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      Η  π αρ ο ύ σα  δ ιπ λω µατ ικ ή  ε ρ γ ασί α  εκ π ο ν ήθ ηκ ε  στ α  ερ γα στ ήρ ι α  το υ  Τ ο µέ α  

Φ υ σι ολ ο γ ί ας  Ζώ ων  κ αι  Α νθρώ π ο υ  το υ  τ µή µατ ο ς  Β ι ο λο γ ί ας  σ το  Π ανεπ ι σ τήµ ιο  

Α θ ην ών .  

     Κ ατα ρχ ή ν ,  θα  ή θε λα  να  ευ χ αρ ι στήσ ω  θε ρ µά  τ ην  επ ι βλ έπο υ σ α  Κ αθ ηγ ήτρ ι ά  

µ ο υ ,  τ ην   κ .  Α ικ ατ ερ ί ν η  Γ α ϊ τα νάκ η  γ ι α  τη ν  ο υ σ ιαστ ι κή  συ µπ α ρ άσταση ,  

κ αθο δή γη ση κ αι  σ τήρ ι ξ η   π ου  µ ου  πρ ο σέ φερ ε   κ αθ ΄ ο λη  τ η  δ ι ά ρκ ε ι α  αυ τ ής  τη ς  

ε ρ γ ασ ί ας .  Α κ ό µη ,  ευ χ αρ ι στώ  τ ι ς  Α ναπ λ . κ αθη γήτρ ι ε ς  κ .∆ ι δώ Β ασ ι λακ οπ ού λο υ  κ α ι  

κ . Π ανα γ ιώτ α  Π απ αζα φε ί ρ η  γ ι α  τ ι ς  κ α ί ρ ι ε ς  επ ι σ ηµάν σε ι ς  κ α ι  τ η ν  κ αθο δή γηση  

π ο υ  µου  π αρ ε ί χ αν  ω ς  µ έ λη  τ ης  Τρ ιµ ελο ύ ς  µο υ  Εξ ετ αστ ικ ής  Ε π ι τ ρο π ής .  Ε π ι πλέο ν ,  

ή τ αν  µ ί α  ευ τυ χ ή ς  συ γκ υρ ί α  η  συ νε ρ γ ασί α  µα ς  µ ε  τ ην  Α ναπλ . κ αθ ηγ ήτ ρ ι α  

κ . Α γγ ε λ ι κ ή  Κο υρ ο υν άκ η  κ αι  το ν  υ πο ψή φ ι ο  δ ι δάκτ ορ α  Αλέξ η  Ματρ αλή  α πό  το ν  

τ ο µέα  Φαρ µακ ε υτ ι κής  Χ ηµ ε ί ας  τ ου  τµ ήµα το ς  Φ αρ µ ακ ε υτ ι κή ς  το υ  Ε . Κ . Π Α.   

    Επ ί σης ,  ευ χ αρ ισ τώ  πο λύ  τ η  Λ έκτ ορ α  κ . Ιω άν να  Α γγ ελ ή  κ αθ ώς  κ αι  τη ν  

υ π ο ψ ήφι α  δ ι δ άκτ ορ α  Κ ίρ κ η  Ζη κ άκ η γ ι α  τ ι ς  συ µβ ο υλές  το υ ς  σ τη  δ ύσ κο λ η  

κ αθη µερ ι νότ ητ α  το υ  ερ γα στ ηρ ί ο υ .  Α κό µη ,  ή τ αν  χ αρ ά  µου  π ο υ  βρ έθ ηκ α  σ τ ο  ίδ ι ο  

ε ρ γ αστή ρ ι ο  µ ε  τ ην  κα λή  φ ίλ η  κ α ι  συ νάδε λφο  το υ  Μετ απτ υ χ ιακ ού  µ ας  

Τ ζο ύ λ ια  Τρ υ φω ν ί δη  η  ο π ο ία  µ ε  στ ήρ ι ξ ε  κ α ι  µ ε  β ο ήθ ησε  ο υ σ ια στ ικ ά  σε  π ολλ ά  

ε π ίπ εδ α .Ε πί σ ης ,  ε υ χ αρ ισ τώ  τ ι ς  πρ ο πτ υχ ι ακ έ ς  φο ι τή τρ ι ε ς  Ασπ α σ ί α  

Κ α πο γ ιαν νάτου ,  Φ έν ι α  Π αρ ασκ ευ οπ ο ύλ ου  κ α ι  ό λ ου ς  τ ου ς  υ πό λο ιπο υ ς  

σ υ ν αδέ λ φο υ ς  στ ο  ε ρ γασ τή ρ ιο  γ ι α  το  ευ χ άρ ι σ το  κ λ ίµα  συ νερ γασ ί ας .  

    Κ λ ε ί ν ο ν τα ς ,  ο φε ί λω  να  εκ φρ ά σω τ η  µ ε γά λη  µο υ  ευ γν ω µο σ ύ νη  κ αι  ν α  

ε υ χ αρ ισ τ ήσω  θε ρµά   το  Ί δρ υ µα  Μ π ο δο σά κ η  γ ι α  τ ην  ο ικο ν ο µ ικ ή  κ αι  π άν ω  α π ό  

ό λα  ηθ ικ ή  στ ήρ ι ξη  π ο υ  µου  πρ ο σέφερ ε  απλ όχ ερ α  κ ατ ά  τ η  δ ι άρκ ε ι α  τω ν  

Μ ε ταπ τυ χ ι α κώ ν  µ ου  σ πο υ δώ ν .  Ε ιδ ι κό τ ερ α ,  ευ χ αρ ι στ ώ π ολύ  του ς  γ ρ αµ µατ ε ί ς  

κ .Σ .Λ αγ αν όπ ο υ λο ,  κ . Ι . Μ αθι ο υ δ άκ η  κ αθώ ς  κ αι  τη ν  κ . Ε .∆έ τσ η .  Χ ωρ ί ς  αυτ ή  τη ν  

α νε κ τ ί µητη  σ τ ήρ ι ξη   π ο υ  µο υ  π αρε ί χ α ν  δ ε ν  θα  ε ί χ α  κ ατ αφέρ ε ι  ό χ ι  ν α  

ο λο κ λ ηρώ σω  α λλ ά  ο ύ τε  κ α ν  ν α  αρ χ ί σω  αυ τ ό  τ ο ν  κύ κ λο  σπ ο υ δών . Τέλο ς ,  τ ο  

µ εγ αλ ύτ ερ ο  ευ χ αρ ισ τώ  τ ο  ο φε ίλ ω  σ τ ην  ο ι κο γ έν ε ι ά  µο υ  καθώς  κ α ι  σ το ν  

π .Σ τ .Α ναγ νω στό π ου λο   γ ι α  τ ι ς  συ µβο υ λές , τη ν  α τ έλ ε ι ωτ η  αγάπ η  κ α ι  τ ην  υ πο µον ή  

τ ο υ ς .Το υ ς  χρ ω στ άω τ α  π άντ α .  
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ΚΕΦ. 1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.3. ΒΑΣΙΚΕΣ ΑΡΧΕΣ ΜΕΤΑΓΩΓΗΣ ΣΗΜΑΤΟΣ 

 

       Με τον όρο µεταγωγή σήµατος εννοούµε το σύνολο των κυτταρικών διεργασιών µέσω των 

οποίων ένα ερέθισµα φυσικής ή χηµικής φύσεως ενεργοποιεί συγκεκριµένους µοριακούς 

µηχανισµούς που έχουν ως αποτέλεσµα µία αντίστοιχη κυτταρική απόκριση. 

    Τα ευκαρυωτικά κύτταρα µπορούν και αποκρίνονται σε µία µεγάλη ποικιλία βιολογικών 

σηµάτων-πληροφοριών είτε εξωκυτταρικής είτε ενδοκυτταρικής προέλευσης (Cuadrado  και 

Nebreda , 2010). Τα µονοπάτια της µεταγωγής του σήµατος στην περίπτωση εξωκυττάριων 

ερεθισµάτων χαρακτηρίζονται από τα εξής βασικά στάδια: 1) σύνδεση σήµατος-υποδοχέα , 2) 

ενεργοποίηση του υποδοχέα , 3) ενεργοποίηση ενδιάµεσων µεταγωγέων του σήµατος , 4) 

ενεργοποίηση τελεστών (κατά κανόνα µεταγραφικοί παράγοντες που τροποποιούν το πρότυπο 

της γονιδιακής έκφρασης ώστε το κύτταρο να προσαρµοσθεί στις νέες συνθήκες) , 5) κυτταρική 

απόκριση και ακολούθως καταστολή του σήµατος. 

     Οι υποδοχείς είναι πρωτεΐνες που εντοπίζονται στην κυτταρική µεµβράνη, στο 

κυτταρόπλασµα ή ακόµη και στον πυρήνα και προσδένονται εκλεκτικά και αντιστρεπτά µε τα 

βιολογικά µόρια (προσδέτες/ligands). H σύνδεση προσδέτη-υποδοχέα προκαλεί στη συνέχεια 

έναν καταρράκτη βιοχηµικών αντιδράσεων (κατά κανόνα φωσφορυλιώσεις και πρωτεολύσεις) 

µε σκοπό την ενεργοποίηση πρωτεϊνών-τελεστών και τελικά την αλλαγή της κυτταρικής 

απόκρισης (Kyriakis  και Avruch  2001). 

    Τα ένζυµα εκείνα που καταλύουν την προσθήκη φωσφορικών οµάδων ονοµάζονται κινάσες 

και διακρίνονται σε δύο µεγάλες κατηγορίες: τις κινάσες Τyr (καταλύουν την προσθήκη 

φωσφορικών οµάδων σε κατάλοιπα τυροσίνης) και τις κινάσες Ser/Thr (καταλύουν την 

προσθήκη φωσφορικών οµάδων σε κατάλοιπα σερίνης και θρεονίνης ). Aντίστοιχα, τα ένζυµα 

που καταλύουν την αποµάκρυνση φωσφoρικών οµάδων καλούνται φωσφατάσες και 

διακρίνονται πάλι σε φωσφατάσες Tyr και φωσφατάσες Ser/Thr. Από τα παραπάνω φαίνεται ότι 

ειδικά οι διαδοχικές φωσφορυλιώσεις και αποφωσφορυλιώσεις έχουν ως αποτέλεσµα την 

τροποποίηση της ενεργότητας (ενεργοποίηση ή καταστολή) ποικιλίας πρωτεϊνικών 

υποστρωµάτων και γι΄αυτόν ακριβώς τον λόγο κατέχουν κοµβικό ρόλο στη µεταγωγή του 

σήµατος.  

        



 

 

      Μάλιστα, η λειτουργική ισορροπία ανάµεσα στα διάφορα πρωτεϊνικά µέλη των κινασών και 

των φωσφατασών είναι καθοριστική για την ειδικότητα, την ένταση αλλά και τη διάρκεια του 

βιολογικού σήµατος (Roux  και  Blenis , 2004, Kyriakis  και Avruch , 2001).  

 

 

1.4. Η ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ ΤΩΝ ΜΑΡΚs (Mitogen Activated Protein Kinases) 

 

     Όπως προαναφέραµε, τα ένζυµα που καταλύουν είτε την προσθήκη είτε την αποµάκρυνση 

φωσφορικών οµάδων σε άλλα πρωτεϊνικά υποστρώµατα κατέχουν κοµβικό ρόλο στους 

µηχανισµούς µεταγωγής του σήµατος. Μία από τις σπουδαιότερες οικογένειες τέτοιων  

πρωτεϊνών  αποτελούν και οι ενεργοποιούµενες από τα µιτογόνα πρωτεϊνικές κινάσες (ΜAPKs) 

η ενεργοποίηση των οποίων συµβάλλει καθοριστικά στην πραγµατοποίηση σηµαντικότατων 

κυτταρικών διεργασιών όπως η αύξηση , ο κυτταρικός πολλαπλασιασµός, η διαφοροποίηση και 

ο προγραµµατισµένος κυτταρικός θάνατος –απόπτωση (Pearson  και συν., 2001). 

    Η οικογένεια αυτή διακρίνεται περαιτέρω σε τρεις καλύτερα µελετηµένες υποοικογένειες: 

την υποοικογένεια των ERKs, την υποοικογένεια των JNKs και την υποοικογένεια των p38-

MAPKs. 

    Oι ERKs (κινάσες ρυθµιζόµενες από εξωκυτταρικά σήµατα µε δύο κύριες ισοµορφές, την 

ERK1 και την ERK2) ενεργοποιούνται κυρίως από µιτογόνα και αυξητικούς παράγοντες και 

έχουν περισσότερο κυτταροπροστατευτικό ρόλο. Αντίθετα, οι p38-MAPKs (µε 5 διακριτές 

ισοµορφές τις α , β, β2, γ, δ) και οι JNKs (κινάσες του αµινοτελικού άκρου του c-Jun) 

oµαδοποιούνται συχνά σε µία κατηγορία και χαρακτηρίζονται ως κινάσες ενεργοποιούµενες 

από το στρες (Chang  και Karin., 2001). 

    Σύµφωνα µε τα όσα επισηµάνθηκαν  προηγουµένως , τα µονοπάτια της µεταγωγής του 

σήµατος είναι ουσιαστικά καταρράκτες βιοχηµικών αντιδράσεων, έτσι και στην περίπτωση των 

MAPKs έχουµε µία σειρά διαδοχικών φωσφορυλιώσεων που καταλήγουν  στην ενεργοποίηση 

τους. Οι ενεργές/φωσφορυλιωµένες ΜΑΡΚs φωσφορυλιώνουν µε τη σειρά τους µία µεγάλη 

ποικιλία πρωτεϊνικών υποστρωµάτων προκειµένου να τροποποιηθεί κατάλληλα η  σχετιζόµενη 

κυτταρική απόκριση.  

Τέλος, η καταστολή του σήµατος επιτυγχάνεται µέσω ενός µηχανισµού αρνητικής ανάδρασης 

κατά τον οποίο η απενεργοποίηση (αποφωσφορυλίωση) των ΜΑPKs  καταλύεται από ειδικές 



 

 

φωσφατάσες οι οποίες  ενεργοποιούνται από τις ίδιες τις ΜΑΡΚs (Τamura  και συν., 2002). 

Ειδικότερα, µπορούµε να διακρίνουµε σε αυτήν την πορεία πέντε βασικά στάδια: 

    1) Αρχικά σηµατοδοτικά µόρια που σχετίζονται µε την κυτταρική µεµβράνη (π.χ. η πρωτεΐνη 

Ras που προσδένει GTP) oδηγούν τελικά στην ενεργοποίηση µέσω φωσφορυλίωσης των 

κινασών ΜΑPKKKs (κινάσες των MAPKKs) / ΜΕΚΚs (Cowan και Storey, 2003 , Kyriakis  

και Avruch, 2001). 

   2) Οι ενεργές/φωσφορυλιωµένες ΜΑPKKs είναι κινάσες Ser/Thr (σερίνης-θρεονίνης) που 

ενεργοποιούν µέσω φωσφορυλίωσης τις κινάσες ΜAPKKs/ΜΕΚs. 

  3) Oι ενεργές/φωσφορυλιωµένες ΜΑPKKs (κινάσες των MAPKs) /MEKs είναι αυτές που 

τελικά ενεργοποιούν πάλι µέσω φωσφορυλίωσης  τις ΜΑPKs. Eιδικότερα, οι ΜΑPKKs 

αναγνωρίζουν ένα συντηρηµένο µοτίβο Thr-X-Τyr (θρεονίνη-οποιοδήποτε αµινοξύ-τυροσίνη) 

που βρίσκεται στην καταλυτική περιοχή των ΜAPKs και καταλύουν τη διπλή φωσφορυλίωση 

των τελευταίων σε θέσεις Τyr-Thr (τυροσίνης και θρεονίνης), (Hanks  και Ηunter., 1995).  

  4) Οι ενεργοποιηµένες ΜΑPKs φωσφορυλιώνουν µε τη σειρά τους ποικιλία πρωτεϊνικών 

υποστρωµάτων (Roux και Βlennis., 2004) όπως άλλες κινάσες (ΜΚs=κινάσες 

ενεργοποιούµενες από τις MAPKs π.χ. RSKs [ριβοσωµικές S6 κινάσες], MSKs 

[ενεργοποιούµενες από τα µιτογόνα & το στρες κινάσες], MNKs [κινάσες αλληλεπιδρούσες µε 

τις MAPKs] κ.α.) , πρωτεΐνες  του κυτταροσκελετού καθώς και µεταγραφικούς παράγοντες 

όπως οι ATF1/2 [ενεργοποιητικός µεταγραφικός παράγοντας ½], p53, STAT1 [µεταγωγέας 

σήµατος & ενεργοποιητής της µεταγραφής-1] κ.α (Roux  και Βlennis., 2004, Lee και συν., 

2002, Shi  και Gaestel., 2002). Για την επίτευξη της ειδικότητας των MAPKs ως προς τα 

υποστρώµατα που αναγνωρίζουν και φωσφορυλιώνουν σε συγκεκριµένες θέσεις, καθοριστικό 

ρόλο παίζουν οι πρωτεΐνες σκαλωσιάς/scaffolding proteins (Tanoue  και συν., 2003, Kyriakis  

και Αvruch, 2001). 

    5) Τέλος, αφού  ολοκληρωθεί η συγκεκριµένη κυτταρική απόκριση έχουµε καταστολή του 

σήµατος που επάγεται σε πολλές περιπτώσεις από τις ίδιες τις ΜAPKs (αρνητική ανάδραση). 

Συγκεκριµένα, οι MAPKs ενεργοποιούν µέσω φωσφορυλίωσης τις φωσφατάσες MKPs 

(φωσφατάσες των MAPKs) οι οποίες αποφωσφορυλιώνουν/απενεργοποιούν τις MAPKs σε 

κατάλοιπα Tyr/Thr (τυροσίνης και θρεονίνης) αναγνωρίζοντας το συντηρηµένο µοτίβο Thr-X-

Tyr (θρεονίνη-οποιοδήποτε αµινοξύ-τυροσίνη)  (Tamura και συν., 2002) 

 



 

 

 

1.4.1. Η υποοικογένεια ΕRKs (Extracellular Regulated Kinases) 

 

   Η υποοικογένεια των ERKs αποτελείται από δύο βασικά µέλη την ERK1 µε µοριακή µάζα 

42ΚDa και την ΕRΚ2 µε µοριακή µάζα 44 ΚDa. Η µεταξύ τους οµολογία αγγίζει το 85% ενώ 

έχουν καθολική έκφραση στα κύτταρα των µεταζώων και καίριο ρόλο στους µηχανισµούς 

µεταγωγής σήµατος. Επιπλέον, στην υποοικογένεια των ERKs υπάρχει και ένα τρίτο µέλος η 

ERK5 µε ιδιότητες όµως που τη διαφοροποιούν σε σηµαντικό βαθµό από τις ERK1/2 (Turjanski 

και συν., 2007). 

    Αναφορικά µε τον κυτταροβιολογικό ρόλο των ERKs, είναι αναγκαίο να διευκρινισθεί ότι η 

µελέτη τους, υπό στρεσογόνες για τα κύτταρα συνθήκες, έχει τεράστιο ερευνητικό ενδιαφέρον 

καθώς αποτελούν σηµαντικότατους ρυθµιστές ποικίλων σηµατοδοτικών µονοπατιών. 

Γενικότερα, και σε αντίθεση µε τις p38-MAPKs και τις JNKs, θεωρείται ότι οι ERKs 

συµµετέχουν σε αναβολικές διαδικασίες όπως η κυτταρική διαίρεση, η αύξηση και η 

διαφοροποίηση. ∆ηλαδή, φαίνεται να έχουν περισσότερο κυτταροπροστατευτικό και 

αντιαποπτωτικό ρόλο συµβάλλοντας έτσι στην κυτταρική επιβίωση (Cowan και Storey, 2003, 

Widmann και συν., 1999).  

    Το πρωταρχικό γεγονός στον καταρράκτη των βιοχηµικών αντιδράσεων που οδηγεί τελικά 

στην ενεργοποίηση των ERKs µέσω φωσφορυλίωσης (εικ.1.1), είναι η ενεργοποίηση ενός 

υποδοχέα της κυτταρικής µεµβράνης (τύπου RTK/µε ενεργότητα κινάσης τυροσίνης π.χ. 

EGFR/υποδοχέας του αυξητικού παράγοντα EGF ή τύπου GPCR/συζευγµένου µε G πρωτεΐνες). 

Στη συνέχεια, ακολουθεί η ενεργοποίηση του µονοπατιού Ras/Raf/MEK/ERK. Η Ras είναι µια 

πρωτεΐνη  αγκυροβοληµένη στην κυτταρική µεµβράνη και έχει ενεργότητα GTPάσης. 

Συγκεκριµένα, πραγµατοποείται στη Ras ανταλλαγή του GDP µε GTP (η οποία διευκολύνεται 

µε τη µεσολάβηση της πρωτεΐνης Sos) η οποία και οδηγεί στην ενεργοποίηση της πρώτης. 

Ακολουθεί ένας καταρράκτης διαδοχικών φωσφορυλιώσεων το τελικό αποτέλεσµα των οποίων 

είναι  η ενεργοποίηση των ERK1/2.   Πιο συγκεκριµένα, η ενεργή Ras οδηγεί στην 

ενεργοποίηση της Raf (MAPKKK ή ΜΕΚΚ), (Chong και συν., 2003, Κolch και συν., 2000) η 

οποία µε τη σειρά της οδηγεί στην ενεργοποίηση των MEK1/2 (MAPKKs) οι οποίες και 

ενεργοποιούν τελικά τις ERKs (MAPKs), (Roux και Blennis , 2004, Khokhlatchev  και συν., 

1998).  



 

 

 

 

  

 

1.2.2 Η υποοικογένεια JNKs 

    

      Η υποοικογένεια των JNKs (κινάσες του αµινοτελικού άκρου του c-Jun)  συνιστά ακόµη 

µία εκ των τριών βασικών υποοικογενειών  που συγκροτούν τις MAPKs και αποτελείται από 

δύο κύρια µέλη, την p54 και την p46-JNK. Όµοια µε τις ERKs, οι JNKs ενεργοποιούνται 

ύστερα από αναγνώριση της αλληλουχίας θρεονίνη-προλίνη-τυροσίνη (Thr-Pro-Tyr) στη 

θηλιά ενεργοποίησης  και διπλή φωσφορυλίωσή τους στα κατάλοιπα θρεονίνης και τυροσίνης 

(Davis και συν., 1994). Ειδικότερα, ο καταρράκτης των αντιδράσεων φωσφορυλίωσης που 

καταλήγει στην ενεργοποίησή τους (εικ.1.2) έχει ως εξής:  

1) Ποικίλλες πρωτεΐνες όπως µικρές που προσδένουν GTP π.χ. Ras, Rho, ετεροτριµερείς 

G πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε υποδοχείς τύπου GPCR, πρωτεΐνες σχετιζόµενες 

µε τους υποδοχείς του TNF-α (παράγοντας νέκρωσης όκων-α), οι κινάσες GCKs 

(κινάσες των βλαστικών κέντρων) καθώς και πολλές άλλες, φαίνεται ότι βρίσκονται 

αναρροϊκά αυτού του καταρράκτη και οδηγούν στην ενεργοποίηση κινασών τύπου 

  

Eικ.1.1: ∆ιαγραµµατική απεικόνιση των 

βασικών σταδίων του καταρράκτη των 

βιοχηµικών αντιδράσεων που οδηγούν 

στην ενεργοποίηση των ERKs µέσω 

φωσφορυλίωσης ,(Από  Kabbarah  και  

Chin., 2006) 



 

 

ΜΑPKKK (Espagito και συν., 2001, Widmann και συν., 1999, Minden και Karin., 

1997). 

2) Κινάσες τύπου MAPKKK όπως δηλαδή οι ΜΕΚΚ1, 2 ή 3 ενεργοποιούν µέσω διπλής 

φωσφορυλίωσης σε κατάλοιπα θρεονίνης-σερίνης (Thr-Ser) άλλες κινάσες τύπου 

MAPKK όπως τις SEK1 (κινάση-4 των MAPKs), ΜKK7 (κινάση-7 των MAPKs) κ.α. 

3) Οι κινάσες τύπου MAPKK ενεργοποιούν µέσω διπλής φωσφορυλίωσης σε κατάλοιπα 

θρεονίνης-τυροσίνης τις JNKs (Kyriakis και Avruch., 2001). 

Μία βασική διαφορά των JNKs από τις ERKs, είναι ότι οι πρώτες ενεργοποιούνται συνήθως 

απόο στρεσσογόνα ερεθίσµατα π.χ. υπεριώδης ακτινοβολία (Derijard και συν., 1994), 

ωσµωτικό στρες (Aggeli και συν., 2001, Galcheva-Gargova και συν., 1994), οξειδωτικό στρες 

(Kefaloyianni και συν., 2006, Miznkami και συν., 2001, Clerck και συν., 1998), ενώ οι 

δεύτερες συνήθως από µιτογόνα ερεθίσµατα και αυξητικούς παράγοντες. Επίσης, µία δεύτερη 

σηµαντική διαφορά µεταξύ αυτών των δύο σπουδαίων σηµατοδοτικών πρωτεϊνών είναι ότι οι 

JNKs προάγουν κατά κανόνα σηµατοδοτικά µονοπάτια που θα οδηγήσουν στην έκφραση 

προαποπτωτικών γονιδίων και γενικά σε παθολογικές καταστάσεις όπως η φλεγµονώδης 

απόκριση (Li και συν., 2001, Fenerestein και Young., 2000, Widmann και συν., 1999,). 

Συγκεκριµένα, οι JNKs αποτελούν προλινοκατευθυνόµενες κινάσες σερίνης-θρεονίνης που 

ενεργοποιούν µέσω φωσφορυλίωσης µία µεγάλη ποικιλία υποστρωµάτων όπως άλλες κινάσες 

ή µεταγραφικούς παράγοντες. (Davis και συν., 1994). Οι σηµαντικότεροι µεταγραφικοί 

παράγοντες που ενεργοποιούνται άµεσα από τις JNKs είναι οι συστατικές υποµονάδες του 

AP-1 (ενεργοποιός πρωτεΐνη-1), ATF-2 και c-Jun (εξαρτώµενος από τις JNKs µεταγραφικός 

παράγοντας). Τέλος, πρέπει να επισηµανθεί ότι οι JNKs µπορούν να απενεργοποιηθούν µέσω 

αποφωσφορυλίωσης από ειδικές φωσφατάσες όπως οι DSP            M3/6 (φωσφατάσες διπλής 

ειδικότητας τύπου Μ3/6), MKP 4 & 5 (φωσφατάσες 4 & 5 των MAPKs) κ.α. (Camps και 

συν., 1999). 



 

 

     

 

1.3 O ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΟΣ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ c-Jun 

1.3.1. Ο c-Jun ως µέλος του συµπλόκου AP-1 

      Η πρωτεΐνη v-Jun ανακαλύφθηκε αρχικά σε µετασχηµατισµένα κύτταρα που έφεραν 

µέρος του γονιδιώµατος του ASV17 (ιός σαρκώµατος 17), ως µία πρωτεΐνη που κατεύθυνε 

την έκφραση µίας άλλης ιικής πρωτεΐνης 65ΚDa (Bos και συν., 1988, Maki και συν., 1987). 

Λίγο αργότερα ανακαλύφθηκε και το οµόλογο πρωτοογκογονίδιο c-Jun σε ιστούς ανθρώπου 

και ποντικού (Ryder και συν., 1988, Bohmann και συν., 1987). Το πιο ενδιαφέρον εύρηµα 

ήταν ότι ο c-Jun συγκατακριµνιζόταν µαζί µε το µεταγραφικό παράγοντα c-Fos σε πειράµατα 

ανοσοκατακρίµνησης, δίνοντας έτσι την πρώτη ένδειξη για την ύπαρξη ενός νέου 

µεταγραφικού παράγοντα, του AP-1, που αποτελεί ένα ετεροδιµερές των c-Fos και c-Jun 

(Angel και συν., 1988., Harshman και συν., 1988., Raucher και συν., 1988α & 1988β). Τα 

επόµενα χρόνια ακολούθησαν πολυάριθµες δηµοσιεύσεις που έδειξαν ότι ο µεταγραφικός 

παράγοντας AP-1 περικλείει µία πολύ µεγάλη οικογένεια µεταγραφικών παραγόντων που 

συγκροτούν είτε οµοδιµερή είτε ετεροδιµερή (Meng και Χia., 2011). Σύµφωνα µε τα µέχρι 

στιγµής δεδοµένα, ο AP-1 είναι ένα διµερές αποτελούµενο εν δυνάµει από τις πρωτεΐνες της 

οικογένειας Jun (c-Jun, JunB, JunD), της οικογένειας Fos [c-Fos, FosB, Fra1, Fra2], ATF 

[ATF-2, ATF-3, B-ATF, JDP1, JDP2] και MAF/µυοαπονευρωτικοί παράγοντες 

ινοσαρκώµατος [c-MAF, MAFB, MAFA, Nrl] (Angel και Karin., 1991., Hai και συν., 1988). 

  

Eικ.1.2: ∆ιαγραµµατική απεικόνιση των 

βασικών σταδίων του καταρράκτη των 

βιοχηµικών αντιδράσεων που οδηγούν στην 

ενεργοποίηση των JHKs µέσω φωσφορυλίωσης 

καθώς και των καταρροϊκών στόχων 

αυτών.(Από Wang και συν., 2004) 



 

 

Μόλις προσδεθεί στο DNA ο ενεργοποιηµένος AP-1 ρυθµίζει (προάγει ή αναστέλλει) την 

έκφραση µίας τεράστιας ποικιλίας γονιδίων-στόχων που σχετίζονται µε πολλές και συχνά 

αντικρουόµενες κυτταρικές διεργασίες όπως κυτταρικός πολλαπλασιασµός, κυτταρική 

επιβίωση, απόπτωση, καρκινογένεση, µορφογένεση ιστών, φλεγµονή κ.α (Shaulian και Karin., 

2002). 

1.3.2. Ρύθµιση της ενεργότητας του c-Jun 

     O c-Jun ενεργοποιείται µέγιστα παρουσία του φορβολεστέρα ΤΡΑ (12-Ο-

τετραδεκανοϋλοφορβολ-13-αιθυλεστέρας) και άλλων στρεσσογόνων ερεθισµάτων (Devary 

και συν., 1991., Quantin και Breathnach., 1988., Lee και συν., 1987). Τα ερεθίσµατα αυτά 

προάγουν ένα καταρράκτη διαδοχικών φωσφορυλιώσεων οι οποίες οδηγούν σε ταχείες 

αλλαγές στην κατάσταση φωσφορυλίωσης του c-Jun. Αυτή η φωσφορυλίωση συµβαίνει 

αρχικά σε προϋπάρχοντα αποθέµατα του µεταγραφικού παράγοντα και είναι ανεξάρτητη της 

de novo πρωτεϊνοσύνθεσής του (Papavassiliou και συν., 1992., Bohmann και συν., 1990). Ο 

c-Jun φέρει έξι θέσεις φωσφορυλίωσης, οι τέσσερις εξ΄αυτών είναι δύο αµινοξικά κατάλοιπα 

θρεονίνης (231 & 239) και δύο κατάλοιπα σερίνης (243 &249) στο καρβοξυτελικό του άκρο 

και οι άλλες δύο είναι αµινοξικά κατάλοιπα σερίνης (63 & 73) στο αµινοτελικό. Οι 

φωσφορυλιώσεις στο καρβοξυτελικό του άκρο προάγουν αναστολή της ενεργότητάς του, ενώ 

αντίθετα οι φωσφωρυλιώσεις στο αµινοτελικό προάγουν έντονη αύξηση της ικανότητας 

πρόσδεσής του στο DNA (Nikolakaki και συν., 1993., Link και συν., 1992., Smeal και συν., 

1991). 

    Οι κινάσες GSK3 (κινάση-3 της συνθετάσης του γλυκογόνου) & CKII (κινάση-2 της 

καζεΐνης) φωσφορυλιώνουν τον c-Jun στο καρβοξυτελικό του άκρο αναστέλλοντας έτσι την 

πρόσδεσή του στο DNA (Boyle και συν., 1991). Από την άλλη πλευρά οι ERKs, προάγουν 

έµµεσα την φωσφορυλίωση/απενεργποίηση της GSK3, επιτρέποντας έτσι τη διατήρηση του c-

Jun σε µία ενεργό κατάσταση (Meng και Χia., 2011). Από όλες τις κοµβικές κινάσες, που 

µετέχουν στη µεταγωγή του σήµατος, οι πλέον αντιπροσωπευτικές, ως προς την επαγωγή 

φωσφορυλίωσης/ενεργοποίησης του c-Jun, είναι οι JNKs. Oι κινάσες αυτές, όπως δηλώνει και 

το όνοµά τους (κινάσες του αµινοτελικού άκρου του c-Jun), φωσφορυλιώνουν τον c-Jun στις 

σερίνες 63 & 73, αφού προηγουµένως έχουν προσδεθεί σε µία κατάλληλη θηλιά trans 

ενεργοποίησης αυτού του µεταγραφικού παράγοντα (Kyriakis και συν., 1994., Derijard και 

συν., 1994., Hibi και συν., 1993). 



 

 

1.4. Το ένζυµο Πολυµεράση της πολύ(ADP)ριβόζης/PARP  

     Η πολύ(ADP)ριβοζυλίωση είναι ένα γεγονός απαραίτητο για τη διατήρηση της γενώµικης 

σταθερότητας σε καταστάσεις στρες που οδηγούν στη δηµιουργία θραύσεων στη µία έλικα 

του DNA/SSBs (Sallmann και συν., 2000). Αυτά τα πολυµερή της (ADP)ριβόζης/PARs 

συντίθενται από µία οικογένεια ενζύµων που ονοµάζονται PARPs και χρησιµοποιούν ως 

υπόστρωµα το NAD+, απελευθερώνοντας τελικά (ADP)ριβόζη και νικοτιναµίδιο (Hassa και 

συν., 2006). Η οικογένεια αυτή αριθµεί 17 µέλη µε διαφορετικές δοµές και λειτουργίες και ο 

κυριότερος εκπρόσωπός της είναι ο PARP-1 (Ame και συν., 2004). Ο PARP-1 φέρει τρεις 

κύριες επικράτειες : α) µία καταλυτική επικράτεια (54 KDa) στο καρβοξυτελικό του άκρο, β) 

µία επικράτεια πρόσδεσης στο DNA (46 KDa) στο αµινοτελικό του άκρο µε δύο δάχτυλα 

ψευδαργύρου (Zn) και γ) µία ενδιάµεση επικράτεια (22 KDa) αυτοτροποποίησης (D’Amours 

και συν., 1999).  

     Παρουσία µέτριων συνθηκών στρες π.χ. µεταβολικού στρες, υπεριώδους ακτινοβολίας κ.α 

που δηµιουργούν SSBs (θραύσεις στη µία αλυσίδα) στο DNA παρατηρείται άµεση 

ενεργοποίηση του PARP-1 ο οποίος και προσθέτει µε οµοιοπολική σύνδρεση PARs σε µία 

µεγάλη ποικιλία πρωτεϊνών-στόχων οι οποίες εµπλέκονται άµεσα ή έµµεσα στην επιδιόρθωση 

του DNA (Hassa και συν., 2006). Σε αυτές τις πρωτεΐνες-στόχους συµπεριλαµβάνονται 

διάφορες ισοµορφές των ιστονών, µεταγραφικοί παράγοντες αλλά και ο ίδιος ο PARP-1 

(Heeres και Hergenrother., 2007). Tα PARs λειτουργούν τελικά ως ένα σήµα προσέλκυσης 

των κλασσικών ενζύµων επιδιόρθωσης του DNA όπως η DNA λιγάση ΙΙΙ, η DNA 

πολυµεράση ΙΙ κ.α (Isabelle και συν., 2010). Ωστόσο, όταν οι συνθήκες του στρες γίνουν πολύ 

ισχυρές η υπερενεργοποίηση του PARP ενδέχεται να οδηγήσει σε εξάντληση των 

ενδοκυτταρικών αποθεµάτων του NAD+ (δινουκλεοτίδιο της νικοτιναµιδοαδενίνης) 

προάγοντας έτσι έµµεση αναστολή της γλυκόλυσης και τελικά εξάντληση και των 

ενδοκυτταρικών αποθεµάτων του ATP [τριφωσφορική αδενοσίνη] (Berger και συν., 1983).  

Το γεγονός αυτό αυξάνει έχει ως αποτέλεσµα να οδηγείται το κύτταρο σε νέκρωση και όχι 

στον ενεργειακό δαπανηρό αποπτωτικό θάνατο (Nagele και συν., 1995). Προκειµένου να 

αποφευχθεί η νέκρωση, καθώς είναι µία λιγότερο ελεγχόµενη διαδικασία που σε επίπεδο 

οργανισµού οδηγεί σε εντονότερα φαινόµενα φλεγµονής και αυτοανοσίας, τα κύτταρα 

οδηγούνται σε απόπτωση µε παράλληλη πρωτεολυτική απενεργοποίηση του PARP-1 (Heeres 

και Hergenrother., 2007). Για το λόγο αυτό ο PARP-1 αποτελεί το χαρακτηριστικότερο 



 

 

υπόστρωµα των κασπασών-3 &-7, καθώς και άλλων πρωτεασών που προάγουν των 

αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο π.χ. καλπαΐνες (Chaitanya και συν., 2010). Μάλιστα, η 

πρωτεόλυση του PARP από την κασπάση-3 οδηγεί στην απελευθέρωση δύο θραυσµάτων (89 

& 24 KDa) η ανίχνευση των οποίων αποτελεί έναν από τους βασικότερους δείκτες της 

ύπαρξης αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου (Margolin και συν., 1997., Lazebnik και συν., 

1994). To θραύσµα των 89 KDa περιέχει την καταλυτική επικράτεια και µεταφέρεται από τον 

πυρήνα στο κυτταρόπλασµα (Soldani και συν., 2001), ενώ το θραύσµα των 24 KDa παραµένει 

προσδεδεµένο στο DNA και λειτουργεί ως αναστολέας όχι µόνο του ακέραιου PARP-1 αλλά 

και πολλών άλλων ενζύµων που εµπλέκονται στην ενεργειακά δαπανηρή διαδικασία 

επιδιόρθωσης του DNA (D’Amours και συν., 2001., Alvarez-Gonzalez και συν., 1999). 

1.5 ΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΟ ΣΤΡΕΣ ΚΑΙ ΣΚΕΛΕΤΙΚΟΙ ΜΥΕΣ 

        Με τον όρο οξειδωτικό στρες εννοούµε οποιαδήποτε ανισσοροπία µεταξύ της παρουσίας 

δραστικών µορφών οξυγόνου (ROS) ή αζώτου (RNS) και της ικανότητας αντιµετώπισής τους 

από ένα βιολογικό σύστηµα (Seddon και συν., 2006). Οι δραστικές µορφές οξυγόνου και 

αζώτου περικλείουν δύο ευρείες κατηγορίες µορίων που είναι αφενός τα µόρια που δεν έχουν 

ασύζευκτα ηλεκτρόνια π.χ. Η2Ο2 (υπεροξείδιο του υδρογόνου), µοριακό οξυγόνο απλής 

διεγερµένης κατάστασης (singlet oxygen/1O2), οργανικά υδροϋπεροξείδια (ROOH) κ.α και 

αφετέρου, οι δραστικότερες ελευθερές ρίζες που περιέχουν ένα ή και περισσότερα ασύζευκτα 

ηλεκτρόνια π.χ. υπεροξειδικό ανιόν (Ο
.-

2), ρίζες υδροξυλίου (ΟΗ
.
), οργανικές ρίζες 

υπεροξειδίου (ROO
.
), αλκόξυ ρίζες (RO

.
) κ.α (Valko και συν.,  2005 και εικόνα 1.3.1). Οι 

δραστικοί αυτοί παράγοντες προκαλούν όλοι αντιδράσεις οξείδωσης που µπορεί να γίνουν 

αλυσιδωτές και εξαιρετικά τοξικές ανάλογα µε τη χηµική φύση, τη συγκέντρωση και το χρόνο 

ηµιζωής του δραστικού µορίου, την ταυτόγχρονη παρουσία µεταλλικών µεταβατικών ιόντων 

π.χ. σιδήρου ή χαλκού (Fe
2+ 

, Cu
+
), συστατικών που εµπλέκονται στην οξειδοαναγωγική 

ανακύκλωση όπως οι κινόνες κ.α. (Rice-Evans και συν., 1995, Sies και συν., 1985). 

     Είναι αναγκαίο να τονισθεί ότι οι περισσότεροι από αυτούς τους δραστικούς παράγοντες 

δηµιουργούνται φυσιολογικά από πολυάριθµες ενδοκυτταρικές πηγές (Bae και συν., 2011, 

Gough και Cotter., 2011) και µάλιστα αποτελούν πολύ σηµαντικά δευτερά µυνήµατα κατά τη 

µεταγωγή του σήµατος (Antunes και συν., 2000). Γι΄αυτό η παρουσία τους σε χαµηλές 

συγκεντρώσεις, που διασφαλίζεται µε τη δράση των πολυάριθµων ενδοκυτταρικών 

αντιοξειδωτικών µηχανισµών, όχι µόνο δεν είναι βλαπτική για τα κύτταρα αλλά αντίθετα 



 

 

είναι απαραίτητη (Bae και συν., 2011, Forman και συν., 2007). Ωστόσο, εάν για κάποιο λόγο 

οι αντιοξειδωτικές άµυνες του κυττάρου είναι ανεπαρκείς ή εάν οι συνθήκες του οξειδωτικού 

στρες είναι πολύ ισχυρές προκαλούνται τελικά ανεπανόρθωτες βλάβες αφενός λόγω της µη 

αντιστρεπτής οξείδωσης λιπιδίων, πρωτεϊνών και νουκλεϊκών οξέων (Li και συν., 2004) και 

αφετέρου λόγω µη αναστρέψιµης διαταραχής των µηχανισµών µεταγωγής του σήµατος (Shah 

και συν., 2004, Finkel και συν., 1999). 

       Οι σκελετικοί µύες παρουσιάζουν µία εξαιρετική ικανότητα προσαρµογής στις 

οξειδοαναγωγικές ανισσοροπίες (Davies και συν., 1982) επειδή καθηµερινά έρχονται 

αντιµέτωποι µε πολύ υψηλά επίπεδα ROS που οφείλονται στην έντονη οξειδωτική 

φωσφορυλίωση κατά τη διάρκεια της µυικής άσκησης (McArdle και συν., 2005, Jackson και 

συν., 1985). Όταν οι συνθήκες οξειδωτικού στρες είναι σχετικά ήπιες προάγονται τελικά 

σηµατοδοτικά µονοπάτια που οδηγούν στην κυτταρική επιβίωση (Aggeli και συν., 2010, 

Kefaloyianni και συν., 2006). Αντίθετα όταν οι συνθήκες οξειδωτικού στρες είναι πολύ 

έντονες πρόαγονται σηµατοδοτικά µονοπάτια που οδηγούν σε αποπτωτικά φαινόµενα (Fan 

και συν., 2010, Siu και συν., 2009) ή ακόµη και σε νεκρωτικές διαδικασίες και 

συνεπακόλουθη φλεγµονή (Barbieri και συν., 2011). 

1.5.1. Σχεση Οξειδωτικού στρες & Μυοπαθειών 

1.5.1.α. Μυικές ατροφίες και Οξειδωτικό στρες 

   Με τον όρο µυικές ατροφίες εννοούµε τις παθολογικές κατάστασεις που χαρακτηρίζονται 

από απώλεια των πυρήνων των µυικών ινών µε παράλληλη µείωση των επιπέδων των 

µυοινιδιακών πρωτεϊνών (Powers και συν., 2007). H µείωση των επιπέδων των πρωτεϊνών 

οφείλεται τόσο σε αυξηµένη πρωτεόλυση όσο και σε µειώση του βαθµού πρωτεϊνοσύνθεσης 

(Thomason και συν., 1989., Booth και συν., 1979).Η απώλεια των µυικών πυρήνων στις 

περιπτώσεις των µυικών ατροφιών γνωρίζουµε ότι πραγµατοποιείται µέσω και των τριών 

γνωστών αποπτωτικών µονοπατιών, δηλαδή : α) του Σαρκοπλασµατικού ∆ικτύου, β) των 

µιτοχονδριών (ενδογενές µονοπάτι) και γ) των υποδοχέων τύπου Fas και TNFR (εξωγενές), 

στα οποία καθοριστικό ρόλο παίζουν το είδος και τα επίπεδα των ROS (Powers και συν., 

2007). Συγκεριµένα, οι Kondo και συν., 1991 έδειξαν ότι η ακινησία του σκελετικού µυός και 

η συνεπακόλουθη µυική ατροφία χαρακτηρίζονταν από πολύ αυξηµένα επίπεδα ROS που 

συνέβαλαν στην εκδήλωση µυικών τραυµατισµών. Άλλοι ερευνητές έδειξαν ότι τα φαινόµενα 

µυικής ατροφίας καθυστερούσαν σηµαντικά ύστερα από εξωγενή προσθήκη αντιοξειδωτικών 



 

 

παραγόντων προσφέροντας έτσι µία έµµεση ένδειξη για την ύπαρξη οξειδωτικού στρες 

(Betters και συν., 2004., Appel και συν., 1999). 

       Πληθώρα ερευνών έχουν συνολικά δείξει ότι τα κύρια σηµατοδοτικά µονοπάτια που 

επάγονται λόγω του οξειδωτικού στρες κατά τη διάρκεια των µυικών ατροφιών είναι τρία : α) 

των καλπαϊνών, β) των ΜΑΡΚs και γ) του µεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ (Powers και συν., 

2007). Ειδικότερα, οι συνθήκες οξειδωτικού στρες φαίνεται ότι προάγουν την έξοδο ιόντων 

ασβεστίου από το Σαρκοπλασµατικό ∆ίκτυο τα οποία και ενεργοποιούν τις πρωτεάσες 

καλπαΐνες. Οι ενεργοποιηµένες καλπαΐνες πρωτεολύουν/ενεργοποιούν την κασπάση-12 η 

οποία και ενεργοποιεί άµεσα την κασπάση-3, οδηγώντας έτσι στα τελικά στάδια της 

απόπτωσης (Primeau και συν., 2002). Επίσης, οι καλπαΐνες ενεργοποιούν και το ενδογενές 

µονοπάτι της απόπτωσης µέσω πρωτεόλυσης του Bid προς tBid και εξόδου του 

κυτοχρώµατος-c από τα µιτοχόνδρια (Chen και συν., 2002). 

       Όσον αφορά τις MAPKs αξίζει να επισηµάνουµε ότι η ενεργοποίηση των ERKs δεν 

φαίνεται να σχετίζεται ιδιαίτερα µε την εκδήλωση µυικών ατροφιών και µάλιστα φαίνεται να 

έχουν προστατευτικό ρόλο σε αυτές τις ασθένειες (Qi και συν., 2005, Pearson και συν., 2001). 

Αντίθετα, η ενεργοποίηση της p38-MAPK και ιδιαίτερα η ενεργοποίηση των JNKs φαίνεται 

ότι δυσχεραίνουν τα συµπτώµατα των µυικών ατροφιών (Shen και συν., 2006).   

       Τέλος, ο µεταγραφικός παράγοντας NF-κΒ είναι συχνά ενεργοποιηµένος στις 

περιπτώσεις των µυικών ατροφιών ενισχύοντας τα φαινόµενα θανάτου και πρωτεόλυσης 

(Pontano και συν., 2006., Kabe και συν., 2005). Οι Jackman και συν., 2004 έδειξαν ότι όταν 

µεταβαίνει στον πυρήνα προάγει την έκφραση γονιδιών που σχετίζονται µε το σύστηµα 

ουβικουιτίνης-πρωτεασώµατος. Μάλιστα, είναι αξιοσηµειώτη η ύπαρξη ειδικότητας σε 

διαφορετικούς τύπους µυικών ατροφιών π.χ. καχεξία και απραγία , καθώς παρατηρείται  

ενεργοποίηση διαφορετικών µελών της οικογένειας του NF-κB (Li και Reid., 2000., Li και 

Schwartz., 1998).  

 

1.5.1.β. Μυικές ∆υστροφίες και Οξειδωτικό Στρες 

    Με τον όρο µυικές δυστροφίες εννοούµε ένα σύνολο κληρονοµικών κατά κανόνα 

ασθενειών που χαρακτηρίζονται από σταδιακή εξασθένιση του σκελετικού µυός και θάνατο 

των µυικών κυττάρων (Emerg και συν., 2002). Oι δύο βασικότεροι τύποι µυικών δυστροφιών 

ονοµάζονται Duchenne και Becker και οφείλονται στην αδυναµία του σκελετικού µυός να 



 

 

εκφράσουν τη λειτουργική πρωτεΐνη δυστροφίνη ή κάποια από τις πρωτεΐνες του 

σχετιζόµενου µε αυτήν συµπλόκου/DPC (σχετιζόµενο µε τη δυστροφίνη πολυπρωτεϊνικό 

σύµπλοκο). Η δυστροφίνη είναι µία ενδοκυτταρικά εντοπιζόµενη πρωτεΐνη η οποία συνδέει 

τον κυτταροσκελετό της ακτίνης µε την εξωκυτταρική βασική µεµβράνη µέσω ενός 

πολυπρωτεϊνικού συµπλόκου αποτελούµενου από σαρκογλυκάνες, δυστρογλυκάνες και άλλες 

πρωτεΐνες (Turner και συν., 2010). 

      Παρόλο που είναι πλέον σαφές ότι οι µυικές δυστροφίες χαρακτηρίζονται από εκτεταµένη 

έκθεση του σκελετικού µυός σε συνθήκες οξειδωτικού στρες, ακόµη δεν είναι πλήρως 

ξεκάθαρο το εάν το οξειδωτικό στρες είναι προαπαιτούµενο για να ξεκινήσει εκτεταµένος 

κυτταρικός θάνατος των µυικών ινών ή αν είναι απλώς µία συνέπεια της ασθένειας (Tidball 

και Wehling-Henricks., 2006). Σήµερα, πολλοί δέχονται το «µοντέλο των δύο χτυπηµάτων» 

σύµφωνα µε το οποίο δεν αρκεί απλώς κάποια βλάβη στο σύστηµα της δυστροφίνης (πρώτο 

χτύπηµα) για την εκδήλωση της ασθένειας, αλλά απαιτείται και µία ακόµη σοβαρή διαταραχή 

της οµοιόστασης (δεύτερο χτύπηµα) π.χ. ένα σοβαρό επεισόδιο ισχαιµίας προκειµένου να 

οδηγηθούµε σε εκτεταµένο κυτταρικό θάνατο (Rando και συν., 2001).  

      Μία πολύ βασική αιτία αύξησης των φαινοµένων οξειδωτικού στρες στις δυστροφίες είναι 

η παρατητρούµενη σε πολλές περιπτώσεις παντελής έλλειψη της nNOS [νευρικής συνθετάσης 

του µονοξειδίου του αζώτου] (που αποτελεί µέλος του DPC) από την κυτταρική µεµβράνη 

των σκελετικών µυών καθώς και η δραµατική µειώση της συγκέντρωσής της τόσο σε επιπεδό 

πρωτεΐνης όσο και mRNA (Chang και συν., 1996).  Το παραγόµενο από το σκελετικό µυ ΝΟ 

δρα συχνά ως αντιφλεγµονώδης παράγοντας και έτσι η µειώση των επιπέδων του, λόγω της 

έλλειψης της nNOS, οδηγεί σε συσσώρευση µακροφάγων τα οποία µέσω των ROS που 

παράγουν λύουν τις µυικές ίνες (Nguyen και συν., 2003., Liu και συν., 1998). Επιπλέον, το 

ΝΟ προάγει φαινόµενα αγγειοδιαστολής τα οποία αποτρέπουν την εµφάνιση επεισοδίων 

ισχαιµίας στο σκελετικό µυ (Thomas και συν., 1999). Τέλος, πρέπει να αναφέρουµε και την 

ικανότητα του ΝΟ να µειώνει τα επίπεδα του υπεροξειδικού ανιόντος µέσω αναστολής της 

NADPH-οξειδάσης (Clancy και συν., 1992). 

1.5.2. To H2O2 (Υπεροξείδιο του Υδρογόνου) ως επαγωγέας συνθηκών οξειδωτικού στρες 

     Το Η2Ο2 και το υπεροξειδικό ανιόν (Ο2
.-
) συγκεντρώνουν το µεγαλύτερο ερευνητικό 

ενδιαφέρον (εικ.1.3) µεταξύ των δραστικών µορφών οξυγόνου επειδή παράγονται κατά τη 

διάρκεια φυσιολογικών κυτταρικών διαδικασιών, αποτελούν τις πρόδροµες µορφές πολλών 



 

 

άλλων τύπων ελευθέρων ριζών και τέλος είναι πολύ σπουδαία δεύτερα µυνήµατα κατά τη 

µεταγωγή του σήµατος (Gough και συν., 2011). Μάλιστα επειδή το υπεροξειδικό ανιόν 

µετατρέπεται κατά κανόνα ταχύτατα σε  Η2Ο2 µε τη δράση των υπεροξειδικών δισµουτασών, 

πολλοί ερευνητές θεωρούν το Η2Ο2  ως τον κύριο εκπρόσωπο των δραστικών µορίων 

οξυγόνου (Fujita και συν., 2002) . Οι κύριες ενδοκυτταρικές πηγές του υπεροξειδικού 

ανιόντος και κατ΄επέκταση του Η2Ο2  είναι τα σύµπλοκα Ι & ΙΙΙ της αναπνευστικής αλυσίδας 

στα µιτοχόνδρια (Poyton και συν., 2009, Chen και συν., 2003), οι µεµβρανικές NADPH 

οξειδάσες (Lambeth και συν., 2002), οι οξειδάσες του κυτοχρώµατος p450 (Hanukoglu και 

συν., 2006, Zangar και συν., 2004, Gorsky και συν., 1984) και η οξειδάση της ξανθίνης (Berry 

και συν., 2004). 

          Αν και παλιότερα πιστεύαµε ότι το Η2Ο2 είναι ένα πλήρως διαπερατό στις βιολογικές 

µεµβράνες µικροµόριο, σήµερα γνωρίζουµε ότι αυτό είναι εν µέρει αληθές καθώς φαίνεται ότι 

οι ακουαπορίνες-3 &-8 (AQP-3 &-8) ρυθµίζουν σε µεγάλο βαθµό την εξωκυτταρική 

πρόσληψή του (Miller και συν., 2010, Biener και συν., 2006). Σε κάθε περίπτωση το Η2Ο2 έχει 

πολυάριθµους στόχους που αφορούν κυρίως τις –SH (σουλφυδριλοµάδες) διάφορων 

πρωτεϊνών οι οποίες και οξειδώνονται (Forman και συν., 2007). Σε σχετικά χαµηλές 

συγκεντρώσεις, αυτές οι αντιδράσεις οξείδωσης είναι αντιστρεπτές και επιφέρουν αλλαγές σε 

τρία επίπεδα προκαλώντας : α) απενεργοποίηση κοµβικών φωσφατασών (απενεργοποιητών 

κινασών) όπως η PTEN (3-φωσφατάση της 3,4,5 τριφωσορικής ινοσιτόλης), PP1 και ΡΡ2α 

[πρωτεϊνικές φωσφατάσες 1 & 2α] (Groeger και συν., 2009, Denu και συν., 1998), β) 

ενεργοποίηση κοµβικών αναρροϊκών κινασών όπως η Src, ASK1 (κινάση-5 των MAPKKs) 

καθώς και µεµβρανικών υπoδοχέων τύπου RTK [υποδοχείς µε ενεργότητα κινάσης 

τυροσίνης] (Choi και συν., 2010, Giannoni και συν., 2008, Song και συν., 2003) και γ) 

απευθείας ενεργοποίηση µεταγραφικών παραγόντων όπως ο NF-κΒ (πυρηνικός παράγοντας 

κΒ), HIF-1a (ενεργοποιούµενος από την υποξία παράγοντας-1α), AP-1 κ.α. (Groeger και συν., 

2009). Όλα αυτά τα γεγονότα σε επίπεδο σηµατοδότησης έχουν ως αποτέλεσµα την έκφραση 

γονιδίων που τελικά θα συµβάλλουν στην κυτταρική επιβίωση (Gough και Cotter., 2011). 

     Αντίθετα η παρατεταµένη ή υψηλής συγκέντρωσης έκθεση των κυττάρων σε Η2Ο2 

προκαλεί µη αντιστρεπτές βλάβες τόσο από το µόριο αυτό καθ΄αυτό όσο και από 

δευτερογενείς ελεύθερες ρίζες που παράγονται µέσω αυτού (Forman και συν., 2007). 

Καταρχάς οι οξειδώσεις των –SH οµάδων στα αµινοξικά κατάλοιπα κυστεΐνης γίνονται µη 



 

 

αντιστρεπτές και προάγουν τελικά τον κυτταρικό θάνατο (Tanner και συν., 2011). Επιπλέον, 

παρουσία µεταλλικών ιόντων το Η2Ο2 δίνει γένεση σε πολύ πιο δραστικές ελεύθερες ρίζες 

(αντίδραση Fenton), όπως οι ρίζες ΟΗ
.
 , οι οποίες µε τη σειρά τους προκαλούν υπεροξείδωση 

των µεµβρανικών λιπιδίων και αλυσιδωτές αντιδράσεις οξείδωσης (Hall και Bosken., 2009, 

Fujita και συν., 2001). Τέλος, κάτω από αυτές τις συνθήκες διαπιστώνεται έντονη 

ενεργοποίηση των NADPH οξειδασών σε µεταγραφικό και µεταφραστικό επίπεδο (Lambeth 

και συν., 2012, Brown και συν., 2009,  Lee και συν., 2009, Groemping και συν., 2003) οι 

οποίες προάγουν µέσω των απελευθερούµενων Η2Ο2 και Ο2
.-
  µία καθολική αύξηση των 

επιπέδων των ROS και RNS στο κύτταρο (Seddon και συν., 2007). Συγκεκριµένα, έχει 

διαπιστωθεί  ενεργοποίηση διάφορων συνθετασών του ΝΟ (Verhar και συν., 2004) καθώς και 

της οξειδάσης της ξανθίνης (Li και συν., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικ.1.3: Κύριοι τρόποι σχηµατισµού των δραστικών µορφών οξυγόνου και αζώτου. Το υπεροξειδικό ανιόν 

θεωρείται η βασική & χαµηλής δραστικότητας ελεύθερη ρίζα που δίνει γένεση σε δευτερογενή µόρια µέτριας 

δραστικότητας. Τα δευτερογενή µόρια µετατρέπονται µε τη σειρά τους µέσω ενζυµικών 

(π.χ.ΜΡΟ/µυελοϋπεροξειδασών) και µη ενζυµικών µηχανισµών στις τριτογενείς και πολύ τοξικές ελευθερές ρίζες 

(Από Golena  και συν., 2012) 



 

 

 

1.5.3. Η  Κουρκουµίνη ως επαγωγέας συνθηκών οξειδωτικού στρες  

      Η κουρκουµίνη [1,7-δις(4-υδροξυ-3-

µεθοξυφαινυλ)-1,6-επταδιεν-3,5-διόνη] 

είναι µία χρωστική που εξάγεται από το 

ρίζωµα του φυτού Curcuma longa και 

παροδοσιακά χρησιµοποιείτο ως 

µπαχαρικό, συντηρητικό, καλλυντικό και 

ως ενισχυτής του ανοσοποιητικού συστήµατος (Basnet και συν., 2011). Από χηµικής 

απόψεως, η κουρκουµίνη είναι ένα φλαβονοειδές που κατατάσσεται στις πολυφαινόλες 

(Galati και συν., 2002). Η χηµική της φύση είναι τέτοια που τις επιτρέπει ανάλογα µε τη 

συγκέντρωσή της και το είδος του προοξειδωτικού µορίου που πιθανά είναι παρόν να δρα 

άλλοτε ως προοξειδωτικός και άλλοτε ως αντιοξειδωτικός παράγοντας (Chen και συν., 2005). 

Συγκεκριµένα, ο ο-µεθόξυ δακτύλιός της που είναι συζευγµένος µε µία α,β-δικετόνη φαίνεται 

ότι ενισχύει σε µεγάλο βαθµό την προοξειδωτική της δράση παρουσία  µεταβατικών 

µετάλλων (Yoshino και συν., 2004). Ειδικότερα, οι δύο  ακόρεστες καρβονυλοµάδες της 

κουρκουµίνης είναι οι πλέον καθοριστικές για την εκδήλωση της προοξειδωτικής δράσης, 

καθώς η τετραϋδροκουρκουµίνη, το ανηγµένο χηµικό ανάλογό της, δεν παρουσιάζει 

προοξειδωτική δράση σε καµία περίπτωση (Atsumi και συν., 2005α). 

      Αν και γνωρίζουµε ότι η κουρκουµίνη ως προοξειδωτικό µόριο ελευθερώνει ποικιλία 

δραστικών µορφών οξυγόνου, είναι βασικό να τονισθεί ότι πολλά πράγµατα παραµένουν 

ακόµη αδιευκρίνηστα σχετικά µε το µηχανισµό δηµιουργίας αυτών των µορίων (Marathe και 

συν., 2011). Είναι γνωστό ότι η κουρκουµίνη αποτελεί ένα πολύ λιποδιαλυτό µόριο που 

διαπερνά εύκολα τις κυτταρικές µεµβράνες και επιπλέον επειδή είναι φλαβονοειδές µπορεί 

και αλληλεπιδρά πολύ καλά µε τα φωσφολιπίδια των κυτταρικών µεµβρανών και  

συσσωρεύεται εκατέρωθεν αυτών (Verstraeten και συν., 2003). Σε µία πολύ σηµαντική 

µελέτη τους οι Atsumi και συν., 2005α, έδειξαν ότι η κουρκουµίνη προάγει µε 

δοσοεξαρτώµενο τρόπο την παραγωγή δραστικών µορίων οξυγόνου τα οποία συσσωρεύονται 

γύρω από την κυτταρική µεµβράνη και µειώνουν τη ρευστότητά  της. Με χρήση κατάλληλων 

ειδικών αντιοξειδωτικών µορίων διαπίστωσαν την παραγωγή ριζών υδροξυλίου (ΟΗ
.
), Η2Ο2 

(υπεροξειδίου του υδρογόνου) και µοριακού οξυγόνου απλής διεγερµένης κατάστασης 



 

 

(singlet oxygen/
1
O2). Οι συγκεριµένοι ερευνητές πρότειναν έναν έµµεσο µηχανισµό 

απελευθέρωσής τους σύµφωνα µε τον οποίο η κουρκουµίνη αλληλεπιδρά µε τις δύο α,β 

ακόρεστες καρβονυλοµάδες της µε τα φωσφολιπίδια των κυτταρικών µεµβρανών, προάγοντας 

έτσι λιπιδική υπεροξείδωση και επακόλουθες αλυσιδωτές αντιδράσεις όξειδωσης (Atsumi και 

συν., 2005α, Iqbal και συν., 2003, Began και συν., 1999). Οι Cui και συν., 2006, έδειξαν 

επίσης ότι η κουρκουµίνη αυξάνει τη συγκέντρωση ριζών υδροξυλίου (ΟΗ
.
), υπεροξειδικού 

ανιόντος (Ο2
.-) και Η2Ο2, ενώ οι Atsumi και συν., 2005β, έδειξαν ότι η προοξειδωτική δράση 

της ενισχύεται από την παρουσία δισθενών µεταβατικών µετάλλων χαλκού (Cu
2+

) και 

ψευδαργύρου (Zn
2+

). 

      Γενικότερα, είναι γνωστό ότι η κουρκουµίνη σε υψηλές συγκεντρώσεις προάγει το 

ενδογενές µονοπάτι της απόπτωσης και µάλιστα µε µεγαλύτερη ειδικότητα στα καρκινικά 

κύτταρα σε σχέση µε τα φυσιολογικά (Sandur και συν., 2007, Atsumi και συν., 2005α). 

Ενδοκυτταρικά, η κουρκουµίνη φαίνεται ότι µπορεί και αλληλεπιδρά µε τα µιτοχονδριακά 

ένζυµα προάγοντας έτσι έµµεσα  έντονη απελευθέρωση ROS και αποπτωτικό κυτταρικό 

θάνατο (Uddin και συν., 2005, Anto και συν., 2002). Ένας ακόµη έµµεσος µηχανισµός 

απελευθέρωσης ROS προκύπτει και λόγω της µη αντιστρεπτής αλληλεπίδρασης της 

κουρκουµίνης µε την αναγωγάση της θειορεδοξίνης η οποία και µετατρέπεται σε NADPH-

οξειδάση (Fong και συν., 2005). Είναι αξιοσηµείωτο το ότι η κουρκουµίνη αυτή καθ΄αυτή, 

και σε αντίθεση µε άλλα προοξειδωτικά µόρια όπως το H2O2, δεν οξειδώνει αλλά αλκυλιώνει 

τις σουλφυδριλοµάδες (-SH) των πρωτεϊνών µε τις οποίες αλληλεπιδρά µε ένα µηχανισµό 

προσθήκης κατά Michael (Linkova-Kostova και συν., 2001). 

     Κλείνοντας, πρέπει να επισηµανθεί ότι η κουρκουµίνη οξειδώνεται και η ίδια µε ένα 

µηχανισµό που απαιτεί την παρουσία κάποιας υπεροξειδάσης και έτσι µετατρέπεται σε µία 

φαινοξυλική ρίζα (Galati και συν., 2002). 

 

1.6 ΓΕΝΙΚΟΣ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ∆ΡΑΣΗΣ ΤΩΝ ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΩΝ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ 

    Με τον όρο αντιοξειδωτικά, σύµφωνα µε τους Halliwell και Gutteridge ., 1989, εννοούµε 

οποιοδήποτε συστατικό, χηµική ένωση ή ένζυµο, το οποίο όταν είναι παρόν σε σχετικά 

χαµηλή συγκέντρωση καθυστερεί ή και παρεµποδίζει σηµαντικά την οξείδωσή του. Από 

αυτόν τον ορισµό, συνάγεται εύκολα το συµπέρασµα ότι η παράµετρος χαµηλή συγκέντρωση 



 

 

είναι εξέχουσας σηµασίας προκειµένου να εκδηλωθεί η προστατευτική δράση ενός 

αντιοξειδωτικού παράγοντα (Sies και συν., 1996). 

1.6.1   Άµεσες δράσεις των αντιοξειδωτικών παραγόντων. 

     Η πλειοψηφία των αντιοξειδωτικών παραγόντων δρουν πρωταρχικά µε ένα άµεσο τρόπο 

που µπορεί να κατηγοριοποιηθεί  σε τρία επίπεδα αναχαίτησης των ελευθέρων ριζών : α) 

παρεµπόδιση της δηµιουργίας τους, β) απενεργοποίησή τους µέσω αντιδράσεων αναγωγής και 

γ) επιδιόρθωση των οξειδωτικών βλαβών (Sies και συν., 1996). 

1.6.1.α. Παρεµπόδιση της δηµιουργίας των ελευθέρων ριζών 

  Μία βασική στρατηγική για την παρεµπόδιση της δηµιουργίας των ελευθερών ριζών είναι ο 

«ευφυής σχεδιασµός» ενζύµων που εγγενώς, λόγω του ρόλου που επιτελόύν, είναι πολύ 

πιθανό να απελευθερώσουν µεγάλες ποσότητες ROS. Για παράδειγµα οι  οξειδάσες του 

κυτοχρώµατος p450 παρόλο που ανάγουν το µεγαλύτερο ποσοστό του µοριακού οξυγόνου σε 

νερό και περιέχουν µεταλλικά ιόντα χαλκού και σιδήρου (που θεωρητικά µπορούν να επάγουν 

αλυσιδωτές αντιδράσεις οξείδωσης), έχουν τέτοια τριτοταγή δοµή ώστε απελευθερώνουν 

ελάχιστα ποσοστά υπεροξειδικού ανιόντος (Ο2
.
-) (Muramoto και συν., 2010). Τέλος, ακόµη 

πολύ σηµαντικό επίπεδο παρεµπόδισης είναι η παρουσία πρωτεϊνών του ορού που 

προσδένουν µεταβατικά µεταλλικά ιόντα όπως η φερριτίνη, η σεροϋλοπλασµίνη κ.α, καθώς 

τα ελεύθερα µεταλλικά ιόντα και ιδίως ο χαλκός και ο σίδηρος µπορούν να πυροδοτήσουν 

αλυσιδωτές αντιδράσεις οξείδωσης και έτσι να ενισχύσουν πολύ τα φαινόµενα οξειδωτικού 

στρες (Gutteridge και συν., 1986). 

1.6.1.β. Απενεργοποίηση των ελευθέρων ριζών µέσω αντιδράσεων αναγωγής 

     Όπως είναι γνωστό, οι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου και αζώτου χαρακτηρίζονται από την 

παρουσία ενός ή και περισσότερων ασύζευκτων ηλεκτρονίων. Λόγω αυτών των ασύζευκτων 

ηλεκτρονίων, µπορούν να ξεκινήσουν αλυσιδωτές αντιδράσεις οξείδωσης στις οποίες η 

ελεύθερη ρίζα οξειδώνει ένα µόριο-στόχο, αποσπώντας απ΄αυτό ένα ηλεκτρόνιο, και η ίδια 

σταθεροποιείται, ενώ το µόριο-στόχος γίνεται τώρα αυτό ελεύθερη ρίζα που µπορεί µε τη 

σειρά της να οξειδώσει ένα άλλο µόριο-στόχο κ.ο.κ. Τα αντιοξειδωτικά λοιπόν, τερµατίζουν 

αυτές τις αλυσιδωτές αντιδράσεις οξείδωσης δρώντας ως ηλεκτρονιοδότες (εικ.1.4) και 

επιτελώντας στην ουσία αναγωγή της ελεύθερης ρίζας (Brivida και Sies. 1994). Είναι 

αναγκαίο να επισηµάνουµε την κρισιµότητα αυτού του σταδίου για τη δράση ενός 

αντιοξειδωτικού παράγοντα, καθώς λόγω της προσφοράς ενός ή περισσότερων ηλεκτρονίων 



 

 

το αντιοξειδωτικό οξειδώνεται το ίδιο και ενδέχεται, ανάλογα µε τη συγκέντρωσή του και το 

είδος των εγγύς ελευθέρων ριζών, να δράσει και το ίδιο ως προοξειδωτικός παράγοντας 

(Schwartz και συν., 1996).  

    Επιπλέον, είναι βασικό να τονισθεί ότι συγκεκριµένου τύπου, από χηµικής απόψεως, 

αντιοξειδωτικά απενεργοποιούν  συγκεκριµένους αλλά όχι όλους τους τύπους των ελευθέρων 

ριζών. Για παράδειγµα η υπεροξειδική δισµουτάση (SOD) καταλύει µε ειδικότητα την 

αναγωγή του υπεροξειδίου (Ο2
.-) σε υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2), ενώ η καταλάση την 

αναγωγή του υπεροξείδιου του υδρογόνου (Η2Ο2) σε µοριακό οξυγόνο (Ο2) και νερό (Η2Ο). Η 

βιταµίνη-ε (α-τοκοφερόλη) µπορεί να αποτρέψει αλυσιδωτές αντιδράσεις οξειδώσεις στις 

βιολογικές µεµβράνες µέσω απενεργοποίησης  υπεροξειδικών ριζών ενώ  τα φλαβονοειδή 

είναι αντιοξειδωτικά ευρέος φάσµατος που µπορούν να απενεργοποιήσουν όχι µόνο 

υπεροξειδικές ρίζες αλλά και ρίζες υδροξυλίου (ΟΗ.) και υπεροξειδικού ανιόντος (Ο2
.-) , 

(Palmer και συν., 1997).                               

       Ένα καλό αντιοξειδωτικό µόριο θα πρέπει επιπλέον να έχει την ικανότητα, πέραν της 

προσφοράς ηλεκτρονίων, να αποµακρύνει την ελεύθερη ρίζα από «ευαίσθητα» σηµεία-

στόχους προς υποκυτταρικά διαµερίσµατα που παρέχουν ένα πιο ανηγµένο χηµικά 

περιβάλλον. Γενικά αυτό σηµαίνει τη µεταφορά της ελεύθερης ρίζας από ένα υδρόφοβο 

περιβάλλον όπως η κυτταρική µεµβράνη προς ένα υδρόφιλο όπως το κυτταρόπλασµα. 

Συνεπώς, ιδανικά αντιοξειδωτικά µόρια είναι αυτά που παρουσιαζούν αµφιφιλικότητα π.χ. 

µέσω φαινολικών δακτυλίων, ώστε να µπορούν εύκολα να αλληλεπιδρούν και µε τη λιπιδική 

και µε την υδατική φάση (Sies και Stahl., 1995).  



 

 

 

 

 

1.6.1.γ. Επιδιόρθωση των Οξειδωτικών Βλαβών 

  Επειδή τόσο το επίπεδο της παρεµπόδισης δηµιουργίας όσο και της απενεργοποίησης των 

ελευθέρων ριζών δεν είναι απόλυτα αποτελεσµατικά, τελικά συσσωρεύονται οξειδωτικές 

βλάβες στα σηµαντικά βιολογικά µακροµόρια (λιπίδια, πρωτεΐνες, νουκλεϊκά οξέα) που αν 

δεν επιδιορθωθούν οδηγούν στον κυτταρικό θάνατο (Petropoulos και συν., 2006).  

Για το σκοπό αυτό, τα κύτταρα διαθέτουν ένα ολόκληρο «οπλοστάσιο» ενζύµων και 

πρωτεϊνών που επιδιορθώνουν αυτές τις βλάβες (εικ.1.5) π.χ. πρωτεάσωµα, ένζυµα 

επιδιόρθωσης του DNA κ.α (Hedge και συν., 2012). 

  

Eικ.1.4: Βασικός τρόπος δράσης των αντιοξειδωτικών 

µορίων ως αναγωγικοί παράγοντες / ηλεκτρονιοδότες 



 

 

   

1.6.2 Έµµεσες δράσεις των αντιοξειδωτικών παραγόντων 

     Οι έµµεσες δράσεις των αντιοξειδωτικών παραγόντων (εικ.1.6), αν και λιγότερο 

προφανείς, είναι εξίσου σηµαντικές µε τις άµεσες και µπορούν να υποδιαιρεθούν σε δύο 

κατηγορίες : α) τροποποίηση της µεταγωγής του σήµατος και β)  τροποποίηση µεταγραφικών 

παραγόντων και κατ΄επέκταση της γονιδιακής έκφρασης (Ji και συν., 2000).  

1.6.2.α. Τροποποίηση της Μεταγωγής του Σήµατος 

         Η τροποποίηση της µεταγωγής του σήµατος γίνεται τόσο στο εξωκυτταρικό όσο και στο 

ενδοκυτταρικό περιβάλλον. Όσον αφορά την εξωκυτταρική δράση των αντιοξειδωτικών 

πρέπει να διευκρινησθεί  ότι µπορούν και ανάγουν/απενεργοποιούν διάφορους µεµβρανικούς 

υποδοχείς και έτσι καταστέλλονται και καταρροϊκά σηµατοδοτικά µονοπάτια. Για παράδειγµα 

έχει βρεθεί ότι το αντιοξειδωτικό µόριο NAC (N-ακέτυλοκυστεΐνη) εξαλείφει την επαγόµενη 

από τον EGFR (υποδοχέα του αυξητικού παράγοντα EGF) καθώς και τον IRS-1 (υποδοχέας 

τύπου Ι της ινσουλίνης) µεταγωγή του σήµατος, µέσω αναγωγής τους (Ηuang και συν., 1996, 

Coffer και συν., 1995, Sachsenmaiec και συν., 1994). 

     Ενδοκυτταρικά, τα αντιοξειδωτικά µόρια δρουν αλλάζοντας την οξειδοαναγωγική 

κατάσταση σηµατοδοτικών αναρροϊκών µορίων όπως οι πρωτεΐνες Ras, Rac, µικρές G 

πρωτεΐνες, φωσφατάσες κ.α (Suzuki και συν., 1997). Με αυτόν τον τρόπο προάγεται η 

ενεργοποίηση κάποιων κοµβικών κινασών ενώ κάποιες άλλες αναστέλλονται. Είναι 

  

Eικ.1.5: Τα τρία επίπεδα δράσης των 

αντιοξειδωτικών παραγόντων & οι 

συνέπειές τους (Από το βιβλίο   ‘’Biofarms 

for neutraceutical functional food & 

safety. Chapter / Category: 

Biotechnology: Endogenous Antioxidants 

and Free radicals scavengers” των Rizzo 

και συν.) 



 

 

σηµαντικό να τονισθεί ότι το ποια σηµατοδοτικά µόρια θα ενεργοποιηθούν και ποια όχι, είναι 

ένα φαινόµενο που παρουσιάζει ειδικότητα ανάλογα µε το είδος του αντιοξειδωτικού µορίου 

που θα χρησιµοποιηθεί. Για παράδειγµα, ενώ το NAC (Ν-ακετυλοκυστεΐνη) µπορεί να 

αναστείλει την επαγόµενη από τον EGFR ενεργοποίηση των ERKs και JNKs, η βιταµίνη-ε για 

τις ίδιες ακριβώς συνθήκες δεν µπορεί (Palmer και Paulson., 1997). 

1.6.2.β. Τροποποίηση Μεταγραφικών Παραγόντων & αλλαγή της Γονιδιακής Έκφρασης 

      Οι σπουδαιότεροι µεταγραφικοί παράγοντες που ρυθµίζουν την έκφραση µίας πληθώρας 

γονιδίων στις περιπτώσεις οξειδοαναγωγικών ανισορροπιών είναι ο NF-κΒ και ο ΑΡ-1 (Allen 

και Tresini., 2000). Και οι δύο αυτοί µεταγραφικοί παράγοντες περιέχουν κρίσιµα κατάλοιπα 

κυστεΐνης των οποίων οι σουλφιδρυλοµάδες (-SH) µπορούν είτε να οξειδωθούν είτε να 

αναχθούν, αλλάζοντας έτσι την τριτοταγή τους δοµή και τελικά τον τρόπο αλληλεπίδρασής 

τους µε το DNA (Powis και συν., 1997, Xanthoudakis και συν., 1996, Walker και συν., 1993). 

Επιπλέον, πέραν της απευθείας τροποποίησης της οξειδοαναγωγικής κατάστασης αυτών των 

µεταγραφικών παραγόντων, τα αντιοξειδωτικά µπορούν να δράσουν και έµµεσα µέσω 

ενεργοποίησης ή αναστολής κοµβικών κινασών που ρυθµίζουν αυτούς τους µεταγραφικούς 

παράγοντες (Li και συν., 2007). Για παράδειγµα, ενώ ο καθιερωµένος ρόλος των ERKs είναι 

η ενεργοποίηση µεταγραφικών παραγόντων που σχετίζονται µε την αύξηση και την ανάπτυξη, 

οι Jiang και συν., 2004, έδειξαν ότι στα λεία µυικά κύτταρα η ενεργοποίηση των ERKs οδηγεί 

σε παρατεταµένη ενεργοποίηση του NF-κΒ, ο οποίος µε τη σειρά του προάγει αυξηµένη 

έκφραση του γονιδίου της iNOS /επαγόµενης από καταστάσεις στρες συνθετάσης του ΝΟ 

(µονοξείδιο του αζώτου). Ωστόσο, προεπώαση µε συγκεκριµένα αντιοξειδωτικά µόρια 

αναστέλλει την ενεργοποίηση των ERKs και του NF-κβ και τελικά και την έκφραση της 

iNOS, οδηγώντας έτσι σε υψηλότερα ποσοτά κυτταρικής επιβίωσης. Όσον αφορά τον 

µεταγραφικό παράγοντα AP-1, ένα µοναδικό του χαρακτηριστικό είναι ότι µπορεί να 

ενεργοποιηθεί τόσο από προοξειδωτικούς όσο και από αντιοξειδωτικούς παράγοντες. Αν και 

το Η2Ο2 συµπεριφέρεται σε κάποιες περιπτώσεις ως ενεργοποιητής του AP-1, µπορεί επίσης 

και να αναστείλει την πρόσδεσή του στο DNA ανάλογα µε τις πειραµατικές συνθήκες και τον 

κυτταρικό τύπο (Allen και Τresini., 2000). Από την άλλη πλευρά, κάποια αντιοξειδωτικά 

µόρια και γενικά αναγωγικοί παράγοντες όπως το DTT (διθειοθρεϊτόλη), η θειορεδοξίνη 

(Trx), φαινόλες κ.α. µπορούν και ενισχύουν την ικανότητα πρόσδεσής του στο DNA (Meyer 

και συν., 1994). 



 

 

      Βιβλιογραφικά, γνωρίζουµε ότι η πρόσδεση τόσο του NF-κβ όσο και του ΑΡ-1 στο DNA, 

παρουσία ήπιων συνθηκών οξειδωτικού στρες, προάγει την έκφραση ποικίλων γονιδίων των 

οποίων τα προϊόντα έχουν τελικά κυτταροπροστατευτική δράση π.χ. Mn-SOD (υπεροξειδική 

δισµουτάση που προσδένει µαγγάνιο), COX-2 (κυκλοξυγενάση-2), ΗΟΧ-1 (οξυγενάση της 

αίµης-1)  κ.α. (Aggeli και συν., 2010, Luhtala και συν., 1994, Ji και συν., 1990). Ωστόσο, όταν 

οι συνθήκες οξειδωτικού στρες είναι πολύ ισχυρές προάγεται κατά κανόνα η έκφραση 

γονιδίων που ενισχύουν ακόµη περισσότερο τα φαινόµενα του οξειδωτικού στρες και µπορεί 

να οδηγήσουν ακόµη και σε κυτταρικό θάνατο π.χ. iNOS, γονίδια προφλεγµονωδών 

κυτταροκινών κ.α., (Cai και συν., 2004). Όταν λοιπόν ένα αντιοξειδωτικό µόριο µπορεί και 

δρα και ως ρυθµιστής της γονιδιακής έκφρασης, είναι ευνόητο ότι αφενός θα ενισχύει την 

έκφραση κάποιων εκ των προαναφερθέντων κυτταροπροστατευτικών γονιδίων και αφετέρου 

θα παρεµποδίζει την έκφραση κάποιων που έχουν τελικά καταστροφική δράση (Nair και συν., 

2007). 

         

Εικ.1.6: Επαγόµενες από τις ROS αλλαγές στα σηµατοδοτικά µονοπάτια και επίπεδα δράσης/αναστολής των 

αντιοξειδωτικών παραγόντων (Από Valko και συν., 2005). 

 



 

 

1.7 ΕΝ∆ΟΓΕΝΗ ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΑ ΣΥΣΤΗΜΑΤΑ 

      Επειδή τα κύτταρα του οργανισµού µας έρχονται συνεχώς αντιµέτωπα µε την παρουσία 

ελευθέρων ριζών διαθέτουν εγγενώς ένα εξαιρετικό «οπλοστάσιο» αντιµετώπισής τους που 

αποτελείται από ένζυµα, πρωτεΐνες, µικρά πεπτίδια καθώς και διάφορα οργανικά µόρια όπως 

ορµόνες (Keller και συν., 2006). Τα σπουδαιότερα ενδογενή αντιοξειδωτικά συστήµατα είναι 

πέντε : α) οι υπεροξειδικές δισµουτάσες (SODs), β) οι καταλάσες, γ) οι υπεροξειδάσες, δ) το 

σύστηµα της θειορεδοξίνης (Trx) και ε) το σύστηµα της γλουταθειόνης (GSH) (Bouayed και 

Bohn., 2010). Άλλοι σηµαντικοί ενδογενείς αντιοξειδωτικοί παράγοντες είναι το ουρικό οξύ 

του πλάσµατος (Sautin και συν., 2008), η ορµόνη µελατονίνη (Galano και συν., 2011) καθώς 

και το ένζυµο οξυγενάση της αίµης-1/ΗΟΧ-1 (Kirby και Adin,  2005).  

 

 

 1.7.1 Η αντιοξειδωτική δράση της  Μελατονίνης 

       Η µελατονίνη (N-ακέτυλο-µεθόξυ-τρυπταµίνη) είναι ένα 

προϊόν του µεταβολισµού της τρυπτοφάνης που συντίθεται 

κατά κύριο λόγο στην επίφυση ως µία νευροορµόνη και εν 

συνεχεία απελευθερώνεται στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό (ENY) 

προκειµένου να ασκήσει την κύρια φυσιολογική της δράση 

που είναι η ρύθµιση του εποχιακού και κιρκαδικού ρυθµού 

(Zawilska και συν., 2009) . Πέραν αυτής της δράσης, η µελατονίνη στον υποχιασµατικό 

πυρήνα λειτουργεί και ως ένας πολύ σηµαντικός ρυθµιστής του άξονα υποθαλάµου-

υπόφυσης, ενώ έχει και πολλές άλλες σπουδαίες περιφερειακές δράσεις. 

      Η µελατονίνη αποτελεί επίσης, ένα εξαιρετικό αντιοξειδωτικό µόριο που µπορεί αφενός 

να απενεργοποιήσει άµεσα τις ελεύθερες ρίζες δρώντας ως αναγωγικός παράγοντας και 

αφετέρου να δράσει και έµµεσα επηρεάζοντας ποικιλοτρόπως τη µεταγωγή του σήµατος µε 

µηχανισµούς εξαρτώµενους αλλά και ανεξάρτητους από τους υποδοχείς της (Reiter και συν., 

2009) . Σε αυτό το σηµείο πρέπει να επισηµανθεί ότι η µελατονίνη εκδηλώνει γενικά την 

ορµονική της δράση σε πολύ χαµηλές συγκεντρώσεις της τάξεως των nM , ενώ για την 

εκδήλωση της αντιοξειδωτικής της δράσης, ιδιαίτερα αν ο οργανισµός έρχεται αντιµέτωπος µε 

σχετικά ισχυρές συνθήκες οξειδωτικού στρες, απαιτούνται τοπικά υψηλότερες συγκεντρώσεις 

της τάξεως των µΜ εώς mM/φαρµακολογικές συγκεντρώσεις (Luchetti και συν., 2010)  .  



 

 

1.7.1.α : Άµεσες δράσεις της Μελατονίνης 

      Η Μελατονίνη έχει µία πληθώρα ιδιοτήτων που την καθιστούν ένα ιδεατό αντιοξειδωτικό 

µόριο όσον αφορά τον άµεσο τρόπο δράσης της. Καταρχάς, γνωρίζουµε ότι είναι ένα 

αντιοξειδωτικό µόριο ευρέος φάσµατος (Tan και συν., 2002) που απενεργοποιεί ,µέσω 

µεταφοράς ηλεκτρονίων ή και δευτερευόντως ατόµων υδρογόνου, µία µεγάλη ποικιλία 

ελευθέρων ριζών όπως ρίζες υδροξυλίου (ΟΗ
.
), περόξυ-, αλκόξυ- ρίζες,καθώς και άλλα πολύ 

δραστικά µόρια όπως το µονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ), ο υπεροξυνιτρίτης (ΟΝΟΟ-) και το 

µοριακό οξυγόνο απλής διεγερµένης κατάστασης (singlet oxygen/
1
O2) (Galano και συν., 

2011) . Οι πιο κρίσιµες χηµικές οµάδες της µελατονίνης στις οποίες και οφείλει αυτήν την 

εκπληκτική πλειοτροπική δράση είναι η άκυλο και η µεθόξυ οµάδα της (Gozzo και συν., 

1999). 

      Ένα ακόµη σηµαντικό πλεονέκτηµα αυτής της ορµόνης είναι ότι αποτελεί ένα ενδιάµεσου 

µεγέθους αµφιφιλικό µόριο που παρουσιάζει εξαιρετική λιποδιαλυτότητα και ενδιάµεση 

υδατοδιαλυτότητα (Ceraulo και συν., 1999) . Έτσι, µπορεί πολύ εύκολα και διαπερνά τις 

βιολογικές µεµβράνες, αλληλεπιδρά µε πληθώρα άλλων µορίων και πρωτεϊνών (πέραν των 

υποδοχεών της) και εκδηλώνει ποικίλες ενδοκυτταρικές αντιοξειδωτικές δράσεις (Menendez-

Pelaez και Reiter 1993). 

     Επιπλέον, η µελατονίνη µπορεί σχετικά εύκολα να αναγεννηθεί, δηλαδή να επιστρέψει 

στην ανηγµένη της µορφή µετά την αλληλεπίδρασή της µε ένα προοξειδωτικό µόριο το οποίο 

προφανώς θα την οξειδώσει, µε µία ποικιλία µηχανισµών (Pandi-Perumal και συν., 2006, 

Mahal και συν., 1999). Επιπρόσθετα, είναι εξέχουσας σηµασίας το γεγονός ότι ακόµη και αν 

δεν επανέλθει στην ανηγµένη της µορφή, οι οξειδωµένοι µεταβολίτες της µπορούν ακόµη και 

παρουσιάζουν αντιοξειδωτική δράση (Tapias και συν., 2009, Tan και συν., 2001). Για το λόγο 

αυτό η µελατονίνη σπάνια εκδηλώνει προοξειδωτική δράση και έτσι παρουσιάζει πολύ λίγες 

παρενέργειες/φαινόµενα τοξικότητας ακόµη και αν την χορηγήσουµε σε πολύ υψηλές 

συγκεντρώσεις.  

     Τέλος, η µελατονίνη µπορεί και ανάγει αποτελεσµατικά πολύ σηµαντικά ενδογενή 

αντιοξειδωτικά µόρια όπως η γλουταθείονη/GSH (Sahin και συν., 2004), ενώ 

ανάγεται/αναγεννάται η ίδια από σηµαντικά εν δυνάµει αντιοξειδωτικά µόρια όπως το 

ασκορβικό Οξύ (βιτανίνη-c) και το ουρικό οξύ (Mahal και συν., 1999). 

 



 

 

1.7.1.β. Έµµεσες ∆ράσεις της Μελατονίνης-Τροποποίηση της Μεταγωγής του Σήµατος  

       Στα Θηλαστικά έχουν βρεθεί δύο υποδοχείς της Μελατονίνης τύπου GPCR (συζευγµένοι 

µε G-πρωτεΐνες), o MT1 και ο ΜΤ2, οι οποίοι συγκροτούν ετεροδιµερή ή και οµοδιµερή 

(Dubocovich και συν., 2005). Η αλληλεπίδραση αυτής της ορµόνης µε τους µεµβρανικούς 

υποδοχείς της είναι γενικά γνωστό ότι προάγει το σηµατοδοτικο µοναπάτι 

Ras,Raf,MEK1/2,ERK1/2 (Bondi και συν., 2008), το σηµατοδοτικό µονοπάτι των 

φωσφολιπασών PLC-β,PLC-η και εν γένει τη ρυθµιζόµενη από τα ιόντα ασβεστίου 

σηµατοδότηση (Fucunaga και συν., 2002) και το µονοπάτι των κινασών PI3K,Akt (Choi και 

συν., 2008). Ακόµη, λόγω της αλληλεπίδρασης αυτών των υποδοχέων µε την G-πρωτεΐνη Gis 

αναστέλλεται η αδενυλική κυκλάση (AC) µε αποτέλεσµα τα επίπεδα του cAMP να 

διατηρούνται χαµηλά και να µην επιτρέπεται ούτε η ενεργοποίηση της κινάσης PKC 

[πρωτεϊνική κινάση C] (Godson και συν., 1997). Αντίστοιχη ανασταλτική δράση έχει 

διαπιστωθεί και για το µονοπάτι της Γουανυλικής Κυκλάσης (GC), cGMP, κινάση PKG 

[πρωτεϊνική κινάση G] (Hernandez-Pacheco και συν., 2008).  Πέραν των µεµβρανικών 

υποδοχέων υπάρχουν και δύο γνωστοί πυρηνικοί υποδοχείς της µελατονίνης ο ROR 

(σχετιζόµενος µε το ρετινοϊκό οξύ ορφανός υποδοχέας) και ο RZR (υποδοχέας του ρετινοϊκού 

οξέος τύπουΖ) που φαίνεται να σχετίζονται µε τις ορµονικές δράσεις της µελατονίνης και να 

αλληλεπιδρούν λειτουργικά και µε τους µεµβρανικούς υποδοχείς (Raffi-El-Idrissi και συν., 

1998).  

     Ο απώτερος στόχος όλων αυτών των αλλαγών στη µεταγωγή του σήµατος είναι αφενός να 

διατηρηθεί η ακεραιότητα των µιτοχονδρίων και αφετέρου να διατηρηθούν σε υψηλά επίπεδα 

η γλουταθειόνη (GSH) και τα σχετιζόµενα µε αυτήν ενζυµικά αποτοξινωτικά συστήµατα π.χ. 

υπεροξειδικές δισµουτάσες (SODs), καταλάσες κ.α (Luchetti και συν., 2010). Είναι επίσης 

σηµαντικό να τονισθεί ότι συχνά διαπιστώνεται αναστολή της ενεργότητας των 

ενεργοποιούµενων από καταστάσεις στρες κινασών p38-MAPKs και JNKs  καθώς και µία 

καθολική µείωση της ικανότητας του NF-κβ για πρόσδεση στο DNA (Chan και συν., 2002). 

Αυτό συµβαίνει επειδή κάτω από συνθήκες αρκετά ισχυρού οξειδωτικού στρες ο NF-κβ 

προάγει την έκφραση προοξειδωτικών ή και προφλεγονωδών γονιδίων (Mohan και συν., 

1995). Ωστόσο, σε ορισµένες περιπτώσεις στα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήµατος ο 

NF-κβ επάγει περισσότερο κυτταροποστατευτικά φαινόµενα και γι΄αυτό η µελατονίνη 

φαίνεται να ενισχύει τη δράση του (Cristofanon και συν., 2009). Τέλος, οι Urata και  συν., 



 

 

1999 έδειξαν ότι η µελατονίνη µπορεί µέσω της ενεργοποίησης του µεταγραφικού παράγοντα 

AP-1 να οδηγήσει σε αυξηµένη έκφραση του γονιδίου της συνθετάσης της γλουταθειόνης. 

1.7.2 Η Αντιοξειδωτική ∆ράση του ενζύµου Καταλάση 

       Οι καταλάσες συγκροτούν µία οικογένεια ενζύµων που είναι παρούσες σε όλα τα ζωικά 

και φυτικά είδη και ειδικά µεταξύ των θηλαστικών παρουσιάζουν ένα εξαιρετικό βαθµό 

συντηρητικότητας στα κρίσιµα για τη λειτουργικότητά τους αµινοξέα (Zamocky και συν., 

1999). Οι καταλάσες των θηλαστικών συγκροτούν ένα οµοτετραµερές στο οποίο κάθε 

υποµονάδα έχει µοριακό βάρος 60KDa και φέρει στο ενεργό της κέντρο µία οµάδα αίµης 

συζευγµένης µε τρισθενή σίδηρο/Fe
3+

 (Nicholls και συν., 2001). 

       Η καταλάση εντοπίζεται κυρίως στα υπεροξεισώµατα και η κύρια αντίδραση που 

καταλύει είναι η αναγωγή δύο µορίων Η2Ο2 προς ένα µόριο Η2Ο και ένα µόριο Ο2,  (Kirkman 

και Gaetani., 2006). Αυτή η αντίδραση έχει δύο βασικές διαφορές σε σχέση µε την αντίδραση 

που καταλύεται από τις υπεροξειδάσες, που επίσης ανάγουν το Η2Ο2 προς Η2Ο. Κατ΄αρχάς, 

στην περίπτωση της καταλάσης δεν ακολουθείται η κλασσική σιγµοειδής καµπύλη της 

κινητικής Michaelis-Menten, αλλά η ενεργότητα του ενζύµου είναι ευθέως ανάλογη της 

συγκέντρωσης του Η2Ο2 (Nicholls και συν., 2001). Επιπλέον, οι υπεροξειδάσες παράλληλα µε 

την αναγωγή του Η2Ο2 προς Η2Ο, οξειδώνουν και κάποιο άλλο υπόστρωµα, ενώ κάτι τέτοιο 

δεν γίνεται στην κλασσική αντίδραση της καταλάσης (Holt και Palcic., 2006). Επειδή, όπως 

προαναφέρθηκε, το Η2Ο2 είναι ένα αρκετά τοξικό µόριο που προάγει τη δηµιουργία και άλλων 

ελευθέρων ριζών, η χρησιµότητα και η καθολική παρουσία της καταλάσης στα βιολογικά 

συστήµατα είναι προφανής (Gaetani και συν., 1996). Ωστόσο, είναι αξιοπεριέργο το γεγονός 

ότι η ύπαρξη της δεν φαίνεται να είναι αναγκαία για την επιβίωση καθώς έχουν αναφερθεί 

περιπτώσεις υγιών ανθρώπων (Aebi και Suter., 1971) αλλά και ποντικών (Ho και συν., 2004) 

που παρουσίαζαν πλήρη έλλειψη της έκφρασης αυτού του ενζύµου. 

       Τα τελευταία χρόνια έχουν βρεθεί και κάποιες µη αναµενόµενες ιδιότητες της καταλάσης 

κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες. Σε πολύ χαµηλή συγκέντρωση Η2Ο2 η καταλάση φαίνεται 

ότι µπορεί να δράσει και ως απλή υπεροξειδάση π.χ. οξειδώνοντας την αιθανόλη προς 

ακεταλδεΰδη και παράλληλα ανάγοντας  το Η2Ο2 προς Η2Ο (Nicholls και συν., 2001). Ακόµη, 

οι Vetrano και συν., 2005 διαπίστωσαν ότι απουσία Η2Ο2 η καταλάση µπορεί να δράσει ως 

οξειδάση, οξειδώνοντας υποστρώµατα όπως η ινδόλη και η β-φαινυλαιθυλαµίνη. Επίσης, οι 

de Groot και συν., 2006 διαπίστωσαν ότι όταν η συγκέντρωση του Η2Ο2 είναι πολύ χαµηλή, 



 

 

στα προϊόντα της αντίδρασης εντοπίζεται µόνο Η2Ο και όχι Ο2 και αυτό πιθανά οφείλεται 

στην οξείδωση κάποιας χηµικής οµάδας µέσα στην ίδια την καταλάση. Τέλος, ένα ακόµη µη 

ανάµενο και εντυπωσιακό εύρηµα ήταν ότι η ακτινοβοληµένη από UVB ακτινοβολία 

καταλάση µπορεί να προάγει, µε ένα αδιευκρίνιστο προς το παρόν µηχανισµό, την 

απελευθέρωση ROS (Ηeck και συν., 2003). 

 

1.7.3. Η Αντιοξειδωτική & Προοξειδωτική ∆ράση του Ουρικού Οξέος  

    Το ουρικό οξύ αποτελεί το τελικό προϊόν του 

καταβολισµού των πουρινών στον άνθρωπο και στα 

υπόλοιπα Πρωτεύοντα λόγω της έλλειψης του ενζύµου 

οξειδάση του ουρικού οξέος (Wu και συν., 1992). 

Γι΄αυτό το λόγο, οι άνθρωποι έχουν σχετικά υψηλότερα 

επίπεδα ουρικού οξέος στο πλάσµα τους και είναι πιο 

επιρρεπείς στην εκδήλωση υπερουρικαιµίας και 

αρθρίτιδας (Johnson και συν., 2005). Το ένζυµο το οποίο είναι υπεύθυνο για τη βιοσύνθεση 

του ουρικού οξέος ονοµάζεται οξειδάση της ξανθίνης και οξειδώνει αρχικά την ξανθίνη σε 

υποξανθίνη και εν συνεχεία την υποξανθίνη σε ουρικό οξύ. Κατά τη διάρκεια αυτών των 

αντιδράσεων απελευθερώνεται επίσης υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2) και υπεροξειδικό 

ανιόν (Ο2
.-
) που σε ορισµένες περιπτώσεις µπορεί να οδηγήσει και στην εκδήλωση 

φαινοµένων οξειδωτικού στρες (Hilley και Massey., 1981). 

      Πολλά in vitro πειράµατα έχουν δείξει ότι το ουρικό οξύ αποτελεί έναν  ισχυρό 

απενεργοποιητή ποικιλίας δραστικών µορίων όπως το µοριακό οξυγόνο απλής διεγερµένης 

κατάστασης (
1
Ο2), αλκόξυ ρίζες καθώς και ρίζες υδροξυλίου (Stinefel και συν., 2005, Davies 

και συν., 1986, Becker και συν., 1993). Πολυάριθµες επίσης µελέτες έχουν συσχετίσει τα 

επίπεδα του ουρικού οξέος του πλάσµατος µε την αντιοξειδωτική του ικανότητα η οποία 

φαίνεται να οδηγεί σε αύξηση του προσδόκιµου επιβίωσης και µείωσης του κινδύνου 

ανάπτυξης καρκίνου (Sautin και Johnson., 2008,  Ames και συν., 1981). 

     Από την άλλη πλευρά, υπάρχει επίσης αφθονία µελετών που είτε δεν υποστηρίζουν αυτήν 

την αντιοξειδωτική-προστατευτική δράση του ουρικού οξέος ειτέ θεωρούν ότι έχει 

προοξειδωτική δράση, συµβάλλοντας στην εκδήλωση παθογενειών όπως η υπέρταση, ο 

σακχαρώδης διαβήτης τύπου ΙΙ κ.α (Ogura και συν., 2004, Johnson και συν., 2003).  



 

 

      Το ότι το ουρικό οξύ δεν φαίνεται να εκδηλώνει σε αρκετές περιπτώσεις αντιοξειδωτική 

δράση εξηγείται εν µέρει από αυτήν καθ΄αυτήν τη χηµική φύση του µόριου το οποίο είναι 

ελάχιστα λιποδιαλυτό και ελάχιστα υδατοδιαλυτό. Έτσι, αφενός δεν µπορεί να διαπεράσει τις 

βιολογικές µεµβράνες εκδηλώνοντας κυρίως εξωκυτταρική δράση και αφετέρου στο πλάσµα 

είναι «διαλυτό» µονό εάν είναι προσδεδεµένο σε κατάλληλες πρωτεΐνες (Muraoka και συν., 

2003). Από την άλλη πλευρά, οι περισσότερες ελεύθερες ρίζες διαπερνούν εύκολα τις 

κυτταρικές µεµβράνες και προκαλούν σοβαρές ενδοκυτταρικές βλάβες που το ουρικό οξύ δεν 

µπορεί να αποτρέψει (Bartesaghi και συν., 2006 & 2007).  

     Πέραν της µειωµένης λιποφιλικότητας του, το ουρικό οξύ µπορεί να µετατραπεί και το ίδιο 

σε ελεύθερη ρίζα παρουσία άλλων προοξειδωτικών µορίων και να επάγει την οξείδωση 

λιπιδίων, εκκινώντας έτσι αλυσιδωτές αντιδράσεις οξείδωσης (Bagnati και συν., 1999, Santos 

και συν., 1999).  

 1.8. ΕΞΩΓΕΝΗ ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΑ ΣΥΣΤΗΜΑΤΑ     

            Οι δύο βασικές κατηγορίες εξωγενών αντιοξειδωτικών χηµικών ενώσεων είναι οι 

φυσικές και οι συνθετικές. Τα φυσικά, φυτικής κατά κανόνα πρόελευσης, αντιοξειδωτικά 

µόρια είναι ποικίλων τύπων όπως φαινόλες, πολυφαινόλες, κινόνες, λακτόνες, καροτενοειδή, 

προκυανιδίνες κ.α. Τα συνθετικά αντιοξειδωτικά µόρια είναι προϊόντα οργανικής σύνθεσης 

που έχουν χηµική δοµή παρόµοια µε των φυσικών αλλά τροποποιηµένη ώστε να έχουν 

περισσότερες επιθυµητές ιδιότητες και λιγότερες παρενέργειες. Σχεδόν πάντα τα συνθετικά 

αντιοξειδωτικά φέρουν φαινολικούς δακτυλίους µε ποικίλους βαθµούς υποκαταστατών όπως 

αλκύλια που τροποποιούν τις ιδιότητές τους (Από βιβλίο Antioxidant Methodology : In vitro 

and In Vivo Concepts. Hall & Cuppet, chapter 9) 

1.8.1 Η Αντιοξειδωτική ∆ράση της Κουρκουµίνης 

      Πέραν της προαναφερθείσας προοξειδωτικής δράσης της σε υψηλές συγκεντρώσεις, η 

κουρκουµίνη (1,7-δις[4-υδροξυ-3µεθοξυφαινυλ]έπτα-1,6,διεν-3,5-διόνη) µπορεί επίσης να 

έχει σε χαµηλότερες συγκεντρώσεις εξαιρετικό αντιοξειδωτικό και γενικά 

κυτταροπροστατευτικό ρόλο (Baum και συν., 2004). Η αντιοξειδωτική δράση της 

κουρκουµίνης καθορίζεται κατά κύριο λόγο από τους αρωµατικούς της δακτυλίους που είναι 

πυρηνόφιλοι και δρουν ως χηλικοί παράγοντες (Jung και συν., 2003). Ακόµη ως χηλικοί 

παράγοντες δρουν και οι υποκαταστάτες στους δύο αρωµατικούς δακτυλίους, δεσµεύοντας 

µεταβατικά µέταλλα και αποτρέποντας την επαγόµενη από το υπεροξειδικό ανιόν αντίδραση 



 

 

Fenton (Moran και συν., 1997). Τέλος η όρθο- θέση της µεθόξυ οµάδας στους δύο 

βενζολικούς δακτυλίους φαίνεται να είναι απαραίτητη για την αντιοξειδωτική δράση της 

κουρκουµίνης (Marathe και συν., 2011, Rice-Evans και συν., 1997). 

      Η κουρκουµίνη ως αντιοξειδωτικό µόριο έχει τόσο άµεσες όσο και πολλές έµµεσες 

δράσεις. Μία από τις άµεσες δράσεις της είναι η αναστολή της υπεροξείδωσης των λιπιδίων, 

παρεµποδίζοντας έτσι αλυσιδωτές αντιδράσεις οξείδωσης (Venkatesan και συν., 1998). 

Ακόµη, είναι πολύ ενδιαφέρουσα η ικανότητα της κουρκουµίνης να προσδένει εκλεκτικά 

οξειδοαναγωγικά ευαίσθητα µέταλλα π.χ. Cu
2+

,Fe
3+

, που όταν είναι ελεύθερα µπορούν επίσης 

να εκκινήσουν αλυσιδωτές αντιδράσεις οξείδωσης (Baum και συν., 2004). Επίσης, η 

Κουρκουµίνη µπορεί και µειώνει  την παρουσία ελευθέρων ριζών αζώτου µέσω 

απενεργοποίησης του δραστικού ΝΟ2 (διοξείδιο του αζώτου), οδηγώντας έτσι σε µείωση του 

βαθµού οξείδωσης του ΝΟ (µονοξειδίου του αζώτου) καθώς και της συνθετάσης του (Brouet 

και συν., 1995).  

    Η κουρκουµίνη έχει επιπλέον και πολλές έµµεσες δράσεις µέσω των οποίων αυξάνει 

ενδοκυτταρικά τη συγκέντρωση σηµαντικών αντιοξειδωτικών παραγόντων όπως η 

γλουταθειόνη (GSH), η υπεροξειδική δισµουτάση Mn-SOD (Daosukho και συν., 2007, 

Venkatesan και συν., 1998) και η οξυγενάση της αίµης-1 (Pae και συν., 2007, Motterlini και 

συν., 2000). Σε πολλές περιπτώσεις, η αύξηση αυτών των παραγόντων γίνεται κυρίως σε 

µεταγραφικό επίπεδο µέσω ενεργοποίησης κοµβικών µεταγραφικών παραγόντων όπως ο Nrf-

2 (Motterlini και συν., 2000). 

    Ένας επίσης πασίγνωστος µεταγραφικός παράγοντας του οποίου η δράση αναστέλλεται 

από την Κουρκουµίνη είναι ο NF-κβ (Farhangkholl και συν., 2006). Ο NF-κβ ενεργοποείται 

σε καταστάσεις έντονου οξειδωτικού στρες και προάγει την έκφραση προοξειδωτικών 

γονιδίων π.χ. iNOS (επαγόµενη συνθετάση του µονοξειδίου του αζώτου) και 

προφλεγµονωδών γονιδίων π.χ.  των κυτταροκινών IL-1, IL-6, TNF-a κ.α. Συνεπώς, η 

κουρκουµίνη µέσω της αναστολής του NF-κβ εκδηλώνει σηµαντική αντιοξειδωτική και 

αντιφλεγµονώδη δράση (Yeh και συν., 2005).  

      Η οικογένεια του ΝF-κΒ αριθµεί πέντε διαφορετικά µέλη (c-Rel, RelA[p65], RelB, p100, 

p105) τα οποία µπορούν εν δυναµεί να συγκροτήσουν 15 διαφορετικά οµοδιµερή και 

ετεροδιµερή. Πρέπει να επισηµανθεί ότι οι πρωτεΐνες p100 & p105 υφίστανται πρώτα µία 

πρωτεολυτική διάσπαση προκειµένου να δώσουν τις υποµονάδες p50 & p52 οι οποίες και 



 

 

συµµετέχουν στο σχηµατισµό του ενεργού ΝF-Κβ (Li και συν., 2008).  Υπό κανονικές (µη 

στρεσσογόνες) συνθήκες, ο ΝF-Κβ εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα και παραµένει σε αδρανή 

κατάσταση καθώς πάνω του είναι προσδεδεµένος ο αναστολέας του IκΒ. Η οικογένεια 

πρωτεϊνών τύπου ΙκΒ αριθµεί επτά µέλη στα οποία µάλιστα συµπεριλαµβάνονται και οι 

πρωτεΐνες p100 & p105. Παρουσία «κλασσικών» στρεσσογόνων ερεθισµάτων π.χ. οξειδωτικό 

στρες και προφλεγµονωδών κυτταροκινών ενεργοποιείται το κλασσικό µονοπάτι του ΝF-Κβ ο 

οποίος είναι ένα διµερές των p50-p65 υποµονάδων, ενώ αντίθετα παρουσία ερεθισµάτων που 

σχετίζονται µε την ανάπτυξη των λεµφικών οργάνων  και του ειδικού σκέλους της ανοσίας 

ενεργοποιείται το εναλλακτικό µονοπάτι στο οποίο ο ΝF-κΒ είναι ένα διµερές των 

υποµονάδων p52-RelB (Shih και συν., 2011). Ειδικότερα, στο κλασσικό µονοπάτι η 

ενεργοποίηση υποδοχεών τύπου TNFR, TLR, IL-R κ.α προάγει την ενεργοποίηση µίας 

κινάσης τύπου ΜΕΚΚ3 (ΜΑΡΚΚΚ) η οποία και φωσφορυλιώνει/ενεργοποιεί ένα σύµπλοκο 

κινασών τύπου IKKβ-ΙΚΚα-ΙΚΚγ[ΝΕΜΟ]. H κινάση ΙΚΚβ φωσφορυλιώνει τόσο τον ΙκΒ-α, 

ο οποίος και οδηγείται προς αποικοδόµηση από το πρωτεάσωµα, όσο και τον ΝF-κΒ ο οποίος 

και µεταβαίνει στον πυρήνα τροποποιώντας κατάλληλα τη γονιδιακή έκραση (Wietek και 

O’Neill., 2007). Οι διαφορές στο εναλλακτικό µονοπάτι είναι ότι αντί της κινάσης ΜΕΚΚ3 

έχουµε µία κινάση τύπου ΝΙΚ η οποία φωσφορυλιώνει την ΙΚΚα κινάση και ότι δεν υπάρχει 

κλασσικός ΙκΒ αναστολέας, αλλά η p100 υποµονάδα η οποία και πρωτεολύεται δίνοντας την 

p52 η οποία στη συνέχεια διµερίζεται µε την RelB (Novack και συν., 2011). 

    Παρουσία συνθηκών οξειδωτικού στρες και αντιοξειδωτικών συγκεντρώσεων της 

κουρκουµίνης παρατηρείται αναστολή του κλασσικού µονοπατιού σε πολλαπλά επίπεδα 

(Alamdari και συν., 2008). Συγκεκριµένα, πολλές µελέτες έχουν δείξει ότι η επαγόµενη από 

την κουρκουµίνη αναστολή του ΝF-κΒ είναι έµµεση και οφείλεται στην αναστολή της 

φωσφορυλίωσης του IκΒα από τις ΙΚΚ κινάσες (Aggarwal και συν., 2006., Plummer και συν., 

1999., Jobin και συν., 1999). Επιπλέον, ένας ακόµη έµµεσος µηχανισµός αναστολής οφείλεται 

στην απευθείας αναστολή του πρωτεασώµατος η οποία και οδηγεί σε µεγάλη σταθεροποίηση 

του αναστολέα ΙκΒα (Dikshit και συν., 2006). Ακόµη, ειδικά για τις περιπτώσεις των µυικών 

ατροφιών έχει βρεθεί ότι η αναστολή του NF-κΒ µπορεί να οφείλεται στη γενικότερη µειώση 

των ROS ή της αναστολής της p38-MAPK λόγω της παρουσίας της κουρκουµίνης 

(Chattopadhyay και συν., 2006., Carter και συν., 2003). Τέλος, πρέπει να επισηµάνουµε ότι η 

κουρκουµίνη µπορεί να αποτρέψει φαινόµενα σήψης του σκελετικού µυός και λόγω άµεσης 



 

 

αναστολής της ενεργότητας του NF-κΒ  και συγκεκριµένα αναστολής τόσο της µετάβασής 

του στον πυρήνα όσο και την πρόσδεσή του στο DNA (Poylin και συν., 2008). 

 

1.8.2. Η  Αντιοξειδωτική & Προοξειδωτική ∆ράση του Ασκορβικού Οξέος  (Βιταµίνη-c).  

    Το ασκορβικό οξύ (5-R-[(1S)-1,2-διυδροξυαιθυλ]-3,4-διυδροξυφουραν-2(5Η)-όνη) είναι 

µία χηµική ένωση απαραίτητη για την ολοκλήρωση σηµαντικών 

µεταβολικών πορειών (Banhegyi και συν., 1996), για τη 

διατήρηση της ενεργότητας σηµαντικών ενζύµων (Hewitson και 

συν., 2003) αλλά και ως εν δυνάµει αντιοξειδωτικό µόριο (Dhar-

Mascareno και συν., 2005). Στον άνθρωπο υπάρχει έλλειψη του 

τελευταίου ενζύµου που συµµετέχει στο βιοσυνθετικό µονοπάτι 

του ασκορβικού οξέος και γι’αυτό πρέπει να λαµβάνεται 

εξωγενώς και χαρακτηρίζεται ως βιταµίνη (Banhegyi και συν., 1996). Το ασκορβικό οξύ 

αποτελεί επίσης έναν απαραίτητο συµπαράγοντα πολλών εξαρτώµενων από τα µεταλλικά 

ιόντα σιδήρου µόνο & δι-Οξυγενασών που δεν περιέχουν αίµη (Hewitson και συν., 2003). 

Πέραν των προαναφερθέντων ρόλων του, το ασκορβικό οξύ αποτελεί και ένα απαραίτητο 

αναγωγικό/αντιοξειδωτικό µόριο σε οργανίδια που χαρακτηρίζονται από πολύ µεγάλη 

παραγωγή ελευθερών ριζών όπως τα µιτοχόνδρια (Dhar-Mascareno και συν., 2005) και το 

ενδοπλασµατικό δίκτυο (Mandl και συν., 2009, Zangar και συν., 2004). Γενικά σε σχετικά 

χαµηλές συγκεντρώσεις (από 50µΜ και κάτω) το ασκορβικό οξύ έχει κατά κανόνα 

αντιοξειδωτική δράση, ενώ σε υψηλότερες (από 50µΜ εώς και της τάξεως των mM) 

εκδηλώνει συχνά προοξειδωτική δράση ιδιαίτερα παρουσία µεταλλικών ιόντων σιδήρου ή 

χαλκού.  

1.8.3 Η Αντιοξειδωτική ∆ράση της Ρεσβερατρόλης 

   Η ρεσβερατρόλη (5-[2-(4-υδροξυφαινυλ)αιθυλ]βενζο-1,3-

διόλη) είναι µία πολυφαινόλη ευρισκόµενη στις ταννίνες του 

κρασιού και ειδικότερα από χηµικής απόψεως χαρακτηρίζεται 

ως στιλβένη (3,5,4΄,3΄-υδροξύ-στιλβένη). Πληθώρα µελετών 

έχουν αποδείξει ότι χάρη σε αυτήν της τη χηµική δοµή, η 

ρεσβερατρόλη είναι ένα πολύ καλό υποψήφιο αντιοξειδωτικό 

και αντιφλεγµονώδες µόριο έναντι καρδιαγγειακών ασθενειών (Csiszar και συν., 2011). 



 

 

Ωστόσο, ένα δοµικό µειονέκτηµα αυτού του µορίου, σε σχέση µε άλλες στιλβένες που είναι 

µεθυλιώµενες ή γλυκοζυλιώµενες, είναι ότι παρουσιάζει αρκετή υδροφιλικότητα µε 

αποτέλεσµα να διαπερνά σχετικά δύσκολα τις κυτταρικές µεµβράνες και να εµφανίζει 

µικρότερη αντιοξειδωτική ικανότητα σε σχέση µε άλλα περισσότερο υδρόφοβα µόρια 

(Frombaum και συν., 2011). 

       Πιο συγκεκριµένα, η ρεσβερατρόλη δρα τόσο σε άµεσο επίπεδο µέσω απευθείας 

εξωκυτταρικής απενεργοποίησης ποικίλων ελευθέρων ριζών, όσο και σε έµµεσο επίπεδο 

µέσω πρόσδεσης σε υποδοχείς οιστρογόνων ή σε κοµβικούς µεταγραφικούς παράγοντες 

(Frombaum και συν., 2011, Yang και συν., 2010). Οι έµµεσες αυτές δράσεις της 

Ρεσβερατρόλης οδηγούν σε τροποποίηση της µεταγωγής του σήµατος και κατ΄επέκταση της 

γονιδιακής έκφρασης, µε αποτέλεσµα να αυξάνει συνολικά η ενζυµική αντιοξειδωτική άµυνα 

του κυττάρου (Frombaum και συν., 2011). Όσον αφορά τον καρδιοπροστατευτικό της ρόλο, 

αυτός οφείλεται κατά κύριο λόγο στην αγγειοδιασταλτική της δράση έπειτα από την 

πρόσδεσή της σε υποδοχείς οιστρογόνων και την ενεργοποίηση των κινασών Src, ΕRKs & 

AMPK (Chalopin και συν., 2010, Yang και συν., 2010). Αυτά τα γεγονότα φαίνεται ότι 

προάγουν αφενός αυξηµένη µεταγραφική έκφραση της eNOS (ενδοθηλιακή συνθετάση του 

ΝΟ/Μονοξειδίου του Αζώτου) και αφετέρου µειωµένη µεταγραφή του γονιδίου της NADPH-

Οξειδάσης που ενισχύει τα φαινόµενα οξειδωτικού στρες (Yang και συν., 2010, Wallerath και 

συν., 2002). Τέλος έχει βρεθεί ότι στα αιµοπετάλια, η ρεσβερατρόλη µειώνει τα επίπεδα των 

ελευθέρων ριζών µέσω ενεργοποίησης της PI3K κινάσης και ταυτόγχρονη αναστολή της p38-

MAPK κινάσης (Gresele και συν., 2008). 

       Παρόλες τις προαναφερθείσες δράσεις της ρεσβερατρόλης σε επίπεδο σηµατοδοτικό, 

είναι σηµαντικό να τονισθεί ότι η αντιοξειδωτική της δράση είναι περισσότερο εξωκυτταρική 

και οφείλεται κατά κύριο λόγο στην άµεση απενεργοποίηση των ROS οι οποίες παγιδεύονται 

στις υδροξυλοµάδες του στιλβενικού σκελετού του µορίου (Frombaum και συν., 2011) 

 

 

 

 

 



 

 

1.8.4 Mελέτη της Αντιοξειδωτικής ∆ράσης των Νεοσυντιθέµενων Χηµικών Ενώσεων 

Βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1 &  Βενζοθειαζίνη ΑΚ-ΑΜ2. 

     Η Kourounakis και συν., 2008, 2010 ανέπτυξαν αρχικά δύο ετεροαρωµατικά και 

πολυαρωµατικά µόρια που µειώνουν τα επίπεδα της χοληστερόλης και των τριγλυκεριδίων in 

vivo, έχουν in vitro αντιοξειδωτική δράση και τέλος αναστέλλουν την ενεργότητα του 

ενζύµου SQS (συνθετάση του σκουαλενίου). Το ένζυµο αυτό βρίσκεται στο βιοσυνθετικό 

µονοπάτι της χοληστερόλης αλλά καταρροϊκά του ενζύµου HMG-CoA-Aναγωγάση που 

αποτελεί τον εώς τώρα κύριο στόχο των στατινών (Charlton-Menys και συν., 2007). Το 

βασικότερο πρόβληµα µε τη χορήγηση των στατινών είναι ότι παρουσιάζουν ήπατο- και µύο- 

τοξικότητα και γι΄αυτό είναι επιτακτική ανάγκη ο σχεδιασµός φαρµακευτικών ουσίων που 

στοχεύουν άλλα ένζυµα και παρουσιάζουν έτσι λιγότερες παρενέργειες (Masters και συν., 

1995). Τέλος, επειδή στην ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης εµπλέκονται πολλαπλοί 

µηχανισµοί όπως υπερλιπιδαιµία, οξειδωτικό στρες και φλεγµονή, είναι επιθυµητός ο 

σχεδιασµός φαρµακολογικών παραγόντων που έχουν τουλάχιστον δύο εκ των τριών 

προαναφερθέντων στόχων (Cavalli και συν., 2008). 

      Επεκτείνοντας λοιπόν αυτές τις µελέτες ο Matralis και συν., 2011 συνέθεσαν τη 

βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1 [2-(4-διφαίνυλ)-4µεθυλ-3-δίυδρο-2Η-βένζο(1,4)οξαζι-2-όλη] και τη 

βενζοθειαζίνη ΑΚ-ΑΜ2 [2-(4-διφαίνυλ)-4µεθυλ-3-δίυδρο-2Η-βένζο(1,4)οξαθειαζιν-2-όλη], 

(εικ.1.7). Το ΑΚ-ΑΜ2 αποτελεί ένα ισοεστέρα του ΑΚ-ΑΜ1 και η µοναδική τους διαφορά 

είναι η αντικατάσταση του ατόµου του οξυγόνου (Ο) της βενζοξαζίνης ΑΚ-ΑΜ1 µε ένα 

άτοµο θείου (S) στη βενζοθειαζίνη ΑΚ-ΑΜ2. Και τα δύο αυτά µόρια σχεδιάσθηκαν µε τέτοιο 

τρόπο ώστε να συνδυάζουν δοµικά χαρακτηριστικά δύο «κλασσικών» αντιοξειδωτικών 

µορίων του Trolox και του µορίου [Α] καθώς και του κλασσικού αντιυπερλιπιδαιµικού µορίου 

[Β] (Liu και συν., 2009, Kourounakis και συν., 2008). Επίσης, σχεδιάσθηκαν τα µόρια (3) και 

(4) που είναι ίδια µε τα ΑΚ-ΑΜ1 και ΑΚ-ΑΜ2 αντίστοιχα, µε τη διαφορά ότι στη θέση της 

υδοξυλοµάδας 2-ΟΗ των ΑΚ-ΑΜ1 & 2 τοποθετήθηκε ένα άτοµο υδρογόνου (Η). 

      Τα εώς τώρα αποτελέσµατα έχουν δείξει ότι τόσο οι βενζοξαζίνες όσο και οι 

βενζοθειαζίνες αναστέλλουν σε πολύ σηµαντικό βαθµό την in vitro υπεροξείδωση των 

λιπιδίων και µάλιστα σε πολύ χαµηλότερες συγκεντρώσεις σε σχέση µε το κλασσικό 

αντιοξειδωτικό µότιο Trolox, της τάξεως των µΜ (Kourounakis και συν., 2008, Koufaki και 

συν., 2001) . Αξίζει να επισηµανθεί ότι οι δύο βενζοξαζίνες ΑΚ-ΑΜ1 & (3), λόγω της 



 

 

παρουσίας του ατόµου του οξυγόνου (Ο) φαίνεται να είναι πιο δραστικά µόρια [IC50=9 & 

12µΜ] σε σχέση µε τις δύο βενζοθειαζίνες ΑΚ-ΑΜ2 & (4) [IC50=83 & 39 µΜ ] (Matralis και 

συν., 2011).  Επιπλέον, το ΑΚ-ΑΜ1 (10µΜ) µελετήθηκε περαιτέρω και δείχθηκε ότι 

αναστέλλει πολύ πιο αποτελεσµατικά σε σχέση µε το κλασσικό αντιυπερλιπιδαιµικό µόριο 

[Β], την επαγόµενη από τα ιόντα χαλκού Cu
2+

, οξείδωση της λιποπρωτεΐνης LDL. Το γεγονός 

αυτό οφείλεται κατά πάσα πιθανότητα στο ότι το ΑΚ-ΑΜ1 δεν έχει απλώς 

αντιυπερλιπιδαιµική αλλά και αντιοξειδωτική δράση η οποία φαίνεται να του εξασφαλίζει 

καλύτερη αλληλεπίδραση µε τα LDL σωµατίδια (Matralis και συν., 2011, Jeong και συν., 

2004). Ακόµη, εξετάσθηκε η ικανότητα και των τεσσάρων νέων µορίων για την in vitro 

αναστολή της ενεργότητας του ενζύµου SQS (συνθετάση του σκουαλενίου) και διαπιστώθηκε 

ότι όλα τους είναι εξαιρετικοί αναστολείς και µάλιστα σε πολύ χαµηλές συγκεντρώσεις, από 

4-10µΜ (Matralis και συν., 2011). Μάλιστα τα µόρια (3) & (4) αποτελούν πιο ισχυρούς 

αναστολείς σε σχέση µε τα ΑΚ-ΑΜ1 & ΑΚ-ΑΜ2, πράγµα που δείχνει ότι η απουσία της 

υδροξυλοµάδας 2-ΟΗ κάνει τα µόρια (3) & (4) πιο υδρόφοβα και καλύτερα αλληλεπιδρώντα 

µε την υδρόφοβη κοιλότητα του ενεργού κέντρου του ενζύµου (Matralis και συν., 2011, 

Kourounakis και συν., 2010, Pandit και συν., 2000). Τέλος, µελέτηθηκε η in vivo 

αντιυπερλιπιδαιµική και αντιοξειδωτική δράση των ΑΚ-ΑΜ1 & ΑΚ-ΑΜ2 σε 

υπερλιπιδαιµικούς αρουραίους και φάνηκε ότι και τα δύο µόρια οδηγούν σε στατιστικά 

σηµαντική µείωση όλων των δεικτών της υπελιπιδαιµίας του πλάσµατος (τριγλυκερίδια, ολική 

χοληστερόλη, LDL, αναλογία LDL/HDL) καθώς και της MDA (µαλοναδιαλδεΰδη/δείκτης 

οξειδωτικού στρες). Για µία ακόµη φορά επιβεβαιώθηκε ότι η βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1 είναι πιο 

δραστικό µόριο, δηλαδή δρα σε χαµηλότερες συγκεντρώσεις, σε σχέση µε τη βενζοθειαζίνη 

ΑΚ-ΑΜ2 και ότι οι in vivo δραστικές συγκεντρώσεις είναι της τάξεως των µΜ και παρόµοιες 

µε τις in vitro (Matralis και συν., 2011). 

 

Εικ.1.7: Χηµικές ενώσεις «οδηγοί» (Trolox, αντιοξειδωτικό µόριο Α & αντιυπερλιπιδαιµικό µόριο Β) και βασικός 

τρόπος σχεδιασµού των βενζοξαζινών ΑΚ-ΑΜ1(µόριο[1]), µόριο [2] & των βενζοθειαζινών           ΑΚ-

ΑΜ2(µόριο[2]) & µόριο[4]. (Από Matralis και συν., 2011). 



 

 

ΚΕΦ.2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

   

2.1.ΥΛΙΚΑ 

2.1.1. Βιολογικό υλικό 

Κατά τη διεξαγωγή των πειραµάτων χρησιµοποιήθηκε η κυτταρική σειρά C2. Τα 

συγκεκριµένα κύτταρα είναι σκελετικοί µυοβλάστες ποντικού που έχουν αποµονωθεί από 

C3H ποντίκια (Yaffe & Saxel,1977) και αποτελούν ευγενική παραχώρηση του Dr.David    

Yaffe (Weizmann Institute, Israel). 

 

2.1.2.Βιοχηµικά αντιδραστήρια 

2.1.2.α. Συντήρηση κυτταροκαλλιεργειών 

Για τη συντήρηση των κυτταροκαλλιέργειων έγινε χρήση των παρακάτω υλικών: 

• Θρεπτικό µέσο DMEM(Dubesco’s modified Eagle’s medium), από την εταιρεία PAA 

Laboratories GmbH. 

• Oρός εµβρύου βοδιού(Fetal Bovine Serum,FBS), από την εταιρεία PAA Laboratories 

GmbH. 

• Aντιβιοτικά που προστίθενται στο θρεπτικό µέσο(10x)(στρεπτοµυκίνη 1000 µg/ml και 

πενικιλίνη 10000 units/ml), από την εταιρεία PAA Laboratories GmbH. 

• ∆ιάλυµα θρυψίνης-EDTA 0,5-0,2% σε PBS(10x), από την εταιρεία PAA Laboratories 

GmbH.Το διάλυµα αραιώνεται σε PBS ώστε να προκύψει τελικά διάλυµα 1x. 

• ∆ιάλυµα αιθανόλης για απολύµανση από την εταιρεία Merck. 

• ∆ιάλυµα Incuwater-Clean (για αποφυγή µολύνσεων στο νερό του κλιβάνου) από την 

εταιρεία Applichem. 

2.1.2.β. ∆οκιµασία κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ 

Για τη δοκιµασία κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ χρησιµοποιήθηκαν τα παρακάτω διαλύµατα και 

χηµικές ουσίες: 

• ΜΤΤ (thiazolylblue-tetrazolium bromide) από την εταιρεία Applichem (#A2231.0001) 

• HCl 37% w/v από την εταιρεία Applichem (#A0659.2500) 



 

 

• 2-προπανόλη από την εταιρεία Merck (#1.09634.2511) 

2.1.2.γ. Ανάλυση κατά Western 

Για την ανοσοεντόπιση των µελετούµενων πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκαν τα εξής 

αντισώµατα: 

• Πολυκλωνικό αντίσωµα κουνελιού έναντι συνθετικού πεπτιδίου που αναγνωρίζει τη 

φωσφορυλιωµένη µορφή των p44-ERK, p-42-ERK του ανθρώπου στα αµινοξικά 

κατάλοιπα θρεονίνη 202/τυροσίνη 204 (#9101S από την εταιρεία Cell Signalling 

Technology-USA). 

• Πολυκλωνικό αντίσωµα κουνελιού έναντι συνθετικού πεπτιδίου που αναγνωρίζει τη 

φωσφορυλιωµένη µορφή των p54-JNK, p-46-JNK του ανθρώπου στα αµινοξικά 

κατάλοπα θρεονίνη 183/τυροσίνη 185 (#9251 από την εταιρεία Cell Signalling 

Technology-USA). 

• Πολυκλωνικό αντίσωµα κουνελιού έναντι συνθετικού πεπτιδίου που αναγνωρίζει τη 

θέση πρωτεόλυσης του PARP από την κασπάση-3. Το αντίσωµα αυτό ανιχνεύει τόσο 

τον πλήρη PARP (116KDa) όσο και τα δύο θραύσµατα που προκύπτουν από την 

πρωτεόλυσή του (#9542 από την εταιρεία Cell Signaling Technology-USA). 

• Μονοκλωνικό αντίσωµα κουνελιού έναντι συνθετικού πεπτιδίου που αναφνωρίζει το 

φωσφορυλιωµένο µεταγραφικό παράγοντα c-Jun (48KDa) στη θέση σερίνη-63. (#9261S  

από την εταιρεία Cell Signaling Technology-USA). 

• Πολυκλωνικό αντίσωµα κουνελιού έναντι των ολικών επίπεδων της ακτίνης και 

συγκεκριµένα έναντι του αµινοτελικού άκρου της πρωτεΐνης (#Α2103 από την εταιρεία 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH). 

• ∆εύτερο αντίσωµα γίδας συζευγµένο µε υπεροξειδάση που αναγνωρίζει τις 

ανοσοσφαιρίνες τάξης G (IgGs) του κουνελιού προερχόµενο από την εταιρεία DAKO 

(#P0447). 

2.1.2.δ. Για τη χρώση Hoechst 

• Χρωστική Hoechst 10 mg/ml σε νερό από την εταιρεία Invitrogen (#H3569). 



 

 

2.1.2.ε.Παράγοντες επίδρασης 

• H2O2 30% w/v (#141076.1211 από την εταιρεία Panreac Quimica SA) 

• Κουρκουµίνη (#81025 από την εταιρεία Cayman Chemical Company) 

• NH3 25 % w/v (#  1054321000 από την εταιρεία Merck) 

• Καταλάση (# C-30, Lot:33H7185 από την εταιρεία Sigma) 

• Aσκορβικό οξύ (#Α4403-100ΜG από την εταιρεία Sigma )  

• Μελατονίνη (#0.14537.0001 από την εταιρεία Merck) 

• Oυρικό Οξύ (#Α2562.0025 από την εταιρεία Applichem) 

• Βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1, Βενζοθειαζίνη ΑΚ-ΑΜ2 & Ρεσβερατρόλη (ευγενική 

παραχώρηση του εργαστηρίου της δρ.Α.Κουρουνάκη [τοµέας Φαρµακευτικής 

Χηµείας, Τµήµα Φαρµακευτικής, Ε.Κ.Π.Α] το οποίο και τις συνέθεσε) 

 

 

 

2.1.2.στ. Οµογενοποίηση  

Κατά τη διαδικασία της οµογενοποίησης των κυττάρων χρησιµοποιούµε τα εξής υλικά: 

• Αναστολείς πρωτεασών : leupeptin(#L2884-5MG),DDT(#4315-1G),PMSF(#P7626-

250MG) και E64(#Ε3132-1ΜG) προερχόµενοι από την εταιρεία Sigma. 

• Aπορρυπαντικό Triton Χ-100 από την εταιρεία Sigma. 

 

2.1.2.ζ. Mέθοδος Bradford 

     

H µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται για τον ποσοτικό προσδιορισµό των πρωτεϊνών και θα 

αναλυθεί διεξοδικά παρακάτω.Το αντιδραστήριο Bradford προέρχεται από την εταιρεία 

BIORAD (Biorad protein assay,#500-0006) και είναι αρχικά συµπυκνωµένο.Γι΄αυτό λίγο πριν 

από την χρήση του αραιώνεται µε απιονισµένο νερό(1:5 v/v) 



 

 

 

2.1.2.η. Yλικό εµφάνισης 

 

  Για την αποτύπωση των πρωτεϊνών σε φωτογραφικό φιλµ, κατά τη διαδικασία της 

ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας χρησιµοποιήθηκαν τα εξής υλικά: 

• Το αντιδραστήριο ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας ECL (enhanced chemiluminescence) 

από την εταιρεία Amersham Bioscience(#RPN 2209). 

• Φιλµ (superRXfilm 24x18 cm, από την εταιρεία Fujifilm Europe). 

• Eµφανιστής(Developer-LX24-Kodak) 

• Σταθεροποιήτης(Fixer-AL4-Kodak) 

 

2.1.2.θ. Όργανα 

 Τα όργανα που χρησιµοποιήθηκαν για τη διεξαγωγή των πειραµάτων ήταν τα εξής: 

• Κλίβανος επώασης για τις κυτταροκαλλιέργειες (SANYO,MCO 15AC). 

• Oπτικό µικροσκόπιο αντίθεσης φάσεων(Nova,IN834) 

• Θάλαµος νηµατικής ροής (ΚΒ/ΚΒΜ horizontal laminar airflow bench,class100,faster) 

• Συσκευή ηλεκτροφόρησης (Μini Protean III cell, Biorad) 

• Συσκευή µεταφοράς των πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης (Transblot SD, 

Βiorad). 

• Tροφοδοτικό (Power Pac 1000, Biorad) 

• Φασµατοφωτόµετρο (Ultospect 2000, Pharmacia Biotech) 

• Φωτόµετρο ELISA (DENLEY, West Sussex, U.K) 

• Ψυχόµενη φυγόκεντρος (Jouan BR4i) 

• Υπερκαταψύκτης (Forma Scientific) 



 

 

• Φυγόκεντρος (Micro 12-24 από την εταιρεία Ηettich) 

• Υδατόλουτρο (SWB35, No209 από την εταιρεία Bacacos Scientific) 

 

2.2. ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

2.2.1. Κυτταροκαλλιέργειες 

2.2.1.α. Γενικά στοιχεία-Βασικοί τρόποι αποφυγής µολύνσεων. 

 

   Απαραίτητη προϋπόθεση για τη συντήρηση των κυτταροκαλλιεργειών είναι όλοι οι 

χειρισµοί να γίνονται κάτω από άσηπτες συνθήκες.  

Για το σκοπό αυτό όλες οι εργασίες γίνονται µέσα στο θάλαµο νηµατικής ροής ο οποίος 

αποστειρώνει τον αέρα µε τη µέθοδο της διήθησης. Συγκεκριµένα , ο θάλαµος διαθέτει 

ηθµούς υψηλής απόδοσης οι οποίοι κατακρατούν το 99,97% των σωµατιδίων διαµέτρου 0,3 

µm και η χρήση του θεωρείται ασφαλής περίπου 20 λεπτά αφού τεθεί σε λειτουργία. 

   Για περαιτέρω προφύλαξη ακτινοβολούµε µε UV για περίπου 15 λεπτά τόσο το χώρο των 

κυτταροκαλλιέργειων όσο και το θάλαµο νηµατικής ροής. Η διαδικασία αυτή 

πραγµατοποιείται σε καθηµερινή βάση και πριν την έναρξη οποιασδήποτε εργασίας στο χώρο 

των κυτταροκαλλιέργειων καθώς µε αυτόν τον τρόπο επιτυγχάνεται θανάτωση πολύ µεγάλου 

ποσοστού των µικροοργανισµών που υπάρχουν στο χώρο (η υπεριώδης ακτινοβολία ως 

γνωστόν δηµιουργεί σοβαρότατες και πολλές φορές µη αναστρέψιµες βλάβες στο DNA των 

µικροοργανισµών π.χ.διµερή θυµίνης, µε αποτέλεσµα αυτοί να νεκρώνονται άµεσα.) 

      Επιπλέον χρησιµοποιείται όσο πιο συχνά γίνεται διάλυµα αιθανόλης 70% (v/v) για 

απολυµαντικούς σκοπούς. Όσον αφορά το θρεπτικό µέσο των κυττάρων,πραγµατοποιείται 

θερµική απενεργοποίηση του ορού στους 56°C για 30 λεπτά και επακόλουθο φιλτράρισµα ενώ 

προστίθενται και τα αντιβιοτικά στρεπτοµυκίνη και πενικιλίνη αφού προηγουµένως 

φιλτραριστούν. 

    Τέλος σε εβδοµαδιαία βάση καθαρίζονται σχολαστικά όλο το δωµάτιο και o κλίβανος των 

κυτταροκαλλιέργειων. Συγκεκριµένα,  πραγµατοποιείται απολύµανση µε αιθανόλη όλων των 

επιφάνειων του χωρου, αντικατάσταση του νερού στο δίσκο του κλιβάνου µε 1L  

αποστειρωµένου και εµπλουτισµένου µε 10 ml incuwater (περιέχει αντιβιοτικό) και τέλος 



 

 

ακτινοβόληση µε UV τόσο όλου του χώρου όσου και του θαλάµου νηµατικής ροής για 20 

λεπτά.  

 

2.2.1.β. Συντήρηση & Ανακαλλιέργεια των κυττάρων 

 

  Τα κύτταρα διατηρούνται σε κατάλληλο επωαστικό κλίβανο στους 37°C,σε ατµόσφαιρα 5% 

CO2  κορεσµένη σε υδρατµούς. Για την αύξηση των κυττάρων της κυτταρικής σειράς C2 

απαιτείται η χρήση του θρεπτικού υλικού DMEM εµπλουτισµένου µε: ορό βοδιού FBS 

15%v/v(αναλυτικότερη περιγραφή στα υλικά) και µε τα αντιβιοτικά πενικιλίνη και 

στρεπτοµυκίνη. Τα συγκεκριµένα κύτταρα έχουν την ιδιότητα να διατηρούνται 

προσκολληµένα σε σταθερά υποστρώµατα όπως αυτά των πλαστικών φιαλών (φλάσκες) ή 

των τρυβλίων κυτταροκαλλιέργειας διευκολύνοντας έτσι πολύ τους πραγµατοποιούµενους 

χειρισµούς. 

     Η διατήρηση των κυττάρων σε µία κυτταροκαλλιέργεια απαιτεί την τακτική ανανέωση του 

θρεπτικού µέσου στο οποίο πολλαπλασιάζονται προκειµένου να αποφευχθούν φαινόµενα 

εκφυλισµού λόγω εξάντλησης των θρεπτικών και παραγωγής τοξικών µεταβολιτών. Για το 

σκοπό αυτό πραγµατοποιούµε αλλαγή του θρεπτικού µέσου της κυτταροκαλλιέργειας κάθε 2-

3 ηµέρες και διαίρεση αυτής όταν η πυκνότητα φθάνει σε ποσοστό κάλυψης~70% 

Συνοπτικά, η διαδικασία ανακαλλιέργειας έχει ως εξής: 

 

• Αποµάκρυνση και απόρριψη του παλιού θρεπτικού µέσου. 

• Ξέπλυµα µε την προσθήκη 3ml (για τις µεγαλύτερου µεγέθους φλάσκες) ρυθµιστικού 

διαλύµατος φωσφορικών-PBS- (137 mM NaCl,2.7 mM KCl,10 mM Na2HPO4,1.7 mM 

KH2PO4 & pH=7.4). Συγκεκριµένα, µε την προσθήκη του PBS γίνεται αποµάκρυνση 

των υπολειµµάτων του παλιού θρεπτικού και νεκρών κυττάρων,χαλαρά 

προσκολληµένων που πιθανόν έχουν αποµείνει στη φλάσκα. 

• Αφαίρεση του ρυθµιστικού διαλύµατος PBS & προσθήκη 1,5 ml διαλύµατος θρυψίνης-

EDTA προσπαθώντας µε ήπια ανακίνηση να καλυφθούν όλα τα προσκολληµένα µε 

αυτό κύτταρα. Η προσθήκη αυτού του διαλύµατος στοχεύει στην πρωτεολυτική 

διάσπαση των πρωτεϊνών κυτταρικής προσκόλλησης ώστε να αποκολληθούν όλα τα 



 

 

κύτταρα από το στερεό υπόστρωµα της φλάσκας. Ο χειρισµός του διαλύµατος θρυψίνης 

πρέπει να γίνεται µε πολύ µεγάλη προσοχή διότι η θρυψίνη ως πρωτεολυτικό ένζυµο 

διασπά και τον εαυτό της. Γι΄αυτό το λόγο φυλάσσεται συνεχώς στο ψυγείο και 

επανατοποθετείται άµεσα σε αυτό, αµέσως µόλις χρησιµοποιηθεί. 

• Επώαση για 2-3 λεπτά των κυττάρων µε το διάλυµα της θρυψίνης στον κλίβανο στους 

37°C και εν συνεχεία παρατήρηση της φλάσκας στο οπτικό µικροσκόπιο για να 

επιβεβαιώσουµε ότι όντως πραγµατοποιήθηκε η αποκόλληση. 

• Τερµατισµός της αντίδρασης της θρυψίνης µε την προσθήκη 3,5 ml πλήρους θρεπτικού 

µέσου(DMEM+FBS).Ακολουθεί ανάδευση µε τη βοήθεια πιπέτας ώστε να διαλυθούν 

τυχόν συσσωµατώµατα κυττάρων (που δηµιουργήθηκαν κατά τη διάρκεια της επώασης 

µε το διάλυµα θρυψίνης)και έπειτα  το εναιώρηµα µοιράζεται σε νέες φλάσκες ή και 

τρυβλία κυτταροκαλλιέργειας. 

 

2.2.1.γ. Ψύξη & απόψυξη των κυττάρων 

 

   Για τη διατήρηση µίας κυτταρικής σειράς για µεγάλα χρονικά διαστήµατα είναι απαραίτητο 

να υπάρχει διαθέσιµο απόθεµα κυτττάρων σε βαθιά κατάψυξη επειδή η πολλαπλασιαστική 

τους ικανότητα φθίνει µε το πέρασµα του χρόνου. Με αυτόν τον τρόπο, έχουµε ανά πάσα 

στιγµή διαθέσιµα κύτταρα νεαρής γενιάς, τα οποία και αποψύχουµε κατά βούληση για την 

πραγµατοποίηση των πειραµάτων. 

 

∆ιαδικασία ψύξης 

 

   Τα κύτταρα αποκολλώνται από τη φλάσκα µε την προσθήκη διαλύµατος θρυψίνης-EDTA, 

ακριβώς όπως και στην ανακαλλιέργεια των κυττάρων, και στη συνέχεια αφού τερµατιστεί η 

αντίδραση της θρυψίνης µε την προσθήκη πλήρους θρεπτικού µέσου, το εναιώρηµα των 

κυττάρων φυγοκεντρείται στις 12000 rpm (στροφές/λεπτό). Αφού αφαιρεθεί το υπερκείµενο 

τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 1 ml µέσου κατάψυξης (90%v/v FBS & 10%v/v DMSO) και 

τοποθετούνται σε ειδικές αµπούλες(ανθεκτικές στις χαµηλές θερµοκρασίες).  



 

 

Η παρουσία του DMSO που αποτελεί κρυοπροστατευτικό και η σταδιακή ψύξη [-20,-80,-

196°C (θερµοκρασία υγρού αζώτου)] εξασφαλίζουν τον περιορισµό σχηµατισµού 

κρυστάλλων πάγου και τη διατήρηση των κυττάρων στο υγρό άζωτο για πολύ µεγάλα χρονικά 

διαστήµατα. 

 

 

∆ιαδικασία απόψυξης 

 

  Η διαδικασία της απόψυξης, αντίθετα µε τη ψύξη, πρέπει να γίνει γρήγορα ώστε να 

περιορισθούν οι βλάβες στα κύτταρα από τους κρυστάλλους πάγου που πιθανόν έχουν 

σχηµατιστεί µέσα σε αυτά. Έτσι, η αµπούλα µε τα παγωµένα κύτταρα τοποθετείται άµεσα 

στους 37°C (στο υδατόλουτρο ή στον κλίβανο) και στη συνέχεια τα κύτταρα µεταφέρονται σε 

φλάσκα µε πλήρες θρεπτικό µέσο και τοποθετούνται στον κλίβανο. Συνήθως το ποσοστό 

θνησιµότητας σε αυτήν τη φάση είναι πολύ υψηλό αφενός λόγω του στρες που υφίστανται τα 

κύτταρα κατά τη διαδικασία της ψύξης και αφετέρου λόγω της παρουσίας του DMSO που 

είναι πολύ τοξικό. Για το λόγο αυτό την επόµενη ηµέρα γίνεται απαραιτήτως αλλαγή του 

θρεπτικού µέσου. 

 

 

2.2.1.δ. Προετοιµασία τρυβλίων για επιδράσεις 

 

     Η διαδικασία αυτή πραγµατοποιείται όταν θέλουµε να πραγµατοποιήσουµε ένα πείραµα 

δηλ. όταν θέλουµε να µελετήσουµε την επίδραση διαφόρων παραγόντων στη συγκεκριµένη 

κυτταρική σειρά. Ειδικότερα, την προηγούµενη ηµέρα απ΄αυτήν του πειράµατος 

πραγµατοποιούµε την ίδια διαδικασία µε αυτήν της ανακαλλιέργειας των κυττάρων αλλά 

αφού τερµατίσουµε την αντίδραση της θρυψίνης µε πλήρες θρεπτικό µέσο, ακολουθεί 

καταµέτρηση των κυττάρων σε αντικειµενοφόρο πλάκα Neubauer. Συγκεκριµένα µετράµε τον 

αριθµό των κυττάρων στα 8 µεγάλα τετράγωνα της πλάκας, υπολογίζουµε το µέσο όρο και 

στη συνέχεια πολλαπλασιάζουµε επί 10
4  

προκειµένου να βρούµε τον αριθµό των 

κυττάρων/ml.To κατάλληλο µέγεθος τρυβλίου επιλέγεται κάθε φορά ανάλογα µε τον αριθµό 

των κυττάρων που χρειάζεται να χρησιµοποιήσουµε. Στην παρούσα εργασία 



 

 

χρησιµοποιήθηκαν τρυβλία διαµέτρου 35mm και χωρητικότητας 2ml στα οποία 

τοποθετούσαµε ~800.000 κύτταρα προκειµένου να είναι η επιφάνεια τους καλυµένη σε 

ποσοστό 70-80% την επόµενη ηµέρα. Το κάθε τρυβλίο συµπληρώνεται τελικά µε πλήρες 

θρεπτικό µέσο ώστε ο τελικός όγκος να είναι 2ml και αναδεύεται µε ήπιες κυκλικές κινήσεις 

ώστε να έχουµε οµοιόµορφη επίστρωση των κυττάρων στην επιφάνειά του. Μάλιστα, είναι 

καλύτερο να προηγείται η προσθήκη του θρεπτικού µέσου και µετά να ακολουθεί η προσθήκη 

των κυττάρων.  

Τέλος, τα τρυβλία τοποθετούνται στον κλίβανο για επώαση.   

 

2.2.1.ε. Πειραµατικές συνθήκες 

 

   Την επόµενη ηµέρα και εφόσον η επιφάνεια των τρυβλίων είναι καλυµένη από κύτταρα σε 

ποσοστό 70-80%, αφαιρείται  το θρεπτικό µέσο από τα τρυβλία και ακολουθείται η εξής 

διαδικασία: 

• Ξέπλυµα µε 1 ml PBS (για τα τρυβλία διαµέτρου 35mm) 

• Πλήρωση του τρυβλίου µε 2 ml (για τα τρυβλία διαµέτρου 35mm) θρεπτικού µέσου 

χωρίς ορό. 

• Επώαση των τρυβλίων µε το θρεπτικό χωρίς ορό για 3 ώρες στον κλίβανο χωρίς να 

κάνουµε κανένα χειρισµό. Η διαδικασία αυτή ονοµάζεται στέρηση και είναι απαραίτητη 

προκειµένου να είµαστε βέβαιοι ότι η παρατηρούµενη κυτταρική απόκριση, µετά το 

τέλος του πειράµατος οφείλεται στους παράγοντες µε τους οποίους επιδράσαµε και όχι 

σε πιθανή επίδραση συστατικών του ορού.  

• Μετά την παρέλευση των 3 ωρών είναι δυνατή η επίδραση µε τους επιθυµητούς 

παράγοντες  οι οποίοι διαλύονται στο θρεπτικό µέσο του τρυβλίου (που δεν περιέχει 

δηλαδή ορό). Στην περίπτωση  χρησιµοποίησης διάφορων αναστολέων είναι απαραίτητο 

να γίνει προεπώαση των κυττάρων µε τον κατάλληλο αναστολέα για 30 λεπτά ή 1 ώρα, 

ανάλογα µε την περίπτωση, και µετά να ακολουθήσει η προσθήκη του παράγοντα 

επίδρασης. 

 



 

 

2.2.2.α Οµογενοποίηση των κυττάρων & αποµόνωση των ολικών πρωτεϊνών οι οποίες  

θα µελετηθούν µε ανάλυση κατά Western. 

 

   Όταν ολοκληρωθεί ο χρόνος των επιδράσεων τα τρυβλία µεταφέρονται  στον πάγο και 

ακολουθείται η εξής διαδικασία: 

• Αφαίρεση και απόρριψη του θρεπτικού υλικού. 

• Ξέπλυµα µε κρύο ρυθµιστικό διάλυµα PBS. 

• Προσθήκη στο κάθε τρυβλίο περίπου 90 µl διαλύµατος λύσης [Buffer G: 20 mM 

Tris/HCl, 200µΜ leupeptin, 10 µΜ Ε-64, 5µΜ DTT, 300 µΜ PMSF, Triton X-100 

0.5%(v/v)]. Mε την προσθήκη αυτού του διαλύµατος πραγµατοποιείται ρήξη των 

κυτταρικών µεµβρανών και απελευθέρωση του ενδοκυτταρικού περιεχοµένου. Επειδή 

κατά την πορεία αυτή απελευθερώνονται πρωτεάσες και φωσφατάσες οι οποίες µπορεί 

να τροποποιήσουν τα επίπεδα ή και την ενεργότητα των µελετώµενων πρωτεϊνών, το 

διάλυµα λύσης περιέχει αναστολείς έναντι αυτών των ενζύµων (λευπεπτίνη, E-64, DTT, 

PMSF). 

• Aποκόλληση των κυττάρων από το τρυβλίο µε χρήση κατάλληλου εµβόλου και 

µεταφορά  σε πλαστικά σωληνάκια φυγοκέντρησης.     

• Επώαση στον πάγο για 15 λεπτά. 

• Φυγοκέντρηση σε 14000 rpm (στροφές/λεπτό) για 10 λεπτά στους 4°C. 

• Συλλογή από κάθε δείγµα ~75 µl υπερκειµένου σε νέα σωληνάκια φυγοκέντρησης αφού 

όµως προηγουµένως κρατηθεί 1µl για τον ποσοτικό προσδιορισµό των ολικών 

πρωτεϊνών κάθε δείγµατος µε τη µέθοδο Bradford (σε σωληνάκια φυγοκέντρησης που 

ήδη περιέχουν 99 µl νερό). 

• Έπειτα από τον ποσοτικό προσδιορισµό των πρωτεϊνών µε τη µέθοδο  Bradford  

ακολουθεί προσθήκη στα σωληνάκια φυγοκέντρησης  1/3 του όγκου των δειγµάτων 

Sample Buffer4x [διάλυµα κατεργασίας: 300mM Tris/HCl pH=6.8, 10%(w/v)SDS, 

13%(v/v)γλυκερόλη, 20%(v/v) β-µερκαπτοαιθανόλη, 0.2%(w/v) κυανό της  

βρωµοφαινόλης]. Το διάλυµα κατεργασίας είναι απαραίτητο αφενός για τη δηµιουργία 



 

 

αποδιατακτικών συνθηκών και αφετέρου για να είναι ορατά τα πρωτεϊνικά δείγµατα 

κατά την ηλεκτροφόρηση. 

• Βρασµός των δειγµάτων για 3 λεπτά και φύλαξη τους στην κατάψυξη µέχρι την ηµέρα 

της ηλεκτροφόρησης. 

2.2.2.β. Υποκυτταρική κλασµάτωση-Οµογενοποίηση των κυττάρων                           & 

διαχωρισµός  πυρηνικών & κυτταροπλασµατικών  πρωτεϊνών, οι οποίες  θα µελετηθούν 

µε ανάλυση κατά Western. 

   Σε αυτήν την περίπτωση χρησιµοποιούνται µεγάλα τρυβλία καλλιέργειας χωρητικότητας 6 

ml (100mm) προκειµένου να αποµονώσουµε µεγαλύτερη ποσότητα πρωτεΐνης. Τα βήµατα 

που ακολουθούνται έχουν ως εξής: 

• Αφαίρεση και απόρριψη του υπερκειµένου θρεπτικού υλικού. 

• Ξέπλυµα µε κρύο ρυθµιστικό διάλυµα PBS. 

• Οµογενοποίηση των κυττάρων στον πάγο µε ρυµιστικό διάλυµα λύσης των κυττάρων 

Buffer A (~250µl/τρυβλίο). Η σύσταση του Buffer A [10mM HEPES  pH 7.9, 10mM 

NaCl, 0.1mM EGTA, 0.1mM EDTA, 1.5 mM MgCl2, 10mM NaF, 1mM Na3VO4, 

20µΜ β-φωσφατάση του γλυκερινικού οξέος] είναι τέτοια ώστε να πραγµατοποιείται 

λύση µόνο των κυτταρικών µεµεβρανών και απελευθέρωση του κυτταροπλασµατικού 

κλάσµατο. Επιπλέον, περιέχονται και οι αναστολείς πρωτεασών (0.5 mM PMSF, 4 

µg/ml απροτινίνη, 1 mM DTT & 2 µg/ml λευπεπτίνη). 

• Επώαση στον πάγο για 15 λεπτά. 

• Φυγοκέντρηση στις 10.000 rpm για 5 λεπτά στους 4°C. 

• Το υπερκείµενο αποτελεί το κυτταροπλασµατικό κλάσµα το οποίο και συλλέγεται σε 

ξεχωριστά eppendorfs. Η µετέπειτα κατεργασία του κυτταροπλασµατικού κλάσµατος 

είναι ακριβώς η ίδια µε την προαναφερθείσα (2.2.2.α) για τις ολικές πρωτεΐνες. 

∆ηλαδή, ακολουθεί ποσοτικός προσδιορισµός των πρωτεϊνών µε τη µέθοδο Bradford 

και στη συνέχεια προσθήκη του 1/3 του όγκου του υπερκειµένου sample buffer, 

βρασµός για 3 λεπτά και φύλαξη των δειγµάτων στους -20°C. 



 

 

• Στο ίζηµα προσθέτουµε 225 µl διαλύµατος έκπλυσης (Buffer A το οποίο επίσης 

περιέχει 0,6% v/v διαλύµατος Nonidet P-40). Το Nonidet χρησιµεύει για….Ακολουθεί 

πολύ ισχυρή ανάδευση και χρήση εµβόλου ή πιπέτας προκειµένου να γίνει πλήρης 

επαναδιαλυτοποίηση του ιζήµατος. 

• Επώαση στον πάγο για 5 λεπτά. 

• Φυγοκέντρηση στις 10.000 rpm για 5 λεπτά στους 4°C. 

• Απόρριψη του υπερκειµένου και προσθήκη στο ίζηµα 60 µl/δείγµα διαλύµατος Buffer 

B [20mM HEPES  pH 7.9, 400mM NaCl, 1mM EGTA, 0.1mM EDTA, 1.5 mM 

MgCl2, 10mM NaF, 1mM Na3VO4, 20mΜ β-φωσφατάση του γλυκερινικού οξέος & 

γλυκερόλη 20 % v/v]. H σύσταση αυτού του διαλύµατος εξασφαλίζει την αποµόνωση 

των πυρηνικών πρωτεϊνών και την παράλλη αναστολή των πρωτεασών που είναι 

παρούσες. H αναστολή των πρωτεασών επιτυγχάνεται πάλι µε προσθήκη αναστολέων 

πρωτεασών κατάλληλης συγκέντρωσης (0.5 mM PMSF, 4 µg/ml απροτινίνη, 0.2 mM 

DTT & 2 µg/ml λευπεπτίνη) στο Buffer B. Σε αυτό το στάδιο πραγµατοποιείται επίσης 

πολύ ισχυρή ανάδευση και χρήση εµβόλου ή πιπέτας προκειµένου να 

επαναδιαλυτοποιηθεί πλήρως το ίζηµα και να απελευθερωθούν όσο το δυνατόν 

περισσότερες πυρηνικές πρωτεΐνες. 

• Επώαση για 1 ώρα στους 4°C (πάγος) υπό συνεχή ανάδευση. 

• Φυγοκέντρηση στις 10.000 rpm για 5 λεπτά στους 4°C. 

• Συλλογή του υπερκειµένου το οποίο και αποτελεί το πυρηνικό κλάσµα. Όµοια µε τις 

κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες κρατείται µία ποσότητα δείγµατος για τον 

προσδιορισµό των ολικών πρωτεϊνών µε τη µέθοδο Bradford και στο υπόλοιπο δείγµα 

προστίθεται 1/3 του όγκου sample buffer. 

• Ακολουθεί βρασµός για 3 λεπτά και φύλαξη στους -20°C. 

 

 

 



 

 

2.2.3. Ποσοτικός προσδιορισµός των πρωτεϊνών µε τη µέθοδο Bradford 

       Ο ποσοτικός προσδιορισµός των ολικών πρωτεϊνών που περιέχονται στα δείγµατά µας 

είναι απαραίτητη προϋπόθεση πριν την πραγµατοποίηση της ηλεκτροφόρησης καθώς σε κάθε 

πηγαδάκι στο πήκτωµα πρέπει να φορτώσουµε ίση ποσότητα ολικής πρωτεΐνης προκειµένου 

να έχουµε συγκρίσιµα και αξιόπιστα αποτελέσµατα. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιείται η 

µέθοδος Bradford η οποία περιγράφηκε από τον οµώνυµο ερευνητή το 1976. 

   Αρχή µεθόδου: Το αντιδραστήριο Bradford περιέχει όξινο διάλυµα της χρωστικής 

Coomasie brilliant blue G-250 η οποία συνδέεται µε τις ελεύθερες αµινοµάδες των πρωτεϊνών 

του δείγµατος. Κατά τη σύνδεση αυτή έχουµε µετατόπιση του µεγίστου απορρόφησης της 

χρωστικής από τα 465 στα 595 nm λόγω σταθεροποίησης της ανιονικής µορφής της .  Έτσι η 

οπτική πυκνότητα της απορρόφησης στα 595 nm είναι ευθέως ανάλογη της περιεχόµενης στα 

δείγµατα πρωτεΐνης. 

   Για τον σκοπό αυτό, κατασκευάζεται αρχικά πρότυπη καµπύλη χρησιµοποιώντας γνωστές 

συγκεντρώσεις πρωτεΐνης προερχόµενης από διάλυµα αλβουµίνης ορού του βοδιού (ΒSA).  

Ακολουθεί συµπλήρωση µε απιονισµένο νερό µέχρι τελικού όγκου 100µl και στη συνέχεια 

προσθήκη 1ml αντιδραστηρίου Bradford,  σε κάθε δοκιµαστικό σωλήνα της πρότυπης 

καµπύλης καθώς και στα δείγµατα στα οποία θα προσδιορίσουµε τα ολικά επίπεδα των 

πρωτεϊνών. Ακολουθεί ισχυρή ανάδευση όλων των δειγµάτων, συµπεριλαµβανοµένων και της 

πρότυπης, και φωτοµέτρησή τους στα 595 nm. Tελικά , µετά την κατασκευή της πρότυπης 

καµπύλης και τον υπολογισµό της αντίστοιχης εξίσωσης της ευθείας υπολογίζονται τα µg της 

πρωτεΐνης που περιέχονται στα µl του δείγµατος στα οποία προστέθηκε το αντιδραστήριο 

Bradford. Μετά τις κατάλληλες αναγωγές και ανάλογα µε την  επιθυµητή ποσότητα της 

ολικής πρωτεΐνης κατά την ηλεκτροφόρηση υπόλογίζονται τα µl του δείγµατος ώστε σε κάθε 

θέση στο πήκτωµα να φορτωθεί η ίδια ποσότητα πρωτεϊνών. 

 

2.2.4. Ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης  

(SDS-PAGE/Poly-Acrylamide-Gel-Electrophoresis) 

    Για το διαχωρισµό των πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της ηλεκτροφόρησης σε 

πήκτωµα πολυακρυλαµίδης (Laemli.1970). Βασική αρχή αυτής της µεθόδου είναι η 

δηµιουργία αποδιατακτικών συνθηκών µε χρήση SDS (καταστροφή οµοιοπολικών δεσµών 

και απόδοση αρνητικού φορτίου σε όλες τις πρωτεΐνες) και β-µερκαπτοαιθανόλης (αναγωγή 



 

 

δισουλφιδικών δεσµών και  καταστροφή της τριτοταγούς δοµής των πρωτεϊνών) τα οποία 

περιέχονται στο διάλυµα κατεργασίας των δειγµάτων (sample buffer). Mε αυτόν τον τρόπο 

όλες οι πρωτεΐνες είναι αποδιαταγµένες και έχουν µόνο αρνητικό φορτίο. Έτσι, 

πραγµατοποιείται διαχωρισµός αποκλειστικά και µόνο µε βάση το µοριακό τους βάρος, 

δηλαδή πρωτεΐνες µικρού µοριακού βάρους κινούνται ταχύτερα κατά µήκος του πηκτώµατος 

και θα τις εντοπίσουµε πιο χαµηλά σε αυτό, σε σχέση µε τις πρωτεΐνες µεγαλύτερου µοριακού 

βάρους. 

   Για την ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών κατά Laemli σε κάθετη συσκευή, δηµιουργούµε 2 είδη 

πηκτώµατος: το πήκτωµα διαχωρισµού και το πήκτωµα επιστοίβαξης που διαφέρουν µεταξύ 

τους ως προς τη συγκέντρωση της ακρυλαµίδης και το pH. Oι πρωτεΐνες εισέρχονται πρώτα 

στο πήκτωµα επιστοίβαξης για να εξασφαλισθεί ότι στη συνέχεια θα έχουµε οµοιόµορφη και 

ταυτόχρονη είσοδο τους στο πήκτωµα διαχωρισµού στο οποίο και επιτυγχάνεται ο 

διαχωρισµός τους µε βάση το µοριακό τους βάρος. Και τα 2 είδη πηκτωµάτων σχηµατίζονται 

µε πολυµερισµό των µονοµερών του ακρυλαµιδίου (CH2 =CH-CO-NH2 ) που συνδέονται 

µεταξύ τους µε µόρια δις-ακρυλαµιδίου(CH2 =CH-CO-NH - CH2  -NH-CO-CH= CH2 ). 

O πολυµερισµός επιτυγχάνεται παρουσία υπερθειικού αµµωνίου (APS) και Ν,Ν,Ν΄,Ν΄-

τετραµεθυλοαιθυλενοδιαµίνης (TEMED). Το µέγεθος των πόρων του πηκτώµατος εξαρτάται 

από τη συγκέντρωση του ακρυλαµιδίου και του δις-ακρυλαµιδίου. Παράλληλα µε τα δείγµατα 

ηλεκτροφορείται και µίγµα πρωτεϊνών µε γνωστά µοριακά βάρη  που χρησιµεύει αφενός για 

να παρακολουθείται η πορεία της ηλεκτροφόρησης και αφετέρου για τον προσδιορισµό (κατά 

προσέγγιση) του µοριακού βάρους των µελετούµενων πρωτεϊνών.  Ειδικότερα, το µίγµα 

δεικτών γνωστού µοριακού βάρους [από την εταιρεία New England Biolabs (prestained 

protein marker,Broad Range, P7708S)]  που χρησιµοποιήθηκε έχει την εξής σύσταση 

πρωτεϊνών: 

• ΜΒΡ-β-γαλακτοσιδάση από Escherichia coli, M.W.175 KDa. 

• MBP-παραµυοσίνη από Escherichia coli, M.W.83 KDa. 

• Αφυδρογονάση του γλουταµινικού οξέος από ήπαρ βοδιού, Μ.W.62 KDa. 

• Αλδολάση από µυ κουνελιού, M.W.47,5 KDa. 

• Ισοµεράση της φωσφορικής τριόζης από µυ κουνελιού, Μ.W.32,5 KDa. 



 

 

• β –λακτοσφαιρίνη από γάλα βοδιού, Μ.W.25 KDa. 

• Λυσοζύµη από τη λέκιθο αυγού κοτόπουλου, Μ.W.16.5 ΚDa. 

• Απροτινίνη από πνεύµονα βοδιού, Μ.W.6,5 KDa. 

 

Συνοπτικά τα στάδια της ηλεκτροφόρησης είναι τα παρακάτω: 

 

• Καθαρισµός των 2 γυάλινων πλακών ανάµεσα από τις οποίες θα τοποθετηθεί 

αρχικά το πήκτωµα διαχωρισµού και στη συνέχεια το πήκτωµα επιστοίβαξης. 

• Προσθήκη του πηκτώµατος διαχωρισµού [375mM Tris/HCl, pH 8.8,10% (w/v) 

ακρυλαµίδη, 0.275% (w/v) δις-ακρυλαµίδη ,0.1% (w/v) SDS ,0.1% (w/v) APS & 

0.07% (v/v) TEMED]. 

• Πριν προλάβει να πολυµερισθεί το πήκτωµα διαχωρισµού προσθέτουµε στην 

κορυφή του απιονισµένο νερό ώστε να ευθυγραµιστεί η επιφάνειά του. 

• Αφαίρεση του νερού και προσθήκη του πηκτώµατος επιστοίβαξης [125mM  

Tris/HCl, pH 6.8, 5% (w/v) ακρυλαµίδη, 0.165% (w/v) δις-ακρυλαµίδη), 0.1% 

(w/v) SDS, 0.1% (w/v) APS & 0.07% (v/v) TEMED)] µε ταυτόχρονη τοποθέτηση 

ειδικής «χτένας» προκειµένου να δηµιουργηθούν οι θέσεις (πηγαδάκια) όπου θα 

τοποθετηθούν τα προς ηλεκτροφόρηση δείγµατα. 

• Τοποθέτηση των γυάλινων πλακών (µόλις ολοκληρωθεί και ο πολυµερισµός του 

πηκτώµατος επιστοίβαξης) στη συσκευή ηλεκτροφόρησης η οποία πληρώνεται µε 

ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροδίων[(Running buffer) 25mM Τris, 192 mM γλυκίνη, 

0.1% (w/v)SDS]. 

• Bρασµός των δειγµάτων για 3 λεπτά και τοποθέτησή τους στα πηγαδάκια του 

πηκτώµατος µε τη βοήθεια µικροσύριγγας των 50 µl. 

• Ηλεκτροφόρηση σε σταθερή τάση (180 Volts) για περίπου 1 ώρα. Ειδικότερα, η 

πορεία της ηλεκτροφόρησης παρακολουθείται µε τη βοήθεια του διαλύµατος 



 

 

κατεργασίας (sample buffer) και τερµατίζεται όταν η χρωστική εξέλθει από το 

πήκτωµα.  

 

2.2.5. Ηµίστεγνη µεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. 

      Στη συνέχεια, πραγµατοποιούµε µεταφορά των πρωτεϊνών από το πήκτωµα σε µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης µε τη βοήθεια ηλεκτρικού πεδίου. Με αυτό τον τρόπο πραγµατοποιείται 

αποτύπωση των πρωτεϊνικών ζωνών (µε µη οµοιοπολικές αλληλεπιδράσεις) όπως ακριβώς 

διαχωρίσθηκαν κατά την ηλεκτροφόρηση. Κατά τη µεταφορά των πρωτεϊνών από το πήκτωµα 

στο φίλτρο της νιτροκυτταρίνης χρησιµοποιήθηκαν χαρτιά Whatmann No3 και µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης προερχόµενα από την εταιρεία Schleicher & Schluell. Τέλος, πρέπει να 

επισηµανθεί ότι η  διαδικασία της ηµίστεγνης µεταφοράς είναι απαραίτητη καθώς είναι 

αδύνατον να γίνει η ανοσοεντόπιση µέσα στο τρισδιάστατο πλέγµα του πηκτώµατος . 

 

Τα βασικά στάδια της µεταφοράς έχουν ως εξής: 

 

• Κόψιµο 8 χαρτιών Whatman και 1 µεµβράνη νιτροκυτταρίνης περίπου στο µέγεθος 

του πηκτώµατος (9*4,5cm). 

• Eµβαπτισµός του πηκτώµατος, των 8 χαρτιών Whatman και της µεµβράνης σε 

διάλυµα µεταφοράς [(Τransfer buffer) 25mM Tris pH=8.3, 192mM γλυκίνη, 10% (v/v) 

µεθανόλη] και ανάδευση του  πηκτώµατος για 10 λεπτά της µεµβράνης και των 

χαρτιών για 15 λεπτά. 

• ∆ιάβρεξη της συσκευής µε διάλυµα µεταφοράς και τοποθέτηση από την άνοδο προς 

την κάθοδο : 4 χαρτιών Whatman, µεµβράνης νιτροκυτταρίνης, πηκτώµατος 

διαχωρισµού, 4 χαρτιών Whatman. Σε όλη αυτήν την πορεία ιδιαίτερη προσοχή πρέπει 

να δοθεί ώστε να   µην εγκλωβισθούν φυσαλίδες και εάν αυτό συµβεί αποµακρύνονται 

µε τη βοήθεια δοκιµαστικού σωλήνα. 

• Μεταφορά σε σταθερή τάση (12 Volts για 1 µεµβράνη) και για 1 ώρα. 

 

2.2.6. Χρώση της µεµβράνης νιτροκυτταρίνης µε τη χρωστική  Ponceau. 



 

 

 

    Η διαδικασία αυτή πραγµατοποιείται µετά την ολοκλήρωση της µεταφοράς των πρωτεϊνών 

στη µεµβράνη της νιτροκυτταρίνης, προκειµένου  αφενός να επιβεβαιώσουµε ότι όντως έγινε 

η µεταφορά και αφετέρου να εκτιµήσουµε µε έναν αδρό τρόπο κατά πόσον έγινε ισοφόρτωση 

των δειγµάτων κατά την ηλεκτροφόρηση που προηγήθηκε. Η µεθοδολογία αυτή βασίζεται 

στην ιδιότητα της χρωστικής Ponceau [0.4% (w/v) Ponceau, 7.5% TCA (w/v) (τριχλωροξικό 

οξύ)] να προσδένεται σε πολυπεπτίδια αλλά σε αντίθεση µε τη χρωστική Coomasie brilliant 

blue, αυτή δεν προκαλεί προβλήµατα στην ανάλυση κατά Western γιατί η µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης µπορεί να αποχρωµατιστεί ύστερα από εκπλύσεις σε ΤΒS-T [20mM Tris 

pH=7.6, 137 mM NaCl και 0.05% (v/v) Tween-20]. 

 

2.2.7. Ανάλυση κατά Western 

 

  Η ανάλυση κατά Western πραγµατοποιείται προκειµένου να εντοπίσουµε µία συγκεκριµένη 

πρωτεΐνη µέσω ανοσοανίχνευσης.  

Τα βασικά στάδια αυτής της τεχνικής έχουν ως εξής: 

• Αµέσως µετά τον τερµατισµό της µεταφοράς (ή τη χρώση µε Ponceau) η µεµβράνη 

σηµαδεύεται µε νυστέρι στις θέσεις των δεικτών και τοποθετείται σε δοχείο µε 50ml 

διαλύµατος κάλυψης [Blocking solution: 5% (w/v) γάλα σε ΤΒS-T] για 1 ώρα και υπό 

ανάδευση. Με τον τρόπο αυτό επιτυγχάνεται κάλυψη των µη ειδικών αντιγονικών 

θέσεων προκειµένου να έχουµε στη συνέχεια όσο το δυνατό πιο ειδική αλληλεπίδραση 

αντιγόνου-αντισώµατος. 

• 4x5min εκπλύσεις µε TBS-T 

• Έγκλειση της µεµβράνης σε πλαστικό σακουλάκι και προσθήκη 2 ml πρώτου 

αντισώµατος αραιωµένου 1:1000 σε διάλυµα 5% (w/v) ΒSA σε TBS-T (2ml TBS-T, 

0.1g ΒSA, 2µl αντισώµατος). Το πρώτο αντίσωµα είναι αυτό που αναγνωρίζει ειδικά 

ένα ή περισσότερους συγκεκριµένους αντιγονικούς επιτόπους της πρωτεΐνης που 

επιθυµούµε να ανιχνεύσουµε. 

• Ολονύκτια επώαση της µεµβράνης της νιτροκυτταρίνης µε το πρώτο αντίσωµα στους 

4°C 



 

 

• Αφαίρεση του πρώτου αντισώµατος και 4x5min εκπλύσεις µε TBS-T για αφαίρεση της 

περίσσειας του πρώτου αντισώµατος που πιθανόν να προσδέθηκε σε µη ειδικές θέσεις. 

• Επώαση σε 5 ml διαλύµατος δεύτερου αντισώµατος αραιωµένου 1:5000 σε Blocking 

solution (διάλυµα κάλυψης)  [1% (w/v) γάλα σε ΤΒS-T]. Το δεύτερο αντίσωµα 

αναγνωρίζει το Fc τµήµα (σταθερή περιοχή) του πρώτου αντισώµατος και ταυτόχρονα 

είναι οµοιοπολικά συζευγµένο µε το ένζυµο υπεροξειδάση. 

• Επώαση και ανάδευση µε το δεύτερο αντίσωµα για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. 

• 4x5min εκπλύσεις µε TBS-T 

• Eµφάνιση της επιθυµητής πρωτεΐνης µε τη µεθοδολογία της ενισχυµένης 

χηµειοφωταύγειας ECL (enhanced chemiluminescence)  : 

� Το διάλυµα ECL περιέχει Η2Ο2 , λουµινόλη και ενισχυτές σήµατος. Τα αντιδραστήρια 

αναµειγνύονται κατάλληλα αµέσως πριν από την χρήση τους και η µεµβράνη επώζεται 

για 1 λεπτό µε το ECL υπό ανάδευση, σκουπίζεται και τοποθετείται στην ειδική 

κασετίνα. 

� Τοποθέτηση του φιλµ και ερµητικό κλείσιµο τη κασετίνας. 

� Μετά την παρέλευση του απαιτούµενου χρόνου έκθεσης ο οποίος εξαρτάται από την 

προς ανίχνευση πρωτεΐνη, ακολουθεί εµβάπτιση του φιλµ στο διάλυµα του εµφανιστή 

(developer) για περίπου 1 λεπτό [µέχρι να αρχίσουν να εµφανίζονται οι ζώνες της 

πρωτεΐνης που θέλουµε να ανιχνεύσουµε]. 

� Ξέπλυµα µε νερό 

� Εµβάπτιση στο διάλυµα του σταθεροποιητή (fixer) 

� Το φιλµ στη συνέχεια µπορεί να χρησιµοποιηθεί για πυκνοµέτρηση σε κατάλληλο 

πρόγραµµα στον Η/Υ. 

 

2.2.8. Αποκόλληση ανοσoσυµπλόκων από τη νιτροκυτταρίνη (stripping). 



 

 

   Με τη µεθοδολογία αυτή αφαιρούµε τα αντισώµατα από µία µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και 

στη συνέχεια µπορούµε να την επαναχρησιµοποιήσουµε εκθέτοντάς τη σε διαφορετικό πρώτο 

αντίσωµα. Με αυτόν τον τρόπο : α)εξοικονοµούµε χρόνο και αντιδραστήρια & β)µπορούµε να 

ελέγξουµε εάν έγινε ισοφόρτωση των δειγµάτων κατά την ηλεκτροφόρηση χρησιµοποιώντας 

πρώτο αντίσωµα έναντι µίας πρωτεΐνης  που εκφράζεται σε σταθερά επίπεδα µέσα στο 

κύτταρο π.χ. ακτίνη. 

   

Τα βασικά στάδια αυτής της διαδικασίας έχουν ως εξής: 

• Επώαση της µεµβράνης µε 20 ml διαλύµατος που περιέχει 62.5mM Tris/HCl, pH=6.7, 

100 mM 2-µερκαπτοαιθανόλη και 2% (w/v) SDS για 1 ώρα στους 55°C υπό ανάδευση. 

• 4x5 min εκπλύσεις µε TBS-T υπό ανάδευση. 

• Eπώαση µε το νέο πρώτο αντίσωµα και  συνέχιση της ανάλυση κατά Western όπως 

περιγράφηκε προηγουµένως. 

 

2.2.9. ∆οκιµασία κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ 
        

     Η µέθοδος βασίζεται στην ικανότητα των µιτοχονδριακών αφυδρογονασών των ζώντων 

κυττάρων, να ανάγουν τους δακτυλίους του τετραζολίου της κίτρινης χρωστικής ΜΤΤ προς 

κρυστάλλους φορµαζανίου. Με προσθήκη διαλύµατος ισοπροπανόλης/ ΗCl 0.1M γίνεται 

διαλυτοποίηση των κρυστάλλων και ακολουθεί µέτρηση της οπτικής πυκνότητας σε 

φωτόµετρο ELISA µε φίλτρο 540 nm. 

 

Πιο αναλυτικά, τα βήµατα αυτής της µεθόδου έχουν ως εξής : 

• Τοποθετούµε 10-12*10
4 

κύτταρα / πηγαδάκι σε µία πλάκα ΜΤΤ 96 θέσεων , 

φροντίζοντας κάθε πηγαδάκι να περιέχει 100 λ θρεπτικού υλικού (DMEM & FBS 

15%). 

• Την επόµενη µέρα και εφόσον η κάλυψη στην επιφάνεια κάθε πηγαδιού είναι 

περίπου 70% αποµακρύνουµε µε πολυπιπέτα το θρεπτικό υλικό και 

πραγµατοποιούµε τρίωρη στέρηση µε προσθήκη 100 λ DMEM χωρίς  

FBS/πηγαδάκι. 



 

 

• Παρασκευή σε eppendorfs µέγιστης χωρητικότητας 1,5 ml των κατάλληλων 

διαλυµάτων µε τους αντιοξειδωτικούς ή (και) τους προοξειδωτικούς παράγοντες 

σε DMEM. 

• Προεπώαση των κυττάρων για 30 λεπτά µε τα διαλύµατα των αντιοξειδωτικών 

κατάλληλης συγκέντρωσης (100 λ διαλύµατος/πηγαδάκι). 

• Αποµάκρυνση των προεπωαστικών διαλυµάτων & προσθήκη νέων διαλυµάτων 

που εκτός από τα αντιοξειδωτικά περιέχουν και την κατάλληλη συγκέντρωση του 

εκάστοτε προοξειδωτικού παράγοντα (100 λ διαλύµατος/πηγαδάκι). 

• Επώαση µε τους οξειδωτικούς παράγοντες (παρουσία ή απουσία των 

αντιοξειδωτικών) για 24 ώρες. 

• Προσθήκη 20λ διαλύµατος ΜΤΤ (2,5 mg ΜΤΤ/ml PBS) / πηγαδάκι, χωρίς την 

αποµάκρυνση του υπερκειµένου διαλύµατος, 4 ώρες πριν τη λήξη των 

επιδράσεων. 

• Ήπια απόρριψη του υπερκειµένου µε µεγάλη προσοχή ώστε να µην ξεκολλήσουν 

και οι κρύσταλλοι από την επιφάνεια του κάθε πηγαδιού. 

• Προσθήκη 100 λ διαλύµατος ισοπροπανόλης/ΗCl 0.1 M/πηγαδάκι. 

• Κάλυψη της πλάκας ΜΤΤ µε αλουµινόχαρτο και ισχυρή ανάδευση σε 

ανάκινουµενη πλάκα για περίπου 1 ώρα µέχρι να διαπιστωθεί µακροσκοπικά 

πλήρης διαλυτοποίηση των κρυστάλλων φορµαζάνης. 

• Φωτοµέτρηση στα 540 nm σε φωτόµετρο ELISA. 

 

2.2.10. Εκτίµηση του προτύπου κυτταρικής επιβίωσης ύστερα από χρώση µε Hoechst 

και παρατήρηση σε µικροσκόπιο φθορισµού. 

      Η Hoechst αποτελεί µία φθορίζουσα χρωστική που χρησιµοποιείται για σήµανση του 

DNA και επακόλουθη εφαρµογή κυτταροµετρίας ροής ή παρατήρηση σε µικροσκόπιο 

φθορισµού. Απορροφά στο υπεριώδες φως (350nm) και εκπέµπει µπλε/κυανό φθορίζον 

χρώµα µε µέγιστο στα 461nm. H χρωστική αυτή µπορεί να χρησιµοποιηθεί τόσο σε ζωντανά 



 

 

όσο και σε µονιµοποιηµένα κύτταρα και συνήθως διαπερνά πιο εύκολα τις κυτταρικές 

µεµβράνες σε σχέση µε τη χρωστική DAPI. Συγκεκριµένα, το µόριο της χρωστικής 

προσδένεται στη µικρή αύλακα του DNA   αλληλεπιδρώντας ειδικά µε τις βάσεις Α & Τ και 

το σήµα φθορισµού είναι ανάλογο του βαθµού συµπύκνωσης του DNA. Συνεπώς, όταν 

πραγµατοποιούνται αποπτωτικά φαινόµενα (που χαρακτηρίζονται εκτός των άλλων και από 

συµπύκνωση και κατακερµατισµό της χρωµατίνης) έχουµε και πιο έντονο σήµα φθορισµού 

(Mocharla R. και συν., 1987).  

   Συνοπτικά τα βήµατα που ακολουθούµε είναι τα εξής: 

• Τοποθέτηση σε πλάκα 24 θέσεων ειδικών στρογγυλών καλυπτρίδων και ακτινοβόληση 

της µε UV για 15 λεπτά. 

• Τοποθέτηση σε κάθε θέση στην πλάκα 50.000 κυττάρων. 

• Επώαση των κυττάρων για περίπου 2 ώρες προκειµένου να προσκολληθούν στο 

υπόστρωµα της καλυπτρίδας 

• Προσθήκη θρεπτικού µε ορό µέχρι τελικού όγκου 1 ml. 

• Όταν η καλυπτρίδα καλυφθεί πλήρως από κύτταρα πραγµατοποιείται αφαίρεση του 

πλήρους θρεπτικού µέσου και αντικατάστασή του µε θρεπτικό χωρίς ορό. 

• Επώαση των κυττάρων για 3 ώρες (στέρηση). 

• Επιδράσεις µε τους  επιθυµητούς παράγοντες . 

• Προσθήκη σε κάθε θέση 10 λεπτά πριν τη λήξη της επίδρασης 1µl χρωστικής Hoechst 

(συγκέντρωση stock=10mg/ml). 

• Παρασκευή 1.5 ml mounting medium (υλικό συγκόλλησης που βοηθά στον φθορισµό) 

[2 κόκκοι PDA (p-φαινυλενοδιαµίνη), 30µl DMSO, 144.8 µl Νa2HPO4 (0.5M), 45.2µl 

NaH2PO4 (0.5M) και γλυκερόλη µέχρι τελικού όγκου 1.5ml)]. 

• Προσθήκη σε µία αντικειµενοφόρο πλάκα µίας σταγόνας mounting medium και στη 

συνέχεια τοποθέτηση της καλυπτρίδας µε τέτοιο τρόπο ώστε τα κύτταρα να έρχονται σε 

επαφή µε το mounting medium. 

• Παρατήρηση σε µικροσκόπιο φθορισµού την επόµενη ηµέρα . 

Σηµείωση: Όλα τα βήµατα από τη στιγµή της προσθήκης της χρωστικής Hoechst  γίνονται σε 

όσο το δυνατόν πιο σκοτεινό χώρο γιατί χειριζόµαστε φωτοευαίσθητες ουσίες. 

 

2.2.11. Χρήση λογισµικών προγραµµάτων & Επεξεργασία αποτελεσµάτων 



 

 

 

Τα λογισµικά προγράµµατα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα παρακάτω: 

• Gel analyzer 1.0 για την πυκνοµέτρηση των ζωνών των πηκτωµάτων και των φιλµ. 

• Adobe Photoshop 7.0 για την επεξεργασία των εικόνων. 

• Graph Pad Prism 4 & Microsoft Office Excel 2010 για τη στατιστική επεξεργασία των 

αποτελεσµάτων και το σχεδιασµό των γραφηµάτων. 

• Μicrosoft Office Word & Powerpoint 2010 

Ειδικότερα, όσον αφορά την επεξεργασία των αποτελεσµάτων υπολογίσθηκαν οι φορές 

ενεργοποίησης σε αυθαίρετες µονάδες σε σχέση µε το µάρτυρα (θεωρώντας την τιµή του 

µάρτυρα ίση µε την µονάδα) και ο µέσος όρος και η τυπική απόκλιση (SD) µεταξύ των 

τιµών για τα πειράµατα που επαναλήφθηκαν 2 ή περισσότερες φορές. Πραγµατοποίηθηκε 

επίσης στατιστική ανάλυση µε χρήση του Student’s t-test µε σκοπό την εύρεση της 

στατιστικής σηµαντικότητας (στατιστικά σηµαντικές θεωρούνται οι τιµές για τις οποίες 

p<0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ΚΕΦ.3 : ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1 ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΟΥ Η2Ο2 ΚΑΙ ΤΗΣ ΚΟΥΡΚΟΥΜΙΝΗΣ ΣΤΗ ΒΙΩΣΙΜΟΤΗΤΑ ΤΩΝ 

ΣΚΕΛΕΤΙΚΩΝ ΜΥΟΒΛΑΣΤΩΝ 

       Από προηγούµενες µελέτες της ερευνητικής µας οµάδας γνωρίζουµε ότι το Η2Ο2 σε 

αρκετά υψηλή συγκέντρωση (1mM) προκαλεί κυτταρικό θάνατο της τάξεως ~ 20% ο οποίος 

µάλιστα είναι νεκρωτικός και όχι αποπτωτικός (Kefaloyianni και συν., 2006). Στην παρούσα 

εργασία θελήσαµε να συγκρίνουµε, µε δοκιµασία κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ, την 

προοξειδωτική δράση του Η2Ο2 1mM µε αυτήν της κουρκουµίνης που είναι γνωστό ότι 

δηµιουργεί περισσότερες µορφές ROS (Marathe και συν., 2011). Η κουρκουµίνη βάσει 

βιβλιογραφικών δεδοµένων (Pae και συν., 2007) χορηγήθηκε σε συγκέντρωση 50 & 100 µΜ 

µόνη της αλλά έγινε και συνδυαστική επίδραση µε κουρκουµίνη 50µΜ & Η2Ο2 1mM. 

∆ιαπιστώσαµε για µία ακόµη φορά ότι παρουσία Η2Ο2 1mM  έχουµε στατιστικά σηµαντική 

πτώση της κυτταρικής επιβίωσης της τάξεως του 20% (81,67±0,04% σε σχέση µε το 100% 

του µάρτυρα) . Η κουρκουµίνη προκαλεί και αυτή στατιστικά σηµαντική πτώση της 

κυτταρικής επιβίωσης και µάλιστα µε ένα δοσοεξαρτώµενο πρότυπο (82,18±0,06% για την 

κουρκουµίνη 50 µΜ και 52,42±0,03% για την κουρκουµίνη 100 µΜ σε σχέση µε το 100% του 

µάρτυρα). Τέλος η ταυτόγχρονη χορήγηση κουρκουµίνης 50µΜ & Η2Ο2 1mM   φαίνεται να 

έχει συνδυαστική δράση καθώς µειώνει περισσότερο από 50% την κυτταρική βιωσιµότητα 

(κ.επιβ: 41,80±0,01%) σε σχέση µε το µάρτυρα (εικ.3.1. και πιν.3.1). 

 

 

 

 



 

 

                

 

Εικ.3.1 : Επίδραση του Η2Ο2 (1mM), της κουρκουµίνης[κρκ] (50 & 100µΜ) καθώς και του συνδυασµού τους 

(Η2Ο2 1mM & της κουρκουµίνης 50µΜ) στη βιωσιµότητα των σκελετικών µυοβλαστών. Το πείραµα επαναλήφθηκε 

3 φορές & η αξιολόγηση της στατιστικής σηµαντικότητας έγινε µε το Student t-test. *p<0,05, **p<0,01, +p<0,001 

Πιν.3.1: Επίδραση του Η2Ο2 και της Κουρκουµίνης στη βιωσιµότητα των σκελετικών 

µυοβλαστών. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

3.2. ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΠΙΘΑΝΩΝ ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΩΝ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΣΤΗΝ 

ΕΠΑΓΟΜΕΝΗ ΑΠΟ ΤΟ Η2Ο2 ΜΕΙΩΣΗ ΤΗΣ ΚΥΤΤΑΡΙΚΗΣ ΕΠΙΒΙΩΣΗΣ 

3.2.1 ∆οσοεξαρτώµενη προεπώαση µε Κουρκουµίνη 

             Όπως προαναφέρθηκε και στην εισαγωγή, η κουρκουµίνη είναι ένα µόριο που 

παρουσιάζει, ανάλογα µε τη συγκέντρωσή της και το είδος του προοξειδωτικού παράγοντα 

που είναι παρόν, άλλοτε προοξειδωτική και άλλοτε αντιοξειδωτική δράση (Fujisawa και συν., 

2006) . Για το σκοπό αυτό έγινε µισάωρη προεπώαση µε κουρκουµίνη από             50-0,25µΜ 

και ακολούθως επίδραση µε Η2Ο2 1mM για 24 ώρες. Με δοκιµασία κυτταροτοξικότητας 

ΜΤΤ, διαπιστώθηκε ότι η προεπώαση µε κουρκουµίνη 50 µΜ προκαλεί στατιστικά 

σηµαντική πτώση της κυτταρικής επιβίωσης (κ.επιβ:51,16±3,03%) σε σχέση µε το µάρτυρα 

αλλά και σε σχέση µε το Η2Ο2 1mM (κ.επιβ:71,76±3,23%). Αντίθετα, η κουρκουµίνη στο 

εύρος συγκεντρώσεων 30-15µΜ βελτιώνει στατιστικά σηµαντικά τα επίπεδα της κυτταρικής 

επιβίωσης (κ.επιβ: 93,52±0,02% για τα 30 µΜ & 86,39±4,02% για τα 15µΜ) σε σχέση µε το 

Η2Ο2 1mM (κ.επιβ:71,76±3,23%). Τέλος, η κουρκουµίνη στο εύρος συγκεντρώσεων 10-0,25 

µΜ δεν φαίνεται να µπορεί να αναστείλει τον επαγόµενο από το Η2Ο2 1mM κυτταρικό 

θάνατο (εικ.3.2. & πίν.3.2). 

                  

Εικ.3.2: Επίδραση της κουρκουµίνης στην επαγόµενη από το Η2Ο2 (1mM & 24 ώρες) µείωση της κυτταρικής 

επιβίωσης. Πραγµατοποιήθηκε µισάωρη δοσοεξαρτώµενη προεπώαση µε κουρκουµίνη στο εύρος συγκεντρώσεων 

50-0,25µΜ. Το πείραµα επαναλήφθηκε 3 φορές & η αξιολόγηση της στατιστικής σηµαντικότητας έγινε µε το 

Student t-test. *p<0,05, **p<0,01, +p<0,001 



 

 

Πιν.3.2: Επίδραση της προεπώασης µε κουρκουµίνη στην επαγόµενη από το Η2Ο2 µείωση της 

κυτταρικής επιβίωσης[%κ.επιβ.]. 

                       

3.2.2 ∆οσοεξαρτώµενη Προεπώση µε Ρεσβερατρόλη 

         Στη συνέχεια, θελήσαµε να διερευνήσουµε την πιθανή αντιοξειδωτική δράση της 

ρεσβερατρόλης που είναι ένα επίσης γνωστο από τη βιβλιογραφία αντιοξειδωτικό µόριο 

(Frombaum και συν., 2011). Για το σκοπό αυτό έγινε µισάωρη προεπώαση µε ρεσβερατρόλη 

από 50-0,25µΜ και ακολούθως επίδραση µε Η2Ο2 1mM για 24 ώρες. Με δοκιµασία 

κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ, διαπιστώθηκε ότι καµία από τις συγκεντρώσεις που δοκιµάσθηκαν 

δεν µπορούσαν να βελτιώσουν στατιστικά σηµαντικά την επαγόµενη από το Η2Ο2 1mM 

µείωση (κ.επιβ:75,32±0,04%) της κυτταρικής επιβίωσης[%κ.επιβ.]. Ωστόσο, επειδή στα 30 

µΜ ρεσβερατρόλης (κ.επιβ:80,53±0,09%) διαπιστώσαµε την πιο µεγάλη, αλλά όχι στατιστικά 

σηµαντική, αύξηση της κυτταρικής επιβίωσης σε σχέση µε το Η2Ο2 1mM 

(κ.επιβ:75,32±0,04%), αποφασίσαµε να χρησιµοποιήσουµε αυτή τη συγκέντρωση στα 

περαιτέρω πειράµατα (εικ.3.3 & πιν.3.3). 



 

 

 
Εικ.3.3: Επίδραση της ρεσβερατρόλης στην επαγόµενη από το Η2Ο2 (1mM & 24 ώρες) µείωση της κυτταρικής 

επιβίωσης. Πραγµατοποιήθηκε µισάωρη δοσοεξαρτώµενη προεπώαση µε ρεσβερατρόλη στο εύρος συγκεντρώσεων 

50-1µΜ. Το πείραµα επαναλήφθηκε 3 φορές & η αξιολόγηση της στατιστικής σηµαντικότητας έγινε µε το Student t-

test. *p<0,05, **p<0,01, +p<0,001 

 

 
 
 
 
 
 
Πιν.3.3: Επίδραση της προεπώασης µε ρεσβερατρόλη[ρεσβ] στην επαγόµενη από το Η2Ο2 

µείωση της κυτταρικής επιβίωσης[%κ.επιβ.]. 



 

 

                    

3.2.3 ∆οσοεξαρτώµενη προεπώαση µε τη Βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1 

      Η Βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1 [2-(4-διφαίνυλ)-4µεθυλ-3-δίυδρο-2Η-βένζο(1,4)οξαζι-2-όλη] 

αποτελεί ένα νέο µόριο που συνέθεσαν οι Martalis και συν., 2011 του οποίου η πιθανή 

αντιοξειδωτική δράση  δεν έχει µελετηθεί ποτέ σε σχέση µε το επαγόµενο από το Η2Ο2 

οξειδωτικό στρες. Για το σκοπό αυτό πραγµατοποιήθηκε µισάωρη προεπώση µε το ΑΚ-ΑΜ1 

από 50-1µΜ και ακολούθως επίδραση µε Η2Ο2 1mM για 24 ώρες. Με δοκιµασία 

κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ, διαπιστώθηκε ότι το ΑΚ-ΑΜ1 βελτιώνει στατιστικά σηµαντικά τα 

επίπεδα της κυτταρικής επιβίωσης στο εύρος συγκεντρώσεων 15-5µΜ (κ.επιβ: 97,68±0,02% 

για τα 15µΜ και 89,08±0,03% για τα 5µΜ) σε σχέση µε το Η2Ο2 1mM (κ.επιβ:75,32±0,04%). 

Αντίθετα, συγκεντρώσεις ΑΚ-ΑΜ1 µεγαλύτερες ή ίσες των 30µΜ και µικρότερες των 5µΜ 

δεν φαίνεται να µπορούν να αποτρέψουν την επαγόµενη από το Η2Ο2 µείωση της κυτταρικής 

επιβίωσης (εικ.3.4 & πιν.3.4) 



 

 

 

 

 
Εικ.3.4: Επίδραση της βενζοξαζίνης ΑΚ-ΑΜ1 στην επαγόµενη από το Η2Ο2 (1mM & 24 ώρες) µείωση της 

κυτταρικής επιβίωσης. Πραγµατοποιήθηκε µισάωρη δοσοεξαρτώµενη προεπώαση µε ΑΚ-ΑΜ1 στο εύρος 

συγκεντρώσεων 50-1µΜ. Το πείραµα επαναλήφθηκε 3 φορές & η αξιολόγηση της στατιστικής σηµαντικότητας έγινε 

µε το Student t-test. *p<0,05, **p<0,01, +p<0,001 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

Πιν.3.4: Επίδραση της προεπώασης µε βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1 στην επαγόµενη από το Η2Ο2  

µείωση της κυτταρικής επιβίωσης[%κ.επιβ.].  

 

            
3.2.4 ∆οσοεξαρτώµενη προεπώαση µε τη Βενζοθειαζίνη ΑΚ-ΑΜ2 

     Η Βενζοθειαζίνη ΑΚ-ΑΜ2 [2-(4-διφαίνυλ)-4µεθυλ-3-δίυδρο-2Η-βένζο(1,4)οξαθειαζιν-2-

όλη] αποτελεί ένα ακόµη νέο µόριο που συνέθεσαν οι Martalis και συν., 2011 του οποίου 

επίσης η πιθανή αντιοξειδωτική δράση  δεν έχει µελετηθεί ποτέ σε σχέση µε το επαγόµενο 

από το Η2Ο2 οξειδωτικό στρες. Για το σκοπό αυτό πραγµατοποιήθηκε µισάωρη προεπώση µε 

το ΑΚ-ΑΜ2 από 100-2,5µΜ και ακολούθως επίδραση µε Η2Ο2 1mM για 24 ώρες. Με 

δοκιµασία κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ, διαπιστώθηκε ότι το ΑΚ-ΑΜ2 στο εύρος 

συγκεντρώσεων 100-10µΜ, επαναφέρει  την  κυτταρική επιβίωση στα επίπεδα του µάρτυρα 

(95,16±0,08% για τα 100µΜ & 95,43±0,07% για τα 10µΜ). Ωστόσο σε χαµηλότερες 

συγκεντρώσεις το ΑΚ-ΑΜ2 δεν µπορεί τελικά να βελτιώσει µε ένα στατιστικά σηµαντικό 

τρόπο τα επίπεδα της κυτταρικής επιβίωσης (εικ.3.5 & πιν.3.5). 

 

 

 

 



 

 

 
 

 

 
Εικ.3.5: Επίδραση της βενζοθειαζίνης ΑΚ-ΑΜ2 στην επαγόµενη από το Η2Ο2 (1mM & 24 ώρες) µείωση της 

κυτταρικής επιβίωσης. Πραγµατοποιήθηκε µισάωρη δοσοεξαρτώµενη προεπώαση µε ΑΚ-ΑΜ2 στο εύρος 

συγκεντρώσεων 100-2,5µΜ. Το πείραµα επαναλήφθηκε 3 φορές & η αξιολόγηση της στατιστικής σηµαντικότητας 

έγινε µε το Student t-test. *p<0,05, **p<0,01, +p<0,001  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

Πιν.3.5: Επίδραση της προεπώασης µε βενζοθειαζίνη ΑΚ-ΑΜ2 στην επαγόµενη από το Η2Ο2 

µείωση της κυτταρικής επιβίωσης[%κ.επιβ.]. 

        
3.2.5 Σύγκριση της αντιοξειδωτικής δράσης των παραγόντων κουρκουµίνη, 

ρεσβερατρόλη, ΑΚ-ΑΜ1, ΑΚ-ΑΜ2, µελατονίνη, ουρικό οξύ, ασκορβικό οξύ & καταλάση 

έναντι του Η2Ο2. 

    Με τη βοήθεια των παραπάνω πειραµάτων καταλήξαµε ότι για τη δοκιµασία 

κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ οι βέλτιστες συγκεντρώσεις των αντιοξειδωτικών παραγόντων 

έναντι του Η2Ο2 είναι : κουρκουµίνη (15µΜ), ρεσβερατρόλη (30µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ) & 

ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ). Στη συνέχεια θελήσαµε να συγκρίνουµε την αντιοξειδωτική ικανότητα 

αυτών των τεσσάρων µορίων µε τρία σηµαντικά ενδογενή αντιοξειδωτικά συστήµατα δηλ.το 

αντιοξειδωτικό ένζυµο καταλάση (50U/ml), την αντιοξειδωτική ορµόνη µελατονίνη (15µΜ) 

καθώς και το τελικό προϊόν του καταβολισµού των πουρινών, ουρικό οξύ (10µΜ). Επιπλέον, 

εξετάσαµε και την πιθανή αντιοξειδωτική δράση του ασκορβικού οξέος (βιταµίνη-c) το οποίο 

και χορηγήθηκε σε µία κλασσική φαρµακολογική (Chen  και συν., 2007) συγκέντρωση 

(50µΜ). Οι δύο συγκεντρώσεις για την καταλάση και τη µελατονίνη στηρίχθηκαν σε 

προηγούµενα βιβλιογραγικά δεδοµένα (Aggeli και συν., 2010, Luchetti και συν., 2010). Η 

συγκέντρωση του ουρικού οξέος αποφασίσθηκε τόσο βάσει βιβλιογραφικών δεδοµένων 

(Sautin και Johnson., 2008) όσο και βάσει των σοβαρών περιορισµών που µας έθεσε η 

διαλυτότητά του. 



 

 

        Τα αποτελέσµατά µας έδειξαν ότι η προεπώαση µε την κουρκουµίνη  

(κ.επιβ:96,05±1,74%), καθώς και µε τα νεοσυντιθέµενα µόρια ΑΚ-ΑΜ1  

(κ.επιβ:98,15±5,03%) & ΑΚ-ΑΜ2  (κ.επιβ:98,56±3,05%) επαναφέρει την κυτταρική 

επιβίωση στα επίπεδα του µάρτυρα και οδηγεί σε µία αντιοξειδωτική δράση εφάµιλλη της 

καταλάσης (κ.επιβ:94,2±4,89%) και της µελατονίνης (κ.επιβ:92,74±4,10%). Αντίθετα, το 

ουρικό οξυ (κ.επιβ:77,2±4,31%), το ασκορβικό οξύ (κ.επιβ:70,93±6,85) και η ρεσβερατρόλη 

(κ.επιβ:72,38±2,96%) αδυνατούν να βελτιώσουν, µε ένα στατιστικά σηµαντικό τρόπο, την 

επαγόµενη από το Η2Ο2 (κ.επιβ:79,75±5,72%) πτώση της κυτταρικής βιωσιµότητας (εικ.3.6 & 

πιν.3.6). 

 

       

 
Εικ.3.6: Σύγκριση της αντιοξειδωτικής δράσης των παραγόντων κουρκουµίνη 15µΜ, ρεσβερατρόλη[ρεσβ] 30µΜ, 

ΑΚ-ΑΜ1 15µΜ, ΑΚ-ΑΜ2 30µΜ, µελατονίνη[µελ] 15µΜ, ουρικό οξύ[ουρ.οξύ] 10µΜ, ασκορβικό οξύ[ασκ.οξύ] 

50µΜ & καταλάση[κατ] 50U/ml έναντι του Η2Ο2 1mM. Το πείραµα επαναλήφθηκε 3 φορές & η αξιολόγηση της 

στατιστικής σηµαντικότητας έγινε µε το Student t-test. *p<0,05, **p<0,01, +p<0,001  

 



 

 

Πιν.3.6: Σύγκριση της αντιοξειδωτικής δράσης των παραγόντων κουρκουµίνη, 

ρεσβερατρόλη, ΑΚ-ΑΜ1, ΑΚ-ΑΜ2, µελατονίνη, ουρικό οξύ, ασκορβικό οξύ & καταλάση 

έναντι του Η2Ο2. 

                  

 

3.3 ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΩΝ ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΩΝ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΣΤΑ ΕΠΑΓΟΜΕΝΑ 

ΑΠΟ ΤΟ Η2Ο2 ΣΗΜΑΤΟ∆ΟΤΙΚΑ ΜΟΝΟΠΑΤΙΑ 

 

3.3.1. Επίδραση των αντιοξειδωτικών παραγόντων κουρκουµίνη, µελατονίνη,          ΑΚ-

ΑΜ1, ΑΚ-ΑΜ2, ρεσβερατρόλη & ουρικό οξύ στην επαγόµενη από το Η2Ο2 ενεργοποίηση 

των ERKs. 

     Από προηγούµενες µελέτες της ερευνητικής µας οµάδας (Kefaloyianni και συν., 2006) 

γνωρίζουµε ότι η επίδραση µε Η2Ο2 1mM για 15΄ προάγει έντονη ενεργοποίηση των κινασών 

p44-ERK & p42-ERK µέσω φωσφορυλίωσης. Με ανάλυση κατά Western, διαπιστώθηκε ότι η 

µισάωρη προεπώαση µε τους αντιοξειδωτικούς παράγοντες κουρκουµίνη (15µΜ), µελατονίνη 

(15µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15 & 5µΜ), ΑΚ-ΑΜ2 (30 & 15µΜ), ρεσβερατρόλη (30µΜ) & ουρικό οξύ 

(10µΜ) οδηγεί σε µία στατιστικά σηµαντική αναστολή της % ενεργοποίησης των ERKs σε 

σχέση µε το Η2Ο2 1mM για 15 λεπτά (εικ.3.7). Τα συγκεκριµένα % ποσοστά ενεργοποίησης 

για την p44-ERK & p42-ERK, παρουσία των διάφορων αντιοξειδωτικών παραγόντων 

δείχνονται στον πίνακα 3.7. 



 

 

 

          
 



 

 

 
 

 

 

Εικ.3.7: Επίδραση των αντιοξειδωτικών παραγόντων κουρκουµίνη (15µΜ), µελατονίνη 

(15µΜ), ρεσβερατρόλη (30µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15 & 5µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2 (30 & 15µΜ) παρουσία 

Η2Ο2 (1mM για 15 λεπτά) στον % βαθµό φωσφωρυλίωσης/ενεργοποίησης των ERKs. Ως 100% 

θεωρήθηκε η επαγόµενη από το Η2Ο2 (1mM για 15 λεπτά) ενεργοποίηση.  Προκειµένου να 

επιβεβαιωθεί η ισόφορτωση των δειγµάτων έγινε επίσης ανίχνευση της ακτίνης που εκφράζονται 

σε σταθερά επίπεδα µέσα στο κύτταρο Το πείραµα επαναλήφθηκε 3 φορές & η αξιολόγηση της 

στατιστικής σηµαντικότητας έγινε µε το Student t-test. *p<0,05, **p<0,01, +p<0,001  

 

 

 

 

 



 

 

Πιν.3.7 : Επίδραση των αντιοξειδωτικών παραγόντων κουρκουµίνη, µελατονίνη,ΑΚ-ΑΜ1,          

ΑΚ-ΑΜ2 & ρεσβερατρόλη στην επαγόµενη από το Η2Ο2 ενεργοποίηση των ERKs. 

              

     

     Η ικανότητα του ουρικού οξέος να αναστέλλει την επαγόµενη από το Η2Ο2 ενεργοποίηση 

των ERKs µελετήθηκε σε µία ξεχωριστή οµάδα πειραµάτων λόγω των πολλών ιδιαιτεροτήτων 

που παρουσιάζει η διαλυτότητά του. Συγκεκριµένα, το ουρικό οξύ διαλύθηκε σε ένα 

αµµωνιακό υδατικό διάλυµα που είναι αλκαλικό και άρα επηρεάζει αρνητικά τη βιωσιµότητα 

των κυττάρων. Γι΄αυτό το λόγο, η µέγιστη συγκέντρωση ουρικού οξέος, διαλυµένου στο 

συγκεκριµένο διαλύτη, που µπορούσαµε να χορηγήσουµε µε ασφάλεια στο θρεπτικό µέσο 

των κυττάρων ήταν τα 10µΜ.  Στη συνέχεια χρησιµοποιήσαµε ένα εύρος συγκεντρώσεων 

ουρικού οξέος από 10-0,25µΜ καθώς και το διαλύτη του ουρικού οξέος µόνο του. 

∆ιαπιστώθηκε ότι η µισάωρη προεπώαση µε ουρικό οξύ αναστέλλει µε ένα δοσοεξαρτώµενο 

πρότυπο την επαγόµενη από το Η2Ο2 (1mM για 15 λεπτά) ενεργοποίηση των ERKs και είναι 

µέγιστη για τα 10µΜ ουρικού οξέος (32,28±3,08% για την p44-ERK &48,14± 1,83% για την 

p42-ERK). Tέλος, ο διαλύτης του ουρικού οξέος µόνος του δεν φάνηκε να προκαλεί κάποια 

στατιστικά σηµαντική ενεργοποίηση των ERKs (εικ.3.8). 



 

 

               

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Εικ.3.8: ∆οσοεξαρτώµενο πρότυπο επίδρασης του αντιοξειδωτικού παραγόντα ουρικού οξέος 

παρουσία Η2Ο2 (1mM για 15 λεπτά) στον % βαθµό φωσφωρυλίωσης/ενεργοποίησης των ERKs. 

Ως 100% θεωρήθηκε η επαγόµενη από το Η2Ο2 (1mM για 15 λεπτά) ενεργοποίηση. Το πείραµα 

επαναλήφθηκε 2 φορές & η αξιολόγηση της στατιστικής σηµαντικότητας έγινε µε το Student t-

test. *p<0,05, **p<0,01, +p<0,001 (στατιστικά σηµαντική µείωση της % ενεργοποίησης σε 

σχέση µε το Η2Ο2). 

 

3.3.2. Επίδραση των αντιοξειδωτικών παραγόντων κουρκουµίνη, µελατονίνη,          ΑΚ-

ΑΜ1, ΑΚ-ΑΜ2, ρεσβερατρόλη & ουρικό οξύ στην επαγόµενη από το Η2Ο2 ενεργοποίηση 

των JNKs. 

      

      Πέραν της προαναφερθείσας ενεργοποίησης των ERKs, οι προηγούµενες µελέτες της  

οµάδας µας (Kefaloyianni και συν., 2006) έδειξαν ότι η επίδραση µε Η2Ο2 1mM για 15΄ 

προάγει έντονη ενεργοποίηση και των κινασών p54-JNK & p46-JNK µέσω φωσφορυλίωσης. 

∆ιαπιστώθηκε ότι η µισάωρη προεπώαση µε τους αντιοξειδωτικούς παράγοντες κουρκουµίνη 

(15µΜ), µελατονίνη (15µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (5µΜ), ΑΚ-ΑΜ2 (30 & 15µΜ) & ρεσβερατρόλη 

(30µΜ) οδηγεί σε µία στατιστικά σηµαντική αναστολή της % ενεργοποίησης των JNKs σε 

σχέση µε το Η2Ο2 1mM για 15 λεπτά (εικ.3.9). Πρέπει ωστόσο να επισηµανθεί ότι το ουρικό 

οξύ παρουσιάζει την καλύτερη ανασταλτική δράση πάλι στα 10µΜ αλλά η % αναστολή της 

ενεργοποίησης των JNKs είναι στατιστικά σηµαντική µόνο για την p46 ισοµορφή 

(32,28±3,08% ενεργοποίηση σε σχέση µε το 100% του Η2Ο2), αλλά όχι για την p54 (δεδοµένα 

που δεν φαίνονται στην εικόνα 3.9). Τα συγκεκριµένα % ποσοστά ενεργοποίησης για την p44-

ERK & p42-ERK, παρουσία των διάφορων αντιοξειδωτικών παραγόντων δείχνονται στον 

πίνακα 3.8. 



 

 

           

       

Εικ.3.9: Επίδραση των αντιοξειδωτικών παραγόντων κουρκουµίνη (15µΜ), µελατονίνη 

(15µΜ), ρεσβερατρόλη (30µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15 & 5µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2 (30 & 15µΜ) παρουσία 

Η2Ο2 (1mM για 15 λεπτά) στον % βαθµό φωσφωρυλίωσης/ενεργοποίησης των JHKs. Ως 100% 

θεωρήθηκε η επαγόµενη από το Η2Ο2 (1mM για 15 λεπτά) ενεργοποίηση. Το πείραµα 



 

 

επαναλήφθηκε 3 φορές & η αξιολόγηση της στατιστικής σηµαντικότητας έγινε µε το Student t-

test. *p<0,05, **p<0,01, +p<0,001 (στατιστικά σηµαντική µείωση της % ενεργοποίησης σε 

σχέση µε το Η2Ο2). 

Πιν.3.8 : Επίδραση των αντιοξειδωτικών παραγόντων κουρκουµίνη, µελατονίνη, ΑΚ-ΑΜ1, 

ΑΚ-ΑΜ2 & ρεσβερατρόλη στην επαγόµενη από το Η2O2 ενεργοποίηση των JNKs. 

                   

 

3.4. ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΠΙΘΑΝΩΝ ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΩΝ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΣΤΗΝ 

ΕΠΑΓΟΜΕΝΗ ΑΠΟ ΤΗΝ ΚΟΥΡΚΟΥΜΙΝΗ ΜΕΙΩΣΗ ΤΗΣ ΚΥΤΤΑΡΙΚΗΣ 

ΕΠΙΒΙΩΣΗΣ 

     Θέλοντας να διερευνήσουµε περαιτέρω τον τρόπο δράσης των αντιοξειδωτικών 

παραγόντων καταλάση (50U/ml), ασκορβικό οξύ (50µΜ), ουρικό οξύ (10µΜ), µελατονίνη 

(15µΜ), ρεσβερατρόλη (30µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ), αποφασίσαµε να 

χορηγήσουµε ως προοξειδωτικό παράγοντα την κουρκουµίνη (50 µΜ) που παράγει 

περισσότερες µορφές ROS σε σχέση µε το Η2Ο2 1mM. Με δοκιµασία κυτταροτιξικότητας 

ΜΤΤ, διαπιστώθηκε ότι η µισάωρη προεπώαση µε τη νεοσυντιθέµενη βενζοθειαζίνη     ΑΚ-

ΑΜ2 (κ.επιβ:99,98±0,03%), το αντιοξειδωτικό ένζυµο καταλάση (κ.επιβ:100±0,08%) και την 

αντιοξειδωτική ορµόνη µελατονίνη (κ.επιβ:100±0,01%) επαναφέρουν την κυτταρική 

επιβίωση στα επίπεδα του µάρτυρα. Αντίθετα, το ουρικό οξύ (κ.επιβ:90,07±0,03%) και η 

ρεσβερατρόλη (81,71±0,08%) αδυνατούν, όπως και στην περίπτωση του Η2Ο2 1mM, να 



 

 

βελτιώσουν τα ποσοστά της κυτταρικής επιβίωσης σε σχέση µε την κουρκουµίνη 

(κ.επιβ:87,12±3,51%).  

Τέλος, είναι αξιοσηµείωτη η αλλαγή της δράσης του ασκορβικού οξέος (κ.επιβ:44,22±8,12%) 

και της βενζοξαζίνης ΑΚ-ΑΜ1 (κ.επιβ:50,88±5,3%) σε προοξειδωτικά µόρια, καθώς η 

κυτταρική επιβίωση µειώθηκε στατιστικά σηµαντικά όχι µόνο ως προς το µάρτυρα αλλά και 

ως προς την κουρκουµίνη ( εικ.3.10 & πιν.3.9). 

 

 

 

Εικ.3.10: Σύγκριση της  δράσης των παραγόντων ρεσβερατρόλη 30µΜ, ΑΚ-ΑΜ1 15µΜ, ΑΚ-

ΑΜ2 30µΜ, µελατονίνη 15µΜ, ουρικό οξύ 10µΜ, ασκορβικό οξύ 50µΜ & καταλάση 50U/ml 

έναντι της κουρκουµίνης 50µΜ. Το πείραµα επαναλήφθηκε 3 φορές & η αξιολόγηση της 

στατιστικής σηµαντικότητας έγινε µε το Student t-test. *p<0,05, **p<0,01, +p<0,001  

 

 

 



 

 

Πιν.3.9: Σύγκριση της  δράσης των παραγόντων ρεσβερατρόλη 30µΜ, ΑΚ-ΑΜ1 15µΜ, ΑΚ-

ΑΜ2 30µΜ, µελατονίνη 15µΜ, ουρικό οξύ 10µΜ, ασκορβικό οξύ 50µΜ & καταλάση 50U/ml 

έναντι της κουρκουµίνης 50µΜ. 

                                         

 

3.5. ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΠΙΘΑΝΩΝ ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΩΝ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΣΤΗΝ 

ΕΠΑΓΟΜΕΝΗ ΑΠΟ ΤΟ Η2Ο2 & ΤΗΝ ΚΟΥΡΚΟΥΜΙΝΗ ΜΕΙΩΣΗ ΤΗΣ 

ΚΥΤΤΑΡΙΚΗΣ ΕΠΙΒΙΩΣΗΣ 

     

       Στη συνέχεια, θελήσαµε να εξετάσουµε το κατά πόσον κάποιος από τους παράγοντες 

καταλάση (50U/ml), ασκορβικό οξύ (50µΜ), ουρικό οξύ (10µΜ), µελατονίνη (15µΜ), 

ρεσβερατρόλη (30µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) µπορεί να παρουσιάσει 

αντιοξειδωτική δράση έναντι πολύ ισχυρού οξειδωτικού στρες επαγόµενου από τη 

συνδυαστική παρουσία κουρκουµίνης 50µΜ & Η2Ο2 1mM. Με δοκιµασία 

κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ, διαπιστώσαµε ότι κανένας από τους εξεταζόµενους παράγοντες 

δεν µπορεί να βελτιώσει στατιστικά σηµαντικά την κυτταρική επιβίωση (εικ.3.11& πιν.3.10) 

σε σχέση µε την κουρκουµίνη 50µΜ & Η2Ο2 1mM (κ.επιβ:65,19±6,44%). 

 

 

        



 

 

 

 

 

 

 

Εικ.3.11: Σύγκριση της  δράσης των παραγόντων ρεσβερατρόλη 30µΜ, ΑΚ-ΑΜ1 15µΜ, ΑΚ-

ΑΜ2 30µΜ, µελατονίνη 15µΜ, ουρικό οξύ 10µΜ, ασκορβικό οξύ 50µΜ & καταλάση 50U/ml 

έναντι της συνδυαστικής παρουσίας κουρκουµίνης 50µΜ & Η2Ο2 1mM. Το πείραµα 

επαναλήφθηκε 3 φορές & η αξιολόγηση της στατιστικής σηµαντικότητας έγινε µε το Student t-

test. *p<0,05, **p<0,01, +p<0,001            

 

 

 

 

Πιν.3.10: Σύγκριση της  δράσης των παραγόντων ρεσβερατρόλη 30µΜ, ΑΚ-ΑΜ1 15µΜ, 

ΑΚ-ΑΜ2 30µΜ, µελατονίνη 15µΜ, ουρικό οξύ 10µΜ, ασκορβικό οξύ 50µΜ & καταλάση 

50U/ml  έναντι της κουρκουµίνης 50µΜ & Η2Ο2 1mM . 



 

 

                                     

3.6. ΜΕΛΕΤΗ ΣΗΜΑΤΟ∆ΟΤΙΚΩΝ ΜΟΝΟΠΑΤΙΩΝ ΕΠΑΓΟΜΕΝΩΝ ΑΠΟ ΤΗΝ 

ΚΟΥΡΚΟΥΜΙΝΗ 

3.6.1 Επίδραση της κουρκουµίνης στο βαθµό ενεργοποίησης των ERKs 

      Θέλοντας να µελετήσουµε περαιτέρω την προοξειδωτική δράση της κουρκουµίνης 50µΜ 

αποφασίσαµε να διερευνήσουµε τα πιθανά επλεκόµενα σηµατοδοτικά µονοπάτια. .  Για το 

σκοπό αυτό, µελετήθηκε το χρονοεξαρτώµενο πρότυπο ενεργοποίησης των ERKs ύστερα από 

επίδραση µε κουρκουµίνη συγκέντρωσης 50 µΜ. Παρατηρήθηκε στατιστικά σηµαντική & 

µέγιστη αύξηση (εικ.3.12) της ενεργοποίησης των ERKs στα 15 λεπτά  επίδρασης 

(10,10±1,39 φορές ενεργοποίησης  για την p44-ERK & 26,61±5,19 φορές ενεργοποίησης  για 

την p42-ERK σε σχέση µε το µάρτυρα), η οποία σταδιακά µειώνεται  από τα 30 λεπτά 

(9,48±0,21 φορές ενεργοποίησης  για την p44-ERK & 12,9±0,2 φορές ενεργοποίησης  για την 

p42-ERK),  ενώ φτάνει σε πολύ χαµηλά επίπεδα στα 120 λεπτά επίδρασης  (2,98±0,42 φορές 

ενεργοποίησης  για την p44-ERK & 2,05±0,26 φορές ενεργοποίησης  για την p42-ERK). 

Τέλος στα 240 λεπτά επίδρασης µε κουρκουµίνη 50 µΜ τα επίπεδα ενεργοποίησης είναι ίδια 

µε του µάρτυρα. Βάσει αυτού του αποτελέσµατος, τα πειράµατα που ακολούθησαν για τη 

µελέτη του ρόλου των p-ERKs πραγµατοποιήθηκαν στα 15 λεπτά επίδρασης. 

 



 

 

 

 

 

 

 

Εικ.3.12:Μελέτη του χρονοεξαρτώµενου προτύπου ενεργοποίησης των ERKs ύστερα από 

επίδραση µε κουρκουµίνη συγκέντρωσης 50µΜ. Το πείραµα αυτό επαναλήφθηκε δύο φορές & η 

αξιολόγηση της στατιστικής σηµαντικότητας έγινε µε το Student t-test. *p<0,05, **p<0,01, 

+p<0,001   (στατιστικά σηµαντική αύξηση του βαθµού ενεργοποίησης ως προς το µάρτυρα) 



 

 

 

3.6.2 Επίδραση της κουρκουµίνης στο βαθµό ενεργοποίησης των JNKs. 

      

      Στη συνέχεια θελήσαµε να διερευνήσουµε και τον πιθανό ρόλο των JNKs στο επαγόµενο 

από την κουρκουµίνη οξειδωτικό στρες.  Για το σκοπό αυτό, µελετήθηκε το χρονοεξαρτώµενο 

πρότυπο ενεργοποίησης των JNKs ύστερα από επίδραση µε κουρκουµίνη συγκέντρωσης 50 

µΜ. ∆ιαπιστώθηκε ότι αυξανοµένου του χρόνου επίδρασης µε την κουρκουµίνη έχουµε και 

σταδιακή αύξηση του βαθµού ενεργοποίησης των JNKs ο οποίος και µεγιστοποιείται µεταξύ 

60 και 240 λεπτών (εικ.3.13). Βάσει αυτού του δεδοµένου, αποφασίσαµε τα µετέπειτα 

πειράµατα να πραγµατοποιούνται στα 120 λεπτά χρόνου επίδρασης (33,52±2,83% 

ενεργοποίηση για την p54-JNK & 39,31±1,66% για την p46-JNK σε σχέση µε το µάρτυρα). 

                     



 

 

 

 

 

Εικ.3.13:Μελέτη του χρονοεξαρτώµενου προτύπου ενεργοποίησης των JHKs ύστερα από 

επίδραση µε κουρκουµίνη συγκέντρωσης 50µΜ. Το πείραµα αυτό επαναλήφθηκε δύο φορές & η 

αξιολόγηση της στατιστικής σηµαντικότητας έγινε µε το Student t-test. *p<0,05, **p<0,01, 

+p<0,001   (στατιστικά σηµαντική αύξηση του βαθµού ενεργοποίησης ως προς το µάρτυρα). 

3.6.3. Επίδραση των παραγόντων ασκορβικό οξύ, ΑΚ-ΑΜ1, καταλάση, µελατονίνη & 

ΑΚ-ΑΜ2 στην επαγόµενη από την κουρκουµίνη ενεργοποίηση των ERKs. 

       Θέλοντας να ερµηνεύσουµε τα αποτελέσµατα της δράσης των παραγόντων ασκορβικό 

οξύ (50µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ), καταλάση (50U/ml), µελατονίνη (15µΜ) &  ΑΚ-ΑΜ2(30µΜ) 

στον επαγόµενο από την κουρκουµίνη κυτταρικό θάνατο πραγµατοποιήσαµε στη συνέχεια 

ανάλυση κατά Western. Συγκεκριµένα, έγινε µισάωρη προεπώαση µε όλους τους παράγοντες 

και κατόπιν επίδραση µε κουρκουµίνη (50µΜ) για 15 λεπτά. ∆ιαπιστώθηκε ότι τα 

προοξειδωτικά µόρια ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ) καθώς και το ασκορβικό οξύ (50µΜ) αναστέλλουν σε 

πολύ µεγάλο βαθµό την επαγόµενη από την κουρκουµίνη ενεργοποίηση των ERKs (εικ.3.14). 

Επίσης, µία µερική αλλά στατιστικά σηµαντική αναστολή διαπιστώνεται και παρουσία της 

βενζοθειαζίνης ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) καθώς και της µελατονίνης (15µΜ). Αξίζει να επισηµανθεί 

ότι για την µελατονίνη η αναστολή αυτή είναι στατιστικά σηµαντική µόνο για την p42-ERK 



 

 

αλλά όχι για την   p44-ERK. Τα συγκεκριµένα % ποσοστά ενεργοποίησης για την p44-ERK & 

p42-ERK, παρουσία των διάφορων  παραγόντων δείχνονται στον πίνακα 3.10. 

                         

 

 

Εικ.3.13: Επίδραση των  παραγόντων ασκορβικό οξύ (50µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ), καταλάση 

(50U/ml), µελατονίνη (15µΜ),  & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) παρουσία κουρκουµίνης (50µM για 15 

λεπτά) στον % βαθµό φωσφωρυλίωσης/ενεργοποίησης των ERKs. Ως 100% θεωρήθηκε η 

επαγόµενη από την κουρκουµίνη (50µM για 15 λεπτά) ενεργοποίηση. Το πείραµα επαναλήφθηκε 



 

 

3 φορές & η αξιολόγηση της στατιστικής σηµαντικότητας έγινε µε το Student t-test. *p<0,05, 

**p<0,01, +p<0,001  

 

Πιν.3.10: Επίδραση των  παραγόντων ασκορβικό οξύ (50µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ), καταλάση 

(50U/ml), µελατονίνη (15µΜ),  & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) παρουσία κουρκουµίνης (50µM για 15 

λεπτά) στον % βαθµό φωσφωρυλίωσης/ενεργοποίησης των ERKs. 

                        

 

3.6.4. Επίδραση των παραγόντων ασκορβικό οξύ, ΑΚ-ΑΜ1, καταλάση, µελατονίνη & 

ΑΚ-ΑΜ2 στην επαγόµενη από την κουρκουµίνη ενεργοποίηση των JNKs. 

     Οι παράγοντες ασκορβικό οξύ (50µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ), καταλάση (50U/ml), 

µελατονίνη (15µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) φάνηκε ότι επηρεάζουν µε πολύ διαφορετικό τρόπο 

την επαγόµενη από την κουρκουµίνη (50µΜ για 2 ώρες) ενεργοποίηση των JNKs, σε σχέση 

µε τις κινάσες ERKs. Συγκεκριµένα, η προεπώαση για 30 λεπτά µε τους προοξειδωτικούς 

παράγοντες ασκορβικό οξύ (50µΜ) & ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ) αυξάνει σε πολύ µεγάλο βαθµό την 

επαγόµενη από την κουρκουµίνη % ενεργοποίηση των JNKs. Αντίθετα, η προεπώαση µε τους 

αντιοξειδωτικούς παράγοντες καταλάση (50U/ml), µελατονίνη (15µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) 

µειώνει µε ένα στατιστικά σηµαντικό πρότυπο αυτή την ενεργοποίηση (εικ.3.14). Τα 

συγκεκριµένα ποσοστά της % ενεργοποίησης δίνονται στον πίνακα 3.11. 



 

 

 

 

 
Εικ.3.14: Επίδραση των  παραγόντων ασκορβικό οξύ (50µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ), καταλάση 

(50U/ml), µελατονίνη (15µΜ),  & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) παρουσία κουρκουµίνης (50µM για 15 

λεπτά) στον % βαθµό φωσφωρυλίωσης/ενεργοποίησης των JHKs. Ως 100% θεωρήθηκε η 

επαγόµενη από την κουρκουµίνη (50µM για 2 ώρες) ενεργοποίηση. Το πείραµα επαναλήφθηκε 3 

φορές & η αξιολόγηση της στατιστικής σηµαντικότητας έγινε µε το Student t-test. *p<0,05, 

**p<0,01, +p<0,001  



 

 

 

Πιν.3.11: Επίδραση των  παραγόντων ασκορβικό οξύ (50µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ), καταλάση 

(50U/ml), µελατονίνη (15µΜ),  & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) παρουσία κουρκουµίνης (50µM για 2 

ώρες) στον % βαθµό φωσφωρυλίωσης/ενεργοποίησης των JNKs. 

 

               

3.6.5. Επίδραση των παραγόντων ασκορβικό οξύ, ΑΚ-ΑΜ1, καταλάση, µελατονίνη &             

ΑΚ-ΑΜ2 στην επαγόµενη από την κουρκουµίνη ενεργοποίηση τoυ c-Jun. 

       Στη συνέχεια θελήσαµε να διερευνήσουµε εάν οι παράγοντες ασκορβικό οξύ (50µΜ),               

ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ), καταλάση (50U/ml), µελατονίνη (15µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) επηρεάζουν 

το πρότυπο ενεργοποίησης/φωσφορυλίωσης του c-Jun µε ένα τρόπο αντίστοιχο των JNKs, 

καθώς είναι γνωστό ότι ο µεταγραφικός αυτός παράγοντας αποτελεί το χαρακτηριστικότερο 

υπόστρωµά τους (Hibi και συν., 1993). Για το σκοπό αυτό έγινε προεπώαση για 30 λεπτά µε 

όλους τους προαναφερθέντες παράγοντες και στη συνέχεια επίδραση µε κουρκουµίνη (50µΜ 

για 3 ώρες). Επιπλέον, έγινε επίδραση µε Η2Ο2 1mM για 30 λεπτά (θετικός µάρτυρας) καθώς 

γνωρίζουµε από προηγούµενες µελέτες της οµάδας µας (Aggeli και συν., 2010) ότι 

ενεργοποιεί σε πολύ µεγάλο βαθµό τον c-Jun. Με ανάλυση κατά Western ανιχνεύσαµε το 

βαθµό ενεργοποίησης /φωσφορυλίωσης του c-Jun στη σερίνη 63 και διαπιστώσαµε ότι οι 

προοξειδωτικοί παράγοντες ασκορβικό οξύ (50µΜ) & ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ) αυξάνουν σε πολύ 

µεγάλο βαθµό την % ενεργοποίηση του c-Jun, σε σχέση µε την κουρκουµίνη (50µΜ) αλλά 

και το θετικό µάρτυρα. Αντίθετα,  παρουσία των αντιοξειδωτικών παραγόντων καταλάση 



 

 

(50U/ml), µελατονίνη (15µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) διαπιστώνεται µία στατιστικά σηµαντική 

µείωση της επαγόµενης από την κουρκουµίνη (50µΜ) ενεργοποίησης αυτού του 

µεταγραφικού παράγοντα (εικ.3.15). Τα συγκεκριµένα ποσοστά της % ενεργοποίησης 

δίνονται στον πίνακα 3.12. 

 

 

 
 

Εικ.3.15: Επίδραση των  παραγόντων ασκορβικό οξύ (50µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ), καταλάση 

(50U/ml), µελατονίνη (15µΜ),  & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) παρουσία κουρκουµίνης (50µM για 3 ώρες) 

στον % βαθµό φωσφωρυλίωσης/ενεργοποίησης του c-Jun. Έγινε επίσης επίδραση µε Η2Ο2 1mM 



 

 

για 30 λεπτά (θετικός µάρτυρας).  Ως 100% θεωρήθηκε η επαγόµενη από την κουρκουµίνη (50µM 

για 3 ώρες) ενεργοποίηση. Το πείραµα επαναλήφθηκε 2 φορές & η αξιολόγηση της στατιστικής 

σηµαντικότητας έγινε µε το Student t-test. *p<0,05, **p<0,01, +p<0,001   

Πιν.3.12: Επίδραση των  παραγόντων ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ), καταλάση (50U/ml), µελατονίνη 

(15µΜ),  & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) παρουσία κουρκουµίνης (50µM για 3 ώρες) στον % βαθµό 

φωσφωρυλίωσης/ενεργοποίησης τoυ c-Jun. 

 

               

             

3.7 ∆ΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΟΥ ΕΙ∆ΟΥΣ ΤΟΥ ΕΠΑΓΟΜΕΝΟΥ ΑΠΟ ΤΗΝ ΚΟΥΡΚΟΥΜΙΝΗ 

ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΥ ΘΑΝΑΤΟΥ ΚΑΘΩΣ & ΤΟΥ ΡΟΛΟΥ ΤΩΝ ΠΡΟΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΩΝ & 

ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΩΝ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ 

3.7.1 Επίδραση της κουρκουµίνης στο βαθµό πρωτεόλυσης του PARP-1 

    Προκειµένου να έχουµε µία πιο ολοκληρωµένη άποψη για τον τρόπο µε τον οποίο η 

κουρκουµίνη επηρεάζει τα σηµατοδοτικά µονοπάτια, ήταν αναγκαίο να διαλευκάνουµε το 

είδος του κυτταρικού θανάτου που αυτή προάγει. Για το σκοπό αυτό έγινε επίδραση µε 

κουρκουµίνη 50µΜ για αυξανόµενους χρόνους και ανίχνευση του, χαρακτηριστικού της 

απόπτωσης (Chaitanya και συν., 2010), βαθµού πρωτεόλυσης του PARP-1 (εικ.3.16). Με 

ανάλυση κατά Western διαπιστώσαµε ότι στους µικρούς χρόνους επίδρασης (15, 30 & 60 

λεπτά) δεν παρατηρείται κάποια στατιστικά σηµαντική αύξηση αυτής της πρωτεόλυσης. 

Ωστόσο, στα 120 λεπτά χρόνου επίδρασης τα επίπεδα του θραύσµατος (89KDa) του PARP-1 

εµφανίζονται στατιστικά σηµαντικά αυξηµένα (1,87±0,06 φορές σε σχέση µε το µάρτυρα) και 

µεγιστοποιούνται στα 240 λεπτά (10,02±1,02 φορές σε σχέση µε το µάρτυρα). 



 

 

 

 
Εικ.3.16:Μελέτη του χρονοεξαρτώµενου προτύπου πρωτεόλυσης του PARP-1 ύστερα από 

επίδραση µε κουρκουµίνη συγκέντρωσης 50µΜ. Το πείραµα αυτό επαναλήφθηκε δύο φορές & η 

αξιολόγηση της στατιστικής σηµαντικότητας έγινε µε το Student t-test. *p<0,05, **p<0,01, 

+p<0,001  

 



 

 

3.7.2. Μελέτη της επίδρασης των παραγόντων ασκορβικό οξύ, ΑΚ-ΑΜ1, καταλάση, 

µελατονίνη & ΑΚ-ΑΜ2 στον επαγόµενο από την κουρκουµίνη αποπτωτικό κυτταρικό 

θάνατο. Χρώση πυρήνων µε Hoechst & παρατήρηση σε µικροσκόπιο φθορισµού.  

        

        Θέλοντας να επιβεβαιώσουµε το γεγονός ότι η κουρκουµίνη  προάγει αποπτωτικό 

κυτταρικό θάνατο στους C2 σκελετικούς µυοβλάστες πραγµατοποιήσαµε επίδραση µε 

κουρκουµίνη 50µΜ για 24 ώρες και ανίχνευση της µορφολογίας των πυρήνων ύστερα από 

χρώση Hoechst και παρατήρηση σε µικροσκόπιο φθορισµού. Επιπλέον, έγινε προεπώαση για 

30 λεπτά µε τους παράγοντες ασκορβικό οξύ (50µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ), καταλάση (50 

U/ml), µελατονίνη (15µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ). Τέλος έγινε και συνδυαστική επίδραση µε 

Η2Ο2 1 mM & κουρκουµίνη σε µία προοξειδωτική (50µΜ) και µία αντιοξειδωτική (15µΜ) 

συγκέντρωση. 

         Παρουσία κουρκουµίνης 50µΜ διαπιστώσαµε χαρακτηριστικά µορφολογικά 

γνωρίσµατα αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου όπως αύξηση του βαθµού φθορισµού των 

πυρήνων, συµπύκνωση της χρωµατίνης και αλλαγή της µορφολογίας των πυρηνικών 

µεµβρανών (εικ.3.17).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Εικ.3.17 : Σύγκριση των µορφολογικών χαρακτηριστικών των πυρήνων µεταξύ κουρκουµίνης 

50µΜ & µάρτυρα. 

 

 

 

 

      Όταν έγινε προεπώαση µε τους προοξειδωτικούς παράγοντες ασκορβικό οξύ (50µΜ) , 

ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ) & Η2Ο2 1mM και εν συνεχεία επίδραση µε κουρκουµίνη 50µΜ 

διαπιστώσαµε αφενός πολύ πιο έντονα µορφολογικά γνωρίσµατα αποπτωτικού κυτταρικού 

50 μm 

50 μm 



 

 

θανάτου (εικ.3.18) και αφετέρου πολύ µικρότερο αριθµό κυττάρων στο οπτικό πεδίο (20x), 

σε σχέση µε την κουρκουµίνη 50 µΜ. 

 

Εικ.3.18 : Σύγκριση των µορφολογικών χαρακτηριστικών των πυρήνων µεταξύ κουρκουµίνης 

50µΜ, κουρκουµίνης 50µΜ +ΑΚ-ΑΜ1 15µΜ,κουρκουµίνης 50µΜ + ασκ.οξέος 50µΜ & 

κουρµίνης 50µΜ + Η2Ο2 1mM. 

 

 

 

 

 

50 μm 



 

 

50 μm 

50 μm 



 

 

 



 

 

 

 

 

50 μm 

50 μm 



 

 

 

     Αντίθετα, όταν γίνει  προεπώαση µε τους αντιοξειδωτικούς παράγοντες καταλάση      (50 

U/ml), µελατονίνη (15µΜ) και ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) και στη συνέχεια επίδραση µε κουρκουµίνη 

(50µΜ), παρατηρούµε µεγάλο περιορισµό των χαρακτηριστικών γνωρισµάτων των 

αποπτωτικών πυρήνων, σε σχέση µε την κουρκουµίνη (50µΜ) (εικ.3.19). ∆ηλαδή, 

διαπιστώσαµε µικρότερο βαθµό φθορισµόυ των πυρήνων                 (20x µεγέθυνση) αλλά και 

µικρότερο βαθµό συµπύκνωσης της χρωµατίνης (40x µεγέθυνση).  

 

Εικ.3.19 : Σύγκριση των µορφολογικών χαρακτηριστικών των πυρήνων µεταξύ κουρκουµίνης 

50µΜ, κουρκουµίνης 50µΜ +καταλάσης 50U/ml,κουρκουµίνης 50µΜ + µελατονίνης 15µΜ & 

κουρκουµίνης 50µΜ + ΑΚ-ΑΜ2 30µM.. 

 

 

 

 

50 μm 



 

 

 

 

50 μm 

50 μm 



 

 

            

50 μm 



 

 

 

 

 

 

50 μm 



 

 

 

    Τέλος, είναι παρατηρήσαµε ότι ήταν πολύ µεγαλύτερος τόσο ο βαθµός φθορισµού των 

πυρήνων (µεγέθυνση 20x), όσο και ο βαθµός συµπύκνωσης της χρωµατίνης (µεγέθυνση 40x) 

παρουσία Η2Ο2 1 mM + κουρκουµίνης 50µΜ, σε σχέση µε το Η2Ο2 1 mM + κουρκουµίνη 

15µΜ (εικ.3.20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

50 μm 



 

 

Εικ.3.20 : Σύγκριση των µορφολογικών χαρακτηριστικών των πυρήνων µεταξύ κουρκουµίνης 

50µΜ+Η2Ο2 1mM & κουρκουµίνης 15µΜ+Η2Ο2 1mM. 

 

    

 

 

        

 

50 μm 



 

 

                                                                                           

                     

3.8 ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 
• Curc=κουρκουµίνη 

• Resv=ρεσβερατρόλη 

• UA=ουρικό οξύ 

• Cat=καταλάση 

• Mel=µελατονίνη 

• Αsc=ασκορβικό οξύ 

• ΑΚ-ΑΜ1=Βενζοξαζίνη (1) 

• ΑΚ-ΑΜ2=Βενζοθειαζίνη (2) 
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ΚΕΦ.4 : ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

4.1. ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΟΥ Η2Ο2 ΚΑΙ ΤΗΣ ΚΟΥΡΚΟΥΜΙΝΗΣ ΣΤΗ ΒΙΩΣΙΜΟΤΗΤΑ ΤΩΝ 

ΣΚΕΛΕΤΙΚΩΝ ΜΥΟΒΛΑΣΤΩΝ 

     Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν να εξετάσουµε τη συµπεριφορά ποικίλων εν δυνάµει 

αντιοξειδωτικών παραγόντων κάτω από διαφορετικές συνθήκες οξειδωτικού στρες. Για το 

σκοπό αυτό, χρησιµοποιήσαµε ως προοξειδωτικούς παράγοντες το Η2Ο2 και την κουρκουµίνη 

που είναι δύο εντελώς διαφορετικά από χηµικής άποψης µόρια (Basnet και συν., 2011, 

Forman και συν., 2006). Με δοκιµασία κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ, επιβεβαιιώσαµε 

προηγούµενες µελέτες της οµάδας µας (Aggeli και συν., 2010, Kefaloyianni και συν., 2006) 

που δείχνουν ότι οι σκελετικοί µυοβλάστες παρουσιάζουν εξαιρετική ανθεκτικότητα στο 

επαγόµενο από το Η2Ο2 οξειδωτικό στρες. Συγκεριµένα, απαιτούνται συγκεντρώσεις 

µεγαλύτερες ή ίσες του 1mM προκειµένου να διαπιστωθεί κυτταρικός θάνατος της τάξεως του 

20%. Αντίστοιχα αποτελέσµατα που καταδεικνύουν την πολύ υψηλή ανθεκτικότητα του 

σκελετικού µυός όταν εκτίθενται σε υψηλά επίπεδα ROS έχουν διαπιστωθεί και από τους 

Winokur και συν., 2003 και Rando και συν., 1998. Οι σκελετικοί µύες κατά τη διάρκεια της 

µυικής άσκησης έρχονται αντιµέτωποι µε υψηλές συκεντρώσεις ROS και RNS οι οποίες 

επιφέρουν αλλαγές στη σηµατοδότηση και στη γονιδιακή έκφραση µε αποτέλεσµα την 

αυξηµένη προσαρµοστική ικανότητά τους σε αυτές τις συνθήκες (Ji και συν., 2008).  

     Η κουρκουµίνη από την άλλη πλευρά παρουσιάζει προοξειδωτική δράση σε πολύ 

χαµηλότερες συγκεντρώσεις (50-100µΜ) σε σχέση µε το Η2Ο2 και µάλιστα µε ένα 

δοσοεξαρτώµενο πρότυπο. Είναι αξιοσηµείωτο ότι η κουρκουµίνη σε συγκέντρωση 50µΜ 

είναι ένα τόσο δράστικο µόριο που προκαλεί περίπου ίδιο βαθµό κυτταρικού θανάτου µε το 

Η2Ο2 1mM. Επιπλέον η κουρκουµίνη 50µΜ και το Η2Ο2 1mM φαίνεται ότι έχoυν 

συνδυαστική προοξειδωτική δράση µειώνοντας την κυτταρική επιβίωση σε ποσοστό 

µεγαλύτερο του 50%. Πολυάριθµες µελέτες έχουν δείξει ότι η κουρκουµίνη είναι ένα µόριο 

που ανάλογα µε τη συγκέντρωσή του και το είδος του προοξειδωτικού παράγοντα που είναι 

παρόν, δρα άλλοτε ως προοξειδωτικά και άλλοτε αντιοξειδωτικά (Chen και συν., 2005, 

Yoshino και συν., 2004). Μάλιστα, οι Chauhan και συν., 2003 απέδειξαν ότι in vitro η 

κουρκουµίνη µπορεί να οξειδωθεί από το Η2Ο2 και να παρουσιάσει έντονη προοξειδωτική 

δράση. Ακόµη οι Chen και συν., 2011 απέδειξαν την ύπαρξη συνεργιστικής προοξειδωτικής 

δράσης µεταξύ Η2Ο2 και κουρκουµίνης στα HepG2 ηπατικά κύτταρα.  



 

 

     Το γεγονός ότι οι σκελετικοί µυοβλάστες παρουσιάζουν πολύ µικρότερη ανθεκτικότητα 

στην κουρκουµίνη σε σχέση µε το Η2Ο2 θα µπορούσε να ερµηνευτεί µε βάση το ότι το Η2Ο2 

αποτελεί ένα φυσιολογικό παραπροϊόν του αερόβιου µεταβολισµού µε πολύ ήπια 

προοξειδωτική δράση (Golena και συν., 2012, Hancook και συν., 2001). Ενδογενώς ο 

οργανισµός διαθέτει µία µεγάλη ποικιλία αντιοξειδωτικών ενζυµικών συστηµάτων όπως οι 

καταλάσες και οι υπεροξειδάσες που απενεργοποιούν άµεσα το Η2Ο2. Αντίθετα, η 

κουρκουµίνη είναι ένα εξωγενές µόριο που δηµιουργεί µία µεγάλη ποικιλία πολύ 

δραστικότερων και τοξικότερων µορφών ROS π.χ. ρίζες υδροξυλίου (ΟΗ
.
), µοριακό οξυγόνο 

απλής διεγερµένης κατάστασης (singlet oxygen/
1
O2),  υπεροξειδικό ανιόν (Ο2

.-
) κ.α (Cui και 

συν., 2006, Atsumi και συν., 2005α). Οι συνθήκες οξειδωτικού στρες σε αυτή την περίπτωση 

είναι τόσο έντονες που  δεν µπορούν να αντιµετωπισθούν από τα κύτταρα, προάγοντας τελικά 

φαινόµενα απόπτωσης και αυτοφαγίας (Lee και συν., 2011, Sandur και συν., 2007). 

4.2. ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΠΙΘΑΝΩΝ ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΩΝ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΣΤΗΝ 

ΕΠΑΓΟΜΕΝΗ ΑΠΟ ΤΟ Η2Ο2 ΜΕΙΩΣΗ ΤΗΣ ΚΥΤΤΑΡΙΚΗΣ ΕΠΙΒΙΩΣΗΣ 

    Παρόλη την προαναφερθείσα υψηλή ανθεκτικότητα του σκελετικού µυός στις συνθήκες 

οξειδωτικού στρες γνωρίζουµε ότι η έντονη ή η παρατεταµένη έκθεσή του σε ROS 

συνεισφέρει στην πρόκληση σοβαρών µυικών τραυµατισµών (Jackson και συν., 1998) και 

χαρακτηρίζει ποικίλες µυικές δυστροφίες (Rando και συν.,  2002) και ατροφίες (Powers και 

συν., 2005, Kondo και συν., 1993). Έχει δειχθεί ότι η έγκαιρη χορήγηση αντιοξειδωτικών 

παραγόντων κατάλληλης συγκέντρωσης µπορεί να αποτρέψει σε πολλές περιπτώσεις τέτοια 

παθολογικά φαινόµενα (Radley και συν., 2007). Για το σκοπό αυτό κρίθηκε σκόπιµη η µελέτη 

της πιθανής αντιοξειδωτικής δράσης ποικίλων ενδογενών και εξωγενών παραγόντων όπως η 

κουρκουµίνη, η ρεσβερατρόλη, το ουρικό οξύ, το ασκορβικό οξύ (βιταµίνη-c), το ένζυµο 

καταλάση, η ορµόνη µελατονίνη και τέλος η νεοσυντιθέµενη βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1 και η 

βενζοθειαζίνη ΑΚ-ΑΜ2. 

 

 

 

 

 

 



 

 

4.2.1 ∆οσοεξαρτώµενη προεπώαση µε κουρκουµίνη 

        Τα αποτελέσµατά µας έδειξαν ότι η µισάωρη προεπώαση µε κουρκουµίνη διαφορετικών 

συγκεντρώσεων και ακολούθως η επίδραση µε Η2Ο2 1mM επιφέρει διαφορετικά 

αποτελέσµατα στη βιωσιµότητα των σκελετικών µυοβλαστών. Συγκεκριµένα, όπως 

αναφέραµε και παραπάνω, η κουρκουµίνη σε συγκεντρώση 50µΜ παρουσιάζει έντονη 

προοξειδωτική και συνεργιστική µε το Η2Ο2 1mM δράση. Αντίθετα, στο εύρος συγκεντρώσεν 

30-15µΜ δρα αντιοξειδωτικά επαναφέροντας τη βιωσιµότητα στα επίπεδα του µάρτυρα. 

Τέλος, η κουρκουµίνη σε συγκεντρώσεις µικρότερες ή ίσες των 10µΜ δεν φαίνεται να µπορεί 

να αποτρέψει τον επαγόµενο από το Η2Ο2 1mM κυτταρικό θάνατο. Τα αποτελέσµατά µας 

έρχονται σε συµφωνία µε πολυάριθµες µελέτες που δείχνουν ότι η κουρκουµίνη σε 

υψηλότερες συγκεντρώσεις δρα προοξειδωτικά, ενώ σε χαµηλότερες αντιοξειδωτικά (Marathe 

και συν., 2011, Hadi και συν., 2000). Ειδικότερα, είναι γνωστό ότι η κουρκουµίνη µπορεί και 

απενεργοποιεί άµεσα µία µεγάλη ποικιλία ROS π.χ. Η2Ο2, Ο2
.΄-

 κ.α. (Ak και Gulcin., 2008) 

κυρίως µέσω των αρωµατικών της δακτυλίων που δρουν ως πυρηνόφιλα 

κέντρα/ηλεκτρονιοδότες (Jung και συν., 2003). Ωστόσο, είναι αξιοσηµειώτο ότι σε άλλους 

κυτταρικούς τύπους η κουρκουµίνη παρουσίαζει προοξειδωτική δράση σε πολύ χαµηλότερες 

συγκεντρώσεις της τάξεως των 10-20µΜ (Cui και συν., 2006, Atsumi και συν., 2005α & β, 

Fujisawa και συν., 2004). Το γεγονός αυτό επιβεβαιώνει για µία ακόµη φορά την πολύ 

µεγαλύτερη ανθεκτικότητα των σκελετικών µυοβλαστών στις συνθήκες οξειδωτικόυ στρες. 

Τέλος, αξίζει να επισηµάνουµε ότι ενώ υπάρχουν στη βιβλιογραφία αρκετές, κυρίως in vivo,  

µελέτες που αποδεικνύουν την ευεργετική και αντιοξειδωτική δράση της κουρκουµίνης 

(Poylin και συν., 2008, Siddiqui και συν., 2006, Thaloor και συν., 1999), δεν υπάρχουν 

αντίστοιχες δηµοσιεύσεις σχετικά µε την προοξειδωτική της δράση στο σκελετικό µυ. 

4.2.2. ∆οσοεξαρτώµενη προεπώαση µε Ρεσβερατρόλη 

      Στη συνέχεια, θελήσαµε να διερευνήσουµε την πιθανή αντιοξειδωτική δράση της 

ρεσβερατρόλης που είναι ένα επίσης πασίγνωστο από τη βιβλιογραφία αντιοξειδωτικό µόριο 

(Frombaum και συν., 2011). Για το σκοπό αυτό έγινε µισάωρη προεπώαση µε ρεσβερατρόλη 

από 50-0,25µΜ και ακολούθως επίδραση µε Η2Ο2 1mM για 24 ώρες. Με δοκιµασία 

κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ, διαπιστώθηκε ότι καµία από τις συγκεντρώσεις που δοκιµάσθηκαν 

δεν µπορούσαν να βελτιώσουν στατιστικά σηµαντικά την επαγόµενη από το Η2Ο2 1mM 

µείωση  της κυτταρικής επιβίωσης.  



 

 

     Αρκετές µελέτες έχουν δείξει ότι η ρεσβερατρόλη σε συγκεντρώσεις µεγαλύτερες ή ίσες 

των 50µΜ  έχει κυτταροτοξική δράση (Morita και συν., 2012, Ahmad και συν., 2005), ενώ 

αντίθετα σε συγκεντρώσεις µικρότερες ή ίσες των 30µΜ παρουσιάζει σηµαντική 

αντιοξειδωτική δράση (Gao και συν., 2011, Kathasamy και συν., 2010). Ειδικότερα, 

γνωρίζουµε ότι η ρεσβερατρόλη έχει εξαιρετική νευροπροστατευτική δράση αποτρέποντας το 

επαγόµενο από το αµυλοειδές β-πεπτίδιο οξειδωτικό στρες (Han και συν., 2004, Conte και 

συν., 2003, Savaskan και συν., 2003), ενώ σε αρκετές περιπτώσεις παρουσιάζει και 

καρδιοπροστατευτική (Das και συν., 2008, Rohrbach και συν., 2006) δράση π.χ. µέσω 

απενεργοποιήσης του Η2Ο2 (Movahed και συν., 2012). Επιπλέον, στη βιβλιογραφία υπάρχουν 

διαθέσιµες in vivo µελέτες που καταδεικνύουν την αντιοξειδωτική δράση της ρεσβερατρόλης 

και στο σκελετικό µυ (Elmali και συν., 2007, Ikizler και συν., 2006) κυρίως λόγω αυξηµένης 

γονιδιακής έκφρασης της θειορεδοξίνης-2/Trx-2 (Rohrbach και συν., 2006). Ακόµη, ο 

Kaminski και συν., 2012 έδειξαν ότι η χορήγηση ρεσβερατρόλης σε C2C12 σκελετικούς 

µυοβλάστες προάγει φαινόµενα κυτταρικής διαφοροποίησης και δεν επηρεάζει αρνητικά την 

κυτταρική βιωσιµότητα. Επίσης, οι Wyke και Tisdale 2006., έδειξαν ότι η ρεσβερατρόλη 

λειτουργεί ως αναστολέας του ΝF-kβ και αποτρέπει την επαγόµενη από τον φορβολεστέρα 

ΤΡΑ ενεργοποίηση του πρωτεασώµατος, σε πλήρως διαφοροποιηµένες µυικές ίνες ποντικού. 

Τέλος, ιδιαίτερα σηµαντική είναι η µελέτη των Saini και συν., 2012 που έδειξαν ότι η 

ρεσβερατρόλη αποτρέπει το επαγόµενο από τον TNF-a οξειδωτικό στρες, µειώνει τα επίπεδα 

του αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου και παράλληλα προάγει την κυτταρική διαφοροποίηση 

των C2C12 σκελετικών µυοβλαστών. Ωστόσο, αξίζει να επισηµάνουµε ότι οι συγκεκριµένοι 

ερευνητές τονίζουν ότι οι C2 σκελετικοί µυοβλάστες δεν παρουσιάζουν αντίστοιχη 

συµπεριφορά και ότι γενικά δεν υπάρχει εώς τώρα κανένα βιβλιογραφικό δεδοµένο που να 

αποδεικνύει την αντιοξειδωτική δράση της ρεσβερατρόλης στη συγκεκριµένη κυτταρική 

σειρά. Εξάλλου, δεν πρέπει να ξεχνάµε ότι η ρεσβερατρόλη λόγω των δοµικών της 

χαρακτηριστικών διαπερνά σχετικά δύσκολα τις κυτταρικές µεµβράνες και έτσι παρουσιάζει 

µικρότερη αντιοξειδωτική ικανότητα σε σχέση µε άλλα περισσότερο λιπόφιλα µόρια 

(Frombaum και συν., 2011). Κλείνοντας, πρέπει να επισηµάνουµε ότι το γεγονός ότι η 

ρεσβερατρόλη δεν αποτρέπει τον επαγόµενο από το Η2Ο2 κυτταρικό θάνατο, δεν αποκλείει 

την ύπαρξη µίας µερικής αντιοξειδωτικής δράσης της. Για παράδειγµα, ο De Almeida και 

συν., 2008α & β., έδειξαν ότι η ρεσβερατρόλη µπορεί και απενεργοποιεί µερικώς την 



 

 

οξειδωτική ικανότητα του   Η2Ο2  σε καλλιέργειες αστροκυττάρων, αλλά αυτό δεν είναι 

αρκετό για τη βελτίωση της κυτταρικής επιβιώσης.  

4.2.3 ∆οσοεξαρτώµενη προεπώαση µε τη Βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1 & τη Βενζοθειαζίνη ΑΚ-

ΑΜ2. 

     Η Βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1 [2-(4-διφαίνυλ)-4µεθυλ-3-δίυδρο-2Η-βένζο(1,4)οξαζι-2-όλη] 

αποτελεί ένα νέο µόριο που συνέθεσαν ο Martalis και συν., 2011 του οποίου η πιθανή 

αντιοξειδωτική δράση  δεν έχει µελετηθεί ποτέ σε σχέση µε το επαγόµενο από το Η2Ο2 

οξειδωτικό στρες. Για το σκοπό αυτό πραγµατοποιήθηκε µισάωρη προεπώση µε το       ΑΚ-

ΑΜ1 από 50-1µΜ και ακολούθως επίδραση µε Η2Ο2 1mM για 24 ώρες. Με δοκιµασία 

κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ, διαπιστώθηκε ότι το ΑΚ-ΑΜ1 βελτιώνει στατιστικά σηµαντικά τα 

επίπεδα της κυτταρικής επιβίωσης στο εύρος συγκεντρώσεων 15-5µΜ σε σχέση µε το Η2Ο2 

1mM. Αντίθετα, συγκεντρώσεις ΑΚ-ΑΜ1 µεγαλύτερες ή ίσες των 30µΜ και µικρότερες των 

5µΜ δεν φαίνεται να µπορούν να αποτρέψουν την επαγόµενη από το Η2Ο2 µείωση της 

κυτταρικής επιβίωσης.  

     Η Βενζοθειαζίνη ΑΚ-ΑΜ2 [2-(4-διφαίνυλ)-4µεθυλ-3-δίυδρο-2Η-βένζο(1,4)οξαθειαζιν-2-

όλη] αποτελεί ένα ακόµη νέο µόριο που συνέθεσαν ο Martalis και συν., 2011 του οποίου 

επίσης η πιθανή αντιοξειδωτική δράση  δεν έχει µελετηθεί ποτέ σε σχέση µε το επαγόµενο 

από το Η2Ο2 οξειδωτικό στρες. Πρέπει να επισηµάνουµε ότι και τα δύο µόρια συνδυάζουν 

χαρακτηριστικά αντιοξειδωτικών και αντιυπερλιπιδαιµικών µορίων και η µόνη τους διαφορά 

είναι η αντικατάσταση ενός ατόµου οξυγόνου της βενζοξαζίνης ΑΚ-ΑΜ1 µε ένα άτοµο θείου 

στη βενζοθειαζίνη ΑΚ-ΑΜ2 (Matralis και συν., 2011, Liu και συν., 2009, Kourounakis και 

συν., 2008). Κατ΄αντιστοιχία µε το ΑΚ-ΑΜ1, πραγµατοποιήθηκε και σε αυτήν την περίπτωση 

µισάωρη προεπώση µε το ΑΚ-ΑΜ2 από 100-2,5µΜ και ακολούθως επίδραση µε Η2Ο2 1mM 

για 24 ώρες. Με δοκιµασία κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ, διαπιστώθηκε ότι το ΑΚ-ΑΜ2 στο 

εύρος συγκεντρώσεων   100-10µΜ, επαναφέρει  την  κυτταρική επιβίωση στα επίπεδα του 

µάρτυρα. Ωστόσο, σε χαµηλότερες συγκεντρώσεις το ΑΚ-ΑΜ2 δεν µπορεί τελικά να 

βελτιώσει µε ένα στατιστικά σηµαντικό τρόπο τα επίπεδα της κυτταρικής επιβίωσης .  

 

     Τα αποτελέσµατά µας δείχνουν ότι αφενός και τα δύο µόρια παρουσιάζουν πολύ 

σηµαντική αντιοξειδωτική δράση και αφετέρου ότι το ΑΚ-ΑΜ1 είναι ένα πολύ δραστικότερο 

µόριο σε σχέση µε το ΑΚ-ΑΜ2 καθώς δρα σε ένα χαµηλότερο και πολύ στενότερο εύρος 

συγκεντρώσεων. Γενικά είναι γνωστό ότι οι βενζοξαζίνες, ακόµη και αυτές που αποκλίνουν 



 

 

πολύ ως προς τα δοµικά τους χαρακτηριστικά, παρουσιάζουν σηµαντική αντιοξειδωτική και 

νευροπροστατευτική δράση (Blattes και συν., 2005, Largeron και συν., 2001). Επιπλέον, σε 

προηγούµενες µελέτες τους οι Kourounakis και συν., 2008 & 2010., συνέθεσαν πολυάριθµους 

τύπους βενζοξαζινών που παρουσιάζαν αντιοξειδωτική, αντιυπερλιπιδαιµική και 

αντιφλεγµονώδη δράση. Ωστόσο, ο Matralis και συν., 2011 έδειξαν για πρώτη φορά ότι 

σηµαντική αντιοξειδωτική δράση παρουσιάζουν και παράγωγα βενζοθειαζινών, εκτός από τις 

βενζοξαζίνες. Μάλιστα, σε αυτή τη δηµοσίευση φάνηκε ότι η βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1 είναι ένα 

πιο δραστικό µόριο σε σχέση µε τη βενζοθειαζίνη ΑΚ-ΑΜ2. Συγκεριµένα, το ΑΚ-ΑΜ1 είναι 

δραστικό σε πολύ χαµηλές συγκεντρώσεις, αποτρέποντας την in vitro υπεροξείδωση των 

λιπιδίων σε συγκέντρωση 9µΜ και αναστέλλοντας την ενεργότητα του ενζύµου SQS σε 

συγκέντρωση 12,8µΜ. Αντίθετα, το ΑΚ-ΑΜ2 πετυχαίνει τα ίδια αποτελέσµατα σε 

υψηλότερες συγκεντρώσεις (83 και 16,5 µΜ αντίστοιχα), γεγονός που δείχνει ότι είναι ένα 

λιγότερο δραστικό µόριο. Επιπρόσθετα, µελέτες άλλων ερευνητικών οµάδων  στον καρδιακό 

και λείο µυ (Studenik και συν., 1999) έχουν επίσης δείξει ότι το άτοµο του οξυγόνου, που 

διαφοροποιεί τις βενζοξαζίνες από τις βενζοθειαζίνες, είναι αυτό που τους προσδίδει τη 

µεγαλύτερη δραστικότητα. Από όλα τα παραπάνω εξάγεται το συµπέρασµα ότι τα 

αποτελέσµατα της εργασίας µας, όσον αφορά τη διαφορετική δραστικότητα των βενζοξαζινών 

και βενζοθειαζινών, είναι σύµφωνα µε τα προηγούµενα βιβλιογραφικά δεδοµένα. Επιπλέον, 

το καινούριο και πολύ ενδιαφέρον εύρηµα της εργασίας µας είναι  ότι η βενζοθειαζίνη      ΑΚ-

ΑΜ2 δρα αντιοξειδωτικά σε ένα πάρα πολύ µεγάλο εύρος συγκεντρώσεων            (100-10µΜ) 

σε σχέση µε τη βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1 (15-5µΜ). Αυτό πιθανά σηµαίνει ότι η βενζοθειαζίνη 

ΑΚ-ΑΜ2, λόγω του ατόµου του θείου που διαθέτει, είναι ένα σταθερότερο και 

αποτελεσµατικότερο στη χρήση του αντιοξειδωτικό µόριο σε σχέση µε τη  δραστικότερη 

βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1.  

4.2.4 Σύγκριση της αντιοξειδωτικής δράσης των παραγόντων κουρκουµίνη, 

ρεσβερατρόλη, ΑΚ-ΑΜ1, ΑΚ-ΑΜ2, µελατονίνη, ουρικό οξύ, ασκορβικό οξύ & καταλάση 

έναντι του Η2Ο2. 

    Προκειµένου να έχουµε µία πιο ολοκληρωµένη εικόνα σχετικά µε τον τρόπο δράσης της 

κουρκουµίνης (15µΜ), της ρεσβερατρόλης (30µΜ) και των ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ) και         ΑΚ-

ΑΜ2 (30µΜ), αποφασίσαµε να συγκρίνουµε την αντιοξειδωτική τους ικανότητα µε αυτήν 

άλλων  γνωστών αντιοξειδωτικών παραγόντων. Συγκεκριµένα, χορηγήσαµε, πέραν των 



 

 

προαναφερθέντων µορίων, και την αντιοξειδωτική ορµόνη µελατονίνη (15µΜ), το 

αντιοξειδωτικό ένζυµο καταλάση (50U/ml), τον σπουδαίο αντιοξειδωτικό παράγοντα του 

πλάσµατος ουρικό οξύ (10µΜ) καθώς και το ασκορβικό οξύ/βιταµίνη-c (50µΜ). Ειδικότερα, 

πραγµατοποιήσαµε δοκιµασία κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ κατά την οποία έγινε µισάωρη 

προεπώαση µε όλους τους παραπάνω  αντιοξειδωτικούς παράγοντες και εν συνεχεία επίδραση 

µε Η2Ο2 1mM για 24 ώρες. ∆ιαπιστώσαµε ότι οι αντιοξειδωτικοί παράγοντες που µπορούν και 

επαναφέρουν την κυτταρική επιβίωση στα επίπεδα του µάρτυρα είναι η ορµόνη µελατονίνη 

(15µΜ), το ένζυµο καταλάση (50U/ml), η κουρκουµίνη (15µΜ) και τέλος το ΑΚ-ΑΜ1 

(15µΜ) & το ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ). Αντίθετα, το ουρικό οξύ (10µΜ), το ασκορβικό οξύ (50µΜ) 

και η ρεσβερατρόλη (30µΜ) δεν µπορούν να βελτιώσουν στατιστικά σηµαντικά την 

κυτταρική βιωσιµότητα. 

     Όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή η ορµόνη µελατονίνη είναι ένα εξαιρετικό 

αντιοξειδωτικό µόριο που απενεργοποιεί άµεσα τους περισσότερους τύπους ROS (Galano και 

συν., 2011, Gozo και συν., 1999), ενώ δρα και έµµεσα επηρεάζοντας ποικιλοτρόπως τη 

σηµατοδότηση (Luchetti και συν., 2010, Bondi και συν., 2008, Choi και συν., 2008). Η 

αντιοξειδωτική δράση της µελατονίνης έχει επίσης αποδειχθεί σε πειράµατα που 

πραγµατοποιήθηκαν σε πλήρως διαφοροποιηµένες µυικές ίνες (Hibaoui και συν., 2009) αλλά 

και σε in vivo πειράµατα που προσοµοίωναν συνθήκες ισχαιµίας-επαναιµάτωσης (Erkani και 

συν., 2005), έντονης άσκησης (Alonso και συν., 2006) και σήψης (Escames και συν., 2005) 

στο σκελετικό µυ. Ωστόσο, πρέπει να τονίσουµε ότι αντίστοιχα πειράµατα δεν έχουν 

πραγµατοποιηθεί εώς σήµερα σε καµία από τις γνωστές κυτταρικές σειρές σκελετικών 

µυοβλαστών όπως η C2, η C2C12 και η L6. 

      

     Το ένζυµο καταλάση είναι επίσης πασίγνωστο για τις αντιοξειδωτικές και 

κυτταροπροστατευτικές του ιδιότητες έναντι του Η2Ο2 καθώς καταλύει τη µετατροπή του σε 

νερό και µοριακό οξυγόνο  (Kirkman και Gaetani., 2006, Gaetani και συν., 1996). Η 

αντιοξειδωτική και κυτταροπροστατευτική δράση αυτού του ενζύµου που αποδείχθηκε στην 

παρούσα εργασία έρχεται σε συµφωνία µε προηγούµενα αποτελέσµατα της οµάδας µας 

(Aggeli και συν., 2011) που έδειξαν ότι η χορήγηση καταλάσης βελτιώνει τα επίπεδα της 

κυτταρικής επιβίωσης, απενεργοποιώντας τις παραγόµενες µέσω της ινσουλίνης ROS στους 

σκελετικούς µυοβλάστες C2.  Επιπλέον, είναι γνωστές από τη βιβλιογραφία περιπτώσεις στις 



 

 

οποίες η καταλάση απενεργοποιεί ειδικά το Η2Ο2 σε κυτταρικές σειρές σκελετικών 

µυοβλαστών. Για παράδειγµα, ο Sciancalepore και συν., 2012 έδειξαν ότι η χορήγηση της 

καταλάσης εξαλείφει τα ενδοκυτταρικά επίπεδα Η2Ο2 σε σκελετικούς µυοβλάστες ποντικού. 

Ακόµη, ο Ding και συν., 2008 παρατήρησαν ότι η εξωγενής προσθήκη καταλάσης µειώνει τα 

ενδοκυτταρικά επίπεδα Η2Ο2 και συσχαιρένει την πορεία της κυτταρικής διαφοροποιήσης των 

C2C12 µυοβλαστών. Τέλος, πολυάριθµες in vivo µελέτες (Avci και συν., 2012, Ozkan και 

συν., 2012, Yu και συν., 2012) έχουν δείξει ότι η αυξηµένη ενεργότητα της καταλάσης στον 

σκελετικό µυ περιορίζει κατά πολύ τις επαγόµενες από τις ROS ιστολογικές βλάβες. 

       Το ουρικό οξύ και το ασκορβικό οξύ αν και αποτελούν ευρέως γνωστούς από τη 

βιβλιογραφία αντιοξειδωτικούς παράγοντες (Mandl και συν., 2009, Sautin και Johnson., 2008, 

Dher-Mascareno και συν., 2005, Zangar και συν., 2004), εν τούτοις δεν φαίνεται ότι είναι 

ικανοί να αποτρέψουν τον επαγόµενο από το Η2Ο2 κυτταρικό θανάτο. Τα αποτελέσµατά µας 

συµβαδίζουν µε προηγούµενες αναφορές που καταδεικνύουν ότι και τα δύο αυτά είδη µορίων 

σε αρκετές περιπτώσεις όχι µόνο δεν παρουσιάζουν αντιοξειδωτική δράση αλλά αντίθετα 

µπορούν να µετατραπούν και σε οξειδωτικούς παράγοντες (Chen και συν., 2007, Bagnati και 

συν., 1999, Santos και συν., 1999).   Ειδικότερα, όπως αναφέραµε και στην εισαγωγή, το 

ουρικό οξύ είναι ελάχιστα λιποδιαλυτό µε αποτέλεσµα να εκδηλώνει κυρίως εξωκυτταρική 

αντιοξειδωτική δράση η οποία όµως πολλές φορές  δεν είναι αρκετή ώστε να παρέχει πλήρη 

προστασία στα κύτταρα (Muraoka και συν., 2003). Είναι αναγκαίο να επισηµάνουµε ότι το 

ουρικό οξύ µπορεί να δράσει και ενδοκυτταρικά υπό την προϋπόθεση ότι στα κύτταρα-

στόχους εκφράζονται οι κατάλληλοι µετάφορεις (Sautin και Johnson., 2008). Μέχρι σήµερα 

γνωρίζουµε την ύπαρξη πέντε µεταφορέων του ουρικού οξέος (URAT-1, OAT-3,-4 & -10 & 

GLUT-9)   οι οποίοι  εκφράζονται στους νεφρούς, στο ήπαρ, στο λιπώδη ιστό και στο έντερο 

αλλά όχι στο σκελετικό µυ (So και Thorens., 2010, Sautin  και συν., 2007, Joost  και συν., 

2001).  Σύνεπως, η δράση του ουρικού οξέος στο σκελετικό µυ είναι κατά κύριο λόγο 

εξωκυτταρική και όχι κατ΄ανάγκη  κυτταροπροστατευτική, καθώς µία επιδηµιολογική µελέτη 

του Beavers και συν., 2009 είχε συσχετίσει θετικά τα επίπεδά του στον ορό µε την απώλεια 

µυικής µάζας και την εκδήλωση σαρκοπενίας. 

        Αναφορικά µε το ασκορβικό οξύ (50µΜ), αξίζει να επισηµάνουµε ότι πρόσφατα 

δηµοσιευµένα αποτελέσµατα της οµάδας µας έδειξαν ότι µπορεί και παρέχει προστασία 

έναντι των παραγόµενων από την ινσουλίνη ROS (Aggeli και συν., 2011), ενώ στην παρούσα 



 

 

εργασία δεν παρατηρήσαµε αντιοξειδωτική δράση έναντι του Η2Ο2 1mM. Αντίστοιχα, η 

Pechtelidou και συν., 2008, διαπίστωσαν ότι το ασκορβικό οξύ σε αντιοξειδωτικές 

συγκεντρώσεις δεν µπορεί να αναστρέψει τον επαγόµενο από το Η2Ο2 κυτταρικό θάνατο 

στους καρδιακούς µυοβλάστες Η9C2. Τα αποτελέσµατα αυτά πιθανά δείχνουν ότι το 

ασκορβικό οξύ είναι περισσότερο αποτελεσµατικό στην απενεργοποίηση άλλων τύπων ROS, 

πέραν του Η2Ο2. Είναι γνωστό ότι το ασκορβικό οξύ απενεργοποιεί άµεσα κυρίως περόξυλ-

ρίζες [ROO.] καθώς και το µοριακό οξυγόνο απλής διεγερµένης κατάστασης/singlet oxygen 

[
1
O2] (Sies και συν., 1992). Ωστόσο, δεν πρέπει να θεωρείται δεδοµένη η ικανότητά του να 

απενεργοποιεί και το Η2Ο2 καθώς έχουν αναφερθεί περιπτώσεις στις οποίες το Η2Ο2  µπορεί 

να µετατρέψει το ασκορβικό οξύ σε προοξειδωτικό µόριο και µάλιστα το φαινόµενο αυτό 

εµφανίζει ειδικότητα σε ορισµένους µόνο κυτταρικούς τύπους (Hardaway και συν., 2012, 

Parker και συν., 2011). 

       Συνοψίζοντας, θα µπορούσαµε να θεωρήσουµε ότι το πιο σηµαντικό εύρηµα απ΄αυτή τη 

συγκριτική µελέτη των αντιοξειδωτικών παραγόντων είναι το γεγονός ότι τα δύο 

νεοσυντιθέµενα µόρια ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ) και ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) καθώς και η κουρκουµίνη 

(15µΜ) παρουσιάζουν αντιοξειδωτική δράση αντίστοιχη δύο πολύ σηµαντικών ενδογενών 

αντιοξειδωτικών συστηµάτων όπως το ένζυµο καταλάση (50U/ml) και η ορµόνη µελατονίνη 

(15µΜ). Το αποτέλεσµα αυτό είναι ιδιαίτερα σηµαντικό ειδικά αν λάβουµε υπόψη ότι άλλα 

πολύ σπουδαία αντιοξειδωτικά µόρια όπως το ασκορβικό οξύ, το ουρικό οξύ και η 

ρεσβερατρόλη αδυνατούν να αποτρέψουν τα επαγόµενα από το Η2Ο2 γεγονότα κυτταρικού 

θανάτου. Μάλιστα αξίζει να επισηµάνουµε ότι η συµπεριφορά της βενζοθειαζίνης ΑΚ-ΑΜ2 

προσοµοιάζει πολύ µε της µελατονίνης, καθώς η ορµόνη αυτή, όµοια µε το ΑΚ-ΑΜ2,  

παρουσιάζει αντιοξειδωτική δράση σε ένα πολύ µεγάλο εύρος συγκεντρώσεων (Luchetti και 

συν., 2010, Urata και συν., 1999). 

4.3. Επίδραση των αντιοξειδωτικών παραγόντων κουρκουµίνη, µελατονίνη,                   

ΑΚ-ΑΜ1, ΑΚ-ΑΜ2, ρεσβερατρόλη & ουρικό οξύ στην επαγόµενη από το Η2Ο2 

ενεργοποίηση των κινασών ERKs & JNKs. 

    Προκειµένου να διαλευκάνουµε το µηχανισµό δράσης των προαναφερθέντων 

αντιοξειδωτικών παραγόντων θελήσαµε στη συνέχεια να εξετάσουµε το εάν τροποποιούνται 

τα επάγοµενα από το Η2Ο2 σηµατοδοτικά µονοπάτια. Από προηγούµενες µελέτες της οµάδας 

µας (Kefaloyianni και συν., 2006) γνωρίζουµε ότι η παρουσία Η2Ο2 1 mM προάγει έντονη 



 

 

ενεργοποίηση των κινασών ERKs και JNKs µε µέγιστο τα 15 λεπτά χρόνου επίδρασης. Στην 

παρούσα εργασία πραγµατοποίησαµε προεπώαση µε τους αντιοξειδωτικούς παράγοντες 

κουρκουµίνη (15µΜ), µελατονίνη (15µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15 & 5 µΜ), ΑΚ-ΑΜ2 (30 & 15 µΜ) 

& ρεσβερατρόλη (30µΜ) & εν συνεχεία επίδραση µε Η2Ο2 1 mM για 15 λεπτά. Επιπλέον, σε 

µία ξεχωριστή οµάδα πειραµάτων έγινε δοσοεξαρτώµενη προεπώαση µε ουρικό οξύ από 10-

0,25 µΜ. Τέλος, πρέπει να επισηµάνουµε ότι η καταλάση (50U/ml) και το ασκορβικό οξύ 

(50µΜ) δεν χορηγήθηκαν καθώς είναι βιβλιογραφικά γνωστό ότι µπορούν να αναστέλλουν 

την επαγόµενη από το Η2Ο2 (Li και συν., 2011, Ding και συν., 2001) αλλά και από άλλους 

τύπους ROS (Αggeli & Theofilatos., 2011, Cidrova-Davies και συν., 2007) ενεργοποίηση των 

κινασών ERKs & JNKs. 

     Πειραµατικά, διαπιστώσαµε ότι όλοι οι χορηγούµενοι αντιοξειδωτικοί παράγοντες, ακόµη 

και το ουρικό οξύ και η ρεσβερατρόλη, µπορούν και αναστέλλουν µε ένα στατιστικά 

σηµαντικό τρόπο την επαγόµενη από το Η2Ο2 ενεργοποίηση των κινασών ERKs και JNKs. 

Είναι αναγκαίο να επισηµάνουµε την ύπαρξη µιας µικρής διαφοροποίησης µεταξύ των δύο 

υποοικογενειών, όσον αφορά τις δραστικές/ανασταλτικές συγκεντρώσεις των 

αντιοξειδωτικών παραγόντων. Συγκεκριµένα, η βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1 µπορεί και αναστέλλει 

αποτελεσµατικά την ενεργοποίηση των ERKs τόσο στα 15 όσο και στα 5 µΜ, ενώ για τις 

κινάσες JNKs η αναστολή αυτή είναι στατιστικά σηµαντική µόνο για τα 5µΜ. Επιπλέον, 

παρατηρήσαµε ότι αυξανοµένης της συγκέντρωσης του ουρικού οξέος αυξάνει και ο βαθµός 

της % αναστολής των ERKs ο οποίος και µεγιστοποιείται στα 10µΜ. Ωστόσο, για τις κινάσες 

JNKs η αναστολή αυτή είναι στατιστικά σηµαντική µόνο για τα 10µΜ ουρικού οξέος και 

αφορά µόνο την p46 ισοµορφή. Τέλος, πρέπει να αναφέρουµε ότι και για τα δύο είδη 

κινασών, η βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1 έχει ισχυρότερη ανασταλτική δράση στα 5 µΜ, ενώ η 

βενζοθειαζίνη ΑΚ-ΑΜ2 στα 30µΜ. Το αποτέλεσµα αυτό είναι σε συµφωνία µε την 

προηγούµενη µελέτη των Matralis και συν., 2011 που έδειξαν ότι η βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1 

είναι ένα δραστικότερο αντιοξειδωτικό µόριο σε σχέση µε τη βενζοθειαζίνη ΑΚ-ΑΜ2, καθώς 

αφενός αναστέλλει σε χαµηλότερη συγκέντρωση την in vitro υπεροξείδωση των λιπιδίων και 

αφετέρου προκαλεί µεγαλύτερη µείωση όλων των δεικτών της υπελιπιδαιµίας του πλάσµατος 

(τριγλυκερίδια, ολική χοληστερόλη, LDL, αναλογία LDL/HDL) καθώς και της MDA.  

      Από προηγούµενες µελέτες της οµάδας µας (Aggeli και συν., 2010, Kefaloyianni και συν., 

2006) γνωρίζουµε ότι η επαγόµενη από το Η2Ο2 ενεργοποίηση των ERKs και των JNKs 



 

 

προάγει τελικά σηµατοδοτικά µονοπάτια που οδηγούν  σε αύξηση της κυτταρικής επιβίωσης. 

Συνεπώς, εφόσον παρουσία των αντιοξειδωτικών παραγόντων διαπιστώνουµε αναστολή της 

ενεργοποίησης αυτών των κινασών αυτό πιθανότατα σηµαίνει ότι δρουν σε ένα άµεσο 

επίπεδο απενεργοποιώντας τόσο το Η2Ο2 όσο και τις πιθανά δευτερογενείς παραγόµενες µέσω 

αυτού ελευθερές ρίζες. Με άλλα λόγια, αυτό υποδεικνύει ότι ίσως έχουµε µία καθολική 

µείωση των ROS και έτσι δεν χρειάζεται να ενεργοποιηθούν τόσο έντονα οι ERKs & οι JNKs 

για να προστατεύσουν τα κύτταρα. Είναι γνωστό ότι τόσο η µελατονίνη όσο και η 

κουρκουµίνη παρουσιάζουν άµεση δράση απενεργοποιώντας ποικιλία ROS όπως ρίζες 

υδροξυλίου (ΟΗ
.
), περόξυ-, αλκόξυ- ρίζες,καθώς και άλλα πολύ δραστικά µόρια όπως το 

µονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ), ο υπεροξυνιτρίτης (ΟΝΟΟ-) και το µοριακό οξυγόνο απλής 

διεγερµένης κατάστασης (singlet oxygen/
1
O2) (Galano και συν., 2011, Baum και συν., 2004). 

Επιπλέον, οι Chen και συν., 2006 διαπίστωσαν ότι σε καρκινικά κύτταρα γλοιώµατος, η 

προεπώαση µε φλαβονοειδή αναστέλλει την επαγόµενη από το Η2Ο2 ενεργοποίηση των ERKs 

λόγω άµεσης απενεργοποίησης των ROS που αυτό παράγει. Εξάλλου και προηγούµενα 

αποτελέσµατα της οµάδας µας (Aggeli & Theofilatos., 2011) έχουν δείξει ότι οι παραγόµενες 

από την ινσουλίνη ROS προάγουν µία παροδική ενεργοποίηση των κινασών ERKs και JNKs 

η οποία συµβάλλει σε φαινόµενα κυτταρικής επιβίωσης µέσω αυξηµένης έκφρασης του 

ενζύµου HOX-1. Ωστόσο, αυτή η ενεργοποίηση αναστέλλεται όταν γίνει προεπώαση µε τα 

αντιοξειδωτικά ασκορβικό οξύ (50µΜ), καταλάση (50U/ml) & κουρκουµίνη (1µΜ), 

καταδεικνύοντας έτσι έναν άµεσο µηχανισµό απενεργοποίησης των ROS από αυτούς τους 

παράγοντες. 

      Από την άλλη πλευρά, είναι πολύ ενδιαφέρον το γεγονός ότι στην παρούσα εργασία 

διαπιστώσαµε ότι οι αντιοξειδωτικοί παράγοντες ουρικό οξύ (10µΜ) και ρεσβερατρόλη 

(30µΜ) αναστέλλουν µε στατιστικά σηµαντικό τρόπο την ενεργοποίηση και των ERKs και 

των JNKs, αλλά αυτό δεν είναι αρκετό για να αποτρέψει τον κυτταρικό θάνατο. Τα 

αποτελέσµατα αυτά συνδυαστικά δείχνουν ότι οι δύο αυτές ενώσεις ενώ παρουσιάζουν 

αντιοξειδωτική δράση, αυτή δεν είναι τελικά επαρκής για να διατηρήσει την κυτταρική 

επιβίωση σε υψηλά επίπεδα. Βιβλιογραφικά είναι γνωστό ότι και οι δύο αυτές χηµικές 

ενώσεις λόγω δοµής έχουν µειωµένη λιποφιλικότητα και έτσι εκδηλώνουν κυρίως µία µερική 

εξωκυτταρική δράση (Frombaum και συν., 2011, Muraoka και συν., 2003). Σε αντίστοιχα 

συµπεράσµατα κατέληξαν και οι Chen και συν., 2011, χορηγώντας την κουρκουµίνη ως 



 

 

αντιοξειδωτικό παράγοντα και εν συνεχεία επιδρώντας µε Η2Ο2 στα HepG2 ηπατικά κύτταρα. 

Συγκεκριµένα, διαπίστωσαν ότι η προεπώαση µε κουρκουµίνη κατάλληλης συγκέντρωσης 

µειώνει δραµατικά τις παραγόµενες µέσω του Η2Ο2 ROS, αλλά τελικά αυτό δεν είναι αρκετό 

ώστε να αποφευχθεί η αύξηση διάφορων προαποπτωτικών δεικτών και τελικά η επαγωγή 

αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου. Οι ερευνητές αυτοί κατέληξαν στο συµπέρασµα ότι δεν 

αρκεί µόνο η άµεση δράση ενός αντιοξειδωτικού µορίου προκειµένου να έχουµε πλήρη 

προστασία από ένα προοξειδωτικό µόριο. Με βάση όλα τα παραπάνω, θα µπορούσαµε να 

υποθέσουµε ότι οι αντιοξειδωτικοί παράγοντες κουρκουµίνη (15µΜ), µελατονίνη (15µΜ), 

ΑΚ-ΑΜ1 (15 & 5µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2 (30 & 15µΜ) έχουν και άλλες δράσεις, πέραν της άµεσης, 

και χάρη σε αυτές µπορούν τελικά και αποτρέπουν τον επαγόµενο από το Η2Ο2 κυτταρικό 

θάνατο. 

      Προηγούµενες µελέτες έχουν δείξει ότι τόσο η µελατονίνη όσο και η κουρκουµίνη, λόγω 

της λιποφιλικότητας τους, διαπερνούν εύκολα τις κυτταρικές µεµβράνες και τροποποιούν 

ενδοκυτταρικά διάφορα σηµατοδοτικά µονοπάτια (Galati και συν., 2002, Ceraulo και συν., 

1999, Menendez-Pelaez και Reiter 1993). Για παράδειγµα, η µελατονίνη είναι γενικά γνωστό 

ότι προάγει το σηµατοδοτικο µοναπάτι Ras,Raf,MEK1/2,ERK1/2 (Bondi και συν., 2008), το 

σηµατοδοτικό µονοπάτι των φωσφολιπασών PLC-β,PLC-η (Fucunaga και συν., 2002) καθώς 

και το µονοπάτι των κινασών PI3K,Akt (Choi και συν., 2008). Επίσης, παρουσία της 

µελατονίνης, συχνά διαπιστώνεται αναστολή της ενεργότητας των ενεργοποιούµενων από 

καταστάσεις στρες κινασών p38-MAPKs και JNKs  καθώς και µία καθολική µείωση της 

ικανότητας του NF-κβ για πρόσδεση στο DNA (Chan και συν., 2002). Η κουρκουµίνη από 

την πλευρά της δρώντας ως αντιοξειδωτικό µόριο, έχει βρεθεί ότι µπορεί και αναστέλλει την 

επαγόµενη από τον LPS (Jung και συν., 2006) και τον VEGF (Binion και συν., 2008) 

ενεργοποίηση και των τριών µελών των MAPKs. Αναφορικά µε τα νεοσυντιθέµενα µόρια 

ΑΚ-ΑΜ1 & ΑΚ-ΑΜ2 είναι αναγκαίο να τονίσουµε ότι δεν υπάρχουν προηγούµενα 

βιβλιογραφικά δεδοµένα σχετικά µε τον τρόπο δράσης τους ενδοκυτταρικά. Ωστόσο, επειδή 

τα µόρια αυτά παρουσιάζουν µεγάλη λιποφιλικότητα (Matralis και συν., 2011),  κατά πάσα 

πιθανότητα διαπερνούν εύκολα τις κυτταρικές µεµβράνες & επηρεάζουν ποικιλοτρόπως και 

τη µεταγωγή του σήµατος. 

 



 

 

4.4. Επίδραση των αντιοξειδωτικών παραγόντων µελατονίνη (15µΜ), καταλάση 

(50U/ml), ασκορβικό οξύ (50µΜ), ουρικό οξύ (10µΜ), ρεσβερατρόλη (30µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 

(15µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) στην επαγόµενη από την κουρκουµίνη µείωση της 

κυτταρικής επιβίωσης. 

       Θέλοντας να διερευνήσουµε περαιτέρω τον τρόπο δράσης των αντιοξειδωτικών 

παραγόντων καταλάση (50U/ml), ασκορβικό οξύ (50µΜ), ουρικό οξύ (10µΜ), µελατονίνη 

(15µΜ), ρεσβερατρόλη (30µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ), αποφασίσαµε να 

χορηγήσουµε ως προοξειδωτικό παράγοντα την κουρκουµίνη (50 µΜ) που παράγει 

περισσότερες µορφές ROS σε σχέση µε το Η2Ο2 (Cui  και συν., 2006, Atsumi και συν., 2005α 

& β). Η συγκέντρωση των 30µΜ για το ΑΚ-ΑΜ2 επιλέχθηκε µε βάση το γεγονός ότι σε 

αυτήν παρουσιάζεται η µέγιστη αναστολή των κινασών ERKs και JNKs και ταυτόγχρονα 

αποτρέπεται ο επαγόµενος από το Η2Ο2 κυτταρικός θάνατος.                       Για το ΑΚ-ΑΜ1, 

επιλέξαµε τη συγκέντρωση των 15µΜ και όχι αυτή των 5µΜ,  επειδή σε αυτήν παρουσιάζε 

πιο ήπια ανασταλτική δράση έναντι του Η2Ο2 σε επίπεδο σηµατοδότησης. Με βάση την 

παραπάνω ένδειξη υποθέσαµε ότι αυτή η συγκέντρωση του ΑΚ-ΑΜ1 έναντι της 

κουρκουµίνης, που είναι ένα πολύ δραστικότερο µόριο σε σχέση µε το Η2Ο2, µπορεί να 

οδηγούσε σε άλλαγη του τρόπου δράσης του. Με δοκιµασία κυτταροτιξικότητας ΜΤΤ, 

διαπιστώθηκε ότι η µισάωρη προεπώαση µε τη νεοσυντιθέµενη βενζοθειαζίνη ΑΚ-ΑΜ2, το 

αντιοξειδωτικό ένζυµο καταλάση και την αντιοξειδωτική ορµόνη µελατονίνη  επαναφέρει την 

κυτταρική επιβίωση στα επίπεδα του µάρτυρα. Αντίθετα, το ουρικό οξύ και η ρεσβερατρόλη 

αδυνατούν, όπως και στην περίπτωση του Η2Ο2 1mM, να βελτιώσουν τα ποσοστά της 

κυτταρικής επιβίωσης σε σχέση µε την κουρκουµίνη. Τέλος, είναι αξιοσηµείωτη η µετατροπή 

του ασκορβικού οξέος και της βενζοξαζίνης ΑΚ-ΑΜ1  σε προοξειδωτικά µόρια, καθώς η 

κυτταρική επιβίωση µειώθηκε στατιστικά σηµαντικά όχι µόνο ως προς το µάρτυρα αλλά και 

ως προς την κουρκουµίνη. 

      Η ικανότητα της καταλάσης να αποτρέπει τον επαγόµενο από την κουρκουµίνη κυτταρικό 

θάνατο δείχνει ότι πιθανότατα υπάρχει παραγωγή Η2Ο2 ή (και) Ο2
.-/υπεροξειδικού ανιόντος 

(το οποίο µετατρέπεται άµεσα σε Η2Ο2 µε τη δράση των υπεροξειδικών δισµουτασών). 

Αρκετές µελέτες στο παρελθόν έχουν καταλήξει σε αντίστοιχα αποτελέσµατα, αν και οι 

περισσότερες εξ΄αυτών αφορούν καρκινικά κύτταρα. Για παράδειγµα, οι Zheng και συν., 

2012, έδειξαν ότι η προοξειδωτική δράση της κουρκουµίνης σε καρκινικά κύτταρα 



 

 

αναστέλλεται όταν γίνει αύξηση της γονιδιακής έκφρασης της ενδογενώς παραγόµενης 

καταλάσης, αλλά όχι ύστερα από εξωγενή προσθήκη της. Άλλοι ερευνητές (Lu και συν., 

2012, Atsumi και συν., 2005α) χρησιµοποιώντας διαφορετικές καρκινικές σειρές διαπίστωσαν 

ότι αρκεί και η προσθήκη εξωκυτταρικά εντοπιζόµενης καταλάσης προκειµένου να 

µετριασθεί η προοξειδωτική δράση της κουρκουµίνης. Επίσης, έχει παρατηρηθεί ότι η 

εξωγενής προσθήκη καταλάσης µπορεί και αναστέλλει µερικώς και την 

οξειδωτική/αντιπαρασιτική δράση της κουρκουµίνης σε παράσιτα Plasmodium falciparum 

εντός ανθρώπινων ερυθροκυττάρων (Cui και συν., 2007). Επειδή κατά τη διάρκεια αυτής της 

εργασίας χρησιµοποιήσαµε καταλάση βοώς που εντοπίζεται µόνο εξωκυτταρικά, υποθέτουµε 

ότι ένα µεγάλο ποσοστό του παραγόµενου µέσω της κουρκουµίνης Η2Ο2, θα εντοπίζεται 

επίσης εξωκυτταρικά. 

    Όσον αφορά την αντιοξειδωτική και κυτταροπροστατευτική δράση της ορµόνης 

µελατονίνη έναντι της κουρκουµίνης, πρέπει να  τονίσουµε ότι δεν υπάρχει εώς τώρα καµία 

σχετική βιβλιογραφική αναφορά. Παρ΄όλα αυτά, η ικανότητά της να απενεργοποιεί τις 

παραγόµενες µέσω της κουρκουµίνης ROS είναι µάλλον αναµενόµενη, καθώς η µελατονίνη 

αποτελεί ένα αντιοξειδωτικό µόριο ευρέως φάσµατος που απενεργοποιεί ποικιλία ROS όπως 

ρίζες υδροξυλίου (.OH), µοριακό οξυγόνο απλής διεγερµένης κατάστασης/singlet oxygen 

(
1
O2) και Η2Ο2 (Rosen και συν., 2012, Galano και συν., 2002). 

   Επιπρόσθετα, θεωρούµε εξαιρετικά ενδιαφερόν το γεγονός ότι το ασκορβικό οξύ καθώς και 

η βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1, αλλά όχι η βενζοθειαζίνη ΑΚ-ΑΜ2, παρουσίασαν προοξειδωτική  

και συνεργιστική µε την κουρκουµίνη δράση ενώ κάτι τέτοιο δεν συνέβη στο αντίστοιχο 

πείραµα µε το Η2Ο2. Με βάση αυτό το αποτέλεσµα θα µπορούσαµε να συµπεράνουµε ότι και 

στο δικό µας πειραµατικό µοντέλο η κουρκουµίνη δηµιουργεί και άλλους τύπους ROS, πέραν 

του Η2Ο2, και αυτές είναι που πιθανά ευθύνονται για την αλλαγή της δράσης αυτών των δύο 

µορίων.  Αναφορικά µε το ασκορβικό οξύ, πρέπει να επισηµανθεί ότι υπάρχουν κάποια 

βιβλιογραφικά δεδοµένα που αποδεικνύουν τη µετατροπή του σε προοξειδωτικό µόριο 

παρουσία της κουρκουµίνης, αλλά όλα αφορούν είτε καθαρά in vito µελέτες είτε καρκινικά 

κύτταρα, αλλά όχι φυσιολογικά όπως αυτά που χρησιµοποιήσαµε. Ο Sahu και συν., 1992 

έδειξε για πρώτη φορά ότι τόσο η κουρκουµίνη όσο και το ασκορβικό οξύ µπορούν να 

παρουσιασούν συνεργιστική προοξειδωτική δράση παρουσία και άλλων 

χηµειοθεραπευτικών/οξειδωτικών παραγόντων σε καρκινικά κύτταρα. Ωστόσο, ο 



 

 

συγκεκριµένος ερευνητής εξέτασε αυτά τα δύο µόρια µεµονωµένα και όχι συνδυαστικά. Η 

πρώτη συνδυαστική µελέτη της δράσης του ασκορβικού οξέος και της κουρκουµίνης έγινε 

από τους Galati και συν., 2002 σε in vitro επίπεδο. Ειδικότερα, αποδείχθηκε ότι η 

κουρκουµίνη οξειδώνεται η ίδια σε µία φαινόξυλ-ρίζα και στη συνέχεια οξειδώνει το 

ασκορβικό οξύ το οποίο µετατρέπεται σε µία πολύ δραστικότερη ελεύθερη ρίζα. Αυτή η 

οξείδωση της κουρκουµίνης  γίνεται κατά πάσα πιθανότητα ενζυµικά µε τη µεσολάβηση 

κάποιας υπεροξειδάσης. Επίσης, υπάρχει πιθανότητα να συµβεί και αυτοοξείδωση της 

κουρκουµίνης παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων µεταβατικών µετάλλων (Fe, Cu κ.α), 

πράγµα που ωστόσο δεν είναι πολύ σύνηθες στο πλάσµα του αίµατος. Επίσης, µία µετέπειτα 

µελέτη των Fujisawa και συν., 2006 ενίσχυσε τα παραπάνω αποτελέσµατα καθώς έδειξε ότι η 

κουρκουµίνη οξειδώνει το ασκορβικό οξύ πολύ πιο αποτελεσµατικά σε σύγκριση µε άλλες 

πολυφαινόλες και αυξάνει το βαθµό του αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου στα καρκινικά 

κύτταρα. Τέλος, σε µία σηµαντική εργασία τους οι Zheng και συν., 2012 έδειξαν ότι η 

κυτταροτοξική δράση της κουρκουµίνης ενισχύεται δραµατικά σε καρκινικά κύτταρα 

παρουσία του ασκορβικού οξέος, της βιταµίνης-ε και του Trolox (το υδατοδιαλυτό παράγωγο 

της βιταµίνης-ε).             Η αυξηµένη αυτή κυτταροτοξικότητα αποδόθηκε στην ενισχυµένη 

και αποκλειστικά ενδοκυτταρική αύξηση διάφορων τύπων ROS, όπως το Η2Ο2 και το Ο2
.-

(υπεροξειδικό ανιόν). Τα αποτελέσµατα αυτών των ερευνητών µπορούν να συσχετισθούν και 

µε την, παρατειρηθήσα στην παρούσα εργασία, προοξειδωτική δράση της βενζοξαζίνης ΑΚ-

ΑΜ1 καθώς η ένωση αυτή σχεδιάσθηκε έτσι ώστε να παρουσιάζει µεγάλη δοµική οµοιότητα 

µε το Trolox (Matralis και συν., 2011). Το ότι η προοξειδωτική αυτή δράση εκδηλώνεται 

ειδικά για τη βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1, αλλά όχι για τη βενζοθειαζίνη ΑΚ-ΑΜ2, υποδεικνύει 

την τεράστια επίπτωση της αντικατάστασης του ατόµου του οξυγόνου από το άτοµου του 

θείου, στη δραστικότητα των δύο νεοσυντιθέµενων µορίων. 

 

 

 

 

 

 



 

 

4.5. Επίδραση των αντιοξειδωτικών παραγόντων µελατονίνη (15µΜ), καταλάση 

(50U/ml), ασκορβικό οξύ (50µΜ), ουρικό οξύ (10µΜ), ρεσβερατρόλη (30µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 

(15µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) στην επαγόµενη από την κουρκουµίνη & το Η2Ο2 µείωση 

της κυτταρικής επιβίωσης. 

      Στη συνέχεια, θελήσαµε να εξετάσουµε το κατά πόσον κάποιος από τους παράγοντες 

καταλάση (50U/ml), ασκορβικό οξύ (50µΜ), ουρικό οξύ (10µΜ), µελατονίνη (15µΜ), 

ρεσβερατρόλη (30µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) µπορεί να παρουσιάσει 

αντιοξειδωτική δράση έναντι πολύ ισχυρού οξειδωτικού στρες επαγόµενου από τη 

συνδυαστική παρουσία κουρκουµίνης 50µΜ & Η2Ο2 1mM. Με δοκιµασία 

κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ, διαπιστώσαµε ότι κανένας από τους εξεταζόµενους παράγοντες 

δεν µπορεί να βελτιώσει στατιστικά σηµαντικά την κυτταρική επιβίωση σε σχέση µε την 

κουρκουµίνη 50µΜ & Η2Ο2 1mM. Συνεπώς, παρατηρήσαµε ότι όταν οι συνθήκες 

οξειδωτικού στρες είναι πολύ έντονες είναι αδύνατον να αποτραπεί ο κυτταρικός θάνατος. 

Κάτι τέτοιο ήταν αναµενόµενο, καθώς πολυάριθµες µελέτες έχουν δείξει ότι όταν τα κύτταρα 

εκτίθενται σε πολύ υψηλές συγκεντρώσεις ROS, τόσο οι ενδογενείς αντιοξειδωτικοί 

µηχανισµοί που διαθέτουν όσο και οι εξωγενώς χορηγούµενοι αντιοξειδωτικοί παράγοντες 

καθίστανται τελικά ανεπαρκείς (Elahi και συν., 2009). 

4.6. ΜΕΛΕΤΗ ΣΗΜΑΤΟ∆ΟΤΙΚΩΝ ΜΟΝΟΠΑΤΙΩΝ ΕΠΑΓΟΜΕΝΩΝ ΑΠΟ ΤΗΝ 

ΚΟΥΡΚΟΥΜΙΝΗ 

4.6.1 Επίδραση της κουρκουµίνης στα επίπεδα φωσφορυλίωσης των κινασών ERKs & 

JNKs. 

     Προκειµένου να διερευνήσουµε τον τρόπο µε τον οποίο η κουρκουµίνη επηρεάζει τη 

µεταγωγή του σήµατος στους C2 σκελετικούς µυοβλάστες, πραγµατοποιήσαµε αρχικά 

επίδραση µε κουρκουµίνη 50µΜ από 15 εώς 240 λεπτά και στη συνέχεια ανιχνεύσαµε τα 

επίπεδα φωσφορυλίωσης/ενεργοποίησης των κινασών ERKs & JNKs. ∆ιαπιστώσαµε ότι το 

χρονοεξαρτώµενο πρότυπο ενεργοποίησης διέφερε µεταξύ των δύο υποοικογενειών των 

ΜΑΡΚs, ενώ αντίθετα παρουσία Η2Ο2 1mM το πρότυπο αυτό ήταν ίδιο, µε µέγιστη 

ενεργοποίηση και των δύο κινασών στα 15 λεπτά χρόνου επόδρασης. Συγκεριµένα, στην 

περίπτωση της κουρκουµίνης παρατηρήσαµε µία µέγιστη ενεργοποίηση για τις κινάσες ERKs 

στα 15 λεπτά χρόνου επίδρασης, η οποία σταδιακά µειώνεται και τελικά στα 120 και 240 

λεπτά έχει επανέλθει στα επίπεδα του µάρτυρα. Αντίθετα, οι JNKs ενεργοποιούνται 



 

 

στατιστικά σηµαντικά από τα 60 λεπτά χρόνου επίδρασης παρουσιάζοντας ένα µέγιστο 

µεταξύ 120 και 240 λεπτών (2-4 ώρες). 

    Γενικά, είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία ότι η µέγιστη ενεργοποίηση κάποιας κοµβικής 

για τη µεταγωγή του σήµατος κινάσης έπειτα από λίγα λεπτά του χρόνου εφαρµογής του 

στρεσσογόνου ερεθίσµατος συσχετίζεται πιθανά µε µία προσπάθεια επαγωγής 

κυτταροπροστατευτικών µονοπατιών. Αντίθετα, η παρατεταµένη και σε µεγάλους χρόνους 

(της τάξεως των ωρών) ενεργοποίηση συσχετίζεται συχνά µε την επαγωγή προαποπτωτικών 

µονοπατιών. Για παράδειγµα, οι Kim και συν., 2008, έδειξαν ότι η παρουσία κουρκουµίνης 

0,5µΜ πράγει µία παροδική ενεργοποίηση των κινασών ERKs σε πρόδροµα νευρικά κύτταρα 

η οποία συσχετίζεται µε επαγωγή κυτταροποροστασίας και αύξησης του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού. Επίσης, άλλες µελέτες σε καρκινικά κύτταρα έχουν δείξει ότι η παρουσία 

της κουρκουµίνης προάγει ενεργοποίηση των κινασών ERKs, η οποία όταν ανασταλεί οδηγεί 

σε αύξηση του αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου (Aoki και συν., 2007). Ακόµη, παρουσία 

έντονων συνθηκών οξειδωτικού στρες επαγόµενου από το t-BOOH 

(τερτβουτυλοϋδροϋπεροξείδιο) στα HepG2 ηπατικά κύτταρα, έχει διαπιστωθεί ότι οι κινάσες 

ERKs ενεργοποιούνται παροδικά (µεταξύ 30-60 λεπτών) και το γεγονός αυτό συνεισφέρει 

στην εκδήλωση κυτταρικής προστασίας. Αντίθετα, οι κινάσες JNKs ενεργοποιούνται χρονικά 

αργότερα (µέγιστα στις 2 ώρες) και προάγουν αποπτωτικά κυτταρικά γεγονότα (Martin και 

συν., 2010). Επιπλέον, υπάρχουν πολυάριθµες µελέτες σε καρκινικά κύτταρα που δείχουν ότι 

η επαγόµενη από την κουρκουµίνη ενεργοποίηση των κινασών JNKs οδηγεί σε απόπτωση. 

Σύµφωνα µε τους Moussavi και συν., 2006 η παρουσία κουρκουµίνης 100µΜ, σε καρκινικά 

κύτταρα προέρχοµενα από το κώλον, προάγει µέγιστη ενεργοποίηση των κινασών JNKs στις 

8 ώρες, η οποία οδηγεί τελικά σε απόπτωση. Σε αντίστοιχα συµπεράσµατα κατέληξαν και οι 

Yang και συν., 2012 καθώς παρατήρησαν ότι η κουρκουµίνη 50µΜ προάγει απόπτωση 

ανθρώπινων λευχαιµικών κυττάρων µέσω της ενεργοποίησης των κινασών JNKs. Επιπλέον, 

σύµφωνα µε τους Han και συν., 2012 η κουρκουµίνη σε διάφορες καρκινικές κυτταρικές 

σειρές προάγει σταδιακή ενεργοποίηση των κινασών JNKs µε ένα δοσοεξαρτώµενο και 

χρονοεξαρτώµενο πρότυπο οι οποίες και τελικά οδηγούν σε κυτταρικό θάνατο. Είναι 

αξιοσηµείωτο το γεγονός ότι οι συγκεκριµένοι ,αλλά και άλλοι ερευνητές, παρατήρησαν ότι 

όταν οι κινάσες ERKs ενεργοποιούνται και αυτές παρατεταµένα και σε µεγάλους χρόνους, 



 

 

συνεισφέρουν, όµοια µε τις JNKs, στην επαγωγή απόπτωσης και όχι κυτταρικής επιβίωσης 

(Han και συν., 2012, Yang και συν., 2012). 

     Συµπερασµατικά, θα µπορούσαµε να υποθέσουµε ότι, στην παρούσα εργασία, οι κινάσες 

ERKs & JNKs έχουν πιθανόν κάποιο διαφορετικό κυτταροβιολογικό ρόλο παρουσία της 

κουρκουµίνης 50µΜ, καθώς παρουσιάζουν ένα πολύ διαφορετικό χρονοεξαρτώµενο πρότυπο 

ενεργοποίησης. Συγκεκριµένα, η παροδική ενεργοποίηση των κινασών ERKs θα µπορούσε να 

οδηγεί σε κυτταρική προστασία, ενώ αντίθετα, η παρατετάµενη και σε µεγάλους χρόνους 

ενεργοποίηση των κινασών JNKs πιθανόν ευνοεί γεγονότα κυτταρικού θανάτου. 

4.6.2. Επίδραση των παραγόντων ασκορβικό οξύ, ΑΚ-ΑΜ1, καταλάση, µελατονίνη & 

ΑΚ-ΑΜ2 στην επαγόµενη από την κουρκουµίνη ενεργοποίηση των ERKs. 

       Θέλοντας αφενός να ερµηνεύσουµε τα αποτελέσµατα της δράσης των παραγόντων 

ασκορβικό οξύ (50µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ), καταλάση (50U/ml), µελατονίνη (15µΜ) &                          

ΑΚ-ΑΜ2(30µΜ) στον επαγόµενο από την κουρκουµίνη κυτταρικό θάνατο και αφετέρου να 

διερευνήσουµε περαιτέρω τον κυτταροβιολογικό ρόλο των ERKs, πραγµατοποιήσαµε στη 

συνέχεια ανάλυση κατά Western. Συγκεκριµένα, έγινε µισάωρη προεπώαση µε όλους τους 

παράγοντες και κατόπιν επίδραση µε κουρκουµίνη (50µΜ) για 15 λεπτά. ∆ιαπιστώθηκε ότι τα 

προοξειδωτικά µόρια ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ) καθώς και το ασκορβικό οξύ (50µΜ) αναστέλλουν σε 

πολύ µεγάλο βαθµό την επαγόµενη από την κουρκουµίνη ενεργοποίηση των ERKs. Επίσης, 

µία µερική αλλά στατιστικά σηµαντική αναστολή διαπιστώνεται και παρουσία της 

βενζοθειαζίνης ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) καθώς και της µελατονίνης (15µΜ). Αξίζει να επισηµανθεί 

ότι για την µελατονίνη η αναστολή αυτή είναι στατιστικά σηµαντική µόνο για την p42-ERK 

αλλά όχι για την   p44-ERK. Τέλος, ήταν αξιοσηµειώτο το γεγονός ότι η καταλάση δεν είχε 

καµία ανασταλτική δράση. 

    Γενικά, είναι βιβλιογραφικό γνωστό ότι η µελατονίνη συνήθως ενισχύει την επαγόµενη από 

τις συνθήκες οξειδωτικού στρες ενεργοποίηση των κινασών ERKs επειδή κατά κανόνα οι 

κινάσες αυτές οδηγούν σε αύξηση της κυτταρικής επιβίωσης (Luchetti και συν., 2010, Bondi 

και συν., 2008). Από τη άλλη πλευρά οι Esposito και συν., 2009, αναφέρουν ότι σε in vivo 

ζωικά µοντέλα η µελατονίνη αναστέλει, µέσω της αντιοξειδωτικής της δράσης, την 

επαγόµενη από τραυµατισµό του νωτιαίου µυελού ενεργοποίηση των ERKs. Στην παρούσα 

εργασία διαπιστώσαµε ότι η προεπώαση µε µελατονίνη 15µΜ οδηγεί αφενός σε µία πολύ 

ήπια αναστολή της p42-ERK και αφετέρου σε αποτροπή του επαγόµενου από την 



 

 

κουρκουµίνη κυτταριικού θανάτου. Αρκετές έρευνες έχουν δείξει ότι η µελατονίνη σε 

συγκεντρώσεις της τάξεως των mM εώς και µΜ προάγει συνήθως άµεση απενεργοποίηση των 

ROS λόγω της προσφοράς ηλεκτρονίων (Luchetti και συν., 2010). Συνεπώς, θα µπορούσαµε 

να υποθέσουµε, βάσει της συγκέντρωσης που χρησιµοποιήσαµε, ότι και στη δικιά µας 

περίπτωση η µελατονίνη πιθανόν να δρα σε ένα άµεσο επίπεδο απενεργοποιώντας κάποιες 

από τις παραγόµενες µέσω της κουρκουµίνης ROS και οδηγώντας έτσι σε ένα µικρότερο 

βαθµό ενεργοποίησης της p42-ERK. 

    Αναφορικά µε τη δράση της καταλάσης, είναι αξιοσηµειώτο το ότι δεν µπορεί να 

αναστείλει την επαγόµενη µέσω της κουρκουµίνης ενεργοποίηση των κινασών ERKs, ενώ 

αντίθετα µπορούσε να παρουσιάσει αυτή την ανασταλτική δράση παρουσία του Η2Ο2 

(Kefaloyianni και συν., 2006). Εφόσον η καταλάση που χορηγήσαµε εντοπίζεται και 

απενεργοποεί το Η2Ο2 µόνο εξωκυτταρικά, τα αποτελέσµατά µας αυτά δείχνουν ότι στην 

περίπτωση της κουρκουµίνης πιθανόν έχουµε ένα διαφορετικό µηχανισµό ενεργοποίησης των 

κινασών ERKs. ∆ηλαδή, οι ERKs ενδέχεται να ενεργοποιούνται από ενδοκυτταρικά 

παραγόµενο µέσω της κουρκουµίνης Η2Ο2 ή και από κάποιο άλλο τύπο ROS και γι΄αυτό το 

λόγο η καταλάση δεν µπορεί να δράσει ανασταλτικά. Σε ένα αντίστοιχο συµπέρασµα είχαν 

καταλήξει και οι Osada και συν., 2008, καθώς παρατήρησαν σε παγκρεατικά καρκινικά 

κύτταρα ότι η εξωγενώς χορηγούµενη καταλάση µπορεί και αναστέλει την επαγόµενη από το 

Η2Ο2 ενεργοποίηση των ERKs, ενώ αδυνατεί να το κάνει όταν χορηγηθεί  σε προοξειδωτικές 

συγκεντρώσεις η  πολύ διαφορετική από δοµικής άποψης βιταµίνη-κ3 (VK3).  

      Η νεοσυντιθέµενη βενζοθειαζίνη ΑΚ-ΑΜ2 παρουσίασε τη µεγαλύτερη ικανότητα 

αναστολής της επαγόµενης από την κουρκουµίνη ενεργοποίησης των ERKs ενώ παράλληλα 

διατήρησε τα ποσοστά της κυτταρικής επιβίωσης σε επίπεδα παρεµφερή µε του µάρτυρα. Το 

µόριο αυτό γνωρίζουµε ότι παρουσιάζει πολύ καλή λιποφιλικότητα (Matralis και συν., 2011) 

και συνεπώς πιθανότατα διαπερνά µε ευκολία τις κυτταρικές µεµβράνες και δρώντας 

ενδοκυτταρικά απενεργοποιεί κάποιες παραγόµενες από την κουρκουµίνη ROS, οδηγώντας 

έτσι και σε µικρότερο βαθµό ενεργοποίησης των ERKs. 

      

        Όπως προαναφέραµε και στη συζήτηση των αποτελεσµάτων που αφορούσαν τη 

δοκιµασία κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ, υπάρχουν κάποιες λίγες βιβλιογραφικές αναφορές που 

δείχνουν ότι η κουρκουµίνη και το ασκορβικό οξύ µπορούν να παρουσιάσουν µαζί ισχυρή 



 

 

συνεργιστική προοξειδωτική δράση (Zheng και συν., 2012, Fujisawa και συν., 2006, Galati 

και συν., 2002). Eπίσης, η προοξειδωτική δράση του ασκορβικού οξέος και η ενίσχυση των 

φαινοµένων κυτταρικού θανάτου έχει δειχθεί και παρουσία και άλλων εν δυνάµει 

προοξειδωτικών µορίων όπως η αργινίνη (Hsi και συν., 2011) και το As2O3 (Ong και συν., 

2011). Πρέπει να επισηµανθεί ότι µέχρι τώρα δεν υπάρχει κάποιο βιβλιογραφικό δεδοµένο 

που να αναφέρεται στα επίπεδα ενεργοποίησης των κινασών ERKs όταν η κουρκουµίνη και 

το ασκορβικό οξύ παρουσιάζουν µαζί συνεργιστική προοξειδωτική δράση. Οι Varadharaj και 

συν., 2006 έδειξαν ότι η παρουσία του ασκορβικού οξέος αυξάνει τα επίπεδα των ROS και 

µέσω αυτών αυξάνει και η ενεργοποίηση των κινασών ERKs. Aπό την άλλη πλευρά, ο Meves 

και συν., 2002 έδειξαν ότι η χορήγηση ενός λιποδιαλυτού παραγώγου του ασκορβικού οξέος 

ενισχύει την επαγόµενη µέσω της UVB ακτινοβολίας κυτταροτοξικότητα ενώ παράλληλα 

αναστέλλει την επαγόµενη µέσω αυτής ενεργοποίηση των ERKs που είχαν 

κυτταροπροστατευτικό ρόλο. 

    Συµπερασµατικά, εάν συνδυάσουµε το χρονοεξαρτώµενο πρότυπο ενεργοποίησης των 

κινασών ERKs µε το γεγονός ότι αυτές αναστέλονται σε πολύ βαθµό παρουσία των 

προοξειδωτικών µορίων ασκορβικό οξύ και της νεοσυντιθέµενης βενζοξαζίνης ΑΚ-ΑΜ1, θα 

µπορούσε να ενισχυθεί η άποψη ότι οι επαγόµενες µέσω της κουρκουµίνης ERKs έχουν 

πιθανόν κυτταροπροστατευτικό ρόλο. 

4.6.3. Επίδραση των παραγόντων ασκορβικό οξύ, ΑΚ-ΑΜ1, καταλάση, µελατονίνη & 

ΑΚ-ΑΜ2 στην επαγόµενη από την κουρκουµίνη ενεργοποίηση των JNKs. 

     Οι παράγοντες ασκορβικό οξύ (50µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ), καταλάση (50U/ml), 

µελατονίνη (15µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) φάνηκε ότι επηρεάζουν µε πολύ διαφορετικό τρόπο 

την επαγόµενη από την κουρκουµίνη (50µΜ για 2 ώρες) ενεργοποίηση των JNKs, σε σχέση 

µε τις κινάσες ERKs. Συγκεκριµένα, η προεπώαση για 30 λεπτά µε τους προοξειδωτικούς 

παράγοντες ασκορβικό οξύ (50µΜ) & ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ) αυξάνει σε πολύ µεγάλο βαθµό την 

επαγόµενη από την κουρκουµίνη % ενεργοποίηση των JNKs. Αντίθετα, η προεπώαση µε τους 

αντιοξειδωτικούς παράγοντες καταλάση (50U/ml), µελατονίνη (15µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) 

µειώνει µε ένα στατιστικά σηµαντικό πρότυπο αυτή την ενεργοποίηση.     

       Αναφορικά µε την αντιοξειδωτική δράση της µελατονίνης πρέπει να αναφέρουµε ότι 

γενικά είναι γνωστό ότι µπορεί να αποτρέψει την ενεργοποίηση των κινασών JNKs όταν 

αυτές προάγουν γεγονότα κυτταρικού θανάτου. Για παράδειγµα σε µία in vivo µελέτη των 



 

 

Esposito και συν., 2009 δείχθηκε ότι η µελατονίνη αποτρέπει την ενεργοποίηση των κινασών 

JNKs και µέσω αυτής της αναστολής µειώνεται και ο βαθµός των ιστολογικών βλαβών στον 

τραυµατισµένο νωτιαίο µυελό των ποντικών. Επίσης, οι Bas και συν., 2012 απέδειξαν ότι 

τόσο in vitro όσο και in vivo η µελατονίνη µπορεί και αποτρέπει την επαγόµενη από την 

προοξειδωτική δράση της γενταµυκίνης (GM) ενεργοποίηση των JNKs που κανονικά 

οδηγούσαν σε κυτταρικό θάνατο και κώφωση. Ωστόσο, πρέπει να επισηµάνουµε ότι δεν 

υπάρχουν προηγούµενα βιβλιογραφικά δεδοµένα που να αναφέρονται στην ικανότητα της 

µελατονίνης να αναστέλει την επαγόµενη από την κουρκουµίνη ενεργοποίηση των κινασών 

JNKs. 

   Παρόλο που η αντιοξειδωτική δράση του ενζύµου καταλάση έναντι της κουρκουµίνης είναι 

ήδη γνωστή (Lu και συν., 2012, Atsumi και συν., 2005α), εν τούτοις µέχρι σήµερα δεν 

υπάρχουν διαθέσιµα δεδοµένα που να αποδεικνύουν την ικανότητα αυτού του ενζύµου να 

αναστέλει την επαγόµενη µέσω της κουρκουµίνης ενεργοποίησης των κινασών JNKs. 

Ωστόσο, είναι γνωστό ότι η καταλάση µπορεί και αποτρέπει την ενεργοποίηση των κινασών 

JNKs όταν αυτή επάγεται από δραστικά προοξειδωτικά µόρια όπως η δοξορουβικίνη (Chosh 

και συν., 2011). Επιπλέον, η εξωκυτταρικά εντοπιζόµενη καταλάση µπορεί και αναστέλει την 

επαγόµενη από προοξειδωτικές συγκεντρώσεις της βιταµίνης-κ3 (VK3) ενεργοποίηση των 

JNKs, ενώ δεν µπορεί να κάνει το ίδιο και µε τις κινάσες ERKs (Osada και συν., 2008). Η 

εργασία αυτή προσοµοιάζει πολύ µε τα δικά µας αποτελέσµατα καθώς διαπιστώσαµε ότι η 

καταλάση µπορεί και αναστέλει την επαγόµενη από την κουρκουµίνη ενεργοποίηση των 

κινασών JNKs ενώ δεν έχει ανασταλτική δράση έναντι των κινασών ERKs. Συνεπώς, 

φαίνεται ότι η παρουσία της κουρκουµίνης 50µΜ στις 2 ώρες έχει οδηγήσει και στην 

παραγωγή εξωκυτταρικά εντοπιζόµενου Η2Ο2 το οποίο ευθύνεται εν µέρει για την 

ενεργοποίηση των κινασών JNKs. Αντίθετα, οι κινάσες ERKs φαίνεται ότι ενεργοποιούνται 

µέσω κάποιου άλλου µηχανισµού στα 15 λεπτά χρόνου επίδρασης µε κουρκουµίνη 50µΜ. 

     Όσον αφορά την συνεργιστική προοξειδωτική δράση του ασκορβικού οξέος µαζί µε την 

κουρκουµίνη πρέπει να τονίσουµε ότι επίσης δεν υπάρχει βιβλιογραφική αναφορά που να 

συσχετίζει αυτή τη δράση µε την ενεργοποίηση των κινασών JNKs. Ωστόσο, υπάρχουν 

αντίστοιχες µελέτες που έχουν γίνει µε κάποια µόρια-παράγωγα του ασκορβικού οξέος. Για 

παράδειγµα, οι Kaap και συν., 2004 έδειξαν ότι το 6-ο-παλµιτοϋλοασκορβικό οξύ (PAA) 

προάγει µέσω συνθηκών οξειδωτικού στρες έντονη ενεργοποίηση των κινασών JNKs η οποία 



 

 

µε τη σειρά της οδηγεί σε απόπτωση. Επίσης, οι Meves και συν., 2002 έδειξαν η παρουσία 

ενός λιποδιαλυτού παραγώγου του ασκορβικού οξέος ενισχύει την επαγόµενη από τη UVB 

ακτινοβολία λιπιδική υπεροξείδωση και κυτταροτοξικότητα. Η λιπιδική αυτή υπεροξείδωση 

φαίνεται ότι προάγει την ενεργοποίηση των κινασών JNKs, η οποία παρουσία ασκορβικού 

οξέος αυξάνει σε πολύ µεγάλο βαθµό και εντείνει τα γεγονότα κυτταρικού θανάτου.  

      Συµπερασµατικά, το γεγονός ότι οι JNKs παρουσιάζουν ένα παρατεταµένο χρονικό 

πρότυπο ενεργοποίησης καθώς και το ότι η ενεργοποίηση αυτή ενισχύεται σε πολύ µεγάλο 

βαθµό παρουσία του ασκορβικού οξέος και της νεοσυντιθέµενης βενζοξαζίνης ΑΚ-ΑΜ1, που 

έχουν συνεργιστική και προοξειδωτική δράση µαζί µε την κουρκουµίνη, ενισχυεί την άποψη 

ότι οι κινάσες JNKs ευνοούν περισσότερο την επαγωγή κυτταρικού θανάτου. Συνεπώς, θα 

µπορούσε να εξαχθεί το συµπέρασµα ότι τόσο το ασκορβικό οξύ όσο και η νεοσυντιθέµενη 

βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1 πιθανόν να ενισχύουν τον επαγόµενο από την κουρκουµίνη κυτταρικό 

θάνατο λόγω αυτής της εντονότερης ενεργοποίησης των κινασών JNKs. Αντίθετα, η 

κυτταροπροστατευτική δράση της καταλάσης, της µελατονίνης και της νεοσυντιθέµενης 

βενζοθειαζίνης ΑΚ-ΑΜ2 ενδέχεται να οφείλεται στο ότι αυτοί οι αντιοξειδωτικοί παράγοντες 

αναστέλουν αποτελεσµατικά την επαγόµενη από την κουρκουµίνη ενεργοποίηση των κινασών 

JNKs.  

4.6.4. Επίδραση των παραγόντων ασκορβικό οξύ, ΑΚ-ΑΜ1, καταλάση, µελατονίνη &             

ΑΚ-ΑΜ2 στην επαγόµενη από την κουρκουµίνη ενεργοποίηση τoυ c-Jun. 

      Στη συνέχεια θελήσαµε να διερευνήσουµε εάν οι παράγοντες ασκορβικό οξύ (50µΜ),               

ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ), καταλάση (50U/ml), µελατονίνη (15µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) επηρεάζουν 

το πρότυπο ενεργοποίησης/φωσφορυλίωσης του c-Jun.  Το πείραµα αυτό ήταν παρεµφερές µε 

αυτό που αφορούσε το ρόλο των αντιοξειδωτικών παραγόντων στην επαγόµενη από την 

κουρκουµίνη ενεργοποίηση των κινασών JNKs, µε τη µόνη διαφορά ότι η επίδραση µε την 

κουρκουµίνη 50µΜ έγινε για 3 ώρες, και στη συνέχεια ανιχνεύσαµε τα επίπεδα 

ενεργοποίησης του µεταγραφικού παράγοντα c-Jun. Παρατηρήσαµε ότι το πρότυπο 

ενεργοποίησης του c-Jun ήταν ακριβώς αντίστοιχο µε των κινασών JNKs. ∆ηλαδή, ο % 

βαθµός ενεργοποίησής του αυξανόταν πολύ παρουσία των προοξειδωτικών µορίων 

ασκορβικό οξύ (50µΜ) και ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ), ενώ αναστελόταν παρουσία των 

προοξειδωτικών παραγόντων καταλάση (50U/ml), µελατονίνη (15µΜ) και ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ).  



 

 

      Το αποτέλεσµα αυτό ήταν αναµενόµενο  καθώς είναι γνωστό ότι ο µεταγραφικός αυτός 

παράγοντας αποτελεί το χαρακτηριστικότερο υπόστρωµά των κινασών JNKs (Hibi και συν., 

1993). Βάσει αυτού του αποτελέσµατος ενισχύεται ακόµη περισσότερο η άποψη ότι το 

επαγόµενο από την κουρκουµίνη σηµατοδοτικό µονοπάτι pJNKs�p-cJun πιθανότατα 

σχετίζεται µε την επαγωγή κυτταρικού θανάτου και όχι κυτταρικής προστασίας. Πρέπει 

ωστόσο να αναφερθεί ότι σε αρκετές µελέτες που έχουν γίνει σε καρκινικά κύτταρα έχει 

δειχθεί ότι η κουρκουµίνη αναστέλει το µονοπάτι pJNKs�p-cJun όταν αυτό προάγει την 

εξέλιξη της καρκινογένεσης (Han και συν., 2002., Huang και συν., 1991). Ωστόσο, σε άλλες 

µελέτες όπως αυτής των Yang και συν., 2012 φαίνεται ότι η κουρκουµίνη αυξάνει το βαθµό 

του αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου ανθρώπινων λευχαιµικών µονοκυττάρων µέσω 

ενεργοποίησης των κινασών JNKs και ακολούθως του µεταγραφικού παράγοντα c-Jun. 

4.7 ∆ΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΟΥ ΕΙ∆ΟΥΣ ΤΟΥ ΕΠΑΓΟΜΕΝΟΥ ΑΠΟ ΤΗΝ ΚΟΥΡΚΟΥΜΙΝΗ 

ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΥ ΘΑΝΑΤΟΥ ΚΑΘΩΣ & ΤΟΥ ΡΟΛΟΥ ΤΩΝ ΠΡΟΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΩΝ & 

ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΩΝ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ 

4.7.1 Επίδραση της κουρκουµίνης στο βαθµό πρωτεόλυσης του PARP-1. 

   Προκειµένου να έχουµε µία πιο ολοκληρωµένη άποψη για τον τρόπο µε τον οποίο η 

κουρκουµίνη επηρεάζει τα σηµατοδοτικά µονοπάτια, ήταν αναγκαίο να διαλευκάνουµε το 

είδος του κυτταρικού θανάτου που αυτή προάγει. Για το σκοπό αυτό έγινε επίδραση µε 

κουρκουµίνη 50µΜ για αυξανόµενους χρόνους και ανίχνευση του βαθµού πρωτεόλυσης του 

PARP-1 που είναι το πλέον χαρακτηριστικό υπόστρωµα της ενεργοποιηµένης κασπάσης-

3(Chaitanya και συν., 2010).  

Με ανάλυση κατά Western διαπιστώσαµε ότι ήδη από τα 120 λεπτά χρόνου επίδρασης τα 

επίπεδα του θραύσµατος (89KDa) του PARP-1 εµφανίζονται στατιστικά σηµαντικά αυξηµένα 

και µεγιστοποιούνται στα 240 λεπτά (4 ώρες) Το αποτέλεσµα αυτό έρχεται σε συµφωνία µε 

προηγούµενες µελέτες που αφορούν κυρίως καρκινικά κύτταρα και δείχνει ότι η κουρκουµίνη 

προάγει στους C2 σκελετικούς µυοβλάστες αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο. 

      Για παράδειγµα, οι Lee και συν., 2010 έδειξαν ότι η κουρκουµίνη προάγει καθήλωση του 

κυτταρικού κύκλου και απόπτωση στα ανθρώπινα κύτταρα οστεοσαρκώµατος που 

χαρακτηρίζονται από ενεργοποίηση της κασπάσης-3 και πρωτεόλυση του υποστρώµατός της 

του PARP-1. Επιπλέον, οι Anto και συν., 2002 έδειξαν ότι η κουρκουµίνη προάγει το 

ενδογενές µονοπάτι της απόπτωσης και έντονη χρονοεξαρτώµενη πρωτεόλυση του            



 

 

PARP-1 σε ανθρώπινα κύτταρα οξείας µυελογενούς λευχαιµίας. Τέλος, έχουν γίνει και 

λιγότερες µελέτες σε φυσιολογικές κυτταρικές σειρές όπως αυτή των Cucuzza και συν., 2008, 

στην οποία δείχθηκε ότι η κουρκουµίνη προάγει αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο φυσιολογικών 

επιθηλιακών µαστικών κυττάρων µέσω της ενεργοποίησης της κασπάσης-3. 

4.7.2. Μελέτη της επίδρασης των παραγόντων ασκορβικό οξύ, ΑΚ-ΑΜ1, καταλάση, 

µελατονίνη & ΑΚ-ΑΜ2 στον επαγόµενο από την κουρκουµίνη αποπτωτικό κυτταρικό 

θάνατο. 

        Θέλοντας να επιβεβαιώσουµε το γεγονός ότι η κουρκουµίνη  προάγει αποπτωτικό 

κυτταρικό θάνατο στους C2 σκελετικούς µυοβλάστες πραγµατοποιήσαµε επίδραση µε 

κουρκουµίνη 50µΜ για 24 ώρες και ανίχνευση της µορφολογίας των πυρήνων ύστερα από 

χρώση Hoechst και παρατήρηση σε µικροσκόπιο φθορισµού. Επιπλέον, έγινε προεπώαση για 

30 λεπτά µε τους παράγοντες ασκορβικό οξύ (50µΜ), ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ), καταλάση (50 

U/ml), µελατονίνη (15µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ). Τέλος έγινε και συνδυαστική επίδραση µε 

Η2Ο2 1 mM & κουρκουµίνη σε µία προοξειδωτική (50µΜ) και µία αντιοξειδωτική (15µΜ) 

συγκέντρωση. 

         Παρουσία κουρκουµίνης 50µΜ διαπιστώσαµε χαρακτηριστικά µορφολογικά 

γνωρίσµατα αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου όπως αύξηση του βαθµού φθορισµού των 

πυρήνων, συµπύκνωση της χρωµατίνης και αλλαγή της µορφολογίας των πυρηνικών 

µεµβρανών.   Όταν έγινε προεπώαση µε τους προοξειδωτικούς παράγοντες ασκορβικό οξύ 

(50µΜ) , ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ) & Η2Ο2 1mM και εν συνεχεία επίδραση µε κουρκουµίνη 50µΜ 

διαπιστώσαµε αφενός πολύ πιο έντονα µορφολογικά γνωρίσµατα αποπτωτικού κυτταρικού 

θανάτου  και αφετέρου πολύ µικρότερο αριθµό κυττάρων στο οπτικό πεδίο, σε σχέση µε την 

κουρκουµίνη 50 µΜ. Αντίθετα, είναι αξιοσηµείωτο ότι όταν γίνει προεπώαση µε την 

αντιοξειδωτική συγκέντρωση της κουρκουµίνης 15µΜ  και στη συνέχεια επίδραση µε Η2Ο2 

1mM, τα µορφολογικά γνωρίσµατα των πυρήνων προσοµοιάζουν µε αυτά του µάρτυρα. 

Ακόµη, όταν γίνει  προεπώαση µε τους αντιοξειδωτικούς παράγοντες καταλάση  (50 U/ml), 

µελατονίνη (15µΜ) και ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) και στη συνέχεια επίδραση µε κουρκουµίνη 

(50µΜ), παρατηρούµε µεγάλο περιορισµό των χαρακτηριστικών γνωρισµάτων των 

αποπτωτικών πυρήνων, σε σχέση µε την κουρκουµίνη (50µΜ). ∆ηλαδή, διαπιστώσαµε 

µικρότερο βαθµό φθορισµού των πυρήνων  αλλά και µικρότερο βαθµό συµπύκνωσης της 

χρωµατίνης.  



 

 

      Το γεγόνος ότι το ασκορβικό οξύ ενισχύει τον επαγόµενο από την κουρκουµίνη 

αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο έρχεται σε συµφωνία µε προηγούµενες µελέτες που αφορούν 

κυρίως καρκινικά κύτταρα. Οι µελέτες αυτές καταδεικνύουν την ύπαρξη µίας συνεργιστικής 

προοξειδωτικής δράση µεταξύ του ασκορβικού οξέος  και άλλων προοξειδωτικών 

χηµειοθεραπευτικών παραγόντων, αυξάνοντας έτσι το βαθµό του αποπτωτικού κυτταρικού 

θανάτου. Σύµφωνα µε τους His και συν., 2011, το ασκορβικό οξύ ενισχύει την προοξειδωτική 

δράση της αργινίνης στα καρκινικά κύτταρα HA22T/VGH προάγοντας το ενδογενές µονοπάτι 

της απόπτωσης. Επιπλέον, οι Li και συν., 2006 έδειξαν ότι το ασκορβικό οξύ αυξάνει την 

επαγόµενη από το As2O3 απόπτωση λόγω αύξησης των ενδοκυτταρικών επιπέδων των ROS. 

Τέλος, µία  µελέτη των Fujisawa και συν., 2006  έδειξε ότι η κουρκουµίνη οξειδώνει το 

ασκορβικό οξύ πολύ πιο αποτελεσµατικά σε σύγκριση µε άλλες πολυφαινόλες και αυξάνει το 

βαθµό του αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου στα καρκινικά κύτταρα. 

    Επιπλέον, τα αποτελέσµατα της χρώσης Hoechst όσον αφορά τη νεοσυντιθέµενη 

βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ) έρχονται σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα της δοκιµασίας 

κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ. Συγκεριµένα, επιβεβαιώνεται από δύο διαφορετικές τεχνικές ότι 

όντως αυτό το νέο µόριο παρουσία της κουρκουµίνης (50µΜ) αυξάνει το βαθµό του 

κυτταρικού θανάτου ο οποίος µάλιστα είναι και αποπτωτικός. 

 

 

     Από την άλλη πλευρά η ικανότητα της καταλάσης να αποτρέπει τον επαγόµενο από την 

κουρκουµίνη αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο έχει προηγουµένως δειχθεί σε καρκινικά κύτταρα 

(Lu και συν., 2012, Atsumi και συν., 2005α). Επίσης, έχει δειχθεί στις κυτταρικές σειρές των 

C2C12 και L6 σκελετικών µυοβλαστών ότι η εξωγενής προσθήκη καταλάσης αποτρέπει τον 

επαγόµενο από τη δεξαµεθαζόνη αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο (Orzechowski και συν., 

2002). 

    Ακόµη, η ικανότητα της µελατονίνης να αποτρέπει τον αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο έχει 

δειχθεί τόσο σε in vivo µελέτες όσο και σε in vitro που αφορούν φυσιολογικά αλλά και 

καρκινικά κύτταρα. Για παράδειγµα, η µελατονίνη αποτρέπει τον επαγόµενο από συνθήκες 

οξειδωτικού στρες αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο κινητικών νευρώνων µέσω ενός 

µηχανισµού που εξαρτάται από τους δύο µεµβρανικούς υποδοχείς της (Das και συν., 2010). 

Επιπλέον, η µελατονίνη αποτρέπει τον αποπτωτικό και αυτοφαγικό θάνατο των C2C12 



 

 

σκελετικών µυοβλαστών παρουσία ενεργών ριζών αζώτου (Kim και συν., 2010). Ακόµη, η 

µελατονίνη σε καρκινικά κύτταρα ηπατώµατος αναστέλει την επαγόµενη από τη στέρηση 

ορού απόπτωση που οφείλεται στην παραγωγή ROS και στην ενεργοποίηση του 

πρωτεασώµατος (Pandey και συν., 2003).  

     Κλείνοντας, πρέπει να επισηµάνουµε ότι το σηµαντικότερο ίσως συµπέρασµα αυτής της 

εργασίας ήταν η πολύ καλή αντιοξειδωτική και κυτταροπροστατευτική δράση που 

παρουσίασε η νεοσυντιθέµενη βενζοθειαζίνη ΑΚ-ΑΜ2. Το νέο αυτό µόριο φάνηκε, τόσο από 

τα αποτελέσµατα της δοκιµασίας κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ όσο και από τη χρώση των 

πυρήνων µε Hoechst, ότι αποτρέπει τον επαγόµενο από την κουρκουµίνη κυτταρικό θάνατο ο 

οποίος είναι µάλιστα αποπτωτικός. Η κυτταροπροστευτική δράση αυτού του µορίου είναι 

τελικά αντίστοιχη µε δύο πολύ σηµαντικών ενδογενών αντιοξειδωτικών συστηµάτων όπως 

αυτού της µελατονίνης και της καταλάσης. Τα αποτελέσµατά µας αυτά έρχονται σε συµφωνία 

µε την ήδη αποδεδειγµένη πολύ καλή αντιοξειδωτική, αντιϋπεριλιπιδαιµική και 

αντιφλεγµονώδη δράση (Matralis και συν., 2011) αυτής της νέας ένωσης και ανοίγουν νέες 

προοπτικές στη χρήση των βενζοθειαζινών, οι οποίες δεν είχαν εξετασθεί ποτέ στο παρελθόν  

για την αντιοξειδωτική τους δράση. 
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Η παρατεταµένη έκθεση του σκελετικού µυός σε συνθήκες οξειδωτικού στρες συνεισφέρει 

στην εκδήλωση µυοπάθειων όπως δυστροφίες και ατροφίες. Το Η2Ο2 αποτελεί µία από τις 

βασικότερες ενδογενώς παραγόµενες ROS και ένα πολύ σηµαντικό δεύτερο µύνηµα. Η 

κουρκουµίνη είναι µία χηµική ένωση παραγόµενη στο ρίζωµα του φυτού Curcuma longa πoυ 

παρουσιάζει πλειοτροπική δράση. Η νεοσυντιθέµενη βενζοξαζίνη ΑΚ-ΑΜ1 καθώς και η 

βενζοθειαζίνη ΑΚ-ΑΜ2 σχεδιάσθηκαν προκειµένου να παρουσιάζουν ταυτόγχρονα 

χαρακτηριστικά αντιοξειδωτικών, αντιυπερλιπιδαιµικών και αντιφλεγµονωδών µορίων. 

Καταρχάς, θελήσαµε να συγκρίνουµε την  δράση της κουρκουµίνης µε αυτήν του Η2Ο2. Με 

δοκιµασία κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ διαπιστώσαµε ότι η κουρκουµίνη (50µΜ)  και το Η2Ο2 

(1mM) προκαλoύν παρόµοια πτώση της κυτταρικής επιβίωσης . Επιπλέον, η παρουσία της 

κουρκουµίνης σε υψηλότερες συγκεντρώσεις (100µΜ) ή η ταυτόγχρονη παρουσία 

κουρκουµίνης (50µΜ) & Η2Ο2 (1mM) προκαλούν ακόµη µεγαλύτερη πτώση της κυτταρικής 

βιωσιµότητας. Συνεπώς, η κουρκουµίνη αφενός αποτελεί ένα πολύ πιο δραστικό 

προοξειδωτικό µόριο σε σχέση µε το  Η2Ο2 και αφετέρου παρουσιάζει συνεργιστική 

προοξειδωτική δράση µαζί µε αυτό. Αντίθετα, η  χορήγηση κουρκουµίνης σε χαµηλότερες 

συγκεντρώσεις (30-15µΜ) φαίνεται να δρα αντιοξειδωτικά αποτρέποντας τον επαγόµενο από 

το Η2Ο2 (1mM) κυτταρικό θάνατο. Στη συνέχεια, εξετάσαµε την πιθανή αντιοξειδωτική 

δράση των ΑΚ-ΑΜ1 (15-5µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2  (100-10µΜ) έναντι του  Η2Ο2 (1mM) και 

διαπιστώσαµε ότι παρουσιάζουν αντιοξειδωτική  αντίστοιχη της µελατονίνης (15µΜ) και της 

καταλάσης (50U/ml). Αντίθετα, γνωστοί  αντιοξειδωτικοί παράγοντες όπως το ουρικό οξύ 

(10µΜ), η ρεσβερατρόλη (50-1µΜ) και το ασκορβικό οξύ (50µΜ) αδυνατούσαν να 

βελτίωσουν την κυτταρική επιβίωση. Επιπρόσθετα, µε ανάλυση κατά Western δείχθηκε ότι  οι  

αντιοξειδωτικοί παράγοντες κουρκουµίνη (15µΜ), ρεσβερατρόλη (30µΜ), ουρικό οξύ 

(10µΜ), µελατονίνη (15µΜ) ΑΚ-ΑΜ1(15 & 5µΜ) & ΑΚ-ΑΜ2 (30 & 15µΜ) µπορούν και 

αναστέλλουν την επαγόµενη από το Η2Ο2 (1mM) ενεργοποίηση/φωσφορυλίωση των κινασών 

ERKs και JNKs. Βασισµένοι στα παραπάνω, χρησιµοποιήσαµε στη συνέχεια  ως 



 

 

προοξειδωτικό µόριο την κουρκουµίνη (50µΜ) που είναι πιο δραστική και παράγει 

περισσότερες µορφές ROS σε σχέση µε το Η2Ο2 (1mM).               Με δοκιµασία 

κυτταροτοξικότητας ΜΤΤ δείχθηκε ότι αντιοξειδωτική δράση εξακολουθούν να 

παρουσιάζουν η καταλάση (50U/ml), η µελατονίνη (15µΜ) και το ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ), ενώ 

αντίθετα το ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ) και το ασκορβικό οξύ (50µΜ) µετατρέπονται σε προοξειδωτικά 

µόρια. Τέλος, κανένας παράγοντας δεν φαίνεται να παρουσιάζει αντιοξειδωτική δράση 

παρουσία πολύ ισχυρού οξειδωτικού στρες επαγόµενου από την ταυτόγχρονη παρουσία 

κουρκουµίνης (50µΜ) & Η2Ο2 (1mM). Στη συνέχεια θελήσαµε να διερευνήσουµε τα 

επαγόµενα από την κουρκουµίνη (50µΜ) σηµατοδοτικά µονοπάτια. Με ανάλυση κατά 

Western διαπιστώσαµε ότι οι κινάσες ERKs παρουσιάζουν ένα διαφορετικό χρονοεξαρτώµενο 

πρότυπο ενεργοποίησης σε σχέση µε τις κινάσες JNKs, µε τις πρώτες να ενεργοποιούνται 

µέγιστα στα 15 λεπτά και τις δεύτερες στις 2-4 ώρες. Aκόµη, από τις 2 ώρες επίδρασης 

παρατηρήθηκε στατιστικά σηµαντική αύξηση της πρωτεόλυσης του αποπτωτικού δείκτη 

PARP-1, η οποία µεγιστοποιείται στις 4 ώρες. Επίσης, δείχθηκε ότι η προεπώαση µε τον 

αντιοξειδωτικό παράγοντα ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) αλλά και πολύ περισσότερο µε τα 

προοξειδωτικά µόρια ασκορβικό οξύ (50µΜ) και ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ) οδηγεί σε µία στατιστικά 

σηµαντική αναστολή της επαγόµενης από την κουρκουµίνη ενεργοποίησης των ERKs. 

Ακόµη, η προεπώαση µε τους αντιοξειδωτικούς παράγοντες καταλάση (50U/ml), µελατονίνη 

(15µΜ) και ΑΚ-ΑΜ2 (30µΜ) αναστέλει την επαγόµενη από την κουρκουµίνη ενεργοποίηση 

των JNKs. Αντίθετα, η παρουσία του ασκορβικού οξέος (50µΜ) και του ΑΚ-ΑΜ1 (15µΜ) 

ενισχύουν πολύ αυτή την ενεργοποίηση. Τέλος, ο µεταγραφικός παράγοντας c-Jun 

παρουσιάζει παρουσία των διάφορων αντιοξειδωτικών και προοξειδωτικών µορίων ακριβώς 

ίδιο πρότυπο ενεργοποίησης µε τις κινάσες JNKs. Συµπερασµατικά, επειδή το ΑΚ-ΑΜ2 δρα 

αποτελεσµατικά σε υψηλότερες συγκεντρώσεις (30µΜ) φαίνεται ότι είναι ένα λιγότερο 

δραστικό µόριο σε σχέση µε το ΑΚ-ΑΜ1 (15 & 5µΜ). Ωστόσο, το ότι δρα σε πολύ 

µεγαλύτερο εύρος συγκεντρώσεων (100-10µΜ) έναντι του Η2Ο2 (1mM), καθώς και το ότι 

είναι αποτελεσµατικό έναντι και της κουρκουµίνης, το καθιστουν περισσότερο ασφαλές και 

αποτελεσµατικό ως αντιοξειδωτικό παράγοντα.   
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Excessive exposure of skeletal muscle to oxidative stress conditions contributes to muscle 

degeneration disorders such as dystrophies and atrophies. H2O2 is a major endogenously 

produced type of ROS and a very significant second messenger. Curcumin is a chemical 

compound produced in the plant Curcuma longa and can exhibit either prooxidant or 

antioxidant anction. The novel molecules benzoxazine AK-AM1 & benzothiazine AK-AM2 

were designed in order to combine antioxidant, antihyperlipidemic and anti-inflammatory  

actions. Firstly, we wanted to compare the prooxidant action of H2O2 1mM with that of 

curcumin. MTT cytotoxicity assay unveiled that specific concentrations of curcumin (50 & 

100µΜ) and H2O2 1mM  decreased significantly the cellular viability. As for curcumin, that 

decline presented a dose-dependent pattern and was also enhanced by the concominant 

presence of H2O2 1mM . We next focused on the possible antioxidant action of AK-AM1, AK-

AM2 and other compounds against H2O2.  Lower concentrations of curcumin (30-15µΜ) 

presented a very effective antioxidant action. Moreover, AK-AM1 (15-5µΜ) and AK-AM2 

(100-10µΜ) showed an excellent antioxidant action, comparable with that of melatonin 

(15µΜ) and catalase (50U/ml). However, well-known antioxidant molecules such as 

resveratrol (50-1µΜ), ascorbic acid (50µΜ) and uric acid (10µΜ) failed to improve the cell 

viability levels. Furthermore, Western Blot analysis revealed that the antioxidants melatonin, 

curcumin, resveratrol, uric acid, AK-AM1 & AK-AM2 were able to inhibit the H2O2 induced 

activation of ERKs and JNKs kinases. Wanting to clarify the way of action of the above 

mentioned compounds, we next decided to use prooxidant concentrations of curcumin 

(50µΜ), as it produces more types of ROS than H2O2. MTT assay revealed that only catalase 

(50U/ml), melatonin (15µΜ) and AK-AM2 (30µΜ) had antioxidant action. On the contrary, 

ascorbic acid (50µΜ) and AK-AM1 (15µΜ) caused a significant fall at the cellular viability 

by becoming prooxidant molecules. Finally, none of these compounds was able to reverse the 

extremely severe conditions of oxidative stress, induced by the simultaneous presence of H2O2 



 

 

1mM and curcumin (50µΜ). We next focused on the signaling pathways that are induced by 

curcumin (50µΜ). Western blot analysis revealed that curcumin (50µΜ) promotes maximum 

activation of kinases ERKs at 15 minutes, while the kinases JNKs started to be activated  1 

hour after the treatment, reaching maximul levels between 2-4 hours. Moreover, curcumin 

(50µΜ) induces apoptotic cell death as a significant proteolysis of PARP-1 was observed even 

at 2 hours and was highly elevated 4 hours after treatment. In addition to that, we noticed that 

preatreatment with the antioxidant molecule AK-AM2 (30µΜ) and the prooxidant factors 

ascorbic acid (50µΜ) and AK-AM1 (15µΜ) partially inhbited the curcumin induced activation 

of ERKs. However, preatreatment with those prooxidant factors enhanced remarkably the 

activation level of kinases JNKs and their substrate c-Jun. On the contrary, the presence of the 

antioxidant factors catalase (50U/ml), melatonin (15µΜ) and AK-AM2 (30µΜ) inhibited 

significantly the activation of both JNKs and c-Jun. In conclusion, we believe that the novel 

benzothiazine derivative AK-AM2 it is safer and more effective, as it presents 

antioxidant/cytoprotective action against H2O2 in a wide concentration range (100-10µΜ) and 

it also exhibits an excellent antioxidant action against curcumin (50µΜ). 
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