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   Θα ήζεια λα εθθξάζσ ηηο βαζύηαηεο επραξηζηίεο κνπ ζηνλ ππεύζπλό κνπ, Γξ. 

Παλαγηώηε Πνιίηε γηα ηελ δπλαηόηεηα πνπ κνπ έδσζε λα εξγαζηώ ζην εξγαζηήξηνπ 

θαη λα απνθηήζσ πνιύηηκε εκπεηξία. Κπξίσο όκσο ζα ήζεια λα ηνλ επραξηζηήζσ γηα 

ηελ ελζάξξπλζε, ηελ θαζνδήγεζε θαη ηελ ακέξηζηε ππνζηήξημε ηνπ από ηελ αξρή 

έσο ην ηέινο απηήο ηεο δηπισκαηηθήο εξγαζίαο. 

 

Δπραξηζηώ ηα δύν κέιε ηεο επηηξνπήο, ηνλ Γξ. Αξηζηείδε Φαξώλε γηα ηελ πξνζπκία 

ηνπ λα βνεζήζεη θαη λα ππνζηεξίμεη ηελ δνπιεηά κνπ θαη ηνλ Γξ. Γεώξγην 

Βαζηιόπνπιν πνπ κε ηίκεζε ηδηαίηεξα κε ηελ παξνπζία ηνπ ζηελ ηξηκειή επηηξνπή 

γηα ηελ εθπόλεζε απηήο ηεο δηπισκαηηθήο εξγαζίαο 

 

Δπηπιένλ, ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηνλ Γξ. Γεκήηξην Σηέιια γηα ηηκή πνπ κνπ 

έθαλε λα ζπλεξγαζηεί καδί κνπ ζηα in vivo πεηξάκαηα θαη γηα ηηο  ζπκβνπιέο πνπ κνπ 

παξείρε. Δπραξηζηώ αθόκα, ηνλ Αζαλάζην Σηεξγηόπνπιν, ηελ Γάθλε Αλησλίνπ θαη 

ηελ Μαηίλα Τζακπνύια γηα ηελ πνιύηηκε βνήζεηα θαη ππνζηήξημε. Τέινο ζα ήζεια 

λα επραξηζηήζσ όια ηα ππόινηπα κέιε ηνπ εξγαζηεξίνπ καο, ην θηιηθό πεξηβάιινλ 

κνπ θαζώο θαη ηελ νηθνγέλεηά κνπ γηα ηελ έκκεζε ή άκεζε ππνζηήξημε. 
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Περίιευε 

    

  Τν Νεπξνβιάζησκα θαη ηνλ Γινηνβιάζησκα απνηεινύλ θαθνήζεηεο ηνπ Νεπξηθνύ 

Σπζηήκαηνο, νη νπνίεο ραξαθηεξίδνληαη από ηαρύηαηε αλάπηπμε θαη ρακειά πνζνζηά 

επηβίσζεο. Απηέο νη θιηληθέο παξαηεξήζεηο ππνδειώλνπλ ηελ αλάγθε γηα θαηλνηόκεο 

ηδέεο πνπ αθνξνύλ ηνπο κεραληζκνύο πνπ δηέπνπλ ηελ αλάπηπμε θαη ηελ θαηαζηνιή 

ησλ θαθνεζεηώλ. Πξόζθαηα δεδνκέλα ηνπ εξγαζηεξίνπ καο δείρλνπλ πσο ν 

NR5A2/LRH1 (Nuclear Receptor Subfamily 5 group A Member 2 or Liver Receptor 

Homologue 1) παξνπζηάδεη κηα αληηπνιιαπιαζηαζηηθή θαη αληηγινηνγελεηηθή δξάζε 

ζηα πξόδξνκα λεπξηθά θύηηαξα θαηά ηελ πξώηκε εκβξπηθή αλάπηπμε. Έηζη ν 

NR5A2, ζέηεη ππνςεθηόηεηα σο θαηαζηνιέαο ησλ θανεζεηώλ ηνπ Νεπξηθνύ 

Σπζηήκαηνο. Σηελ παξνύζα εξγαζία κειεηήζακε ηελ ηθαλόηεηα ηνπ NR5A2 θαη ησλ 

θαξκαθνινγηθώλ αγσληζηώλ ηνπ λα θαηαζηείινπλ ηελ αλάπηπμε  θαξθηληθώλ ζεηξώλ 

Νεπξνβιαζηώκαηνο θαη Γινηνβιαζηώκαηνο. Πξάγκαηη ε ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2 

νδήγεζε ζε κείσζε ηνπ πνιιαπιαζηαζκνύ ησλ θαξθηληθώλ θπηηάξσλ κε ηελ επαγσγή 

ηεο δξάζεο νγθνθαηαζηαιηηθώλ γνληδίσλ. Αθόκε ν αγσληζηήο ηνπ, DLPC, κείσζε 

ηελ πνιιαπιαζηαζηηθή ηθαλόηεηα ησλ λεπξηθώλ βιαζηηθώλ θπηηάξσλ, ελώ αύμεζε 

ηελ λεπξνγέλεζε έλαληη ηεο γινηνγέλεζεο. Αθόκε αλέζηεηιε ηνλ πνιιαπιαζηαζκό 

θαξθηληθώλ θπηηάξσλ αλζξώπηλνπ Γινηνβιαζηώκαηνο. Τα δεδνκέλα απηά 

αλαδεηθλύνπλ ηνλ NR5A2 σο έλαλ θαξκαθνινγηθό ζηόρν γηα ηελ αληηκεηώπηζε ησλ 

λενπιαζηώλ ηνπ Νεπξηθνύ Σπζηήκαηνο. 
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Νεσρηθά βιαζηηθά θύηηαρα: δεκηοσργία  

δηαθοροποίεζε θαη αλαγέλλεζε 

 

       Τν θεληξηθό λεπξηθό ζύζηεκα (ΚΝΣ) ησλ ζπνλδπισηώλ αλαπηύζζεηαη από έλα 

κηθξό αξηζκό Νεπξηθώλ Βιαζηηθώλ Κπηηάξσλ (ΝΒΚ) [neural stem cells - (NSCs)]. 

Τα ΝΒΚ είλαη θύηηαξα πνπ αξρηθά πνιιαπιαζηάδνληαη έληνλα θαη ζηε ζπλέρεηα 

δηαθνξνπνηνύληαη ζηαδηαθά ζηνπο δηάθνξνπο θπηηαξηθνύο ηύπνπο, δίλνληαο πξώηα ηα 

δηαθνξεηηθά είδε λεπξώλσλ θαη αξγόηεξα νιηγνδελδξνθύηηαξα θαη αζηξνθύηηαξα [1] 

. Γηα λα επηηεπρζεί απηή ε ζηαδηαθή δηαδηθαζία δηαθνξνπνίεζεο, ηα ΝΒΚ ηνπ 

λεπξηθνύ ζσιήλα δέρνληαη πνιύ λσξίο θαηά ηελ εκβξπτθή αλάπηπμε ηελ επίδξαζε 

πνιιώλ εμσθπηηάξησλ ζεκάησλ από νπζίεο νη νπνίεο θαινύληαη κνξθνγόλα 

(morphogens). Με ηε ζεηξά ηνπο, ηα κνξθνγόλα ελεξγνπνηνύλ ηελ έθθξαζε 

κεηαγξαθηθώλ παξαγόλησλ κε ηξόπν ρσξν-ρξνληθό θαη θπηηαξν-εηδηθό [2]. Απηνί νη 

κεηαγξαθηθνί παξάγνληεο θαζνξίδνπλ ηελ ηαπηόηεηα θαη ηελ νξγάλσζε ησλ ΝΒΚ θαη 

ελεξγνύλ ζην ζρεκαηηζκό ηνπ αξρηηεθηνληθνύ ζρεδίνπ ηνπ λεπξηθνύ ζσιήλα [3, 4]. 

      Σε αληίζεζε κε ηα εκβξπτθά βιαζηνθύηηαξα, ηα νπνία κπνξνύλ λα 

πνιιαπιαζηάδνληαη εθηελώο ζε κία αδηαθνξνπνίεηε θαηάζηαζε θαη κπνξνύλ λα 

απνηειέζνπλ κία απεξηόξηζηε πεγή πνιιώλ θπηηαξηθώλ ηύπσλ, ηα ΝΒΚ πνπ 

πξνέξρνληαη από ηνλ εκβξπτθό ή ηνλ ελήιηθν εγθέθαιν είλαη πνιπδύλακα πξνγνληθά 

θύηηαξα ηα νπνία κπνξνύλ λα δηαθνξνπνηνύληαη ζε ζπγθεθξηκέλα είδε θπηηάξσλ [5-

7]. Αθνύ νινθιεξσζεί ε αλάπηπμε ηνπ λεπξηθνύ ζπζηήκαηνο κεηά ηε γέλλεζε ε 

θπηηαξηθή δηαίξεζε είλαη ζεκαληηθά επηβξαδπκέλε γηα ην ζρεκαηηζκό λέσλ 

λεπξώλσλ. Ωζηόζν παξόιν πνπ ν εγθέθαινο ζεσξείηαη έλα όξγαλν ηξσηό ζε 

ηξαπκαηηζκνύο θαη αζζέλεηεο ιόγσ ηεο κεησκέλεο ηθαλόηεηάο ηνπ γηα αλαγέλλεζε, ηα 

ηειεπηαία ρξόληα κεηά από κειέηεο πνπ πξαγκαηνπνηεζήθαλ θπξίσο ζε πνληίθηα, 

αξνπξαίνπο αιιά θαη ζε αλζξώπνπο, δηαπηζηώζεθε όηη ππάξρεη κηησηηθή 

δξαζηεξηόηεηα θαη λεπξνγέλεζε ζε ζπγθεθξηκέλεο πεξηνρέο ηνπ ελήιηθνπ εγθεθάινπ. 

Σπγθεθξηκέλα, ηα λεπξηθά βιαζηηθά θύηηαξα ησλ ελειίθσλ βξίζθνληαη ζηελ α) 

ππνθνηιηαθή δώλε (subventricular zone, SVZ) αλάκεζα ζην πιεπξηθό ηνίρσκα ηεο 

πιάγηαο θνηιίαο, ζηελ ππνθνθθηώδε δώλε (subgranular zone, SGZ) , β) ζηελ 

νδνλησηή έιηθα ηνπ ηππόθακπνπ, ζηελ ππνκεζνιόβηα δώλε (subcallosal zone, SCZ), 

γ) κεηαμύ ηνπ ηππόθακπνπ θαη κεζνιόβηνπ ζσκαηίνπ θαη ηέινο δ) ζηελ 
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παξεγθεθαιίδα ζην όξην κεηαμύ ηνπ εζσηεξηθνύ θνθθηώδνπο ζηξώκαηνο θαη ηεο 

ιεπθήο νπζίαο. Απηά ηα ΝΒΚ δξνπλ κόλν ζηηο ζπγθξηκέλεο πεξηνρέο ηνπ εγθεθάινπ, 

γεγνλόο όκσο πνπ ζα κπνξνύζε λα ρξεζηκνπνηεζεί ζην κέιινλ σο κεραληζκόο 

λεπξσληθήο επηδηόξζσζεο εάλ απηά ηα θύηηαξα κπνξνύζαλ λα επηζηξαηεπζνύλ έηζη 

ώζηε λα δεκηνπξγήζνπλ λένπο ιεηηνπξγηθνύο λεπξώλεο ζε πεξηπηώζεηο βιαβώλ ηνπ 

λεπξηθνύ ζπζηήκαηνο. Δμαηηίαο ηνπ πεξηνξηζκέλνπ δπλακηθνύ ηνπο ζε ζύγθξηζε κε 

ηα εκβξπτθά βιαζηνθύηηαξα, ηα Νεπξηθά Βιαζηηθά Κύηηαξα δελ δίλνπλ γέλεζε ζε 

θαξθηλώκαηα. Γη’ απηνύο ηνπο ιόγνπο, ηα ηειεπηαία ρξόληα ην επηζηεκνληθό 

ελδηαθέξνλ έρεη εζηηάζεη ζηε δηαιεύθαλζε ησλ κνξηαθώλ κεραληζκώλ θαη ησλ 

ζεκαηνδνηηθώλ κνλνπαηηώλ πνπ εκπιέθνληαη ζηελ αλάπηπμε θαη δηαθνξνπνίεζε ησλ 

ΝΒΚ έηζη ώζηε ζην κέιινλ λα είλαη εθηθηή ε ρξήζε ηνπο ζε ζεξαπεπηηθέο 

πξνζεγγίζεηο λεπξηθώλ παζήζεσλ [8, 9]. 

 

   

 

Δικόνα 1 Νεπξηθά βιαζηηθά θύηηαξα θαη κνξθνγέλεζε λεπξηθνύ ζπζηήκαηνο 
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Νεσροβιάζηφκα 

 

Κλινικά και βιολογικά ταρακηηριζηικά ηοσ Νεσροβλαζηώμαηος 

 

 Τν Νεπξνβιάζησκα είλαη θαθνήζεο όγθνο πνπ εκθαλίδεηαη θαηά ηελ πξώηκε 

παηδηθή ειηθία θαη πξνθύπηεη από αλσκαιίεο ζε θύηηαξα ηνπ αλαππηζόκελνπ 

απηόλνκνπ Νεπξηθνύ Σπζηήκαηνο [10]. Δίλαη από ηνπο ζπρλόηεξα εκθαληδόκελνπο 

εμσθξαληαθνύο όγθνπο θαη εθηηκάηαη πσο απνηειεί ην 7-10% ησλ παηδηαηξηθώλ 

θαξθίλσλ θαη εκθαλίδεηαη σο αηηία ζαλάηνπ από θαξθίλν ζην 15% ησλ αζζελώλ θάησ 

από 15 εηώλ [10-12]. Ιδηαίηεξα ζηνλ πξώην ρξόλν δσήο, ην Νεπξνβιάζησκα απνηειεί 

ην 50% ησλ όγθσλ πνπ κπνξεί λα εκθαληζηνύλ, ελώ είλαη ε δεύηεξε πην θνηλή αηηία 

παηδηθήο ζλεζηκόηεηαο πίζσ από ηα αηπρήκαηα [13]. Τν Νεπξνβιάζησκα είλαη κηα 

εηεξνγελήο αζζέλεηα ηόζν από βηνινγηθήο, όζν θαη από θιηληθήο άπνςεο [11, 14]. 

Πην ζπγθεθξηκέλα, θάπνηνη όγθνη εκθαλίδνπλ δηαξθώο απμαλόκελε επηζεηηθόηεηα θαη 

νδεγνύλ ζε κεηαζηάζεηο κε κεησκέλα πνζνζηά επηβίσζεο (πεξίπνπ 40% επηβηώλεη 

παξά ηελ έληνλε θαη πνιππαξαγνληηθή ζεξαπεία), ελώ άιινη ππνρσξνύλ απζόξκεηα 

ζε ηόζν κεγάιν βαζκό πνπ ππνινγίδεηαη ζηηο 10 κε 100 θνξέο κεγαιύηεξνο από άιια 

είδε θαξθίλσλ [13, 15, 16].  

Ο όγθνο ηνπ Νεπξνβιαζηώκαηνο ζεσξείηαη όηη πξνέξρεηαη από πξόδξνκα θύηηαξα 

ηνπ πεξηθεξεηαθνύ (ζπκπαζεηηθνύ) ζπζηήκαηνο [17, 18]. Οη όγθνη κπνξνύλ λα 

εκθαληζηνύλ νπνπδήπνηε ζηελ ζπκπαζεηηθή αιπζίδα, ζπλήζσο ζηνλ κπειό ησλ 

επηλεθξηδίσλ θαη ζηα παξαζπνλδπιηθά γάγγιηα. Έηζη νη όγθνη κπνξνύλ λα 

εκθαληζηνύλ σο πιεγέο ζην ιαηκό, ην ζώξαθα, ηελ θνηιηαθή ρώξα ή ηελ ιεθάλε [19, 

20]. 

Τν πνζνζηό επηβίσζεο ησλ αζζελώλ κε Νεπξνβιάζησκα έρεη απμεζεί από 52% 

ηελ πεξίνδν 1975-1977 ζε 74% ηελ πεξίνδν 1999-2005 ζύκθσλα κε ηελ βάζε 
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δεδνκέλσλ Απνηειεζκάησλ Δπηηήξεζεο, Δπηδεκηνινγίαο θαη Τέινπο. 

(www.seer.cancer.gov ). Παξ’ όια απηά ε βειηίσζε απηή αλαινγεί ζηνπο αζζελεί 

πνπ πάζρνπλ από επλντθή κνξθή ηνπ Νεπξνβιαζηώκαηνο. Η βειηίσζε ζε άηνκα κε 

κνξθή πςεινύ θηλδύλνπ είλαη κέηξηα παξ’ όιε ηελ απμεκέλε θιηκάθσζε ηεο έληαζεο 

ησλ ζεξαπεηώλ πνπ παξέρνληαη [19, 21]. Αθόκε θαη κεηά από πνιύπινθε θαη 

επηζεηηθή αληηκεηώπηζε ηνπ όγθνπ πςεινύ θηλδύλνπ, ην πνζνζηό επηβίσζεο είλαη 

κόλν 30% πεξίπνπ θαη ελώ νη πεξηζζόηεξνη αζζελείο αληαπνθξίλνληαη ζηελ αξρή ηεο 

ζεξαπείαο, αξγόηεξα εκθαλίδνπλ ππνηξνπή [15, 19, 22, 23]. Παξ’ όια απηά, ε 

αλάπηπμε θαξκάθσλ θαη κεζόδσλ γηα απνηειεζκαηηθόηεξε αληηκεηώπηζε είλαη θαζ’ 

νδόλ. Δξεπλεηηθέο νκάδεο έρνπλ πξνζπαζήζεη λα ζρεδηάζνπλ ζεξαπείεο πνπ ζα 

εθκεηαιιεπηνύλ ηα θύξηα νγθνγνληθά ραξαθηεξηζηηθά ηνπ θαξθηληθνύ θπηηάξνπ, ηνπ 

κηξθνπεξηβάιινληνο ηνπ όγθνπ ή θαη ηα δύν καδί  [19]. Δπηπιένλ ε απνζαθήληζε ησλ 

κνξηαθώλ κνλνπαηηώλ ηνπ λεπξνβιαζηώκαηνο  ζα δώζεη ηελ δπλαηόηεηα ζηνπο 

εξεπλεηηθέο θαη ηνπο θιηληθνύο λα βξνπλ ηξόπν λα ζηακαηήζνπλ ηελ ππνηξνπή θαη 

ηελ πξόνδν ηνπ όγθνπ [13].  Διπηδνθόξν επίζεο είλαη ην γεγνλόο πσο ε αλάπηπμε 

βηνινγηθά βαζηδόκελσλ ζεξαπεηώλ ζα απνδεηρζεί απνηειεζκαηηθή θαη ζα νδεγήζεη 

ζηε βειηίσζε ηνπ πνζνζηνύ επηβίσζεο ζηνπο αζζελείο κε λεπξνβιάζησκα επηζεηηθήο 

κνξθήο [24]. 

 

 

http://www.seer.cancer.gov/
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Δικόνα 2 Ιζηνί όπνπ κπνξεί λα εκθαληζηεί ην Νεπξνβιάζησκα 

 

Καηηγοριοποίηζη Νεσροβλαζηώμαηος και Παράγονηες 

Πρόγνωζης 

 

 

ηάδηο θαη Ζιηθία 

Όπσο ζηηο πεξηζζόηεξεο θαθνήζεηο κνξθέο έηζη θαη ζην λεπξνβιάζησκα ην ζηάδην 

ζην νπνίν βξίζθεηαη είλαη ν πην ζεκαληηθόο πξνγλσζηηθόο παξάγνληαο [25]. Τν 

λεπξνβιάζησκα δηαθξίλεηαη από πέληε δηαθνξεηηθά ζηάδηα (1-4 θαη 4S) ζύκβνια κε 

ην Γηεζλέο Σύζηεκα Σηαδηνπνίεζεο Νεπξνβιαζηώκαηνο (INSS) [10-12, 26]. Τν 

λεπξνβιάζησκα πξώηκνπ ζηαδίνπ (ζηάδηα 1 θαη 2) δελ εκθαλίδεη κεηάζηαζε ζηα 

νζηά ή ζηνλ κπειό ησλ νζηώλ θαη κπνξεί λα αληηκεησπηζηεί ρεκεηνζεξαπεία θαη 

αθηηλνβνιία [27]. Τν λεπξνβιάζησκα πξνρσξεκέλνπ ζηαδίνπ σζηόζν (ζηάδηα 3 θαη 

4) εκθαλίδεη πςειή κεηάζηαζε θαη είλαη αλζεθηηθό ηόζν ζηελ ρεκεηνζεξαπεία όζν 

θαη ζηελ αθηηλνβνιία παξ’ όιν πνπ ζηελ αξρή ππάξρεη ζεηηθή απόθξηζε. Τν πέκπην 

ζηάδην (4S) ραξαθηεξίδεηαη από ηελ απζόξκεηε ππνρώξεζε ηνπ όγθνπ κε ειάρηζηε ή 
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θαη θαζόινπ ζεξαπεία [27]. Γηα όια ηα ζηάδηα ηνπ λεπξνβιαζηώκαηνο, ηα βξέθε 

ειηθίαο κηθξόηεξε ηνπ ελόο έηνπο παξνπζηάδνπλ κεγαιύηεξα πνζνζηά επηβίσζεο από 

κεγαιύηεξα παηδία πνπ βξίζθνληαη ζην ίδην ζηάδην [14, 28]. 

 

 

Σο ογθογολίδηο MYCN 

Τν λεπξνβιάζησκα επίζεο ρσξίδεηαη ζε ηξεηο νκάδεο κε θξηηήξην ηνλ ην πόζν 

επηθίλδπλν είλαη (ρακεινύ, ελδηάκεζνπ θαη πςεινύ θηλδύλνπ) αλάινγα κε ηελ ειηθία, 

ηελ θαηάζηαζε ηνπ MYCN, θαη ηελ ηζηνινγία. Δλίζρπζε ηνπ MYCN εκθαλίδεηαη 

ζην 20% πεξίπνπ ησλ πξσηνγελώλ όγθσλ λεπξνβιαζηώκαηνο θαη έρεη ζρεηηζηεί κε 

πςειή κεηάζηαζε θαη κεησκέλε  πξνγλσζηηθή ηθαλόηεηα [29]. Παξ’ όιν πνπ 

νιόθιεξνο ν ξόινο ηνπ MYCN δελ είλαη γλσζηόο, ε ελίζρπζε ηνπ MYCN 

ζπλνδεύεηαη θαη από ηελ ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο N-myc [27]. Τα επίπεδα ηεο 

έθθξαζεο ηνπ MYCN έρνπλ ζπζρεηηζηεί κε ηελ πξννπηηθή αύμεζεο ησλ θπηηάξσλ 

ηνπ λεπξνβιαζηώκαηνο ηόζν in vitro όζν θαη in vivο [30-32]. Όκσο, αλ θαη ε 

ελίζρπζε ηνπ MYCN θαζνξίδεη μεθάζαξα έλα ππνζύλνιν λεπξνβιαζησκάησλ κε 

πςειή θαθνήζε ζπκπεξηθνξά, ε θιηληθή ζεκαληηθόηεηα κεγαιύηεξεο έθθξαζεο ηνπ 

MYCN ζε παηδηά κε λεπξνβιάζησκα παξακέλεη ακθηιεγόκελε [33, 34]. Έρεη 

αλαθεξζεί αθόκα πσο όγθνη πςεινύ ζηαδίνπ κε επηπηώζεηο ζηελ γνληδηαθή 

ιεηηνπξγία ηεο λεπξηηνγέλεζεο ή ηεο θαζνδήγεζεο ηνπ απμεηηθνύ θώλνπ έρνπλ 

θπζηνινγηθό αξηζκό αληηγξάθσλ ηνπ MYCN [35]. Έηζη, ν αθξηβήο ξόινο, αλ 

ππάξρεη, πνπ παίδεη ην MYCN ζηνπο κε εληζρπκέλνπο όγθνπο παξακέλεη άγλσζηνο. 

 

Υρφκοζφκηθές αλφκαιίες 

Τόζν ε αύμεζε όζν θαη ε απώιεηα γελεηηθνύ πιηθνύ παξαηεξείηαη ζηηο θπηηαξηθέο 

ζεηξέο λεπξνβιαζηώκαηνο όζν θαη ζε πξσηεύνληεο όγθνπο. Η πην θνηλή αλσκαιία 

ζηα πξσηεύνληα λεπξνβιαζηώκαηα είλαη ε αύμεζε ηνπ 17q γελεηηθνύ πιηθνύ. Η 

αλσκαιία απηή, ζρεηίδεηαη κε ραξαθηεξηζηηθά πςεινύ θηλδύλνπ θαη δπζκελή έθβαζε 

γηα ηνλ αζζελή [22, 36]. Σπλήζεηο πεξηνρέο ρξσκνζσκηθήο απώιεηαο ηεο 

εηεξνδπγσηίαο (LOH-Loss of Heterozygosity), πεξηιακβάλνπλ ηηο ρξσκνζσκηθέο 

κπάληεο 1p35, 11q23 θαη 14q23-qter. Η απώιεηα ηνπ κηθξνύ βξαρίνλα ηνπ 
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ρξσκνζώκαηνο 1 εκθαλίδεηαη ζην 25-35% , πεξίπνπ, ησλ λεπξνβιαζησκάησλ. Η 

απώιεηα απηή ζρεηίδεηαη κε ηελ ελίζρπζε ηνπ MYCN νγθνγνληδίνπ θαη κε δπζνίσλε 

θαηάιεμε [37-39]. 

 

Άιιοη προγλφζηηθοί παράγοληες 

Πέξα από ηνπ πξναλαθεξζέληεο παξάγνληεο πξόγλσζεο, ππάξρνπλ θαη άιινη 

βηνδείθηεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ην λεπξνβιάζησκα. Ο δείθηεο DNA ησλ θπηηάξσλ ηνπ 

όγθνπ (ploidy) [40], νη λεπξνηξνθίλεο θαη νη ππνδνρείο ηνπο [41], ν 

πξνγξακκαηηζκέλνο θπηηαξηθόο ζάλαηνο [42] θαη επηπιένλ γελεηηθέο βιάβεο, παίδνπλ 

ζεκαληηθό ξόιν ζηελ ελ ιόγσ αζζέλεηα. Όζν αθνξά ηηο γελεηηθέο αηηίεο, πέξα από 

ηελ ελίζρπζε ηνπ MYCN, επηπξόζζεηεο γνληδηαθέο κεηαβνιέο πνπ παίδνπλ ξόιν ζην 

λεπξνβιάζησκα έρνπλ ραξαθηεξηζηεί. Τέηνηεο κεηαβνιέο, είλαη νη κεηαιιαγέο ζην 

νγθνγνλίδην ηεο αλαπιαζηηθήο θηλάζεο ηνπ ιεκθόκαηνο (ALK) [43], κεηαιιαγέο ζην 

νγθνθαηαζηαιηηθό γνλίδην PHOX2B, ελεξγνπνίεζε ηεο ζεκαηνδόηεζεο κέζσ ηνπ 

Notch1 [44] θαη κεηαιιαγέο ζην κεηαγξαθηθό παξάγνληα Prox1 [35]. 

 

 

Prox1 και νεσροβλάζηωμα 

 

Τν Prox1, είλαη έλαο κεηαγξαθηθόο ξπζκηζηήο πνπ εθθξάδεηαη ζηνπο 

ζπκπαζεηηθνύο λεπξώλεο θαηά ηα πξώηκα ζηάδηα ηεο αλάπηπμεο ηνπ πεξηθεξηθνύ 

λεπξηθνύ ζπζηήκαηνο ζην θνηόπνπιν, ζην πνληίθη θαη ζηνλ άλζξσπν, θαη  ηα επίπεδα 

έθθξαζεο είλαη κεησκέλα ζηα πςειώο πνιιαπιαζηαδόκελα θύηηαξα ηνπ αλζξώπηλνπ 

λεπξνβιαζηώκαηνο [45, 46]. Πνιύ ζεκαληηθό γεγνλόο, είλαη ην όηη βξέζεθε κεηάιαμε 

ηνπ γνληδίνπ ηνπ Prox1 (R165H) ζε αζζελή κε λεπξνβιάζησκα [45]. Απηέο νη 

παξαηεξήζεηο δείρλνπλ πσο ην Prox1 έρεη νγθνθαηαζηαιηηθή δξάζε ζην 

λεπξνβιάζησκα. Δπνκέλσο, έρεη αλαθεξζεί πσο ην Prox1 ξπζκίδεη αξλεηηθά ηνλ 

πνιιαπιαζηαζκό ησλ πξόδξνκσλ λεπξηθώλ θπηηάξσλ θαηά ηελ εκβξπτθή αλάπηπμε 

[47]. Δηδηθά, κηα αλαζηαιηηθή αιιειεπίδξαζε κεηαμύ ηνπ Prox1 θαη ηνπ Notch1 

εκπιέθεηαη ζηελ ξύζκηζε ηνπ πνιιαπιαζηαζκνύ θαη ηεο δηαθνξνπνίεζεο ησλ 

πξόδξνκσλ λεπξηθώλ θπηηάξσλ [47]. Όπσο έρεη ζπδεηεζεί πην πάλσ θάπνηεο 

παξαηεξήζεηο δείρλνπλ ην κνλνπάηη ηνπ Notch σο έλα κνλνπάηη πνπ εκπιέθεηαη ζηελ 
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παζνγέλεζε ηνπ λεπξνβιαζηώκαηνο. Δπνκέλσο, ην Prox1 κπνξεί λα εκπιέθεηαη ζηελ 

θαθνήζε κεηαηξνπή, πξόνδν θαη/ή ππνρώξεζε ηνπ λεπξνβιαζηώκαηνο κέζσ 

ξύζκηζεο ηεο ζεκαηνδόηεζεο ηνπ  Notch θαη/ή άιισλ γνληδίσλ θαη κνλνπαηηώλ. 

Πξόζθαηα δεκνζηεπκέλα δεδνκέλα από ην εξγαζηήξηό καο θαηέδεημαλ έλαλ 

νγθνθαηαζηαιηηθό ξόιν ηνπ Prox1 ζην Νεπξνβιάζησκα κέζσ ηεο επαγσγήο ησλ 

πξσηετλώλ p27-kip1 θαη Cdc25Α [48].   

 

 

 

 

 

Ποιύκορθο Γιηοβιάζηφκα (ΠΓΒ) 

 

    Κλινικά και βιολογικά ταρακηηριζηικά ηοσ ΠΓΒ 

 

      Τν Πνιύκνξθν Γιηνβιάζησκα (Glioblastoma Multiforme-GBM) είλαη κηα 

πξσηνγελήο λενπιαζία ηνπ εγθεθάινπ πνπ απαξηίδεηαη από γελεηηθά θαη θαηλνηππηθά 

εηεξνγελείο νκάδα όγθσλ [49, 50]. Τν 90% ησλ πεξηπηώζεσλ ΠΓΒ αλαπηύζνληαη de 

novo από θπζηνινγηθά γινηαθά θύηηαξα κέζσ πνιπβεκαηηθήο νγθνγέλεζεο. Τν 

ππόινηπν 10% ησλ πεξηπηώζεσλ αθνξνύλ δεπηεξνγελείο λενπιαζίεο, πνπ 

αλαπηύζνληαη κέζσ ηεο πξνόδνπ ρακειόβαζκσλ όγθσλ [51, 52], ε νπνία δηαδηθαζία 

δηαξθεί 4 έσο 5 ρξόληα. Σην δεπηεξνγελέο Γινίσκα ε δηάγλσζε γίλεηαη ζε άηνκα κε 

κέζν όξν ειηθία ηα 39 έηε, αλαπηύζεηαη αξγά θαη έρεη θαιύηεξε πξόγλσζε. Τν ΠΓΒ 

όκσο πνπ αλαπηύζεηαη de novo κεγαιώλεη κέζα ζε 3 κήλεο . Παξ’ όιν πνπ ε γελεηηθή 

βάζε θαη θαηά ζπλέπεηα ηα κνξηαθά κνλνπάηηα πνπ ππνθώζθνπλ ζηελ αλάπηπμε 

ηόζν ησλ πξσηνγελώλ όζν θαη ησλ δεπηεξνγελώλ γινηνκάησλ είλαη δηαθνξεηηθά [49], 

κνξθνινγηθά δελ παξνπζηάδεηαη θακία δηαθνξά [53]. 

       Τν ΠΓΒ αλαπηύζζεηαη θπξίσο ζηνλ εγθέθαιν. Πην ζπγθεθξηκέλα ε λενπιαζία 

απηή εληνπίδεηαη ζηα εκηζθαίξηα [54] ή ζην εγθεθαιηθό ζηέιερνο [55] θαη ηελ 
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παξεγθεθαιίδα [56]. Φαξαθηεξίδεηαη από δηεζεηηθή αλάπηπμε θαη έηζη δελ είλαη 

εύθνια δηαθξηηόο από ηνλ θπζηνινγηθό ηζηό [49, 57]. Αθόκε ν αλαπηπζζόκελνο 

όγθνο πξνθαιεί αύμεζε ηεο ελδνθξαληαθήο πίεζεο θαη κεξηθέο θνξέο νδεγεί ζε 

πδξνθεθαιία [58, 59]. 

       Μεηαζηάζεηο ηεο λενπιαζίαο απηήο κέζσ ηνπ εγθεθαινλσηηαίνπ πγξνύ θαη ηνπ 

αίκαηνο [60, 61] είλαη ζπάληεο θαη ζπλήζσο ζηνρεύνπλ ηνλ ζπιήλα, ηα πιεπξά, ηνπο 

πλεύκνλεο, ηνπο ιεκθηθνύο θόκβνπο, ην ζπθώηη, ηα νζηά ην πάγθξεαο θαη ην ιεπηό 

έληεξν [62-67]. Θεσξείηαη πσο ε κηθξή πηζαλόηεηα κεηάζηαζεο ηνπ ΠΓΒ νθείιεηαη 

ζηνλ αηκαηεγθεθαιηθό θξαγκό, αιιά είλαη θαη ιόγνο ηεο ηαρύηαηεο αλάπηπμεο ηνπ 

όγθνπ θαη θαηά ζπλέπεηα ηεο ζύληνκεο πνξείαο ηεο αζζέλεηαο [68]. Αθόκε έλαο 

ιόγνο ρακειήο κεηαζηαηηθόηεηαο είλαη ην γεγνλόο πσο ν εγθέθαινο ζηεξείηαη 

ιεκθηθώλ αγγείσλ [62]. Δπίζεο ιίγεο βηβιηνγξαθηθέο αλαθνξέο κηινύλ γηα κεηάζηαζε 

ηνπ ΠΓΒ ζην δέξκα. Οη κεηαζηάζεηο απηέο εληνπίδνληαλ θπξίσο ζηα ξάκκαηα ζηηο 

κεηεγρεηξεηηθέο πεξηνρέο, γεγνλόο πνπ νδεγεί ζην ζπκπέξαζκα ηεο εκθύηεπζεο 

θαξθηληθώλ θπηηάξσλ ηνπ ΠΓΒ θαηά ηελ εγρεηξεηηθή αθαίξεζε ηνπ όγθνπ [69].  

       Δπηδεκηνινγηθά δεδνκέλα δείρλνπλ πσο ν θαηαγεγξακκέλνο αξηζκόο  

πεξηπηώζεσλ ΠΓΒ ζηελ Δπξώπε θαη ζηελ Βόξεηα Ακεξηθή αηληζηνηρεί ζε 2-3 

πεξηπηώζεηο ζε 100.000 ελήιηθα άηνκα [70]. Όζν αθνξά ην θύιν ε αλαινγία αλδξώλ 

θαη γπλαηθώλ θπκαίλεηαη ζην 1,26:1 [71]. Πεξηπηώζεηο ΠΓΒ ζε παηδηά θαη λενγλά 

έρνπλ επίζεο αλαθεξζεί. Δθηηκάηαη πσο ηα πεξηζηαηηθά αθνξνύλ 1,1-3,6 πεξηπηώζεηο 

ζε 100.000 πεξηζηαηηθά [72], κε ηελ αλαινγία αξζεληθώλ ζειπθώλ λα είλαη 3,3:1.  

Γελ ππάξρνπλ κνξθνινγηθέο δηαθνξέο ζην ΠΓΒ παηδηώλ θαη ελειίθσλ. Η κόλε 

αμηνζεκείσηε δηαθνξά είλαη πσο νη δείθηεο πνιιαπιαζηαζκνύ είλαη κεγαιύηεξνη ζηα 

παηδηά [71].  Όζν αλαθνξά ηελ δηαθνξνπνίεζε αλάκεζα ζηηο θπιέο ησλ αλζξώπσλ, 

ηα πεξηζηαηηθά ΠΓΒ είλαη πεξηζζόηεξα ζηνπο Καπθάζηνπο θαη ηδηαίηεξα ζε απηνύο 

πνπ δνπλ ζε βηνκεραληθέο πεξηνρέο [73].           

 

 

       Γιάγνωζη και καηηγοριοποίηζη ηοσ ΠΓΒ 

 

     Η θαηεγνξηνπνίεζε ησλ όγθσλ ζην Κεληξηθό Νεπξηθό Σύζηεκα γίλεηαη κε 

θξηηήξηα πνπ έρεη ζέζεη ν παγθόζκηνο νξγαληζκόο πγείαο (ΠΟΥ). Τα θξηηήξηα απηά 
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αθνξνύλ εθηίκεζε ηεο κνξθνινγίαο ηνπ, ηνπ επηπέδνπ θαθνήζεηαο (επίπεδν I-IV), 

δείθηεο πνιιαπιαζηαζκνύ, απόθξηζε ζηε ζεξαπεία θαη ρξόλν επηβίσζεο. Τν επίπεδν Ι 

αθνξά κε θαθνήζεο όγθνπο, ην επίπεδν ΙΙ πεξηιακβάλεη ζρεηηθά κε θαθνήζεο 

όγθνπο, ην επίπεδν ΙΙΙ πεξηιακβάλεη όγθνπο ρακεινύ επηπέδνπ θαθνήζεηαο, ελώ ην 

επίπεδν IV αθνξά ηνπ πην θαθνήζεο όγθνπο κε κέζν ρξόλν επηβίσζεο ηνπο 6-12 

κήλεο. Τν ΠΓΒ απνηειεί ην επίπεδν IV [74]. 

    Η καγλεηηθή απεηθόληζε είλαη ην θύξην δηαγλσζηηθό εξγαιείν γηα ην ΠΓΒ. Η 

δηάκεηξνο ηνπ όγθνπ ζηελ δηάγλσζε είλαη πεξίπνπ 4cm [75]. Παξ’ όια απηά 

δεδνκέλα από αζζελείο δείρλνπλ πσο ε δηάκεηξνο ηνπ όγθνπ κπνξεί λα είλαη θαη 5-

10cm θαη ζε αξθεηά κηθξόηεξν πνζνζηό κεγαιύηεξε από 10cm [76]. Πην αθξηβήο 

κέζνδνο  είλαη ε ηζηνπαζνινγηθή εμέηαζή ηνπ όγθνπ πνπ αθαηξέζεθε ή ηκήκαηνο, 

ρξεζηκνπνηώληαο ηζηνινγηθέο, θπηηαξνινγηθέο θαη ηζηνρεκηθέο κεζόδνπο  [77]. 

     Ο θπξηόηεξνο δηαγλσζηηθό δείθηεο πνπ εμεηάδεηαη από ηηο αλνζντζηνρεκηθέο 

κεζόδνπο είλαη ε GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein), κηα πξσηείλε ησλ 

ελδηάκεζσλ ηληδίσλ βάξνπο 50kD θαη απνηειεί θύξην ραξαθηεξηζηηθό ησλ ώξηκσλ 

αζηξνθπηηάξσλ [78-80]. Η πξσηεΐλε  απηή πηζαλόηαηα παίδεη ζεκαληηθό ξόιν ζηελ 

σξίκαλζε ησλ αζηξνθπηηάξσλ θαη απνηειεί δείθηε θαη παζνινγηθήο θαηάζηαζεο, 

αθνύ ε GFAP κεηώλεηαη  όζν απμάλεηαη ε θαθνήζεηα ησλ όγθσλ αζηξνθπηηαξηθήο 

πξνέιεπζεο [81]. Τν θαηλόκελν απηό παξαηεξείηαη θαη ζην  ΠΓΒ όπνπ ηα θύηηαξα ηα 

νπνία ζηεξνύληαη GFAP, πνιιαπιαζηάδνληαη γξεγνξόηεξα ζε ζύγθξηζε κε απηά πνπ 

εθθξάδνπλ ηελ πξσηεΐλε απηή. Η απώιεηα ηνπ GFAP ραξαθηεξίδεη ηα 

αδηαθνξνπνίεηα νγθνθύηηαξα αιιά δελ απνηειεί ελδεηθηηθό ζηνηρείν γηα ηελ πξόνδν 

θαη ηελ αλάπηπμε ηνπ όγθνπ [78]. Άιινο έλαο πξσηετληθόο δείθηεο γηα ηνπο όγθνπο 

ζην Κεληξηθό Νεπξηθό Σύζηεκα είλαη ε όμηλε πξσηεΐλε S100 πνπ εθθξάδεηαη ζηα 

γινηαθά θύηηαξα [82].  
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Προγνωζηικοί Παράγονηες ΠΓΒ 

 

 

Ηζοθηηρηθή αθσδρογολάζε 1 θαη 2 (IDH1/2) 

 

    Μεηαιιάμεηο ζηελ ηζνθηηξηθή αθπδξνγνλάζε ζεσξείηαη όηη εκθαλίδνληαη ζηα 

πξώηκα ζηάδηα ηεο γινησκαηνγέλεζεο θαη πξσζνύλ ηελ αλάπηπμε ηνπ θαξθίλνπ [83]. 

Παξ’όιν πνπ αληρλεύνληαη ζην 70-80% ησλ γιηνσκάησλ ζηαδίνπ ΙΙ θαη ΙΙΙ θαη ζην 

δεπηεξνγελέο  ΠΓΒ, ελαιιαγέο ζηελ ηζνθηηξηθή αθπδξνγνλάζε Ι ζπάληα 

εκθαλίδνληαη ζην πξσηνγελέο ΠΓΒ [84]. Η επηθξαηήο κεηάιιαμε πνπ πξνθύπηεη έρεη 

ζαλ απνηέιεζκα ηελ αληηθαηάζηαζε κηαο ζεξίλεο από κία ηζηηδίλε ζην θσδηθόλην 132 

(R132H). Οη κεηαιιάμεηο ηεο ηζνθηηξηθήο αθπδξνγνλάζεο ζρεηίδνληαη ηζρπξά κε 

κεηαιάμεηο ηεο p53 πξσηεΐλεο [83, 85, 86]. Δλώ ε θπζηνινγηθή ηζνθηηξηθή 

αθπδξνγνλάζεο θαηαιύεη ηελ κεηαηξνπή ηνπ ηζνθηηξηθνύ ζε α-θεηνγινπηαξηθό, ε 

κεηαιιαγκέλε πξσηείλε νδεγεί ζε ππεξπαξαγσγή ηνπ 2-πδξνμπγινπηαξηθνύ [87]. Η 

νπζία απηή έρεη δεηρζεί όηη επάγεη βιάβεο ζην DNA, θαηαζηέιεη ηελ δηαθνξνπνίεζε 

ησλ αηκνπνηεηηθώλ θπηηάξσλ θαη πξνάγεη ηελ θαξθηλνγέλεζε. Δπίζεο, απμάλεη θαη 

ζηαζεξνπνηεί ηελ ππνκνλάδα ηεο HIF-1 (HIF-1α) πνπ πξνάγεη ηελ αλάπηπμε ηνπ 

όγθνπ [88-91]. Αθόκε κεηαιάμεηο ζηελ ηζνθηηξηθή αθπδξνγνλάζε 1 νδεγνύλ ζε 

ππεκεζπιίσζε ηνπ DNA, πνπ έρεη ζαλ απνηιέζκα ηελ θαηαζηνιή ηεο απνκεζπιίσζεο 

θαη ηεο θπηηαξηθήο δηαθνξνπνίεζεο [92-95]. Βέβαηα αμίδεη λα ζεκεησζεί πσο 

αζζελείο κε όγθν ζηνπο νπνίνπο εληνπίδνληαη κεηαιάμεηο ηεο ηζνθηηξηθήο 

αθπδξνγνλάζεο 1 έρνπλ κεγαιύηεξε πηζαλόηεηα επηβίσζεο θαη θαιήο πξόγλσζεο 

[96]. 
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Ο σποδοτέας EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) 

 

   Δλίζρπζε ηνπ γνληδίνπ ηνπ EGFR έρεη παξαηεξεεζεί ζην 40% ησλ πεξηπηώζεσλ 

ηνπ ΠΓΒ. Από απηέο, ην 20-30% εθθξάδνπλ έλα κεηάγξαθν πνπ πξνέξρεηαη από ηελ 

δηαγξαθή ησλ εμσλίσλ 2-7, ηνλ EGFRvIII, έλαλ ζπλερώο ελεξγό ππνδνρέα ζηνλ 

νπνίνλ δελ κπνξεί λα πξνζδέζεη θάπνηνο ζπλδέηεο, κε απνηέιεζκα ηελ ζπλερηδόκελε 

ελεξγνπνίεζε κνλνπαηηώλ ηεο θπηηαξηθήο αύμεζεο θαη αληηαπνπησηηθώλ κνλνπαηηώλ 

[97]. Δλεξγνπνίεζε ηνπ EGFR ζηα γινηώκαηα κπνξεί αθόκε λα πξνθύςεη θαη από 

κεηαιιάμεηο πνπ πξνθαινύλ αύμεζε ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ [98]. Υπάξρνπλ αθόκα, 

δεδνκέλα πνπ θαηαδεηθλύνπλ ηελ εμάξηεζε ηνπ γιηνώκαηνο από ηελ ελεξγνπνίεζε 

ηνπ EGFR κνλνπαηηνύ, θαη απελεξγνπνίεζε απηνύ ζα νδεγνύζε ζε κηα 

βξαρππξόζεζκε αλαζηνιή ηεο αύμεζεο ηνπ γινηώκαηνο [99, 100]. Έρνπλ αθόκα 

πεξηγξαθεί κεηαηνπίζεηο ηνπ EGFR θαη ζπκπηύμεηο εληόο πεδίνπ αλάγλσζεο είηε 

ζηελ septin 14 είηε ζηελ θσζθαηάζε ηεο θσζθνζεξίλεο ζην 7% ησλ πεξηπηώζεσλ 

ΠΓΒ [101]. Σε έλα 3% ησλ πεξηπηώζεσλ ΠΓΒ, ν FGFR1 (Fibroblast Growth Factor 

Receptor 1) θαίλεηαη λα έρεη αλαζηξαθεί θαη λα έρεη ζπκπηπρηεί κε ηελ θσδηθή 

πεξηνρή ηνπ TACC1 (Trnsformic acidic-coiled coil), κε απνηέιεζκα ηελ δεκηνπξγία 

κηα ζπλερώο ελεξγήο πξσηεΐλεο, ηεο FGFR-TACC [102]. 

 

      Άιιοη προγλφζηηθοί παράγοληες 

     ATRX: Μεηαιιάμεηο πνπ νδεγνύλ ζε απώιεηα ηεο έθθξαζεο ηνπ ATRX γνληδίνπ, 

έρνπλ πεξηγξαθεί ζηελ πιεηνλόηεηα ησλ ζηαδίνπ II θαη ΙΙΙ αζηξνθπησκάησλ θαη ζηα 

δεπηεξνγελή ΠΓΒ ελώ είλαη ζπάληα ζηα πξσηνγελή ΠΓΒ. Οη κεηαιιάμεηο απηέο 

ζρεηίδνληαη κε θαηλόηππν επηκήθπλζεο ησλ ηεινκεξώλ [103, 104]. 

   TERT: Μεηαιάμεηο ζηνλ ππνθηλεηή ηεο ηεινκεξάζεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο 

(TERT) όπνπ νδεγνύλ ζε αύμεζε ηεο έθθξαζεο ηεο ηεινκεξάζεο, έρνπλ 

παξαηεξεζεί ζε δηάθνξνπο αλζξώπηλνπο θαξθίλνπο. Έρνπλ βξεζεί ζηελ πιεηνλόηεηα 

ησλ πξσηνγελώλ ΠΓΒ  ελώ είλαη πην ζπάληεο ζε γινηώκαηα θαησηέξνπ επηπέδνπ θαη 

δεπηεξνγελή ΠΓΒ [105, 106]. 
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Ο ορθανός πσρηνικός σποδοτέας NR5A2 και οι λειηοσργίες 

ηοσ 

 

     Ο νξθαλόο ππξεληθόο ππνδνρέαο NR5A2 (nuclear receptor 5A2) αλήθεη ζηελ 

νηθνγέλεηα ησλ ππξεληθώλ ππνδνρέσλ 5A, ε νπνία πεξηιακβάλεη 4 αλαγλσξηζκέλα 

κέιε (NR5A1-NR5A4). Τν γνλίδην ηνπ NR5A2 θισλνπνηήζεθε αξρηθά ζην πνληίθη 

ιόγσ ηεο νκνινγίαο ηνπ κε ην γνλίδην ηνπ κεηαγξαθηθνύ παξάγνληα fushi tarazu 1 

(ftz-f1) ζηε Drosophila melanogaster. Τν αλζξώπηλν γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί ηνλ 

NR5A2 πεξηέρεη νθηώ εμώληα θαιύπηνληαο πεξηζζόηεξεο από 150 θηινβάζεηο (kb) 

ηνπ ρξσκνζώκαηνο 1 ζηνλ γελεηηθό ηόπν 1q32.11. Τνπιάρηζηνλ ηξεηο ηζόκνξθεο 

έρνπλ αλαγλσξηζηεί. Σηνλ πνληηθό, ν NR5A2 εδξάδεηαη ζηελ πεξηνρή E4 ηνπ 

ρξσκνζώκαηνο 1. Τξεηο ζέζεηο πξόζδεζεο γηα κεηαγξαθηθνύο παξάγνληεο GATA θαη 

έλα κνηίβν πνπ αλαγλσξίδεη ηηο homeodomain (νκνηνπεξηνρή πξσηετλώλ) πξσηεΐλεο 

Nkx είλαη ζπληεξεκέλα ζηνλ ππνθηλεηή ηνπ NR5A2 από ην πνληίθη κέρξη ηνλ 

άλζξσπν [107]. Οκόινγα ηνπ NR5A2 πξνζδηνξίζηεθαλ κεηέπεηηα ζε δηάθνξα είδε, 

όπσο ζηνλ επίκπ, ζην θνηόπνπιν, ζην άινγν, ζην zebrafish, ζην βάηξαρν θαη ζηνλ 

άλζξσπν. Τν θνληηλόηεξν νκόινγό ηνπ ζηα ζειαζηηθά είλαη ν SF-1 (steroidogenic 

factor-1; NR5A1), έλαο ππνδνρέαο ν νπνίνο εθθξάδεηαη θπξίσο ζε ζηεξνεηδνγεληθνύο 

ηζηνύο θαη ζε ηζηνύο ηνπ άμνλα ππνζάιακνο-ππόθπζε-επηλεθξίδηα (HPA axis). 

Πξόζθαηεο θξπζηαιιηθέο αλαιύζεηο ηαπηνπνίεζαλ ηα θσζθνιηπίδηα ζαλ πηζαλνύο 

πξνζδέηεο ησλ NR5A2 θαη SF-1 [108]. Ο NR5A2 είλαη επίζεο γλσζηόο ζηελ 

βηβιηνγξαθία θαη σο LRH-1 (liver receptor homologue 1), CPF, FTF, FTZ-F1, hB1F.  

O NR5A2 πξνζδέλεη ζην DNA σο κνλνκεξέο ζηελ αιιεινπρία YCAAGG YCR 

(όπνπ Υ νπνηαδήπνηε ππξηκηδίλε θαη όπνπ  R νπνηαδήπνηε πνπξίλε), ην γεληθό κνηίβν 

αλαγλώξηζεο ησλ ππξεληθώλ ππνδνρέσλ ηεο ππννηθνγέλεηαο NR5A [107, 109-111]. 

Η πεξηνρή πξόζδεζεο ηνπ ζπλδέηε (Lingand Binding Domain-LBD) ησλ 

πεξηζζόηεξσλ ππξεληθώλ ππνδνρέσλ απνηειείηαη από δώδεθα πεξηνρέο α-έιηθαο (H1-

H12) αλαδηπισκέλεο ζε έλα ηξη-επίπεδν ειηθνεηδέο «ζάληνπηηο» κε κηα ζπληεξεκέλε 
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β-ζηξνθή κεηαμύ ηεο Η5 θαη H6 [107]. Τν LBD ηνπ αθόκε πεξηιακβάλεη κηα ζήθε 

ζηελ νπνία πξνζδέλεη θάπνηνο ζπλδέηεο πξνθαιώληαο θάπνηα αλαζηξέςηκε 

δηακνξθσηηθή αιιαγή [107, 111]. Σηνπ νξθαλνύο ππνδνρείο όκσο, ην θιεηδί γηα 

θάπνηα ζπζηαηηθή ελεξγνπνίεζε κπνξεί λα θξύβεηαη ζηνλ N-ηειηθό άθξν ηνπ LDB. 

Απηό είλαη ηζρπξά ζπληεξεκέλν ζηνπ νξθαλνύο ππνδνρείο ελώ δελ ζπκβαίλεη ην ίδην 

θαη ζε άιινπο ππξεληθνύο ππνδνρείο [107]. 

   Ο NR5A2 κέρξη ζήκεξα έρεη εληνπηζηεί ζε ηζηνύο πνπ πξνέξρνληαη από ην 

ελδόδεξκα, όπσο ην ήπαξ, ην πάγθξεαο θαη ην έληεξν, δηθαηνινγώληαο έηζη ηελ 

ιεηηνπξγηθή ηαμηλόκεζή ηνπ σο έλαλ εληεξν-επαηηθό ππξεληθό ππνδνρέα. 

Δληνπίδεηαη επίζεο ζηηο σνζήθεο, ζηα πξνιηπνθύηηαξα θαη ζε ρακειόηεξα επίπεδα 

ζηνλ πιαθνύληα θαη είλαη απαξαίηεηνο γηα ηελ εγθπκνζύλε. Έθθξαζε ηνπ mRNA 

ηνπ NR5A2 έρεη επίζεο εληνπηζηεί ζην ΚΝΣ ησλ ελήιηθσλ ζειαζηηθώλ [112]  θαη 

ζηα εκβξπτθά βιαζηηθά θύηηαξα πνληηθνύ [113]. Δίλαη απαξαίηεηνο ζηελ 

εκβξπνγέλεζε, θαζώο πνληηθνί νκόδπγνη γηα κία γακεηηθή κεηάιιαμε ζην γνλίδην πνπ 

θσδηθνπνηεί ην NR5A2 πεζαίλνπλ πξηλ ηελ E 6.5 - E 7.5 εκβξπτθή εκέξα κε 

κνξθνινγηθά ραξαθηεξηζηηθά ηππηθά αλεπηηπρνύο γαζηξηδίσζεο θαη δπζιεηηνπξγίαο 

ηνπ ελδνδέξκαηνο. Καηέρεη πνιύ ζεκαληηθό ξόιν ζηελ αλάπηπμε, θαζώο κειέηεο 

έρνπλ απνδείμεη όηη ν NR5A2 κπνξεί λα αληηθαηαζηήζεη ηνλ Oct4 ζηνλ 

επαλαπξνγξακκαηηζκό ησλ ζσκαηηθώλ θπηηάξσλ πνληηθνύ ζε πνιπδύλακα βιαζηηθά 

θύηηαξα (ηερλεηά πνιπδύλακα βιαζηνθύηηαξα - iPS cells) [114]. Καηά ηελ εκβξπτθή 

αλάπηπμε, παίδεη επίζεο ζεκαληηθό ξόιν ζηε δηαηήξεζε ηεο πνιπδπλακηθόηεηαο ησλ 

εκβξπνληθώλ βιαζηηθώλ θπηηάξσλ ζην ζηάδην ηνπ επηβιάζηε [115], όπνπ 

ζπλεληνπίδεηαη κε ηνπο ξπζκηζηέο Nanog θαη Sox2 [116].  

     Ο NR5A2 έρεη απνδεηρζεί όηη δηαδξακαηίδεη επίζεο βαζηθό ξόιν ζηε 

ζηεξνεηδνγέλεζε θαη ζηε ξύζκηζε ηεο νκνηόζηαζεο ηεο ρνιεζηεξόιεο. Πην 

ζπγθεθξηκέλα, ξπζκίδεη ηε βηνζύλζεζε, ηελ θπθινθνξία ησλ ρνιηθώλ νμέσλ θαη ηελ 

αληίζηξνθε κεηαθνξά ηεο ρνιεζηεξόιεο (reverse cholesterol transport) [107]. Τν 

πξώην, θαη θαζνξηζηηθό γηα ηα επόκελα, βήκα ηεο απνκάθξπλζεο ηεο ρνιεζηεξόιεο 

από ην ζώκα κέζσ ηεο απνηθνδόκεζεο ζε ρνιηθά νμέα ιακβάλεη ρώξα απνθιεηζηηθά 

ζην ήπαξ θαη θαηαιύεηαη από ην έλδπκν πδξνμπιάζε-7α ηεο ρνιεζηεξόιεο 

(CYP7A1), ην νπνίν απνηειεί κέινο ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ θπηνρξώκαηνο P450. Τα 

ρνιηθά νμέα απνηεινύλ ηα ηειηθά πξντόληα ηνπ κνλνπαηηνύ θαη ξπζκίδνπλ ηε 

ζύλζεζή ηνπο κέζσ θαηαζηνιήο ηεο κεηαγξαθήο ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ γνληδίνπ. Σε 
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ζπκθσλία κε ηα παξαπάλσ, ν NR5A2 έρεη δεηρζεί όηη απνηειεί έλαλ πνιύ ζεκαληηθό 

ξπζκηζηή-θιεηδί ηεο έθθξαζεο δηαθόξσλ ιεηηνπξγηθώλ γνληδίσλ ησλ επαηνθπηηάξσλ, 

όπσο ηνπ CYP7A1 γνληδίνπ θαη ηνπ θπηνρξώκαηνο P450 [117, 118]. Αιιειεπηδξά 

αθόκε κε ηνλ άηππν νξθαλό ππξεληθό ππνδνρέα small heterodimer partner1 (Shp-1), 

ν νπνίνο ζηεξείηαη ηεο επηθξάηεηαο πξόζδεζεο ηνπ DNA θαη θαηαζηέιιεη ηελ 

ελεξγνπνίεζε ππξεληθώλ ππνδνρέσλ όπσο ηνπ NR5A2 ζην ήπαξ [119]. Πξόζθαηεο 

κειέηεο έδεημαλ πσο ρξήζε εηδηθώλ κνξίσλ πνπ δξνπλ σο αγσληζηέο ηνπ NR5A2, 

κεηώλεη ηα ηξηγιπθεξίδηα θαη ηελ γιπθόδε ηνπ νξνύ ηνπ αίκαηνο,  ελώ βειηηώλεη ηελ 

νκνηόζηαζε ησλ ρνιηθώλ νμέσλ.  Φξεζηκνπνηώληαο ηε κέζνδν yeast two hybrid, έρεη 

απνδεηρζεί όηη ν NR5A2 αιιειεπηδξά άκεζα κε ηνλ Prox1 (Prospero homeobox 

protein 1) [120]. Ο Prox1 θαίλεηαη επίζεο λα θαηαζηέιιεη ηελ επαγόκελε από ηνλ 

NR5A2 κεηαγξαθηθή ελεξγνπνίεζε ηνπ αλζξώπηλνπ γνληδίνπ  CYP7A1  ζην ήπαξ 

[118]. Δπηπιένλ, κειέηεο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζε επαηηθά βιαζηηθά θύηηαξα 

πνληηθώλ, έδεημαλ όηη ε ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2 εκπνδίδεη ηνλ ζρεκαηηζκό ηεο 

απνηθίαο ησλ πξώηκσλ επαηνθπηηάξσλ, ελώ ε ππεξέθθξαζε ηνπ Prox1 επάγεη ηε 

κεηαλάζηεπζε θαη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ησλ πξώηκσλ επαηηθώλ θπηηάξσλ. Δπίζεο, ν 

Prox1 θαίλεηαη λα επάγεη ηελ έθθξαζε ησλ θπθιηλώλ D2, E1, E2 ελώ θαηαζηέιιεη 

ηελ έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο p16ink4a θαη ηνπ θαηαζηνιέα ησλ θπθιηλώλ. Απηά ηα 

απνηειέζκαηα δειώλνπλ όηη ν NR5A2 θαη ν Prox1 ζπληνλίδνληαη γηα λα ξπζκίδνπλ 

ηελ αλάπηπμε ησλ πξώηκσλ επαηνθπηηάξσλ [121]. 

 

 

Δικόνα 3 Απεηθόληζε ηεο πξσηετληθήο δνκήο ηνπ NR5A2 
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   Ο ρόλος ηοσ NR5A2 ζε διάθορες μορθές καρκίνοσ 

 

    Παξαπάλσ είδακε πσο ν NR5A2 έρεη αξθεηέο ιεηηνπξγίεο θαη κηα από απηέο είλαη 

ε ξύζκηζε ηνπ πνιιαπιαζηαζκνύ ησλ θπηηάξσλ. Σηα πιαίζηα απηήο ηεο 

δξαζηεξηόηεηαο ν ΝR5A2 έρεη δεηρζεί λα έρεη ελεξγό ξόιν ζηελ αλάπηπμε θαξθίλσλ 

ηνπ παρένο εληέξνπ, ηνπ καζηνύ θαη ηνπ παγθξέαηνο. 

 

Καρθίλος ηοσ πατέος εληέροσ 

  Πξόζθαηα ζηνηρεία θαηαδεηθλύνπλ ηνλ ξόιν ηνπ NR5A2 ζηνλ θαξθίλν ηνπ παρένο 

εληέξνπ ηόζν ζηε αλάπηπμε όζν θαη ζηελ εμάπισζή ηνπ. Ο NR5A2 εθθξάδεηαη ζε 

πςειά επίπεδα ζηηο εληεξηθέο ιάρλεο όπνπ θαη πξνάγεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό θαη ηελ 

αλαλέσζε ησλ θπηηάξσλ.  Από ηνλ Bottrugno έρεη δεηρζεί πσο ν NR5A2 πξνάγεη ηνλ 

πνιιαπιαζηαζκό ηξνπνπνηώληαο ηελ έθθξαζε ησλ θπθιηλώλ ηεο G1 θάζεο , cyclin 

D1 θαη cyclin E1. Πην ζπγθεθξηκέλα ν NR5A2 ελεξγνπνηεί ην ζύκπινθν β-

catetin/Tcf4 ην νπνίν επάγεη ηελ έθθξαζε ηεο cyclin D1 θαη ηνπ c-Myc ελώ 

πξνζδέλεη θαηεπζείαλ ζηνλ ππνθηλεηή ηεο cyclin E1 [122].  Σε ζπκθσλία κε ηα 

παξαπάλσ έξρεηαη, ην γεγνλόο πσο δπζιεηηνπξγία ηνπ NR5A2 πξνζηαηεύεη από ηελ 

αλάπηπμε όγθσλ ηόζν ζε γελεηηθά όζν θαη ζε ρεκηθά κνληέια επαγσγήο θαξθίλνπ 

ηνπ εληέξνπ. Αιιαγέο ηόζν ζηελ έθθξαζε όζν θαη ζηε ρσξνηαμία ηνπ NR5A2 έρνπλ 

παξαηεξεζεί ζε θαξθίλνπο ηνπ παρένο εληέξνπ ζηνλ άλζξσπν, όπνπ απμεκέλε 

έθθξαζε ηνπ NR5A2 παξαηεξείηαη ζηα επηζειηαθά θύηηαξα ηεο επηθάλεηαο όπνπ 

θπζηνινγηθά νύηε ηνλ εθθξάδνπλ θαη νύηε πνιιαπιαζηάδνληαη [123]. Παξ’ όια απηά, 

ε έιιεηςε θαηλνηύπνπ πνιιαπιαζηαζκνύ ζε δηαγνληδηαθά πνληίθηα ηα νπνία 

ζηεξνύληαη ηνπ NR5A2 γελλά εξσηήκαηα ζρεηηθά κε ηνλ ξόιν ηνπ NR5A2 [124]. 
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Καρθίλος ηοσ καζηού 

 

      Σηνλ ιηπώδε ηζηό ηνπ αλζξώπηλνπ καζηνύ, ν NR5A2 εθθξάδεηαη ζε ρακειά 

επίπεδα θαη εληνπίδεηαη ζπγθεθξηκέλα ζην ζηξσκαηηθό ηκήκα [125]. Σηνλ θαξθίλν 

ηνπ καζηνύ όκσο, ν NR5A2 έρεη πςειά επίπεδα έθθξαζεο θαη εληνπίδεηαη ηόζν ζηα 

επηζειηαθά θύηηαξα ηνπ όγθνπ όζν θαη θύηηαξα ηνπ εζσηεξηθό ζηξώκαηνο ηνπ όγθνπ 

[126, 127]. Υςειή έθθξαζε επίζεο, παξαηεξείηαη ζε επηζεηηθέο κνξθέο 

θαξθηλώκαηνο θαη ζην κνξθέο πνξώδνπο θαξθηλώκαηνο [127].  

     Δπηπιένλ ζηνηρεία θαηαδεηθλύνπλ πσο ν NR5A2 ξπζκίδεη ηελ έθθξαζε ηνπ 

ππνδνρέα ησλ νηζηξνγόλσλ ERα ζηνλ θαξθίλν ηνπ καζηνύ. Καηαζηνιή ηνπ NR5A2 

ζε θύηηαξα MCF-7 (θαξθηληθή ζεηξά ηνπ καζηνύ) αλαζηέιιεη ηελ έθθξαζε ηνπ ERα 

θαη ησλ γνληδίσλ «ζηόρσλ» ηνπ όπσο ην pS2, ελώ ε ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2 ζε 

απηά ηα θύηηαξα έρεη ην αληίζεην απνηέιεζκα. Τν απνηέιεζκα απηό δηακεζνιαβείηαη 

από απ’ επζείαο πξόζδεζε ηνπ NR5A2 ζηνλ ππνθηλεηή ηνπ ERα [128]. Σηνηρεία 

αθόκα θαηαδεηθλύνπλ πσο θαη ν ERα ξπζκίδεη κε ζεηηθό ηξόπν ηελ έθθξαζε ηνπ 

NR5A2.  

    Παξ’ όιν πνπ ηα παξαπάλσ ζηνηρεία δείρλνπλ πσο ν NR5A2 επάγεη ηνλ 

πνιιαπιαζηαζκό κέζσ ηεο ξύζκηζεο ηεο ζεκαηνδόηεζεο ησλ νηζηξνγόλσλ, έρεη 

δεηρζεί πσο έρεη θαη δξάζε αλεμάξηεηε από ηα νηζηξνγόλα ζηα θαξθηληθά θύηηαξα 

ηνπ καζηνύ. Αλαζηνιή ηνπ NR5A2 κείσζε ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ηόζν ζε θύηηαξα 

παξνπζία νηζηξνγόλσλ όζν θαη απνπζία απηώλ. Αληίζεηα ε ππεξέθθξαζε ηνπ 

NR5A2 πξνθάιεζε ηνλ αληίζεην θαηλόηππν θαη ζηηο δύν νκάδεο [129].  

      Αθόκε ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2 ζε θύηηαξα ηνπ θαξθίλνπ ηνπ καζηνύ πξνθαιεί 

ηκήζε ηεο E-Cadherin ζηελ αλελεξγή κνξθή ηεο, πηζαλόηεηα κέζσ ηεο δξάζεο ησλ 

κεηαιινπξσηετλαζώλ (MMPs) [129], αθνύ είλαη γλσζηό πσο ν NR5A2 ξπζκίδεη ηελ 

έθθξαζε ηεο MMP9 ζηηο σνζήθεο [130]. Δπίζεο ν NR5A2 παίδεη ζεκαληηθό ξόιν 

ζηελ αλαδόκεζε ηεο αθηίλεο ζηα θαξθηληθά θύηηαξα ηνπ καζηνύ [129]. Τα ζηνηρεία 

απηά θαηαδεηθλύνπλ κηα αλάκημε ηνπ κεηάβαζε από ηελ επηζειηαθή ζηελ 

κεζεγρπκαηηθή θαηάζηαζε (EMT) [115, 131-133].   
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 Καρθίλος ηοσ παγθρέαηος 

 

    Πξόζθαηα ζηνηρεία δείρλνπλ όηη κεηαιιάμεηο ηνπ NR5A2  θαη ηνλ πεξηνρώλ 

αλνδηθά ηνπ ππνθηλεηή ηνπ ζρεηίδνληαη κε ηνλ θαξθίλν ηνπ παγθξέαηνο [134]. 

Δπηπιένλ, απμεκέλε έθθξαζε ηνπ NR5A2 έρεη βξεζεί ζε αλζξώπηλα πνξώδε 

αδελνθαξθηλώκαηα  [135]. Σε θαξθηληθά παγθξεαηηθά θύηηαξα, ν NR5A2 επίζεο 

επάγεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό κέζσ ηεο ξύζκηζεο ηεο έθθξαζεο ησλ cyclin D1, cyclin 

E1 θαη ηνπ c-myc. Αληίζεηα, θαηαζηνιή ηνπ NR5A2 νδήγεζε ζε θαηαζηνιή ηνπ 

θπηηαξηθνύ θύθινπ ρσξίο λα πξνθαιέζεη απόπησζε ζηα παγθξεαηηθά θαξθηληθά 

θύηηαξα. Η κειέηεο απηέο θαλεξώλνπλ έλαλ ζεκαληηθό ξόιν ηνπ NR5A2 ζηνλ 

θαξθίλν ηνπ παγθξέαηνο θαη ηνλ θαζηζηνύλ σο έλαλ ζεκαληηθό ζεξαπεπηηθό ζηόρν 

[135]. Βέβαηα πην πξόζθαηα δεδνκέλα από γελεηηθά κνληέια θαηαδεηθλύνπλ πσο 

νιηθή απώιεηα ηνπ NR5A2 [136] ή απώιεηα ηνπ ελόο αιιειίνπ [137] ηνπ NR5A2 

νδεγεί ζε αλάπηπμε. 

 

 

 

Δικόνα 4 Φπζηνινγηθέο δξάζεηο ηνπ NR5A2/LRH1 
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Σκοπός εργαζίας και πειραμαηική πορεία 

 

    Όπσο είδακε παξαπάλσ ν NR5A2 είλαη έλαο πνιππξάγκσλ παξάγνληαο κε 

πνηθίιεο ιεηηνπξγίεο. Μηα εμ’ απηώλ αθνξά ηνλ θπηηαξηθό πνιιαπιαζηαζκό, όπνπ 

κέζα από κειέηεο ν NR5A2 θαίλεηαη λα δηαδξακαηίδεη ζεκαληηθό ξόιν σο 

νγθνγνλίδην ζε κεξηθέο κνξθέο θαξθίλνπ. Παξ’ όια απηά ιίγα είλαη γλσζηά γηα ηελ 

δξάζε ηνπ NR5A2  ζηηο λενπιαζίεο ηνπ Νεπξηθνύ Σπζηήκαηνο. Πξόζθαηα 

αδεκνζίεπηα δεδνκέλα ηνπ εξγαζηεξίνπ καο θαηαδεηθλύνπλ έλαλ δηαθνξεηηθό ξόιν 

ηνπ NR5A2 ζην αλαπηπζζόκελν λεπξηθό ζύζηεκα. Σηα λεπξηθά βιαζηηθά θύηηαξα ε 

ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2 νδεγεί ζε αλαζηνιή ηνπ πνιιαπιαζηαζκνύ θαη επαγσγή 

ηεο λεπξνγέλεζεο θαη θαηαζηνιή ηεο γινηνγέλεζεο. Αληίζεηα θαηαζηνιή ηνπ NR5A2 

νδήγεζε ζε αύμεζε ηνπ πνιιαπιαζηαζκνύ θαη ηελ θπηηαξηθή απηό-αλαλέσζε  ησλ 

Νεπξηθώλ Βιαζηηθώλ Κπηηάξσλ. Απηά ηα απνηειέζκαηα εγείξνπλ ηελ πηζαλόηεηα ν 

NR5A2 λα δξα σο νγθνθαηαζηαιηηθό γνλίδην ζην λεπξηθό ζύζηεκα, ζε αληίζεζε κε 

άιινπο ηζηνύο.  Βαζηδόκελνη απηήλ ηελ ππόζεζε εξγαζίαο,  κειεηήζακε ηελ δξάζε 

ηνπ NR5A2 ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο θαξθίλνπ ηνπ Νεπξηθνύ Σπζηήκαηνο. 

Φξεζηκνπνηήζακε ζεηξέο από Νεπξνβιάζησκα πνληηθνύ θαη αλζξώπνπ ελώ ην ίδην 

πξάμακε θαη γηα κηα άιιε κνξθή θαξθίλνπ ηνπ Νεπξηθνύ Σπζηήκαηνο, ην 

γινηνβιάζησκα. Φξεζηκνπνηήζεθαλ αγσληζηέο ηνπ NR5A2 ζηα λεπξηθά βιαζηηθά 

θύηηαξα θαη ζηηο θαξθηληθέο θπηηαξηθέο ζεηξέο, ελώ κηα εμ απηώλ ησλ ζεηξώλ 

ρξεζηκνπνηήζεθε γηα αιινκεηακόζρεπζε (xenografts) γηα ηελ in vivo κειέηε ηεο 

δξάζεο ησλ αγσληζηώλ ηνπ NR5A2. 
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ΤΛΗΚΑ-ΜΔΘΟΓΟΗ 
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Καιιηέργεηα λεσρηθώλ βιαζηηθώλ θσηηάρφλ 

(λεσρόζθαηρες) θαη θσηηαρηθώλ ζεηρώλ 

 

Οη ζειπθέο κεηέξεο-πνληίθηα ζηειέρνπο Wistar γελλήζεθαλ θαη 

αλαηξάθεθαλ ζην ΙΙΒΔΑΑ, ππό ζηαζεξέο ζπλζήθεο δηαβίσζεο: ε ζεξκνθξαζία 

πεξηβάιινληνο δηαηεξνύληαλ ζπλερώο ζηνπο 23-25
ν
C, ελώ εμαζθαιίδνληαλ ζηαζεξνί 

θύθινη θσηηζκνύ 12 σξώλ (8:00-20:00 ζε θσο θαη 20:00-8:00 ζε ζθνηάδη). Έπηλαλ 

λεξό βξύζεο θαη έηξσγαλ ηξνθή ζε θύβνπο θαηά βνύιεζε. Σηηο κειέηεο καο 

αλαηζζεηνπνηήζεθαλ κε αηζέξα θαη σο πεηξακαηόδσα ρξεζηκνπνηήζεθαλ έκβξπα 

πνληηθνύ. 

Σηελ θαιιηέξγεηα, έλα κνλό λεπξηθό βιαζηηθό θύηηαξν κπνξεί λα δηαηξεζεί 

θαη λα θηηάμεη πεξηζζόηεξα θύηηαξα ηα νπνία όια καδί ζρεκαηίδνπλ κηα ζηξνγγπιή, 

θνίιε δνκή, γλσζηή σο «λεπξόζθαηξα». Οη λεπξόζθαηξεο (λεπξνζθαηξίδηα) 

ζπλερίδνπλ λα κεγαιώλνπλ ζηελ θαιιηέξγεηα, θαη όηαλ κεγαιώζνπλ αξθεηά, 

δηαρσξίδνληαη ζε κνλά θύηηαξα. Τα ΝΒΚ πξνέξρνληαλ από ηνλ ηειεγθέθαιν ή από 

ηνλ λσηηαίν κπειό εκβξύνπ πνληηθνύ ειηθίαο Δ14.5 θαη δηαηεξνύληαλ ζαλ 

θαιιηέξγεηεο λεπξόζθαηξσλ ζε έλα ζξεπηηθό κέζν ρσξίο νξό [κείγκα 1:1 DMEM θαη 

F-12 κε πεληθηιίλε (100 units/ml, Invitrogen) θαη ζηξεπηνκπθίλε (100 mg/ml, 

Invitrogen)], πνπ πεξηείρε ην ζπκπιήξσκα Β-27 [B-27 supplement (1 ml/50 ml 

ζξεπηηθνύ κέζνπ, Invitrogen)], ηλζνπιίλε (20 mg/ml; Sigma), ηνλ αλαζπλδπαζκέλν 

αλζξώπηλν βαζηθό απμεηηθό παξάγνληα ησλ ηλνβιαζηώλ (bFGF 20 ng/ml; R&D 

Systems) θαη ηνλ επηδεξκηθό απμεηηθό παξάγνληα (EGF 20 ng/ml; R&D Systems). 

Ύζηεξα από 5 έσο 7 κέξεο ζηελ θαιιηέξγεηα, νη επηπιένληεο λεπξόζθαηξεο 

δηαρσξίδνληαλ κεηαμύ ηνπο κε ζξπςηλνπνίεζε θαη ηα κνλήξε θύηηαξα αθήλνληαλ 

έσο όηνπ λα μαλαζρεκαηίζνπλ ζθαίξεο ηνπιάρηζηνλ ηξεηο θνξέο πξηλ ηελ πεξαηηέξσ 

ρξεζηκνπνίεζή ηνπο. Οη κειέηεο πνιιαπιαζηαζκνύ ησλ ΝΒΚ πξαγκαηνπνηνύληαλ 

κεηά από δηάζπαζε ζε κνλήξε θύηηαξα, επίζηξσζε απηώλ ησλ θπηηάξσλ ζε 

θαιππηξίδεο (coverslips) επηθαιπκκέλεο κε poly-L-lysine (ππθλόηεηα θπηηάξσλ 6 x 

10
4
) ζε πηάηα θαιιηέξγεηαο ησλ 24 ζέζεσλ (24-well plates), θαη πεξαηηέξσ 

θαιιηέξγεηα γηα δύν κέξεο παξνπζία EGF/bFGF. Γηα ηε δηαθνξνπνίεζε ησλ ΝΒΚ, νη 
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δηαρσξηζκέλεο λεπξόζθαηξεο ηνπνζεηνύληαλ ζε θαιππηξίδεο επηθαιπκκέλεο κε poly-

L-lysine (ππθλόηεηα θπηηάξσλ 7 x 10
4
) θαη δηαηεξνύληαλ ζε θαιιηέξγεηα γηα δύν ή 

ηξεηο κέξεο απνπζία απμεηηθώλ παξαγόλησλ. Από ην ζύζηεκα απηό κεηά από ηξεηο 

εκέξεο δηαθνξνπνίεζεο πξνέθππηαλ 10% λεπξώλεο, 1-5% νιηγνδελδξνθύηηαξα, 60% 

αζηξνθύηηαξα, ελώ ηνππόινηπν 25% ησλ θπηηάξσλ παξάκελαλ πνιπδύλακα ΝΒΚ. 

 

 

Δικόνα 5 Απεηθόληζε λεπξηθώλ βιαζηηθώλ θπηηάξσλ ζηε κνξθή ησλ λεπξόζθαηξσλ      θαζώο θαη 

ηξόπνο απνκόλσζεο από έκβξπα πνληηθνύ 14 εκεξώλ (Δ14) 

 

 

 

     Πέξα από ηελ θαιιηέξγεηα ησλ Νεπξηθώλ Βιαζηηθώλ θπηηάξσλ, ηα νπνία ρξίδνπλ 

ζεκαληηθήο πξνζνρήο, θύξηεο πεηξακαηηθέο δηεξγαζίεο πξζγκαηνπνίζεθαλ θαη ζε 

άιιεο θπηηαξηθέο ζεηξέο νη νπνίεο παξνπζηάδνληαη ζηνλ αθόινπζν πίλαθα. 

 

 

Πίνακας 1 Λίζηα κε ηηο θπηηαξηθέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηα πεηξάκαηα θαη ηνπ θαιιηεξγεηηθνύ 

ηνπο κέζνπ 

Κυτταρικέσ ςειρέσ Θρεπτκό μέςο 

ΗΕΚ 293Α 
DMEM (4.5 g/l D-Glucose) 10% Fetal Bovine Serum (FBS) 100 mg/mL 
pen/strep (Invitrogen) 

Neuro2A Νευροβλάςτωμα 
ποντικοφ 

DMEM (1.0 g/l D-Glucose) 10% Fetal Bovine Serum (FBS) 100 mg/mL 
pen/strep (Invitrogen) 

SH-SY5Y Νευροβλάςτωμα 
ανθρώπου 

DMEM (1.0 g/l D-Glucose)/F-12 (1:1) 10% Fetal Bovine Serum (FBS) 
100 mg/mL pen/strep (Invitrogen) 

GL261 Γλοιοβλάςτωμα 
ποντικοφ 

DMEM (4.5 g/l D-Glucose) 10% Fetal Bovine Serum (FBS) 100 mg/mL 
pen/strep (Invitrogen) 

U87-MG  Γλοιοβλάςτωμα 
ανθρώπου 

RPMI  10% Fetal Bovine Serum (FBS) 100 mg/mL pen/strep 
(Invitrogen) 
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Δικόνα 6 Απεηθόληζε ηεο κνξθνινγίαο ησλ θπηηαξηθώλ ζεηξώλ πνπ ρξεζηκνπνηήζακε 

 

 

 

Γηακόισλζε κε CaCl2  θσηηαρηθώλ ζεηρώλ 

 

      Τα θύηηαξα θαιιηεξγήζεθαλ κηα έσο ηξεηο κέξεο έσο όηνπ θαιύςνπλ ην 70%-

80% ηεο επηθάλεηαο ηνπ πηάηνπ ζην νπνίν αλαπηύρζεθαλ (24-wellή 6-well). Γηα ηε 

δηαδηθαζία ηεο δηακόιπλζεο αθνινπζήζεθαλ ηα εμήο βήκαηα: α) ην ζξεπηηθό πιηθό 

ησλ θπηηάξσλ αληηθαηαζηήζεθε κε θξέζθν πιηθό 2,5 ώξεο πξηλ ηε δηακόιπλζε β) γηα 

θάζε well, ην πξνο δηακόιπλζε πιαζκηδηαθό DNA, ην νπνίν απνκνλώζεθε ζε κεγάιε 

θιίκαθα (Plasmid Midi kit-QIAGEN) ύζηεξα από κεηαζρεκαηηζκό (transformation) 

ρεκηθά δεθηηθώλ θπηηάξσλ E.coli (ζηειέρε DH5a), αλακείρηεθε κε δηαιύκα 2Μ 
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CaCl2 θαη dH2O. Η ζπγθέληξσζε ηνπ CaCl2 ζην ζπλνιηθό κίγκα δηακόιπλζεο είλαη 

25mMγ) ην κείγκα ηνπ DNA πξνζηέζεθε ζηαγόλα-ζηαγόλα ζε δηαιύκα 2xHBS pH 

7.1 [50Mm HEPES pH 7.1 (Sigma), 280mM NaCl (Carlo Erba), 1.5mM Na2HPO4 

(Riedel-de Haen)] θαη επσάζηεθε 40 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ δ) αθνινύζσο, 

ην κείγκα δηακόιπλζεο πξνζηέζεθε ζηαδηαθά ζε νιόθιεξε ηελ επηθάλεηα θάζε well 

θαη ηα θύηηαξα επσάζηεθαλ overnight ζηηο ζπλζήθεο αλάπηπμήο ηνπο, ώζηε λα 

πξνζιάβνπλ ην δηακνιπζκέλν DNA.Η ηειηθή ζπγθέληξσζε ηνπ πιαζκηδηαθνύ DNA 

είλαη πεξίπνπ 2ng/κL ε) ηελ επόκελε εκέξα, ην ζξεπηηθό πιηθό αληηθαηαζηάζεθε κε 

θξέζθν πιηθό ιόγσ ηεο ηνμηθόηεηαο ηνπ HBS, θαη ηα θύηηαξα επσάζηεθαλ γηα αθόκα 

24 ώξεο πξηλ ππνβιεζνύλ ζηε δνθηκαζία ηνπ αλνζνθζνξηζκνύ γηα ηνλ έιεγρν 

νξζόηεηαο ηνπ πιαζκηδηαθνύ DNA. 

 

 

Γηακόισλζε κε Lipofectamine,θσηηαρηθώλ ζεηρώλ 

 

      Τα θύηηαξα θαιιηεξγήζεθαλ κηα έσο ηξεηο κέξεο έσο όηνπ θαιύςνπλ ην 70%-

80% ηεο επηθάλεηαο ηνπ πηάηνπ ζην νπνίν αλαπηύρζεθαλ (24-wellή 6-well). Γηα ηε 

δηαδηθαζία ηεο δηακόιπλζεο αθνινπζήζεθαλ ηα εμήο βήκαηα: α) ην ζξεπηηθό πιηθό 

ησλ θπηηάξσλ αληηθαηαζηήζεθε κε OPTI-MEM κε ζθνπό ηα πξνθιεζεί κεξηθή 

αζηηία ησλ θπηηάξσλ, κηζή ώξα πξηλ ηε δηακόιπλζε β) γηα θάζε well, ην πξνο 

δηακόιπλζε πιαζκηδηαθό DNA, ην νπνίν απνκνλώζεθε ζε κεγάιε θιίκαθα (Plasmid 

Midi kit-Macherey Nagel) ύζηεξα από κεηαζρεκαηηζκό (transformation) ρεκηθά 

δεθηηθώλ θπηηάξσλ E.coli (ζηειέρε DH5a), δηαιύζεθε ζε OPTI-MEM,γ) ην κείγκα 

ηνπ DNA πξνζηέζεθε ζηαγόλα-ζηαγόλα ζε δηαιύκα Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 

θαη επσάζηεθε 30 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ δ) αθνινύζσο, ην κείγκα 

δηακόιπλζεο πξνζηέζεθε ζηαδηαθά ζε νιόθιεξε ηελ επηθάλεηα θάζε well θαη ηα 

θύηηαξα επσάζηεθαλ γηα 6 ώξεο ζε OPTI-MEM ώζηε λα πξνζιάβνπλ ην 

δηακνιπζκέλν DNA. Η ηειηθή ζπγθέληξσζε ηνπ πιαζκηδηαθνύ DNA είλαη πεξίπνπ 

2ng/κL ε) κεηά ην πέξαο ησλ έμη σξώλ, ην ζξεπηηθό πιηθό αληηθαηαζηάζεθε κε 

θξέζθν πιηθό ιόγσ ηεο ηνμηθόηεηαο ηεο Lipofectamine θαη ηα θύηηαξα επσάζηεθαλ 
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γηα αθόκα 42 ώξεο πξηλ ππνβιεζνύλ ζηε δνθηκαζία ηνπ αλνζνθζνξηζκνύ γηα ηνλ 

έιεγρν νξζόηεηαο ηνπ πιαζκηδηαθνύ DNA. 

 

 

Αποκόλφζε οιηθού RNA θαη ζύλζεζε cDNA 

 

Γηα ηελ κειέηε ησλ κνξηαθώλ κεραληζκώλ δξάζεο ηνπ NR5A2 ζηα 

θαθξηληθά θύηηαξα είλαη απαξαίηεηε ε απνκόλσζε RNA από ηα θύηηαξα ζηα νπνία 

ππεξεθθξάζζεθε ν NR5A2. Η δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζεθε πεξηιακβάλεη ηελ 

ρξήζε ηνπ αληηδξαζηεξίνπ TRIZOL ηεο εηαηξείαο Invitrogen, ελώ εθαξκόζηεθε θαη 

ην αλάινγν πξσηόθνιιν απνκόλσζεο νιηθνύ RNA. Μεηά ην ηέινο ηεο δηαδηθαζίαο 

απνκόλσζεο, 5κl από θάζε δείγκα ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε gel αγαξόδεο 1% [5xTBE 

(54g Tris, 27.5g Boricacid, 20ml 0.5M EDTApH 8.0, dH2O κέρξη ην 1lt), 6x DNA 

loading buffer (0.25% bromophenolblue, 40% (w/v) sucrose ζε dH2O)] γηα λα 

επηβεβαησζείεπαξνπζία αθέξαηνπ RNA.Σηε ζπλέρεηα, ππνινγίζηεθε ε ζπγθέληξσζε 

ηνπ RNA κε θσηνκέηξεζε ζηα 260 nm θαη αθνινπζήζεθε θαηεξγαζία ησλ δεηγκάησλ 

κε ην έλδπκν RQ1 DNAaseI (Promega) γηα ηελ απνηθνδόκεζε ππνιεηκάησλ DNA. Σε 

θάζε αληίδξαζε πξνζηέζεθαλ: 5κg δείγκαηνο RNA, 3κl DNaseI, 3κL 10x ξπζκηζηηθό 

δηάιπκα αληίδξαζεο θαη dH2O κέρξη ηειηθό όγθν 30κl θαη ε θάζε αληίδξαζε 

επσάζηεθε ζηνπο 37
ν
C γηα 60 ιεπηά. Αθνινύζεζε ε πξνζζήθε 1,5κl DNAase Stop 

Solution γηα ηνλ ηεξκαηηζκό ηεο αληίδξαζεο θαη επώαζε ζηνπο 65
ν
C γηα 10 ιεπηά γηα 

ηελ απελεξγνπνίεζε ηνπ ελδύκνπ.  

Μεηά ηελ θαηεξγαζία κε ηε DNAase κεηξήζεθε ε ζπγθέληξσζε ηνπ 

δείγκαηνο RNA ζηα 260 nm θαη πξαγκαηνπνηήζεθε ε ζύλζεζε ηνπ cDNA κε 

αληίδξαζε αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο, κε ηε ρξήζε ηνπ ελδύκνπ Im Prom II reverse 

transcriptase system από ηελ Promega. Σε θάζε αληίδξαζε πξνζηέζεθε αξρηθά 1.5κg 

RNA, 1κl κείγκαηνο ηπραίσλ εθθηλεηώλ (randomprimers) θαη dH2O κέρξη ηειηθό 

όγθν 12κl, θαη κεηά από επώαζε 5 ιεπηώλ ζηνπο 70
ν
C γηα ηελ απνδηάηαμε ηνπ RNA 

ε αληίδξαζε κεηαθέξζεθε ζηνλ πάγν. Αθoινύζεζε πξνζζήθε 4κl 5x δηαιύκαηνο 

αληίδξαζεο, 1κl 10mM dNTPs, 2κl MgCl2 θαη επώαζε 2 ιεπηώλ ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. Καηόπηλ, ζε θάζε αληίδξαζε πξνζηέζεθε 1κl ελδύκνπ ImPromII θαη 

πξαγκαηνπνηήζεθε επώαζε ζε απμαλόκελεο ζεξκνθξαζίεο: ζε ζεξκνθξαζία 
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δσκαηίνπ γηα 5 ιεπηά, ζηνπο 42
ν
C γηα 60 ιεπηά (ζύλζεζε cDNA) θαη ζηνπο 70

ν
C γηα 

15 ιεπηά (απελεξγνπνίεζε ελδύκνπ). Σηε ζπλέρεηα, ην cDNA θπιάρζεθε ζηνπο -

80
ν
C.  

Αισζηδφηή αληίδραζε ποισκεράζες αληίζηροθες 

κεηαγραθής (reverse transcription PCR/RT-PCR) θαη 

αισζηδφηή αληίδραζε ποισκεράζες ζε πραγκαηηθό 

τρόλο (real-time PCR) 

 

Γηα ηελ αληίδξαζε ηεο real-time PCR ρξεζηκνπνηήζεθε ε πνιπκεξάζε Taq platinum 

κε ηα θαηάιιεια δηαιύκαηα (10x reaction Buffer θαη MgCl2 50mM) πνπ ηελ 

ζπλόδεπαλ. Αθόκε ν ζρεδηαζκόο ησλ εθθηλεηώλ έγηλε κε θαηάιιειν on-line 

πξόγξακκα ηεο εηαηξίαο Invitrogen. Τα dNTPs έρνπλ ιεηηνπξγηθή ζπγθέληξσζε 

300nM ελώ,ε θζνξίδνπζα νπζία, ην SYBR Green αξαηώλεηαη πεξίπνπ 60000 θνξέο. 

Παξαθάησ θαίλεηαη ν πίλαθαο κε ηα γνλίδηα πνπ ρξεζηκνπνίεζεθαλ γηα ηηο 

RealTimePCR. 

 

Η αληίδξαζε έιαβε ρώξα ζην εηδηθό κεράλεκα LightCycler 96  ηεο Roche 

ζηηο εμήο ζπλζήθεο:  

 

 Δλεξγνπνίεζε ηεο πνιπκεξάζεο ζηνπο 50
o
C γηα 2min 

 Απνδηάηαμε ηνπ νιηθνύ δείγκαηνο DNA ζηνπο 95
o
C γηα 2min 

 Απνδηάηαμε ηνπ DNA ζηνπο 95
o
C γηα 20’’sec 

 Δπαλαδηάηαμε ησλ εθθηλεηώλ θαη πνιπκεξηζκόο ζηνπο 60 
o
C γηα 1min 

 Meltingcurveanalysis από 60 
o
C έσο 95

o
C θάζε κηζό βαζκό 

Τελ αληίδξαζε ζπλόδεπζε αλάιπζε θακπύιεο απνδηάηαμεο ηνπ πξντόληνο 

(meltingcurveanalysis) από ηνπο 55
ν
C ζηνπο 99

ν
C κε ιήςε κεηξήζεσλ θάζε 0.5

ν
C. Η 

αλάιπζε απηή δηαβεβαίσζε ηελ παξνπζία ελόο κόλν πξντόληνο ζηελ αληίδξαζε.  

 

 

 

 

45 θύθινη 
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Πίνακας 2:Καηάινγνο κε ηνπο εθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

ΓΟΝΙΔΙΑ κατευθυνςη Primer ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ 

human NR5A2 forward AGCACCTTTGGGCTTATGTG 

  reverse GCAGCTTCATTTGGTCATCA 

human β-Actin forward CTCTTCCAGCCTTCCTTCCT 

  reverse AGCACTGTGTTGGCGTACAG 

human CyclinD1 forward CCCTCGGTGTCCTACTTCAA 

  reverse AGGAAGCGGTCCAGGTAGTT 

human CyclinE1 forward ATCCTCCAAAGTTGCACCAG 

  reverse AGGGGACTTAAACGCCACTT 

human p21 forward GGAAGACCATGTGGACCTGT 

  reverse GGCGTTTGGAGTGGTAGAAA 

human p27 forward AGAGTTAACCCGGGACTTGG 

  reverse GCCCTCTAGGGGTTTGTGAT 

mouse p21 forward GCAGACCAGCCTGACAGATT 

  reverse CCTGACCCACAGCAGAAGAG 

mouse p27 forward TCAGCGCAAGTGGAATTT 

  reverse GGGCCTGTAGTAGAACTCG 

mouse cyclin E1 forward AAGCCCTCTGACCATTGTGTCC 

  reverse CTAAGCAGCCAACATCCAGGAC 

mouse β-actin forward CCCAGGCATTGCTGACAG 

  reverse TGGAAGGTGGACAGTGAGGC 

mouse cyclin D1 forward TAGGCCCTCAGCCTCACTC 

  reverse CCACCCCTGGATAAAGCA 

mouse LRH1 forward TGAGTGGGCCAGGAGTAGTA 

  reverse ATCAAGAGCTCACTCCAGCA 

 

 

  

Αλοζοθζορηζκός ζε πρφηογελής θαη θαρθηληθές 

θσηηαρηθές ζεηρές 

 

Η ηερληθή ηνπ αλνζνθζνξηζκνύ εθαξκόζηεθε ζεθαξθηληθά θαη λεπξηθά 

βιαζηηθά θύηηαξα πνπ πξνέξρνληαη από ην ΚΝΣ (ηειεγθέθαιν ή λσηηαίν κπειό) 
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εκβξύνπ πνληηθνύ κε ζθνπό ηε κειέηε ηνπ θαηλνηύπνπ θαηά ηελ ππεξέθθξαζε ηνπ 

NR5A2 θαη ηελ ρξήζε αγσληζηόλ γηα ηελ ελ ιόγσ πξσηεΐλε. 

Η δηαδηθαζία ηνπ αλνζνθζνξηζκνύ αξρίδεη κε ηελ επίζηξσζε ησλ θπηηάξσλ ζε 

θαιππηξίδεο επηθαιπκκέλεο κε poly-L-lysine (ππθλόηεηα θπηηάξσλ 6 x 10
4
) ζε πηάηα 

θαιιηέξγεηαο ησλ 24 ζέζεσλ (24-well plates), επώαζε ζηνπο 37
ν
C ζε ζπλζήθεο 

37
ν
C/5% CO2 γηα δύν ώξεο, θαη πεξαηηέξσ θαιιηέξγεηα γηα δύν κέξεο (48 ώξεο) 

παξνπζία ηνπ αλάινγνπ ζξεπηηθνύ κέζνπ. Σηα πεηξάκαηα αλνζνθζνξηζκνύ γηα ηε 

δηαθνξνπνίεζε ησλ ΝΒΚ, νη δηαρσξηζκέλεο λεπξόζθαηξεο ηνπνζεηήζεθαλ ζε 

θαιππηξίδεο επηθαιπκκέλεο κε poly-L-lysine (ππθλόηεηα θπηηάξσλ 7 x 10
4
), 

επσάζηεθαλ ζηνπο 37
ν
C γηα δύν ώξεο ζε ζπλζήθεο 37

ν
C/5% CO2, θαη δηαηεξήζεθαλ 

ζε θαιιηέξγεηα γηα ηξεηο κέξεο (72 ώξεο) απνπζία απμεηηθώλ παξαγόλησλ. Σηε 

ζπλέρεηα εθαξκόζηεθε ην πξσηόθνιιν αλνζνθζνξηζκνύ: ηα coverslips 

κεηαθέξζεθαλ κε ηε βνήζεηα ιαβίδαο ζε ηξπβιίν Petri πάλσ ζε parafilm, μεπιύζεθαλ 

κε 1x PBS, ηνπνζεηήζεθαλ γηα 20min ζε 4% PFA γηα λα κνληκνπνηεζνύλ ηα 

θύηηαξα, μεπιύζεθαλ μαλά ηξείο θνξέο κε 1x PBS, ηνπνζεηήζεθαλ ζην blocking 

buffer (5% νξόο, 0,1% Triton X-100, 1x PBS) γηα 1 ώξα, ζηε ζπλέρεηα επσάζηεθαλ 

overnight ζηνπο 4
ν
C, παξνπζία εηδηθώλ πξσηνγελώλ αληηζσκάησλ ηα νπνία είλαη 

αξαησκέλα ζε ξπζκηζηηθό δηάιπκα (1% νξόο, 0,1% Triton X-100, 1x PBS), πιύζεθαλ 

κε 1x PBS επί ηξείο θνξέο, ηνπνζεηήζεθαλ ζην ίδην δηάιπκα ηνπ δεπηεξνγελνύο 

αληηζώκαηνο γηα 1.30 ώξα ζην ζθνηάδη, επσάζηεθαλ γηα 10min κε DAPI, πιύζεθαλ 

κε επί ηξεηο θνξέο 1x PBS, κία θνξά κε H2O θαη ηέινο κνληκνπνηήζεθαλ ζε 

αληηθεηκελνθόξν πιάθα ρξεζηκνπνηώληαο DAKO ή Mowiol, κε ηελ επηθάλεηα ησλ 

θπηηάξσλ λα εθάπηεηαη ζηελ πιάθα. Τα θύηηαξα παξαηεξεζήθαλ ζε κηθξνζθόπην 

θζνξηζκνύ κε εζηίαζε x20 θνξέο. Τα πξσηνγελή θαη ηα δεπηεξνγελή αληηζώκαηα πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ γεληθά ζηα πεηξάκαηα αλνζνθζνξηζκνύ θαίλνληαη ζηνλ παξαθάησ 

πίλαθα: 
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Πίνακας 3:Aληηζώκαηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηνλ αλνζνθζνξηζκό. Τα δεπηεξνγελή έρνπλ όια 

ηελ ίδηα ιεηηνπξγηθή αξαίσζε 1:400 θαη δίπια από ην όλνκά ηνπο αλαθέξεηαη θαη ην κήθνο θύκαηνο 

απνξξόθεζήο ηνπο 

Πρωτογενή αντιςώματα (λειτουργική αραίωςη) Δευτερογενή αντιςώματα 

chicken anti-GFP  (1:2000) donkey anti-chicken 488nm 

rat anti-BrdU (1:400) donkey anti-rabbit 488nm 

rabbit anti-PH3 (1:600) donkey anti-rat 555nm 

mouse anti-Nestin (1:400) donkey anti-mouse 568 

rabbit anti-procaspase3 (1:1000) donkey anti-rabbit 647nm 

mouse anti-βΙΙΙ Tubulin (TujI) (1:1000)   

chicken anti-GFAP (1:1500)   
 

 

 

Δλδοπερηηολαχθή έλεζε θαρθηληθώλ θσηηάρφλ ζε 

NOD/SCIDποληίθηα 

 

       Καιιηεξγνύκε ηα θύηηαξα καο ζε θιάζθεο αλάινγνπ κεγέζνπο κε ηνλ αξηζκό 

ησλ θπηηάξσλ πνπ ζέινπκε λα ζπιιέμνπκε (πξνηηκώηεξεο είλαη νη T75 θιάζθεο ή ηα 

100mmplates). Τελ εκέξα ησλ ελέζεσλ ζπιιέγνπκε ηα θύηηαξα από ην ζξεπηηθό 

κέζν θαη ηα θπγνθεληξνύκε. Τν ίδεκα από θάζε ζσιήλα επαλαησξείηαη κε  

απνζηεηξσκέλν δηάιπκα PBS 1Xθαη ζπιιέγνπκε ην αλαηώξεκα ησλ θπηηάξσλ από 

θάζε ζσιήλα ζε έλαλ. Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζηα 1500rpm γηα 5 ιεπηά.  Τν ίδεκα 

πνπ πξνθύπηεη μεπιέλεηαη κε απνζηεηξσκέλν δηάιπκα PBS 1Xθαη ζηελ ζπλέρεηα 

θπγνθεληξνύκε ηα θύηηαξα ζηα 1500rpm γηα 5 ιεπηά. Δπαλαιακβάλνπκε ηελ 

δηαδηθαζία. Τν ηειηθό ίδεκα επαλαησξείηαη ζε θαηάιιειν όγθν PBS 1Xθαη 

αθνινπζεί ε κέηξεζε ησλ θπηηάξσλ κε ην αηκνθπηηαξόκεηξν Neubauer. Αλάινγα κε 

ηνλ πιεζπζκό ησλ θπηηάξσλ θάλνπκε ηηο θαηάιιειεο αξαηώζεηο κε ζθνπό λα έρνπκε 

ηελ επηζπκεηή ζπγθέληξσζε αλά πνληίθη, έρνληαο ππόςηλ καο πσο ζε θάζε πνληίθη 

ελίνληαη 100κLαπό ελαηώξεκα θπηηάξσλ ζε PBS 1X. Αθνινπζνύλ νη 

ελδνπεξηηνλατθέο ελέζεηο θαη ηα θύηηαξα αθήλνληαη λα ζρεκαηίζνπλ όγθνπο. 
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Τπερέθθραζε ηοσ NR5A2/LRH1 ζε δηάθορες 

θσηηαρηθές ζεηρές 

 

    Γεδνκέλα από ην εξγαζηήξηό καο θαηαδείθλπαλ ηνλ NR5A2 σο έλαλ αλαζηνιέα 

ηνπ πνιιαπιαζηαζκνύ ησλ Νεπξηθώλ Βιαζηηθώλ θπηηάξσλ.  Λακβάλνληαο ππόςε 

απηέο ηηο παξαηεξήζεηο, πξαγκαηνπνηήζακε πεηξάκαηα ππεξέθθξαζεο ηνπ NR5A ζε 

δηάθνξεο θπηηαξηθέο ζεηξέο πνπ αθνξνύλ θαξθίλνπο ηνπ Νεπξηθνύ Σπζηήκαηνο.  Τα 

πεηξάκαηα ηεο ππεξέθθξαζεο πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ηελ κέζνδν ηεο επηκόιπλζεο 

είηε κε CaCl2  είηε κε Lipofectamine.  Τν πιαζκίδην πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηα 

πεηξάκαηα ππεξέθθξαζεο ηνπ NR5A2 είλαη ην pEYFP-LRH1.  Η πιαζκηδηαθή απηή 

θαηαζθεπή, πεξηέρεη αλνηρηό αλαγλσζηηθό πιαίζην ηνπ αλζξώπηλνπ NR5A2 ην νπνίν 

κε αληίδξαζε ιηγάζεο πξνζηέζεθε ζηνλ θνξέα pEYFP-C1.  Σην pEYFP-LRH1, ν 

NR5A2 έρεη θισλνπνηεζεί ζην αλνηρηό πιαίζην αλάγλσζεο ηνπ YFP (Yellow 

Fluorecent Protein) θαη ην πξσηετληθό πξντόλ είλαη κηα ρηκαηξηθή πξσηεΐλε, πνπ 

πεξηιακβάλεη ηνλ NR5A2 ζπδεπγκέλν κε ην YFP. Τν YFP είλαη κηα θζνξίδνπζα 

πξσηεΐλε παξόκνηα κε ην GFP (Green Fluorecent Protein)  πνπ δίλεη έλα θζνξίδνλ 

απνηέιεζκα όηαλ από απηήλ δηέιζεη θαηάιιεινπ κήθνπο θύκαηνο αθηηλνβνιία.  Ωο 

πιαζκίδην αλαθνξάο ρξεζηκνπνίζεθε ην πιαζκίδην pCAGGS-GFP ην νπνίν 

ππξεθθξάδεη ζηαζεξά ηελ θζνξίδνπζα πξσηεΐλε GFP.  

 

Υπερέκθραζη  NR5A2/LRH1 ζηα κύηηαρα HEK-293Α 

 

      Γηα λα ειέγμνπκε ηελ ηθαλόηεηα δηακόιπλζεο ησλ πιαζκηδηαθώλ θαηαζθεπώλ 

καο, ρξεζηκνπνηνύκε θύηηαξα ηεο θπηηαξηθήο ζεηξάο HEK-293A (Human Embryonic 

Kidney). Μηα κέξα πξηλ ηελ δηακόιπλζε θαιιηεξγήζακε ηα θύηηαξα ζε 24-well 

πηάην, ελώ ζε θάζε θξεάηην ην πηάηνπ είρε πξνεγεζεί πξνζζήθε θαιππηξίδαο ε νπνία 

είρε επσαζηεί κε πνιύ-L-ιπζίλε. Φξεζηκνπνηώληαο ηελ κέζνδν ηνπ CaCl2 

δηακνιύλακε θάπνηα θύηηαξα κε ην pEYFP-LRH1 θαη θάπνηα άιια κε ην pCAGGS-

GFP. Αθήζακε ηα θύηηαξα λα αλαπηπρζνύλ 48 ώξεο κεηά ηελ δηακόιπλζε. Γπν ώξεο 
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πξηλ ηελ κνληκνπνίεζε (fixation) ησλ θπηηάξσλ πξνζζέζακε ζε θάζε θξεάηην πνπ 

αλαπηύζζνληαλ ηελ νπζία BrdU (Bromo-deoxy-Uridine) (SIGMA), πνπ απνηειεί 

ππνθαηάζηαην ηεο ζπκίλεο, κηαο εθ ησλ ηεζζάξσλ βάζεσλ ηνπ DNA. Τν BrdU 

πξνζιακβάλεηαη από ηα θύηηαξα θαηά ηελ S θάζε ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ θαη ε 

αλίρλεπζή θαη πξόζιεςήο ηνπ απνηειεί έλαλ αμηόπηζην δείθηε πνιιαπιαζηαζηηθήο 

ηθαλόηεηαο ησλ θπηηάξσλ.  

         Μεηά ηελ κνληκνπνίεζε ησλ θπηηάξσλ, αθνινύζεζαλ κέζνδνη 

αλνζνθπηηαξνθζνξηζκνύ κε ζθνπό λα εληνπηζηνύλ ε ρηκαηξηθή ιεηηνπξγηθή  

πξσηεΐλε YFP-LRH1 ζηα πεηξακαηηθά δείγκαηα, ε πξσηεΐλε GFP ζηα δείγκαηα 

ειέγρνπ, ην BrdU θαη ε θσζθνξπιησκέλε ηζηόλε 3 (Phospho-Histone 3 ή PH3) θαη 

ζηηο δύν νκάδεο δεηγκάησλ. Η ηειεπηαία είλαη έλαο δείθηεο γηα λα εληνπηζηνύλ εθείλα 

ηα θύηηαξα ηα νπνία βξίζθνληαη ζηελ θάζε M ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ θαη απνηειεί 

επίζεο έλαλ δείθηε πνιιαπιαζηαζηηθήο ηθαλόηεηαο ησλ θπηηάξσλ. Τα ζηεξεσκέλα 

θύηηαξα, πξηλ ηελ κνληκνπνίεζε ηνπο, επσάζηεθαλ κε DAPI. Τα πεηξάκαηα απηά 

έδεημαλ πσο ε ρηκαηξηθή πξσηεΐλε YFP-LRH1 εληνπίδεηαη ζηνλ ππξήλα ησλ 

θπηηάξσλ, εθεί πνπ εληνπίδεηαη θαη θπζηθά ν NR5A2/LRH1, ζε αληίζεζε κε ηελ 

GFP, ε νπνία  εληνπίδεηαη ζε όιν ην θπηηαξόπιαζκα.  Μεηά ηηο κειέηεο 

αλνζνθζνξηζκνύ, αθνινύζεζαλ κεηξήζεηο ησλ θπηηάξσλ πνπ δηακνιύλζεθαλ κε ηα 

πιαζκίδηα θαη απηώλ πνπ δελ δηακνιύλζεθαλ, σο πξνο ηνπο δείθηεο 

πνιιαπιαζηαζκνύ.  Οη κεηξήζεηο έδεημαλ όηη ην πνζνζηό πξόζιεςεο ηνπ BrdU από 

ηα ζεηηθά γηα ηελ πξσηεΐλε YFP-LRH1 θύηηαξα αλήιζε ζην πνζνζηό ηνπ 10% ελώ ην 

πνζνζηό ησλ ζεηηθώλ γηα ηελ GFP θπηηάξσλ αιιά θαη ησλ θπηηάξσλ πνπ δελ 

κνιύλζεθαλ ήηαλ πεξίπνπ 32%.  Παξόκνηεο κεηξήζεηο έγηλαλ θαη γηα ηελ PH3. Τα 

ζεηηθά γηα ηελ YFP-LRH1 θύηηαξα ήηαλ επίζεο ζεηηθά γηα ηελ PH3  ζε πνζνζηό 

1,6% ελώ ζηηο ππόινηπεο νκάδεο ζεηηθό ζε πνζνζηό 7,7%.  

 

     Σπκπεξαζκαηηθά έρνπκε: 

I. Οη πιαζκηδηαθνί θνξείο ιεηηνπξγνύλ επηηπρώο. Πην ζπγθεθξηκέλα ε ρηκαηξηθή 

πξσηεΐλε YFP-LRH1 εληνπίδεηαη απνθιεηζηηθά ζηνλ ππξήλα ελώ ε GFP 

εληνπίδεηαη ζην θπηηαξόπιαζκα 

II. Η ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2/LRH1 αλαζηέιιεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ηνλ 

θπηηάξσλ HEK-293A ζηελ  S θάζε όπσο πξνθύπηεη από ηηο κεηξήζεηο 
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πξόζιεςεο BrdU πνπ δείρλνπλ πεξίπνπ 3 θνξέο κηθξόηεξε πξόζιεςε ηνπ 

από ηα ζεηηθά γηα YFP-LRH1 θύηηαξα ζε ζύγθξηζε κε ηα ππόινηπα 

III. Η ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2/LRH1 εκπνδίδεη ηα θύηηαξα HEK-293A  λα 

εηζέιζνπλ ζηελ θάζε ηεο Μίησζεο (Μ θάζε). Η δηαπίζησζε απηή πξνθύπηεη 

από ην γεγνλόο πσο ην πνζνζηό ησλ ζεηηθώλ γηα PΗ3 θπηηάξσλ ηα νπνία 

ππεξεθθξάδνπλ LRH1 είλαη ππνπεληαπιάζην ζε ζρέζε κε ηα ππόινηπα 

θύηηαξα. 

 

 

Δικόνα 7: Η πξσηεΐλε YFP-LRH1 εληνπίδεηαη απνθιεηζηηθά όπσο παξαηεξνύκε ηα θύηηαξα πνπ 

θζνξίδνπλ ζην πξάζηλν ζηηο παξαπάλσ ζε αληίζεζε κε ηελ GFP πνπ εληνπίδεηαη ζε όιν ην θύηηαξν. 
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Με θόθθηλν ρξώκα εληνπίδνληαη ηόζν ην BrdU όζν θαη ε PH3. Σην θπαλό ρξώκα εθπέκπνπλ νη 

ππξήλεο ησλ θπηηάξσλ πνπ έρνπλ επσαζηεί κε ηελ θζνξίδνπζα ρξσζηηθή DAPI. 

 

 

Η σπερέκθραζη ηοσ  NR5A2/LRH1 αναζηέλλει ηον 

πολλαπλαζιαζμό ηων κσηηάρων Neuro2A 

 

      Τν επόκελν βήκα ήηαλ λα εμεηάζνπκε ην θαηά πόζνλ ε ππεξέθθξαζε ηνπ 

NR5A2/LRH1 ζα νδεγνύζε ζε κείσζε ηνπ πνιιαπιαζηαζκνύ θαη θαξθηληθώλ 

θπηηάξσλ ηνπ Νεπξηθνύ Σπζηήκαηνο. Γηα ηνλ ζθνπό απηό ρξεζηκνπνηήζακε ηελ 

θαξθηληθή ζεηξά Neuro2a πνπ πξνέξρεηαη από Νεπξνβιάζησκα πνληηθνύ. 

Αθνινπζήζαε ηελ ίδηα δηαδηθαζία κε απηή ησλ HEK 293A.  Οη κεηξήζεηο έδεημαλ όηη 

ην πνζνζηό πξόζιεςεο ηνπ BrdU από ηα ζεηηθά γηα ηελ πξσηεΐλε YFP-LRH1 

θύηηαξα ήηαλ πεξίπνπ 2,5%  ελώ, ην αληίζηνηρν πνζνζηό ησλ ζεηηθώλ γηα ηελ GFP 

θπηηάξσλ αιιά θαη ησλ θπηηάξσλ πνπ δελ κνιύλζεθαλ παξαηεξήζεθε ζην  37%.  

Παξόκνηεο κεηξήζεηο έγηλαλ θαη γηα ηελ PH3. Τα ζεηηθά γηα ηελ YFP-LRH1 θύηηαξα 

ήηαλ επίζεο ζεηηθά γηα ηελ PH3  ζε πνζνζηό 0,8% ελώ ζηηο ππόινηπεο νκάδεο ζεηηθό 

ζε πνζνζηό 13%.  
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Δικόνα 8 Η πξσηεΐλε YFP-LRH1 εληνπίδεηαη απνθιεηζηηθά όπσο παξαηεξνύκε ηα θύηηαξα πνπ 

θζνξίδνπλ ζην πξάζηλν ζηηο παξαπάλσ ζε αληίζεζε κε ηελ GFP πνπ εληνπίδεηαη ζε όιν ην θύηηαξν. 

Αθόκα γίλεηαη αληηιεπηό πσο δελ εληνπίδνληαη ζεηηθά θύηηαξα γηα ηελ YFP-LRH1 θαη ην BrdU 

ηαπηόρξνλα. Τν ίδην ζπκβαίλεη θαη κε ην δείθηε ηνπ PH3.  

 

 

Σπκπεξαζκαηηθά έρνπκε: 

I. Η ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2/LRH1 αλαζηέιιεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ησλ 

θαξθηληθώλ θπηηξάξσλ Neuro2a ζηελ  S θάζε όπσο πξνθύπηεη από ηηο 

κεηξήζεηο πξόζιεςεο BrdU πνπ δείρλνπλ πεξίπνπ 15 θνξέο κηθξόηεξε 

πξόζιεςε ηνπ από ηα ζεηηθά γηα YFP-LRH1 θύηηαξα ζε ζύγθξηζε κε ηα 

ππόινηπα 
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II. Η ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2/LRH1 εκπνδίδεη ηα θύηηαξα Neuro2a  λα 

εηζέιζνπλ ζηελ θάζε ηεο Μίησζεο (Μ θάζε), αθνύ όπσο δηαπηζηώζεθε από 

ηηο κεηξήζεηο ηα θύηηαξα ηα νπνία ππεξέθθξαδαλ NR5A2 είραλ πεξίπνπ 16 

θνξέο κηθξόηεξν πνζνζηό θπηηάξσλ ζηελ M θάζε όπσο πξνέθπςε από ηηο 

κεηξήζεηο γηα ηα ζεηηθά γηα PH3 θύηηαξα. 

 

 

 

Η σπερέκθραζη ηοσ  NR5A2/LRH1 αναζηέλλει ηον 

πολλαπλαζιαζμό ηων κσηηάρων SH-SY5Y 

 

      Σπλερίδνληαο ηελ πνξεία καο ζηελ δηεξεύλεζε ηνπ πηζαλνύ νγθνθαηαζηαιηηθνύ 

ξόινπ ηνπ NR5A2 ζηνλ θαξθίλν ηνπ Νεπξηθνύ Σπζηήκαηνο, επεθηαζήθακε θαη ζε 

άιιε ζεηξά θαξθηληθώλ θπηηάξσλ. Πξόθεηηαη γηα ηα θύηηαξα SH-SY5Y, ηα νπνία 

απνκνλώζεθαλ από κπειό ησλ νζηώλ ελόο ηεηξάρξνλνπ θνξηηζηνύ κε 

Νεπξνβιάζησκα  Αθνινπζήζαε ηελ ίδηα δηαδηθαζία κε απηή ησλ HEK 293A. Οη 

κεηξήζεηο έδεημαλ όηη ην πνζνζηό πξόζιεςεο ηνπ BrdU από ηα ζεηηθά γηα ηελ 

πξσηεΐλε YFP-LRH1 θύηηαξα ήηαλ πεξίπνπ 5,5%  ελώ, ην αληίζηνηρν πνζνζηό ησλ 

ζεηηθώλ γηα ηελ GFP θπηηάξσλ αιιά θαη ησλ θπηηάξσλ πνπ δελ κνιύλζεθαλ ήηαλ  

36% πεξίπνπ.  Παξόκνηεο κεηξήζεηο έγηλαλ θαη γηα ηελ PH3. Τα ζεηηθά γηα ηελ YFP-

LRH1 θύηηαξα ήηαλ επίζεο ζεηηθά γηα ηελ PH3  ζε πνζνζηό 2% ελώ ζηηο ππόινηπεο 

νκάδεο ζεηηθό ζε πνζνζηό 9%.  

     Σπκπεξαζκαηηθά έρνπκε: 

I. Η ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2/LRH1 αλαζηέιιεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ησλ 

θαξθηληθώλ θπηηξάξσλ SH-SY5Y ζηελ  S θάζε όπσο πξνθύπηεη από ηηο 

κεηξήζεηο πξόζιεςεο BrdU πνπ δείρλνπλ πεξίπνπ επηά θνξέο κηθξόηεξε 

πξόζιεςε ηνπ από ηα ζεηηθά γηα YFP-LRH1 θύηηαξα ζε ζύγθξηζε κε ηα 

ππόινηπα 

II. Η ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2/LRH1 εκπνδίδεη ηα θύηηαξα SH-SY5Y  λα 

εηζέιζνπλ ζηελ θάζε ηεο Μίησζεο (Μ θάζε), αθνύ όπσο δηαπηζηώζεθε από 
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ηηο κεηξήζεηο ηα θύηηαξα ηα νπνία ππεξέθθξαδαλ NR5A2 είραλ πεξίπνπ 

ηεζζεξάκηζε  θνξέο κηθξόηεξν πνζνζηό θπηηάξσλ ζηελ M θάζε όπσο 

πξνέθπςε από ηηο κεηξήζεηο γηα ηα ζεηηθά γηα PH3 θύηηαξα. 

 

 

Δικόνα 9 Καη ζε απηήλ ηελ θπηηαξηθή ζεηξά πξσηεΐλε YFP-LRH1 εληνπίδεηαη απνθιεηζηηθά όπσο 

παξαηεξνύκε ηα θύηηαξα πνπ θζνξίδνπλ ζην πξάζηλν ζηηο παξαπάλσ ζε αληίζεζε κε ηελ GFP. Αθόκα 

γίλεηαη αληηιεπηό πσο δελ εληνπίδνληαη ζεηηθά θύηηαξα γηα ηελ YFP-LRH1 θαη ην BrdU ηαπηόρξνλα. 

Τν ίδην ζπκβαίλεη θαη κε ην δείθηε ηνπ PH3. 
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Η σπερέκθραζη ηοσ  NR5A2/LRH1 μειώνει ηον 

πολλαπλαζιαζμό ηων κσηηάρων GL261 

 

      Έρνληαο ηθαλνπνηεηηθά ζηνηρεία γηα ηελ νγθνθαηαζηαιηηθή ιεηηνπξγία ηνπ 

NR5A2 ζε θύηηαξα Νεπξνβιαζηώκαηνο, ζέιακε λα δηεξεπλήζνπκε κε παξόκνην 

ηξόπν ηελ δξάζε ηνπ NR5A2 ζε κηα κνξθή θαξθίλνπ πνπ πιήηηεη ην Κεληξηθό 

Νεπξηθό Σύζηεκα θαη ραξαθηεξίδεηαη από επηζεηηθόηεηα, ην Γιηνβιάζησκα. Τα 

θύηηαξα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα απηά ηα πεηξάκαηα, είλαη ηα GL261, θύηηαξα 

Γιηνβιαζηώκαηνο πξνεξρόκελα από πνληηθό.  Αθνινπζήζαε ηελ ίδηα δηαδηθαζία κε 

απηή ησλ HEK 293A. Δδώ ηα απνηειέζκαηα δελ ήηαλ ηόζν ζεακαηηθά όζν ζηηεο 

πξνεγνύκελεο θπηηαξηθέο ζεηξέο.  Πην ζπγθεθξηκέλα, νη κεηξήζεηο έδεημαλ όηη ην 

πνζνζηό πξόζιεςεο ηνπ BrdU από ηα ζεηηθά γηα ηελ πξσηεΐλε YFP-LRH1 θύηηαξα 

ήηαλ πεξίπνπ 17,6%  ελώ, ην αληίζηνηρν πνζνζηό ησλ ζεηηθώλ γηα ηελ GFP θπηηάξσλ 

αιιά θαη ησλ θπηηάξσλ πνπ δελ κνιύλζεθαλ ήηαλ  θαηά κέζν όξν 39% πεξίπνπ.  

Παξόκνηεο κεηξήζεηο έγηλαλ θαη γηα ηελ PH3. Τα ζεηηθά γηα ηελ YFP-LRH1 θύηηαξα 

ήηαλ επίζεο ζεηηθά γηα ηελ PH3  ζε πνζνζηό 7,5% ελώ ζηηο ππόινηπεο νκάδεο ζεηηθό 

ζε πνζνζηό 14,5%.  

     Σπκπεξαζκαηηθά έρνπκε: 

I. Η ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2/LRH1 ζε απηήλ ηελ θπηηαξηθή ζεηξά δελ έθεξε 

ηα ίδηα ζεακαηηθά απνηειέζκαηα κε απηά ησλ πξνεγνύκελσλ πεηξακάησλ ζηηο 

άιιεο ζεηξέο. Παξ’ όια απηά βιέπνπκε πσο κεηώλεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ησλ 

θαξθηληθώλ θπηηξάξσλ GL261 όπσο πξνθύπηεη από ηηο κεηξήζεηο πξόζιεςεο 

BrdU πνπ δείρλνπλ πεξίπνπ δύν θνξέο κηθξόηεξε πξόζιεςε ηνπ από ηα 

ζεηηθά γηα YFP-LRH1 θύηηαξα ζε ζύγθξηζε κε ηα ππόινηπα 

II. Η ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2/LRH1 κεηώλεη ηα θύηηαξα GL261  πνπ 

εηζέξρνληαη ζηελ θάζε Μ, αθνύ όπσο δηαπηζηώζεθε από ηηο κεηξήζεηο ηα 

θύηηαξα ηα νπνία ππεξέθθξαδαλ NR5A2 είραλ πεξίπνπ δύν  θνξέο κηθξόηεξν 

πνζνζηό θπηηάξσλ ζηελ M θάζε όπσο πξνέθπςε από ηηο κεηξήζεηο γηα ηα 

ζεηηθά γηα PH3 θύηηαξα. 
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Δικόνα 10 Η πξσηεΐλε YFP-LRH1 εληνπίδεηαη απνθιεηζηηθά όπσο παξαηεξνύκε ηα θύηηαξα    πνπ 

θζνξίδνπλ ζην πξάζηλν ζηηο παξαπάλσ ζε αληίζεζε κε ηελ GFP πνπ εληνπίδεηαη ζε όιν ην θύηηαξν. 

Με θόθθηλν ρξώκα εληνπίδνληαη ηόζν ην BrdU όζν θαη ε PH3. Σην θπαλό ρξώκα εθπέκπνπλ νη 

ππξήλεο ησλ θπηηάξσλ πνπ έρνπλ επσαζηεί κε ηελ θζνξίδνπζα ρξσζηηθή DAPI. 
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Η σπερέκθραζη ηοσ  NR5A2/LRH1 αναζηέλλει ηον 

πολλαπλαζιαζμό ηων κσηηάρων U87-MG 

 

      Η επόκελε ζεηξά ζηελ νπνία ππεξεθθξάζακε ηνλ NR5A2, είλαη απηή ησλ 

θπηηάξσλ U87-MG. Πξόθεηηαη γηα θύηηαξα πξσηνγελνύο γιηνβιαζηώκαηνο ηα νπνία 

απνκνλώζεθαλ από ηνλ εγθέθαιν 44ρξνλνπ αζζελή.  Αθνινπζήζαε ηελ ίδηα 

δηαδηθαζία κε απηή ησλ HEK 293A.Οη κεηξήζεηο έδεημαλ όηη ην πνζνζηό πξόζιεςεο 

ηνπ BrdU από ηα ζεηηθά γηα ηελ πξσηεΐλε YFP-LRH1 θύηηαξα ήηαλ πεξίπνπ 3,6%  

ελώ, ην αληίζηνηρν πνζνζηό ησλ ζεηηθώλ γηα ηελ GFP θπηηάξσλ αιιά θαη ησλ 

θπηηάξσλ πνπ δελ κνιύλζεθαλ ήηαλ  22% πεξίπνπ.  Παξόκνηεο κεηξήζεηο έγηλαλ θαη 

γηα ηελ PH3. Τα ζεηηθά γηα ηελ YFP-LRH1 θύηηαξα ήηαλ επίζεο ζεηηθά γηα ηελ PH3  

ζε πνζνζηό 0.56% ελώ ζηηο ππόινηπεο νκάδεο ζεηηθό ζε πνζνζηό 9%.  

     Σπκπεξαζκαηηθά έρνπκε: 

I. Η ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2/LRH1 αλαζηέιιεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ησλ 

θαξθηληθώλ θπηηξάξσλ SH-SY5Y ζηελ  S θάζε όπσο πξνθύπηεη από ηηο 

κεηξήζεηο πξόζιεςεο BrdU πνπ δείρλνπλ πεξίπνπ έμη θνξέο κηθξόηεξε 

πξόζιεςε ηνπ από ηα ζεηηθά γηα YFP-LRH1 θύηηαξα ζε ζύγθξηζε κε ηα 

ππόινηπα 

II. Η ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2/LRH1 εκπνδίδεη ηα θύηηαξα SH-SY5Y  λα 

εηζέιζνπλ ζηελ θάζε ηεο Μίησζεο (Μ θάζε), αθνύ όπσο δηαπηζηώζεθε από 

ηηο κεηξήζεηο ηα θύηηαξα ηα νπνία ππεξέθθξαδαλ NR5A2 είραλ πεξίπνπ 

δεθαέμη  θνξέο κηθξόηεξν πνζνζηό θπηηάξσλ ζηελ M θάζε όπσο πξνέθπςε 

από ηηο κεηξήζεηο γηα ηα ζεηηθά γηα PH3 θύηηαξα. 
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Δικόνα 11 Καη ζε απηήλ ηελ θπηηαξηθή ζεηξά πξσηεΐλε YFP-LRH1 εληνπίδεηαη απνθιεηζηηθά όπσο 

παξαηεξνύκε ηα θύηηαξα πνπ θζνξίδνπλ ζην πξάζηλν ζηηο παξαπάλσ ζε αληίζεζε κε ηελ GFP. Αθόκα 

γίλεηαη αληηιεπηό πσο δελ εληνπίδνληαη ζεηηθά θύηηαξα γηα ηελ YFP-LRH1 θαη ην BrdU ηαπηόρξνλα. 

Τν ίδην ζπκβαίλεη θαη κε ην δείθηε ηνπ PH3. 
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Ζ σπερέθθραζε NR5A2 επάγεη αλαζηοιείς ηοσ 

ποιιαπιαζηζκού 

 

    Η ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2 νδήγεζε ζε αλαζηνιή ηνπ πνιιαπιαζηαζκνύ ησλ 

θπηηάξσλ Neuro2A, SH-SY5Y θαη U87-MG  όπσο θαηέδεημε ε κέζνδνο ηνπ 

αλνζνθζνξηζκνύ. Δπόκελν ήηαλ ινηπόλ λα εκβαζύλνπκε ηελ αλάιπζε. Γηα ηνλ ζθνπό 

απηό δηακνιύλακε κε ηα ίδηα πιαζκίδηα (pEYFP-LRH1 θαη pCAGGS-GFP) πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηηο πεηξάκαηα ηνπ αλνζνθζνξηκζνύ. Τν επόκελν βήκα ήηαλ ε 

Real Time PCR ή qPCR, γηα λα ειέγμνπκε θάπνηνπο κάξηπξεο πνιιαπιαζηαζκνύ. 

 

 

Κύηηαρα Neuro2A 

     Τα θύηηαξα αθέζεθαλ 48 ώξεο κεηά ηελ δηακόιπλζε (κέζνδνο CaCl2) λα 

αλαηππρζνύλ. Αθνινύζεζε ε απνκόλσζε RNA  θαη ε ζύλζεζε ηνπ cDNA. Τα 

γνλίδηα πνπ ειέγμακε ήηαλ νη θπθιίλεο cyclin D1 θαη E1 πνπ αθνξνύλ ηελ κεηάβαζε 

ηνπ θπηηάξνπ από ηελ G1 ζηελ S θάζε, ηεο p21 ελόο αλαζηνιέα ηνπ θπηηαξηθνύ 

θύθινπ πνπ ξπζκίδεη ηελ κεηάβαζε από ηελ G1 ζηελ S θάζε θαη ηεο p27-kip1 πνπ 

έρεη παξόκνην ξόιν ζηελ κεηάβαζε ζηελ πξόνδν ηεο G1 θάζεο. 
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Δικόνα 12 Σύγθξηζε ησλ επηπέδσλ mRNA δηαθόξσλ ξπζκηζηώλ ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ θαηά ηελ 

ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2 ζηα Neuro2A 

 

 

        Τα πεηξάκαηα θαηέδεημαλ  αύμεζε ησλ επηπέδσλ ηνπ mRNA ηεο cyclin D1 θαη 

Δ1 ελώ παξαηεξήζεθε αύμεζε ησλ επηπέδσλ ζην mRNA ηνπ p21 θαη ηνπ p27-kip1. 

Σεκαληηθή επίζεο είλαη θαη ε αύμεζε ηνπ mRNA ηνπ γνληδίνπ Prox1 Απηό καο 

νδεγεί ζην ζπκπέξαζκα πσο ν NR5A2 απμάλεη  είηε κε άκεζν είηε κε έκκεζν ηξόπν 

ηα επίπεδα έθθξαζεο απηώλ ησλ γνληδίσλ κε απνηέιεζκα ηελ κείσζε ηνπ 

πνιιαπιαζηαζκνύ ησλ θπηηάξσλ Neuro2A. 

 

Κύηηαρα SH-SY5Y 

Τα θύηηαξα αθέζεθαλ 48 ώξεο κεηά ηελ δηακόιπλζε (κέζνδνο CaCl2) λα 

αλαηππρζνύλ. Αθνινύζεζε ε απνκόλσζε RNA  θαη ε ζύλζεζε ηνπ cDNA. Τα 
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γνλίδηα πνπ ειέγμακε ήηαλ νη θπθιίλεο cyclin D1 θαη E1 πνπ αθνξνύλ ηελ κεηάβαζε 

ηνπ θπηηάξνπ από ηελ G1 ζηελ S θάζε, ηεο p21 ελόο αλαζηνιέα ηνπ θπηηαξηθνύ 

θύθινπ πνπ ξπζκίδεη ηελ κεηάβαζε από ηελ G1 ζηελ S θάζε θαη ηεο p27-kip1 πνπ 

έρεη παξόκνην ξόιν ζηελ κεηάβαζε ζηελ πξόνδν ηεο G1 θάζεο.  

 

 

Δικόνα 13 Σύγθξηζε ησλ επηπέδσλ mRNA δηαθόξσλ ξπζκηζηώλ ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ θαηά ηελ 

ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2 ζηα SH-SY5Y 

 

Κύηηαρα U87-MG 

     Τα θύηηαξα αθέζεθαλ 48 ώξεο κεηά ηελ δηακόιπλζε (κέζνδνο Lipofectamine) λα 

αλαηππρζνύλ. Αθνινύζεζε ε απνκόλσζε RNA  θαη ε ζύλζεζε ηνπ cDNA. Τα 

γνλίδηα πνπ ειέγμακε ήηαλ γηα αξρή ν NR5A2 ώζηε λα επηβεβαησζεί ε ππεξέθθξαζή 

ηνπ θαη ζηελ ζπλέρεηα παξαηεξήζακε ηελ έθθξαζε ησλ θπθιηλώλ cyclin D1 θαη E1 

πνπ αθνξνύλ ηελ κεηάβαζε ηνπ θπηηάξνπ από ηελ G1 ζηελ S θάζε, ηεο p21 ελόο 
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αλαζηνιέα ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ πνπ ξπζκίδεη ηελ κεηάβαζε από ηελ G1 ζηελ S 

θάζε θαη ηεο p27-kip1 πνπ έρεη παξόκνην ξόιν ζηελ κεηάβαζε ζηελ πξόνδν ηεο G1 

θάζεο.  

 

 

Δικόνα 14 Σύγθξηζε ησλ επηπέδσλ mRNA δηαθόξσλ ξπζκηζηώλ ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ θαηά ηελ 

ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2 ζηα U87-MG 

 

 

        Τα πεηξάκαηα επηβεβαίσζαλ ηελ ππεξθέθθξαζε ηνπ mRNA ηνπ NR5A2. 

Υπήξμε αμηνζεκείσηε αύμεζε ησλ επηπέδσλ ηνπ mRNA ηεο cyclin D1 θαη Δ1 ελώ 

παξαηεξήζεθε αύμεζε ησλ επηπέδσλ ζην mRNA ηνπ p21 θαη ηνπ p27-kip1. 

Σεκαληηθή επίζεο είλαη θαη ε αύμεζε ηνπ mRNA ηνπ γνληδίνπ Prox1 Απηό καο 

νδεγεί ζην ζπκπέξαζκα πσο ν NR5A2 απμάλεη είηε κε άκεζν είηε κε έκκεζν ηξόπν 

ηα επίπεδα έθθξαζεο απηώλ ησλ γνληδίσλ κε απνηέιεζκα ηελ κείσζε ηνπ 

πνιιαπιαζηαζκνύ ησλ θπηηάξσλ U87-MG. 
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Υρήζε αγφληζηώλ ηοσ NR5A2/LRH1 ζηα Νεσρηθά 

Βιαζηηθά Κύηηαρα θαη ζε δηάθορες θσηηαρηθές ζεηρές 

 

      Σηα πξνεγνύκελα πεηξάκαηα, είδακε πσο ν NR5A2/LRH1 απνηειεί  έλαλ 

αλαζηαιηηθό παξάγνληα ηεο πνιιαπιαζηαζηηθήο ηθαλόηεηαο δηαθόξσλ θαξθηληθώλ 

ζεηξώλ πνπ πιήηηνπλ ην Νεπξηθό Σύζηεκα. Τν επόκελν βήκα ζηελ πεηξακαηηθή 

δηαδηθαζία είλαη  ρξήζε νπζηώλ πνπ ζύκθσλα κε ηελ βηιηνγξαθία εληζρύνπλ ηελ 

δξάζε ηνπ NR5A2 δξώληαο σο αγσληζηέο ηνπ. Σηα παξαθάησ πεηξάκαηα 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ δύν ηέηνηεο νπζίεο, ν DLPC (dilauroyl-phosphatidylcholine) 

(AVANTI) θαη ν DUPC (diundecanoyl-phosphatidylcholine) (AVANTI).  

 

 

Χρήζη αγωνιζηών ηοσ NR5A2/LRH1 ζηα Νεσρικά βλαζηικά 

κύηηαρα 

  

Τα πξώηα θύηηαξα ζηα νπνία δνθηκάζακε ηνπο αγσληζηέο είλαη ηα Νεπξηθά Βιαζηηθά 

Κύηηαξα ζηα νπνία πξσηνπαξαηεξήζεθε από ην εξγαζηήξηό καο ε αλαζηαιηηθή ζηνλ 

πνιιαπιαζηαζκό ησλ θπηηάξσλ, ηθαλόηεηα ηνπ NR5A2/LRH1.  

 

Μειέηε ηφλ δεηθηώλ BrdU θαη PH3 

 

    Μηα κέξα πξηλ ηελ πξνζζήθε ησλ αγσληζηώλ ζηα θύηηαξα, ηα θαιιηεξγήζακε ζε 

24-well πηάην κε ζξεπηηθό πνπ πεξηείρε απμεηηθνύο παξάγνληο, ελώ ζε θάζε θξεάηην 

ην πηάηνπ είρε πξνεγεζεί πξνζζήθε θαιππηξίδαο ε νπνία είρε επσαζηεί κε πνιύ-L-

ιπζίλε. Τελ επόκελε κέξα πξνζζέηνπκε ηνπο αγσληζηέο ηνπο νπνίνπο ηνπο 

δηαηεξνύκε ζε δηάιπκα 100% αηζαλόιεο ζε ζπγθέληξσζε 10mM. Γηα ηηο αλάγθεο ηνπ 

πεηξάκαηνο ρσξίζακε ηα θύηηαξα ζε πέληε πεηξακαηηθέο νκάδεο. Σηελ πξώηε νκάδα 

είρακε θύηηαξα ηα νπνία πεξηείραλ 50κM DLPC ζην ζξεπηηθό ηνπο, ζηελ δεύηεξε, ηα 

θύηηαξα πνπ πεξηείραλ 100κΜ DLPC. Τελ ηξίηε νκάδα απνηεινύζαλ ηα θύηηαξα, ην 
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ζξεπηηθό ησλ νπνίσλ πεξηείρε 50κΜ DUPC, ελώ ζηελ ηέηαξηε ε ζπγθέληξσζε ηνπ 

DUPC ήηαλ 100κΜ. Η ηειεπηαία νκάδα απαξηίδνληαλ από ηα θύηηαξα ζηα νπνία είρε 

πξνζηεζεί κόλν ν δηαιύηεο ησλ δύν αγσληζηώλ, δειαδή 100% αηζαλόιε κε 

ζπγθέληξσζε 1%. Αθήζακε ηα θύηηαξα λα αλαπηπρζνύλ 48 ώξεο κεηά ηελ πξνζζήθε 

ησλ αγσληζηώλ. Γπν ώξεο πξηλ ηελ κνληκνπνίεζε (fixation) ησλ θπηηάξσλ 

πξνζζέζακε ζε θάζε θξεάηην πνπ αλαπηύζζνληαλ ηελ νπζία BrdU (Bromo-deoxy-

Uridine), πνπ απνηειεί ππνθαηάζηαην ηεο ζπκίλεο, κηαο εθ ησλ ηεζζάξσλ βάζεσλ 

ηνπ DNA.  

         Μεηά ηελ κνληκνπνίεζε ησλ θπηηάξσλ, αθνινύζεζαλ κέζνδνη 

αλνζνθπηηαξνθζνξηζκνύ κε ζθνπό λα εληνπηζηνύλ ην BrdU θαη ε PH3 θαη ζηηο πέληε 

νκάδεο δεηγκάησλ. Τα ζηεξεσκέλα θύηηαξα, πξηλ ηελ κνληκνπνίεζε ηνπο, 

επσάζηεθαλ κε DAPI. Τα απνηειέζκαηα από ηα πεηξάκαηα απηά παξνπζηάδνληαη 

ζηνλ παξαθάησ πίλαθα. 

 

Πίνακας 4: Απνηειέζκαηα κεηξήζεσλ γηα BrdU θαη PH3 ύζηεξα από ηελ ρξήζε αγσληζηώλ ζηα 

λεπξηθά βιαζηηθά θύηηαξα 

cell group       % BrdU index        %PH3 index 

Control 69,4 14,7 

DLPC 50κΜ 67,6 14 

DLPC 100κΜ 38 8,6 

DUPC 50κΜ 56,6 12,9 

DUPC 100κΜ 39,8 4,8 

 

   Τν πείξακα απηό έδεημε πσο θαη νη δύν αγσληζηέο ηνπ NR5A2/LRH1 κεηώλνπλ ηνλ 

πνιιαπιαζηαζκό ησλ Νεπξηθώλ Βιαζηηθώλ θπηηάξσλ θαζώο παξαηεξήζεθε κείσζε 

ησλ δεηθηώλ BrdU θαη PH3 ζηελ ζπγθέληξσζε ησλ 100κΜ. Αξγόηεξα δνθηκάζηεθε 

κεγαιύηεξε ζπγθέληξσζε, ε νπνία όκσο απνδείρζεθε ηνμηθή γηα ηα θύηηαξα 
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Δικόνα 15: Η πξνζζήθε ησλ αγσληζηώλ ζηα Νεπξηθά Βιαζηηθά θύηηαξα ζε ζπγθέληξσζε 100κΜ 

κεηώλνπλ ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ηνπο. Με θόθθηλν ρξώκα εληνπίδεηαη ην BrdU ελώ, ην PH3 κε πξάζηλν. 

Σην θπαλό ρξώκα εθπέκπνπλ νη ππξήλεο ησλ θπηηάξσλ πνπ έρνπλ επσαζηεί κε ηελ θζνξίδνπζα 

ρξσζηηθή DAPI.  

 

 

Μειέηε ηφλ δεηθηώλ Nestin θαη procaspase 3 

 

    Βιέπνληαο ηελ κείσζε ηνπ πνιιαπιαζηαζκνύ κε ηνπο δείθηεο BrdU θαη PH3 

ζέιακε λα ειέγμνπκε έλαλ αθόκα δείθηε πνιιαπιαζηαζκνύ. Απηόο είλαη ε Nestin, 

έλα ελδηάκεζν ηλίδην απνηειεί ε έθθξαζε ηεο νπνίαο ραξαθηεξίδεη ηα 

πνιιαπιαζηαδόκελα Νεπξηθά Βιαζηηθά Κύηηαξα θαη απνηειεί έλαλ αμηόινγν δείθηε 

πνιιαπιαζηαζκνύ. Κάηη άιιν πνπ παξαηεξήζακε ρξεζηκνπνηώληαο ηνπο αγσληζηέο, 
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είλαη πσο ζε κεγάιε ζπγθέληξσζε  βιέπακε κεησκέλν ζπλνιηθό αξηζκό θπηηάξσλ. 

Έηζη απνθαζίζακε λα ειέγμνπκε κέζσ ηεο αλνζναλίρλεπζεο ηεο pro-caspase 3 αλ ηα 

θύηηαξα νδεγνύληαη ζε απόπησζε. Αθνινπζήζακε όκνηα δηαδηθαζία κε απηήλ πνπ 

ρξεζηκνπνίζεθε γηα ηελ αλίρλεπζε BrdU θαη PH3. Τα απνηειέζκαηα από ηα 

πεηξάκαηα απηά παξνπζηάδνληαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα. 

 

 

Πίνακας 5 Απνηειέζκαηα κεηξήζεσλ γηα Nestin θαη pro-caspase3 ύζηεξα από ηελ ρξήζε αγσληζηώλ 

ζηα λεπξηθά βιαζηηθά θύηηαξα 

cell group      % Nestin index        % Pro Caspase 3 index 

Control 92,2 2,4 

DLPC 50κΜ 69,6 2,5 

DLPC 100κΜ 34,8 2,6 

DUPC 50κΜ 90,2 2,5 

DUPC 100κΜ 87 2,7 

 

 

   Τν πείξακα απηό έδεημε πσο ν αγσληζηήο DLPC ηνπ NR5A2/LRH1 κεηώλεη ηνλ 

πνιιαπιαζηαζκό ησλ Νεπξηθώλ Βιαζηηθώλ θπηηάξσλ αθνύ κεηώζεθαλ ηα ζεηηθά γηα 

Nestin θύηηαξα κε ηελ πξνζζήθε αγσληζηή.  Αθόκε νη αγσληζηέο δελ πξνθαινύλ 

απόπησζε αθνύ ην πνζνζηό ησλ ζεηηθώλ γηα pro-caspase3 θπηηάξσλ έκεηλε ζηαζεξό 

θαη ζηηο πέληε νκάδεο δεηγκάησλ. 
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Δικόνα 16 Η πξνζζήθε ηνπ αγσληζηή DLPC ζηα Νεπξηθά Βιαζηηθά θύηηαξα ζε ζπγθέληξσζε 100κΜ 

κεηώλεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ηνπο. Δπίζεο θαλείο από ηνπο δύν δελ επάγεη ηελ απόπησζε. Με θόθθηλν 

ρξώκα εληνπίδεηαη ε Nestin θαη κε πξάζηλν ε pro-caspase3. Σην θπαλό ρξώκα εθπέκπνπλ νη ππξήλεο 

ησλ θπηηάξσλ πνπ έρνπλ επσαζηεί κε ηελ θζνξίδνπζα ρξσζηηθή DAPI.  
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Μειέηε ηφλ δεηθηώλ TujI θαη GFAP 

 

    Γεδνκέλα ηνπ εξγαζηεξίνπ καο έρνπλ ήδε δείμεη πσο ε ππεξέθθξαζε ηνπ 

NR5A2/LRH1 ζηα Νεπξηθά Βιαζηηθά Κύηηαξα, ηα νδεγεί ζηε δηαθνξνπνίεζε θαη 

ζπγθεθξηκέλα ζηελ δηαθνξνπνίεζε πξνο λεπξώλεο. Αλαιόγσο, ζέιακε λα ειέγμνπκε 

ην θαηά πόζνλ νη αγσληζηέο ηνπ ππξεληθνύ απηνύ ππνδνρέα, είραλ ηελ δπλαηόηεηα 

επαγσγήο ηεο λεπξσληθήο δηαθνξνπνίεζεο ησλ Νεπξηθώλ Βιαζηηθώλ θπηηάξσλ. Γηα 

απηό ην πείξακα έγηλε ρξήζε αληηζσκάησλ γηα δύν ζπγθεθξηκέλνπο δείθηεο 

δηαθνξνπνίεζεο. Ο έλαο είλαη ν TujI (β3 Tubulin), κηα πξσηεΐλε ε νπνία είλαη 

άθζνλε ζηα πξόδξνκα λεπξηθά θύηηαξα.  Ο άιινο δείθηεο πνπ ρξεζηκνπηήζεθε ήηαλ 

ην GFAP, πξσηεΐλε ησλ ελδηάκεζσλ ηληδίσλ ε νπνία ραξαθηεξίδεη ηα αζηξνθύηηαξα. 

Μηα κέξα πξηλ ηελ πξνζζήθε ησλ αγσληζηώλ ζηα θύηηαξα, ηα θαιιηεξγήζακε ζε 24-

well πηάην κε ζξεπηηθό πνπ ζηεξνύληαλ απμεηηθώλ παξαγόλησλ, ελώ ζε θάζε θξεάηην 

ην πηάηνπ είρε πξνεγεζεί πξνζζήθε θαιππηξίδαο ε νπνία είρε επσαζηεί κε πνιύ-L-

ιπζίλε. Η δηαδηθαζία είλαη παξόκνηα κε απηήλ ηεο αλίρλεπζεο Nestin θαη pro-caspase 

3. Τα απνηειέζκαηα από ηα πεηξάκαηα απηά παξνπζηάδνληαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα. 

 

Πίνακας 6: Απνηειέζκαηα κεηξήζεσλ γηα Tuj I θαη GFAP ύζηεξα από ηελ ρξήζε vαγσληζηώλ ζηα 

λεπξηθά βιαζηηθά θύηηαξα 

cell group      % TujI index             % GFAP index 

Control 13 41,3 

DLPC 50κΜ 21,75 32,8 

DLPC 100κΜ 27 22,58 

DUPC 50κΜ 18,6 30,5 

DUPC 100κΜ 15 30 
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Δικόνα 17 Η πξνζζήθε αγσληζηώλ θαη ηδηαίηεξα ηνπ DLPC νδεγνύλ ηα Νεπξηθά Βιαζηηθά θύηηαξα 

πξνο ηελ λεπξσληθή δηαθνξνπνίεζε. Με θόθθηλν ρξώκα εληνπίδεηαη ην TujI θαη κε πξάζηλν ην GFAP. 

Σην θπαλό ρξώκα εθπέκπνπλ νη ππξήλεο ησλ θπηηάξσλ πνπ έρνπλ επσαζηεί κε ηελ θζνξίδνπζα 

ρξσζηηθή DAPI.  

 

 

   Τν πείξακα απηό έδεημε πσο νη αγσληζηέο NR5A2/LRH1 νδεγνύλ ηα λεπξηθά 

βιαζηηθά θύηηαξα πξνο ηελ λεπξσληθή δηαθνξνπνίεζε αθνύ κεηώλνπλ ηα ζεηηθά γηα 

GFAP θύηηαξα θαη απμάλνπλ ηα αληίζηνηρα γηα TujI.   
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Χρήζη αγωνιζηών ηοσ NR5A2/LRH1 ζε κσηηαρικές ζειρές 

καρκίνων ηοσ Νεσρικού ζσζηήμαηος 

 

     Έρνληαο ελζαξξπληηθά απνηειέζκαηα από ηελ ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2 ζηηο 

θαξθηληθέο ζεηξέο θαη από ηελ ρξήζε αγσληζηώλ ηνπ NR5A2 ζηα Νεπξηθά Βιαζηηθά 

Κύηηαξα  

 

Οη αγφληζηές ηοσ NR5A2/LRH1 δελ κεηώλοσλ ηολ 

ποιιαπιαζηαζκό ηφλ Neuro2a θσηηάρφλ 

 

        Η πξώηε ζεηξά ζηελ νπνία δνθηκάζακε αγσληζηέο ήηαλ απηή ησλ θπηηάξσλ 

Neuro2a. Μηα κέξα πξηλ ηελ πξνζζήθε ησλ αγσληζηώλ ζηα θύηηαξα, ηα 

θαιιηεξγήζακε ζε 24-well πηάην, ελώ ζε θάζε θξεάηην ην πηάηνπ είρε πξνεγεζεί 

πξνζζήθε θαιππηξίδαο ε νπνία είρε επσαζηεί κε πνιύ-L-ιπζίλε. Τελ επόκελε κέξα 

πξνζζέηνπκε ηνπο αγσληζηέο ηνπο νπνίνπο ηνπο δηαηεξνύκε ζε δηάιπκα 100% 

αηζαλόιεο ζε ζπγθέληξσζε 10mM. Γηα ηηο αλάγθεο ηνπ πεηξάκαηνο ρσξίζακε ηα 

θύηηαξα ζε πέληε πεηξακαηηθέο νκάδεο. Σηελ πξώηε νκάδα είρακε θύηηαξα ηα νπνία 

πεξηείραλ 100κM DLPC ζην ζξεπηηθό ηνπο, ζηελ δεύηεξε, ηα θύηηαξα πνπ πεξηείραλ 

200κΜ DLPC. Τελ ηξίηε νκάδα απνηεινύζαλ ηα θύηηαξα, ην ζξεπηηθό ησλ νπνίσλ 

πεξηείρε 100κΜ DUPC, ελώ ζηελ ηέηαξηε ε ζπγθέληξσζε ηνπ DUPC ήηαλ 200κΜ. Η 

ηειεπηαία νκάδα απαξηίδνληαλ από ηα θύηηαξα ζηα νπνία είρε πξνζηεζεί κόλν ν 

δηαιύηεο ησλ δύν αγσληζηώλ, δειαδή 100% αηζαλόιε κε ζπγθέληξσζε 2%. 

Αθήζακε ηα θύηηαξα λα αλαπηπρζνύλ 48 ώξεο κεηά ηελ πξνζζήθε ησλ αγσληζηώλ. 

Γπν ώξεο πξηλ ηελ κνληκνπνίεζε (fixation) ησλ θπηηάξσλ πξνζζέζακε ζε θάζε 

θξεάηην πνπ αλαπηύζζνληαλ ηελ νπζία BrdU.  

         Μεηά ηελ κνληκνπνίεζε ησλ θπηηάξσλ, αθνινύζεζαλ κέζνδνη 

αλνζνθπηηαξνθζνξηζκνύ κε ζθνπό λα εληνπηζηνύλ ην BrdU θαη ε PH3 θαη ζηηο πέληε 

νκάδεο δεηγκάησλ. Τα κνληκνπνηεκέλα θύηηαξα, πξηλ ηελ κνληκνπνίεζε ηνπο, 

επσάζηεθαλ κε DAPI. Τα απνηειέζκαηα από ηα πεηξάκαηα απηά παξνπζηάδνληαη 

ζηνλ παξαθάησ πίλαθα. 
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Πίνακας 7: Απνηειέζκαηα κεηξήζεσλ γηα BrdU θαη PH3 ύζηεξα από ηελ ρξήζε αγσληζηώλ ζηα 

Neuro2a θύηηαξα 

cell group       % BrdU index        %PH3 index 

Control 35,9 10,5 

DLPC 100κΜ 32,2 10 

DLPC 200κΜ 33,1 10,8 

DUPC 100κΜ 33,6 10,5 

DUPC 200κΜ 38,1 10,2 

 

 

Τν πείξακα απηό έδεημε πσο θαλέλαο από ηνπο δύν αγσληζηέο ηνπ NR5A2/LRH1 δελ 

ήηαλ ηθαλόο λα κεηώζεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ησλ Neuro2a. Σε θακία από ηηο δύν ππό 

δνθηκή ζπγθεληξώζεηο ηνπ θάζε αγσληζηή δελ παξαηεξήζεθε κείσζε ησλ ζεηηθώλ 

γηα BrdU ή PH3 θπηηάξσλ. Αξγόηεξα δνθηκάζηεθε κεγαιύηεξε ζπγθέληξσζε, ε 

νπνία όκσο απνδείρζεθε ηνμηθή γηα ηα θύηηαξα 
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Δικόνα 18 Η πξνζζήθε ησλ αγσληζηώλ ζηα Neuro2a θύηηαξα δελ κεηώλεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ηνπο. 

Με θόθθηλν ρξώκα εληνπίδεηαη ην BrdU ελώ, ην PH3 κε πξάζηλν. Σην θπαλό ρξώκα εθπέκπνπλ νη 

ππξήλεο ησλ θπηηάξσλ, πνπ έρνπλ επσαζηεί κε ηελ θζνξίδνπζα ρξσζηηθή DAPI. 

 

 

Ζ τρήζε αγφληζηώλ ηοσ NR5A2/LRH1 δελ κεηώλεη ηολ 

ποιιαπιαζηαζκό ηφλ SH-SY5Y θσηηάρφλ 

 

  Η επόκελε θπηηαξηθή ε νπνία ζα επσαδόηαλ κε αγσληζηέο γηα ηνλ NR5A2 είλαη ηα 

SH-SY5Y. Αθνινπζήζακε όκνηα δηαδηθαζία κε απηήλ πνπ εθαξκόζηεθε ζηα 

Neuro2A. Τα απνηειέζκαηα από ηα πεηξάκαηα απηά παξνπζηάδνληαη ζηνλ παξαθάησ 

πίλαθα. 
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Πίνακας 8 Απνηειέζκαηα κεηξήζεσλ γηα BrdU θαη PH3 ύζηεξα από ηελ ρξήζε αγσληζηώλ ζηα SH-

SY5Y θύηηαξα 

cell group       % BrdU index        %PH3 index 

Control 20,75 2,4 

DLPC 100κΜ 19,4 2,1 

DLPC 200κΜ 23,25 2,4 

DUPC 100κΜ 21,5 2,6 

DUPC 200κΜ 28,1 4 

 

 

     Τν πείξακα απηό έδεημε πσο θαλέλαο από ηνπο δύν αγσληζηέο ηνπ NR5A2/LRH1 

δελ ήηαλ ηθαλόο λα κεηώζεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ησλ  SH-SY5Y. Αληηζέησο ζηελ 

ζπγθέληξσζε ησλ 200κΜ ηνπ αγσληζηή DUPC παξαηεξείηεη ζρεηηθή αύμεζε ησλ 

ζεηηθώλ γηα BrdU θαη PH3 θπηηάξσλ.  
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Δικόνα 19 Η πξνζζήθε ησλ αγσληζηώλ ζηα SH-SY5Y θύηηαξα δελ κεηώλεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό 

ηνπο. Με θόθθηλν ρξώκα εληνπίδεηαη ην BrdU ελώ, ην PH3 κε πξάζηλν. Σην θπαλό ρξώκα εθπέκπνπλ 

νη ππξήλεο ησλ θπηηάξσλ, πνπ έρνπλ επσαζηεί κε ηελ θζνξίδνπζα ρξσζηηθή DAPI. 

 

Ζ τρήζε αγφληζηώλ ηοσ NR5A2/LRH1 δελ κεηώλεη ηολ 

ποιιαπιαζηαζκό ηφλ GL261 θσηηάρφλ 

 

Γηα ηα Gl261 αθνινπζήζακε όκνηα δηαδηθαζία κε απηήλ πνπ εθαξκόζηεθε ζηα 

Neuro2A. Τα απνηειέζκαηα από ηα πεηξάκαηα απηά παξνπζηάδνληαη ζηνλ παξαθάησ 

πίλαθα. 
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Πίνακας 9 Απνηειέζκαηα κεηξήζεσλ γηα BrdU θαη PH3 ύζηεξα από ηελ ρξήζε αγσληζηώλ ζηα 

GL261 

cell group       % BrdU index        %PH3 index 

Control 27,5 11,1 

DLPC 100κΜ 28 10 

DLPC 200κΜ 26,6 10,5 

DUPC 100κΜ 26,7 10,7 

DUPC 200κΜ 26,8 10,8 

 

 

Τα απνηειέζκαηα απηνύ ηνπ πεηξάκαηνο έδεημαλ πσο θαλέλαο από ηνπο δύν 

αγσληζηέο ηνπ NR5A2/LRH1 δελ ήηαλ ηθαλόο λα κεηώζεη ηελ πνιιαπιαζηαζηηθή 

ηθαλόηεηα ησλ GL261. Σε θακία από ηηο δύν ππό δνθηκή ζπγθεληξώζεηο ηνπ θάζε 

αγσληζηή δελ παξαηεξήζεθε κείσζε ησλ ζεηηθώλ γηα BrdU ή PH3 θπηηάξσλ. 
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Δικόνα 20 Η πξνζζήθε ησλ αγσληζηώλ ζηα GL261 θύηηαξα δελ κεηώλεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ηνπο. 

Με θόθθηλν ρξώκα εληνπίδεηαη ην BrdU ελώ, ην PH3 κε πξάζηλν. Σην θπαλό ρξώκα εθπέκπνπλ νη 

ππξήλεο ησλ θπηηάξσλ, πνπ έρνπλ επσαζηεί κε ηελ θζνξίδνπζα ρξσζηηθή DAPI. 

 

 

  Οη αγφληζηές ηοσ NR5A2/LRH1 κεηώλοσλ ηολ ποιιαπιαζηαζκό 

ηφλ U87-MG θσηηάρφλ 

   

 Η ηειεπηαία ζεηξά ζηελ νπνία πξνζζέζακε αγσληζηέο γηα ηνλ NR5A2 είλαη ηα 

θύηηαξα U87-MG. Αθνινπζήζακε όκνηα δηαδηθαζία κε απηήλ πνπ εθαξκόζηεθε ζηα 

Neuro2A. Τα απνηειέζκαηα από ηα πεηξάκαηα απηά παξνπζηάδνληαη ζηνλ παξαθάησ 

πίλαθα. 



68 

 

  

Πίνακας 10 Απνηειέζκαηα κεηξήζεσλ γηα BrdU θαη PH3 ύζηεξα από ηελ ρξήζε αγσληζηώλ ζηα U87-

MG 

cell group       % BrdU index        %PH3 index 

Control 24,1 8,5 

DLPC 100κΜ 10,6 2,6 

DLPC 200κΜ 2 0,4 

DUPC 100κΜ 13 2,5 

DUPC 200κΜ 12,5 5,1 

 

Τα απνηειέζκαηα απηνύ ηνπ πεηξάκαηνο έδεημαλ θαη νη δύν αγσληζηέο ηνπ 

NR5A2/LRH1 είλαη ηθαλνί  λα κεηώζνπλ ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ησλ U87-MG. Δηδηθά 

ν DLPC ζηελ ζπγθέληξσζε ησλ 200κΜ  κεηώλεη πεξίπνπ δώδεθα θνξέο ην πνζνζηό 

ησλ ζεηηθώλ γηα BrdU,  θπηηάξσλ θαη πεξίπνπ είθνζη θνξέο ην αληίζηνηρν πνζνζηό 

γηα ην PH3.  
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Δικόνα 21 Η πξνζζήθε ησλ αγσληζηώλ ζηα θύηηαξα U87-MG, κεηώλεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ηνπο. Με 

θόθθηλν ρξώκα εληνπίδεηαη ην BrdU ελώ, ην PH3 κε πξάζηλν. Σην θπαλό ρξώκα εθπέκπνπλ νη ππξήλεο 

ησλ θπηηάξσλ, πνπ έρνπλ επσαζηεί κε ηελ θζνξίδνπζα ρξσζηηθή DAPI. 

 

 

Ζ τρήζε ηοσ αγφληζηή ηοσ NR5A2, DLPC, επάγεη 

αλαζηοιείς ηοσ ποιιαπιαζηζκού ζηα U87-MG 

 

      Από ηηο κειέηεο αλνζνθζνξηζκνύ δηαπηζηώζακε κηα ζεκαληηθή κείσζε ηνπ 

πνιιαπιαζηζκνύ ησλ U87-MG κεηά ηελ θαιιηέξγεηά ηνπο κε ηνλ αγσληζηή DLPC 

εηδηθά ζηελ ζπγθέληξσζε ησλ 200κΜ. Βαζηδόκελνη ζηα δεδνκέλα ηεο qPCR ζηελ 

ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2 ζηα ελ ιόγσ θύηηαξα, απνθαζίζακε λα ειέγμνπκε ηα ίδηα 

γνλίδηα ύζηεξα από ηελ ρξήζε αγσληζηή.  
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    Κύηηαξα U87-MG θαιιηεξγήζεθαλ ζην ζξεπηηθό ηνπο θαη ρσξίζηεθαλ ζε δύν 

πεηξακαηηθέο νκάδεο. Σηελ κία νκάδα είλαη ηα θύηηαξα ζην ζξεπηηθό ησ νπνίσλ ήηαλ 

παξώλ ν αγσληζηήο DLPC ζε ζπγθέληξσζε 200κΜ, ελώ ζηελ δεύηεξε ηα θύηηαξα 

θαιιηεξγήζεθαλ παξνπζία κόλν ηνπ δηαιύηε ηνπ DLPC. Τα θύηηαξα αθέζεθαλ λα 

αλαπηπρζνύλ 48 ώξεο κεηά ηελ πξνζζήθε αγσληζηή. Αθνινύζεζε απνκόλσζε RNA 

από θαη ζύλζεζε ηνπ cDNA.  Τα δείγκαηα ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα qPCR ηα 

απνηειέζκαηα ηεο νπνίαο παξνπζηάδνληαη ζην παξαθάησ γξάθεκα. 

 

 

Δικόνα 22 Σύγθξηζε ησλ επηπέδσλ mRNA δηαθόξσλ ξπζκηζηώλ ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ ύζηεξα από 

ηελ ρξήζε ηνπ αγσληζηή DLPC ζηα U87-MG 

 

   Τα απνηειέζκαηα ηεο qPCR δείρλνπλ επαγσγή ησλ νγθνθαηαζηαιηηθώλ γνληδίσλ 

p21 θαη p27-kip1 αιιά θαη ηνπ Prox1. Βέβαηα θαη πάιη παξαηεξνύκε αύμεζε ησλ 

επηπέδσλ mRNA ησλ cyclin D1 θαη cyclin E1.  
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Xenografts ζε NOD/SCID ποληίθηα ηφλ U87-MG 

θσηηάρφλ  

    

       Η ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2 όζν θαη ε ρξήζε αγσληζηώλ ηνπ, αλαζηέιινπλ ηνλ 

πνιιαπιαζηαζκό ησλ U87-MG θπηηάξσλ. Γηα ην ιόγν απηό δηεμάγακε in vivo 

πεηξάκαηα ελίνληαο ηα U87-MG  ζε NOD/SCID ζηειέρε πνληηθώλ Σε θάζε πνληίθη 

ελέζεθαλ ηέζζεξα εθαηνκκύξηα θύηηαξα. Τα πνληίθηα αθέζεθαλ λα αλαπηύμνπλ 

όγθνπο γηα 14 εκέξεο. Μεηά ην πέξαο απηώλ ησλ εκεξώλ, δέθα από ηα πνληίθηα ζηα 

νπνία έγηλαλ ηα xenografts ρσξίζηεθαλ ζε δύν νκάδεο ησλ πέληε. Η πξώηε νκάδα 

ιάκβαλε εκεξεζίσο δηα ζηόκαηνο, 4mg DLPC δηαιπκέλν ζε 30% propylene-glycol 

(SIGMA). Σηελ δεύηεξε νκάδα ρνξεγνύληαλ επίζεο δηα ζηόκαηνο, κόλν ην όρεκα γηα 

ην DLPC, δειαδή 30% propylene-glycol. Η ρνξήγεζε ηνπ αγσληζηή ηνπ NR5A2 

δηήξθεζε 13 εκέξεο. Σηελ πεξίνδν ρνξήγεζεο ηνπ αγσληζηή ιακβάλνληαλ κεηξήζεηο 

ηνπ κεγέζνπο ηνπ όγθνπ αλά ηαθηά ρξνληθά δηαζηήκαηα. Σπλνιηθά έγηλαλ 4 

κεηξήζεηο. Απηό πνπ κεηξνύζακε θάζε θνξά ήηαλ ην πιάηνο θαη ην κήθνο ηνπ όγθνπ 

από θάζε πνληίθη. Έρνληαο ηα δύα απηά ζηνηρεία ππνινγίδακε ηνλ όγθν ηνπ όγθνπ κε 

ζθνπό λα αμηνινγήζνπκε θαη λα ζπγθξίλνπκε ηα κεγέζε κεηαμύ ησλ δύν νκάδσλ. 

Τελ επνκέλε από ηελ ηειεπηαία κέξα ηεο ρνξήγεζεο ηνπ αγσληζηή DLPC ηα δώα 

ζπζηάζηεθαλ θαη ηκήκα από ηνπο όγθνπο δηαηέζεθε ηόζν γηα απνκόλσζε RNA, 

πξσηείλεο θαη γηα ηζηνινγηθά πεηξάκαηα.  
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Δικόνα 23: Δλδεηθηηθή θσηνγξαθία όπνπ απεηθνλίδνληαη όγθνη πνπ αθαηξέζεθαλ από ηα πνληίθηα. 

Παξαηεξνύκε πσο νη όγθνη από ηα πνληίθηα πνπ δέρζεθαλ ην DLPC είλαη εκθαλώο κηθξόηεξνη. 

 

 Οη κεηξήζεηο ηνπ κεγέζνπο ησλ όγθσλ έγηλαλ εθαξκόδνληαο ηελ εμίζσζε: 

Όγθνο=(Μήθνο*Πιάηνο^2)*π/6. Απηέο έδεημαλ κεησκέλνπο θαηά δύν θνξέο ηνπ 

όγθνπο ησλ αηόκσλ πνπ είραλ ιάβεη ηνλ αγσληζηή ηνπ NR5A2. 
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Δικόνα 24: Σε απηό ην γξάθεκα παξαηεξνύκε πσο θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο ζεξαπείαο κε αγσληζηή 

κεηώλεηαη αηζζεηά ν ξπζκόο αύμεζεο ηνπ όγθνπ 

 

 

    Αθνινύζεζε θαη qPCR από RNA  πνπ απνκνλώζεθε από ηκήκαηα ησλ όγθσλ κε 

ζθνπό λα δηαπηζησζεί ην θαηα πόζνλ έρνπκε αύμεζε ηνπ mRNA ηνπ NR5A2 κε ηελ 

ρξήζε ησλ αγσληζηώλ. Τα δεδνκέλα από ηελ qPCR έδεημαλ αύμεζε ηνπ mRNA ηνπ 

NR5A2. Απηό καο νδεγεί ζην ζπκπέξαζκα  ε κεησκέλε αύμεζε ηνπ κεγέζνπο ησλ 

όγθσλ ζηα πνληίθηα πνπ πξνζέιαβαλ DLPC κπνξεί λα ζρεηίδεηαη κε ηελ αύμεζε ηεο 

έθθξαζεο ηνπ NR5A2. 
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Δικόνα 25 Σπγθξηηηθή έθθξαζε ηνπ mRNA ηνπ NR5A2 κεηαμύ ησλ αηόκσλ πνπ δελ έιαβαλ ηνλ 

αγσληζηή θαη απηώλ πνπ ηνλ έιαβαλ 

 

 

σδήηεζε 

 

         Οη κέρξη ηώξα, γλσζηέο δξάζεηο ηνπ NR5A2 πνπ αθνξνύλ ηνλ θπηηαξηθό 

πνιιαπιαζηαζκό, ηνλ θαζηζηνύλ έλα πηζαλό νγθνγνλίδην. Σηελ παξνύζα εξγαζία 

θαηαδεηθλύνπκε έλαλ όρη θαη ηόζν γλσζηό ξόιν ηνπ NR5A2  ζηνλ θαξθίλν ηνπ 

Νεπξηθνύ Σπζηήκαηνο. Αξρηθά μεθηλήζακε ηνλ έιεγρν γηα ηελ δξάζεο ηνπ NR5A2 ζε 

θαξθηληθά θύηηαξα ηνπ Νεπξηθνύ Σπζηήκαηνο δηόηη, πξνεγνύκελα δεδνκέλα ηνπ 

εξγαζηεξίνπ καο έδεημαλ πσο ν NR5A2 αλαζηέιιεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό θαη νδεγεί 

ζε λεπξνγέλεζε ηα λεπξηθά βιαζηηθά θύηηαξα. Πξνο απηήλ ηελ θαηεύζπλζε 

εμαηάζακε ηελ δξάζε ηνπ NR5A2 ζε δύν κνξθέο θαξθίλνπ ηνπ Νεπξηθνύ 

Σπζηήκαηνο. Η κηα είλαη ην Νεπξνβιάζησκα πνπ απνηειεί λενπιαζία ηνπ 

Πεξηθεξηθνύ  Νεπξηθνύ Σπζηήκαηνο θαη ε δεύηεξε είλαη ην Γινηνβιάζησκα, κηα 

θαθνήζεηα ηνπ Κεληξηθνύ Νεπξηθνύ Σπζηήκαηνο. Οη ζεηξέο πνπ εμεηάζηεθαλ είλαη ηα 

θύηηαξα Neuro2A θαη SH-SY5Y πνπ απνηεινύλ ζεηξέο γινηνβιαζηώκαηνο πνληηθνύ 
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θαη αλζξώπνπ αληίζηνηρα. Όζν αθνξά ην Γινηνβιάζησκα εμεηάζακε ηηο ζεηξέο 

GL261 θαη U87-MG πνπ είλαη ζεηξέο πνληηθνύ θαη αλζξώπνπ αληίζηνηρα. 

. Τα απνηειέζκαηα έδεημαλ όηη ε ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2 αλέζηεηιιε ηνλ 

πνιιαπιαζηαζκό ησλ θπηηάξσλ ζε ζεακαηηθό βαζκό όπσο δηαπηζηώζεθε από ηηο 

κειέηεο αλνζνθζνξηζκνύ γηα ηνπο δείθηεο BrdU θαη pH3. Ο πην έληνλνο θαηλόηππνο 

εκθαλίζηεθε ζηηο ζεηξέο Neuro2A, SH-SY5Y θαη U87-MG. Δηδηθά γηα ηα ηειεπηαία 

ν θαηλόηππνο απηόο απνθηά κεγάιε ζεκαζία, θαζώο πξόθεηηαη γηα θύηηαξα 

αλζξώπηλνπ γινηνβιαζηώκαηνο, κηα από ηηο πην επηζεηηθέο κνξθέο θαξθίλνπ, κε πνιύ 

ρακειό πνζνζηό επηβίσζεο. Καη ζηηο ηξεηο ζεηξέο παξνπζηάζηεθε αύμεζε ζηα 

επίπεδα ηνπ mRNA ησλ γνληδίσλ p21 θαη p27-kip1 αιιά θαη ηνπ Prox1. 

Αμηνζεκείσηε είλαη  ε επαγσγή από ηελ ππεξέθθξαζε ηνπ NR5A2 ησλ θπθιηλώλ D1 

θαη E1, νη νπνίεο είλαη απνδέθηεο ηεο δξάζεο ηνπ NR5A2 ζε άιιεο κνξθέο θαξθίλνπ. 

          Βιέπνπκε πσο ν NR5A2 έρεη έλαλ νγθνθαηαζηαιηηθό ξόιν ζηνπο θαξθίλνπο 

ηνπ Νεπξηθνύ Σπζηήκαηνο. Γλσξίδνπκε από πξνεγνύκελα δεδνκέλα ηνπ εξγαζηεξίνπ 

καο, πσο ν NR5A2 επάγεη ηνλ κεηαγξαθηθό παξάγνληα Prox1 ν νπνίνο απνηειιεί 

αλαζηαιηηθό παξάγνληα ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ, κέζσ ηεο δξάζεο ηνπ ζηελ 

πξσηεΐλε p27-kip1 θαη ηεο ξπζκίδνληαο θαη ειέγρνληαο ηελ κεηάβαζε από ηελ G1 

ζηελ S θάζε ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ.  Παξ’ όιν πνπ ππεξέθθξαζή ηνπ επάγεη ηηο 

θπθιίλεο ηεο G1 θάζεο, ν ίδηνο επάγεη γνλίδηα θαηαζηνιήο ηνπ πνιιαπιαζηαζκνύ 

ζηελ ίδηα θάζε ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ.  Δίλαη πηζαλό ινηπόλ πσο ν NR5A2 λα 

επηηειεί ηνλ νγθνθαηαζηαιηηθό ηνπ ξόιν κέζσ ηεο επαγσγήο ηνπ Prox1. Σηηο κνξθέο 

θαξθίλνπ όπνπ ν NR5A2 δηαδξακαηίδεη έλαλ νγθνγελεηηθό ξόιν, πηζαλόηαηα λα 

απνπζηάδεη ν κεραληζκόο εθείλνο πνπ επάγεη ηα νγθνθαηαζηαιηηθά γνλίδηα. 
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Δικόνα 26 Πηζαλόο κεραληζκόο δξάζεο ηνπ NR5A2 ζηηο θαξθηληθέο ζεηξέο ηνπ λεπξηθνύ ζπζηήκαηνο 

 

 

    Σηα επόκελα βήκαηα απηήο ηεο εξγαζίαο ρξεζηκνπνηήζακε αγσληζηέο ηνπ NR5A2 

πνπ εληζρύνπλ ηεο δξάζε ηνπ, ελώ απμάλνπλ θαη ηελ έθθξαζή ηνπ. Σηα Νεπξηθά 

Βιαζηηθά Κύηηαξα αγσληζηέο ηνπ NR5A2 θαη ζπγθεθξηκέλα ν DLPC, κεηώλεη ηνλ 

πνιιαπιαζηαζκό ηνλ θπηηάξσλ ρσξίο λα ηα νδεγεί ζε απόπησζε. Δπίζεο απμάλεη ηελ 

Νεπξνγέλεζε κεηώλνληαο παξάιιεια ηελ Γινηνγέλεζε όπσο θαηαδείρζεθε από 

πεηξάκαηα αλνζνθζνξηζκνύ. Οη αγσληζηέο ηνπ NR5A2 κείσζαλ δξακαηηθά ηνλ 

πνιιαπιαζηαζκό ησλ θπηηάξσλ U87-MG, ελώ δελ είραλ θαλέλα απνηέιεζκα ζηηο 

ζεηξέο Neuro2A, SH-SY5Y θαη GL261. Απηό δηθαηνινγείηαη από ην γεγνλόο πσο κε 

εμαίξεζε ηα θύηηαξα U87-MG ηα νπνία εθθξάδνπλ ζε ρακειά επίπεδα ηνλ NR5A2, 

ζε θακία από ηηο ηξεηο ππόινηπεο ζεηξέο δελ παξαηεξείηαη έζησ θαη αζζελήο έθθξαζε 

ηνπ NR5A2.  

    Σεκαληηθό εύξεκα είλαη ηα in vivo πεηξάκαηα κε ηνλ αγσληζηή ηνπ NR5A2, DLPC. 

Ο DLPC κείσζε ηνλ ξπζκό αύμεζεο ησλ όγθσλ πνπ αλαπηύρζεθαλ από ηελ 

αιινκεηακνζρεύζε ησλ U87-MG (xenografts). Η κείσζε ηνπ όγθνπ πηζαλόηαηα έγηλε 

κέζσ ηνπ NR5A2 αθνύ βξέζεθε λα είλαη απμεκέλνο ζηνπο όγθνπο ησλ δώσλ πνπ 

δέρζεθαλ ηελ ζεξαπεία. Τα απνηειέζκαηα απηά, απνηεινύλ ηα πξώηα πξνθιηληθά 

δεδνκέλα γηα ηελ αληηκεηώπηζε ησλ Γινηνβιαζησκάησλ, κέζσ ηεο παξαζθεπήο 

θαξκάθσλ-επαγσγέσλ ηνπ NR5A2. 
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      Βέβαηα γηα ηελ απνζαθήληζε ησλ κνξηαθώλ κεραληζκώλ πνπ εκπιέθνληαη ζηελ 

νγθνθαηαζηαιηηθή δξάζε ηνπ NR5A2  ζηηο λενπιαζίεο ηνπ Νεπξηθνύ Σπζηήκαηνο, 

πξέπεη λα γίλνπλ θαη άιιεο κειέηεο. Μηα ζεηξά πεηξακάησλ πεξηιακβάλεη ηελ 

θαηαζηνιή ηνπ Prox1 από θύηηαξα Γινηνβιαζηώκαηνο θαη ηαπηόρξνλεο επαγσγήο 

ηνπ NR5A2 ώζηε λα ειεγρζεί ε δηαηήξεζε ηεο αληηπνιιαπιαζηαζηηθήο ηνπ δξάζεο. 

Αθόκε κειινληηθά πεηξάκαηα πεξηιακβάλνπλ ηελ θαηαζηνιή ηνπ NR5A2  ζηα 

θύηηαξα U87-MG θαη ηελ ρξήζε αγσληζηώλ ώζηε λα επηβεβαησζεί πσο ε 

νγθνθαηαζηαιηηθή ηνπο δξάζε πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ ηνπ NR5A2. Δπηπιένλ πξέπεη 

λα γίλεη κειέηε ηεο δξάζεο ηνπ NR5A2 θαη ησλ αγσληζηώλ ηνπ ζε άιιεο θπηηαξηθέο 

ζεηξέο αλζξώπηλνπ Γινηνβιαζηώκαηνο. Τέινο κηα αθόκα ζεηξά πεηξακάησλ 

πεξηιακβάλεη ηελ ρξήζε RNAseq γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ησλ αιιαγώλ ζηα γνλίδηα 

πνπ εκπιέθνληαη ζηνλ έιεγρν ηνπ πνιιαπιαζηζκνύ ύζηεξα από ηελ ρξήζε ησλ 

αγσληζηώλ ηνπ NR5A2. 
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