανάμεσα σε διάφορα γονίδια-στόχους, και την έκφραση του ίδιου 

του του αναστολέα (Gerondakis et al., 2006; Pasparakis et al., 2006). Εκτός από τον 

ΙκΒα, οι ΙκΒβ και ΙκΒε λειτουργούν με αντίστοιχο τρόπο, δηλαδή σχηματίζουν 

σύμπλοκο με τα διμερή του NF-κΒ παρεμποδίζοντάς τον. Υπάρχουν, ωστόσο, 
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διαφορές μεταξύ αυτών των αναστολέων ως προς τις διαδικασίες αποικοδόμησης και 

επανασύνθεσης (Alexander Hoffmann et al., 2002). Ειδικότερα, ο ΙκΒε, ενώ δρα όπως 

και ο ΙκΒα, η κινητική της αποικοδόμησης/επανασύνθεσης του είναι πιο αργή, γεγονός 

που έχει συσχετιστεί με τη διαφορική απόκριση στον TNF-α (Kearns et al., 2006). Από 

την άλλη, ο ΙκΒβ, έχει φανεί να συνδέεται με τα διμερή του NF-κΒ όταν αυτά 

σχηματίσουν σύμπλοκο με το DNA, υποδηλώνοντας το ρυθμιστικό του ρόλο όταν ο 

NF-κΒ είναι στον πυρήνα (Suyang et al., 1996). 

Οι πρόδρομες πρωτεΐνες p100 και p105, στην ακέραιη μορφή τους, λειτουργούν 

ως αναστολείς τύπου IκΒ. Η p105 υπόκειται σε επεξεργασία στο πρωτεάσωμα, ώστε 

να προκύψει η ενεργή p50. Μελέτες έχουν δείξει ότι η φωσφορυλίωση της p105 από 

την ΙΚΚβ σε συγκεκριμένα κατάλοιπα, σερίνη 923 και σερίνη 927, επάγει την πλήρη 

αποικοδόμηση της, κατ’ αντίστοιχο τρόπο με τον ΙκΒα. (Perkins, 2006). Η επεξεργασία 

της p105 σε p50 γίνεται μεν στο πρωτεάσωμα, δεν απαιτεί δε την μεσολάβηση 

ουβικιτίνης (Moorthy et al., 2006). Όταν η p105 είναι συνδεδεμένη με διμερή NF-κΒ, 

τότε αναστέλλεται η πρωτεολυτική επεξεργασία της και προτιμάται η πλήρης 

αποικόμηση, λειτουργώντας όπως οι κλασικοί  ΙκΒs (Cohen et al., 2001). Η p100, 

απαιτεί τις κινάσες ΝΙΚ και ΙΚΚα για την πρωτεολυτική ενεργοποίηση της (Xiao et al., 

2004). Η ρύθμιση της RelB από την p100 είναι ιδιαίτερα κρίσιμη, καθώς διμερή RelB 

απαιτούν την p100 για την σταθεροποίηση τους (Solan et al., 2002). Η πρωτεόλυση της 

p100 σε p52 και ο σχηματισμός του ετεροδιμερούς p52/RelB, αποτελεί κρίσιμο σημείο 

στο μη κλασικό μονοπάτι ενεργοποίησης του NF-κΒ. Ενώ η RelB ρυθμίζεται 

αποκλειστικά από την p100, το αντίστροφο δεν ισχύει. Με άλλα λόγια, η p100 έχει 

βρεθεί να ρυθμίζει διμερή του NF-κΒ που περιέχουν την p65 (Basak et al., 2007; 

Ishimaru et al., 2006). 

Τέλος, οι δύο μη τυπικοί αναστολείς ΙκΒζ και Bcl-3, ρυθμίζουν τον NF-κΒ με 

διαφορετικούς μηχανισμούς. Η Bcl-3 εντοπίζεται στον πυρήνα δεσμευμένη σε διμερή 

που περιέχουν p50 ή p52. Ο μηχανισμός δράσης της δεν έχει εξακριβωθεί, αλλά 

πιθανώς σχετίζεται με την απομάκρυνση των διμερών p50 από τις αλληλουχίες κΒ, 

επιτρέποντας την πρόσβαση άλλων ενεργών διμερών στα στοιχεία κΒ για 

ενεργοποίηση της  μεταγραφής (Perkins, 2006). Εναλλακτικά, μπορεί να σταθεροποιεί 

ομοδιμερή p50, αναστέλλοντας την ενεργοποίηση του NF-κΒ (Carmody et al., 2007). 

Ο ΙκΒζ εκφράζεται ως απόκριση στην IL-1 και τον TLR4 και συνδέεται με τα 

ομοδιμερή p50 λειτουργώντας ως συνενεργοποιητής (Yamamoto et al., 2004). 

Επιπλέον, έχει αναφερθεί και ο κατασταλτικός ρόλος του στα σύμπλοκα που περιέχουν 

p65 (Motoyama et al., 2005).  

 

Ι.Γ.2.5 Μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις της υπομονάδας p65 του NF-κΒ 

Δεδομένης της ποικιλότητας των ρόλων του μεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ 

καθώς και των πολλαπλών μονοπατιών στα οποία συμμετέχει, είναι προφανές ότι η 

ρύθμιση του θα είναι ιδιαίτερα περίπλοκη και δε θα βασίζεται μόνο στην IKK και στους 

αναστολείς του. Η πρώτη προσπάθεια προσέγγισης της πολυπλοκότητας αυτής έγινε 

το 1995 από τον Scheidereit και τους συνεργάτες του, οι οποίοι έδειξαν ότι η 

υπομονάδα p65 φωρφορυλιώνεται μετα-μεταφραστικά και ότι αυτή η φωσφορυλίωση 

επάγεται μετά την κυτταρική διέγερση (Naumann & Scheidereit, 1994; Neumann et al., 
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1995). Η PKA σχηματίζει σύμπλοκο με τη το κυτοσολικό NF-κΒ:ΙκB και αμέσως μετά 

την αποικοδόμηση του αναστολέα φωσφορυλιώνει την p65 στη σερίνη 276, επάγοντας 

έτσι την αλληλεπίδραση της υπομονάδας αυτής με τους μεταγραφικούς 

συνενεργοποιητές, την πρωτεΐνη που προσδένεται στη CREB (CREB-binding protein, 

CBP) και την p300  (Zhong et al., 1998). Επιπλέον, άλλες κινάσες όπως οι MSK1 και 

MSK2, έχει αναφερθεί να φωσφορυλιώνουν την p65 στο ίδιο κατάλοιπο. Οι κινάσες 

αυτές είναι πυρηνικές και ενεργοποιούνται από πληθώρα μονοπατιών 

συμπεριλαμβανομένων αυτών των ERKs και p38 MAPK (Perkins, 2006). 

Επιπλέον, υπάρχουν αναφορές για φωσφορυλίωση της υπομονάδας p65 σε 

διαφορετικό κατάλοιπο και από διαφορετικές κινάσες. Οι Chen και Greene το 2004 και 

ο Perkins και συνεργάτες το 2006, υπέδειξαν την φωσφορυλίωση της σερίνης 536 στην 

υπομονάδα p65 από τις κινάσες IKKα και ΙΚΚβ (Chen & Greene, 2004; Perkins, 2006). 

Υπάρχουν κι άλλες θέσεις φωσφορυλίωσης της  p65, όπως στη σερίνη 529 από την 

κινάση καζεΐνης 2 (casein kinase 2, CK2), η οποία ενεργοποιείται κατά τη δράση της 

IL-1 ή του TNF-α και στη σερίνη 311 από την PKCζ. Φαίνεται ότι καθεμία από αυτές 

τις μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις σχετίζεται με την αλλαγή της δομής της p65 

ώστε αυτή να αλληλεπιδρά βέλτιστα με τη CBP/p300 (Bird et al., 1997; Duran et al., 

2003).  

 Από την άλλη, η φωσφορυλίωση σε κατάλοιπα όπως η σερίνη 468, αναστέλλει 

την μεταγραφική ενεργότητα του NF-κΒ. H φωσφορυλίωση αυτή μεσολαβείται από 

τις κινάσεις ΙΚΚβ, ΙΚΚε και την κινάση 3β της συνθάσης του γλυκογόνου (Glycogen 

synthase kinase-3 beta, GSK3β. Η p65 φωσφορυλιώνεται συνεχώς στο συγκεκριμένο 

κατάλοιπο, κι αυτό συντελεί στην αρνητική ρύθμιση του απουσία ερεθισμάτων. (Buss 

et al., 2004) Φωσφορυλιώσεις σε άλλα κατάλοιπα, μπορεί να υποβοηθούν τη 

μεταγραφική ενεργότητα του NF-κΒ, όπως στην περίπτωση της σερίνης 311, ή μπορεί 

να την παρεμποδίζουν, όπως στις περίπτωση των θρεονινών 435 και 505 (Campbell et 

al., 2006; O’Shea & Perkins, 2010). Εκτός βέβαια από την φωσφορυλίωση, η p65 

υφίσταται κι άλλες τροποποιήσεις όπως η ακετυλιώση της λυσίνης 310 και μάλιστα, οι 

δύο αυτές τροποποιήσεις, φωσφορυλίωση και ακετυλίωση, φαίνεται να μην είναι 

ανεξάρτητες (Chen et al., 2005). (Εικόνα 1.7) Αντίστοιχα, υπάρχουν και πολλές άλλες 

μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις όπως μεθυλιώσεις, ακετυλιώσεις και 

ουβικιτινιώσεις, ο ρόλος των οποίων είναι ιδιαίτερα πολύπλοκος και εξειδικευμένος. 

Μάλιστα, στην πραγματικότητα, τα γεγονότα αυτά είναι ακόμα πιο περίπλοκα καθώς, 

πολύ συχνά, συσχετίζονται και δρουν συνδυαστικά ή ανταγωνιστικά στη δράση του 

NF-κΒ (Huang et al., 2010).  

 
 

 

https://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjZhJnFsobWAhVFtRQKHVv4C-kQFggsMAE&url=http%3A%2F%2Fwww.uniprot.org%2Funiprot%2FP49841&usg=AFQjCNFP7Lg069h8GSTWIfui2KqQZOZH9A
https://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjZhJnFsobWAhVFtRQKHVv4C-kQFggsMAE&url=http%3A%2F%2Fwww.uniprot.org%2Funiprot%2FP49841&usg=AFQjCNFP7Lg069h8GSTWIfui2KqQZOZH9A
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Εικόνα Ι.7 Μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις της p65. Οι φωσφορυλιώσεις στη σερίνη 

276 της περιοχής ομολογίας Rel (RHD) και στη σερίνη 536 της περιοχής που σχετίζεται με το 

μεταγραφικό ρόλο της πρωτεΐνης (TAD) είναι οι περισσότερο μελετημένες. Τα γεγονότα 

φωσφορυλίωσης και ακετυλίωσης δεν είναι ανεξάρτητα μεταξύ τους (Hayden & Ghosh, 2008).  

 

Ι.Γ.3 Ρόλος του NF-κΒ στο οξειδωτικό στρες 

Στα κύτταρα, τα σηματοδοτικά «κυκλώματα» δρουν ώστε να διατηρείται η 

ομοιόσταση και να αποφεύγονται δραστικές ενδοκυττάριες αλλαγές όπως οι μεταβολές 

στο οξειδωτικό φορτίο. Μεταξύ των πολλαπλών μονοπατιών που εμπλέκονται, η 

μεταγωγή σήματος μέσω του NF-κΒ φαίνεται να κατέχει ρόλο-κλειδί στη ρύθμιση 

διαδικασιών όπως η φλεγμονή, η ανοσία, η ανάπτυξη, η κυτταρική αύξηση και η 

επιβίωση. Ο συγκεκριμένος μεταγραφικός παράγοντας, σχετίζεται με τη μεταγραφή 

πάνω από 100 γονιδίων, συμπεριλαμβανομένων και ορισμένων με αντι-οξειδωτική 

αλλά και προ-οξειδωτική δράση (Morgan & Liu, 2011). Ο ΤΝF-α αποτελεί γνωστό 

ενεργοποιητή του NF-κΒ και μάλιστα η ενεργοποίηση αυτή μεσολαβείται από τις ROS 

(Jamaluddin, Wang, Boldogh, Tian, & Brasier, 2007). Γενικά, πληθώρα αναφορών 

τονίζουν την ενεργοποίηση του NF-κΒ από αντιοξειδωτικές ουσίες (Jiqin Liu et al., 

2008). Ωστόσο, ολοένα και αυξανόμενες εργασίες επιβεβαιώνουν τον κυρίαρχο ρόλο 

πολλών οξειδωτικών μορίων στην επαγωγή του ΝF-κΒ, γεγονότα που σχετίζονται και 

με διάφορες ασθένειες (Gloire & Piette, 2009; Kamata et al., 2002; Schoonbroodt & 

Piette, 2000; Takada et al., 2003). Μάλιστα, αξίζει να σημειωθεί, ότι διάφορες μελέτες 

έχουν δείξει ότι αντιοξειδωτικά όπως η ΝΑC, αναστέλλουν τον NF-κΒ, 

παρεμποδίζοντας την μετατόπιση του στον πυρήνα (Dirsch et al., 1998). 

Το 1990, φάνηκε για πρώτη φορά πως ο ΝF-κΒ ρυθμίζεται από την κατάσταση 

οξείδωσης του κυττάρου από την ομάδα του Herzenberg, η οποία υποστήριξε ότι οι 

ενδοκυτταρικές θειόλες μεσολαβούν στην ενεργοποίηση του NF-κΒ από τον ΤΝF-α 

και τη 12-μυριστικό-13-οξικό-φορβόλη (Phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA). Πιο 

συγκεκριμένα, η μείωση των επιπέδων της γλουταθειόνης, που αποτελεί το βασικό 

οξειδοαναγωγικό ρυθμιστικό διάλυμα των κυττάρων, είχε ως αποτέλεσμα την αύξηση 

της ενεργοποίησης του NF-κΒ. Αντίθετα, η χρήση ενός προδρόμου της σύνθεσης της 

γλουταθειόνης, τη Ν-ακέτυλ-L-κυστεΐνη (NAC), τα επίπεδα του NF-κΒ μειώθηκαν 

(Staal et al., 1990). Ομοίως, το αντιοξειδωτικό διθειοκαρβαμική πυρρολιδίνη 

(pyrrolidine dithio-carbamate, PDTC), παρεμποδίζει την απελευθέρωση του NF-κΒ 

από τον αναστολέα του και συνεπώς την ενεργοποίηση του (Schreck et al., 1992). 

Άμεσες αποδείξεις της ρύθμισης του NF-κΒ από το H2O2 προέρχονται από το 

εργαστήριο του Schreck, που έδειξε ότι το μονοπάτι του μεταγραφικού αυτού 

παράγοντα ενεργοποιείται με την προσθήκη 150 μΜ Η2Ο2 σε κύτταρα Wurzburg 

(Schreck et al., 1991). Ωστόσο, πρέπει να τονιστεί ότι το Η2Ο2 δεν ενεργοποιεί το 
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καθαρό σύμπλοκο NF-κΒ/ΙκΒα in vitro, υποδηλώνοντας ότι η ενεργοποίηση στα 

κύτταρα βασίζεται σε υποκείμενους μηχανισμούς, όπως για παράδειγμα τις αλλαγές 

στο οξειδωτικό φορτίο του κυττάρου. Επιπλέον, καθώς γνωστοί ενεργοποιητές του NF-

κΒ, όπως ο ΤΝF-α και η IL-1, επάγουν την παραγωγή δραστικών ριζών οξυγόνου, 

(Jamaluddin et al., 2007; Park et al., 2004), οι τελευταίες φαίνεται να αποτελούν 

γενικούς ρυθμιστές του μονοπατιού του NF-κΒ. 

Υπάρχει πληθώρα ασύμφωνων δεδομένων σχετικά με την ενεργοποίηση του 

NF-κΒ από το H2O2, γεγονός που υποδηλώνει την ειδικότητα ως προς τον κυτταρικό 

τύπο. Από μόνο του το Η2Ο2, είναι ασθενής ενεργοποιητής του NF-κΒ. Σε ορισμένους 

κυτταρικούς τύπους ο ΝF-κΒ φαίνεται να είναι ανεξάρτητος του Η2Ο2, ενώ σε άλλους 

η ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα αυτού είναι ελάχιστη σε σχέση με 

κλασσικούς ενεργοποιητές (π.χ ΤΝF-α) καθώς εμφανίζει χαμηλότερα επίπεδα 

ενεργοποίησης και βραδύτερο κινητικό πρότυπο (Oliveira-Marques et al., 2007). 

Παρουσιάζει ενδιαφέρον το γεγονός ότι η ενεργοποίηση του NF-κΒ σε σημαντικό 

ποσοστό, από το Η2Ο2, υποδεικνύει εναλλακτικό μονοπάτι, καθώς δεν ταυτοποιήθηκαν 

τροποποιήσεις σε αναρροϊκές κινάσες ή τον ΙκΒα. Σε κάθε περίπτωση, η συγκέντρωση 

του Η2Ο2 πρέπει να υπερβαίνει τα 100μΜ ώστε να παρατηρηθεί σημαντική 

ενεργοποίηση του NF-κΒ, γεγονός που εγείρει αμφιβολίες ως προς την in vivo 

συσχέτιση του H2O2 με τον NF-κΒ. Μάλιστα, υπάρχουν και περιπτώσεις στις οποίες 

το Η2Ο2 αναστέλλει την ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα (Choi et al., 2007; 

Zmijewski et al., 2007). 

 

Ι.Γ.4 Ρόλος του NF-κΒ στην απόπτωση 

Ο πιο καλά χαρακτηρισμένος ρόλος του NF-κΒ αφορά στην ικανότητα του να 

προωθεί την κυτταρική επιβίωση. Η ικανότητα του αυτή, φαίνεται σε πολλές μελέτες 

που αφορούν διάφορους τύπους καρκίνου. Σε αυτές, έχει διαπιστωθεί ότι ο NF-κΒ 

επάγει γονίδια ανάπτυξης όπως τη κυκλίνη D1, το c-myc και το c-myb (Duyao et al., 

1992; Guttridge et al., 1999; Toth et al., 1995) και αντι-αποπτωτικά γονίδια όπως τα c-

IAP1/2 και XIAP (Kucharczak et al., 2003). Η έκφραση των γονιδίων αυτών έχει ως 

αποτέλεσμα την επιβίωση και τον πολλαπλασιασμό των καρκινικών κυττάρων, 

οδηγώντας στην ανάπτυξη του όγκου. Επιπλέον, διάφορα ογκογόνα μόρια όπως το Ras, 

φαίνεται να επάγουν την επιβίωση και τον πολλαπλασιασμό μέσω του μεταγραφικού 

αυτού παράγοντα (Kim et al., 2002). Μάλιστα, ο ρόλος του γίνεται ακόμα πιο κρίσιμος 

στις περιπτώσεις χημειοθεραπειών, αφού πολύ συχνά, ενεργοποιείται ως απόκριση στη 

φαρμακευτική αγωγή και εξαιτίας του αντι-αποπτωτικού του ρόλου, δημιουργεί 

χημειοανθεκτικούς όγκους (Lin et al., 2010). 

Από την άλλη, αυξανόμενος αριθμός μελετών αναφέρει τον προ-αποπτωτικό 

ρόλο του NF-κΒ υπό συγκεκριμένες συνθήκες. Για παράδειγμα, η καταστολή του ΝF-

κΒ σε κυτταρική σειρά Saos-2, παρεμπόδισε και την μεσολαβούμενη από την p53-

απόπτωση. Βέβαια, η υπερέκφραση της p65, φάνηκε να μην είναι επαρκής από μόνη 

της για να επάγει την απόπτωση (Ryan et al., 2000). Σε άλλες περιπτώσεις, όπως σε 

καρκινικά κύτταρα μαστού και μελανώματος, έχει φανεί ότι η p65 είναι επαρκής για 

να επαχθεί ο κυτταρικός θάνατος, υποδεικνύοντας τον προ-αποπτωτικό ρόλο του NF-

κΒ (Ricca et al., 2001). 
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Προφανώς, ο τύπος του ερεθίσματος αποτελεί βασικό παράγοντα που καθορίζει 

σε μεγάλο βαθμό, το αν ο NF-κΒ θα λειτουργήσει προ- ή αντι-αποπτωτικά. Για 

παράδειγμα, σε κύτταρα Ηela, ο TNF-α προκάλεσε την προστατευτική δράση του NF-

κΒ, ενώ το Η2Ο2 και το περβαναδικό, οδήγησαν σε απόπτωση των κυττάρων αυτών, 

μεσολαβούμενη από τον NF-κΒ (Kaltschmidt et al., 2000). Ομοίως, η hypericin που 

είναι αντι-καρκινικός παράγοντας, συντέλεσε στην προστασία των νευρικών κυττάρων 

επάγοντας τον NF-κΒ, ενώ η σταυροσπορίνη προκάλεσε κυτταρικό θάνατο, επίσης, 

μέσω του εν λόγω μεταγραφικού παράγοντα (Kaltschmidt et al., 2002). Ακόμη μια 

έρευνα σε νευρικά κύτταρα της σειράς PC12, έδειξε ότι ο NF-κΒ είχε προ-αποπτωτικό 

ρόλο ως απόκριση στην 6-υδροξυ-ντοπαμίνη και αντι-αποπτωτικό ως απόκριση σε 

TNF-α (Tarabin & Schwaninger, 2004). Τέλος, σε υβριδικά Τ κύτταρα, η επίδραση με 

PMA/ιομυκίνη, ενεργοποίησε την προ-αποπτωτική δράση του NF-κΒ μέσω της 

επαγωγής του FasL, ενώ η δεξαμεθασόνη  την αντι-αποπτωτική του δράση (Lin et al., 

1999). 

Εκτός από τον τύπο του ερεθίσματος, σημαντικό ρόλο παίζει και ο τρόπος με 

τον οποίο το συγκεκριμένο ερέθισμα επιδρά στην ενεργοποίηση του NF-κΒ. Για 

παράδειγμα, η υπερέκφραση της c-Rel σε κύτταρα Hela, αρχικά συντέλεσε στην 

προστασία από την απόπτωση που προκλήθηκε από τον TNF-α, μέσω μετατροπής των 

τοξικών Ο2
- σε Η2Ο2. Όμως, με το πέρασμα του χρόνου, η σταδιακή συσσώρευση 

Η2Ο2, οδήγησε στην απόπτωση. Και οι δύο δράσεις, αντι-αποπτωτική και προ-

αποπτωτική φάνηκαν να αυξάνονται με την υπερέκφραση της c-Rel (Bernard et al., 

2002).  

Όλα τα παραπάνω, υποδηλώνουν ότι ο NF-κΒ αποτελεί τμήμα ενός 

πολύπλοκου δικτύου αλληλεπιδράσεων και δε μπορεί εύκολα να καταταχθεί σε προ-

αποπτωτικό ή αντι-αποπτωτικό παράγοντα. Η δράση του εξαρτάται από το ερέθισμα, 

το κυτταρικό τύπο, τις εκάστοτε πειραματικές συνθήκες, τον τύπο της υπομονάδας, 

ακόμα και από τις μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις που θα υποστεί (Radhakrishnan 

& Kamalakaran, 2006).  

 

Ι.Γ.5 Ρόλος του NF-κΒ στην καρδιά 

 Ο ρόλος του ΝF-κΒ στα καρδιακά κύτταρα, όπως και στους άλλους 

κυτταρικούς τύπους, είναι ιδιαίτερα αμφιλεγόμενος. Είναι αξιοσημείωτο ότι ο 

συγκεκριμένος μεταγραφικός παράγοντας έχει βρεθεί να εμπλέκεται σε πολλές 

καρδιαγγειακές ασθένειες, όπως η ισχαιμική και διατατική καρδιακή ανεπάρκεια, η 

ισχαιμική προγύμναση και η μυοκαρδίτιδα (Hall et al., 2001; Zhang et al., 2003). 

Επιπλέον, ερεθίσματα όπως η I/R με τις ROS, o TNF-α και η β-αδρενεργική 

ενεργοποίηση, έχουν φανεί να επάγουν τον NF-κΒ στην καρδιά (Dawn et al., 2001; 

Purcell et al., 2001). Είναι προφανές ότι  υπάρχει εμπλοκή του μεταγραφικού 

παράγοντα στις ασθένειες της καρδιάς, όμως δεν έχει διαλευκανθεί πλήρως ο τρόπος 

με τον οποίο αυτή επιτυγχάνεται. Το πιο πιθανό είναι ότι μπορεί να λειτουργεί είτε 

προστατευτικά είτε να συντελεί στην καρδιακή παθογένεια, ανάλογα με την χρονική 

και τοπική ενεργοποίηση του (Dhingra et al., 2010).  

Η απόκριση της καρδιάς στην I/R είναι δυναμική και περίπλοκη και γι’ αυτό η 

χρονική μεταβλητή είναι σημαντικός παράγοντας κατά τη μελέτη του NF-κΒ στην 

καρδιακή I/R. Σε μελέτη που έγινε σε καρδιά μετά την Ι/R, διαπιστώθηκαν δύο φάσεις 
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ενεργοποίησης του NF-κΒ, η μία 15 λεπτά μετά την ισχαιμία και 15 λεπτά μετά την 

επανοξυγόνωση που διήρκησε 1 ώρα, και η άλλη 3 ώρες μετά την επανοξυγόνωση η 

οποία διήρκησε μέχρι και 6 ώρες (Chandrasekar et al., 2001). Από την άλλη σε 

κυτταρική σειρά καρδιακών μυοβλαστών, σε συνθήκες υποξίας, ο NF-κΒ 

ενεργοποιήθηκε στη 1 ώρα υποξίας, ενώ υπήρχε καταστολή του στις 24 ώρες (Baetz et 

al., 2005; Matsui et al., 1999). Γενικώς, είναι γνωστό ότι η σηματοδότηση από τον NF-

κΒ ακολουθεί κυκλικές φάσεις, λόγω του μηχανισμού αρνητικής ανατροφοδότησης 

που περιλαμβάνει την επαγωγή της έκφρασης του ίδιου του του αναστολέα (Hoffmann 

et al., 2006; Hoffmann & Baltimore, 2006). Με δεδομένο το προ-φλεγμονώδη ρόλο 

του NF-κΒ στις συνθήκες αυτές, έχουν γίνει προσπάθειες αναστολής του, για να 

προστατευθεί ο καρδιακός μυς (Meldrum et al., 1998). Ο Pye και συνεργάτες είδαν ότι 

παρεμπόδιση της δράσης του πρωτεασώματος και επακόλουθη αναστολή του NF-κΒ, 

συντέλεσαν σε λιγότερο σοβαρό έμφραγμα (Pye et al., 2003). Ομοίως, ένας 

αναστολέας της ΙΚΚβ βελτίωσε την λειτουργία του μυοκαρδίου και περιόρισε τη 

σοβαρότητα του εμφράγματος (Moss et al., 2007). Τέλος,  μύες στους οποίους 

υπερεκφράζονταν ο αναστολέας ΙκΒα του NF-κΒ, διαπιστώθηκε βελτίωση των 

αρνητικών συνεπειών της Ι/R (Dawn et al., 2001). Τα παραπάνω, υποδηλώνουν τον 

παθολογικό ρόλο του εν λόγω μεταγραφικού παράγοντα στις δεδομένες συνθήκες.  

 Παρότι από τα ανωτέρω προκύπτει ότι η αναστολή του NF-κΒ είναι πιθανώς 

θεραπευτική, όλο και περισσότερες αναφορές παρουσιάζουν ενδείξεις για τον 

καρδιοπροστατευτικό ρόλο του μεταγραφικού παράγοντα. Έτσι, φαίνεται να 

παρεμποδίζει την απόπτωση, να μειώνει το μέγεθος του εμφράγματος και να παίζει 

κάποιο ρόλο στην ισχαιμική προγύμναση (Kurrelmeyer et al., 2000; Misra et al., 2003; 

Mustapha et al., 2000). Πράγματι, παρεμπόδιση του NF-κΒ φαίνεται να αναστέλλει και 

τις προστατευτικές δράσεις της προγύμνασης του μυοκαρδίου (Misra et al., 2003; 

Mustapha et al., 2000).  

 Καθώς, από την ευρύτερη βιβλιογραφία υπάρχει μεγάλη συζήτηση για το ποιος 

είναι πραγματικά ο ρόλος του NF-κΒ στην απόπτωση, το ερώτημα που καλούνται οι 

επιστήμονες να απαντήσουν είναι τι ισχύει στην καρδιά. Υπερέκφραση του αναστολέα 

ΙκΒα στην καρδιά συντέλεσε σε σοβαρότερο καρδιακό επεισόδιο και αυξημένη 

απόπτωση του μυοκαρδίου, υποδεικνύοντας έναν προστατευτικό ρόλο του NF-κΒ 

(Misra et al., 2003). Ομοίως, καρδιακά κύτταρα από τα οποία είχαν απαλειφθεί τα 

γονίδια TNFR1/2, εμφάνισαν αυξημένα ποσοστά απόπτωσης, γεγονός που μπορεί να 

σχετίζεται με την αναστολή ενός προστατευτικού μονοπατιού TNF-α/ΝF-κΒ 

(Kurrelmeyer et al., 2000). 

Από την άλλη, κλινικές μελέτες έχουν δείξει τη συσχέτιση μεταξύ της 

αυξημένης ενεργοποίησης του NF-κΒ και της καρδιακής ανεπάρκειας (Frantz et al., 

2006). Ομοίως, έχει γίνει και προσπάθεια συσχέτισης του με την υπερτροφία του 

καρδιακού  μυ. Φάνηκε, λοιπόν, ότι η γενετική απαλοιφή του NF-κΒ1 οδήγησε σε 

μειωμένο υπετροφικό φαινότυπο και βελτίωσε την σοβαρότητα της καρδιακής 

ανεπάρκειας (Kawano et al., 2005). Ωστόσο, τα αποτελέσματα είναι αρκετά περίπλοκα, 

καθώς o NF-κΒ1 λειτουργεί αφενός ως αναστολέας μέσω της ακέραιας p105, αφετέρου 

ως ενεργή υπομονάδα p50 (Frantz et al., 2006). Πιο ξεκάθαρα αποτελέσματα 

προέκυψαν από τη στοχευμένη αναστολή του NF-κΒ σε καρδιακά μυοκύτταρα. Στην 

περίπτωση αυτή, μειώθηκε η καρδιακή υπερτροφία και προάχθηκε η καρδιακή 

ανεπάρκεια μετά το έμφραγμα (Freund et al., 2005; Zelarayan et al., 2009). Φαίνεται, 

λοιπόν, ότι ο NF-κΒ είναι θετικός ρυθμιστής της υπερτροφίας τόσο in vivo όσο και in 

vitro (Higuchi et al., 2002; Li et al., 2004), και επάγει αντι-αποπτωτικά γονίδια σε 

καρδιακά μυοκύτταρα in vitro (Cook et al., 2003).  
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Συνολικά, ο NF-κΒ κατά πάσα πιθανότητα εμπλέκεται σε διάφορες 

παθολογικές καταστάσεις της καρδιάς, έχοντας όμως πολλαπλές διαφορετικές 

επιδράσεις. Η ενεργοποίηση του μπορεί είτε να προάγει την παθογένεια της νόσου, είτε 

να δρα προστατευτικά, κάνοντας τον έναν πιθανό θεραπευτικό στόχο στις 

καρδιαγγειακές νόσους (van der Heiden et al., 2010).  

 

 

Ι.Δ. Κουρκουμίνη 

Η κουρκουμίνη προέρχεται από το φυτό Curcuma longa, με την κοινή 

ονομασία κουρκουμάς ή κιτρινόριζα. Ο κουρκουμάς είναι ένα ριζωματοειδές πολυετές, 

ποώδες φυτό που αναπτύσσεται στην νότια και νοτιοδυτική τροπική περιοχή της 

Ασίας. Κατέχει ξεχωριστή θέση στην ασιατική κουζίνα και χρησιμοποιείται τόσο για 

τη γεύση όσο και για το χρώμα του. Για αιώνες χρησιμοποιούνταν στην Ινδία και την 

Κίνα στις ιατρικές πρακτικές (Gupta et al., 2013). Η επίδραση του κουρκουμά στην 

υγεία έχει πλέον συσχετιστεί με μια πορτοκαλο-κίτρινη, λιπόφιλη πολυφαινόλη από το 

ρίζωμα του φυτού, την κουρκουμίνη (Jurenka, 2009). Τα τελευταία χρόνια, έχει 

διαπιστωθεί ότι η κουρκουμίνη έχει αντι-οξειδωτικές, αντι-φλεγμονώδεις, αντι-

καρκινικές και αντι-μικροβιακές δράσεις με αποτέλεσμα να γίνεται προσπάθεια 

χορήγησης της για την πρόληψη και τη θεραπεία διαφόρων ασθενειών (Prasad et al., 

2014). Σε αυτές, περιλαμβάνονται ο καρκίνος, τα αυτοάνοσα νοσήματα, νευρολογικές 

και καρδιαγγειακές ασθένειες και ο διαβήτης. Επιπλέον, γίνεται προσπάθεια να 

βελτιωθεί η βιολογική δραστικότητα της ουσίας μέσω της σύνθεσης αναλόγων της 

(Kocaadam & Şanlier, 2017). Κλινικές μελέτες σε ανθρώπους έχουν δείξει ότι η 

κουρκουμίνη είναι ασφαλής και αποτελεσματική, ενώ και η υπηρεσία τροφίμων και 

φαρμάκων (Food and Drug Administration, FDA) έχει επιβεβαιώσει την 

καταλληλότητα της (Prasad et al., 2014). 

 Ο χημική ονομασία της κουρκουμίνης είναι 1,7-δις-(4-υδροξυ-3-

μεθοξυφαινυλ)-επτα-1,6-διεν-3,5-διόνη ή διφερυλοϋμεθάνιο, με τύπο C21H20O6 

(Kumar et al., 2016). Η κουρκουμίνη δε διαλύεται στο νερό και σε ουδέτερο pH, αλλά 

είναι διαλυτή σε ακετόνη, μεθανόλη και αιθανόλη (Jurenka, 2009). Επίσης, έχει 

παρατηρηθεί ότι είναι ευαίσθητη στο φως και γι’ αυτό πρέπει να προστατεύεται από 

αυτό (Prasad et al., 2014).  

 Εξαιτίας της ανεπαρκούς απορρόφησης της από το σώμα και της αυξημένης 

ταχύτητας μεταβολισμού και απέκκρισης της, περιορίζεται σημαντικά η δραστικότητα 

της (Devassy et al., 2015). Συνεπώς, γίνονται προσπάθειες να αυξηθεί η 

βιοδραστικότητα της, με μία από αυτές να περιλαμβάνει την προσθήκη πιπερίνης μαζί 

με την κουρκουμίνη (Aggarwal & Harikumar, 2009). Επιπλέον, άλλες προσεγγίσεις 

αφορούν στη χρήση λιποσωμάτων με κουρκουμίνη, νανοσωματιδίων με κουρκουμίνη 

και συμπλόκων φωσφολιπιδίων, ενώ αναδύεται και η χρήση βιοδραστικότερων 

αναλόγων της (Helson, 2013). 

 Η κουρκουμίνη θεωρείται ότι είναι αποτελεσματική έναντι διαφόρων 

ασθενειών, εξαιτίας της ικανότητας της να τροποποιεί διάφορους μοριακούς στόχους 

που σχετίζονται με την μοριακή παθογένεια της εκάστοτε ασθένειας. Έχει φανεί ότι 

παίζει κρίσιμο ρόλο στην ρύθμιση κυτταροκινών, κινασών, ενζύμων, μεταγραφικών 
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παραγόντων, αυξητικών παραγόντων, υποδοχέων, μεταστατικών και αποπτωτικών 

μορίων, σε όλες σχεδόν τις φάσεις ανάπτυξης μιας ασθένειας (Gupta et al., 2013). Η 

δομή της, λόγω της υψηλής μεθοξυλίωσης και χαμηλής υδρογόνωσης, της επιτρέπει να 

καταστρέφει τις ελεύθερες δραστικές ρίζες, δίνοντας της αντι-οξειδωτικές, αντι-

φλεγμονώδεις και αντι-καρκινικές δράσεις (Devassy et al., 2015).  

 Η αντι-καρκινική δράση της κουρκουμίνης βρίσκεται υπό εντατική μελέτη, 

καθώς έχει βρεθεί να είναι αποτελεσματική έναντι πολλών σταδίων της νόσου, όπως η 

ανάπτυξη του όγκου, η διείσδυση, η αγγειογένεση και η μετάσταση. Η καταστολή της 

προόδου του καρκινικού όγκου μέσω της κουρκουμίνης, έχει βρεθεί να μεσολαβείται 

από το μονοπάτι του κυτταρικού πολλαπλασιασμού (κυκλίνη D1, c-myc), της 

επιβίωσης (Bcl-2, Bcl-xL, cFLIP, XIAP, cIAP1), της ενεργοποίησης του μονοπατιού 

των κασπασών (caspase-8, 3, 9), των υποδοχέων θανάτου (DR4, DR5) καθώς και 

μονοπατιών σηματοδότησης πρωτεϊνικών κινασών (JNK, Akt και ενεργοποιούμενη 

από ΑΜP πρωτεϊνική κινάση-AMPK) (Ravindran et al., 2009). Έχει βρεθεί ότι μέσω 

αυτών των μονοπατιών, η κουρκουμίνη λειτουργεί ανασταλτικά σε διάφορους 

καρκινικούς τύπους και αυξάνει την αποτελεσματικότητα πολλών χημειοθεραπειών 

(Vallianou et al., 2015).  

Επιπλέον, ο ρόλος της ως αντι-φλεγμονώδης παράγοντας, εκδηλώνεται μέσω 

της αρνητικής ρύθμισης προ-φλεγμονωδών ιντερλευκινών (IL-1, -2, -6, -8, -12), 

κυτταροκινών (TNF-α, χημειοτακτική πρωτεΐνη των μονοκυττάρων 1/MCP-1), 

ενζύμων (iNOS, κυκλοξυγενάση-2/COX-2, λιποξυγενάση, οξειδάση της ξανθίνης) και 

μεταγραφικών παραγόντων όπως ο NF-κΒ (Menon & Sudheer, 2007), ενώ η αντι-

οξειδωτική της δράση σχετίζεται με την καταστροφή ελεύθερων ριζών (Barzegar & 

Moosavi-Movahedi, 2011).  

Ο καρδιοπροστατευτικός ρόλος της κουρκουμίνης, έχει συσχετιστεί με την αντι-

οξειδωτική, αντι-φλεγμονώδη και αντι-αποπτωτική δράσης της (S. Jiang et al., 2017).  

Το οξειδωτικό στρες, αποτελεί κρίσιμο παράγοντα στην εκδήλωση πολλών 

καρδιαγγειακών νόσων, λόγω της υψηλής κατανάλωσης ενέργειας από την καρδιά, του 

οξειδωτικού περιβάλλοντος της και της ευαισθησίας της στις μεταβολές του 

περιβάλλοντος της. Έχει βρεθεί ότι  η κουρκουμίνη, σε συνθήκες οξειδωτικούς στρες 

στην καρδιά, επάγει αντι-οξειδωτικά ένζυμα (Ansari et al., 2007; Sompamit et al., 

2009), καταστέλλει μάρτυρες του οξειδωτικού στρες (Ο2
-, Η2Ο2, μεταβολίτες του 

νιτρικού οξειδίου κλπ) (Yang et al., 2013) και παρεμποδίζει τη δράση της NADPH 

οξειδάσης, μειώνοντας έτσι τα επίπεδα των ROS (Soetikno et al., 2012). Ακόμη, η 

επαναφορά του σωστού οξειδοαναγωγικού δυναμικού των μιτοχονδρίων από την 

κουρκουμίνη, αποτελεί πιθανή θεραπευτική προσέγγιση για την καρδιακή βλάβη που 

προκαλείται από την I/R (Yang et al., 2013). Όσον αφορά στην απόπτωση, η οποία έχει 

συσχετιστεί εκτενώς με τις καρδιαγγειακές νόσους, η κουρκουμίνη φαίνεται να δρα 

ενάντια της, υποδηλώνοντας έναν καρδιοπροστατευτικό μηχανισμό. Η ενεργοποίηση 

μονοπατιών επιβίωσης όπως της κινάσης 3 της 4,5-διφωσφορικής 

φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, PI3K), της 

Akt, των ERK1/2 και η αναστολή μονοπατιών κυτταρικού θανάτου όπως των JNKs, 

αποτελούν πιθανούς μηχανισμούς δράσης της (Jeong et al., 2012). Τέλος, η αντι-

φλεγμονώδης δράση της κουρκουμίνης υπό συνθήκες στρες, έχει φανεί να αναχαιτίζει 

την πρόοδο νόσων που αφορούν στην καρδιά. Η ιϊκή μυοκαρδίτιδα, αποτελεί μια 
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μορφή φλεγμονής του μυοκαρδίου που προκαλείται από τον ιό CVB3 (coxsackie-virus 

B3). Η επίδραση κουρκουμίνης μειώνει την τοπική και συστημική έκφραση προ-

φλεγμονωδών παραγόντων, όπως NF-κΒ, IL-6, IL-1β, βελτιώνοντας τα συμπτώματα 

της νόσου (Song et al., 2013). Ομοίως, η αναστολή του μονοπατιού JNK/NF-κΒ σε 

διαβητικούς επίμυες, παρεμποδίζει την υπερέκφραση TNF-α και IL-6 στα μακροφάγα, 

οδηγώντας σε μειωμένη βλάβη του μυοκαρδίου (Pan et al., 2013). Επιπλέον, η 

καταστολή της έκφρασης μορίων προσκόλλησης από την κουρκουμίνη, μειώνει τις 

επιπτώσεις της φλεγμονής στην καρδιά (Kim et al., 2007). Όλα τα παραπάνω, 

υποδεικνύουν ότι ο προστατευτικός ρόλος της κουρκουμίνης στην καρδιά εκδηλώνεται 

σε πολλά επίπεδα και ότι το συγκεκριμένο μόριο πρέπει να λαμβάνεται υπόψη στις 

σύγχρονες θεραπευτικές προσεγγίσεις.    

 Τέλος, όσον αφορά στις νευροεκφυλιστικές ασθένειες, υποστηρίζεται ότι η 

κουρκουμίνη, καθώς εμπλέκεται στους μηχανισμούς γήρανσης, πιθανώς παρεμποδίζει 

κυτταρικές αλλαγές που προκύπτουν εξαιτίας αυτής. Κατ’ επέκταση, συμβάλλει στην 

διατήρηση της ομοιόστασης των κυττάρων και στην πρόληψη ασθενειών που 

σχετίζονται με τη γήρανση (Monroy et al., 2013). Επιπλέον, η ιδιότητα της να 

καταστρέφει τις δραστικές ρίζες την καθιστά πιθανό νευρο-προστατευτικό παράγοντα 

(Ghosh et al., 2015). Στη νόσο του Alzheimer, η κουρκουμίνη φαίνεται να βελτιώνει 

τις νοητικές λειτουργίες, να μειώνει την παρουσία των β-αμυλοειδικών πλακών και να 

περιορίζει τον εκφυλισμό των νευρώνων (Mishra & Palanivelu, 2008). Στη νόσο του 

Parkinson, η κουρκουμίνη μείωσε τα επίπεδα της ντοπαμίνης και συντέλεσε στην 

προστασία των νευρώνων της μέλαινας ουσίας, δύο γεγονότα που σχετίζονται με την 

παθογένεια της συγκεκριμένης ασθένειας (Mythri & Bharath, 2012). Τέλος, στην 

πολλαπλή σκλήρυνση, η εμπλοκή της κουρκουμίνης στα μονοπάτια σηματοδότησης 

κινάση Janus/μεταγωγέας σήματος και ενεργοποιητής της μεταγραφής (Janus kinase 

and Signal Transducer and Activator of Transcription, JAK-STAT), AP-1 και NF-kB, 

μείωσε τις παρενέργειες της φλεγμονώδους αυτοάνοσης ασθένειας (Tegenge et al., 

2014). 

 

Ι.Ε. Καρδιακά κύτταρα θηλαστικών H9c2 

Τα πρωτογενή καρδιακά μυοκύτταρα, δηλαδή οι άμεσοι απόγονοι των 

κυττάρων που απομονώθηκαν από τον οργανισμό, είναι ιδιαίτερα ευαίσθητα, με 

αποτέλεσμα να είναι δύσκολη η διατήρηση τους στην καλλιέργεια για μεγάλα 

διαστήματα (Xu & Colecraft, 2009). Επιπλέον, η απoμόνωση τους απαιτεί την συνεχή 

θυσία εργαστηριακών πειραματόζωων, γεγονός που εγείρει πολλές αντιδράσεις. Έτσι, 

είναι κρίσιμο να υπάρχουν in vitro μοντέλα κυττάρων που να προσομοιάζουν στα 

καρδιακά κύτταρα και να μπορούν να χρησιμοποιηθούν στην βιολογική έρευνα. Η 

κυτταρική σειρά μυοβλαστών H9c2, η οποία απομονώνεται από την κοιλία καρδιάς 

αρουραίου, χρησιμοποιείται σε μελέτες που αφορούν σε σκελετικούς και καρδιακούς 

μυοβλάστες λόγω των βιοχημικών, μορφολογικών και ηλετρο-ορμονικών 

σηματοδοτικών τους ιδιοτήτων (Hescheler et al., 1991). Η απομόνωση των κυττάρων 

είχε γίνει αρχικά από καρδιά αρουραίου BDIX (Kimes & Brandt, 1976). 13 μέρες μετά 

τη γονιμοποίηση, τα κύτταρα απομονώνονται και «αθανατοποιούνται». Κατά τις 

διαδοχικές διαιρέσεις, η διαφορετική κινητική του εκάστοτε κυτταρικού πληθυσμού 

στο ετερογενές κλάσμα που απομονώθηκε αρχικά, οδηγεί σε διαχωρισμό των 

https://en.wikipedia.org/wiki/Janus_kinase
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πληθυσμών αυτών στο τρυβλίο της καλλιέργειας. Σε αυτό το στάδιο, τα κύτταρα δεν 

έχουν διαφοροποιηθεί πλήρως σε ενήλικα καρδιακά μυοκύτταρα, ωστόσο, εκφράζουν 

ειδικούς γι’ αυτά μάρτυρες. Βασικό στοιχείο της συγκεκριμένης εμβρυϊκής κυτταρικής 

σειράς είναι η ικανότητα των κυττάρων να διαφοροποιηθούν από μονοπύρηνους 

μυοβλάστες σε σωληνόμορφα κύτταρα, όταν καλλιεργηθούν σε θρεπτικό μέσο με 

χαμηλή συγκέντρωση ορού. Ως αποτέλεσμα, αποκτούν επιμηκυμένο σχήμα και 

διατάσσονται σε παράλληλες σειρές (Sardao et al., 2007). Κατά τη διαφοροποίηση, τα 

κύτταρα αποκτούν φαινότυπο περισσότερο παρόμοιο με αυτόν των σκελετικών μυών, 

όπως φαίνεται και από την έκφραση κυτταρο-ειδικών μαρτύρων (μυογενίνη και 

παράγοντας μυογενούς διαφοροποίησης-MyoD) (Menard et al., 1999). Επιπλέον, η 

επίδραση με ρετινοϊκό οξύ (all-trans retinoic acid, RA) σε θρεπτικό μέσο με 1% ορό, 

οδηγεί σε διαφοροποίηση των κυττάρων προς ενήλικα καρδιακά μυοκύτταρα που 

χαρακτηρίζονται από την παρουσία της υπομονάδας α1 των καναλιών ασβεστίου τύπου 

L (Menard et al., 1999). 

 Τα κύτταρα Η9c2 δεν εμφανίζουν συσταλτική δραστηριότητα, ούτε όταν είναι 

διαφοροποιημένα. Ωστόσο, όπως και τα νεογνικά καρδιακά μυοκύτταρα, αποκρίνονται 

με παρόμοιο τρόπο σε διάφορα ερεθίσματα, συμπεριλαμβανομένης της εμφάνισης 

υπερτροφικού φαινοτύπου (Watkins et al., 2011). Η πλειοψηφία των ερευνών που έχει 

γίνει με τη χρήση μη διαφοροποιημένων μυοβλαστών H9c2, εγείρει ερωτήματα 

σχετικά με την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων όταν γίνεται σύγκριση με πρωτογενή 

καρδιακά μυοκύτταρα. Αυτό είναι ακόμα πιο έντονο στις περιπτώσεις 

κυτταροτοξικότητας, στις οποίες η δοσο-εξαρτώμενη απόκριση τροποποιείται ανάλογα 

με το στάδιο της διαφοροποίησης (Branco et al., 2011, 2012). Εφόσον, λοιπόν, ο 

ενήλικος καρδιακός ιστός αποτελείται κυρίως από πλήρως διαφοροποιημένα κύτταρα 

χωρίς πολλαπλασιαστική ικανότητα, είναι πιθανό τα αποτελέσματα που προκύπτουν 

από τα H9c2 να διαφέρουν σε σχέση με αυτόν. Σε πρόσφατη έρευνα, έγινε προσπάθεια 

να διαπιστωθεί αν το προφίλ της γονιδιακής έκφρασης των Η9c2 κατά την 

διαφοροποίηση τους σε φαινότυπο καρδιακού μυοκυττάρου, διαφέρει σε σχέση με τα 

ενήλικα μυϊκά κύτταρα του καρδιακού ιστού. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα 

διαφοροποιημένα Η9c2 κύτταρα, μέσω της επίδρασης με ρετινοϊκό οξύ και της 

χαμηλής συγκέντρωσης ορού, αποτελούν καλύτερο μοντέλο για τα πρωτογενή 

καρδιακά μυοκύτταρα σε σχέση με τα αδιαφοροποίητα (Branco et al., 2015). Έτσι, το 

χαμηλό κόστος διατήρησης της καλλιέργειας, η αποφυγή θυσίας των πειραματόζωων 

και η έκφραση πολλών ειδικών μαρτύρων και πρωτεϊνικών/μεταβολικών στοιχείων 

που προσομοιάζουν τα ενήλικα καρδιακά κύτταρα, καθιστά την εν λόγω κυτταρική 

σειρά κατάλληλη για τη μελέτη της καρδιάς.   
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Σκοπός  

Σκοπός της παρούσας διπλωματικής εργασίας ήταν η μελέτη του διττού ρόλου 

του μεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ στην απόπτωση των καρδιακών μυοκυττάρων 

αρουραίου της κυτταρικής σειράς Η9c2. Αρχικά, έγινε προσπάθεια διερεύνησης της 

φωσφορυλίωσης της υπομονάδας p65 του NF-κΒ στη σερίνη 536, σε συνθήκες 

οξειδωτικού στρες που επάγεται κατά την επίδραση των κυττάρων με Η2Ο2. Έπειτα, 

θέλαμε να διαπιστώσουμε αν στις ίδιες συνθήκες η φωσφορυλιωμένη p65 μεταβαίνει 

στον πυρήνα ώστε να ασκήσει τη δράση της ως συστατικό του συμπλόκου του NF-κΒ. 

Στη συνέχεια, αφού επιβεβαιώθηκε η ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα στις 

δεδομένες συνθήκες, στοχεύσαμε στην διερεύνηση των σηματοδοτικών μονοπατιών 

που εμπλέκονται στην ενεργοποίηση αυτή, συμπεριλαμβανομένων και αυτών των 

MAPKs. Έτσι, προχωρήσαμε στη μελέτη της επίδρασης καθιερωμένων αναστολέων 

των MAPKs -SB203580 για την p38 ΜΑPK, SP600125 για τις JNKs και PD98059 για 

τις ΕRKs-, στην φωσφορυλίωση της p65 υπομονάδας. Σε συνέχεια της διερεύνησης 

των εμπλεκόμενων μονοπατιών, ελέγχθηκε και η επίδραση του αναστολέα της MSK1, 

Η89, η οποία αποτελεί καταρροϊκό στόχο της p38 MAPK και άμεση κινάση που 

φωσφορυλιώνει την p65 στη σερίνη 276. Σε επόμενο στάδιο, θέλαμε να διαπιστώσουμε 

αν η παρατεταμένη επώαση των κυττάρων με Η2Ο2, συντελεί στην επαγωγή της 

απόπτωσης, ελέγχοντας τη θραύση της PARP. Η μελέτη της επίδρασης συγκεκριμένων 

αναστολέων, PD98059 και Η89 είχε ως στόχο τον εντοπισμό των μονοπατιών μέσω 

των οποίων συντελείται η απόπτωση. Επιπλέον, βασικό μας μέλημα ήταν να 

εξακριβώσουμε το ρόλο του NF-κΒ στην επαγωγή της απόπτωσης, ώστε να 

μπορέσουμε να τον χαρακτηρίσουμε ως προ-αποπτωτικό ή αντι-αποπτωτικό 

μεταγραφικό παράγοντα, δηλαδή παράγοντα που επάγει τη μεταγραφή γονιδίων 

επιβίωσης ή προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου. Έτσι, έγινε προσπάθεια 

μελέτης της επίδρασης που έχει η προ-επώαση με τους ανωτέρω αναστολείς στη 

θραύση της PARP, οι οποίοι φάνηκε, προηγουμένως, να παρεμποδίζουν τη 

φωσφορυλίωση της p65. Επιπροσθέτως, στην παρούσα εργασία ελέγχθηκε και η δράση 

διαφορετικών συγκεντρώσεων, 0,1μΜ και 1μΜ, μιας φυσικής ουσίας με ποικίλες 

δράσεις, της κουρκουμίνης, τόσο στη φωσφορυλίωση της υπομονάδας p65 όσο και 

στην επαγωγή της απόπτωσης. Συμπερασματικά, ευρύτερος στόχος της διπλωματικής 

αυτής εργασίας ήταν η εύρεση και η περιγραφή ενός πιθανού μηχανισμού μέσω του 

οποίου το Η2Ο2 επάγει την ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ κατά 

την απόπτωση των καρδιακών μυοκυττάρων και πως τα μονοπάτια που εμπλέκονται 

μπορούν, ενδεχομένως, να αποτελέσουν θεραπευτικούς στόχους για την αναστολή της 

απόπτωσης. Μάλιστα, η διερεύνηση του αντιοξειδωτικού και αντι-αποπτωτικού ρόλου 

της κουρκουμίνης μπορεί να αποκαλύψει καρδιοπροστατευτικές ιδιότητες της ουσίας 

αυτής.  
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ΙΙ. Υλικά και μέθοδοι

ΙΙ.Α Υλικά 

 

ΙΙ.Α.1 Βιολογικό υλικό 

Το βιολογικό υλικό που χρησιμοποιήθηκε για την περάτωση της παρούσας 

μελέτης ήταν καλλιέργειες καρδιακών μυοβλαστών της κυτταρικής σειράς H9c2, που 

προήλθαν από αρουραίους του είδους Rattus norvegicus. Η κυτταρική σειρά 

χορηγήθηκε από την εταιρεία ATCC (American Type Culture Collection) με κωδικό 

CRL-1446.  

   

ΙΙ.Α.2 Υλικά κυτταροκαλλιέργειας 

 Θρεπτικό υπόστρωμα DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) της 

εταιρείας Gibco (Κωδικός: 41966-029). Αποτελείται από 4.5 g/L D-Γλυκόζης, 

584 mg/L L-Γλουταμίνης και Πυροφωσταφυλικό. 

 Απενεργοποιημένος ορός εμβρύου βοδιού (FBS-Fetal Bovine Serum) της 

εταιρείας PAA Laboratories GmbH (Κωδικός: A15-043). 

 Διάλυμα τρυψίνης-EDTA 10%(v/v) διαλυμένο σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS της 

εταιρείας Gibco. To EDTA είναι ένα χηλικό αντιδραστήριο που έχει την 

ικανότητα να δεσμεύει τα δισθενή κατιόντα Ca2+ και Mg2+ στα κύτταρα, έτσι 

ώστε να μην μπορούν να παραμείνουν προσδεδεμένα στην επιφάνεια που 

αναπτύσσονται. Η δράση της τρυψίνης απενεργοποιείται από το DMEM.  

 Αντιβιοτικά πενικιλίνη-στρεπτομυκίνη της εταιρείας PAA Laboratories GmbH 

(Κωδικός: P11-010). Τα αντιβιοτικά προστίθενται στις φιάλες 

κυτταροκαλλιεργειών σε συγκεντρώσεις 100 U/mL και 100 μg/mL αντίστοιχα, 

προς αποφυγή των μολύνσεων από διάφορους μικροοργανισμούς.   

 Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών αλάτων για τη πλύση των κυττάρων (PBS). 

Το PBS στερείται των δισθενών κατιόντων Ca2+ και Mg2+ για την καλύτερη 

δράση του παγκεατικού ενζύμου τρυψίνη. Περιέχει 137mΜ NaCl, 10mΜ 

Na2HPO4, 2.7mΜ KCl, 1.7mΜ KH2PO4 και έχει pH 7.4. 

 Incuwater-clean της εταιρείας AppliChem (Κωδικός: A5219,0100). 

Προστίθεται στο απεσταγμένο νερό του δίσκου που βρίσκεται στο εσωτερικό 

του κλιβάνου. Το νερό αυτό χρησιμοποιείται ώστε να διατηρείται ένα 

περιβάλλον υγρασίας που είναι απαραίτητο για την σωστή επώαση των 

κυττάρων. Ωστόσο, επειδή το νερό και η περιβάλλουσα θερμοκρασία ευνοούν 

την ανάπτυξη μικροογρανισμών, χρησιμοποιείται το inquwater για την 

αποστείρωση του νερού. 

 Θρεπτικό μέσο για τη ψύξη των κυττάρων (Freezing medium) που περιέχει 

90%(v/v) ορού βοδιού (FBS) και 10%(v/v) DMSO. Χρησιμοποιείται για την 

αποτελεσματικότερη συντήρηση και αποθήκευση των κυττάρων. 

 Αιθανόλη 70% από stock 96% 
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ΙΙ.Α.3 Επιδράσεις 

 Διάλυμα υπεροξειδίου του υδρογόνου 30% (w/v) της εταιρείας AppliChem 

Panreac (Κωδικός: 141076.1211) 

 Αναστολείς : Από την εταιρεία Calbiochem-Milipore είναι οι αναστολείς 

SB203580 (#559389), PD98059 (#513000) και SP600125 (#4201119), ενώ η 

κουρκουμίνη είναι από την εταιρεία Chemical (Ann Arbor, MI, USA) 

 

ΙΙ.Α.4 Αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν για την ομογενοποιήση των 

κυττάρων 

 Διάλυμα λύσης κυττάρων Buffer G (Glycerophosphate Buffer pH 7.5) που 

περιέχει 20mM β-γλυκεροφωσφορικό, 20mM NaF, 2mM EDTA, 0.2mM 

Na3VO4, 10mM βενζαμιδίνη και 20mM Tris/HCl pH 6.7 

 Διάλυμα λύσης κυττάρων Buffer A pH 7.9 που περιέχει 10mM HEPES, 10mM 

KCl, 0.1mM EGTA, 0.1mM EDTA, 1.5mM MgCl2, 10mM NaF, 1mM Na3VO4 

και 20mM β-γλυκεροφωσφορικό 

 Διάλυμα λύσης κυττάρων Buffer B pH 7.9 που περιέχει 20mM HEPES, 400mM 

NaCl, 1mM EGTA, 0.1mM EDTA, 1.5mM MgCl2, 10mM NaF, 1mM Na3VO4,       

20% (v/v) γλυκερόλη και 20mM β-γλυκεροφωσφορικό 

 Αναστολείς πρωτεασών και φωσφατασών: 20μΜ Leupeptin (Κωδικός: L2884), 

10μM E-64 (Κωδικός: E3132-1MG), 5μM dithiothreitol DTT (Κωδικός: 4315-

1G), 300μM phenyl methyl sulfonyl fluoride PMSF (Κωδικός: P7626-250MG) 

της εταιρείας Sigma και Aprotinin της εταιρείας AppliChem (Κωδικός: 

A2132,0010). Οι αναστολείς αποτρέπουν την πρωτεόλυση, την 

αποφωσφορυλίωση καθώς και τη μετουσίωση των πρωτεϊνών. Επίσης, 

χρησιμοποιούμε 0.05% (v/v) ήπιο απορρυπαντικό Triton X-100. 

 

ΙΙ.Α.5 Αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν για τον ποσοτικό προσδιορισμό της 

ολικής πρωτεΐνης  

 Πρότυπο διάλυμα αλβουμίνης ορού βοδιού (BSA, Bovine Serum Albumin pH 

7,0) της εταιρείας BioChemica AppliChem (Κωδικός: LOT7M007605). 

Παρασκευάζεται stock 0,2 mg/mL, από το οποίο γίνεται η κατασκευή πρότυπης 

καμπύλης γνωστών συγκεντρώσεων πρωτεΐνης.  

 Αντιδραστήριο Bradford της εταιρείας AppliChem (Κωδικός: A6932,0500) το 

οποίο περιέχει 0.01%(v/v) χρωστική Coomasie Brilliant Blue G-250, 

8.5%(w/v) φωσφορικό οξύ και 4.7%(v/v) μεθανόλη. 

 

ΙΙ.Α.6 Υλικά και αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν για την ανοσοδοκιμασία 

Western Blotting 

 Μεμβράνη νιτροκυτταρίνης με διαστάσεις 0,3x3m και πόρους 0,45μm, της 

εταιρείας MACHEREY-NAGEL (Κωδικός: 741280) 

 Χαρτιά Whatman (30x60cm) της εταιρείας MACHEREY-NAGEL 

(Κωδικός:742112) 

 Υλικά στησίματος  

 Γυάλινες πλάκες- Glass Plates της εταιρείας BIO-RAD (Κωδικός:1653310) 
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 Πρωτεϊνικοί δείκτες γνωστού μοριακού βάρους (Color Prestained Protein 

Standard Broad Range 11-245 kDa) της εταιρείας BioLabs New Engalnd 

(Κωδικός: P77125). Το μίγμα αυτό είχε την ακόλουθη πρωτεϊνική σύσταση: 

 

 

Πίνακας ΙΙ.1 Πρωτεϊνικοί δείκτες 

Πρωτεΐνη Μοριακή Μάζα 

MBP-β-γαλακτοσιδάση από Escherichia coli 175,0 kDa 

ΜΒP-παραμυοσίνη από Escherichia coli 83,0 kDa 

Αφυδρογονάση γλουταμινικού οξέος από ήπαρ 

βοδιού 

62,0 kDa 

Αλδολάση από μυ κουνελιού 47,5 kDa 

Ισομεράση φωσφορικής τριόζης από μυ 

κουνελιού 

32,5 kDa 

β-γαλακτοσφαιρίνη από γάλα βοδιού 25,0 kDa 

Λυσοζύμη από τη λέκιθο αυγού κοτόπουλου 16,5 kDa 

Απροτινίνη από πνεύμονα βοδιού 6,5 kDa 

 

 Χρωστική Ponceau που περιέχει 0,1%(w/v) Ponceau και 5%(v/v) οξικό οξύ 

 Χρωστική 10%(v/v) Coomasie Brilliant Blue G-250, με 10%(v/v) οξικό οξύ  

 Φωτογραφικό φιλμ (Fuji medical X-ray film, super RX 18x24cm) της εταιρείας 

Kodax GBX (Κωδικός :4741008389) 

 Διάλυμα εμφανιστή (Developer and Replenisher) της εταιρείας Kodax GBX 

(Κωδικός: 1900943) 

 Διάλυμα μονιμοποιητή (Fixer and Replenisher) της εταιρείας Kodak GBX 

(Κωδικός:1901875) 

 Αποβουτυρωμένο γάλα σε σκόνη στιγμιαίας διάλυσης της εταιρείας Regilait 

CS  

 ECL Western Blotting Detection Reagents της εταιρείας GE Healthcare 

(Κωδικός: RPN2209) 

 

ΙΙ.Α.7 Αντισώματα 

 Πρωτογενή αντισώματα 

Τα αντισώματα για : phospho-NF-κΒ (3031S), total-NF-κΒ (4764), phospho-

p38 (9211S), phosho-ERK1/2 (9102S), phospho-JNKs,  PARP-cPARP (9542S) είναι 

από την εταιρεία Cell Signaling Technology. Το αντίσωμα αντι-β-ακτίνη (A2103) είναι 

από την Sigma. 

 Δευτερογενή αντισώματα 

Το δευτερογενές αντίσωμα έναντι των ανοσοσφαιρινών λαγού, συζευγμένο με το 

ένζυμο υπεροξειδάση του μαύρου ρεπανιού (Horseradish Peroxidase, HRP), HRP-anti-

rabbit, είναι από την εταιρεία Dako A/S (Glostrup, Denmark) 
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ΙΙ.Α.8 Γενικά υλικά και αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν κατά την 

διεκπεραίωση της εργασίας 

 Falcon 15mL της εταιρείας Greiner Bio-One (Κωδικός: 430766) 

 Falcon 50mLτης εταιρείας Greiner Bio-One (Κωδικός: 227261) 

 Πιπέτες των 5mL της εταιρείας Greiner Bio-One (Κωδικός: 606180) 

 Πιπέτες των 10mL της εταιρείας Greiner Bio-One (Κωδικός: 607180) 

 Parafilm της εταιρείας PECHINEY- plastic packaging (Κωδικός: PM-996) 

 Αιθανόλη 96% (v/v)  

 Μεθανόλη της εταιρείας AppliChem (Κωδικός:131091.1214) 

 Tween 20 της εταιρείας AppliChem GmbH (Κωδικός: A4974) 

 Eppendorfs και Tips 

 

ΙΙ.Α.9 Όργανα και εξοπλισμός εργαστηρίου 

 Πιπέτες Gilson 

 Επωαστικός κλίβανος (MCO15AC) της εταιρείας SANYO 

(Κωδικός:60603824). 

 Θάλαμος νηματικής ροής με πηγή υπεριώδους φωτός (KB/KBM horizontal 

laminar airflow bench class100) της εταιρείας Faster. 

 Οπτικό μικροσκόπιο αντίθεσης φάσεων (IN834) της εταιρείας Nova-Tech 

International.  

 Λάμπα UV ακτινοβολίας για την αποστείρωση του θαλάμου των 

κυτταροκαλλιεργειών. 

 Φυγόκεντρος (Universal Mikro 12-24 Centrifuge w/24-Well Fixed Angel 

Rotor) της εταιρείας. 

 Φασματοφωτόμετρο (Ultrosepct 2000) της εταιρείας Pharmacia Biotech. 

 Συσκευή ηλεκτροφόρησης Mini Protean III Electrophoresis Cell της εταιρείας 

BIO- RAD (Κωδικός: 675100792). 

 Συσκευή ημίστεγνης μεταφοράς (TRANS-BLOT SD SEMI-DRY TRANSFER 

CELL) της εταιρείας BIO-RAD. 

 Τροφοδοτικό Power Pac 300 και Power Pac 1000 της εταιρείας BIO-RAD. 

 Πεχάμετρο pH/mV/Temp Meter PL-600. 

 Υδατόλουτρο (WB3015) της εταιρείας Bioline Scientific. 

 Ανακινούμενη πλάκα Heidoplh Promax 2020. 

 Αναδευτήρας Vortex, MS2 Minishaker της εταιρείας Bacacos Scientific. 

 Σακουλοποιός (Severin 3602). 

 Ζυγός ακριβείας (KERN 410) της εταιρείας KERN. 

 

 

ΙΙ.Β. Μέθοδοι 

 

ΙΙ.Β.1 Κυτταροκαλλιέργειες 

Η καλλιέργεια των καρδιακών μυοβλαστών H9c2 καθώς και όλοι οι χειρισμοί 

των κυττάρων έγιναν στον θάλαμο των κυτταροκαλλιεργειών στον οποίο υπάρχει ένας 

κλίβανος σταθερής θερμοκρασίας και συνθηκών CO2, ένα οπτικό μικροσκόπιο και ο 

θάλαμος νηματικής ροής. Κάθε διαδικασίας που αφορά στις κυτταροκαλλιέργειες, 

προηγείται κατάλληλη προετοιμασία του θαλάμου. Συγκεκριμένα, τόσο στο δωμάτιο, 
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όσο και στον θάλαμο νηματικής ροής εφαρμόζεται UV για 15 λεπτά. Η δράση της 

υπεριώδους ακτινοβολίας έγκειται στην ιδιότητα της να καταστρέφει τα νουκλεϊκά 

οξέα των μικροοργανισμών, καθώς απορρροφάται από αυτά και οδηγεί στο 

σχηματισμό διπλών δεσμών ή διμερών νουκλεοτιδίων, κυρίως θυμίνης. Οι αλλαγές 

αυτές, εμποδίζουν το διπλασιασμό των μικροοργανισμών και την ικανότητα τους για 

μόλυνση, προστατεύοντας έτσι τις κυτταροκαλλιέργειες από πιθανή ανάπτυξη 

μικροοργανισμών. Έπειτα, τίθεται σε λειτουργία ο θάλαμος νηματικής ροής, ο οποίος 

εξασφαλίζει τις ασηπτικές συνθήκες εργασίας. Συγκεκριμένα, επιτρέπει τη διέλευση 

του αέρα μέσα από ένα φίλτρο ώστε να συγκρατηθεί το μεγαλύτερο ποσοστό (99,7%) 

των αέριων σωματιδίων μέχρι και διαμέτρου 0,3μm, τα οποία στη συνέχεια 

απομακρύνονται με αποτέλεσμα την αποστείρωση του αέρα στο χώρο εργασίας. 

Επιπλέον, για να μεγιστοποιηθεί η αποφυγή μολύνσεων χρησιμοποιούνται 

αποστειρωμένες πιπέτες, τρυβλία και φιάλες κυτταροκαλλιέργειας, καθώς και κάθε 

αντικείμενο ψεκάζεται με διάλυμα  αιθανόλης 70%. Η αιθανόλη σε αυτήν τη 

συγκέντρωση συντελεί στην αποδιάταξη των πρωτεϊνών και των λιπιδίων των 

κυτταρικών τοιχωμάτων και μεμβρανών των περισσότερων μικροοργανισμών με 

αποτέλεσμα την θανάτωση τους.  

Για την συντήρηση της κυτταρικής σειράς H9c2, είναι απαραίτητη η 

καλλιέργεια της σε θρεπτικό μέσο DMEM παρουσία 10% (v/v) θερμικά 

απενεργοποιημένου ορού εμβρύου βοδιού (FBS) και αντιβιοτικών. Το θρεπτικό υλικό 

σε συνδυασμό με τον ορό είναι απαραίτητα για την κάλυψη των θρεπτικών αναγκών 

των κυττάρων ώστε να μπορέσουν να πολλαπλασιαστούν, ενώ τα αντιβιοτικά 

στρεπτομυκίνη και πενικιλίνη προστίθενται στο διάλυμα για να αποτραπούν οι 

μολύνσεις. Η απενεργοποίηση του FBS, αναφέρεται στην απενεργοποίηση του 

συμπληρώματος και γίνεται με θέρμανση του στους 56οC για μισή ώρα υπό ανάδευση. 

Οι συνθήκες καλλιέργειας, δηλαδή 37οC και 5% CO2 καθώς και η υγρασία μέσα στον 

κλίβανο εξασφαλίζουν την προσκόλληση των κυττάρων στον πυθμένα της φιάλης 

κυτταροκαλλιέργειας, τον πολλαπλασιασμό τους και την δημιουργία ενός 

μονοκυτταρικού στρώματος (Kimes & Brandt, 1976). 

 

ΙΙ.Β.2 Απόψυξη κυττάρων 

Τα κύτταρα διατηρούνται ανενεργά σε υγρό άζωτο ώστε να υπάρχει απόθεμα 

τους. Για να μπορέσουν να πολλαπλασιαστούν πρέπει να καλλιεργηθούν σε ευνοϊκές 

συνθήκες. Όμως, για να γίνει αυτό, πρέπει να προηγηθεί η απόψυξή τους από τους -

196οC, δηλαδή τη θερμοκρασία του υγρού αζώτου. Η διαδικασία αυτή περιλαμβάνει 

την αφαίρεση της αμπούλας που περιέχει 1mL αιωρήματος κυττάρων, από το υγρό 

άζωτο και την απευθείας τοποθέτηση της στους 37οC. Αφού ξεπαγώσουν, το 1mL 

μεταφέρεται σε falcon όπου προστίθενται 4mL θρεπτικού μέσου DMEM με FBS 15%, 

και όχι 10% που χρησιμοποιείται στην απλή καλλιέργεια των κυττάρων. Αυτό 

συμβαίνει ώστε να δοθεί έναυσμα για τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων καθώς σε 

αυτή τη φάση είναι ανενεργά. Ακολουθεί φυγοκέντρηση του διαλύματος στα 1500 rpm 

για 5 λεπτά στους 20οC και το ίζημα επαναιωρείται σε 5mL θρεπτικού DMEM/15% 

FBS σε μικρή φιάλη κυτταροκαλλιέργειας (Τ25) η οποία διατηρείται στον κλίβανο. Τις 

πρώτες μέρες γίνεται αλλαγή του θρεπτικού μέσου έως ότου τα κύτταρα αποκτήσουν 

κανονικούς ρυθμούς πολλαπλασιασμού. Όταν αυτό συμβεί, γίνεται ανακαλλιέργεια 
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των κυττάρων σε μεγάλη φιάλη κυτταροκαλλιέργειας (Τ75) με DMEM στο οποίο 

υπάρχει, πλέον, FBS 10% (Yokoyama et al., 2012).  

 

ΙΙ.Β.3 Ανακαλλιέργεια κυττάρων 

 Για την ανακαλλιέργεια των κυττάρων, πρέπει αρχικά να γίνει παρατήρηση της 

φιάλης κυτταροκαλλιέργειας στο μικροσκόπιο, ώστε να εξασφαλιστεί ότι η πυκνότητα 

των κυττάρων στον πυθμένα της φιάλης κυτταροκαλλιέργειας είναι επαρκής (70-80% 

κάλυψη). Ακολούθως, αφαιρείται όλο το θρεπτικό μέσο της φιάλης και γίνεται ένα 

ξέπλυμα με 3mL PBS. Το PBS πρέπει με αργές κινήσεις να καλύψει όλον τον πυθμένα, 

ώστε να γίνει καλό ξέπλυμα πιθανών νεκρών κυττάρων και τοξικών προϊόντων του 

μεταβολισμού τους. Στη συνέχεια, αφαιρείται το PBS και προστίθεται στη φιάλη 

κυτταροκαλλιέργειας 1,5mL τρυψίνης. Η τρυψίνη είναι ένα ένζυμο το οποίο διασπά 

μόρια κυτταρικής προσκόλλησης, οδηγώντας έτσι στην αποκόλληση των κυττάρων 

από τον πυθμένα της φιάλης. Για να δράσει, αφού η φιάλη ανακινείται με αργές 

κινήσεις, τοποθετείται στον κλίβανο για 2-3 λεπτά. Μετά την επώαση, γίνεται 

παρατήρηση ώστε να επιβεβαιωθεί η αποκολλήση των κυττάρων και στην φιάλη 

κυτταροκαλλιέργειας προστίθενται 3,5 mL DMEM/FBS 10%. Αφού γίνει καλή 

ανάδευση για να διαλυθούν τυχόν συσσωματώματα κυττάρων, απορροφάται το 

συνολικό εναιώρημα και από αυτό αφήνεται 1mL στη φιάλη. Το υπόλοιπο είτε 

απορρίπτεται, είτε διαμοιράζεται σε τρυβλία που θα χρησιμοποιηθούν στα πλαίσια των 

πειραμάτων. Ο όγκος του εναιωρήματος που προστίθεται σε κάθε τρυβλίο καθορίζεται 

από την καταμέτρηση των κυττάρων που έχει προηγηθεί. Το εναιώρημα της φιάλης 

κυτταροκαλλιέργειας, συμπληρώνεται με DMEM/FBS 10% σε τελικό όγκο 8mL και 

τοποθετείται στον κλίβανο για επώαση. Για να γίνει σωστά η επώαση, πρέπει μέσα 

στον κλίβανο να γίνει χαλάρωση στο πώμα της φιάλης ώστε να επιτρέπεται η διέλευση 

του αέρα. Να σημειωθεί ότι,  πριν από οποιουσδήποτε χειρισμούς, όλα τα διαλύματα 

που χρησιμοποιούνται για την ανακαλλιέργεια των κυττάρων, πλην της τρυψίνης ή 

οποία χρησιμοποιείται απευθείας από το ψυγείο για να ενεργοποιηθεί μόνο όταν 

προστεθεί στα κύτταρα, πρέπει να βρίσκονται σε θερμοκρασία 37οC, γι’ αυτό και 

τοποθετούνται σε υδατόλουτρο. Φυσικά, καθ’ όλη τη διάρκεια των χειρισμών είναι 

απαραίτητη η διατήρηση των ασηπτικών συνθηκών (Freshney, 1993).  

 .  

ΙΙ.Β.4 Ψύξη κυττάρων 

Η αντίστροφη διαδικασία της απόψυξης, δηλαδή η ψύξη των κυττάρων, 

απαιτείται για την διατήρηση του αποθέματος της κυτταρικής σειράς. Σε φιάλη 

κυτταροκαλλιέργειας με όσο το δυνατόν περισσότερα κύτταρα, κατά προτίμηση 

μικρής γενιάς, γίνεται ξέπλυμα με 3mL PBS και στη συνέχεια προστίθεται τρυψίνη 

ώστε να επιτευχθεί η αποκόλληση των κυττάρων, αντίστοιχα με την διαδικασία της 

ανακαλλιέργειας. Μετά την προσθήκη 3,5mL DMEM/FBS 10%, το εναιώρημα 

μεταφέρεται σε αποστειρωμένο falcon των 15mL και ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 

1500 rpm για 5 λεπτά στους 20οC. Μετά τη φυγοκέντρηση, απορρίπτεται το 

υπερκείμενο και το ίζημα επαναιωρείται σε 1mL freezing medium, δηλαδή σε μέσο 

ψύξης που περιλαμβάνει 5% DMSO σε FBS και το διάλυμα τοποθετείται σε ειδικές 

αμπούλες που μπορούν να αποθηκευτούν στο υγρό άζωτο. Έπειτα, γίνεται σταδιακή 
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ψύξη τους, με την παραμονή τους για ένα εικοσιτετράωρο στους -20οC, για ένα 

εικοσιτετράωρο στους -80οC και τελικώς, αποθήκευση στους -196οC του υγρού 

αζώτου. Η σταδιακή ψύξη σε συνδυασμό με τη χρήση του DMSO που είναι 

κρυοπροστατευτικό, είναι απαραίτητα ώστε να αποφευχθεί  η πιθανή δημιουργία 

παγοκρυστάλλων που θα μπορούσαν να προκαλέσουν βλάβες στα οργανίδια και τις 

μεμβράνες των κυττάρων (Yokoyama et al., 2012).  

 

ΙΙ.Β.5 Καταμέτρηση κυττάρων 

Η καταμέτρηση των κυττάρων αποτελεί απαραίτητο βήμα για τον υπολογισμό 

του όγκου του εναιωρήματος που πρέπει να προστεθεί σε κάθε τρυβλίο, ώστε να 

επιτευχθεί ένας συγκεκριμένος αριθμός κυττάρων σε αυτό. Για να γίνει η καταμέτρηση 

χρησιμοποιείται η πλάκα Neubauer, στην οποία προστίθενται 1λ του εναιωρήματος και 

ακολουθεί παρατήρηση στο μικροσκόπιο. Μετρώνται τα κύτταρα που βρίσκονται στα 

4 γωνιακά τετράγωνα του κεντρικού σταυρού της πλάκας και εξάγεται ο μέσος όρος 

τους. Καθένα από αυτά τα τετράγωνα έχει διαστάσεις 0,1cm x 0,1cm x 0,1mm δηλαδή 

0,0001cm3 ή 0,0001mL. Επομένως, πολλαπλασιάζοντας x10000 βρίσκουμε τον αριθμό 

των κυττάρων σε 1mL. Με απαραίτητους υπολογισμούς στους οποίους λαμβάνονται 

υπόψη οι τελικοί όγκοι και οι τυχόν αραιώσεις, οδηγούμαστε στον όγκο που απαιτείται 

ώστε ο τελικός αριθμός των κυττάρων, για τη συγκεκριμένη κυτταρική σειρά, να είναι 

200.000. Αφού τοποθετηθεί ο υπολογισθέντας όγκος, προστίθεται DMEM/FBS 10%, 

ώστε να επιτευχθεί ο τελικός όγκος που πρέπει να υπάρχει ανάλογα με το μέγεθος του 

τρυβλίου (Sukcharoen et al., 1994).  

 

ΙΙ.Β.6 Επιδράσεις 

 Πριν από τη διεξαγωγή κάθε πειράματος είναι απαραίτητη μια διαδικασία που 

αποκαλείται στέρηση ορού. Κατά την διαδικασία αυτή, 24 ώρες πριν από το πείραμα, 

αφαιρείται το θρεπτικό μέσο DMEM/FBS 10% από όλα τα τρυβλία και στη θέση του 

προστίθεται σκέτο θρεπτικό DMEM, χωρίς ορό. Τα τρυβλία στη συνέχεια 

επανατοποθετούνται στον κλίβανο και γίνεται επώαση όλη τη νύχτα. Σκοπός του 

συγκεκριμένου χειρισμού είναι η παύση του πολλαπλασιασμού των κυττάρων, ώστε 

να εξασφαλιστεί ότι όλα τα κύτταρα βρίσκονται στην ίδια φάση του κυτταρικού 

κύκλου κατά το χρόνο της επίδρασης την επόμενη μέρα. Επιπλέον, στον ορό 

περιέχονται διάφορες πρωτεΐνες οι οποίες σε αντίθετη περίπτωση μπορεί να επηρέαζαν 

τα αποτελέσματα του πειράματος. 

 Τη μέρα της διεξαγωγής του πειράματος, ανάλογα με τον εκάστοτε σχεδιασμό, 

προετοιμάζονται τα διαλύματα που θα προστεθούν στα τρυβλία και υπολογίζονται οι 

όγκοι που χρειάζονται ώστε να επιτευχθούν οι τελικές συγκεντρώσεις. Στην παρούσα 

εργασία, επιλέχθηκαν μια σειρά από αναστολείς οι οποίοι για να δράσουν έπρεπε να 

προστεθούν στο εκάστοτε τρυβλίο 30 λεπτά πριν από την προσθήκη του οξειδωτικού 

μέσου, δηλαδή του H2O2. Συγκεκριμένα, αφού ανοιχθεί προσεκτικά το καπάκι του 

τρυβλίου, βυθίζεται η άκρη του tip στο θρεπτικό και απελευθερώνεται η εκάστοτε 

ουσία. Ακολουθεί ήπια κυκλική ανάδευση ώστε η δραστική ουσία να διαχυθεί σε όλη 

την επιφάνεια και το τρυβλίο επανατοποθετείται στον κλίβανο για την προσχεδιασμένη 

επώαση.   
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ΙΙ.Β.7 Ομογενοποίηση 

Για την μελέτη των πρωτεϊνών που συμμετέχουν στα μονοπάτια που 

μελετήσαμε, ήταν απαραίτητη η εκχύλιση τους από τα κύτταρα, μέσω της διαδικασίας 

της ομογενοποίησης. Κατά την διαδικασία αυτή, τα κύτταρα που έχουν υποστεί 

ορισμένες επιδράσεις, λύονται και από αυτά απομονώνεται το πρωτεϊνικό περιεχόμενο. 

Ανάλογα με τους στόχους του εκάστοτε πειράματος, επιλέγονται εκείνα τα διαλύματα 

ομογενοποίησης και το κατάλληλο πρωτόκολλο ώστε το τελικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα 

να προέρχεται από όλο το κύτταρο ή από κάποιο υποκυτταρικό διαμέρισμα. Στην 

παρούσα εργασία ακολουθήθηκαν δύο προσεγγίσεις : 

 Συλλογή συνολικού εκχυλίσματος (Whole extraction) 

Ένα με δύο λεπτά πριν το τέλος της επώασης, τα τρυβλία 

παραλαμβάνονται από τον κλίβανο και μεταφέρονται στον πάγκο εργασίας, σε 

πάγο. Είναι σημαντικό, όλες οι επιδράσεις να τερματιστούν ταυτόχρονα ώστε 

οι οποιεσδήποτε διακυμάνσεις να είναι αξιόπιστες και όχι εξαιτίας 

διαφορετικών συνθηκών. Για να γίνει ο τερματισμός της οποιασδήποτε 

αντίδρασης χρησιμοποιείται παγωμένο διάλυμα φωσφορικών αλάτων (PBS). 

Από κάθε τρυβλίο απορρίπτεται το θρεπτικό μέσο και προστίθεται παγωμένο 

PBS. Ακολουθεί άλλο ένα ξέπλυμα με PBS και γίνεται προσθήκη του 

διαλύματος ομογενοποίησης. Για να επιτευχθεί ή συλλογή του συνολικών 

πρωτεϊνών των κυττάρων χρησιμοποιήθηκε το Buffer G. Η σύσταση του 

διαλύματος συνοψίζεται στον παρακάτω πίνακα. (Πίνακας ΙΙ.2) Πιο 

συγκεκριμένα, το Buffer G περιλαμβάνει ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl για την 

σταθεροποίηση του pH στο 7,5, που είναι απαραίτητο για τη διατήρηση της 

δομής των πρωτεϊνών που θα εκχυλιστούν. Aκόμη περιλαμβάνεται 

γλυκεροφωσφορικό που είναι αναστολέας φωσφατασών Ser/Thr, βενζαμιδίνη 

που είναι αναστολέας πρωτεασών όπως η τρυψίνη, πρωτεασών τύπου-τρυψίνης 

και πρωτεασών Ser και EDTA που είναι αναστολέας μεταλλο-πρωτεασών που 

χρειάζονται ιόντα Mn και Mg για να δράσουν. Κάθε φορά που πρόκειται να 

γίνει ομογενοποίηση προστίθενται ξεχωριστά leupeptin ως αναστολέας 

πρωτεασών Ser/Thr/Cys, PMSF ως αναστολέας πρωτεασών Ser, E-64 ως 

αναστολέας πρωτεασών Cys και DTT ο οποίος είναι αναγωγικός παράγοντας 

που διασπά τους δισουλφιδικούς δεσμούς. Τέλος, για να μπορέσει να γίνει η 

λύση των κυττάρων προστίθεται, κάθε φορά, απορρυπαντικό Τriton-X. Αυτό 

αποτελεί ήπιο, μη ιοντικό απορρυπαντικό, το οποίο αλληλεπιδρά με τις 

μεμβρανικές πρωτεΐνες διαταράσσοντας τη δομή της μεμβράνης, 

διευκολύνοντας έτσι την εκχύλιση των πρωτεϊνών.  

Ανάλογα με το μέγεθος του τρυβλίου, προστίθεται συγκεκριμένος 

όγκος διαλύματος G και τα κύτταρα αποκολλώνται από τον πάτο του τρυβλίου 

με cell scraper και συγκεντρώνονται σε μια περιοχή του. Με τη βοήθεια της 

πιπέτας διαλύονται τα συσσωματώματα και το εναιώρημα των κυττάρων 

μεταφέρεται σε αριθμημένο Eppendorf. Γίνεται καλό vortex και τα eppendorfs 

παραμένουν στον πάγο για 10 λεπτά για να γίνει ομογενοποίηση. Έπειτα, 
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ακολουθεί φυγοκέντρηση σε ψυχόμενη φυγόκεντρο στους 4oC  για 5 λεπτά στα 

5.000 rpm. Μετά τη φυγοκέντρηση, το υπερκείμενο περιέχει το ζητούμενο 

σύνολο των πρωτεϊνών, ενώ το ίζημα περιέχει μεμβρανικά υπολείμματα που θα 

απορριφθούν. Από το υπερκείμενο, 2μL μεταφέρονται σε eppendorfs που 

περιέχουν 98μL νερό για να πραγματοποιηθεί ποσοτικός προσδιορισμός με 

μέθοδο Bradford, ενώ η υπόλοιπη ποσότητα μεταφέρεται σε καινούρια 

eppendorfs που αποτελούν το τελικό πρωτεϊνικό δείγμα. Στο τελικό δείγμα 

προστίθεται μια ποσότητα από το διάλυμα «φόρτωσης» ή Sample buffer με 

σύσταση που συνοψίζεται στον πίνακα 2. Το Sample buffer παρασκευάζεται ως 

πιο πυκνό, 4x, και σε κάθε δείγμα θα πρέπει η αραίωση του να είναι 1:3, για 

τελική συγκέντρωση 1x. Περιλαμβάνει ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl pH 6,8 

για τη διατήρηση σταθερού pH, SDS που είναι αποδιατακτικός παράγοντας, β-

μερκαπτοαιθανόλη για τη διάσπαση των δισουλφιδικών δεσμών, γλυκερόλη 

ώστε το διάλυμα να γίνει πιο πυκνό και μπλε της βρωμοφαινόλης ώστε το 

διάλυμα να χρωματιστεί για να διακρίνεται στο επόμενο στάδιο της 

ηλεκτροφόρησης. Τα δείγματα διατηρούνται στους -20οC (Zikaki et al., 2014). 

 

Πίνακας ΙΙ.2. Σύσταση Buffer G 

Buffer G 

Συστατικό  Συγκέντρωση  

Tris-HCl pH 7,5 20mM 

β-γλυκεροφωσφορικό 20mM 

EDTA 2mM 

Βενζαμιδίνη 10mM 

NaF 20mM 

Na3VO4 0,2mM 

Leupeptin 200μΜ 

Ε-64 10μΜ 

DTT 5mM 

PMSF 300μΜ 

Triton 0,5%(v/v) 

 

Πίνακας ΙΙ.3. Σύσταση Sample Buffer 

Sample Buffer 

Συστατικό Συγκέντρωση 

Tris-HCl 6,8 0,33 mol/L 

SDS 10%(w/v) 

Γλυκερόλη 13%(v/v) 

β-μερκαπτοαιθανόλη 20% (v/v) 

Μπλε βρωμοφαινόλης 0,2%(w/v) 

 

 Συλλογή πυρηνικού εκχυλίσματος (Nuclear Extraction) 

Για τις ανάγκες του πειράματος, έπρεπε να διαχωριστεί το 

κυτταροπλασματικό από το πυρηνικό εκχύλισμα, ώστε να μελετηθούν πιθανές 

διαφοροποιήσεις των υπό μελέτη πρωτεϊνών. Η πορεία της μεθόδου είναι 

ανάλογη με αυτή της απομόνωσης του συνολικού εκχυλίσματος· ωστόσο 

υπάρχουν ορισμένες διαφοροποιήσεις και προσθήκες. Καταρχάς, τα τρυβλία 

που χρησιμοποιούνται σε αυτή τη διαδικασία είναι μεγάλου μεγέθους, 
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διαμέτρου 100mm , ώστε να εξασφαλιστεί η εκχύλιση ανιχνεύσιμης ποσότητας 

πυρηνικών πρωτεϊνών. Μετά το τέλος των επωάσεων, γίνονται δύο ξεπλύματα 

με παγωμένο PBS και προστίθενται στο τρυβλίο 300λ διαλύματος 

ομογενοποίησης A, η σύσταση του οποίου φαίνεται στον πίνακα 3. Αυτό φέρει 

τους ίδιους αναστολείς πρωτεασών/φωσφατασών με το buffer G, συν την 

απροτινίνη, έχει pH 7,9 και άλατα KCl και MgCl2 για την αύξηση της ιονικής 

ισχύος τους διαλύματος. Μετά τη συλλογή του εναιωρήματος των κυττάρων με 

cell scraper, αυτά παραμένουν για 15 λεπτά στον πάγο ώστε να γίνει η 

ομογενοποίηση και ακολουθεί φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στα 10.000 rpm 

στους 4oC. Το αποτέλεσμα της φυγοκέντρησης είναι οι δύο διακριτές φάσεις· 

το υπερκείμενο που περιλαμβάνει τις κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες και το 

ίζημα στο οποίο εντοπίζονται οι βαρύτερες μεμβράνες και οι πυρήνες. Από το 

υπερκείμενο συλλέγονται 2λ για Bradford και μια ποσότητα που θα αποτελεί 

το τελικό δείγμα στο οποίο προστίθεται sample buffer 4x. Tα δείγματα αυτά 

αποθηκεύονται στους -20οC. Το υπόλοιπο υπερκείμενο απορρίπτεται και το 

ίζημα επαναιωρείται σε 100λ Buffer A στο οποίο προστίθεται 0,1% Nonidet P-

40. Το ΝP-40 είναι ένα μη-ιοντικό επιφανειοδραστικό απορρυπαντικό που 

χρησιμεύει στη διαλυτοποίηση των μεμβρανικών πρωτεϊνών. Μετά από vortex, 

τα δείγματα αφήνονται στον πάγο για 10 λεπτά και ακολουθεί μια δεύτερη 

φυγοκέντρηση για 10 λεπτά, στα 5.000 rpm στους 4οC. Το υπερκείμενο 

απορρίπτεται και το ίζημα επαναιωρείται σε 60λ από ένα διαφορετικό διάλυμα 

ομογενοποίησης, το Buffer B. (Πίνακας ΙΙ.4) Κοιτώντας τη σύσταση του στον 

πίνακα, αυτή διαφέρει ως προς το buffer A σε δύο βασικά σημεία: στο είδος 

του ρυθμιστικού διαλύματος και στην ύπαρξη 25% γλυκερόλης. Το 

συγκεκριμένο διάλυμα είναι απαραίτητο για τη διάσπαση της πυρηνικής 

μεμβράνης και την εκχύλιση των πυρηνικών πρωτεϊνών. Τα δείγματα, 

παραμένουν στον πάγο για 1 ώρα κατά τη διάρκεια της οποίας γίνεται έντονο 

vortex  ανά 10 λεπτά, ώστε να γίνει η ομογενοποίηση. Μετά την παρέλευση της 

μιας ώρας, ακολουθεί τρίτη φυγοκέντρηση στα 10.000 rpm, για 10 λεπτά στους 

4οC. Από το υπερκείμενο, στο οποίο περιλαμβάνονται οι πυρηνικές πρωτεΐνες, 

2λ χρησιμοποιούνται για Bradford, ενώ το υπόλοιπο μεταφέρεται σε νέο 

Eppendorf στο οποίο προστίθεται sample buffer 4x και τα δείγματα 

αποθηκεύονται στους -20οC (Kefaloyianni et al., 2006). 

 

 

Πίνακας ΙΙ.4. Σύσταση Βuffer A και Buffer B 

Buffer A Buffer B 

Συστατικό Συγκέντρωση Συστατικό Συγκέντρωση 

Tris-HCl pH 7,9 10mM Hepes pH 7,9 20mM 

KCl 10mM MgCl2 1,5mM 

MgCl2 1,5mM NaCl 420μΜ 

Na3VO4 0,3mM EDTA 0,2mM 

Leupeptin 200μΜ Γλυκερόλη 25% 

E-64 10μΜ DTT 5mM 

DTT 5mM Na3VO4 0,3mM 

PMSF 300μΜ Leupeptin 200μΜ 

Aprotinin 2,5mΜ E-64 10μΜ 
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NP-40 0,1%(v/v) PMSF 300μΜ 

  Aprotinin 2,5mM 

 

II.B.8 Βradford  

Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιείται για τον ποσοτικό προσδιορισμό των 

πρωτεϊνών κάθε δείγματος. Είναι απαραίτητη διότι, κατά την ηλεκτροφόρηση, πρέπει 

να φορτωθεί η ίδια ποσότητα πρωτεΐνης από κάθε δείγμα ώστε τα αποτελέσματα που 

θα ληφθούν να είναι συγκρίσιμα και αξιόπιστα. Το αντιδραστήριο Bradford περιέχει 

τη χρωστική Coomassie brilliant blue G-250 σε όξινο διάλυμα, η οποία συνδέεται με 

τις ελεύθερες αμινομάδες των πρωτεϊνών του δείγματος. Το μέγιστο απορρόφησης της 

χρωστικής είναι τα 465nm, ωστόσο λόγω της παραπάνω σύνδεσης μετατοπίζεται στα 

590nm, όπου και γίνεται η φωτομέτρηση των δειγμάτων (Bradford, 1976).  

Μετά την ομογενοποίηση, 2λ από κάθε δείγμα προστίθενται σε 98λ νερό. 

Ταυτόχρονα προετοιμάζονται δείγματα με γνωστές ποσότητες διαλύματος BSA, 

0(σκέτο νερό), 1, 2, 3 και 10 μg. Έπειτα, προστίθεται σε όλα τα δείγματα, γνωστά και 

άγνωστα, 1mL από το αντιδραστήριο Bradford και γίνεται φωτομέτρηση στα 595 nm, 

με το τυφλό να είναι τα 0μg BSA. Μετά την φωτομέτρηση κατασκευάζεται πρότυπη 

καμπύλη (εικόνα ΙΙ.1) και από την εξίσωση που προκύπτει υπολογίζεται ο όγκος από 

κάθε δείγμα, ώστε να φορτωθούν τα απαραίτητα μg πρωτεΐνης. 

 

 

Εικόνα ΙΙ.1 Πρότυπη καμπύλη όπως αυτή προκύπτει από την φωτομέτρηση των δειγμάτων 

στα οποία είχε προστεθεί 1mL από το αντιδραστήριο Bradford. 

 

ΙΙ.Β.9 Ανάλυση κατά Western 

Η ανάλυση κατά Western είναι μια τεχνική που δίνει τη δυνατότητα 

ταυτοποίησης συγκεκριμένων πρωτεϊνών από ένα πολύπλοκο μίγμα αυτών(Burnette, 

1981). Βασίζεται: 1) στο διαχωρισμό των πρωτεϊνών σε ζώνες βάσει του μοριακού τους 

βάρους που επιτυγχάνεται μέσω της SDS-PAGE ηλεκτροφόρησης, 2) στη μεταφορά 

των πρωτεϊνικών ζωνών από το πήκτωμα σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης ή PVDF και 



60 
 

3) στον εντοπισμό της συγκεκριμένης πρωτεΐνης-στόχου με τη χρήση κατάλληλου 

πρωτογενούς και δευτερογενούς αντισώματος. 

 

ΙΙ.Β.9.1 Ηλεκτροφόρηση 

Η ηλεκτροφόρηση αποτελεί κυρίαρχη μέθοδο διαχωρισμού μακρομορίων και 

βασίζεται στη δυνατότητα μετακίνησης φορτισμένων μορίων, όπως πρωτεΐνες, DNA 

και RNA, μέσα σε ηλεκτρικά πεδία (Jensen, 1965). Η κινητική των μορίων αυτών 

εξαρτάται τόσο από το φορτίο τους, όσο και από το μοριακό τους βάρος. Στην παρούσα 

εργασία, ακουλουθήθηκε η μέθοδος της αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης σε 

πολυακριλαμίδη (SDS-PAGE, SDS polyacrylamide gel electrophoresis), στην οποία 

επιτυγχάνεται ο διαχωρισμός των πρωτεϊνών βάσει μόνο του μοριακού τους βάρους, 

και όχι του φορτίου τους (Jann et al., 1975). Συγκεκριμένα, στα πρωτεϊνικά δείγματα 

προστίθεται SDS, το οποίο είναι αποδιατακτικός παράγοντας με ισχυρά αρνητικό 

φορτίο. Το SDS, συντελεί στο ξεδίπλωμα των πρωτεϊνών και ταυτόχρονα καλύπτει τα 

πρωτεϊνικά μόρια δίνοντας τους έτσι αρνητικό φορτίο. Με αυτόν τον τρόπο, πλέον, η 

διαφορική κίνηση των πρωτεϊνών δεν εξαρτάται από το φορτίο τους- καθώς όλες 

φέρουν αρνητικό και κινούνται προς το θετικό ηλεκτρόδιο- αλλά μόνο από το μοριακό 

τους βάρος. Ο ηλεκτροφορητικός διαχωρισμός γίνεται σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης-

δις ακρυλαμίδης, το οποίο λειτουργεί σαν μοριακός ηθμός, ανάμεσα από τους πόρους 

του οποίου κινούνται οι πρωτεΐνες ως απόκριση στο ηλεκτρικό πεδίο. Το πήκτωμα της 

πολυακρυλαμίδης είναι ένα τρισδιάστατο πλέγμα από μακριές αλειφατικές αλυσίδες 

πολυακρυλαμίδης που ενώνονται μεταξύ τους με μόρια Ν-Ν μεθυλενο-δις-

ακρυλαμίδης. Το μέγεθος των πόρων του πλέγματος μπορεί να ρυθμιστεί ανάλογα με 

τη συγκέντρωση ακρυλαμίδης-δις-ακρυλαμίδης, κάτι που είναι χρήσιμο καθώς 

μικρότερα μόρια κινούνται πιο εύκολα διαμέσου των πόρων, ενώ τα μεγαλύτερα 

καθυστερούν.  

Για να γίνει η ηλεκτροφόρηση, αρχικά στήνεται ο απαραίτητος εξοπλισμός. Το 

«καλούπι» για να σχηματιστεί το πήκτωμα είναι ένα σάντουιτς επίπεδων τζαμιών το 

οποίο στερεώνεται σε κατάλληλη βάση. Τα τζάμια πρέπει προηγουμένως να έχουν 

καθαριστεί καλά με μεθανόλη ώστε να μην υπάρχουν σκόνες ή ακαθαρσίες που θα 

μπορούσαν να επηρεάσουν το gel. Ακολουθεί η προετοιμασία των διαλυμάτων για τα 

πηκτώματα. Η ηλεκτροφόρηση που πραγματοποιούμε είναι ασυνεχής, δηλαδή 

επιτελείται σε δύο διαδοχικά πηκτώματα, το πήκτωμα επιστοίβαξης ή πακεταρίσματος 

(stacking gel) και το πήκτωμα διαχωρισμού (separating gel). Στο πρώτο πήκτωμα, το 

επιστοίβαξης, τοποθετούνται τα δείγματα, και σε αυτό δε γίνεται διαχωρισμός αλλά 

συγκέντρωση όλων των δειγμάτων σε μια μικρή ζώνη, ώστε όλες οι πρωτεΐνες των 

δειγμάτων να φθάσουν ταυτόχρονα στο κυρίως πήκτωμα διαχωρισμού. Έπειτα, στο 

πήκτωμα διαχωρισμού οι πρωτεΐνες κινούνται βάσει του μοριακού τους βάρους και 

διαχωρίζονται σε διακριτές ζώνες. Τα συστατικά κάθε πηκτώματος αναγράφονται στον 

πίνακα. Η ταυτόχρονη προετοιμασία των δύο πηκτωμάτων σταματάει πριν από την 

προσθήκη των πολυμεριστικών παραγόντων, του υπερθειϊκού αμμωνίου (ammonium 

persulfate, APS) και του N,N,N,N-τετραμεθυλο-1,2-διαμινο-αιθανίου (TEMED) που 

καταλύει το σχηματισμό ελεύθερων ριζών από το APS. Οι παράγοντες αυτοί είναι 

απαραίτητοι για τον πολυμερισμό των μονομερών ακρυλαμίδης-δις ακρυλαμίδης, ώστε 

να σχηματιστεί το σταθερό πλέγμα του πηκτώματος. Αφού έχουν προστεθεί όλα τα 
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συστατικά εκτός από APS και TEMED και για τα δύο πηκτώματα, το πήκτωμα 

επιστοίβαξης αφήνεται στην άκρη και στο πήκτωμα διαχωρισμού προστίθενται οι 

πολυμεριστικοί παράγοντες. Ακολουθεί καλή ανάδευση με πιπέτα Pasteur και 

προσθήκη του διαλύματος στο «καλούπι», μέχρι ενός σημείου ώστε να αφεθεί χώρος 

και για το διάλυμα επιστοίβαξης. Στον κενό χώρο, προστίθεται άμεσα νερό ώστε να 

σχηματιστεί ίσια γραμμή και αφήνεται να πήξει. Όταν έχει ολοκληρωθεί ο 

πολυμερισμός, κάτι που γίνεται αντιληπτό αν είναι ορατή η διαχωριστική γραμμή 

πηκτώματος-νερού, απορρίπτεται το νερό και στεγνώνονται καλά τα τζάμια με χαρτί 

Watman. Ακολούθως, στο πήκτωμα επιστοίβαξης προστίθενται οι πολυμεριστικοί 

παράγοντες και ακολουθεί προσεκτική ανάδευση ώστε να μη σχηματιστούν φυσαλίδες. 

Το διάλυμα τοποθετείται πάνω από το πήκτωμα διαχωρισμού και αμέσως, πριν 

προλάβει να πήξει, εφαρμόζεται σε αυτό ένα «χτενάκι» το οποίο θα σχηματίσει τα 

πηγαδάκια για το φόρτωμα των δειγμάτων.  

Αφού ολοκληρωθεί ο πολυμερισμός, το πήκτωμα στερεώνεται κατακόρυφα 

στη συσκευή ηλεκτροφόρησης και σε αυτήν προστίθεται το ρυθμιστικό διάλυμα της 

ηλεκτροφόρησης (Running Buffer). Το διάλυμα αυτό, πρέπει να βρίσκεται τόσο στο 

πάνω όσο και στο κάτω μέρος της συσκευής, αλλά και σε επαφή με το πήκτωμα ώστε 

να μπορεί να δημιουργηθεί κλειστό κύκλωμα κατά την εφαρμογή ρεύματος. 

Αφαιρείται το χτενάκι από το πήκτωμα επιστοίβαξης, και στις θέσεις που έχουν 

δημιουργηθεί φορτώνεται ο κατάλληλος όγκος δείγματος, όπως αυτός έχει υπολογιστεί 

βάσει της Bradford. (Εικόνα ΙΙ.1) Σε κάθε πήκτωμα χωράνε μέχρι 10 δείγματα και 

πρέπει ένα από αυτά να είναι ο μάρτυρας με πρωτεΐνες γνωστού μοριακού βάρους. 

Μετά το φόρτωμα των δειγμάτων διαβιβάζεται ρεύμα τάσης 190V για περίπου 1 ώρα. 

Η ηλεκτροφόρηση τερματίζεται τη στιγμή που το μέτωπο της χρωστικής διαχέεται στο 

ρυθμιστικό διάλυμα της ηλεκτροφόρησης. Με το τέλος της ηλεκτροφόρησης ανοίγεται 

η συσκευή και παραλαμβάνεται το σάντουιτς των τζαμιών ανάμεσα στα οποία 

βρίσκεται το πήκτωμα με τις διαχωρισμένες, πλέον, πρωτεϊνικές ζώνες. Με τη βοήθεια 

σπάτουλας η οποία εφαρμόζεται ανάμεσα στα 2 τζαμάκια, γίνεται διαχωρισμός τους 

έτσι ώστε το πήκτωμα να παραμείνει, τελικά, σε ένα από τα δύο. Το πήκτωμα στη 

συνέχεια μπορεί να χρωματιστεί με διάφορες χρωστικές, όπως τη coomassie brilliant 

blue, είτε να χρησιμοποιηθεί για στύπωμα κατά Western. 

 

 

ΙΙ.Β.9.2 Μεταφορά 

Η μεταφορά των πρωτεϊνικών ζωνών από το πήκτωμα της ηλεκτροφόρησης στη 

μεμβράνη, βασίζεται στη χρήση ειδικής συσκευής μέσω της οποίας εφαρμόζεται 

κατάλληλα προσανατολισμένο ηλεκτρικό πεδίο στο πήκτωμα, προκαλώντας την 

μετατόπιση των πρωτεϊνών από αυτό στην μεμβράνη (Towbin et al., 1979).  Για να 

γίνει αυτό, είναι απαραίτητος ο σχηματισμός ενός σάντουιτς, τα συστατικά του οποίου 

πρέπει να είναι τοποθετημένα με σωστό προσανατολισμό. Συγκεκριμένα, από τον 

θετικό προς τον αρνητικό πόλο στοιβάζονται διαδοχικά 4 χαρτιά Whatman διαστάσεων 

ίδιων με αυτών του πηκτώματος, η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, το πήκτωμα και άλλα 

4 χαρτιά Whatman. Ο προσανατολισμός αυτός είναι απαραίτητος διότι, οι αρνητικά 

φορτισμένες πρωτεϊνικές ζώνες θα κινηθούν προς τον θετικό πόλο, με αποτέλεσμα, 
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αφήνοντας το πήκτωμα να βρεθούν στη μεμβράνη. Ο τύπος αυτός μεταφοράς 

ονομάζεται «ημι-στεγνή μεταφορά» διότι δε γίνεται μέσα σε διάλυμα, ωστόσο, είναι 

απαραίτητη η διάβρεξη των χαρτιών Whatman, της νιτροκυτταρίνης, του πηκτώματος 

αλλά και της συσκευής με το ρυθμιστικό διάλυμα της μεταφοράς (Τransfer Buffer), για 

να μπορέσει να κλείσει το ηλεκτρικό κύκλωμα και το ρεύμα να φτάσει στο πήκτωμα. 

Γι’ αυτό το λόγο, τα χαρτιά Whatman και η νιτροκυτταρίνη εμποτίζονται με το Transfer 

Buffer για τουλάχιστον 15 λεπτά πριν την μεταφορά, ενώ το πήκτωμα για περίπου 3-5 

λεπτά αμέσως μετά την ηλεκτροφόρηση. Ακόμη ένα σημείο που πρέπει να τονιστεί, 

είναι ότι κατά το στήσιμο του σάντουιτς πρέπει να αποφευχθεί ο εγκλωβισμός 

φυσαλίδων, διότι η ύπαρξη τους εμποδίζει την ομοιόμορφη διέλευση του ρεύματος, 

συνεπώς και τη σωστή μεταφορά των πρωτεϊνών. Η σύσταση του ρυθμιστικού 

διαλύματος της μεταφοράς και η διάρκεια της εξαρτώνται από τις πρωτεΐνες-στόχους. 

Γενικά, οι πρωτεΐνες μεγάλου μοριακού βάρους χρειάζονται περισσότερη ώρα για να 

μεταφερθούν και στο Tranfer Buffer πρέπει εκτός από τα βασικά συστατικά να 

προστεθεί και μια ποσότητα του αποδιατακτικού παράγοντα SDS, ώστε να διαλύονται 

τα μεγάλα συσσωματώματα και να μπορούν οι πρωτεΐνες αυξημένου μοριακού βάρους 

να μεταφερθούν στη μεμβράνη. Οι μικρότερες πρωτεΐνες, μεταφέρονται πολύ πιο 

γρήγορα και απουσία SDS. Μόλις τελειώσει η μεταφορά, είναι σημαντικό να 

διαπιστωθεί αν αυτή έχει γίνει σωστά και αποτελεσματικά. Μπορούν να εφαρμοστούν 

δύο συμπληρωματικοί τρόποι ελέγχου της επιτυχίας μιας μεταφοράς· χρώση Ponceau 

πάνω στη μεμβράνη για να διαπιστωθούν οι ζώνες που μεταφέρθηκαν στην 

νιτροκυτταρίνη και χρώση Coomassie στο πήκτωμα για να διαπιστωθούν οι ζώνες που 

παρέμειναν σε αυτό.  

 Ponceau 

Αποτελεί μια ταχεία και αντιστρεπτή μέθοδο χρώσης των 

πρωτεϊνικών ζωνών στην μεμβράνη της νιτροκυτταρικής. Δίνει 

κόκκινες-ροζ ζώνες (Εικόνα ΙΙ.2) και είναι λιγότερο ευαίσθητη από την 

Coomassie blue. Χρησιμοποιείται ευρέως διότι δεν επηρεάζει τα 

πολυπεπτίδια και ξεπλένεται εύκολα με το διάλυμα TBS-Tween 

(Salinovich & Montelaro, 1986).   

 

 
Εικόνα ΙΙ.2 Ενδεικτική χρώση με Ponceau 0,1% με 5% οξικό οξύ. 
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 Coomassie blue 

Η πρόσδεση της χρωστικής στις πρωτεΐνες του πηκτώματος 

γίνεται μέσω ιοντικών αλληλεπιδράσεων και δεσμών Van der Waals. Η 

τοποθέτηση του πηκτώματος σε διάλυμα οξικού οξέος δίνει μπλε 

πρωτεϊνικές ζώνες σε ανοιχτόχρωμο υπόστρωμα. (Εικόνα ΙΙ.3) Μπορεί 

και ανιχνεύει μέχρι και 0,1 μg πρωτεΐνης (Gasparov & Degtiar, 1994).  

 
Εικόνα ΙΙ.3  Ενδεικτική χρώση με Coomassie blue G-250.  

 

ΙΙ.Β.9.3 Αντισώματα 

Πριν τη προσθήκη των ειδικών, για τις υπό μελέτη πρωτεΐνες, αντισωμάτων 

είναι απαραίτητο ένα ακόμη βήμα, που αφορά στη δέσμευση των μη ειδικών θέσεων 

πάνω στη μεμβράνη της νιτροκυτταρίνης (blocking). Συνήθως στο blocking 

χρησιμοποιείται 5% άπαχο γάλα σε σκόνη ή 5% BSA σε TBS-T. Η χρήση του 

συγκεκριμένου διαλύματος αποσκοπεί στην κάλυψη των μη ειδικών θέσεων στη 

μεμβράνη της νιτροκυτταρίνης, όπου πιθανώς θα δεσμεύονταν το πρωτογενές 

αντίσωμα, δίνοντας μη ειδικό σήμα (background). Το γάλα προτιμάται κυρίως επειδή  

είναι πιο φθηνό και εύκολα διαθέσιμο, ωστόσο σε μερικές περιπτώσεις εξαιτίας της 

ύπαρξης καζεΐνης, μπορεί να δίνει μη ειδικό σήμα σε δοκιμασίες με αντισώματα αντι-

φωσφοπρωτεϊνών ή αντισώματα συζευγμένα με βιοτίνη. Η διάρκεια του blocking 

εξαρτάται από το πρωτογενές αντίσωμα που πρόκειται να χρησιμοποιηθεί καθώς 

αντισώματα που είναι λιγότερο ειδικά μπορεί να δεσμεύονται σε περισσότερες μη 

ειδικές θέσεις και αντιστρόφως (Baldo et al., 1986).  

Μετά την παρέλευση του επιθυμητού χρόνου blocking, ακολουθούν 3 

πεντάλεπτα ξεπλύματα με TBS-T και στη συνέχεια γίνεται επώαση με το πρωτογένες 

αντίσωμα. Η χρήση πρωτογενούς αντισώματος βασίζεται στην αρχή ότι τα αντισώματα 

είναι ειδικά για συγκεκριμένους επιτόπους πρωτεϊνών με αποτέλεσμα να δεσμεύονται 

μόνο σε αυτές τις περιοχές. Επομένως, εντοπίζεται, αν υπάρχει ή/και είναι ανιχνεύσιμη 

η πρωτεΐνη-στόχος. Για να γίνει η επώαση με το πρωτογενές αντίσωμα, η 

νιτροκυτταρίνη τοποθετείται σε ζελατίνη, η οποία κλείνεται με τη βοήθεια 

σακουλοποιού στις τρεις πλευρές της. Έπειτα, προστίθεται το διάλυμα του 

πρωτογενούς αντισώματος, με προσοχή ώστε να εξασφαλιστεί ότι δεν υπάρχουν 

διαρροές και ότι το αντίσωμα βρίσκεται προς την πλευρά της νιτροκυτταρίνης στην 

οποία βρίσκονται η ζώνες. Το «σακουλάκι» κλείνει και από την τέταρτη πλευρά του 

και τοποθετείται στους 4οC για επώαση όλη τη νύχτα. Την επομένη, η μεμβράνη 

αφαιρείται από το σακουλάκι και ξεπλένεται σε TBS-T. Το πρωτογενές αντίσωμα, δεν 
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απορρίπτεται, αλλά διατηρείται στο ψυγείο και μπορεί να ξαναχρησιμοποιηθεί. Τα 

πρωτογενή αντισώματα είναι συνήθως διαλυμένα σε BSA, με αποτέλεσμα να 

διατηρείται η δομή τους και να μπορούν να ξαναχρησιμοποιηθούν για τη στόχευση της 

ίδια πρωτεΐνης.  

Μετά τα ξεπλύματα στην νιτροκυτταρίνη όπου έχει γίνει η δέσμευση του 

πρωτογενούς αντισώματος, πρέπει να προστεθεί το δευτερογενές αντίσωμα το οποίο 

είναι ειδικό για το πρωτογενές. Τα δευτερογενή αντισώματα που χρησιμοποιούνται στη 

διαδικασία του ανοσοστυπώματος Western, έχουν δύο βασικά χαρακτηριστικά. Το 

πρώτο αφορά στην ειδικότητα τους, η οποία δεν είναι συγκεκριμένη για τις πρωτεΐνες-

στόχους, αλλά είναι συγκεκριμένη για έναν οργανισμό. Με άλλα λόγια, το 

δευτερογενές αντίσωμα, εντοπίζει επιτόπους των πρωτογενών αντισωμάτων που έχουν 

παραχθεί σε συγκεκριμένο οργανισμό. Το δεύτερο χαρακτηριστικό των δευτερογενών 

αντισωμάτων, είναι το ότι βρίσκονται συζευγμένα με κάποιο μόριο, το οποίο θα 

χρησιμεύσει στην ανίχνευση της εκάστοτε πρωτεΐνης. Συγκεκριμένα, το δευτερογενές 

αντίσωμα που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία, είναι συζευγμένο με ένα 

ένζυμο το οποίο ονομάζεται υπεροξειδάση του μαύρου ρεπανιού (Horseradish 

peroxidase, HRP). Το ένζυμο αυτό μπορεί και καταλύει την οξείδωση συγκεκριμένων 

υποστρωμάτων παρουσία του H2O2 ως οξειδωτικού παράγοντα, με αποτέλεσμα να 

παράγεται ανιχνεύσιμο σήμα (Madamanchi & Runge, 2001).  

 

ΙΙ.Β.9.4 Εμφάνιση  

Η εμφάνιση αφορά στην διαδικασία εκείνη κατά την οποία το σήμα που 

παράγεται εξαιτίας της ύπαρξης συγκεκριμένων πρωτεϊνών, ανιχνεύεται με 

συγκεκριμένο τρόπο και καθίσταται ορατό και διατηρήσιμο. Στην παρούσα εργασία, η 

ανίχνευση του εν λόγω σήματος, βασίζεται στην αντίδραση της ενισχυμένης 

χημειοφωταύγειας και τη μετέπειτα δέσμευση του φωτός σε φιλμ. Η χημειοφωταύγεια 

αποτελεί μια χημική αντίδραση κατά την οποία απελευθερώνεται ενέργεια με τη μορφή 

φωτονίων (Constantine et al., 1994). Παρουσία της HRP και Η2Ο2, το υπόστρωμα 

λουμινόλη οξειδώνεται σε 3-αμινοφθαλικό, παράγοντας φως, το οποίο δεσμεύεται στο 

φιλμ. Η αντίδραση αυτή ενισχύεται έως και 1000 φορές παρουσία χημικών μέσων όπως 

ιωδο-φαινόλες, ώστε να διευκολυνθεί η ανίχνευση του φωτός και να αυξηθεί η 

ευαισθησία της μεθόδου. Η εκπομπή του φωτός συμβαίνει για όσο πραγματοποιείται η 

αντίδραση, ενώ όταν το υπόστρωμα εξαντληθεί τότε αυτή σταματά και το σήμα 

εξασθενεί. Η νιτροκυτταρίνη στην οποίο πρόκειται να γίνει εμφάνιση στεγνώνεται σε 

απορροφητικό χαρτί και τοποθετείται σε ζελατίνα. Ίσες ποσότητες από τα διαλύματα 

1 και 2 του ECL προστίθενται σε Eppendorf και αφού αναδευτούν εφαρμόζονται πάνω 

στην νιτροκυτταρίνη με τέτοιο τρόπο ώστε να καλυφθεί όλη η επιφάνεια της. Η 

νιτροκυτταρίνη με το μίγμα ECL καλύπτονται από σκοτεινό κουτί για 1 λεπτό, ώστε 

να ξεκινήσει η αντίδραση στο σκοτάδι. Αμέσως μετά, η νιτροκυτταρίνη στεγνώνεται 

και τοποθετείται στην κασετίνα εμφάνισης η οποία μεταφέρεται στον σκοτεινό 

θάλαμο. Από εδώ και εμπρός όλοι οι χειρισμοί πρέπει να γίνονται στο σκοτάδι, 

παρουσία μόνο του κόκκινου φωτός. Με γρήγορες κινήσεις, κόβεται ένα κομμάτι από 

το φιλμ σε μέγεθος λίγο μεγαλύτερο από αυτό της νιτροκυτταρίνης και τοποθετείται 

πάνω σε αυτήν. Η κασετίνα εμφάνισης κλείνει και ακολουθεί αναμονή, τόση ώρα όση 

χρειάζεται ανάλογα με την πρωτεΐνη που μελετάται. Στον πάγκο του σκοτεινού 
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θαλάμου θα πρέπει να έχουν ήδη τοποθετηθεί 3 λεκάνες, μία για τον εμφανιστή 

(developer), μία για τον μονιμοποιητή (fixer) και μία μικρή λεκάνη με νερό βρύσης. 

Μετά την παρέλευση του χρονικού διαστήματος αναμονής, το φιλμ εισάγεται στον 

developer και ανακινείται ήπια έως ότου εμφανιστούν οι ζώνες. Έπειτα, ξεπλένεται σε 

νερό και εισάγεται στον μονιμοποιητή (fixer). Με αυτόν τον τρόπο, γίνεται 

μονιμοποίηση και το φιλμ προστατεύεται παρουσία φωτός (Krajewski et al., 1996).  

 

ΙΙ.Β.10 Λογισμικά προγράμματα και επεξεργασία αποτελεσμάτων 

 Για την επεξεργασία και την παρουσίαση των αποτελεσμάτων 

χρησιμοποιήθηκαν μια σειρά από λογισμικά προγράμματα. Συγκεκριμένα, η 

επεξεργασία των εικόνων έγινε με το πρόγραμμα Adobe Photoshop CS5, η 

πυκνομέτρηση των ζωνών με το Image J, η στατιστική επεξεργασία των 

αποτελεσμάτων και ο σχεδιασμός των γραφημάτων με τα Graph Pad Prism 6 και 

Μicrosoft Office Excel 2013, ενώ τα Microsoft Office Word & Powerpoint 

χρησιμοποιήθηκαν για τη σύγγραφή του κειμένου και την προετοιμασία της 

παρουσίασης. 

 Κατά την επεξεργασία των αποτελεσμάτων υπολογίσθηκαν οι φορές μεταβολής 

σε αυθαίρετες μονάδες συγκριτικά με τον μάρτυρα, με την τιμή του μάρτυρα να 

θεωρείται ίση με τη μονάδα. Επίσης, υπολογίσθηκαν ο μέσος όρος και η τυπική 

απόκλιση (Standard Deviation, SD)  μεταξύ των τιμών που προέκυψαν από πειράματα 

που επαναλήφθηκαν 2 ή περισσότερε φορές. Η διερεύνηση της στατιστικής 

σημαντικότητας έγινε με τη χρήση του Student’s t-test, με στατιστικά σημαντικές να 

θεωρούνται οι διαφορές για τις οποίες ισχύει: p<0,05.  

 

ΙΙ.Γ Βελτιστοποίηση μεθόδων 

 

Μετά από μια σειρά δοκιμών και αξιολογήσεων των αποτελεσμάτων, 

οδηγηθήκαμε στην σταθεροποίηση του πρωτοκόλλου που χρησιμοποιήσαμε για τη 

μελέτη του θέματος.  

 

ΙΙ.Γ.1 Oμογενοποίηση 

Αρχικά, για τη λύση των κυττάρων και την λήψη του ολικού εκχυλίσματος των 

πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκε το διάλυμα «φορτώματος» (sample buffer) (Πίνακας 

ΙΙ.3). Στην περίπτωση αυτή, διαπιστώθηκε ότι, ενώ η β-ακτίνη ήταν ανιχνεύσιμη, η 

βασική πρωτεΐνη στόχος, η φωσφορυλιωμένη μορφή της p65, δεν ανιχνεύονταν. 

Επομένως, στραφήκαμε προς τη χρήση του διαλύματος G (Buffer G), (Πίνακας ΙΙ.2), 

το οποίο επέτρεψε τη λήψη ικανοποιητικού σήματος της βασικής πρωτεΐνης στόχου, 

όσο και άλλων πρωτεϊνών που ανιχνεύθηκαν για τις ανάγκες των πειραμάτων. 

Επιπλέον, γνωρίζοντας ότι ο NF-κΒ είναι ένας μεταγραφικός παράγοντας που δρα στον 

πυρήνα, επιλέξαμε να ακολουθήσουμε ένα πρωτόκολλο υποκυτταρικής κλασμάτωσης, 

ώστε να διαχωρίσουμε το κυτταροπλασματικό από το πυρηνικό εκχύλισμα των 

πρωτεϊνών και να συγκρίνουμε τυχόν διακυμάνσεις (Εικόνα ΙΙ.4). 
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Εικόνα ΙΙ.4 Διαφορετικές διαδικασίες ομογενοποίησης. Πάνω: To Sample Buffer δεν είναι 

κατάλληλο για την ανίχνευση της p65. Κάτω αριστερά: ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα με Buffer 

G, κάτω δεξιά: Κυτταροπλασματικό και πυρηνικό εκχύλισμα με Buffers A και Β.  

 

ΙΙ.Γ.2 Συγκέντρωση πηκτώματος ηλεκτροφόρησης 

Η επιλογή της συγκέντρωσης του πηκτώματος ακρυλαμίδης αποτελεί κρίσιμο 

σημείο για το σωστό διαχωρισμό και την τελική ανίχνευση των πρωτεϊνικών ζωνών-

στόχων. Οι σχετικές συγκεντρώσεις ακρυλαμίδης-δις ακρυλαμίδης και νερού είναι 

αυτές που καθορίζουν και την τελική συγκέντρωση του πηκτώματος. Γενικώς, 

μικρότερες συγκεντρώσεις χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση πρωτεϊνών μεγάλου 

μοριακού βάρους, ενώ υψηλές συγκεντρώσεις, για πρωτεΐνες μικρού μοριακού βάρους. 

Η παραπάνω διαπίστωση βασίζεται στο γεγονός ότι όσο μεγαλύτεροι είναι οι πόροι 

που δημιουργούνται στο πλέγμα του πηκτώματος, δηλαδή όσο πιο αραιή η 

ακρυλαμίδη, τόσο πιο εύκολα μπορεί να κινηθεί μια πρωτεΐνη μέσω των πόρων αυτών. 

Επομένως, μεγάλες πρωτεΐνες θα διαχωριστούν καλύτερα σε πιο αραιό πήκτωμα. 

Δοκιμάστηκαν πηκτώματα συγκεντρώσεων, 8%, 10% και 12% και διαπιστώθηκε ότι 

για τον NF-κΒ με μοριακό βάρος 65 kDa, το βέλτιστο αποτέλεσμα λαμβάνεται σε 10% 

gel, ενώ για την PARP με μοριακό βάρος 116 kDa, σε 8% (Εικόνα ΙΙ.5).  

 

Εικόνα ΙΙ.5 Συγκέντρωση πηκτώματος ακρυλαμίδης-δις-ακρυλαμίδης. Για τον NF-κΒ το 

βέλτιστο αποτέλεσμα προκύπτει σε πήκτωμα συγκέντρωσης 10% (πάνω αριστερά), ενώ για 

την PARP σε πήκτωμα συγκέντρωσης 8% (κάτω δεξιά).  

 

ΙΙ.Γ.3 μg πρωτεΐνης  

Η ποσότητα του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος που φορτώνεται στα «πηγαδάκια» 

του πηκτώματος της ηλεκτροφόρησης, μπορεί να εξαρτηθεί από ποικίλους παράγοντες, 
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όπως για παράδειγμα από τη χωρητικότητα του πηγαδιού, την επιτυχία της 

ομογενοποίησης, την πυκνότητα των κυττάρων στο τρυβλίο αλλά και από την εκάστοτε 

πρωτεΐνη στόχο. Στην συγκεκριμένα εργασία, διαπιστώθηκε ότι απαιτούνται 

διαφορετικές ποσότητες ανάλογα με την πρωτεΐνη που μελετάται. Για τον NF-κΒ, η 

λήψη ικανοποιητικού σήματος απαιτεί 60 μg ολικού εκχυλίσματος ή πυρηνικού 

εκχυλίσματος και μόνο 20 μg κυτταροπλασματικού (Εικόνα ΙΙ.6). Για την PARP και 

τις MAPKs, 30-40 μg ήταν αρκετά ώστε να ανιχνευτεί καθαρό και επαρκές σήμα. Οι 

παραπάνω διαφοροποιήσεις, πιθανώς σχετίζονται με την εγγενή συγκέντρωση των 

εκάστοτε πρωτεϊνών. 

 

Εικόνα ΙΙ.6 μg πρωτεΐνης που απαιτούνται για την ανίχνευση της p-p65. Τα 20μg είναι αρκετά 

για την ανίχνευση της κυτταροπλασματικής p65, όχι όμως και της πυρηνικής για την οποία 

απαιτούνται 40μg (αριστερά, δε φαίνονται οι πυρηνικές ζώνες). Για βέλτιστο σήμα απαιτούνται 

60 μg από το ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα (δεξιά).  

 

ΙΙ.Γ.4 PVDF μεμβράνη 

Υπάρχουν δύο βασικά είδη μεμβρανών που χρησιμοποιούνται στην ανάλυση 

κατά Western· η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης και η μεμβράνη φθοριούχου 

πολυβινυλιδενίου (polyvinyledene fluoride, PVDF). Η πρόσδεση των πρωτεϊνών στην 

νιτροκυτταρίνη βασίζεται σε υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις, ενώ στην PVDF σε 

συνδυασμό υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων και αλληλεπιδράσεων διπόλου-διπόλου. Η 

δυνατότητα δέσμευσης στην PVDF είναι μεγαλύτερη σε σχέση με αυτήν στην 

νιτροκυτταρίνη, με αποτέλεσμα η μεταφορά στην PVDF μεμβράνη να είναι μεν πιο 

ευαίσθητη, υπάρχει δε μεγαλύτερη πιθανότητα μη ειδικού σήματος (background). Στην 

συγκεκριμένη εργασία, χρησιμοποιήθηκαν και οι δύο διαφορετικές μεμβράνες και 

συγκρίθηκαν τα αποτελέσματα (Εικόνα ΙΙ.7). Διαπιστώθηκε ότι για τις υπό μελέτη 

πρωτεΐνες, δεν εντοπίζονται σημαντικές διαφορές ως προς τις δύο μεμβράνες, 

επομένως επιλέχθηκε η χρήση αυτής της νιτροκυτταρίνης, διότι δεν ενέχει τον κίνδυνο 

πολύ αυξημένου background.  
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Εικόνα ΙΙ.7 Επιλογή μεμβράνης. Δεν υπάρχει σημαντική διαφοροποίηση μεταξύ των σημάτων 

των δύο μεμβρανών. Στη μεμβράνη της νιτροκυτταρίνης (δεξιά) φαίνονται σχετικά πιο 

ξεκάθαρες ζώνες και περιορίζεται ο κίνδυνος αυξημένου σήματος υποστρώματος 

(background).  

 

ΙΙ.Γ.5 Διάρκεια μεταφοράς και σύσταση του διαλύματος μεταφοράς 

Οι πρωτεΐνες μεγάλου μοριακού βάρους, είναι πιο δύσκολο να μεταφερθούν σε 

σχέση με αυτές μικρότερου μοριακού βάρους. Συνεπώς, απαιτούνται ορισμένες 

τροποποιήσεις, ώστε να βελτιστοποιηθεί η απόδοση της μεταφοράς. Συγκεκριμένα, για 

την ανίχνευση της PARP, που είναι μια πρωτεΐνη μεγάλου μοριακού βάρους, αυξήσαμε 

τη διάρκεια της μεταφοράς από τη μία στις δύο ώρες, ενώ ταυτόχρονα προσθέσαμε 

0,1% SDS στο διάλυμα μεταφοράς (Εικόνα ΙΙ.8). Οι χειρισμοί αυτοί έγιναν, αφενός 

γιατί οι πρωτεΐνες μεγάλου μοριακού βάρους μεταφέρονται πιο αργά από το πήκτωμα 

στην νιτροκυτταρίνη κι αφετέρου, η προσθήκη SDS συντελεί στην αποτροπή της 

δημιουργίας συσσωματωμάτων υποβοηθώντας τη μεταφορά.  

 

Εικόνα ΙΙ.8 Διάρκεια μεταφοράς για την ανίχνευση της PARP. Οι 2 ώρες μεταφοράς σε 

συνδυασμό με 0,1% SDS στο ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς (Transfer buffer) συνέβαλαν 

στην ανίχνευση βέλτιστου σήματος (δεξιά), σε αντίθεση με τη 1 ώρα μεταφοράς (αριστερά).  

ΙΙ.Γ.6 Δέσμευση μη ειδικών θέσεων (Blocking) 

Η δέσμευση των μη ειδικών θέσεων πάνω στη μεμβράνη της νιτροκυτταρίνης 

είναι απαραίτητη ώστε να εξασφαλιστεί ότι τα πρωτογενή αντισώματα θα προσδεθούν 

στους επιτόπους για τους οποίους είναι ειδικά, και όχι σε άλλες θέσεις. Στο εργαστήριο 

μας, στο blocking χρησιμοποιείται κυρίως 5% άπαχο γάλα σε σκόνη διαλυμένο σε 

TBS-T. Το γάλα προτιμάται κυρίως επειδή  είναι πιο φθηνό και εύκολα διαθέσιμο, 

ωστόσο σε μερικές περιπτώσεις εξαιτίας της ύπαρξης καζεΐνης, μπορεί να δίνει μη 

ειδικό σήμα σε δοκιμασίες με αντισώματα αντι-φωσφοπρωτεϊνών ή αντισώματα 

συζευγμένα με βιοτίνη. Η διάρκεια του blocking εξαρτάται από το πρωτογενές 

αντίσωμα που πρόκειται να χρησιμοποιηθεί καθώς αντισώματα που είναι λιγότερο 

ειδικά μπορεί να δεσμεύονται σε περισσότερες μη ειδικές θέσεις και αντιστρόφως. Για 

το αντίσωμα αντι-p-p65, ο χρόνος blocking που χρησιμοποιήσαμε αρχικά ήταν 30 

λεπτά, στον οποίο παρατηρήσαμε αυξημένο μη ειδικό σήμα που δεν επέτρεπε την 

διάκριση των ζωνών-στόχων.  Γι’ αυτό το λόγο, αυξήσαμε το χρόνο στη μία ώρα και 

το αποτέλεσμα ήταν διαυγείς και ξεκάθαρες ζώνες στο επιθυμητό μοριακό βάρος 

(Εικόνα ΙΙ.9).  

 Ακόμη, επειδή σε κάποια πειράματα, οι ζώνες που λαμβάναμε ήταν αρκετά 

αχνές, υποθέσαμε ότι το γάλα θα μπορούσε να επηρεάζει την αποδοτικότητα 

δέσμευσης του πρωτογενούς αντισώματος. Έτσι, δοκιμάσαμε το blocking με 5% BSA 

σε ΤΒS-T και διαπιστώσαμε ορισμένες διαφορές οι οποίες ωστόσο δεν ήταν τόσο 
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σημαντικές, με αποτέλεσμα να συνεχίσουμε να χρησιμοποιούμε το γάλα ως κύριο 

διάλυμα για τη δέσμευση των μη-ειδικών θέσεων.   

 

Εικόνα ΙΙ.9 Διάρκεια διαδικασίας δέσμευσης των μη ειδικών θέσεων (Blocking). Στα 30 λεπτά 

παρατηρήθηκε αυξημένο background (αριστερά), ενώ στη 1 ώρα οι ζώνες είναι ξεκάθαρες 

(δεξιά) 
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ΙΙΙ. Αποτελέσματα 

 

ΙΙΙ.1 Το Η2Ο2 επάγει την φωσφορυλίωση του NF-κΒ στη σερίνη 536 συναρτήσει του 

χρόνου επίδρασης 

Αρχικά, διερευνήσαμε την χρονο-εξαρτώμενη φωσφορυλίωση της υπομονάδας 

p65 του ΝF-κΒ στην σερίνη 536, παρουσία Η2Ο2. Οι καρδιακοί μυοβλάστες της 

κυτταρικής σειράς Η9c2 επωάστηκαν με Η2Ο2 συγκέντρωσης 400μΜ για αυξανόμενα 

χρονικά διαστήματα, 0, 1, 2, 4 και 6 ώρες. Μετά τις επωάσεις πραγματοποιήθηκε 

εκχύλιση των ολικών πρωτεϊνών και με ανάλυση κατά Western ανιχνεύθηκαν τα 

επίπεδα της φωσφορυλιωμένης p65 στη σερίνη 536. Στην εικόνα ΙΙΙ.1.Β 

απεικονίζονται οι μεταβολές στα επίπεδα φωσφορυλίωσης της p65 συναρτήσει του 

χρόνου. Η φωσφορυλίωση αυτή φαίνεται να αυξάνεται σημαντικά στη 1 (1,4710 ± 

0,1370 φορές σε σχέση με το control, p<0,05) και στις 2 ώρες (1,486 ± 0,2363 φορές 

σε σχέση με το control), ενώ φθίνει στις 4 (0,4898 ± 0,3536 φορές σε σχέση με το 

control) και 6 ώρες (0,4810 ± 0,2061 φορές σε σχέση με το control) σε επίπεδα 

χαμηλότερα του control. Αντίθετα, η συνολική p65 φαίνεται να παραμένει σταθερή 

ανεξαρτήτως του χρόνου επίδρασης (Εικόνα ΙΙΙ.1.Γ). 

 

 

Εικόνα ΙΙΙ.1 Χρονο-εξαρτώμενη φωσφορυλίωση της υπομονάδας p65 κατά την επίδραση με 

Η2Ο2 συγκέντρωσης 400μΜ σε καρδιακούς μυοβλάστες H9c2. Το ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα 
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από κύτταρα που επωάστηκαν για 0, 1, 2, 4 και 6 ώρες με 400μΜ Η2Ο2, αναλύθηκε κατά 

Western (60μg πρωτεΐνης/δείγμα) ως προς τα επίπεδα φωσφορυλίωσης της p65 υπομονάδας 

του NF-κΒ στη σερίνη 536. Α) Αντιπροσωπευτικές εικόνες από τη δοκιμασία Western. Β και 

Γ) Τα γραφήματα μεταβολής των επιπέδων φωσφορυλίωσης της p65 (Β) και  των επιπέδων της 

συνολικής p65 (Γ). Η β-ακτίνη χρησιμοποιήθηκε για να εξασφαλιστεί το σωστό φόρτωμα των 

δειγμάτων.  

 

ΙΙΙ.2 Το Η2Ο2 επάγει χρονο-εξαρτώμενη φωσφορυλίωση της p38-MAPK, των JNKs 

και των ERKs 

Έπειτα, θέλαμε να ελέγξουμε ποια είναι η απόκριση των MAPKs κατά την 

επίδραση με Η2Ο2 400μΜ, για διαφορετικά χρονικά διαστήματα. Τα αποτελέσματα 

έδειξαν ότι η φωσφορυλίωση και των τριών μελών των MAPKs, p38 MAPK, ERKs 

και JNKs εξαρτάται από τη διάρκεια επίδρασης με το Η2Ο2. Πιο συγκεκριμένα, όπως 

φαίνεται και στην εικόνα ΙΙΙ.2.Β, οι p-ERKs αποκρίνονται πιο άμεσα, ήδη από τα 

πρώτα 15 λεπτά επίδρασης (1,703 φορές σε σχέση με το control), εμφανίζοντας μέγιστο 

στα 30 λεπτά (2,067 φορές σε σχέση με το control) και έπειτα μείωση των επιπέδων 

τους στη 1 (1,866 φορές σε σχέση με το control) και 2 ώρες (1,409 φορές σε σχέση με 

το control). Από την άλλη, οι p-JNKs παρουσιάζουν μέγιστη τιμή στη 1 ώρα (3,175 

φορές σε σχέση με το control), η οποία διατηρείται σε σχετικά υψηλά επίπεδα στις 2 

ώρες (2,103 φορές σε σχέση με το control), ενώ στις 4 και 6 ώρες έχει επιστρέψει στα 

επίπεδα του control (Εικόνα ΙΙΙ.2.Γ). Κατά παρόμοιο τρόπο, η p38 ΜΑPK εμφανίζει 

μέγιστη φωσφορυλίωση στη 1 ώρα επίδρασης (2,374 ± 0,2675 φορές σε σχέση με το 

control, p<0,05), η οποία στη συνέχεια μειώνεται στις 2 ώρες (1,595 ± 0,2676 φορές 

σε σχέση με το control) και σχεδόν σταθεροποιείται στις 4 (1,538 ± 0,0760 φορές σε 

σχέση με το control, p<0,05) και 6 ώρες (1,283 ± 0,1260 φορές σε σχέση με το control) 

(Εικόνα ΙΙΙ.2.Δ).  
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Εικόνα ΙΙΙ.2 Χρονο-εξαρτώμενη φωσφορυλίωση των p38 MAPK, JNKs και ERKs κατά την 

επίδραση με Η2Ο2 συγκέντρωσης 400μΜ σε καρδιακούς μυοβλάστες H9c2. Το ολικό 

πρωτεϊνικό εκχύλισμα από κύτταρα που επωάστηκαν για 0, 1, 2, 4 και 6 ώρες με 400μΜ Η2Ο2, 

αναλύθηκε κατά Western (40μg πρωτεΐνης/δείγμα) ως προς τα επίπεδα φωσφορυλίωσης της 

p38 MAPK και των JNKs. Ομοίως, ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα από κύτταρα που επωάστηκαν 

για 0, 15’, 30’, 1ω και 2ω με 400μΜ Η2Ο2, αναλύθηκε κατά Western (40μg πρωτεΐνης/δείγμα) 

ως προς τα επίπεδα φωσφορυλίωσης των ERKs. A) Αντιπροσωπευτικές εικόνες από την 

ανάλυση Western. Β, Γ και Δ) Τα γραφήματα μεταβολής των επιπέδων φωσφορυλίωσης των 

ERKs (Β), των JNKs (Γ) και της p38 MAPK (Δ). Η β-ακτίνη χρησιμοποιήθηκε για να 

εξασφαλιστεί το σωστό φόρτωμα των δειγμάτων.  

 

ΙΙΙ.3 Οι MAPKs και η MSK1 σχετίζονται με την φωσφορυλίωση της p65 

 Για να διαπιστώσουμε αν υπάρχει συσχέτιση μεταξύ της φωσφορυλίωσης του 

NF-κΒ και των MAP κινασών, χρησιμοποιήσαμε ειδικούς για την κάθε κινάση 

αναστολείς: τον SB203580 (10μΜ) για την p38 MAPK, τον PD98059 (25μΜ) για τις 

ERKs και τον SP600125 (10μΜ) για τις JNKs και διερευνήσαμε αν οι επιδράσεις αυτές 

επηρεάζουν την φωσφορυλίωση της p65. Συγκεκριμένα, τα κύτταρα επωάστηκαν για 

1 και 2 ώρες παρουσία μόνο των αναστολέων ή παρουσία του συνδυασμού αναστολείς-

Η2Ο2 400μΜ και με δοκιμασία Western ανιχνεύθηκαν τα επίπεδα φωσφορυλίωσης της 

p65. Στην εικόνα ΙΙΙ.3 παρουσιάζεται η φωσφορυλίωση της p65 όπως αυτή προκύπτει 

αν από την τιμή της φωσφορυλίωσης παρουσία του συνδυασμού αναστολέας-H2O2, 

αφαιρεθεί η τιμή της φωσφορυλίωσης παρουσία μόνο του αναστολέα. Ταυτόχρονα, 

εκτός από τους αναστολείς των MAPKs, έγινε επίδραση και με ακόμη έναν αναστολέα, 

τον Η89, ο οποίος παρεμποδίζει την κινάση ΜSK1 που έχει βρεθεί ότι φωσφορυλιώνει 

τον NF-κΒ στη σερίνη 276 και αποτελεί καταρροϊκό στόχο της p38 MAPK. Από τα 
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αποτελέσματα που παρουσιάζονται στην εικόνα ΙΙΙ.3, φαίνεται ότι στη 1 ώρα και οι 

τρεις αναστολείς των MAPKs, παρεμποδίζουν τη φωσφορυλίωση της p65 που επάγεται 

κατά την επίδραση με Η2Ο2, καθώς αυτή μειώνεται σημαντικά, στα επίπεδα του control 

(1,014 φορές σε σχέση με το control για τον SB203580, -0,792 φορές σε σχέση με το 

control για τον SP600125, 0,6800 φορές σε σχέση με το control για τον PD98059). Η 

αρνητική τιμή που προκύπτει κατά την προ-επώαση με τον αναστολέα των JNKs, 

SP600125, υποδηλώνει πλήρη αναστολή της φωσφορυλίωσης (Εικόνα ΙΙΙ.3.Α). 

Επιπλέον, παρουσία του Η89, παρεμποδίζεται εν μέρει η φωσφορυλίωση της p65 στης 

σερίνη 536, αφού αυτή μειώνεται σημαντικά σε σχέση με το Η2Ο2, παραμένοντας όμως 

σε τιμές υψηλότερες συγκριτικά με το control (1,519 φορές σε σχέση με το control) 

(Εικόνα ΙΙΙ.3.Β). Από την άλλη, στις 2 ώρες, οι επιλεγμένοι αναστολείς, SB203580 και 

SP600125 φαίνεται, επίσης να αναστέλλουν τη φωσφορυλίωση που επάγεται από το 

Η2Ο2, ωστόσο, η αναστολή αυτή συμβαίνει σε μικρότερο ποσοστό με την αντίστοιχη 

στη 1 ώρα (2,9440 φορές σε σχέση με το control για τον SB203580 και 1,8980 φορές 

σε σχέση με το control για τον SP600125). Ο Η89, στην προκειμένη περίπτωση, 

συντελεί στην πλήρη αναστολή της φωσφορυλίωσης της p65, όπως υποδηλώνεται από 

την αρνητική τιμή στο γράφημα ΙΙΙ.3.Γ (-0,8440 φορές σε σχέση με το control).  

 

 

Εικόνα ΙΙΙ.3 Επίδραση των ειδικών αναστολέων SB203580, SP600125, PD98059 και Η89 στα 

επίπεδα φωσφορυλίωσης της p65. Οι καρδιακοί μυοβλάστες Η9c2 δεν υπέστησαν καμία 

επίδραση (control) ή προ-επωάστηκαν για 30 λεπτά με καθέναν από τους αναστολείς 

SB203580 (10μΜ), SP600125 (10μΜ), PD98059 (25μΜ) και Η89 (10μΜ) και έπειτα με Η2Ο2 

(400μΜ) για 1 και 2 ώρες. 60μg ολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσματος από κάθε δείγμα 

αναλύθηκαν κατά Western ως προς τα επίπεδα φωσφορυλίωσης της p65 υπομονάδας του NF-

κΒ. Α, Β και Γ) Αντιπροσωπευτικές εικόνες από την ανάλυση κατά Western και τα αντίστοιχα 

γραφήματα μεταβολής της φωσφορυλίωσης της p65 κατά την επώαση με Η2Ο2 για 1 ώρα (Α,Β) 

και για 2 ώρες (Γ). Η β-ακτίνη χρησιμοποιήθηκε για να εξασφαλιστεί το σωστό φόρτωμα των 

δειγμάτων.  

 

 



74 
 

ΙΙΙ.4 Η φωσφορυλίωση της p65 ακολουθείται από τη μετατόπιση της στον πυρήνα  

 Ο μεταγραφικός παράγοντας NF-κΒ, όταν είναι ανενεργός παραμένει στο 

κυτταρόπλασμα, ενώ μετά την ενεργοποίηση του μετατοπίζεται στον πυρήνα όπου και 

ασκεί τη δράση του. Εφόσον από τα παραπάνω αποτελέσματα μας, φάνηκε ότι το Η2Ο2 

επάγει τη φωσφορυλίωση της p65, διερευνήσαμε αν η φωσφορυλίωση αυτή 

ακολουθείται από μετατόπιση της από το κυτταρόπλασμα στον πυρήνα. Έτσι, μετά από 

διαφορετικούς χρόνους επίδρασης με Η2Ο2 συγκέντρωσης 400μΜ στους καρδιακούς 

μυοβλάστες, πραγματοποιήθηκε υποκυτταρική κλασμάτωση και αναλύθηκαν κατά 

Western τόσο το κυτταροπλασματικό όσο και το πυρηνικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα. 

Όπως φαίνεται στην εικόνα ΙΙΙ.4.Α, η φωσφορυλιωμένη p65 στο κυτταρόπλασμα, 

αυξάνεται σημαντικά στα 30 πρώτα λεπτά επίδρασης με Η2Ο2 (1,7054 φορές σε σχέση 

με το control) και έπειτα μειώνεται σταδιακά στο διάστημα 1-3 ώρες (1,187 ± 0,0851 

φορές σε σχέση με το control στη 1 ώρα, 0,6905 ± 0,1755 φορές σε σχέση με το control 

στις 2 ώρες και 0,4912 ± 0,0459 φορές σε σχέση με το control στις 3 ώρες με p<0,01). 

Ταυτόχρονα, στον πυρήνα, παρατηρείται αύξηση της p-p65 στα 30 λεπτά επίδρασης 

(1,6680 φορές σε σχέση με το control), η οποία μεγιστοποιείται στη 1 ώρα (1,724 ± 

0,0576 φορές σε σχέση με το control, p<0,05), ενώ στη συνέχεια μειώνεται στις 2 ώρες 

(0,7961 φορές σε σχέση με το control) και σχεδόν εξαφανίζεται στις 3 ώρες (0,2390 ± 

0,0004 φορές σε σχέση με το control, p<0,05). 

 

Εικόνα ΙΙΙ.4 Χρονικό πρότυπο μετατόπισης της φωσφορυλιωμένης υπομονάδας p65 από το 

κυτταρόπλασμα στον πυρήνα υπό την επίδραση Η2Ο2. Τα κύτταρα επωάστηκαν για 0, 0.5, 1, 

2 και 3 ώρες με Η2Ο2 συγκέντρωσης 400μΜ και ακολούθησε υποκυτταρική κλασμάτωση του 
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πρωτεϊνικού εκχυλίσματος. 20μg από το κυτταροπλασματικό κλάσμα και 40μg από το 

πυρηνικό αναλύθηκαν κατά Western ως προς τα επίπεδα φωσφορυλίωσης της υπομονάδας p65 

του NF-κΒ. Απεικονίζονται οι αντιπροσωπευτικές εικόνες από τη δοκιμασία Western και τα 

αντίστοιχα γραφήματα μεταβολής της p-p65 στο κυτταρόπλασμα (Α) και τον πυρήνα (Β). Η β-

ακτίνη χρησιμοποιήθηκε για να εξασφαλιστεί το σωστό φόρτωμα των δειγμάτων.  

  

ΙΙΙ.5 Το Η2Ο2 επάγει την απόπτωση των καρδιακών μυοβλαστών Η9c2 

Για να διαπιστώσουμε αν το οξειδωτικό στρες που προκαλείται κατά την 

επίδραση με Η2Ο2 400μΜ, είναι ικανό να επάγει την απόπτωση των καρδιακών 

μυοβλαστών, έγινε επίδραση τους με αυτό για διαφορετικά χρονικά διαστήματα, 0, 1, 

2, 4 και 6 ώρες. Στις συνθήκες αυτές ελέγξαμε αν υπάρχει θραύση της πολυμεράσης 

πολύ-ADP ριβόζης (PARP), γεγονός που αποτελεί δείκτη ότι τα κύτταρα αποπίπτουν. 

Τα αποτελέσματα που προέκυψαν δείχνουν ότι η απόπτωση των καρδιακών κυττάρων 

έχει ξεκινήσει ήδη από τις 4 ώρες επίδρασης με το Η2Ο2, εφόσον ανιχνεύεται το 

θραύσμα της PARP (cPARP). Στα γραφήματα της εικόνας ΙΙΙ.5, δεν παρατηρείται 

σημαντική διακύμανση των επιπέδων της ακέραιης PARP σε αντίθεση με το θραύσμα 

της, cPARP, τα επίπεδα του οποίου αυξάνονται κατά πολύ στις 4 (5,9864 φορές σε 

σχέση με το control) και 6 ώρες (5,1970 φορές σε σχέση με το control).  

 

Εικόνα ΙΙΙ.5 Θραύση της PARP κατά την επίδραση με Η2Ο2 400μΜ. Τα κύτταρα H9c2 

επωάστηκαν για διαφορετικά χρονικά διαστήματα 0, 1, 2, 4 και 6 ώρες με Η2Ο2 συγκέντρωσης 

400μΜ και το ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα (40μg/δείγμα) αναλύθηκε κατά Western ως προς 

τα επίπεδα της ακέραιης PARP και του θραύσματός της, cPARP. Α) Αντιπροσωπευτικές 

εικόνες από την ανάλυση Western. Β και Γ) Γραφήματα απεικόνισης των επιπέδων της 

ακέραιης PARP (B) και του θραύσματος cPARP (Γ). Η β-ακτίνη χρησιμοποιήθηκε για να 

εξασφαλιστεί το σωστό φόρτωμα των δειγμάτων.  
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ΙΙΙ.6 Οι αναστολείς των ERKs και της MSK1 αναστέλλουν τη θραύση της PARP 

 Αφού διαπιστώσαμε την επαγωγή της απόπτωσης από το Η2Ο2 στους 

καρδιακούς μυοβλάστες, διερευνήσαμε πιθανά μονοπάτια που σχετίζονται με τη 

διαδικασία αυτή. Έτσι, μελετήσαμε την επίδραση των αναστολέων των ERKs, 

PD98059 (25μΜ) και της MSK1 H89 (10μΜ) στη θραύση της PARP. Συγκεκριμένα, 

τα καρδιακά μυοκύτταρα επωάστηκαν για 6 ώρες παρουσία μόνο των αναστολέων ή 

του συνδυασμού αναστολείς-Η2Ο2 400μΜ, ώστε να ελεγχθεί αν παρεμποδίζεται η 

θραύση της PARP που παρατηρείται κατά την επίδραση μόνο με το Η2Ο2. Στην εικόνα 

ΙΙΙ.6.Β φαίνονται τα επίπεδα του θραύσματος  της PARP, αν από την τιμή που 

προκύπτει από τη συνδυαστική δράση αναστολέα-Η2Ο2, αφαιρεθεί η τιμή παρουσία 

μόνο του αναστολέα. Ως control χρησιμοποιήθηκαν τα κύτταρα που επωάστηκαν με 

τον διαλύτη των αναστολέων, DMSO. Οι τιμές των επιπέδων του cPARP, τόσο κατά 

την επώαση με PD98059, όσο και με Η89 εμφανίζουν αρνητικές τιμές (-0,6601 φορές 

σε σχέση με το control για τον PD98059 και -0,9301 φορές σε σχέση με το control για 

τον Η89), οι οποίες υποδηλώνουν πλήρη αναστολή. Η παρεμπόδιση της θραύσης 

επιβεβαιώνεται και μέσω του % ποσοστού θραύσης της PARP, το οποίο λαμβάνει 

αρνητικές τιμές (-30,61% για τον PD98059 και -105,66% για τον Η89). Ως 100% στην 

προκειμένη περίπτωση λαμβάνεται η θραύση που προκαλείται μόνο παρουσία Η2Ο2. 

 

Εικόνα ΙΙΙ.6 Επίδραση καθιερωμένων αναστολέων PD98059 και Η89 στη θραύση της PARP. 

40 μg ολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσματος από δείγματα κυττάρων που επωάστηκαν για 6 ώρες 

παρουσία μόνο των αναστολέων ή του συνδυασμού αναστολείς-Η2Ο2 400μΜ, αναλύθηκαν 

κατά Western ως προς τη θραύση της PARP. Ως control χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα στα οποία 

έγινε επίδραση με το διαλύτη των αναστολέων, DMSO. A) Αντιπροσωπευτικές εικόνες από 

την ανάλυση Western. B) Γράφημα μεταβολών των επιπέδων του θραύσματος της PARP. Γ) 

Γράφημα του % ποσοστού θραύσης της PARP, όπου ως 100% θραύση έχει θεωρηθεί η θραύση 
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που προκαλείται από το Η2Ο2. Οι αρνητικές τιμές υποδηλώνουν πλήρη αναστολή. Η β-ακτίνη 

χρησιμοποιήθηκε για να εξασφαλιστεί το σωστό φόρτωμα των δειγμάτων.  

 

ΙΙΙ.7 Η κουρκουμίνη αναστέλλει τη φωσφορυλίωση του NF-κΒ και τη θραύση της 

PARP που επάγονται από το Η2Ο2 

 Οι δράσεις της κουρκουμίνης είναι ιδιαίτερα πολύπλοκες και εξαρτώνται από 

τον κυτταρικό τύπο και τον εκάστοτε πειραματικό σχεδιασμό. Γενικώς όμως, έχει 

βρεθεί να αποτελεί αναστολέα του μεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ. Στην παρούσα 

εργασία διερευνήσαμε την επίδραση της κουρκουμίνης συγκέντρωσης 0,1μΜ και 1μΜ 

στη φωσφορυλίωση της υπομονάδας p65, σε κύτταρα που επωάζονται με 400μΜ Η2Ο2 

για 1 και 2 ώρες. Έτσι, έγινε προ-επώαση με την κουρκουμίνη διαφορετικών 

συγκεντρώσεων για 30 λεπτά κι ακολούθησε επίδραση με το Η2Ο2 για 1 και 2 ώρες. 

Από τα αποτελέσματα προέκυψε ότι στη 1 ώρα, το Η2Ο2 επάγει σημαντική 

φωσφορυλίωση της p65 (4,5368 φορές σε σχέση με το control), η οποία αναστέλλεται 

κατά την προ-επώαση με την κουρκουμίνη (-1,4436 φορές σε σχέση με το control). 

Φαίνεται ότι η συγκέντρωση της κουρκουμίνης παίζει ρόλο στην αναστολή της 

φωσφορυλίωσης της p65, καθώς στα 0,1μΜ αν και παρατηρείται αναστολή σε σχέση 

με το Η2Ο2, είναι μικρότερη συγκριτικά με το 1μΜ κουρκουμίνης, όπου διαπιστώθηκε 

πλήρης αναστολή της φωσφορυλίωσης (-1,8657 φορές σε σχέση με το control). 

Ομοίως, στις 2 ώρες, η κουρκουμίνη 1μΜ συντελεί στην πλήρη αναστολή της 

φωσφορυλίωσης της p65 που επάγεται από το Η2Ο2 (0,7633 φορές σε σχέση με το 

control).  

 

Εικόνα ΙΙΙ.7 Επίδραση της κουρκουμίνης στην φωσφορυλίωση της p65 υπομονάδας του NF-

κΒ. Οι καρδιακοί μυοβλάστες επωάστηκαν με Η2Ο2 400μΜ για 1 και 2 ώρες, είτε παρουσία 

είτε απουσία κουρκουμίνης (0,1μΜ και 1μΜ) και 60μg ολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσματος 

αναλύθηκαν κατά Western ως προς τη φωσφορυλίωση της p65. Α και Β) Αντιπροσωπευτικές 

εικόνες από την ανάλυση Western από τη 1 ώρα (Α) και 2 ώρες (Β) επίδρασης με Η2Ο2. Γ και 

Δ) Γραφήματα μεταβολών της φωσφορυλίωσης της p65 στη μία ώρα επίδρασης με Η2Ο2 και 
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προ-επώασης με κουρκουμίνη 1μΜ (Γ) και 0,1μΜ (Δ). Ε) Γράφημα μεταβολών της p-p65 στις 

2 ώρες επίδρασης με Η2Ο2 και προ-επώασης με 1μΜ κουρκουμίνης. H β-ακτίνη 

χρησιμοποιήθηκε για να εξασφαλιστεί το σωστό φόρτωμα των δειγμάτων. Cur: κουρκουμίνη 

 

Στη συνέχεια, μελετήσαμε το ρόλο της κουρκουμίνης 0,1μΜ και 1μΜ στη 

θραύση της PARP, κατά την επίδραση με Η2Ο2 για 6 ώρες. Η προ-επώαση με 

κουρκουμίνη έχει ως αποτέλεσμα μικρή μείωση του θραύσματος της PARP που 

πλησιάζει τα επίπεδα του control (1,309 ± 0,1026  φορές σε σχέση με το control για 

την κουρκουμίνη 1μΜ και 1,044 ± 0,2037 για την κουρκουμίνη 0,1μΜ). Η μείωση 

αυτή φαίνεται πιο έντονα στο ποσοστό θραύσματος της PARP ως προς την ακέραιη 

PARP και μάλιστα η μικρότερη συγκέντρωση κουρκουμίνης συντελεί σε σχετικά 

μεγαλύτερη αναστολή της θραύσης (67,81% για την κουρκουμίνη 1μΜ και 49,96% για 

την κουρκουμίνη 0,1μΜ). Ως 100% θραύση χρησιμοποιήθηκε η θραύση που προέκυψε 

κατά την επίδραση μόνο με Η2Ο2. 

 

Εικόνα ΙΙΙ.8 Επίδραση κουρκουμίνης στη θραύση της PARP. 40μg ολικού πρωτεϊνικού 

εκχυλίσματος από κύτταρα που επωάστηκαν για 6 ώρες με Η2Ο2 400μΜ, είτε παρουσία, είτε 

απουσία κουρκουμίνης 0,1μΜ και 1μΜ αναλύθηκαν κατά Western, ως προς τα επίπεδα 

θραύσης της PARP. Ως control  χρησιμοποιήθηκαν τα κύτταρα στα οποία δεν έγινε καμία 

επίδραση, ή έγινε επίδραση με το διαλύτη της κουρκουμίνης, το DMSO. A) 

Αντιπροσωπευτικές εικόνες από την ανάλυση κατά Western. Β) Γράφημα μεταβολής των 

επιπέδων της ακέραιης PARP. Γ) Γράφημα του % ποσοστού θραύσης της PARP, με 100% 

θραύση να αντιστοιχεί σε αυτή που προκαλείται από το Η2Ο2.  
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 ΙV. Συζήτηση 

IV.1 Το Η2Ο2 επάγει την φωσφορυλίωση της p65 υπομονάδας του NF-κΒ στη σερίνη 

536 και την μετατόπιση της στον πυρήνα 

Ο NF-κΒ αποτελεί έναν από τους πρώτους μεταγραφικούς παράγοντες οι οποίοι 

βρέθηκε να ρυθμίζονται βάσει του οξειδωτικού φορτίου του κυττάρου στους 

ευκαρυωτικούς οργανισμούς (Finkel, 2000). Τα οξειδοαναγωγικά συμβάντα που 

λαμβάνουν χώρα στο ευκαρυωτικό κύτταρο, επηρεάζουν τόσο κυτταροπλασματικές 

όσο και πυρηνικές διαδικασίες που συμβαίνουν κατά την πορεία ενεργοποίησης του 

μεταγραφικού αυτού παράγοντα (Hoffmann et al., 2003). Επομένως, πληθώρα 

εργασιών επικεντρώνεται στην μελέτη του ρόλου του Η2Ο2 στη ρύθμιση του NF-κΒ, 

με τα αποτελέσματα να είναι ιδιαίτερα αντικρουόμενα, καθώς φαίνεται το Η2Ο2 να έχει 

ποικίλες δράσεις ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο, τη φάση του κυττάρου και τις 

εκάστοτε πειραματικές συνθήκες. Γενικά, πληθώρα αναφορών τονίζουν την 

ενεργοποίηση του NF-κΒ από αντιοξειδωτικές ουσίες. Ωστόσο, ολοένα και 

αυξανόμενες εργασίες επιβεβαιώνουν τον κυρίαρχο ρόλο πολλών οξειδωτικών μορίων 

στην επαγωγή του ΝF-κΒ, γεγονότα που σχετίζονται και με διάφορες ασθένειες (Indo 

et al., 2017). 

Σε προηγούμενη μελέτη που διεξήχθη στο εργαστήριο μας σε σκελετικούς 

μυοβλάστες ποντικού, βρέθηκε ότι παρουσία 1mM Η2Ο2 επάγονταν σημαντική 

φωσφορυλίωση του NF-κΒ σε δύο κατάλοιπα, τη σερίνη 536 και τη σερίνη 279, ήδη 

από τα 15 λεπτά, με μέγιστο τη 1 και τις 2 ώρες. Στην εργασία αυτή, ενώ η 

φωσφορυλίωση στη σερίνη 279 φάνηκε να σχετίζεται άμεσα με τις MAPKs, δεν 

υπήρχε ξεκάθαρη εικόνα για την αντίστοιχη στη σερίνη 536 (Kefaloyianni et al., 2006). 

Στην παρούσα εργασία, επικεντρωθήκαμε στη μελέτη της συμπεριφοράς του NF-κΒ 

υπό την επίδραση Η2Ο2 συγκέντρωσης 400μΜ σε καρδιακούς μυοβλάστες της 

κυτταρικής σειράς H9c2. Από τα αποτελέσματα, διαπιστώθηκε ότι ήδη από τα 30 λεπτά 

επίδρασης, υπάρχει φωσφορυλίωση της p65 υπομονάδας του μεταγραφικού παράγοντα 

στη σερίνη 536 και μετατόπιση της στον πυρήνα. Η φωσφορυλίωση αυτή δε 

μεγιστοποιείται στη 1 και παραμένει σε υψηλά επίπεδα και στις 2 ώρες επίδρασης. 

Ομοίως, άλλες μελέτες σε ανθρώπινα φυσιολογικά κύτταρα πνεύμονα και σε 

επιθηλιακά καρκινικά κύτταρα πνεύμονα της κυτταρικής σειράς Α549, συμφωνούν με 

τις παρατηρήσεις μας, καθώς διαπίστωσαν ότι με αύξηση της συγκέντρωσης του Η2Ο2 

μεταξύ 200μΜ-1mM για 2 ώρες, αυξάνονταν και η μετατόπιση της φωσφορυλιωμένης 

υπομονάδας p65 στη σερίνη 536, στον πυρήνα (Sfikas et al., 2012). Επιπλέον, μια πιο 

πρόσφατη εργασία αναφέρει ότι, η επίδραση Η2Ο2 400μΜ σε επιθηλιακά κύτταρα 

κερατοειδούς επάγει την μετατόπιση της p65(Ser536) στον πυρήνα σε διαστήματα 3, 6 

και 12 ωρών (Song et al., 2017). 

Βάσει της ευρύτερης βιβλιογραφίας, δεν έχει ξεκαθαριστεί εάν το Η2Ο2 

συντελεί στην επαγωγή ή στην αναστολή του NF-κΒ, καθώς σε διαφορετικούς 

κυτταρικούς τύπους και πειραματικά μοντέλα παρατηρούνται και διαφορετικές 

δράσεις τόσο αναρροϊκά όσο και καταρροϊκά στο μονοπάτι ενεργοποίησης του NF-κΒ. 

Συγκεκριμένα, τα αποτελέσματα μας διαφωνούν με τα αντίστοιχα των Hino και 

συνεργατών του, οι οποίοι παρατήρησαν ότι αυξανόμενης της συγκέντρωσης του 
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εξωγενούς H2O2 μεταξύ 100μΜ και 1mM, υπήρχε αναστολή του NF-κΒ σε ανθρώπινα 

επιθηλιακά κύτταρα πνεύμονα της κυτταρικής σειράς Α549, η οποία ήταν αποτέλεσμα 

της αποσταθεροποίησης του TNFR1 από το Η2Ο2 (Hino et al., 1999). Αντίστοιχα 

αποτελέσματα, δηλαδή αναστολή της ενεργοποίησης του NF-κΒ κατά την επίδραση με 

Η2Ο2 300μΜ, προέκυψαν και στην κυτταρική σειρά C10, που αποτελείται από 

πνευμονικά επιθηλιακά κύτταρα τύπου ΙΙ ποντικού. Στην περίπτωση αυτή, 

διαπιστώθηκε αυξημένη αποικοδόμηση της πρωτεΐνης RIP, η οποία είναι απαραίτητη 

για την ενεργοποίηση της ΙΚΚ (Pantano, Shrivastava, McElhinney, & Janssen-

Heininger, 2003). Ακόμη, σε πνευμονικά επιθηλιακά κύτταρα ποντικού, 200μΜ Η2Ο2 

δεν είχαν κάποια επίδραση στην ενεργοποίηση της ΙΚΚ και του NF-κΒ, ωστόσο, κατά 

την προσθήκη εξωγενούς TNF-α, το Η2Ο2 παρεμπόδισε σε σημαντικό βαθμό την 

αποικοδόμηση του ΙκΒ-α και την επακόλουθη ενεργοποίηση του μεταγραφικού 

παράγοντα. Μάλιστα, η αναστολή της ΙΚΚ συσχετίστηκε με άμεση οξείδωση της 

κυστεΐνης 179 της β υπομονάδας της (ΙΚΚβ) (Korn, Wouters, Vos, & Janssen-

Heininger, 2001). Αναστολή του NF-κΒ από το Η2Ο2 αναφέρουν και οι Jaspers και 

συνεργάτες, οι οποίοι παρατήρησαν ότι, κατά την επίδραση με Η2Ο2 500μΜ σε 

ανθρώπινα επιθηλιακά κύτταρα βρόγχου, ενώ αυξήθηκε η δραστηριότητα της ΙΚΚ και 

η φωσφορυλίωση του ΙκΒα, δεν πραγματοποιήθηκε αποικοδόμηση του τελευταίου 

(Jaspers, Zhang, Fraser, Samet, & Reed, 2001). Συνεπώς, το Η2Ο2 σε αυτήν την 

περίπτωση φάνηκε να αναστέλλει το πρωτεάσωμα. Σε αυτό το συμπέρασμα κατέληξαν 

και δύο ανεξάρτητες μελέτες σε επαγόμενα από LPS βασεόφιλα, στα οποία η επίδραση 

με Η2Ο2 συγκέντρωσης 250μΜ και 500μΜ μείωσαν τη δράση του NF-κΒ εξαιτίας της 

παρεμπόδισης της αποικοδόμησης του ΙκΒα (Strassheim et al., 2004; Zmijewski et al., 

2007). 

Από την άλλη, σε κύτταρα HeLa, φάνηκε να επάγεται η ΙΚΚ υπό την επίδραση 

3mM Η2Ο2. Βέβαια, η επαγωγή αυτή καθυστέρησε σε σχέση με την προσθήκη 

εξωγενούς TNF-α, ενώ, ταυτόχρονα, παρατηρήθηκε παρατεταμένη ενεργοποίηση του 

NF-κΒ, ιδιαίτερα κατά τη συνδυασμένη δράση TNF-α και Η2Ο2 (Kamata et al., 2002). 

Η ΙΚΚγ ή ΝΕΜΟ, είναι μια υπομονάδα του συμπλόκου της κινάσης του ΙκΒ που 

συμμετέχει στην ενεργοποίηση του ΝF-κΒ, όταν βρίσκεται σε διμερή μορφή που 

συγκρατείται μέσω δισουλφυδικού δεσμού. Ο σχηματισμός των δισουλφυδικών αυτών 

δεσμών απαιτεί τα κατάλοιπα κυστεΐνη 54 και κυστεΐνη 347 και έχει φανεί ότι επίδραση 

των κυττάρων με Η2Ο2 ενισχύει τον σχηματισμό των διμερών ΝΕΜΟ. Με αυτόν τον 

τρόπο υποδεικνύεται ένας μηχανισμός μέσω του οποίου τα οξειδωτικά μόρια μπορούν 

και ενεργοποιούν το μονοπάτι του ΝF-κΒ (Indo et al., 2017). Οι Herscovitch και 

συνεργάτες αναφέρουν ότι σε ινοβλάστες ποντικού, το Η2Ο2 σε συγκεντρώσεις 50μΜ 

με 500μΜ επάγει αυτόν το διμερισμό και άρα την ενεργοποίηση. Ωστόσο, η επίδραση 

με Η2Ο2 200μΜ, πριν την προσθήκη του ΤΝF-α αναστέλλει την ΙΚΚ πιθανώς 

διαταράσσοντας την υπομονάδα IKKβ (Herscovitch et al., 2008). Η επίδραση με 1mM 

Η2Ο2 σε ενεργοποιήμενα, από IL-1β, MCF-7 κύτταρα επάγει τον NF-κΒ μέσω της 

ενεργοποίησης της NIK κινάσης (Li & Engelhardt, 2006). 

 Σε μια πιο πρόσφατη μελέτη, η σύγκριση μεταξύ των κυτταρικών σειρών HeLa 

και MCF-7 ως προς την απόκριση του NF-κΒ των κυττάρων αυτών κατά την επίδραση 

με Η2Ο2, έδειξε ότι στα ΜCF-7 υπάρχει ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα 

στη 1 και 2 ώρες επίδρασης με Η2Ο2 25μΜ απουσία TNF-α, ενώ στα HeLa όχι. Στην 
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ίδια μελέτη, η συνδυαστική δράση του Η2Ο2 με τον TNF-α τετραπλασίασε την 

μετατόπιση της p65 στον πυρήνα στα MCF-7, ενώ στα κύτταρα HeLa το Η2Ο2 έδρασε 

ανταγωνιστικά με τον TNF-α μειώνοντας τη δράση του (Oliveira-Marques et al., 2013). 

Τέλος, αξίζει να σημειωθεί, ότι διάφορες μελέτες έχουν δείξει ότι αντιοξειδωτικά μόρια 

όπως η ΝΑC, αναστέλλουν τον NF-κΒ, παρεμποδίζοντας την μετατόπιση του στον 

πυρήνα (Dirsch et al., 1998). 

Από την άλλη, η μετατόπιση του NF-κΒ στον πυρήνα, δεν σημαίνει απαραίτητα 

και επαγωγή της έκφρασης γονιδίων στόχων. Ο Jornot και συνεργάτες έδειξαν ότι 1mM 

Η2Ο2 επάγει την μετατόπιση του ΝF-κΒ στον πυρήνα ανθρωπίνων ενδοθηλιακών 

κυττάρων, χωρίς όμως την επακόλουθη ενεργοποίηση της μεταγραφής (Jornot, 

Petersen, & Junod, 1997). Αυτό, πιθανώς οφείλεται στην οξείδωση της κυστεΐνης 62 

της υπομονάδας p50 του NF-κΒ, γεγονός που παρεμποδίζει την πρόσδεση στο DNA 

(Pineda-Molina et al., 2001). Συνεπώς, φαίνεται να απαιτούνται διαφορετικές 

οξειδοαναγωγικές συνθήκες μεταξύ κυτταροπλάσματος και πυρήνα ώστε να επιτευχθεί 

η σωστή ενεργοποίηση του NF-κΒ. Συγκεκριμένα, ένα προ-οξειδωτικό μήνυμα στο 

κυτταρόπλασμα μπορεί να επάγει την μετατόπιση του NF-κΒ στον πυρήνα, ωστόσο 

για να μπορέσει να γίνει η πρόσδεση στο DNA απαιτείται οι πρωτεΐνες να είναι 

ανηγμένες (Hirota et al., 1999). Παρόλα αυτά, όπως αναφέρθηκε και πιο πάνω, μελέτες 

υποστηρίζουν την πλήρη ενεργοποίηση του NF-κΒ από το Η2Ο2 (Oliveira-Marques et 

al., 2007; Janssen-Heininger et al., 1999). 

 Τέλος, η διαφορική ενεργοποίηση γονιδίων-στόχων του NF-κΒ παρουσία 

Η2Ο2, είναι πιθανό να εξαρτάται κι από τη διαφορική συγγένεια του μεταγραφικού 

παράγοντα με τις συντηρημένες κΒ αλληλουχίες αναγνώρισης στον υποκινητή των 

γονιδίων αυτών. Γενικώς, γονίδια με αλληλουχίες υψηλής συγγένειας παρουσιάζουν 

μικρότερη ευαισθησία στην επίδραση του Η2Ο2 σε σχέση με γονίδια που έχουν 

αλληλουχίες χαμηλότερης συγγένειας με το μεταγραφικό παράγοντα (Oliveira-

Marques et al., 2009a). Επιπλέον, σε συνθήκες όπου υπάρχει μεγάλη ενεργοποίηση του 

NF-κΒ από τον ΤΝF-α, η επίδραση του Η2Ο2 είναι αμελητέα. Επομένως, σε 

περιπτώσεις αυξημένης συγκέντρωσης ενεργοποιητών του NF-κΒ, όπως ο TNF-α, ή 

υψηλής συγγένειας με την αλληλουχία κΒ του γονιδίου στόχου, τα γονίδια 

παρουσιάζονται απευαισθητοποιημένα στην παρουσία του Η2Ο2, ενώ σε αντίθετη 

περίπτωση παρατηρείται θετική ρύθμιση τους (Oliveira-Marques et al., 2009b). 

 

ΙV.2 Το Η2Ο2 επάγει τη φωσφορυλίωση των MAPKs 

Οι συνθήκες οξειδωτικού στρες στα κύτταρα, επάγουν μια σειρά από μονοπάτια 

που μπορεί να σχετίζονται είτε με αντι-οξειδωτικούς μηχανισμούς για την 

εξουδετέρωση των δραστικών ριζών, είτε με την πρόκληση της απόπτωσης όταν το 

επιβαλλόμενο οξειδωτικό φορτίο είναι μεγαλύτερο από αυτό που μπορεί να αντέξει το 

κύτταρο. Τα μέλη της οικογένειας των MAPKs συμμετέχουν σε κρίσιμους 

σηματοδοτικούς καταρράκτες με ποικίλες δράσεις ανάλογα με το ερέθισμα και τις 

συνθήκες που καλείται να αντιμετωπίσει το κύτταρο και το Η2Ο2 αποτελεί έναν από 

τους κυρίαρχους παράγοντες που έχει φανεί επανειλημμένα να επηρεάζει τα μονοπάτια 

των MAPKs. Στην παρούσα μελέτη θέλαμε να διαπιστώσουμε σε ποιες συγκεντρώσεις 

του οξειδωτικού παράγοντα και σε ποια χρονικά διαστήματα παρατηρείται μέγιστη 
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ενεργοποίηση των τριών βασικών μελών των MAPKs, ERKs, JNKs και p38 MAPK. 

Από τα αποτελέσματα φάνηκε ότι το Η2Ο2 συγκέντρωσης 400μΜ ενεργοποιεί τα 

μονοπάτια των JNKs και p38 MAPK στη 1 και 2 ώρες επίδρασης, ενώ οι ERKs 

φωσφορυλιώνονται πολύ πιο νωρίς, ήδη από τα πρώτα 15 λεπτά επίδρασεις, με μέγιστο 

τα 30 λεπτά. Η γρήγορη απόκριση των ERKs παρουσία Η2Ο2 έχει δειχθεί και στο 

παρελθόν σε μελέτη στο εργαστήριο μας, στην οποία φάνηκε ότι στη 1 ώρα, οι p-ERKs 

προσομοιάζουν στα επίπεδα του control. Πιο συγκεκριμένα, στη μελέτη αυτή είχε 

διαπιστωθεί ότι οι ERKs ανταποκρίνονται πολύ άμεσα κατά την επίδραση των Η9c2 

με 100μΜ Η2Ο2, καθώς εμφάνισαν μέγιστο στα 15 λεπτά επίδρασης, ενώ στη 1 ώρα 

είχαν ήδη επιστρέψει στα επίπεδα του control (Kefaloyianni et al., 2006). Επιπλέον σε 

παλαιότερη μελέτη σε απομονωμένη καρδιά βατράχου, η επίδραση με Η2Ο2 

(100μΜ/L) φάνηκε να συσχετίζεται με την ταχεία επαγωγή της φωσφορυλίωσης των 

MAPKs, μετά τα δύο πρώτα λεπτά, με τα επίπεδα τους να επιστρέφουν στα επίπεδα 

του control γύρω στα 30 λεπτά για τις ERKs και JNKs και στα 45 λεπτά για την p38 

ΜΑPK (Gaitanaki et al., 2003).   

 Τα αποτελέσματα μας φαίνεται να συνηγορούν με μελέτες που έχουν γίνει σε 

διάφορους κυτταρικούς τύπους και πειραματικά μοντέλα. Οι ROS, αποτελούν τους πιο 

ισχυρούς ενεργοποιητές της ASK1 η οποία, παίζει κυρίαρχο ρόλο στη σηματοδότηση 

λόγω του οξειδωτικού στρες. Αυτό φαίνεται από το γεγονός ότι σε μεταλλάγματα που 

έχουν ανενεργή την ΑSK1, αναστέλλεται η μεσολαβούμενη από οξειδωτικό στρες 

απόπτωση, ενώ το αντίθετο συμβαίνει σε μεταλλάγματα με συνεχώς ενεργό το μόριο 

αυτό (Shiizaki et al., 2013). Η ASK1, αποτελεί MAPKKK, η οποία φωσφορυλιώνει 

διάφορες MAPKKs που με τη σειρά τους επάγουν την p38 MAPK και τις JNKs. Πρέπει 

να τονιστεί ότι η ένταση και η διάρκεια της ενεργοποίησης των MAPKs καθορίζει την 

πορεία που θα ακολουθήσει το κύτταρο, προς τη ζωή ή το θάνατο (Matsuzawa et al., 

2002) Ορισμένες αναφορές υποστηρίζουν ότι η προσωρινή επαγωγή των JNKs από το 

οξειδωτικό στρες και τον ΤΝF-α, οδηγεί σε επιβίωση, μέσω την έκφρασης αντι-

αποπτωτικών γονιδίων η οποία μεσολαβείται από τον μεταγραφικό παράγοντα NF-κΒ. 

Αντιθέτως, παρατεταμένη ενεργοποίηση των JNKs επάγει την απόπτωση, είτε μέσω 

άμεσης φωσφορυλίωσης προ ή/και αντι-αποπτωτικών μορίων, είτε μέσω μετατόπισης 

στον πυρήνα, όπου ενεργοποιείται ο c-Jun (Matsuzawa & Ichijo, 2001). Αντίστοιχα, το 

χρονικό πρότυπο της επίδρασης με το Η2Ο2 παίζει σημαντικό ρόλο στην ενεργοποίηση 

των μονοπατιών των MAPKs και την επακόλουθη επαγωγή της απόπτωσης ή την 

επιβίωση. Το εργαστήριο μας έδειξε στο παρελθόν, ότι η παρατεταμένη επίδραση με 

Η2Ο2 έχει διαφορετική επίδραση στην ενεργοποίηση του μονοπατιού των JNKs σε 

σχέση με την παροδική επίδραση με αυτό. Και οι 2 τύποι επίδρασης συντέλεσαν στη 

μέγιστη φωσφορυλίωση των JNKs στις 2 ώρες, ωστόσο κατά τη συνεχόμενη επώαση 

με Η2Ο2 τα επίπεδα τους παρέμειναν υψηλά μέχρι και τις 6 ώρες, ενώ στην παροδική 

επώαση αυτές αποφωσφορυλιώθηκαν στις 4 ώρες μετά την αφαίρεση του Η2Ο2. Τα 

παραπάνω συσχετίστηκαν με τη απόπτωση που προκαλείται εξαιτίας του οξειδωτικού 

στρες, καθώς η παρατεταμένη φωσφορυλίωση των JNKs συντέλεσε στην επαγωγή της 

απόπτωσης, ενώ η γρήγορη απόκριση και άμεση απενεργοποίηση τους είχε 

προστατευτικό ρόλο (Pechtelidou et al., 2008).  

Η χρήση του Η2Ο2 σε πολλές πειραματικές μελέτες, έχει συσχετίσει έντονα το 

συγκεκριμένο οξειδωτικό παράγοντα με τα μονοπάτια των MAPKs. Έρευνα που 
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διεξήχθη σε ανθρώπινα κύτταρα νευροβλαστώματος SH-SY5Y, έδειξε ότι η επίδραση 

με Η2Ο2 100μΜ επάγει τη φωσφορυλίωση και των τριών μελών των MAPKs ήδη από 

τα 5 πρώτα λεπτά επίδρασης και συντελεί στην απόπτωση των νευρικών κυττάρων. 

Στην ίδια μελέτη η χρήση της γερανυλ-γερανυλο-ακετόνης (geranylgeranylacetone, 

GGA) είχε ως αποτέλεσμα την αναστολή της επαγόμενης από το Η2Ο2 

φωσφορυλίωσης των ERKs, ενώ αντίθετα την αύξηση της φωσφορυλίωσης των p38 

MAPK και JNKs. Τα αποτελέσματα αυτά συσχετίστηκαν με την ενεργοποίηση της 

διαδικασίας της αυτοφαγίας ως προστατευτικού μηχανισμού έναντι της απόπτωσης 

λόγω της νευροτοξικότητας. Μάλιστα, ο μηχανισμός αυτός συσχετίστηκε με την 

επαγωγή των p38 MAPK και JNKs και όχι με τις ERKs (Kim et al., 2015). Από την 

άλλη, στα ίδια κύτταρα, SH-SY5Y, επίδραση με Η2Ο2 συγκέντρωσης 1mM για 24 

ώρες, είχε ως αποτέλεσμα την ενεργοποίηση, επίσης, και των τριών μελών των 

MAPKs, JNKs, p38 MAPK και ERKs, όπως φάνηκε από τα υψηλά επίπεδα 

φωσφορυλίωσης τους. Ωστόσο, μόνο η αναστολή των ERKs συντέλεσε στη μείωση 

των επιπέδων του αποπτωτικού θανάτου, υποδεικνύοντας τον προστατευτικό τους 

ρόλο έναντι του Η2Ο2 (Gu et al., 2013). Τέλος, σε μη διαφοροποιημένα νευρικά 

κύτταρα της σειρά PC12, η επίδραση με Η2Ο2 συγκέντρωσης 400μΜ για 1 ώρα, 

προκάλεσε τη φωσφορυλίωση των p38 MAPK και JNKs, που συσχετίστηκε με την 

επαγωγή της απόπτωσης. Η επίδραση με μια πιθανή αντιοξειδωτική ουσία, την icariin, 

είχε ως αποτέλεσμα την αναστολή της προαναφερθείσας φωσφορυλίωσης και την 

προστασία των κυττάρων από την απόπτωση (Li et al., 2011).  

Η αναστολή των JNKs, έχει φανεί να αποτρέπει την απόπτωση που επάγεται 

από ισχαμία/επανοξυγόνωση τόσο in vitro, όσο και in vivo. Η μιτοχονδριακή JNK και 

όχι η κυτταροπλασματική, φωσφορυλιώνεται κατά την επίδραση με Η2Ο2, οδηγώντας 

σε αύξηση της διαπερατότητας της εξωτερικής μιτοχονδριακής μεμβράνης και άρα 

απελευθέρωση του κυτοχρώματος c. Θεωρείται ότι η εξαρτώμενη από την JNK 

επαγωγή της μιτοχονδριακής απόπτωσης σχετίζεται με την μειωμένη φωσφορυλίωση 

του Bcl-2-σχετιζόμενου επαγωγέα της απόπτωσης (Bcl-2-associated death promoter, 

BAD) στη Ser112 (Kim et al., 2017). Βέβαια, και οι JNKs φαίνεται να έχουν 

αντικρουόμενους ρόλους, καθώς άλλες μελέτες υποδεικνύουν πως μπορεί να δρουν 

προστατευτικά κατά την επαγόμενη από I/R απόπτωση, πιθανώς μέσω της 

φωσφορυλίωσης της Akt, ή της παρεμπόδισης σχηματισμού του αποπτωσώματος 

(Engelbrecht et al., 2004). Ομοίως, σε πολύ πρόσφατη έρευνα του, ο Park διαπίστωσε 

ότι κατά την 24ωρη επίδραση με Η2Ο2 σε ενδοθηλιακά κύτταρα πνευμονικής αρτηρίας, 

επάγονταν απόπτωση η οποία αυξήθηκε κατά την προ-επώαση με τον αναστολέα των 

JNKs, ενώ παρεμποδίστηκε με τον αναστολέα της p38 MAPK. Επομένως, στην 

επαγωγή της απόπτωσης από το Η2Ο2 φαίνεται να εμπλέκονται οι p38 MAPK και οι 

JNKs, με την πρώτη να δρα προ-αποπτωτικά, ενώ τη δεύτερη αντι-αποπτωτικά (Park, 

2017). Επομένως, βάσει των ανωτέρω, ο ρόλος των JNKs στο οξειδωτικό στρες, είναι 

ιδιαίτερα περίπλοκος και το πιο πιθανό είναι να σχετίζεται με το κυτταρικό τύπο και 

τις δεδομένες συνθήκες.  

Η p38 MAPK, όπως και οι JNKs, έχει συσχετιστεί με την απόπτωση. Γενετικές 

προσεγγίσεις με διαγονιδιακά ποντίκια που έχουν ανενεργή την κινάση αυτή στην 

καρδιά, έδειξαν ότι η απόπτωση των καρδιακών κυττάρων και η δυσλειτουργία της 

καρδιάς μειώθηκαν κατά την επαγωγή οξειδωτικού στρες εξαιτίας I/R. Επιπροσθέτως, 
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η χρήση του αναστολέα της p38 MAPK, SB203580, φαίνεται να είχε ως αποτέλεσμα 

την αποτροπή της απόπτωσης των μυοκυττάρων , in vivo και in vitro. Η προστασία της 

καρδιάς, μέσω της αναστολής της p38 MAPK, φαίνεται να μεσολαβείται από την 

αύξηση της έκφρασης των αντι-αποπτωτικών μορίων Bcl-2/Bcl-xl (Yokota & Wang, 

2016). Από την άλλη, οι ERK1/2 μπορούν να ενεργοποιηθούν από τις ρίζες 

υδροξυλίου, μέσω του μονοπατιού Ras/Raf-1 MAPKKK, και η επαγωγή τους και σε 

αυτήν την περίπτωση έχει προστατευτικό ρόλο (Aikawa et al., 1997). Αυτό φαίνεται 

από το γεγονός ότι, ενώ το Η2Ο2 επάγει και τις τρεις οικογένειες των MAPKs, μόνο η 

επίδραση με τον αναστολέα των ERKs, PD98059,  επάγει την απόπτωση (Zhu et al., 

1999). Ακόμη, ο αντι-αποπτωτικός ρόλος των ERKs διαπιστώθηκε και από μελέτη σε 

καρδιακούς μυοβλάστες, στην οποία η αναστολή τους κατά την 

υποξία/επανοξυγόνωση αυξάνει την απόπτωση των κυττάρων (Yue et al., 2000). Από 

την άλλη, βέβαια, σε ορισμένες περιπτώσεις, η επαγωγή του μονοπατιού των ERKs, 

είχε ως αποτέλεσμα την απόπτωση των κυττάρων. Σε μελέτη που έγινε σε εμβρυϊκά 

κύτταρα αρουραίου και σε κύτταρα της σειράς H9c2, μετά από επίδραση με 

δοξορουβικίνη, η παρατεταμένη ενεργοποίηση των ERKs φάνηκε να οδηγεί σε 

απόπτωση (Liu et al., 2008).  

   

IV.3 Το Η2Ο2 επάγει την μεσολαβούμενη από τον NF-κΒ απόπτωση των καρδιακών 

μυοβλαστών 

Ο ρόλος του NF-κΒ, αρχικά, θεωρούνταν προστατευτικός έναντι της 

απόπτωσης, καθώς πολλά από τα γονίδια-στόχους του έχουν χαρακτηριστεί ως αντι-

αποπτωτικά, δηλαδή αναστέλλουν την απόπτωση και συντελούν στην επιβίωση των 

κυττάρων. Ωστόσο, πληθώρα αναφορών, υποστηρίζει την ενεργοποίηση του 

μεταγραφικού αυτού παράγοντα παράλληλα με την επαγωγή αποπτωτικών 

μονοπατιών, υποδεικνύοντας έναν προ-αποπτωτικό ρόλο του, ιδιαίτερα σε περιπτώσεις 

παθολογικών καταστάσεων. Από προηγούμενη μελέτη στο εργαστήριο μας, 

διαπιστώσαμε επαγωγή του μεταγραφικού παράγοντα σε συνθήκες οξειδωτικού στρες 

σε καρδιακούς μυοβλάστες Η9c2, ωστόσο δεν κατέστη ξεκάθαρος ο ρόλος του NF-κΒ 

στην απόπτωση (Kefaloyianni et al., 2006). Στην παρούσα εργασία, παρατηρήσαμε ότι 

υπό την επίδραση με Η2Ο2 σε συγκέντρωση 400μΜ, επάγεται απόπτωση ήδη από τις 4 

ώρες, γεγονός που το επιβεβαιώσαμε μέσω ελέγχου της θραύσης της PARP. 

Ταυτόχρονα, είδαμε ότι σε αυτές τις συνθήκες, ενεργοποιείται ο NF-κΒ, στη 1 και 2 

ώρες, όπως αναφέρθηκε και πιο πάνω. Μάλιστα, παρεμπόδιση του NF-κΒ, μέσω ενός 

καθιερωμένου αναστολέα του, της κουρκουμίνης, είχε ως αποτέλεσμα την αναστολή 

της παρατηρούμενης θραύσης της PARP. Τα ανωτέρω, μας οδήγησαν στην υπόθεση 

ότι ο NF-κΒ στις δεδομένες συνθήκες λειτουργεί προ-αποπτωτικά. 

Τα αποτελέσματα μας συνηγορούν με μια σειρά από μελέτες στις οποίες 

αναφέρεται ο προ-αποπτωτικός ρόλος του μεταγραφικού αυτού παράγοντα. Πιο 

συγκεκριμένα, κατά την 24ωρη επίδραση με διαφορετικές συγκεντρώσεις Η2Ο2 100μΜ 

έως 1 mM σε οστεοβλάστες διαπιστώθηκε αυξημένη έκφραση του NF-κΒ που 

συσχετίστηκε με την παραγωγή προ-φλεγμονωδών παραγόντων αλλά και με την 

μετέπειτα επαγωγή της απόπτωσης. Ταυτόχρονα, η χρήση της μονοτροπεΐνης ως 

πιθανή αντιφλεγμονώδη και αντι-αποπτωτική ουσία, κατέστειλε τον NF-κΒ και την 

απόπτωση, συσχετίζοντας τα δύο αυτά μονοπάτια (Zhu et al., 2016). 
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Σε ανθρώπινα επιθηλιακά κύτταρα φακού, SRA 01-04, η επίδραση με Η2Ο2 

50μΜ για 24 ώρες είχε ως αποτέλεσμα την επαγωγή της απόπτωσης, την ενεργοποίηση 

των μονοπατιών των MAPKs, καθώς και τη φωσφορυλίωση της υπομονάδας p65 και 

τη μετέπειτα μετατόπιση της στον πυρήνα. Στην ίδια μελέτη, η χρήση της 

αντιοξειδωτικής ουσίας, honokiol, ανέστειλε όλα τα παραπάνω μονοπάτια αυξάνοντας 

τελικά την επιβίωση των κυττάρων. Επομένως, διαπιστώθηκε ότι ο ρόλος του NF-κΒ 

σε αυτές τις συνθήκες είναι προ-αποπτωτικός, μεσολαβείται από τα μονοπάτια των 

MAPKs και η honokiol ασκεί την προστατευτική δράση της επιδρώντας στα 

συγκεκριμένα μονοπάτια (Tang et al., 2011). 

Επιπλέον, οι Lee και συνεργάτες, αναφέρουν ότι το Η2Ο2 συγκέντρωσης 

500μΜ, σε ανθρώπινα ενδοθηλιακά κύτταρα ομφαλίου λώρου, μπορεί και επάγει 

αποπτωτικό φαινότυπο στα κύτταρα, ήδη από τα 30 λεπτά επίδρασης. Στις συνθήκες 

αυτές, παρατηρήθηκε αυξημένη μετατόπιση της φωσφορυλιωμένης p65 υπομονάδας 

στον πυρήνα, αύξηση της φωσφορυλίωσης της p38 MAPK, ενώ δε φάνηκε να 

ενεργοποιούνται οι ERKs. Από την άλλη, όταν στα κύτταρα αυτά, έγινε προ-επώαση 

με 10μΜ πυροσταφυλικού οξέος πριν από την προσθήκη του Η2Ο2, τα παραπάνω 

αποτελέσματα αντιστράφηκαν και ταυτόχρονα προέκυψε αναστολή της απόπτωσης. 

Συνεπώς, διαπιστώθηκε ότι το πυροσταφυλικό οξύ λειτουργεί προστατευτικά έναντι 

της απόπτωσης επεμβαίνοντας στα μονοπάτια p38 MAPK/NF-κΒ και ERKs, με το 

πρώτο να αναστέλλεται και το δεύτερο να ενεργοποιείται ώστε να προαχθεί η επιβίωση 

των κυττάρων σε συνθήκες οξειδωτικού στρες (Lee et al., 2004). 

Ακόμη μια έρευνα η οποία αναφέρει τον προ-αποπτωτικό ρόλο του NF-κΒ σε 

οξειδωτικές συνθήκες, δεν χρησιμοποιεί ως οξειδωτικό παράγοντα εξωγενές Η2Ο2, 

αλλά μια ευρέως χρησιμοποιούμενη αντι-καρκινική ουσία, τη δοξορουβικίνη. Στην 

εργασία αυτή, η οποία διεξήχθη σε δύο διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους- καρδιακά 

μυοκύτταρα και ενδοθηλιακά κύτταρα αορτής-φάνηκε ότι η οξειδωτική και προ-

αποπτωτική δράση της δοξορουβικίνης μεσολαβείται από την παραγωγή ενδογενούς 

Η2Ο2.  Μάλιστα, η επίδραση με δοξορουβικίνη συντέλεσε σε ισχυρή ενεργοποίηση του 

NF-κΒ, ο οποίος φωσφορυλιώθηκε και μετατοπίστηκε στον πυρήνα. Στην ίδια μελέτη, 

η χρήση της μεταλλοπορφυρίνης Fe(ΙΙΙ)τετρακις-4-βενζοϊκό οξύ-πορφυρίνη 

(Fe(III)tetrakis-4-benzoic acid-porphyrin, FeTBAP), που αποτελεί αναστολέα του 

ανιόντος Ο2
-. και του Η2Ο2, παρεμπόδισε τόσο την ενεργοποίηση του NF-κΒ όσο και 

την επαγωγή της απόπτωσης και στους δύο κυτταρικούς τύπους. Τα αποτελέσματα 

αυτά συγκλίνουν στο συμπέρασμα ότι κατά την επίδραση με δοξορουβικίνη, το Η2Ο2 

που παράγεται επάγει τον NF-κΒ, ο οποίος λειτουργεί προ-αποπτωτικά σε καρδιακά 

μυοκύτταρα και ενδοθηλιακά κύτταρα αορτής (Wang et al., 2002). 

 Σε μια πιο πρόσφατη μελέτη σε εμβρυονικούς ινοβλάστες ποντικού, 

αναφέρεται ένα εναλλακτικό μονοπάτι επαγωγής του κυτταρικού θανάτου, το οποίο 

είναι ανεξάρτητο των κασπασών και μεσολαβείται από την PARP. Στο μοντέλο αυτό, 

ο κυτταρικός θάνατος, ενεργοποιήθηκε λόγω της χρόνιας επίδρασης με Η2Ο2 και σε 

αυτό, κυρίαρχο ρόλο έπαιξε ο NF-κΒ. Πιο συγκεκριμένα, η παρατεταμένη παραγωγή 

Η2Ο2 επιτεύχθηκε μέσω της οξειδάσης της γλυκόζης (Glucose oxidase, GO), η οποία 

προκάλεσε ενδογενή επίπεδα Η2Ο2 συγκεντρώσεων 50μΜ-100μΜ. Στην εργασία αυτή, 

διαπιστώθηκε ότι το χρόνιο οξειδωτικό στρες, προκάλεσε ισχυρή ενεργοποίηση του 

NF-κΒ, ο οποίος συντέλεσε στην αύξηση της έκφρασης των προ-αποπτωτικών TNF-α 
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και FasL, με ταυτόχρονη μείωση της έκφρασης των γονιδίων επιβίωσης Bcl-2 και 

XIAP. Ο προ-αποπτωτικός ρόλος του NF-κΒ επιβεβαιώθηκε μέσω της χρήσης 

μεταλλαγμάτων στα οποία απουσίαζε ο μεταγραφικός παράγοντας και τα οποία 

εμφάνισαν ανθεκτικότητα στην χρόνια επίδραση του Η2Ο2, δηλαδή μείωση στο 

ποσοστό του κυτταρικού θανάτου (Ho et al., 2011). 

Σε ηπατοκύτταρα αρουραίου, η επίδραση με Η2Ο2 συγκέντρωσης 1,25μΜ ανά 

106 κύτταρα, είχε ως συνέπεια αυξημένο ποσοστό αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου 

στις 4, 6 και 8 ώρες. Ο NF-κΒ φάνηκε, επίσης αυξημένος στις συνθήκες αυτές, ήδη 

από τις 2 πρώτες ώρες επίδρασης, με μέγιστο στις 2 και 4 ώρες, και διατηρήθηκε μέχρι 

και τις 8. Ο προ-αποπτωτικός ρόλος του NF-κΒ επιβεβαιώθηκε μέσω της 

παρεμπόδισης του με μεταλλαγμένο αναστολέα που δεν μπορεί να φωσφορυλιωθεί και 

να αποδεσμεύσει το μεταγραφικό παράγοντα. Συγκεκριμένα, σε κύτταρα με το 

μεταλλαγμένο αναστολέα, η μη αναστρέψιμη δέσμευση του στον NF-κΒ, 

διαπιστώθηκε να μειώνει τα επίπεδα κυτταρικού θανάτου, υποδηλώνοντας ότι η 

ενεργοποίηση του εν λόγω μεταγραφικού παράγοντα δεν αναστέλλει, αλλά επάγει την 

απόπτωση (Jones et al., 2000). 

Επιπλέον, σε μια πρόσφατη εργασία έγινε προσπάθεια σύγκρισης του 

αντιοξειδωτικού ρόλου δύο δραστικών πεπτιδίων· του πεπτιδίου Τ του βοδιού, ενός 

νέου πεπτιδίου και του MPG, ενός ευρείας χρήσης πεπτιδίου. Η μελέτη διεξήχθη σε 

μυϊκά κύτταρα της κυτταρικής σειράς C2C12, στα οποία διαπιστώθηκε ότι η επίδραση 

με Η2Ο2 για 4 ώρες, αύξανε σημαντικά το ποσοστό της απόπτωσης, το οποίο, όμως, 

μειώθηκε κατά την προ-επώαση με τα δραστικά πεπτίδια. Τα πεπτίδια αυτά, μάλιστα, 

φάνηκε να αναστέλλουν την ενεργοποίηση του NF-κΒ και του γονιδίου-στόχου του, 

TNF-α, υποδηλώνοντας ότι ο αντιοξειδωτικός τους ρόλος μεσολαβείται από την 

απενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα, ο οποίος και σε αυτήν την περίπτωση 

δρα προ-αποπτωτικά (Sivakumar et al., 2014). 

Ακόμη, σε μελέτη που έγινε σε ανθρώπινα κύτταρα νεφρικών σωληναρίων, για 

να διαπιστωθεί ο ρόλος της πρωτεΐνης ενεργοποιητή των μακροφάγων (Macrophage 

stimulating protein, MSP) κατά την επαγόμενη από Η2Ο2 απόπτωση των κυττάρων, 

διαπιστώθηκε ο προ-αποπτωτικός ρόλος του NF-κΒ και της p38 ΜΑPK. 

Συγκεκριμένα, η επίδραση με Η2Ο2 500μΜ οδήγησε σε αύξηση του p-NF-κΒ, της p-

p38 MAPK και φυσικά, σε εμφάνιση του αποπτωτικού φαινοτύπου των κυττάρων. 

Μάλιστα, η αναστολή της p38 MAPK μέσω του SB203580, κατέστειλε και την 

ανωτέρω ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα, υποδηλώνοντας συσχέτιση των 

δύο αυτών μορίων. Στη συνέχεια, η MSP φάνηκε να παρεμποδίζει το μονοπάτι p38 

MAPK/NF-κΒ και να αναστέλλει την απόπτωση, αντικατοπτρίζοντας ένα πιθανό 

μονοπάτι δράσης της συγκεκριμένης πρωτεΐνης για την προστασία από το οξειδωτικό 

στρες (Lee et al., 2013). 

Τέλος, έρευνα που έχει διεξαχθεί σε καρδιακούς μυοβλάστες H9c2, τους 

οποίους χρησιμοποιήσαμε και στη δική μας εργασία, αναφέρει ότι με αυξανόμενες 

συγκεντρώσεις Η2Ο2 μεταξύ 400μΜ και 2mM για 18 ώρες, αυξάνεται και το ποσοστό 

απόπτωσης των κυττάρων. Ακόμη, με επίδραση 500μΜ υπεροξειδίου, παρατηρήθηκε 

και αύξηση της φωσφορυλιωμένης p65 υπομονάδας του NF-κΒ. Τέλος, η προ-επώαση 

με την αντιοξειδωτική ουσία, ghrelin, είχε ως συνέπεια αφενός τη μείωση του 
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ποσοστού της απόπτωσης και αφετέρου την αναστολή του μεταγραφικού παράγοντα 

και άλλων μορίων που σχετίζονται με το ενδογενές μονοπάτι της απόπτωσης. Συνεπώς, 

από τα παραπάνω, διαφαίνεται ο προ-αποπτωτικός ρόλος του NF-κΒ στο 

μιτοχονδριακό μονοπάτι της απόπτωσης που επάγεται σε συνθήκες οξειδωτικού στρες 

στην καρδιά (Zhang et al., 2011). 

Στον αντίποδα, υπάρχει πληθώρα αναφορών που διαφωνούν με τα 

αποτελέσματα μας και προβάλλουν τον αντι-αποπτωτικό ρόλο του NF-κΒ. Σε 

πειραματικό μοντέλο, στο οποίο έγινε προσπάθεια απευαισθητοποίησης νεογνικών 

καρδιακών μυοκυττάρων κοιλίας στο Η2Ο2, φάνηκε ότι τα κύτταρα που επιβίωσαν 

μετά τον πρώτο κύκλο απόπτωσης, είχαν ιδιαίτερα αυξημένα τα επίπεδα του NF-κΒ. 

Μάλιστα, τα κύτταρα αυτά εμφάνισαν ανθεκτικότητα στην επίδραση με μεγαλύτερη 

συγκέντρωση Η2Ο2, με τα επίπεδα του NF-κΒ παραμένουν υψηλά. Στη συγκεκριμένη 

εργασία, η ενεργοποίηση του NF-κΒ συσχετίστηκε με τα μονοπάτια επιβίωσης 

JAK/STAT και PI3K/AKT και όχι με τις MAPKs (Lu et al., 2008). Σε μια παρόμοια 

μελέτη, έγινε προσπάθεια απευαισθητοποίησης κυττάρων PC12 σε Η2Ο2, μέσω της 

επίδρασης με συγκέντρωση 100μΜ Η2Ο2 για 90 λεπτά, ακολουθούμενη από 24 ώρες 

επαναφορά και δεύτερο κύκλο επίδρασης, με «θανάσιμη» δόση Η2Ο2 300μΜ για 12 

ώρες. Από τα αποτελέσματα, φάνηκε ότι κατά τον πρώτο κύκλο επίδρασης υπάρχει 

υπερέκφραση του NF-κΒ, η οποία παραμένει και στα πλέον ανθεκτικά κύτταρα. 

Μάλιστα, η αναστολή του μεταγραφικού παράγοντα, μειώνει την ικανότητα των 

κυττάρων να αποκτήσουν ανθεκτικότητα σε υψηλότερες συγκεντρώσεις Η2Ο2, 

οδηγώντας στο συμπέρασμα ότι η παρατεταμένη ενεργοποίηση του NF-κΒ παίζει 

κυρίαρχο ρόλο στην προσαρμοστική ανθεκτικότητα των PC12 στο Η2Ο2 (Zhang et al., 

2009). 

Ο NF-κΒ έχει συσχετιστεί εκτενώς με την επαγωγή μηνυμάτων επιβίωσης και 

φαίνεται να παίζει κρίσιμο ρόλο στην ανοχή στο χρόνιο οξειδωτικό στρες που 

παρατηρείται στην παθογένεση του καρκίνου του προστάτη. Οι Cavazos και 

συνεργάτες, διεξήγαγαν μια μελέτη σε τρεις κυτταρικές σειρές· δύο από αυτές με 

ανθρώπινα κύτταρα αδενοκαρκινώματος προστάτη (LNCaP και PacMetUT1) και μία 

με φυσιολογικά κύτταρα προστάτη (PrEC) . Στα κύτταρα αυτά, επέδρασσαν με 32μΜ 

Η2Ο2 και παρατήρησαν ότι υπήρχε μεγαλύτερη επιβίωση στα καρκινικά κύτταρα σε 

σχέση με τα φυσιολογικά και ότι αυτή η επιβίωση σχετίζονταν με αυξημένη 

μετατόπιση του ενεργού NF-κΒ στον πυρήνα. Επιπλέον, όταν έγινε προ-επώαση με 

δοκοσαεξανοϊκό (DHA), ένα λιπαρό οξύ από το ιχθυέλαιο με αντιοξειδωτική δράση, 

διαπιστώθηκε μειωμένη μετατόπιση του NF-κΒ στον πυρήνα των καρκινικών 

κυττάρων και κατ’ επέκταση μειωμένη επιβίωση τους (Cavazos et al., 2011). 

Επιπροσθέτως, σε ανθρώπινα κύτταρα ηπατοκυτταρικού καρκινώματος της 

κυτταρικής σειράς HuH7, αναφέρεται ότι ο NF-κΒ έχει προστατευτικό ρόλο έναντι της 

απόπτωσης που επάχθηκε από 500μΜ Η2Ο2. Αυτό επιβεβαιώθηκε μέσω της αναστολής 

του μεταγραφικού παράγοντα όταν τα κύτταρα μολύνθηκαν με αδενοϊό που έφερε το 

γονίδιο του αναστολέα ΙκΒα. Η υπερέκφραση του αναστολέα, παρεμπόδισε την 

ενεργοποίηση του NF-κΒ και συντέλεσε τόσο στην αναστολή του πολλαπλασιασμού 

των HuH7, όσο και στη μείωση της βιωσιμότητας τους, υποδηλώνοντας το ρόλο του 

NF-κΒ ως παράγοντα επιβίωσης (Qiao et al., 1999). Σε αντίστοιχη μελέτη, σε 

καλλιέργεια ηπατοκυτταρικού καρκινώματος αρουραίου, ARL-6, διαπιστώθηκε για 
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ακόμη μια φορά ο αντι-αποπτωτικός ρόλος του NF-κΒ. Συγκεκριμένα, τα κύτταρα 

αυτά εμφάνισαν αυξημένη ανοχή στην επίδραση οξειδωτικών συγκεντρώσεων Η2Ο2, 

καθώς το ποσοστό της απόπτωσης ήταν πολύ μικρότερο σε σχέση με το αντίστοιχο των 

φυσιολογικών κυττάρων. Ταυτόχρονα, στις συνθήκες αυτές διαπιστώθηκε αυξημένη 

ενεργοποίηση του NF-κΒ ήδη από τις 2 πρώτες ώρες επίδρασης, η οποία διατηρήθηκε 

πάνω από τα επίπεδα του control για 36 ώρες. Μάλιστα, όταν έγινε επιμόλυνση με 

αδενοϊό που έφερε μεταλλαγμένο αναστολέα που προσδένεται μη αντιστρεπτά στον 

NF-κΒ, διαπιστώθηκε μεγαλύτερη ευαισθησία των καρκινικών κυττάρων στην 

επαγόμενη από το Η2Ο2 απόπτωση, επιβεβαιώνοντας το ρόλο του ΝF-κΒ ως 

παράγοντα επιβίωσης (Qiao et al., 2005). 

Ακόμη, σε μελέτη που έγινε σε πνευμονικούς ινοβλάστες ινδικού χοιριδίου, 

V79-4, η επίδραση με Η2Ο2 1mM είχε ως αποτέλεσμα σημαντική μείωση της 

βιωσιμότητας των κυττάρων κατά περίπου 50%. Στην εργασία αυτή διερευνήθηκε η 

επίδραση εκχυλίσματος Castanopsis cuspidate σε κύτταρα που υπόκεινται σε 

οξειδωτικές συνθήκες Η2Ο2, καθώς και ο υποκείμενος μηχανισμός που ενεργοποιείται. 

Διαπιστώθηκε ότι το εκχύλισμα επάγει ένα μονοπάτι επιβίωσης p-ERKs/NF-κΒ, το 

οποίο μειώνει δραστικά την κυτταρική απόπτωση (Kang et al., 2007). 

 Σε καρδιακούς ινοβλάστες αρουραίου διερευνήθηκε η επαγωγή της απόπτωσης 

υπό την επίδραση 50μΜ Η2Ο2 για 3 ώρες και φάνηκε ότι υπάρχει ένα μικρό ποσοστό 

απόπτωσης, της τάξης του 10%. Έπειτα, μελετήθηκε η ενεργοποίηση του ΝF-κΒ, η 

οποία διαπιστώθηκε ιδιαίτερα αυξημένη στη 1 και 2 ώρες επίδρασης. Όταν δε, 

χρησιμοποιήθηκε ένας αναστολέας του NF-κΒ, ο Bay11-7085, το ποσοστό της 

απόπτωσης αυξήθηκε. Όλα τα παραπάνω συγκλίνουν στην ιδέα ότι ο ρόλος του NF-

κΒ είναι προστατευτικός έναντι της απόπτωσης και μάλιστα, συσχετίστηκε με την 

επαγωγή της έκφρασης της αντι-αποπτωτικής πρωτεΐνης cIAP2 (Philip & Shivakumar, 

2013). Παρομοίως, έρευνα που έγινε σε καρδιακούς μυοβλάστες H9c2, αναφέρει ότι 

αυξανόμενης της συγκέντρωσης του Η2Ο2 μεταξύ 50μΜ και 500μM, αυξάνεται και το 

ποσοστό της απόπτωσης για χρόνο επίδρασης 6h, με το 45-50% της απόπτωσης να 

συμβαίνει στα 200μΜ. Επιπλέον, διαπιστώθηκε ότι στις ίδιες συνθήκες ενεργοποιείται 

και ο NF-κΒ, η αναστολή του οποίου συντελεί σε ακόμη πιο αυξημένο κυτταρικό 

θάνατο. Τέλος, η χρήση τεστοστερόνης στην ίδια μελέτη, φάνηκε να λειτουργεί 

προστατευτικά οδηγώντας σε ισχυρότερη ενεργοποίηση του NF-κΒ με ταυτόχρονη 

μείωση του κυτταρικού θανάτου. Επομένως, η εξαρτώμενη από την ορμόνη-επιβίωση 

των μυοκυττάρων, μεσολαβείται από το κλασικό μονοπάτι του NF-κΒ (Xiao et al., 

2015) . 

 

IV.4 Οι MAPKs και η ΜSK1 σχετίζονται με τη φωσφορυλίωση του NF-κΒ και την 

απόπτωση που επάγεται από το Η2Ο2  

Οι MAPKs αποτελούν κινάσες οι οποίες ενεργοποιούνται από πληθώρα 

ερεθισμάτων, όπως είναι τα μιτογόνα και οι αυξητικοί παράγοντες, αλλά και διάφορα 

στρεσογόνα περιβαλλοντικά ερεθίσματα, όπως είναι η υποξία, η θερμότητα, οι 

φλεγμονώδεις κυτταροκίνες καθώς και παράγοντες που προκαλούν βλάβες στο DNA. 

Στην περίπτωση του οξειδωτικού στρες, η ανισορροπία μεταξύ των επιπέδων των 

δραστικών ριζών οξυγόνου και των ενδογενών αντιοξειδωτικών, οδηγεί στην 
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εκδήλωση του φαινομένου αυτού, το οποίο αν δεν αντιμετωπιστεί, τελικώς επάγει την 

απόπτωση (Kim & Choi, 2015).  

Στην παρούσα εργασία διαπιστώσαμε ότι στις δεδομένες συνθήκες Η2Ο2 

υπάρχει ενεργοποίηση της απόπτωσης, που επιβεβαιώθηκε μέσω της θραύσης της 

PARP, ενεργοποίηση του NF-κΒ και μετατόπιση του στον πυρήνα, αλλά και 

ενεργοποίηση των MAPKs. Τα ανωτέρω μας ώθησαν να διερευνήσουμε πιθανές 

συσχετίσεις μεταξύ τους. Αρχικά, δοκιμάσαμε τη δράση των αναστολέων PD98059 για 

τις ERKs,  SB203580 για την p38 MAPK και SP600125 για τις JNKs, στη 

φωσφορυλίωση  του NF-κΒ στη 1 και 2 ώρες επίδρασης με Η2Ο2 400μΜ. 

Διαπιστώσαμε ότι και οι τρεις αναστολείς παρεμποδίζουν την ενεργοποίηση του 

μεταγραφικού παράγοντα, υποδηλώνοντας συσχέτιση όλων των MAPKs με αυτόν. 

Έπειτα, θέλαμε να εξακριβώσουμε τον ρόλο των ERKs στην απόπτωση, καθώς έχει 

φανεί επανειλημμένα να αποτελεί αναστολέα της. Διαπιστώσαμε ότι παρουσία του 

PD98059, αναστέλλεται η θραύση της PARP, γεγονός που συσχετίζει το μονοπάτι των 

ERKs και με την απόπτωση, εκτός από τον NF-κΒ. Συνδυαστικά, τα ανωτέρω 

αποτελέσματα οδηγούν στην υπόθεση ότι το οξειδωτικό στρες που προκαλείται από το 

Η2Ο2, στρατολογεί τα μονοπάτια των MAPKs και του NF-κΒ, μέσω των οποίων 

επάγεται η απόπτωση των καρδιακών μυοβλαστών H9c2.  

Πληθώρα μελετών συσχετίζει τον NF-κΒ με τα μονοπάτια των MAPKs και την 

απόπτωση, ωστόσο, οι τρόποι αλληλεπίδρασής τους είναι τόσο πολύπλοκοι, που 

εμφανίζουν μοναδικό πρότυπο ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο, τις δεδομένες 

συνθήκες και φυσικά τον εκάστοτε πειραματικό σχεδιασμό. Οι ROS, έχουν 

συσχετιστεί εκτενώς με την παθολογία πληθώρας ασθενειών, στις οποίες το οξειδωτικό 

στρες επάγει την απόπτωση των εκάστοτε κυττάρων. Μάλιστα, έχει διαπιστωθεί, 

επανειλημμένα η συσχέτιση των ROS με τα μονοπάτια των MAPKs και του NF-κΒ.   

Οι παρατηρήσεις μας συνηγορούν με μια σειρά από έρευνες που έχουν 

διεξαχθεί σε διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους και πειραματικά μοντέλα, στις οποίες, 

το Η2Ο2 χρησιμοποιείται ως οξειδωτικός παράγοντας για την επαγωγή της απόπτωσης. 

O Lee και συνεργάτες, προκάλεσαν απόπτωση σε ανθρώπινα επιθηλιακά κύτταρα 

στομάχου, κυτταρικής σειράς ΑGS, μέσω της επίδρασης με 300μΜ Η2Ο2 για 4 ώρες 

και 8 ώρες. Στις ίδιες συνθήκες διαπίστωσαν ότι ενεργοποιούνται και τα μονοπάτια των 

MAPKs, ERKs και JNKs και όχι της p38 ΜΑPK, με μέγιστο στη 1 ώρα, καθώς και 

πραγματοποιείται μετατόπιση του NF-κΒ στον πυρήνα με μέγιστο στις 2 ώρες. Στη 

συνέχεια, χρησιμοποίησαν  μια αντιοξειδωτική ουσία, την eupalitin, η οποία φάνηκε 

να αναστέλλει τόσο την απόπτωση, όσο και τα μονοπάτια των MAPKs και NF-κΒ, 

υποδεικνύοντας τον προ-αποπτωτικό ρόλο που έχουν στις συγκεκριμένες συνθήκες 

(Lee, & Kim, 2008). 

Επιπλέον, ο Tang και συνεργάτες, αναφέρουν ότι κατά την επίδραση με Η2Ο2 

50μΜ για 24 ώρες σε ανθρώπινα επιθηλιακά κύτταρα φακού (Human Lens Epithelial 

cells, HLE), επάγεται απόπτωση. Στις ίδιες συνθήκες, παρατηρείται αυξημένη 

μετατόπιση του NF-κΒ στον πυρήνα και συμμετοχή όλων των MAPKs στην επαγωγή 

της απόπτωσης. Στη μελέτη αυτή, η χρήση μιας αντιοξειδωτικής ουσίας, της honokiol, 

επιβεβαίωσε τον προ-αποπτωτικό ρόλο του NF-κΒ, καθώς παρεμπόδισε την 

μετατόπιση του στον πυρήνα, μείωσε τη δράση των MAPKs και αύξησε το ποσοστό 
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επιβίωσης των κυττάρων (Tang et al., 2011). Ομοίως, σε αντίστοιχη μελέτη με 

αντιοξειδωτική ουσία μια προανθοκυανιδίνη από το εκχύλισμα σπέρματος σταφυλιού, 

φάνηκε ότι η επίδραση με 100μΜ Η2Ο2 για 24 ώρες, αύξανε τη φωσφορυλίωση των 

p38 ΜΑPK και JNK-ΜΑPKs, τη μεσολαβούμενη από αυτές ενεργοποίηση και 

μετατόπιση του p-NF-κΒ/p65 στον πυρήνα και την απόπτωση των κυττάρων. Στην 

εργασία αυτή, η επίδραση με την αντιοξειδωτική ουσία, πριν από την προσθήκη του 

Η2Ο2 στην καλλιέργεια, είχε ως συνέπεια την αναίρεση των ανωτέρω (Jia et al., 2011). 

Σε μελέτη που έγινε σε ανθρώπινα επιθηλιακά κύτταρα αμφιβληστροειδούς της 

σειράς ARPE-19, βρέθηκε ότι το Η2Ο2 σε συγκεντρώσεις 30-100μΜ είναι υποτοξικό, 

δηλαδή δεν προκαλούσε μείωση της βιωσιμότητας των κυττάρων. Ωστόσο, 

διαπιστώθηκε αύξηση στα πυρηνικά επίπεδα του φωσφορυλιωμένου NF-κΒ, η οποία 

φάνηκε να μεσολαβείται από την ενεργοποίηση της p38 MAPK (Wu et al., 2010). 

Εκτός από το Η2Ο2, οι ROS που παράγονται κατά την επίδραση με αρσενικό 

νάτριο (Sodium arsenite, NaAsO2) σε ηπατοκύτταρα, ενεργοποιούν το μονοπάτι 

PKCδ-JNK, επάγοντας την απόπτωση. Το NaAsO2, φαίνεται να προκαλεί και 

καρδιαγγειακές παθήσεις, καθώς οι ROS επάγουν την απόπτωση μέσω του μονοπατιού 

NF-κΒ-ΜΑPKs (Hou et al., 2014). Επιπλέον, μελέτες δείχνουν ότι ο υδράργυρος και 

το κάδμιο, επάγουν οξειδωτικό στρες σε διάφορους κυτταρικούς τύπους, το οποίο 

προκαλεί την μεσολαβούμενη από μιτοχόνδρια απόπτωση. Μάλιστα, τα ιόντα αυτά, 

φαίνεται να δρουν μέσω σηματοδοτικών μονοπατιών που συσχετίζουν τις MAPKs με 

τον NF-κΒ (Hao et al., 2009).  

Βέβαια, το οξειδωτικό στρες που επάγεται κατά την επίδραση με Η2Ο2, δεν 

πτοκαλεί απαραίτητα την απόπτωση των κυττάρων. Σε μελέτη των Bai και συνεργατών 

σε οστεοβλάστες, αναφέρεται ότι κατά την επίδραση με Η2Ο2 100μΜ και 200μΜ, 

αναστέλλονταν η διαφοροποίηση των οστεοβλαστών. Μάλιστα, ο μοριακός 

μηχανισμός στον οποίο βασίζονταν η συγκεκριμένη διαδικασία περιλάμβανε την 

μεσολαβούμενη από τις ERKs ενεργοποίηση του NF-κΒ, υποδεικνύοντας το ρόλο των 

μονοπατιών αυτών στην κυτταρική διαφοροποίηση (Bai et al., 2004). Επιπλέον, σε 

μελέτη που έγινε σε καρδιακούς μυοβλάστες H9c2, διαπιστώθηκε ότι το Η2Ο2 σε 

συγκέντρωση 200μΜ, αν και προκαλεί μια μικρή μετατόπιση του NF-κΒ/p65 στον 

πυρήνα, δε μπορεί να θεωρηθεί ισχυρός ενεργοποιητής του, καθώς φαίνεται ότι 

απαιτείται συνδυασμός ερεθισμάτων για την επαγωγή του και όχι μόνο η ύπαρξη των 

ROS (Gupta et al., 2006). Τα συμπεράσματα αυτά προέκυψαν μέσω της σύγκρισης των 

επιπέδων του μετατοπισμένου NF-κΒ παρουσία του Η2Ο2, από τη μία, και TNF-α από 

την άλλη, ο οποίος είναι γνωστό ότι αποτελεί τον κυριότερο επαγωγέα του (Frantz et 

al., 2001) .  

Σε αντίθεση με τα αποτελέσματα μας, πληθώρα μελετών αναδεικνύει τον 

προστατευτικό ρόλο του NF-κΒ στην επαγόμενη από το οξειδωτικό στρες απόπτωση 

των κυττάρων. Σε εργασία που αφορούσε στη μελέτη των μοριακών μηχανισμών που 

ενεργοποιούνται κατά την επαγωγή οξειδωτικού στρες σε καρδιακούς ινοβλάστες, 

διαπιστώθηκε ότι η επίδραση Η2Ο2 25μΜ για 30 και 60 λεπτά, είχε ως αποτέλεσμα την 

ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα ΝF-κΒ και την μετατόπιση του στον 

πυρήνα. Μάλιστα, η αναστολή αυτής της μετατόπισης συνδέθηκε με την επαγωγή της 

απόπτωσης, υποδεικνύοντας έναν προστατευτικό ρόλο του εν λόγω μεταγραφικού 
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παράγοντα έναντι του κυτταρικού θανάτου που προκαλείται από το οξειδωτικό στρες. 

Επιπλέον, στην ίδια μελέτη, το Η2Ο2 φάνηκε να επάγει και το μονοπάτι των ERKs, ήδη 

από τα 15 λεπτά επίδρασης, το οποίο συσχετίστηκε με την ενεργοποίηση του NF-κΒ. 

Το συμπέρασμα ήταν ότι η επιβίωση των καρδιακών ινοβλαστών κατά το οξειδωτικό 

στρες σχετίζεται με την, μεσολαβούμενη από τις ERKs, ενεργοποίηση του NF-κΒ 

(Philip & Shivakumar, 2013). 

Μελέτες σε εντερικά κύτταρα αρουραίου, υποστηρίζουν ότι η επίδραση με 

Η2Ο2 επάγει τόσο την δοσο-εξαρτώμενη όσο και την χρονο-εξαρτώμενη ενεργοποίηση 

των σηματοδοτικών μονοπατιών των τριών μελών των MAPKs, ERKs, p38 MAPK και 

JNKs και μάλιστα, η ενεργοποίηση φαίνεται να λειτουργεί προ-αποπτωτικά (Zhou et 

al., 2005).  Σε μια πιο πρόσφατη έρευνα στην ίδια κυτταρική σειρά, διαπιστώθηκε ότι 

κατά την επίδραση με Η2Ο2 500μΜ, επάγεται το κλασικό μονοπάτι  ενεργοποίησης του 

NF-κΒ και η μετέπειτα μετατόπιση του στον πυρήνα, μια διαδικασία μεσολαβούμενη 

από την πρωτεϊνική κινάση D (Protein kinase D, PKD1). Επιπλέον, στην ίδια μελέτη, 

φάνηκε ότι υπάρχει αλληλεπίδραση μεταξύ του μονοπατιού της PKD1 και αυτού της 

p38 MAPK, με το πρώτο να δρα ανασταλτικά στο δεύτερο. Τα αποτελέσματα αυτά, 

συγκλίνουν στην υπόθεση ότι κατά το οξειδωτικό στρες σε εντερικά κύτταρα 

αρουραίου, η ενεργοποίηση του NF-κΒ λειτουργεί προστατευτικά έναντι της 

απόπτωσης, ενώ η p38 MAPK συντελεί στην επαγωγή της. Αναμφιβόλως, τα δύο αυτά 

μονοπάτια είναι αλληλένδετα και η ισορροπία μεταξύ τους καθορίζει την πορεία των 

κυττάρων προς το θάνατο ή την επιβίωση (Song et al., 2009). Αντίθετα, μελέτη σε 

νευρικά κύτταρα αρουραίου που έχουν υποστεί ισχαιμία/επανοξυγόνωση (Ι/R), 

επιβεβαίωσε τον νευροπροστατευτικό ρόλο του ΝF-κΒ και συσχέτισε το μονοπάτι 

ενεργοποίησης του μεταγραφικού αυτού παράγοντα με την p38 ΜΑPK. Στο μοντέλο 

όμως αυτό, η ενεργοποίηση της p38 λειτούργησε θετικά στην επαγωγή του NF-κΒ, 

υποστηρίζοντας ένα αντι-αποπτωτικό μονοπάτι p38 MAPK/NF-κΒ ως απόκριση στην 

I/R (Jiang et al., 2012).  

Ακόμη ένα παράδειγμα του προστατευτικού ρόλου του NF-κΒ κατά το 

οξειδωτικό στρες εντοπίζεται στο μονοπάτι που ενεργοποιείται από τον TNF-α, όταν 

αυτός προσδένεται στον υποδοχέα του TNFR1. Πιο συγκεκριμένα, η επαγωγή του 

συγκεκριμένου μονοπατιού έχει ως αποτέλεσμα την παραγωγή δραστικών ριζών 

οξυγόνου η οποία συντελεί στην ενεργοποίηση των JNKs και την επακόλουθη 

πρόκληση κυτταρικού θανάτου. Ωστόσο, ταυτόχρονα, ο TNFR1 ενεργοποιεί και το 

κλασικό μονοπάτι του NF-κΒ, με αποτέλεσμα ο τελευταίος να επάγει τη μεταγραφή 

γονιδίων που αναστέλλουν άμεσα ή έμμεσα το μονοπάτι των JNKs. Επομένως, η 

αλληλεπίδραση μεταξύ των δύο αυτών παράλληλων μονοπατιών είναι αυτή που θα 

καθορίσει τη μοίρα του κυττάρου, με τον NF-κΒ να λειτουργεί αντι-αποπτωτικά και 

τις JNKs, προ-αποπτωτικά (Papa et al., 2006). 

Τέλος, ο ρόλος του Η2Ο2 ως επαγωγέα της απόπτωσης και όχι της νέκρωσης, 

καθώς και η συμπλοκή των μονοπατιών των ΜΑPKs  και του NF-κΒ στη διαδικασία, 

επιβεβαιώνεται από πληθώρα μελετών σε διάφορους κυτταρικούς τύπους. Έρευνα σε 

μακροφάγα της κυτταρικής σειράς RAW 264.7, αναφέρει ότι σε αυξανόμενες 

συγκεντρώσεις Η2Ο2 100μΜ-500μΜ για 4 ώρες, υπάρχει και αντίστοιχη αύξηση τόσο 

στο ποσοστό της απόπτωσης, όσο και σε αυτό της νέκρωσης. Όμως, η επίδραση με 

Η2Ο2 για 6 ώρες, έχει ως αποτέλεσμα μεταβολές σε αυτά τα ποσοστά, αφού 



92 
 

παρατηρήθηκε ακόμη μεγαλύτερη αύξηση στον αριθμό των αποπίπτοντων κυττάρων, 

και μείωση αυτών που υπόκεινται σε νεκρωτικό κυτταρικό θάνατο. Στην ίδια μελέτη, 

διερευνήθηκε και ο ρόλος των MAPKs και του NF-κΒ στη μετάπτωση από τον 

νεκρωτικό στον αποπτωτικό θάνατο. Διαπιστώθηκε, λοιπόν, ότι και τα τρία μέλη, 

ERKs, JNKs και p38 MAPK ενεργοποιούνται άμεσα, με τις δύο πρώτες να εμφανίζουν 

μέγιστο στη 1 και 2 ώρες, ενώ την τελευταία να έχει πιο γρήγορη απόκριση με μέγιστο 

στα 30 λεπτά επίδρασης και επανενεργοποίηση στις 4 ώρες. Ταυτόχρονα, ο NF-κΒ 

εμφανίστηκε ενεργοποιημένος στις 2 και 4 ώρες επίδρασης με 500μΜ Η2Ο2. Βάσει 

αυτών, προτάθηκε ένα μοντέλο στο οποίο, σε αρχικό χρόνο οι p38 MAPK και οι JNKs 

συνδυαστικά ενεργοποιούν την απόπτωση, ενώ οι JNKs μόνες τους συντελούν στην 

νέκρωση. Ταυτόχρονα, στο ίδιο μοντέλο, ο NF-κΒ και οι ERKs αναστέλλουν τα 

μονοπάτια κυτταρικού θανάτου και προάγουν την επιβίωση. Τέλος, η 

επανενεργοποίηση της p38 MAPK είναι αυτή που συντελεί σε αύξηση του 

αποπτωτικού και όχι νεκρωτικού θανάτου (Lin et al., 2010). 

Σε συνέχεια της προσπάθειας διαλεύκανσης του μηχανισμού μέσω του οποίου 

ο ΝF-κΒ σχετίζεται με την απόπτωση, διερευνήσαμε την συσχέτιση του με την 

επαγόμενη από μιτογόνα και στρες κινάση 1 (Mitogen-stress activated kinase 1, MSK-

1). Eίναι γνωστό ότι η υπομονάδα p65 του NF-κΒ φωσφορυλιώνεται μετα-

μεταφραστικά από την MSK1, στη σερίνη 276 (Peng et al., 2012). Μάλιστα, σε 

προηγούμενη μελέτη στο εργαστήριο μας σε σκελετικούς μυοβλάστες, βρέθηκε ότι η 

MSK-1 αποτελεί καταρροϊκό στόχο τόσο των ERKs όσο και της p38 MAPK 

(Kefaloyianni et al., 2006).  Από την άλλη, η φωσφορυλίωση της p65 στη σερίνη 536, 

έχει φανεί να σχετίζεται με διάφορες κινάσες και κυρίως με την ΙΚΚβ (Buss et al., 

2004; Jijon et al., 2004; Madrid et al., 2001). Παρόλο που στην παρούσα μελέτη 

ελέγχθηκαν τα επίπεδα φωσφορυλίωσης της p65 στη σερίνη 536, θέλαμε να δούμε ποια 

ήταν η επίδραση του αναστολέα της συγκεκριμένης κινάσης, Η89. Από τα 

αποτελέσματα, διαπιστώσαμε ότι παρουσία του Η89, μειώνονται τόσο τα επίπεδα της 

φωσφορυλιωμένης p65 στη σερίνη 536, όσο και το θραύσμα της PARP. Η υπόθεση 

που μπορούμε να κάνουμε για την ερμηνεία του συγκεκριμένου αποτελέσματος, 

σχετίζεται με την ακολουθία των γεγονότων φωσφορυλίωσης που είναι απαραίτητα για 

την ενεργοποίηση του NF-κΒ στην καρδιά. Όπως φαίνεται, αφού η αναστολή της 

φωσφορυλίωσης στη σερίνη 276, συντελεί σε μειωμένα επίπεδα της φωσφορυλίωσης 

και στη σερίνη 536, είναι πιθανό τα δύο αυτά γεγονότα να σχετίζονται μεταξύ τους και 

η πρώτη φωσφορυλίωση να διευκολύνει τη δεύτερη. Επομένως, αφού δεν μπορεί να 

γίνει η φωσφορυλίωση της σερίνης 276, δεν μπορεί να φωσφορυλιωθεί ούτε η 536, με 

αποτέλεσμα ο NF-κΒ να μην ενεργοποιείται ώστε να επάγει την απόπτωση των Η9c2. 

Ωστόσο, απαιτείται περαιτέρω μελέτη για να διαλευκανθεί ο ρόλος της 

φωσφορυλίωσης στα δυο αυτά κατάλοιπα και το πώς αυτά συσχετίζονται.  

Γενικώς, πρόσφατες μελέτες που διερευνούν το ρόλο της φωσφορυλίωσης του 

NF-κΒ σε διαφορετικές θέσεις, συσχετίζουν τη διαφορική φωσφορυλίωση του με την 

εξειδικευμένη δράση του. Σε καρκινικά κύτταρα μαστού, προστάτη και παχέος 

εντέρου, έγινε επιμόλυνση με μεταλλαγμένη p65 υπομονάδα που μιμούνταν την 

φωσφορυλιωμένη p65 στη σερίνη 536. Τα κύτταρα αυτά, εμφάνισαν ιδιαίτερα 

αυξημένα επίπεδα αποπτωτικού θανάτου, υποδηλώνοντας έναν ογκοκατασταλτικό 

ρόλο του μεταγραφικού παράγοντα, όταν αυτός είναι φωσφορυλιωμένος στην σερίνη 
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536 (Bu et al., 2016). Ομοίως, οι Bu και συνεργάτες, συσχέτισαν την ευαισθησία του 

όγκου στη χημειοθεραπεία, με τη θέση φωσφορυλίωσης του ΝF-κΒ. Συγκεκριμένα, τα 

ευαίσθητα αποπίπτοντα καρκινικά κύτταρα εμφάνισαν αυξημένη φωσφορυλίωση στην 

σερίνη 536 και μειωμένη p-p65 στη σερίνη 276, ενώ το αντίστροφο συνέβη στα 

ανθεκτικά καρκινικά κύτταρα (Bu et al., 2016).  

 

IV.5 Η κουρκουμίνη αναστέλλει τη φωσφορυλίωση της p65 και την απόπτωση που 

επάγεται από το Η2Ο2 

Η κουρκουμίνη, μια φυσική πολυφαινόλη του φυτού Curcuma longa, έχει 

διαπιστωθεί επανειλημμένα ότι συμμετέχει σε πολλαπλά μονοπάτια στα οποία 

συμπεριλαμβάνονται αυτά των  MAPKs, του NF-κΒ, της Akt και άλλα (Shanmugam 

et al., 2015). Επιπλέον, έχει επιβεβαιωθεί από πληθώρα ερευνών ότι αποτελεί 

αναστολέα του NF-κΒ, είτε άμεσα, καθώς φαίνεται να αναστέλλει το σύμπλοκο κινάση 

επαγωγέα του NF-κΒ, ΝΙΚ/ΙΚΚ, πιθανώς δρώντας στις υπομονάδες ΙΚΚα/β (Hayden 

& Ghosh, 2004; Shin et al., 2010), είτε έμμεσα αναστέλλοντας μονοπάτια που 

σχετίζονται με την ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα, όπως Ras/MAPKs και 

PI3K/Akt (Zeng et al., 2015). Ακόμη, η κουρκουμίνη εμπλέκεται στα μονοπάτια των 

MAPKs, παρεμποδίζοντας την προστατευτική ενεργοποίηση τους, συντελώντας έτσι 

στην επαγωγή της απόπτωσης (Shehzad et al., 2010). Προηγούμενες μελέτες στο 

εργαστήριο μας, αφορούσαν στη διερεύνηση του ρόλου της κουρκουμίνης σε 

διαφορετικά πειραματικά μοντέλα. Συγκεκριμένα, μελέτη που έγινε σε εμποτισμένη 

καρδιά του αμφιβίου Rana ridibunda, υπέδειξε τον προ-οξειδωτικό και προ-

αποπτωτικό ρόλο 20μΜ κουρκουμίνης και συσχέτισε το μηχανισμό δράσης της με το 

μονοπάτι των JNKs (Aggeli et al., 2013). Σε επόμενη μελέτη, η οποία έγινε σε 

καρδιακούς μυοβλάστες Η9c2, διαπιστώθηκε ο προ-αποπτωτικός ρόλος της 

κουρκουμίνης όταν αυτή βρισκόταν, επίσης, σε συγκέντρωση 20μΜ. Ωστόσο, στην 

εργασία αυτή, βρέθηκε ότι η κουρκουμίνη επάγει το ενδογενές μονοπάτι της 

απόπτωσης και ο μηχανισμός δράσης της συσχετίστηκε με το μονοπάτι της p38 MAP 

κινάσης (Zikaki et al., 2014). Τέλος, σε μελέτη σε C2 σκελετικούς μυοβλάστες έγινε 

προσπάθεια αξιολόγησης δύο νέων αντι-οξειδωτικών ουσιών, των ΑΚ1 και ΑΚ2, ώστε 

να διαπιστωθεί η δράση τους έναντι στο οξειδωτικό στρες που προκαλείται παρουσία 

Η2Ο2 ή κουρκουμίνης. Και σε αυτήν την περίπτωση, διαπιστώθηκε ο προ-οξειδωτικός 

και προ-αποπτωτικός ρόλος της (Peleli et al., 2015). 
Συνεπώς, έχοντας διερευνήσει την προ-αποπτωτική επίδραση της 

κουρκουμίνης, αποφασίσαμε, βασιζόμενοι και σε άλλες έρευνες που την αναφέρουν 

ως αντι-οξειδωτική ουσία, να μελετήσουμε τον προστατευτικό της ρόλο. Στην 

παρούσα εργασία, λοιπόν, υποθέσαμε ότι ο ρόλος του NF-κΒ παρουσία Η2Ο2 400μΜ 

είναι προ-αποπτωτικός. Γι’ αυτό το λόγο θέλαμε να δούμε αν η κουρκουμίνη μπορεί 

να τον αναστείλει σε χαμηλές συγκεντρώσεις της τάξης του 1μΜ και 0,1 μΜ κι αν αυτή 

η αναστολή συνδέεται με την παρεμπόδιση της απόπτωσης. Από τα αποτελέσματα 

διαπιστώσαμε ότι η κουρκουμίνη σε χαμηλές συγκεντρώσεις μπορεί και αναστέλλει 

τον NF-κΒ στη 1 και 2 ώρες επίδρασης με Η2Ο2 400μΜ. Στη συνέχεια, για να δούμε 

το ρόλο της στην επαγωγή της απόπτωσης, μελετήσαμε τη θραύση της PARP στις 6 

ώρες επίδρασης με Η2Ο2. Διαπιστώσαμε, λοιπόν, ότι το θραύσμα της PARP μειώνεται, 

κυρίως, παρουσία της κουρκουμίνης 1μΜ, αλλά και της μικρότερης συγκέντρωσής της, 
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υποδεικνύοντας έναν αντι-αποπτωτικό ρόλο. Συνδυαστικά, αυτά τα αποτελέσματα μας 

οδήγησαν, για πρώτη φορά, στην υπόθεση ότι το Η2Ο2 400μΜ επάγει την απόπτωση 

των καρδιακών μυοβλαστών H9c2, μέσω ενός μηχανισμού που περιλαμβάνει και την 

ενεργοποίηση του NF-κΒ, ενώ η αναστολή αυτού από την κουρκουμίνη συντελεί στην 

προστασία των κυττάρων από τον αποπτωτικό θάνατο.  

Τα αποτελέσματα μας, συνηγορούν με ορισμένες εργασίες, στις οποίες η 

κουρκουμίνη φαίνεται να προστατεύει τα κύτταρα από την απόπτωση που επάγεται σε 

συνθήκες οξειδωτικού ή άλλου τύπου στρες. Σε μελέτη που έγινε σε καρδιακούς 

μυοβλάστες Η9c2, φάνηκε ότι η κουρκουμίνη σε συγκέντρωση 20μΜ δρα 

προστατευτικά έναντι του οξειδωτικού στρες που προκαλείται από το παλμιτικό οξύ. 

Συγκεκριμένα, διαπιστώθηκε ότι προ-επώαση με κουρκουμίνη, μείωσε τα επίπεδα των 

δραστικών ριζών οξυγόνου, αναστέλλοντας το οξειδωτικό στρες που προκαλείται από 

το παλμιτικό. Ακόμη, ανέστειλε τον NF-κΒ και κατ’ επέκταση τα προ-φλεγμονώδη 

γονίδια στόχους του, ΤΝF-α, ΙL1β και IL6, και περιόρισε το ποσοστό της απόπτωσης 

που επάγονταν από το λιπαρό οξύ. Συνεπώς, φάνηκε ο αντι-οξειδωτικός, αντι-

αποπτωτικός και αντι-φλεγμονώδης ρόλος της κουρκουμίνης, κάνοντάς την ένα πιθανό 

καρδιοπροστατευτικό μόριο (Zeng et al., 2015). Ομοίως, άλλη έρευνα στα ίδια 

κύτταρα, H9c2, έδειξε ότι 400μΜ Η2Ο2 επάγουν αυξημένη απόπτωση, η οποία 

αναστέλλεται με την επίδραση 15μΜ κουρκουμίνης. Η αντι-αποπτωτική δράσης της 

σε αυτές τις συνθήκες εκδηλώθηκε μέσω της ενεργοποίησης του μονοπατιού PI3K/Akt 

και της επακόλουθης αύξησης στα επίπεδα της οξυγενάσης-1 της αίμης (Heme 

oxygenase, HO-1) (Yang et al., 2017). 

Επιπλέον, οι Dai και συνεργάτες, αναφέρουν ότι 20μΜ κουρκουμίνης είναι 

ικανά να αναστείλουν την επαγόμενη, από 250μΜ υπεροξειδίου, απόπτωση σε 

οστεοβλάστες της κυτταρικής σειράς Saos-2. Στο μοντέλο αυτό, η δράση της 

κουρκουμίνης εκδηλώθηκε μέσω της επαναφοράς της σωστής λειτουργίας των 

μιτοχονδρίων και του μονοπατιού Αkt/GSK3β (Dai et al., 2017). Ακόμη, στο ήπαρ, η 

καταστροφή που προκαλείται από το οξειδωτικό στρες, αναστέλλεται υπό τη δράση 

της κουρκουμίνης, μέσω παρεμπόδισης της φλεγμονώδους απόκρισης που 

μεσολαβείται από τον NF-κΒ. Ταυτόχρονα, ο προστατευτικός της ρόλος εκδηλώνεται 

και μέσω της αύξησης των αντιοξειδωτικών ενζύμων, που συντελούν στη 

σταθεροποίηση του οξειδωτικού φορτιού των κυττάρων (Reyes-Gordillo et al., 2007). 

Ο ρόλος της κουρκουμίνης, ως αντι-οξειδωτικού και αντι-φλεγμονώδους παράγοντα, 

φαίνεται σε μελέτη που έγινε για να διαπιστωθεί ο κυτταροτοξικός ρόλος της 

κουινοκετόνης, ενός πιθανού αντικαρκινικού φαρμάκου. Η επίδραση με το φάρμακο 

αυτό, μείωσε σημαντικά τη βιωσιμότητα ηπατοκυττάρων L02, λόγω του επαγόμενου 

οξειδωτικού στρες. Ωστόσο, όταν  η ουσία επέδρασσε συνδυαστικά με 1,25μΜ, 2,5μΜ 

και 5μΜ κουρκουμίνης, υπήρξε αναστολή της απόπτωσης ανάλογη της συγκέντρωσης 

της κουρκουμίνης. Η προστατευτική δράση της κουρκουμίνης συσχετίστηκε με την 

αναστολή του μονοπατιού του NF-κΒ που οδηγεί στη φλεγμονή, και την ενεργοποίηση 

της ΗΟ-1 που συντελεί στην επιβίωση των κυττάρων (Dai et al., 2016). 

Επιπροσθέτως, σε ενδοθηλιακά κύτταρα ομφαλίου λώρου, όπου διερευνήθηκε 

ο ρόλος του Η2Ο2 και της κουρκουμίνης στην κυτταρική γήρανση, διαπιστώθηκε ότι 

ενώ το Η2Ο2 ανεξάρτητα οδήγησε σε αύξηση του ποσοστού των αποπίπτοντων 

κυττάρων, η προ-επώαση με 25μΜ κουρκουμίνης ανέστειλε την αποπτωτική δράση 
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του, υποδεικνύοντας τον προστατευτικό της ρόλο έναντι του οξειδωτικού στρες (Sun 

et al., 2015). 

Ο προστατευτικός και αντι-οξειδωτικός ρόλος της κουρκουμίνης έχει φανεί 

επανειλημμένα και σε διάφορες μελέτες του νευρικού συστήματος. Σε κυτταρική σειρά 

αστροκυττάρων γλοιοβλαστώματος, Α172, η επίδραση με Η2Ο2 150μΜ είχε ως 

αποτέλεσμα την επαγωγή οξειδωτικού στρες, διαταραχή της λειτουργίας των 

μιτοχονδρίων και επαγωγή της απόπτωσης. Αντίθετα, όταν έγινε προ-επώαση με 

κουρκουμίνη συγκέντρωσης 1μΜ, τα παραπάνω γεγονότα αντιστράφηκαν, 

υποδεικνύοντας τον νευροπροστατευτικό ρόλο της ουσίας αυτής (Daverey & Agrawal, 

2016). Σε αντίστοιχη μελέτη σε νευρώνες του φλοιού του εγκεφάλου αρουραίων, 

διερευνήθηκε ο ρόλος της κουρκουμίνης κατά την βλάβη εξαιτίας του οξειδωτικού 

στρες που προκαλείται από την στέρηση οξυγόνου-γλυκόζης και την επανοξυγόνωση 

(oxygen-glucose deprivation/reoxygenation, OGD/R). Βρέθηκε, λοιπόν, ότι τα 10μΜ 

κουρκουμίνης, οδήγησαν σε αύξηση της βιωσιμότητας των νευρώνων, καθώς 

ανέστειλαν το μιτοχονδριακό μονοπάτι της απόπτωσης και την ενεργοποίηση του NF-

κΒ (Liu et al., 2014). Επιπλέον, σε κύτταρα ιππόκαμπου ποντικού, ΗΤ22, η 

κουρκουμίνη φάνηκε να δρα προστατευτικά και στην περίπτωση του οξειδωτικού 

στρες που προκαλείται κατά την υποξία. Στις υποξικές συνθήκες, παρατηρήθηκε 

αυξημένη παραγωγή ROS και ενεργοποίηση του NF-κΒ, γεγονότα που ανεστάλησαν 

κατά την επίδραση με 2 μΜ κουρκουμίνης, συντελώντας στην αύξηση της κυτταρικής 

επιβίωσης (Chhunchha et al., 2013). Ακόμη, σε μικρογλοιακά κύτταρα BV-2, η 

κουρκουμίνη σε συγκεντρώσεις 10μΜ, 1μΜ και 0,1μΜ, ανέστειλε την αποπτωτική 

δράση του Η2Ο2 συγκέντρωσης 200μΜ και μείωσε σημαντικά το ποσοστό των 

δραστικών ριζών οξυγόνου που προκαλούσαν την οξειδωτική βλάβη (Yue et al., 2014).  

Τέλος, σε νευρικά κύτταρα της κυτταρικής σειράς SH-SY5Y, η επίδραση με Η2Ο2 

100μΜ είχε ως αποτέλεσμα την επαγωγή της απόπτωσης, η οποία ωστόσο ανεστάλη 

όταν έγινε προ-επώαση με 5μΜ κουρκουμίνης. Μάλιστα, στην εν λόγω μελέτη ο αντι-

αποπτωτικός μηχανισμός δράσης της κουρκουμίνης συσχετίστηκε και με την 

τροποποίηση των ενδοκυτταρικών επιπέδων Ca2+ τα οποία μειώθηκαν σε σχέση με τα 

επίπεδα τους παρουσία Η2Ο2 (Uguz et al., 2016). 

Είναι ενδιαφέρον ότι, σε ξεχωριστή έρευνα που έγινε σε νευρικά κύτταρα 

αρουραίου της κυτταρικής σειράς PC12, διαπιστώθηκε για ακόμη μια φορά ο αντι-

αποπτωτικός ρόλος της κουρκουμίνης, παρόλο που σε αυτήν την περίπτωση 

χρησιμοποιήθηκαν υψηλές συγκεντρώσεις της ουσίας (50μΜ και 100μΜ). Φάνηκε, 

λοιπόν, ότι παρουσία 500μΜ Η2Ο2 υπήρξε σημαντική μείωση της βιωσιμότητας των 

κυττάρων η οποία αντιστράφηκε κατά τη συνδυαστική επίδραση με κουρκουμίνη και 

Η2Ο2. Στην ίδια μελέτη, το Η2Ο2 προκάλεσε την αύξηση στα επίπεδα φωσφορυλίωσης 

της p38 MAPK και των JNKs, ενώ ανέστειλε τη ενεργοποίηση των ERKs και Αkt. 

Όταν όμως έγινε προ-επώαση με κουρκουμίνη, τα ανωτέρω αντιστράφηκαν, 

υποδεικνύοντας ένα πιθανό μηχανισμό δράσης της έναντι του οξειδωτικού στρες στο 

συγκεκριμένο μοντέλο (Fu et al., 2016). 

Επιπλέον, σε κύτταρα γλαυκώματος στα οποία έγινε επαγωγή οξειδωτικού 

στρες με Η2Ο2, η επώαση με κουρκουμίνη σε συγκεντρώσεις 1-20 μΜ, φάνηκε να 

αναχαιτίζει την παραγωγή προ-φλεγμονωδών παραγόντων και τον αριθμό των 

αποπίπτοντων κυττάρων, δίνοντάς της θεραπευτικές προεκτάσεις στην περίπτωση της 
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συγκεκριμένης ασθένειας (Lin & Wu, 2016). Ομοίως, σε ασθένειες του 

αμφιβληστροειδούς χιτώνα, το οξειδωτικό στρες παίζει κυρίαρχο ρόλο στην 

παθογένεια τους. Ο Mandal και συνεργάτες είδαν ότι σε κυτταρικές σειρές 

προερχόμενες από τον αμφιβληστροειδή, η επώαση με κουρκουμίνη 10-20μΜ, 

αναστέλλει τις οξειδωτικές δράσεις του Η2Ο2, μέσω της στρατολόγησης ενός 

ενδογενούς αντι-οξειδωτικού μηχανισμού. Η αναστολή του NF-κΒ και η επαγωγή 

προστατευτικών ενζύμων, όπως η HO-1 και η θειορεδοξίνη, μέσω της κουρκουμίνης, 

ανέτρεψαν τον επαγόμενο από το Η2Ο2 κυτταρικό θάνατο, προτείνοντας την ως 

θεραπευτική ουσία για τις ασθένειες του οφθαλμού (Mandal et al., 2009). 

Τέλος, αξίζει να αναφερθεί μια μελέτη που έγινε σε καρκινικά γεννητικά 

κύτταρα όρχεων, στην οποία έγινε επίδραση με τρεις διαφορετικούς οξειδωτικούς και 

προ-αποπτωτικόυς παράγοντες· το Η2Ο2 σε συγκέντρωση 400μΜ, την bleomycin σε 

συγκέντρωση 400μg/ml και την κουρκουμίνη σε συγκέντρωση 20μΜ. Διαπιστώθηκε, 

ότι καθεμία από αυτές της ουσίες ανεξάρτητα, προκαλούσε την απόπτωση των 

καρκινικών κυττάρων. Ωστόσο, όταν έγινε συν-επώαση κουρκουμίνης με Η2Ο2 και 

κουρκουμίνης με bleomycin, ενώ αναμένονταν προσθετική δράση στον αριθμό των 

αποπίπτοντων κυττάρων, συνέβη ακριβώς το αντίθετο, δηλαδή ο συνδυασμός των δύο 

ουσιών μείωσε τα ποσοστά της απόπτωσης. Συνεπώς, υποτέθηκε αφενός ότι υπάρχει 

ανταγωνιστική δράση των οξειδωτικών ουσιών μεταξύ τους και αφετέρου ότι η 

κουρκουμίνη σε αυτές τις συνθήκες λειτούργησε αντι-οξειδωτικά, καταστέλλοντας τις 

ROS που παράγονταν από τη bleomycin και το Η2Ο2. Τα αποτελέσματα αυτά, 

υποδεικνύουν ότι η δράση της κουρκουμίνης στην απόπτωση δεν σχετίζεται με τις 

ROS, αλλά υπάρχουν άλλα υποκείμενα μονοπάτια στα οποία εμπλέκεται (Cort et al., 

2013). 

Από την άλλη, ο προ-αποπτωτικός ρόλος της κουρκουμίνης είναι, πλέον, 

αδιαμφισβήτητος και αποτελεί βασικό αντικείμενο έρευνας ιδιαίτερα όταν 

συσχετίζεται με τη θεραπεία των καρκινικών όγκων. Στις δράσεις της  

συμπεριλαμβάνονται η αναστολή του κυτταρικού μετασχηματισμού, του 

πολλαπλασιασμού των καρκινικών κυττάρων, της διείσδυσης των όγκων, της 

αγγειογένεσης και της μετάστασης, χωρίς όμως να έχουν διαλευκανθεί πλήρως οι 

μηχανισμοί μέσω των οποίων εκδηλώνονται οι δράσεις αυτές (Kunnumakkara et al., 

2017). Ένας εμπεριστατωμένος μηχανισμός μέσω του οποίου δρα, είναι η αναστολή 

του μεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ, ο οποίος ρυθμίζει την έκφραση πολλαπλών 

γονιδίων που σχετίζονται με την επιβίωση, τον πολλαπλασιασμό, τη φλεγμονή, την 

απόπτωση και πολλές άλλες διαδικασίες. Η αναστολή αυτή έχει βρεθεί να γίνεται 

αφενός άμεσα με την παρεμπόδιση της δράσης της ΙΚΚ και αφετέρου έμμεσα, μέσω 

του μονοπατιού της Akt (Aggarwal et al., 2006). 

Σε κύτταρα μελανώματος έγινε επίδραση με αυξανόμενες συγκεντρώσεις 

κουρκουμίνης 5-50μΜ και διαπιστώθηκε ότι συγκέντρωση ίση ή μεγαλύτερη των 

10μΜ μειώνει σημαντικά τη βιωσιμότητα των κυττάρων. Στη μελέτη αυτή 

διαπιστώθηκε ότι η κουρκουμίνη επάγει παράλληλα το εξωγενές και το ενδογενές 

μονοπάτι της απόπτωσης, αναστέλλει διάφορα αντι-αποπτωτικά μόρια 

συμπεριλαμβανομένου του ΝF-κΒ και παρεμποδίζει την ενεργοποίηση του μονοπατιού 

της p38 ΜΑP κινάσης. Επομένως, στην περίπτωση αυτή, η υψηλή συγκέντρωση 

κουρκουμίνης δρα αποπτωτικά και παρεμποδίζει το μονοπάτι επιβίωσης που 
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ρυθμίζεται από τον NF-κΒ (Jiang et al., 2015). Άλλη μια μελέτη στην οποία η επίδραση 

με κουρκουμίνη προκάλεσε την παράλληλη ενεργοποίηση των δύο μονοπατιών της 

απόπτωσης, αφορούσε σε κύτταρα γλοιοβλαστώματος T98G. Στα κύτταρα αυτά, η 

κουρκουμίνη σε συγκέντρωση 25-50μΜ κατέστειλε το μονοπάτι επιβίωσης που 

μεσολαβείται από τις πρωτεΐνες-αναστολείς της απόπτωσης, IAPs, και τον NF-κΒ, ενώ 

ενεργοποίησε τους αποπτωτικούς παράγοντες και του μιτοχονδριακού και του 

μεσολαβούμενου από υποδοχέα μονοπατιού (Karmakar et al., 2006). 

Ομοίως, σε καρκινικά κύτταρα παγκρέατος, έχει διαπιστωθεί ότι η επίδραση με 

Η2Ο2 σε συγκεντρώσεις μικρότερες των 200μΜ επάγει τον πολλαπλασιασμό και τη 

μεταστατική δράση τους, ενώ μεγαλύτερες συγκεντρώσεις είναι κυτταροτοξικές (Li et 

al., 2015). Παρουσία κουρκουμίνης στις παραπάνω συνθήκες, φάνηκε να 

αναστέλλονται οι μεταστατικές δράσεις εξαιτίας του Η2Ο2, μέσω παρεμπόδισης του 

μονοπατιού των p-ERKs/p-NF-κΒ (Cao et al., 2016). Ακόμη, ο αντικαρκινικός ρόλος 

της κουρκουμίνης διερευνήθηκε και στον καρκίνο του προστάτη. Στην συγκεκριμένη 

μελέτη, αυξανόμενες συγκεντρώσεις κουρκουμίνης είχαν ως αποτέλεσμα την αύξηση 

και του ποσοστού της απόπτωσης, γεγονός που συσχετίστηκε με την αναστολή του 

μονοπατιού επιβίωσης που μεσολαβείται από τον NF-κΒ (Guo et al., 2013). 

Επιπλέον, σε επιθηλιακά κυψελιδικά κύτταρα της κυτταρικής σειράς Α549, η 

κουρκουμίνη σε συγκέντρωση 10μΜ κατάφερε να αναστείλει την επαγωγή του NF-κΒ 

τόσο από το Η2Ο2 (100μΜ), όσο και από τον TNF-α (10ng/ml). Ταυτόχρονα, 

προκάλεσε την αύξηση αντιοξειδωτικών ενζύμων και την μείωση των επιπέδων των 

δραστικών ριζών οξυγόνου, υποδεικνύοντας τον αντι-οξειδωτικό της ρόλο (Biswas et 

al., 2005). Ομοίως, μια πιο πρόσφατη μελέτη σε καρκινικά κύτταρα λεμφώματος, 

έδειξε ότι η ύπαρξη Η2Ο2 στο μικροπεριβάλλον του όγκου, επάγει την ενεργοποίηση 

του NF-κΒ και την περαιτέρω επιβίωση και πολλαπλασιασμό των καρκινικών 

κυττάρων. Στις δεδομένες συνθήκες, η επίδραση με κουρκουμίνη είχε ως αποτέλεσμα 

την επαγωγή αντι-οξειδωτικών ενζύμων που τροποποίησαν το οξειδωτικό φορτίο των 

κυττάρων αναστέλλοντας, έτσι, την ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα. 

Συνεπώς, η παρεμπόδιση της παραγωγής δραστικών ριζών οξυγόνου από την 

κουρκουμίνη, ανέστειλε τον NF-κΒ και συντέλεσε στο περιορισμό της ανάπτυξης του 

όγκου (Das & Vinayak, 2012). 

Τέλος, σε καλλιέργεια κυττάρων μονοκυτταρικής λευχαιμίας, SHI-1, 

διαπιστώθηκε ότι σε συγκέντρωση κουρκουμίνης μεγαλύτερη των 6,5μΜ, επάγεται 

απόπτωση, και μάλιστα συμβαίνουν ταυτόχρονα και τα δύο μονοπάτια, το εξωγενές 

και το μιτοχονδριακό. Στη μελέτη αυτή διερευνήθηκαν και τα επίπεδα φωσφορυλίωσης 

των MAPKs και του NF-κΒ, και τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η κουρκουμίνη 

μεσολαβεί στην αύξηση των p-p38 και p-JNKs που προάγουν την απόπτωση και στην 

αναστολή των p-ERKs και p-NF-κΒ που δρουν σε  μονοπάτια επιβίωσης (Zhu et al., 

2016). Ομοίως, κύτταρα οστεοκλαστώματος εμφάνισαν μειωμένη βιωσιμότητα σε 

αυξανόμενες συγκεντρώσεις κουρκουμίνης 10-40μΜ, με ταυτόχρονη αναστολή του 

NF-κΒ και ενεργοποίηση των JNKs (Cao et al., 2015). 
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ΙV.6 Προτεινόμενο μονοπάτι εμπλοκής του NF-κΒ στην επαγωγή της απόπτωσης από 

το Η2Ο2 στα Η9c2 

 Η εικόνα IV.1 αποτελεί μια συνοπτική σχηματική αναπαράσταση του 

μηχανισμού μέσω του οποίου το Η2Ο2 συγκέντρωσης 400μΜ επάγει την 

μεσολαβούμενη από τον NF-κΒ απόπτωση των καρδιακών μυοβλαστών H9c2. Η 

εξωγενής επίδραση με το Η2Ο2 συντελεί στην ενεργοποίηση των τριών μελών των 

MAPKs, JNKs, ERKs και p38 MAPK, γεγονός που υποδηλώνεται από την αύξηση στα 

επίπεδα φωσφορυλίωσης τους. Πρώτες φαίνεται να ενεργοποιούνται οι p-ERKs, ήδη 

από τα 15 πρώτα λεπτά επίδρασης, με μέγιστο στα 30 λεπτά, ενώ ακολουθούν οι p-38 

MAPK και οι p-JNKs με μέγιστο στη 1 ώρα. Οι κινάσες αυτές συγκλίνουν στην 

επαγωγή της φωσφορυλίωσης της υπομονάδας p65 του NF-κΒ στη σερίνη 536 και στην 

επακόλουθη μετατόπιση της στον πυρήνα. Ο μηχανισμός μέσω του οποίου το διμερές 

σύμπλοκο του NF-κΒ απελευθερώνεται από τον αναστολέα του IκΒ, δεν 

διαλευκάνθηκε, επομένως δεν γνωρίζουμε αν συντελείται μόνο φωσφορυλίωση ή/και 

αποικοδόμηση του στο πρωτεάσωμα (διακεκομμένα βέλη). Η φωσφορυλίωση της p65 

στη σερίνη 536 φαίνεται να επηρεάζεται, επίσης, από μια πυρηνική κινάση, την MSK1, 

η οποία είχε βρεθεί σε προηγούμενη μελέτη του εργαστηρίου μας ότι επάγει τη 

φωσφορυλίωση της p65 στη σερίνη 276, ενώ ταυτόχρονα αποτελεί καταρροϊκό στόχο 

των p-ERKs και p-38 MAPK (Kefaloyianni et al., 2006). Ωστόσο, το χρονικό πρότυπο 

αυτών των γεγονότων φωσφορυλίωσης δεν έχει εξακριβωθεί, παρόλο που στην 

παρούσα εργασία είδαμε ότι η αναστολή της MSK1 από τον Η89, αναστέλλει και την 

φωσφορυλίωση της p65 στη σερίνη 536, υποδεικνύοντας αλληλοεξάρτηση των μετα-

μεταφραστικών αυτών τροποποιήσεων. Η μετατόπιση του NF-κΒ στον πυρήνα οδηγεί, 

τελικά, στην επαγωγή της απόπτωσης, καθώς ανιχνεύεται το θραύσμα της 

πολυμεράσης πολυ-ADP-ριβόζης. Οι καθιερωμένοι αναστολείς των MAPKs, PD98059 

για τις ΕRKs, SB203580 για τις JNKs και SP600125 για την p38 MAPK, 

παρεμποδίζουν τη φωσφορυλίωση της p65 και την τελική θραύση της PARP, γεγονός 

που επιβεβαιώνει τη συσχέτιση των μονοπατιών αυτών. Ιδιαίτερα, η κουρκουμίνη, 

αποτελώντας γνωστό αναστολέα του NF-κΒ, διαπιστώθηκε ότι εκτός από την 

παρεμπόδιση της φωσφορυλίωσης του, συντελεί και στην αναστολή της θραύσης της 

PARP. Το αποτέλεσμα αυτό προσδίδει στην κουρκουμίνη αντι-αποπτωτικές δράσεις, 

οι οποίες απαιτούν περαιτέρω μελέτη για τη διαλεύκανση του προστατευτικού της 

ρόλου κατά το οξειδωτικό στρες.  
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Εικόνα ΙV.1 Σχηματική αναπαράσταση των αποτελεσμάτων της παρούσας εργασίας. 

Απεικονίζεται ο προτεινόμενος μηχανισμός, μέσω του οποίου το Η2Ο2 επάγει τη 

μεσολαβούμενη από τον NF-κΒ απόπτωση των καρδιακών μυοβλαστών. 

 

Συμπεράσματα 

Η παρούσα διπλωματική εργασία μας έδωσε τη δυνατότητα να διαπιστώσουμε 

τον προ-αποπτωτικό ρόλο του NF-κΒ στις οξειδωτικές συνθήκες που επάγονται από το 

Η2Ο2. Στην εικόνα ΙV.1 απεικονίζονται συνοπτικά τα αποτελέσματα μας. 

Συγκεκριμένα, ανιχνεύσαμε ότι στο μονοπάτι ενεργοποίησης του NF-κΒ από το Η2Ο2, 

σημαντικό ρόλο διαδραματίζουν τα τρία μέλη της οικογένειας των MAPKs, JNKs, 

ERKs και p38 MAPK. Οι κινάσες αυτές, φαίνεται να δρουν συνδυαστικά ως απόκριση 

στο οξειδωτικό στρες και να ωθούν τα κύτταρα προς την απόπτωση. Επιπλέον, για 

πρώτη φορά, δείξαμε ότι η κουρκουμίνη σε πολύ χαμηλή συγκέντρωση της τάξης του 

1μΜ, αναστέλλει το μονοπάτι της απόπτωσης και δρα αντι-οξειδωτικά, μέσω ενός 

μηχανισμού που περιλαμβάνει και την αναστολή του προ-αποπτωτικού NF-κΒ. 

 Φυσικά, απαιτούνται επιπλέον μελέτες για να διαπιστωθεί το ακριβές μονοπάτι 

μέσω του οποίου ο NF-κΒ μεσολαβεί στην απόπτωση, ώστε να μπορέσει να αποτελέσει 

θεραπευτικό στόχο. Τα αποτελέσματα μας, πάντως, έδειξαν ότι η κουρκουμίνη, ως 

αναστολέας του, παρεμποδίζει την απόπτωση των Η9c2, καθιστώντας την πιθανό 

καρδιοπροστατευτικό μόριο.  
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