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Ελληνική Περίληψη

  Η οξειδωτική φωσφορυλίωση είναι μία μιτοχονδριακή λειτουργία, η οποία αποτελεί μία

θεμελιώδη και ταυτόχρονα άκρως απαραίτητη διαδικασία για τη σωστή λειτουργία των

κυττάρων. Διάφοροι χημικοί παράγοντες, όπως η ροτενόνη, μπορούν να προκαλέσουν αναστολή

του πρώτου συμπλόκου της αλυσίδας μεταφοράς ηλεκτρονίων, με σκοπό τη μεγαλύτερη

παραγωγή δραστικών μορφών οξυγόνου (ROS). Απότοκο του ανωτέρω είναι η ελάττωση της

μιτοχονδριακής λειτουργίας, εξαιτίας της δημιουργίας και συσσώρευσης βλαβών στο γενετικό

υλικό και στις πρωτεΐνες των μιτοχονδρίων.

 Τα κύτταρα, ωστόσο, δύνανται να αναγνωρίσουν και να ανταποκριθούν στην εν λόγω

μιτοχονδριακή δυσλειτουργία, ενεργοποιώντας τέσσερεις μηχανισμούς ανταπόκρισης σε στρες.

Ο λόγος για τη μιτοχονδριακή ανταπόκριση κατά τη μη ορθή αναδίπλωση πρωτεϊνών

(mitochondrial Unfolded Protein Response, MTUPR), την ολοκληρωμένη ανταπόκριση σε στρες

(Integrated Stress Response, ISR), την κυτοσολική ανταπόκριση σε στρες θερμικού σοκ (Heat

Shock Response, HSR) και την αντιοξειδωτική ανταπόκριση σε στρες (Antioxidant Stress

Response, ASR). Στην ουσία, πρόκειται για την ενεργοποίηση γονιδίων, των οποίων η δράση

αφορά τη διευθέτηση των προβλημάτων και την εν γένει αποκατάσταση της μιτοχονδριακής

πρωτεόστασης.

  Στόχο της συγκεκριμένης διπλωματικής μεταπτυχιακής εργασίας αποτελεί η μελέτη της

ενδεχόμενης επαγωγής των τεσσάρων προηγούμενων μηχανισμών ανταπόκρισης υπό την

παρουσία στρες μη σωστά αναδιπλωμένων πρωτεϊνών, η οποία οφείλεται στην παραγωγή

περίσσειας ελευθέρων ριζών οξυγόνου. Η αναστολή του πρώτου συμπλόκου της οξειδωτικής

φωσφορυλίωσης στα οργανίδια αυτά, έλαβε χώρα στις καρκινικές κυτταρικές σειρές,

ινοσαρκώματος (HT1080) και μελανώματος (WM266-4), με τη βοήθεια του χημικού παράγοντα

ροτενόνη. Το χημικό αυτό προξενεί σημαντική μιτοχονδριακή δυσλειτουργία μέσω της

επαγωγής της δημιουργίας οξειδωτικού στρες.

  Στην ουσία, η μελέτη της επίδρασης της ροτενόνης εστίασε στην έκφραση των γονιδίων σε

επίπεδο μεταγραφώματος αυτών των μηχανισμών απάντησης σε μιτοχονδριακό στρες. Όπως

είναι φυσικό, βέβαια, το κύτταρο επιδιώκει να ανταποκριθεί σε αυτό και κατ’ επέκταση να το

καταπολεμήσει. Σε αντίθετη περίπτωση, οι μιτοχονδριακές βλάβες οι οποίες υφίστανται λόγω



5

αυτής της μορφής κυτταρικού στρες, είναι ιδιαίτερα επιβλαβείς για τη σωστή λειτουργία των

κυττάρων, ενώ ταυτόχρονα καθιστούν απειλητικό παράγοντα για την επιβίωσή τους.

  Διαπιστώθηκε πως ο χημικός μας παράγοντας ήταν σε θέση να ενεργοποιήσει όλα τα γονίδια

ενδιαφέροντος για την ανά χείρας εργασία, τα οποία εμπλέκονται στους τέσσερεις

προαναφερόμενους μηχανισμούς (ISR, MTUPR, HSR και ASR) και στους δύο τύπους κυττάρων.

Αντίθετα, μοναδική εξαίρεση υπήρξε στην κυτταρική σειρά του ινοσαρκώματος, στην οποία δε

βρέθηκε ικανοποιητική μεταγραφή του γονιδίου της LONP-1(LON Peptidase 1-LONP-1), γονίδιο

το οποίο εμπλέκεται στο μονοπάτι του μιτοχονδριακού UPR. Παρ’ όλα αυτά, δεν πρέπει να

υποτιμηθεί το γεγονός πως η τοξικότητα στα κύτταρα αυτά, ήταν εμφανής.

  Τέλος, τα δεδομένα, τα οποία μπορούν να εξαχθούν από την παρούσα εργασία είναι πως η

ροτενόνη αποτελεί έναν ικανό χημικό παράγοντα για την ενεργοποίηση των ακολούθων

μονοπατιών, του μιτοχονδριακού UPR, του ISR, του HSR και τέλος του ASR στις υπό μελέτη

καρκινικές κυτταρικές σειρές (HT1080) και (WM266-4), ινοσαρκώματος καθώς και

μελανώματος, αντίστοιχα. Γεγονός, το οποίο δηλώνει πως η ροτενόνη αποτελεί έναν ικανό

χημικό, το οποίο δύναται να χρησιμοποιηθεί ως πιθανή φαρμακευτική ουσία ή να

συμπεριληφθεί ως συνδυασμός μαζί με άλλους φαρμακευτικούς παράγοντες για θεραπεία κατά

του καρκίνου.

Λέξεις-κλειδιά: σύμπλοκο Ι, ροτενόνη, στρες, πρωτεόσταση
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  Αγγλική Περίληψη

  Oxidative phosphorylation is a mitochondrial function, which is a fundamental and at the same

time highly necessary process for the proper functioning of cells. Various chemical agents, such

as rotenone, can cause inhibition of the first complex of the electron transport chain, with the aim

of greater production of reactive oxygen species (ROS). A consequence of the above is the

reduction of mitochondrial function, due to the creation and accumulation of damage to the

genetic material and proteins of the mitochondria.

  Cells, however, can recognize and respond to this mitochondrial disfunction by activating four

stress response mechanisms. This concerns the mitochondrial unfolded protein response

(MTUPR), the integrated stress response (ISR), the cytosolic heat shock response (HSR) and the

antioxidant stress response (ASR). It is all about the activation of genes, whose action concerns

the settlement of problems and the general restoration of mitochondrial proteostasis.

  The aim of this specific master's thesis is to study the possible induction of the four previous

response mechanisms in the presence of misfolded protein stress, which is due to the production

of excess oxygen free radicals. The inhibition of the first complex of oxidative phosphorylation

in these organelles, took place in the cancer cell lines, fibrosarcoma (HT1080) and melanoma

(WM266-4), with the help of the chemical agent rotenone. This chemical causes significant

mitochondrial disfunction by inducing the generation of oxidative stress.

  In other words, the study of the effect of rotenone focused on the gene expression at the

transcriptome level of these mitochondrial stress response mechanisms. Naturally, of course, the

cell seeks to respond to this and fight it. Otherwise, the mitochondrial damage that occurs due to

this form of cellular stress is particularly harmful to the proper functioning of the cells, while at

the same time becoming a threatening factor for their survival.

  It was found that our chemical agent was able to activate all the genes of interest for the task,

which are involved in the four mechanisms (ISR, MTUPR, HSR and ASR) in both cell types. On

the contrary, the only exception was in the fibrosarcoma cell line, in which no satisfactory

transcription of the LONP-1 gene was found, a gene involved in the mitochondrial UPR

pathway. Nevertheless, the fact that the toxicity in these cells was evident should not be

underestimated.
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  Finally, the data that can be extracted from the present work is that rotenone is a capable

chemical agent for the activation of the following pathways, the mitochondrial UPR, the ISR, the

HSR and finally the ASR in the cancer cell lines under study (HT1080) and (WM266-4),

fibrosarcoma as well as melanoma, respectively. This fact, which indicates that rotenone is a

capable chemical, which can be used as a potential drug substance or included as a combination

together with other drug agents for cancer treatment.

Keywords: complex I, rotenone, stress, proteostasis



8

ΠΡΟΛΟΓΟΣ



9

Η βασική έρευνα στην τομέα της Βιολογίας έχει γνωρίσει μεγάλη άνθηση τον τελευταίο αιώνα

και συνεχίζει να σημειώνει πρόοδο πάνω στην πολύ αυτή μικρή μονάδα ζωής, η οποία

ονομάζεται κύτταρο και στους μηχανισμούς που τη διέπουν.

  Το παρόν έργο σε αυτήν τη μορφή αποτέλεσε μεταπτυχιακή διπλωματική εργασία με

αντικείμενο τη μελέτη της γονιδιακής έκφρασης, η οποία παρατηρείται σε διαφορετικά

μονοπάτια ανταπόκρισης σε στρεσογόνες συνθήκες κατά τη μη ορθή πρωτεΐνική αναδίπλωση

που συμβαίνει από τη μεγάλη παραγωγή ελευθέρων ριζών οξυγόνου, εξαιτίας της αναστολής

του πρώτου συμπλόκου της αναπνευστικής αλυσίδας.

  Είναι υψίστης σημασίας να τονιστεί, ώστε να γίνει αντιληπτό ότι, όσον αφορά στο πλαίσιο και

στους άξονες της βιολογικής έρευνας, κρίνεται άκρως αναγκαία η κριτική σκέψη, η υπομονή, η

ακρίβεια, ο επιστημονικός ανθρωπισμός καθώς και η κατανόηση των εργαστηριακών τεχνικών

και των βιολογικών συστημάτων, μιας και σε αυτά στηρίζονται τα ερευνητικά αποτελέσματα,

και, υπό αυτήν την έννοια η εξέλιξη και η πρόοδος της έρευνας.

  Για τη συγγραφή αυτής της εργασίας, οφείλω πολλά στον κύριο Βουτσινά Γεράσιμο, τον κύριο

Στραβοπόδη Δημήτριο και στην κυρία Αναστασιάδου Έμα, οι οποίοι με παρότρυναν να

ασχοληθώ με το εν λόγω και πολλά υποσχόμενο αυτό θέμα, ενώ υπήρξαν ακοίμητοι φρουροί για

την εξασφάλιση της ομαλής διεξαγωγής του επιστημονικού αυτού έργου, ενώ παρακολούθησαν

ακάματα και με ιδιαίτερη ευαισθησία και ενσυναίσθηση την εκπόνηση της μεταπτυχιακής μου

εργασίας.



10

ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ
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  Ολοκληρώνοντας την εν λόγω διπλωματική εργασία, αναπόφευκτα φτάνει στο τέλος του ένα

ταξίδι δύο χρόνων. Βέβαια, δεν θα μπορούσε να χαρακτηριστεί ελαφρά τη καρδία με έναν απλό

επιθετικό προσδιαρισμό, επειδή θα ήταν άδικος και καθόλα ανεπαρκής. Η εκπαιδευτική μου

αυτή διαδρομή δε θα μπορούσε να πραγματοποιηθεί δίχως το διετές πρόγραμμα μεταπτυχιακών

σπουδών του τμήματος Βιολογίας του Εθνικού και Καποδιστριακού Πανεπιστημίου Αθηνών, με

τίτλο «Εφαρμογές της Βιοιλογίας στην Ιατρική. Μέσω αυτής μου της πορείας, αναφορικά με τον

κόσμο της βιολογίας, ο θεωρητικός μου οπλισμός ενισχύθηκε, ενώ ο πρακτικός γιγαντώθηκε σε

τέτοιο βαθμό που μου επέτρεψε να καταφέρω να ωριμάσω γνωστικά, αλλά και ερευνητικά.

  Κρίνεται απαραίτητο να ευχαριστήσω προσωπικώς όλους του καθηγητές, τους επιστήμονες

καθώς, τους συνεργάτες και σε όσα άτομα έβαλαν το λιθαράκι τους προκειμένου να υπάρξει

αυτό το πρόγραμμα μεταπτυχιακών σπουδών, διότι προσφέρει στους εκάστοτε συμμετέχοντες

να εξελιχθούν σε μελλοντικούς επιστήμονες της γενίας τους. Επιπροσθέτως, ένα θερμό

ευχαριστώ δικαιωματικά ανήκει στην κυρία Αναγνωστοπούλου, η οποία παρά τις αρκετές

αντιξοότητες κατάφερε να είναι η ψυχή του εν λόγω προγράμματος με το να συντονίζει και να

ρυθμίζει τις καταστάσεις, ώστε όλα να κυλούν εύρυθμα και ανεμπόδιστα.

  Στη συνέχεια, θα ήθελα να αφιερώσω ένα ιδιαίτερο ευχαριστώ στον κύριο Δημήτριο

Στραβοπόδη, Αναπληρωτή Καθηγητή και επιβλέποντα της παρούσας εργασίας. Πάντοτε

πρύθυμος και βοηθητικός, κατάφερε να παρέχει καθοριστική βοήθεια σε ζητήματα, τα οποία

προέκυπταν, με σκοπό να εξασφαλιστεί η ομαλή διεξαγωγή της εργασίας και της συνεργασίας

μας.

 Εν συνεχεία, ένα μεγάλο ευχαριστώ ανήκει δίκαια στην κυρία Έμα Αναστασιάδου ερευνήτρια

Γ, η οποία δέχθηκε να αποτελέσει το τρίτο μέλος της τριμελούς επιτροπής. Δίχως τη συμμετοχή

της και το προσωπικό ενδιαφέρον της δε θα μπορούσε να ολοκληρωθεί η παρούσα διπλωματική

εργασία.

  Ωστόσο, οι μεγαλύτερες ευχαριστίες μου αφορούν έναν κύριο, του οποίου η συνεισφορά

ωρίμασε εμένα προσωπικά ως εκκολαπτόμενο επιστήμονα, αλλά και ως άνθρωπο. Ο λόγος για

τον Ερευνητή Α’ και υπεύθυνο του εργαστηρίου Μοριακής Καρκινογένεσης και Γενετικής

Σπανίων Παθήσεων, Δρ. Γεράσιμο Βουτσινά. Λίγοι άνθρωποι με το κύρος του κύριου Βουτσινά

θα δέχονταν στο εργαστήριό τους και θα εμπιστεύονταν έναν μεταπτυχιακό φοιτητή, όπως έκανε

ο ίδιος με μεγάλη προθυμία και ευχαρίστηση. Οι συμβουλές του, το προσωπικό του ενδιαφέρον,
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η προθυμία και η ευγενική φύση του κύριου Βουτσινά αποτέλεσαν τα χαρακτηριστικά, τα οποία

προσέφεραν στην εργασία μία πιο επιστημονική διάσταση και σε εμένα τη χαρά και την τιμή να

συναναστρέφομαι με έναν άνθρωπο με μεγάλη ευγένεια ψυχής.

  Δε θα μπορούσα να παραλείψω βέβαια τον τεχνικό του εργαστηρίου μας, τον κύριο Σωκράτη

Αυγέρη, ο οποίος ήταν πάντοτε πρόθυμος να μου προσφέρει πληροφορίες και χρήσιμες

συμβουλές που ενίσχυσαν την εκμάθηση μου στις πειραματικές τεχνικές.

  Ολοκληρώνοντας θα επιθυμούσα να εκφράσω το πιο μεγάλο και θερμό ευχαριστώ στην

οικογένειά μου. Αν και η στήριξη, η οποία μου έχει προσφερθεί και συνεχίζει να μου παρέχει

δεν ανταποδίδεται με ευχαριστίες, δηλώνω πως είμαι κάτι περισσότερο από ευγνώμων και

τυχερός για τους γονείς μου Κωνσταντίνο και Όλγα καθώς και για την αδελφή μου Ελένη-

Μαρία, οι οποίοι επενδύουν σε εμένα και κατ’ επέκταση στα όνειρα, στους στόχους και στις

φιλοδοξίες μου. Τους αγαπώ και τους ευχαριστώ με θέρμη και ταυτόχρονα ελπίζω να καταφέρω

να τους ανταποδώσω έστω και ένα τμήμα από την αγάπη και τη στήριξη που τόσο απλόχερα έχω

λάβει!

Μιχαηλίδης Περικλής

Αθήνα, Οκτώβριος 2022
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AAA+                          ATPases Associated with Diverse Cellular Activities

ACTB Beta-Actin

ADP                            Adenosine Diphosphate

AIF Apoptosis Inducing Factor

APAF 1 Apoptotic protease activating factor 1

ARE                           Antioxidant Response Elements

ATFS 1                      Stress Activated Transcription Factor 1

ATF Activating Transcription Factor

ATP                           Adenosine Triphosphate

BCL2                        B-cell lymphoma 2

BRAF proto-oncogene B-Raf and v-Raf murine sarcoma

BZIP Basic Leucine Zipper Domain

CARE                      C/EBP ATF Response Element

CHOP C/EBP Homologous Protein

CRYAB       Alpha-crystallin B chain

CYTHSP                 Cytosolic Heat Shock Protein

ΔOTC Ornithine Transcarbamylase

DDIT3 DNA Damage Inducible Transcript 3

DISC                       Death-Inducing Signaling Complex

DMEM                   Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO Dimethyl sulfoxide

DNA                       Deoxyribonucleic Acid

EIF translation initiation factor 2
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EIF2α eukaryotic Initiation Factor 2α

EMT                     Epithelial to Mesenchymal Transition

ER                        Endoplasmic Reticulum

ERO                     Endoplasmic Reticulum Oxidoreductase

ETC                      Electron Transport Chain

FAD                     Flavin Adenine Dinucleotide

FADD FAS-associated protein with death domain

FADH                  Flavin Adenine Dinucleotide Hydride

FBS Fetal bovine serum

FMN                    Flavin Mononucleotide

GADD34             Growth Arrest and DNA Damage-Inducible Protein 34-

GCN                    General Control Nonderepressible 2

HMOX1   Heme Oxygenase 1

HO-1                   Heme Oxygenase 1

HRI                     Heme - Regulated Inhibitor

HSF 1                   Heat Shock Factor 1

HSF                   Heat shock transcription factors

HSP70                Heat-Shock Cognate Protein

HSP                    Heavy Strand Promoter

HSR                   Heat Shock Response

IMM                  Inner Mitochondrial Membrane

ISR                    Integrated Stress Response

JNK                 c-Jun N-terminal Kinases
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LONP-1             LON Peptidase 1

LSP                   Light Strand Promoter

mtSSB              mitochondrial Single Stranded DNA-Binding Protein

MTUPR             mitochondrial Unfolded Protein Response

MAC                Mitochondrial Apoptosis-Induced Channel

MCL Mantle Cell Lymphoma

MPP                  mitochondrial Processing Peptidase

MSRs                mitochondrial stress responses

MTS                  Mitochondrial Targeting Sequence

MMLV             MoLONey Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase

MTHSP            Mitochondrial Heat Shock Protein

NAD                 Nicotinamide Adenine Dinucleotide

NADH              Nicotinamide Adenine Dinucleotide Hydride

NADPH Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate

NCR                  Non Coding Region

NFE2L2            Nuclear Factor Erythroid-derived 2-Like 2

NLS                   Nuclear Localization Sequence

NQO1                Quinone Oxidoreductase 1

NRF2                 Nuclear Factor Erythroid-devoid 2-Related Factor 2

ΟH                     H-strand DNA Replication

OL                     Origin for L-strand DNA Replication

OMM                Outer Mitochondrial Membrane

ORF                  Open Reading Frame
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OXPHOS           Oxidative Phosphorylation

PAM                  Presequence Translocase-Associated Motor

PARP                 polyADP Ribose Polymerase

PERK                 Pancreatic Endoplasmic Reticulum Kinase

PD Parkinson’s Disease

PKR                   Protein Kinase R

PMAIP1 Phorbol-12-Myristate-13-Acetate-Induced Protein 1

POLγ                  DNA polymerase gamma

POLRMT           RNA polymerase mitochondrial

PQC                   Protein Quality Control

QH2                   Ubiquinol

RNA Ribonucleic acid

RNS Reactive Nitrogen Species

ROS                   Reactive Oxygen Species

RT                     Reverse Transcription

SOD                  Superoxide dismutases

SRXN Sulfiredoxin 1

TIM                   Translocase of the Inner Mitochondrial Membrane

TOM                  Translocase of the Outer Mitochondrial Membrane

TRAP1 TNF Receptor Associated Protein 1

TXNIP Thioredoxin Interacting Protein

UPRER              Endoplasmic Reticulum Unfolded Protein Response

UTR                  Untranslated Region
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1.1 Γενικά για τα Μιτοχόνδρια
  Η επιστημονική κοινότητα ανά τον κόσμο έχει ασχοληθεί και εξακολουθεί να ασχολείται με

πληθώρα βιοϊατρικών θεμάτων, τα οποία βρίσκουν ευρεία εφαρμογή σε όλους της άμεσα.

Αδιαμφισβήτητα, ένα από τα κύρια ζητήματα που μονοπολούν το ενδιαφέρον των ερευνητών

δεν είναι άλλο από το μιτοχόνδριο. Τα μιτοχόνδρια είναι υποκυτταρικά οργανίδια υψηλής

ρύθμισης και κατέχουν πρωταγωνιστικό ρόλο στην παραγωγή της ενέργειας, επίσης φέρουν εις

πέρας ένα μεγάλο αριθμό μεταβολικών λειτουργιών, για παράδειγμα τον μεταβολισμό των

προσλαμβανόμενων από την τροφή υδατανθράκων και λιπαρών οξέων, τα οποία μέσω της

διαδικασίας της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης πρόκειται να μετατραπούν σε ATP. [1] Το λήμμα

μιτοχόνδριο αποτελεί μία σύνθετη λέξη και συνίσταται από τις ελληνικές «μίτος» που σημαίνει

κουβάρι και «χόνδρος» δηλαδή κοκκίο.

1.2 Μορφολογία-Δομή Μιτοχονδρίου
  Όπως το μέγεθος έτσι και το σχήμα των μιτοχονδρίων δεν είναι σταθερό, αλλά διαφοροποιείται

ανάλογα με τον τύπο, το μεταβολικό προφίλ καθώς και με τις ενεργειακές ανάγκες του εκάστοτε

κυττάρου. Κατά βάση λαμβάνουν σφαιρικό ή επίμηκες σχήμα με κυμαινόμενες διαστάσεις από 1

έως 10 μm σε μήκος και 0,3 έως 1 μm σε διάμετρο. Αναντίρρητα, σε όλα τα κύτταρα που

διακατέχονται από υψηλό οξειδωτικό μεταβολισμό, τα υποκυτταρικά οργανίδια αυτά γίνονται

αρκετά μεγάλα και επιμήκη. Τα μιτοχόνδρια δίκαια διακρίνονται για την δομική τους

πολυπλοκότητα, αφού απαρτίζονται από δύο μεμβράνες, την εξωτερική μιτοχονδριακή

μεμβράνη (OMM – Outer Mitochondrial Membrane) και την εσωτερική μιτοχονδριακή

μεμβράνη (IMM – Inner Mitochondrial Membrane). Ο χώρος ο οποίος διαμορφώνεται μεταξύ

των δύο αυτών μεμβρανών λέγεται διαμεμβρανικός χώρος. Πολύ σημαντικό στοιχείο αποτελεί

το γεγονός ότι στην εσωτερική μεμβράνη, όπου λαμβάνουν χώρα οι αντιδράσεις της οξειδωτικής

φωσφορυλίωσης, σχηματίζονται πολυάριθμες πτυχώσεις, οι οποίες με τη σειρά τους δομούν τη

μιτοχονδριακή μήτρα ή μιτοχονδριακό στρώμα (matrix). Στον χώρο αυτό απαντάται το

μιτοχονδριακό γενετικό υλικό (mitochondrial DNA), διάφορα ριβοσώματα καθώς και πληθώρα

ενζύμων για την κατάλυση αντιδράσεων του μεταβολισμού (κύκλος κιτρικού οξέος).

  Σε αυτό το σημείο κρίνεται απαραίτητο να παρατεθούν ορισμένα στοιχεία για τα άνωθεν

μιτοχονδριακά τμήματα. Η εξωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη (OMM) είναι σχετικά
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διαπερατή. Σε αυτή βρίσκονται πρωτεΐνες μεταφοράς, όπως για παράδειγμα οι πορίνες. Οι

πρωτεΐνες αυτές αφήνουν μόρια με μοριακό βάρος έως και 10 kDa να διέλθουν ελεύθερα.

Ένζυμα εδράζονται και εδώ, μετατρέποντας λιπίδια σε χημικές ενώσεις που δύνανται να

μεταβολιστούν από το οργανίδιο. Αντίθετα, στην εσωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη (IMM) τα

μικρά ιόντα δε μπορούν να περάσουν. Αυτό το γεγονός είναι μεγίστης σημασίας για τη

βιωσιμότητα του κυττάρου, εφόσον κατ’ αυτόν τον τρόπο δημιουργείται μία ηλεκτροχημική

διαβάθμιση για το χρονικό διάστημα που παράγονται κυτταρικοί μεταβολίτες υψηλής ενέργειας.

Οι πολυάριθμες αναδιπλώσεις της εσωτερικής μιτοχονδριακής μεμβράνης ή αλλιώς ακρολοφίες

αυξάνουν την επιφάνεια της μεμβράνης και εκεί βρίσκονται ένζυμα για την παραγωγή ενέργειας

όπως η συνθετάση ATP, καθώς και τα ένζυμα της αναπνευστικής αλυσίδας. Στον διαμεμβρανικό

χώρο βρίσκονται: α) το ATP που παράγεται από τις μιτοχονδριακές λειτουργίες, β) μεταβολικά

μόρια μετά τη διέλευση τους από την εξωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη, και γ) ιόντα που

αντλούνται από τη μήτρα κατά την οξειδωτική φωσφορυλίωση. [2] Τέλος, η μήτρα είναι ένας

κοκκιώδης χώρος που βρίσκεται εσωτερικά από τις αναδιπλώσεις της εσωτερικής

μιτοχονδριακής μεμβράνης. Η μήτρα διαθέτει: α) DNA και ένζυμα για τη διαδικασία της

μεταγραφής, β) RNA, γ) ριβοσώματα, δ) ένζυμα για την οξείδωση των λιπαρών οξέων, τον

κύκλο του Krebs (κύκλο κιτρικού οξέος), και τη μετατροπή του πυροσταφυλικού σε

ακετυλοσυνένζυμο Α, και ε) κοκκία ασβεστίου. [3]

Εικόνα 1: Η δομή-μορφολογία ενός μιτοχονδρίου. Πηγή:

https://www.peirsoncenter.com/articles/mitochondria-why-theyre-important-and-what-they-

need-to-function.
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1.3 Προέλευση Μιτοχονδρίου
  Όλα τα άνωθεν ευρήματα συναινούν υπέρ της θεωρίας της ενδοσυμβίωσης, σύμφωνα με την

οποία μιτοχόνδρια και χλωροπλάστες αποτελούν απογόνους αερόβιων προκαρυωτών, που

συμβιώνουν με ένα αρχέγονο ευκαρυωτικό κύτταρο ξενιστή, το οποίο αρχικά ήταν αναερόβιο ή

λάμβανε την ενέργεια του από τη γλυκόζη. Πιο συγκεκριμένα, θεωρείται πως τα μιτοχόνδρια

προήλθαν από τα πρωτεοβακτήρια που βάσει φυλογενετικών αναλύσεων σε γονίδια

μιτοχονδριακού DNA αποτελούν τον εγγύτερο συγγενή των μιτοχονδρίων. [4] Συνεπώς, το

κύτταρο-ξενιστής απέκτησε την δυνατότητα μεταφοράς ηλεκτρονίων στο οξυγόνο μέσω του

προκαρυώτη. Η συγκεκριμένη σχέση συνεχίστηκε, διότι αφενός ο ξενιστής πριμοδοτείται από

τον αερόβιο προκαρυώτη στην παραγωγή ενέργειας, αφετέρου το προκαρυωτικό κύτταρο

ευνοείται από το προστατευτικό περιβάλλον του ευκαρυωτικού κυττάρου. Βέβαια, με την

πάροδο των ετών, πολλές λειτουργίες του κυττάρου-προκαρυώτη χρησιμοποιήθηκαν από το

κύτταρο-ξενιστή, έως ότου αρκετά προκαρυωτικά γονίδια ενσωματωθούν στο γενετικό υλικό

του ξενιστή. [5]

Εικόνα 2: Σύμφωνα με την θεωρία της ενδοσυμβίωσης, οι χλωροπλάστες και τα μιτοχόνδρια

των ευκαρυωτικών κυττάρων προήλθαν από την πρόσληψη βακτηρίων από κάποιο αρχικό

κύτταρο ξενιστή. Αυτοί οι προκαρυωτικοί οργανισμοί δημιούργησαν μια συμβιωτική σχέση με

τον ξενιστή τους, η οποία τελικά οδήγησε τα βακτήρια να εξελιχθούν σε χλωροπλάστες και

μιτοχόνδρια, αντίστοιχα. Πηγή: https://www.differencebetween.com/difference-between-

endosymbiont-and-vs-endophyte/.
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1.4 Λειτουργία Μιτοχονδρίων
  Τα υποκυτταρικά οργανίδια αυτά είναι κρίσιμης σημασίας για το κύτταρο, αφού εμπλέκονται

σε ζωτικές για αυτό λειτουργίες. Πιο αναλυτικά, κάθε μιτοχονδριακό τμήμα (λόγου χάρη

εσωτερική μεμβράνη, εξωτερική μεμβράνη, μήτρα, διαμεμβρανικός χώρος) εξυπηρετεί

συγκεκριμένες διαδικασίες, εξαιτίας του γεγονότος ότι τα ένζυμα που καταλύουν αυτές τις

βασικές για το κύτταρο λειτουργίες εντοπίζονται σε διαφορετικά τμήματα του εν λόγω

οργανιδίου. Πρωτίστως, ο λόγος σύμφωνα με τον οποίο είναι πιο γνωστά τα μιτοχόνδρια είναι

ότι τα ίδια αποτελούν εργοστάσια παραγωγής ενέργειας για το κύτταρο. Πιο συγκεκριμένα, τα

μιτοχόνδρια λειτουργούν ως αποκλειστική μηχανή παραγωγής τριφωσφορικής αδενοσίνης για

ένα κύτταρο. Άρα, το κύτταρο εξαρτάται πλήρως από τα οργανίδια αυτά μιας και είναι τα μόνα

υπεύθυνα για την ενεργειακή παραγωγή. Επιπροσθέτως, μία ακόμα αδιαμφησβήτητα σημαντική

λειτουργία των μιτοχονδρίων είναι η συμβολή τους στον προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο ή

αλλιώς απόπτωση. [3]

1.4.1 Παραγωγή Ενέργειας
  Τα μιτοχόνδρια, ως οργανίδια παραγωγής ενέργειας, είναι ζωτικής σημασίας για το κύτταρο.

Ειδικότερα, τα μιτοχόνδρια φαίνεται να συμβάλλουν στην κυτταρική λειτουργία με δύο

δυνατούς τρόπους όσον αφορά τη δημιουργία ενέργειας: α) μέσω της σύνθεσης τριφωσφορικής

αδενοσίνης ή ATP (άμεσος), και β) με τη βοήθεια των μορίων NADH κι FADH2, τα οποία

λειτουργούν ως φορείς ηλεκτρονίων (έμμεσος).

1.4.1.1 Κύκλος Κιτρικού Οξέος
  Ο κύκλος του Krebs ή εναλλακτικά ο κύκλος του κιτρικού οξέος αποτελεί μία κυκλική σειρά

από αντιδράσεις οξειδοαναγωγής και λαμβάνει χώρα στη μιτοχονδριακή μήτρα. Στόχος του

κύκλου του Krebs αποτελεί η συγκέντρωση υψηλής ενέργειας ηλεκτρονίων, γεγονός που

καθιστά απαραίτητη την παρουσία οξυγόνου. Για να φέρει εις πέρας ένα μιτοχόνδριο τον κύκλο

του κιτρικού οξέος απαιτούνται πληθώρα ενζύμων εντός της μιτοχονδριακής μήτρας. Ο τρόπος

σύμφωνα με τον οποίο ο κύκλος του κιτρικού οξέος παρέχει ενέργεια είναι διά μέσου της

παραγωγής NADH κι FADH2. Αυτά λειτουργούν με τη σειρά τους ως μεταφορείς ηλεκτρονίων

υψηλής ενέργειας και υδρογόνου και θα μετατραπούν σε ATP ύστερα από άκρως αερόβιες

συνθήκες. Για να γίνει αυτό θα λάβουν μέρος σε αρκετές αντιδράσεις, εισερχόμενα στην
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εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων, στην οποία βρίσκονται τα ένζυμα της αναπνευστικής

αλυσίδας. Τέλος, αυτή οδηγεί σε οξειδωτική φωσφορυλίωση της διφωσφορικής αδενοσίνης

(ADP) για να παραχθεί τριφωσφορική αδενοσίνη (ATP). [6]

Εικόνα 3: Ο κύκλος του κιτρικού οξέος. Πηγή: Kannan Vaidyanathan et.al., 2017.

1.4.1.2 Τριφωσφορική Αδενοσίνη (ATP)
  Εντός της εσωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων, μεταξύ άλλων λαμβάνει χώρα και η

μεταφορά των ηλεκτρονίων, ρόλος της οποίας είναι η σύνθεση ATP. Εναρκτήριο μόριο αυτής

της διαδικασίας είναι το σύμπλοκο της αφυδρογονάσης NADH, το οποίο μετατρέπει το NAD

(δινουκλεοτίδιο νικοτιναμίδης αδενίνης) από NADH (ανηγμένη μορφή) σε NAD+ (οξειδωμένη

μορφή). Το NAD απαρτίζεται από δύο νουκλεοσίδια, τα οποία ενώνονται με πυροφωσφορικό

δεσμό. Οι νουκλεοζίτες (ή νουκλεοσίδια) περιέχουν ο καθένας ένα δακτύλιο ριβόζης. Στην

ουσία, ο ένας είναι συνδεδεμένος με Αδενίνη στο πρώτο άτομο άνθρακα (θέση 1’) και ο άλλος

στην ίδια θέση έχει το νικοτιναμίδιο. Πρακτικά, αυτή η ένωση δέχεται ή δωρίζει το ισοδύναμο

του H−. [7] Αυτές οι αντιδράσεις περιλαμβάνουν την απομάκρυνση δύο ατόμων υδρογόνου από
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το αντιδρόν (R), με τη μορφή ενός ιόντος υβριδίου (H−) και ενός πρωτονίου (H+) (RH2 +

NAD+ → NADH + H+ + R). Από το ζεύγος ηλεκτρονίων υβριδίου, ένα ηλεκτρόνιο μεταφέρεται

στο θετικά φορτισμένο άζωτο του δακτυλίου νικοτιναμιδίου του NAD+ και το δεύτερο άτομο

υδρογόνου μεταφέρεται στο άτομο άνθρακα C4 απέναντι από αυτό το άζωτο το πρωτόνιο

απελευθερώνεται στο διάλυμα, ενώ το αναγωγικό RH2 οξειδώνεται και το NAD+ ανάγεται σε

NADH με μεταφορά του υβριδίου στον νικοτιναμιδικό δακτύλιο. Από το μόριο NADH, λοιπόν,

αφαιρείται ένα υβρίδιο υδρογόνου Η:- (αρνητικά φορτισμένο άτομο υδρογόνου) και

προσφέρονται δύο ηλεκτρόνια (e-) και ένα πρωτόνιο (p). Με τον όρο υβρίδιο αναφερόμαστε σε

ένα άτομο υδρογόνου (Η) που διαθέτει ένα επιπλέον ηλεκτρόνιο, δηλαδή αφορά ένα ουδέτερο

άτομο υδρογόνου (Η), το οποίο συγκρατεί ένα ακόμα ηλεκτρόνιο, γεγονός που δίνει στο υβρίδιο

ένα συνολικά αρνητικό φορτίο: H + e- = H-. Στην περίπτωσή μας, το ουδέτερο μόριο NADH

δημιουργείται ύστερα από την προσθήκη ενός υβριδίου (H-) σε ένα θετικά φορτισμένο μόριο

NAD+: NAD+ + H- = NADH.

  Έπειτα, το σύμπλοκο και τα κέντρα θείου-σιδήρου παρουσιάζουν σύνδεση με μία ομάδα

φλαβίνης, η οποία επιτρέπει στα ηλεκτρόνια να διέλθουν με τελικό σκοπό να φτάσουν στην

ουβικινόνη (Q). Επιπροσθέτως, με την αρωγή των FADH2, καθώς και του συμπλόκου ΙΙ της

ηλεκτρικής αφυδρογονάσης, τα ηλεκτρόνια μπορούν να μπουν στην αναπνευστική αλυσίδα.

Αυτός ο τρόπος καθιστά δυνατή την είσοδο των ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα, διότι

ομοίως με την πρώτη οδό τα ηλεκτρόνια θα αποδοθούν στην ουβικινόνη. [8] Η ουβικινόνη (2,3-

διμεθοξυ-5-μεθυλ-6-πολυπρενυλ-1,4-βενζοκινόνη) ή CoQ10 που αποτελεί ένα πλήρως

υδρόφοβο ένζυμο βρίσκεται σε πλούσιες σε λιπίδια περιοχές της μεμβράνης και είναι αρκετά

μικρή και ευδιάλυτη στη μεμβράνη. Ένας από τους ρόλους της είναι η μεταφορά των

ηλεκτρονίων στο κυτοχρωματικό σύμπλοκο BC1. Εδώ, τα άτομα σιδήρου που περιέχονται στην

αίμη αποτελούν τον φορέα των ηλεκτρονίων. Στη συνέχεια, τα ηλεκτρόνια λαμβάνονται από το

κυτόχρωμα και μεταφέρονται σε ένα μόριο που λέγεται κυτοχρωμική οξειδάση. [9] Εδώ, γίνεται

λήψη 4 πρωτονίων από το υδάτινο περιβάλλον και 4 ηλεκτρονίων από το κυτόχρωμα c που

οδηγούνται σε ένα μόριο Ο2 και τελικά δομούν δύο μόρια νερού. Ως απότοκο της όλης

διαδικασίας είναι να αντλούνται 4 πρωτόνια από τη μήτρα των μιτοχονδρίων προς το

διαμεμβρανικό χώρο με σκοπό να δημιουργήσουν τελικά την ηλεκτροχημική διαβάθμιση των

πρωτονίων από την οξειδάση. [10]
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  Τελικά, στο πρώτο σύμπλοκο της αναπνευστικής αλυσίδας αφαιρούνται δύο ηλεκτρόνια από το

NADH, τα οποία μεταφέρονται στην ουβικινόνη (Q). Η τελευταία, καθιστά ένα λιποδιαλυτό

φορέα και σχηματίζει μαζί με τα δύο ηλεκτρόνια ένα μόριο, το οποίο ονομάζεται ουμπικινόλη

(QH2). Το προϊόν αυτό διαχέεται ελεύθερα εντός της μεμβράνης και το σύμπλοκο Ι μπορεί και

μετατοπίζει τέσσερα πρωτόνια (Η+) κατά μήκος της μεμβράνης. Με αυτόν τον τρόπο

σχηματίζεται μια βαθμίδωση πρωτονίων. Το σύμπλεγμα Ι αποτελεί μία από τις κύριες θέσεις

στις οποίες συμβαίνει διαρροή ηλεκτρονίων προς το οξυγόνο, αποτελώντας έτσι μία από τις

κύριες θέσεις παραγωγής υπεροξειδίου. [11] Η πορεία των ηλεκτρονίων στο σύμπλοκο αυτό

είναι η ακόλουθη: Το NADH οξειδώνεται σε NAD+, μέσω αναγωγής του μονονουκλεοτιδίου

φλαβίνης σε FMNH2, σε ένα βήμα δύο ηλεκτρονίων. Το FMNH2 στη συνέχεια οξειδώνεται σε

δύο στάδια ενός ηλεκτρονίου, μέσω ενός ενδιάμεσου, της ημικινόνης. Κάθε ηλεκτρόνιο

μεταφέρεται έτσι από το FMNH2 σε ένα σύμπλεγμα Fe-S, και από το σύμπλεγμα Fe-S στην

ουβικινόνη (Q). Η μεταφορά του πρώτου ηλεκτρονίου έχει ως αποτέλεσμα το σχηματισμό της

ελεύθερης ρίζας  του Q (ημικινόνη) και η μεταφορά του δεύτερου ηλεκτρονίου μειώνει το

σχηματισμό αυτόν της ημικινόνης στη μορφή ουμπικινόλης (QH2). Κατά τη διάρκεια της

διαδικασίας, τέσσερα πρωτόνια μετατοπίζονται από τη μιτοχονδριακή μήτρα στον

διαμεμβρανικό χώρο. [11] Καθώς τα ηλεκτρόνια κινούνται μέσα από το σύμπλοκο, παράγεται

ρεύμα ηλεκτρονίων κατά μήκος του του συμπλόκου, πλάτους 180 Angstrom, εντός της

μεμβράνης. Αυτό είναι το ρεύμα που τροφοδοτεί την ενεργή μεταφορά τεσσάρων πρωτονίων

στον διαμεμβρανικό χώρο ανά δύο ηλεκτρόνια από το NADH. [12]

  Συμπερασματικά, δύο ηλεκτρόνια μεταφέρονται από το μόριο NADH στο σύμπλοκο Ι, έτσι

ώστε τα τέσσερα ιόντα Η + να μπορούν να αντληθούν στην εσωτερική μεμβράνη. Το NADH

οξειδώνεται στη μορφή NAD +, η οποία μπορεί και ανακυκλώνεται με τον κύκλο του κιτρικού

οξέος. Τα ηλεκτρόνια οδηγούνται από το σύμπλεγμα Ι σε ένα μόριο-φορέα, την ουβικινόνη (Q),

η οποία ανάγεται σε QH2. Η ουβικινόλη είναι αυτή, η οποία πρόκειται να μεταφέρει τα

ηλεκτρόνια στο σύμπλεγμα III.
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Εικόνα 4: Τα μόρια NAD και NADH. Πηγή: https://www.nad.com/nad-vs-nadh.

1.4.1.3 Οξειδωτική Φωσφορυλίωση
  Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η συνεχής ανάγκη για NAD+ και FAD κάνουν τον κύκλο του Krebs

να υλοποιείται υποχρεωτικά υπό αερόβιες συνθήκες. Τα μόρια NAD+ και FAD τα οποία

λειτουργούν ως δέκτες ηλεκτρονίων επανασχηματίζονται κάθε φορά που η αλυσίδα μεταφοράς

ηλεκτρονίων οδηγεί τα ηλεκτρόνια από τα NADH και FADH2 στο O2, με ταυτόχρονη

φωσφορυλίωση του ADP σε AΤP. Αυτή η διαδικασία αποκαλείται οξειδωτική φωσφορυλίωση.

Είναι ιδιαίτερα σημαντικό πως η φωσφορυλίωση του ADP σε AΤP καθώς και η αναπνευστική

αλυσίδα ή αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων (Electron Transport Chain-ETC) είναι διαδικασίες

ακλόνητα συνυφασμένες η μία με την άλλη για την επίτευξη της παραγωγής ενέργειας. Κατ’

αυτόν τον τρόπο, τα πρωτόνια στο διαμεμβρανικό χώρο βρίσκονται σε μεγαλύτερες

συγκεντρώσεις από ό,τι στη μήτρα. Αυτό οδηγεί σε μία φυσική κίνηση των πρωτονίων από τον

έναν χώρο στον άλλο, δια μέσου ενός μορίου που αποκαλείται συνθάση ATP. Λογικά,

προκύπτει ότι από την κίνηση των πρωτονίων δημιουργείται ενέργεια, η οποία δε

χρησιμοποιείται πουθενά αλλού πέρα από την παραγωγή του AΤP. [13]
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1.4.2 Μιτοχονδριακό Γενετικό Υλικό
  Για πολλά χρόνια το γενετικό υλικό που είχε τραβήξει τα βλέμματα της επιστημονικής

κοινότητας δεν ήταν άλλο από το πυρηνικό. Παρόλα αυτά το 1981 ο ερευνητής Anderson

δημοσιοποίησε τη νουκλεοτιδκή  αλληλουχία του μιτοχονδριακού DNA (mtDNA),  το οποίο

είναι ανθεκτικότερο του πυρηνικού DNA και βρίσκεται σε εκατοντάδες έως και χιλιάδες

αντίτυπα ανά κύτταρο. Τα μιτοχόνδρια μπορούν με το γενετικό υλικό τους να καλύψουν

ορισμένες από τις λειτουργικές ανάγκες τους. Παρόλα αυτά, πολλά γονίδια αναγκαία για την

κυτταρική λειτουργία βρίσκονται στον πυρήνα του κυττάρου. Για αυτόν ακριβώς το λόγο οι

επιστήμονες έχουν αποδώσει στα μιτοχόνδρια τον χαρακτηρισμό ημιαυτόνομα, ακριβώς γιατί

ενώ διαθέτουν δικό τους DNA, συνεπώς και πρωτεΐνες, παράλληλα χρειάζονται  επιπλέον

πρωτεϊνικά μόρια που κωδικοποιούνται από το πυρηνικό γενετικό υλικό. [14] Πιο

συγκεκριμένα, το μιτοχονδριακό DNA του ανθρώπου είναι ένα δίκλωνο κυκλικό μόριο DNA

που αποτελείται από 16.569 ζεύγη βάσεων, ενώ σε σύγκριση με αυτό του πυρήνα, διαθέτει

κωδικές αλληλουχίες, οι οποίες βρίσκονται μία και μόνο μία φορά σε όλο το μήκος του.

Σημαντικό και ιδιαίτερο στοιχείο αποτελεί το γεγονός πως στο μιτοχονδριακό γενετικό υλικό δε

ανευρίσκονται ιντρόνια ούτε ψευδογονίδια. Επίσης, ύστερα από μελέτη της νουκλεοτιδικής

αλληλουχίας του μιτοχονδριακού DNA παρατηρήθηκε πως ή δεν απαντώνται καθόλου

νουκλεοτίδια μεταξύ των μιτοχονδριακών γονιδίων ή βρίσκονται ένα έως λίγα μόνο. Στη

συνέχεια, όπως αναφέρθηκε κάθε κύτταρο διαθέτει χιλιάδες μόρια mtDNA. Κάθε ένα

κωδικοποιεί μία περιοχή ελέγχου η οποία διαθέτει μία αρχή αντιγραφής και υποκινητές. Επίσης,

σε αυτό κωδικοποιούνται ένα μεγάλο (16S) και ένα μικρό (12S) μόριο rRNA, 22 tRNA και 13

πολυπεπτίδια. Όλα τα μιτοχονδριακά πολυπεπτίδια έχουν σχέση με την αναπνευστική

διαδικασία και αφορούν τα σύμπλοκα της αλυσίδας μεταφοράς ηλεκτρονίων (ETC), ενώ οι

αντιδράσεις της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης (OXPHOS), οι οποίες λαμβάνουν χώρα στο

πλαίσιο της πρώτης, αποτελούν τις κύριες διαδικασίες για την παραγωγή ATP από τα

μιτοχόνδρια. Επίσης, πρέπει να αναφερθεί πως οξειδωτική φωσφορυλίωση είναι απαραίτητη

λειτουργικά για τα κύτταρα, ωστόσο αποτελεί μία εξελικτικά περιορισμένη διαδικασία. [15],

[16] Επίσης, είναι αρκετά σημαντικό πως το μιτοχονδριακό DNA κληρονομείται στο παιδί μόνο

από τη μητέρα του. Γεγονός που καθιστά πως Αυτό σημαίνει ότι όλοι οι απόγονοι μίας

οικογένειας, αφού έχουν κοινό θηλυκό πρόγονο, διαθέτουν ταυτόσημη αλληλουχία DNA στα

υποκυτταρικά αυτά οργανίδια. Ένα ζήτημα που προκύπτει είναι πως το mtDNA διακρίνεται για
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τον υψηλό ρυθμό μεταλλαγών, γεγονός που οδηγεί σε παθολογικές μεταλλαγές και ουδέτερους

πολυμορφισμούς. [17]

1.4.3 Μιτοχονδριακό ριβοσωμικό RNA
  Σε αντιδιαστολή με το πυρηνικό σύστημα μετάφρασης, το οποίο είναι αρκετά σύνθετο (μέχρι

πέντε υπομονάδες rRNA), το μιτοχονδριακό είναι αρκετά πιο απλό. Πιο αναλυτικά, αποτελείται

από τις ριβοσωμικές υπομονάδες 12S και 16S, οι οποίες βρίσκονται σε ένα μόνο αντίγραφο στο

μιτοχονδριακό γενετικό υλικό. [18]

1.4.4 Μιτοχονδριακό μεταφορικό RNA
  Ο εξελικτικός ρυθμός των μιτοχονδριακών tRNAs είναι πιο μεγάλος από αυτόν των πυρηνικών

για το λόγο ότι τα μιτοχονδριακά γονίδια που κωδικοποιούν tRNA δέχονται αρκετά λιγότερους

λειτουργικούς καθώς και δομικούς περιορισμούς, αλλά παράλληλα υφίστανται πιο πολλές

φθορές. Παρόλα αυτά ο ρυθμός εξέλιξης των γονιδίων που εκφράζουν πρωτεϊνικά μόρια είναι

αρκετά πιο γρήγορος. Η ταχύτητα εξέλιξης ποικίλει και στα μιτοχονδριακά tRNAs αλλά και σε

διάφορες περιοχές στη δομής τους. Όπως έχει φανεί οι βρόγχοι είναι πιο σταθεροί και είναι

αυτοί που θα δώσουν τις περιοχές των αντικωδικονίων. Οι αμέσως σταθερότερες περιοχές είναι

αυτές των κορμών. Ακόμη, οι βρόγχοι T και D είναι αυτοί που παρουσιάζουν τις μεγαλύτερες

μεταβολές σε μέγεθος και σε αλληλουχία των tRNAs. Τέλος, η ανομοιομορφία της ταχύτητας

εξέλιξης σε αυτά τα μόρια ίσως να είναι αποτέλεσμα του ότι τα tRNAs που γειτνιάζουν με το

5΄άκρο γονιδίων και κωδικοποιούν πρωτεΐνες, είναι σημαντικά τμήματα για τη μεταγραφή των

μορίων αυτών. [19] Άρα, αυτές οι αλληλουχίες είναι συντηρημένες, εφόσον αποτελούν

σημαντικά τμήματα. Αυτό σημαίνει ότι μόνο τα νουκλεοτιδικά τμήματα που κωδικοποιούν αυτά

τα tRNAs διακατέχονται από σχετικά μικρό ρυθμό εξέλιξης και αλλαγής. [20]
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1.4.5 Μιτοχονδριακό Αγγελιοφόρο RNA
  Όπως έχει ήδη ειπωθεί, ο εξελικτικός ρυθμός των γονιδίων τα οποία εκφράζουν πρωτεΐνες είναι

πολύ μεγαλύτερος από τα γονίδια που κωδικοποιούν RNA. Στην πραγματικότητα, η μεγαλύτερη

διαφορά εντοπίζεται στο δεδομένο ότι υπάρχουν δομικοί και λειτουργικοί περιορισμοί που

διέπουν κάθε αλλαγή στη νουκλεοτιδική αλυσίδα αυτών των γονιδίων. Επομένως, οι

διαφοροποιήσεις ελέγχονται έμμεσα από την αντίστοιχη αμινοξική αλληλουχία και όχι από τη

νουκλεοτιδική. Το αποτέλεσμα καθίσταται σαφές υπό το δεδομένο πως ο γενετικό κώδικας είναι

εκφυλισμένος. Αυτό σημαίνει πως οι κωδικές αλληλουχίες των αμινοξέων, δηλαδή οι τριπλέτες,

δύνανται να εκφραστούν από ένα ή και πάνω από ένα κωδικόνια DNA. Παρόλα αυτά κρίνεται

απαραίτητο να τονιστεί πως η ανωτέρω κατάσταση δε βρίσκει εφαρμογή στα tRNAs τα οποία

είναι δεδομένο ότι πρόκειται να επηρεαστούν από όποια αλλαγή γίνει στα νουκλεοτίδια. [19]

1.4.6 Μιτοχόνδρια και αντιγραφή μιτοχονδριακού DNA
  Το ευρύτερο φάσμα των γενετικών πληροφοριών των μιτοχονδριακών πρωτεΐνων βρίσκεται

στα χρωμοσώματα του γενετικού υλικού του πυρήνα και δε συμμετέχει μόνο στη σύνθεση του

ATP. Σε αδρές γραμμές, σχεδόν 3.000 γονίδια χρειάζονται για την έκφραση των μιτοχονδριακών

πρωτεϊνών. Τα περισσότερα εδράζονται στον πυρήνα, ενώ μόνο 13 εντοπίζονται στο

μιτοχονδριακό γονιδίωμα. Επιπροσθέτως, αναφέρθηκε πως το μιτοχονδριακό γονιδίωμα είναι

δίκλωνο. Παρόλα αυτά οι δύο αλυσίδες παρουσιάζουν κάποιες σημαντικές για την αντιγραφή

του μορίου διαφορές. Με βάση τον κανόνα της συμπληρωματικότητας υπό φυσιολογικές

συνθήκες πάντα ένα νουκλεοτίδιο που φέρει τη βάση Αδενίνη (Α) αντιστοιχεί με ένα δεύτερο με

την αζωτούχο βάση Θυμίνη (Τ) και αντίστοιχα το νουκλεοτίδιο που φέρει τη βάση Γουανίνη (G)

ταιριάζει με ένα άλλο με τη βάση Κυτοσίνη (C). Το σημαντικό είναι πως οι βάσεις δεν είναι

ομοιόμορφα κατανεμημένες και λογικώς προκύπτει διαφορά στην πυκνότητα των δύο κλώνων.

Πιο συγκεκριμένα, η μία αλυσίδα αποκαλείται βαριά (Heavy–H), λόγω του γεγονότος ότι σε

αυτή υπάρχει αφθονία νουκλεοτιδίων Γουανίνης (G). Ομοίως, η δεύτερη ονομάζεται ελαφριά

(light– L), διότι η πλειοψηφία των νουκλεοτιδίων φέρουν τη βάση Κυτοσίνη (C). Ταυτόχρονα,

στο γενετικό υλικό των μιτοχονδρίων βρίσκεται μία περιοχή ελέγχου, ένα μακρύ νουκλεοτιδικό

τμήμα το οποίο δεν εκφράζεται και ονομάζεται μη κωδικοποιούσα περιοχή (Non Coding

Region–NCR). Στο τμήμα NCR βρίσκονται δύο υποκινητές για πολυκιστρονική μεταγραφή, ο

υποκινητής της ελαφριάς αλυσίδας (Light Strand Promoter– LSP) και ο υποκινητής της βαριάς
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αλυσίδας (Heavy Strand Promoter–HSP), και είναι ένας για κάθε αλυσίδα, αντίστοιχα. Ακόμη,

στο NCR παρατηρείται επίσης η περιοχή έναρξης της μιτοχονδριακής αντιγραφής της βαριάς

αλυσίδας (Heavy–H), η οποία λέγεται origin for H-strand DNA replication-ΟH. Αντίθετα η

origin for L-strand DNA replication-OL, δηλαδή το τμήμα έναρξης της αντιγραφής της ελαφριάς

(light– L) είναι εκτός της περιοχής NCR κατά 11.000bp καταρροϊκά αυτής. Συνεπώς, το

πρότυπο της μιτοχονδριακής αντιγραφής οδηγεί στο σχηματισμό του βρόχου D. Εκεί, η πρώτη

αλυσίδα που περνά τη διαδικασία της αντιγραφής είναι η μητρική (L), άρα ταυτόχρονα

συντίθεται η νέα (Η) και κατά το ήμισυ αυτής της διαδικασίας αρχίζει να αντιγράφεται και η

μητρική (H) αλυσίδα, άρα παράγεται η καινούρια (L). [21] Ο αναδιπλασιασμός του

μιτοχονδριακού DNA έχει ως αφετηρία το ΟΗ και κινείται προς μία μόνο κατεύθυνση για την

παραγωγή του νεοσυντιθέμενου Η-κλώνου. Όταν το ρεπλίσωμα διέρχεται από το OL,

δημιουργείται μια δομή στελέχους-βρόγχου που εμποδίζει τη σύνδεση των mtSSBs (mtSSBs-

Single stranded DNA binding proteins), οι οποίες δεσμεύονται στο μονόκλωνο DNA (ssDNA)

και το προστατεύουν με αρκετά υψηλή εκλεκτικότητα καθώς και συγγένεια κατά την αντιγραφή

του. [22], [23] Δίχως τις SSBs, το ssDNA θα ήταν ευάλωτο από επιθέσεις από χημικούς

παράγοντες, νουκλεάσες και δέσμευση DNA από ακατάλληλες πρωτεΐνες. [24], [25] Σημαντική

είναι η δράση των SSBs στην πρόληψη του σχηματισμού δευτερογενών δομών σε περιοχές

μονόκλωνου μιτοχονδριακού γενετικού υλικού. Εν συνεχεία, αυτός ο σχηματισμός (στελέχους-

βρόγχου) παρουσιάζει μια μονόκλωνη περιοχή βρόγχου από την οποία η POLRMT (RNA

Polymerase Mitochondrial-POLRMT) δύναται να ξεκινήσει τη σύνθεση εκκινητών. [26] αυτή η

μιτοχονδριακή RNA πολυμεράση έχει ως ρόλο την παροχή των εκκινητών RNA για την έναρξη

της διαδικασίας της αντιγραφής του μιτοχονδριακού γονιδιώματος. [27] Η μετάβαση στη

σύνθεση L-κλώνου DNA συμβαίνει μετά από περίπου 25 νουκλεοτιδία, όταν η POLγ

αντικαθιστά το POLRMT στο 3'-άκρο του εκκινητή. Η σύνθεση των δύο κλώνων προωθείται με

συνεχή τρόπο έως ότου σχηματιστούν δύο πλήρη, δίκλωνα μόρια DNA. [21][28]

Εικόνα 5: Αντιγραφή ανθρώπινου mtDNA. Πηγή: Maria Falkenberg, 2018.
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1.5 Μιτοχόνδρια και προγραμματισμένος κυτταρικός

θάνατος
  Ο προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος ή αλλιώς απόπτωση αφορά μία διαδικασία κατά την

οποία η χρωματίνη του συρρικνώνεται και αποικοδομείται, ενώ οι  μεμβράνες

διαμερισματοποιούν το κυτταρόπλασμα και το νουκλεόπλασμα με αποτέλεσμα το κύτταρο να

αποδομηθεί σε αποπτωτικά κυστίδια. Το 1972, οι Kerr, Wyllie και Currie χρησιμοποίησαν για

πρώτη φορά αυτόν τον όρο σε μια εργασία τους για να περιγράψουν έναν μορφολογικά

ξεχωριστό τύπο κυτταρικού θανάτου. [29] Πιο συγκεκριμένα, όταν τα φυσιολογικά κύτταρα

δεχτούν ανεπανόρθωτες βλάβες στο γενετικό τους υλικό, λόγω οξειδωτικού στρες,

ακτινοβολίας, ή χημικών μεταλλαξιγόνων, ενεργοποιούν τη λειτουργία της απόπτωσης. Κατ’

αυτόν τον τρόπο στοχεύουν στη διακοπή του κυτταρικού τους πολλαπλασιασμού, όπως επίσης

και της αντιγραφής τους, έτσι ώστε να μη διαιωνιστούν οι μεταλλαγές που θα έχουν προκύψει.

Ειδικότερα, τα ανωτέρω ερεθίσματα καταλήγουν να ενεργοποιούν την πρωτεΐνη P53, η οποία

δρα ως αφετηρία για το μονοπάτι ενεργοποίησης πολλών πρωτεϊνικών μορίων. Τα τελευταία ή

εδράζονται στην κυτταροπλασματική μεμβράνη έχοντα άμεση δράση στα μιτοχόνδρια ή

λαμβάνουν χώρα στον ενδοκυττάριο χώρο και εκφράζονται από τον αποπτωτικό τελεστή BAX

και την P53, ενεργοποιώντας τελικά τα μιτοχόνδρια. Όπως είναι λογικό, κατά την απόπτωση

καταρρέει η αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων, εξαιτίας της μείωσης του ATP. Επίσης,

απελευθερώνονται δραστικές μορφές οξυγόνου (ROS), καθώς και κυτόχρωμα C. Διεισδύοντας

στη διαδικασία αυτή κρίνεται αναγκαίο να αναφερθεί πως α) ο παράγοντας απόπτωσης BCL-2

μειορυθμίζεται, απελευθερώνοντας την πρωτεΐνη APAF 1 (Apoptotic protease activating factor

1-APAF 1), ενώ το κυτόχρωμα C απελευθερώνεται στο κυτταρόπλασμα με τη βοήθεια του

μορίου ΒΑΧ, και αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη APAF-1, και β) η επιβίωση ή όχι ενός κυττάρου

κρίνεται από την αναλογία των πρωτεϊνών BAX/BCL-2.[30] Πιο συγκεκριμένα δημιουργούνται

ομοδιμερή και για τα δύο μόρια BCL-2/BCL-2 και BAX/BAX, αντίστοιχα. Τα μεν πρώτα

καταστέλλουν την απόπτωση, τα δε δεύτερα την επάγουν και αυτό συμβαίνει ως εξής:
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a) Τα πρωτεϊνικά μόρια BCL-2 μπορούν να προάγουν ή ακόμη και να καταστείλουν την

αποπτωτική διαδικασία ενεργώντας άμεσα πάνω στο κανάλι επαγωγής της

μιτοχονδριακής απόπτωσης (mitochondrial apoptosis-induced channel-MAC). Αυτό το

μονοπάτι αποτελεί ένα δίαυλο πάνω στην εξωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων. Πιο

συγκεκριμένα, τα μόρια BCL-2, BCL-XL και MCL-1 προσπαθούν να εμποδίσουν το

σχηματισμό του εν λόγω διαύλου. Αντίθετα οι πρωτεΐνες BAX ασχολούνται με το

σχηματισμό του. [31]

b) Το κυτόχρωμα C, το οποίο αποτελεί μία υψηλά συντηρημένη και μικρή αιμοπρωτεΐνη,

απαρτίζεται από 100 αμινοξέα και βρίσκεται χαλαρά προσδεμένο στην εσωτερική

μεμβράνη του μιτοχονδρίου με τη βοήθεια ιοντικών αλληλεπιδράσεων. Εδώ, με τη

βοήθεια του αποπτωσωματίου, οδηγεί στην ενεργοποίηση των κασπασών. Στην ουσία,

αποτελεί το εναρκτήριο λάκτισμα για τον ενεργοποιητικό μηχανισμό πολλών κασπασών,

οι οποίες θα ενεργοποιήσουν τα τελικά στάδια της αποπτωτικής διαδικασίας. Βέβαια,

αυτή η ενεργοποίηση λαμβάνει χώρα όταν οι δίαυλοι MAC βοηθούν το κυτόχρωμα C να

διέλθει  μέσω των διαύλων αυτών για να καταλήξει να διαχέεται στο κυτοσόλιο. Μόλις

απελευθερωθεί η πρωτεΐνη του κυτοχρώματος C, προσδένεται άμεσα στην APAF 1 και

σε μόρια ATP. Η πρωτεΐνη APAF 1 είναι ένα ειδικό μόριο, το οποίο ονομάζεται

πρωτεΐνη ενεργοποίησης της απόπτωσης 1. Όπως ειπώθηκε νωρίτερα, αυτή έχει ήδη

αποδεσμευτεί από το μόριο BCL-2. Έπειτα, προσδένεται στην προκασπάση-9 με σκοπό

να δημιουργηθεί το αποπτώσωμα, ένα πρωτεϊνικό σύμπλοκο. Σε αυτό γίνεται η

μετατροπή της προκασπάσης-9 σε κασπάση-9 (ενεργή μορφή). [32] Η τελευταία θα

ενεργοποιήσει την κασπάση-3 (πρωτεΐνη τελεστής), η οποία θα οδηγηθεί εντός του

πυρήνα και θα διασπάσει το πρωτεϊνικό μόριο PARP (polyADP ribose polymerase) και

θα οδηγήσει στην κατάτμηση του γενετικού υλικού με τη βοήθεια σχετικών

ενδονουκλεασών. Τέλος, με την έξοδο του κυτοχρώματος C από το οργανίδιο του

μιτοχονδρίου, εκλύεται επίσης και ο παράγοντας επαγωγής της απόπτωσης AIF

(Apoptosis Inducing Factor). Αυτός τελικά κατευθύνεται στον πυρήνα και συντονίζει τη

δράση προαναφερθεισών ενδονουκλεασών. [30][33][34]
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Εικόνα 6: Οι δύο κύριες αποπτωτικές οδοί. Η εγγενής ή μιτοχονδριακή οδός (αριστερά)

αφορά τη μιτοχονδριακή δυσλειτουργία, την απελευθέρωση κυτοχρώματος c (cyt c) και την

επακόλουθη ενεργοποίηση της κασπάσης-9 (casp-9). Η αντιαποπτωτική πρωτεΐνη BCL-2

αναστέλλει την απελευθέρωση του κυτοχρώματος c. Η εξωτερική οδός ή οδός των

υποδοχέων θανάτου (δεξιά) ξεκινά με τη δέσμευση συνδετών σε υποδοχείς θανάτου και την

επακόλουθη αλληλεπίδρασή τους με το πρωτεϊνικό μόριο προσαρμογής FADD (FAS-

associated protein with death domain-FADD) και την κασπάση-8 (casp-8) στο σύμπλεγμα

σηματοδότησης που θα επιφέρει τον θάνατο (Death-Inducing Signaling Complex-DISC).

Και οι δύο οδοί συγκλίνουν στην ενεργοποίηση του πρωτεϊνικού τελεστή κασπάση-3 (casp-

3), που διαθέτει πληθώρα πρωτεϊνικών στόχων, και οδηγεί στα γνωστά αποτελέσματα της

απόπτωσης, όπως ο κατακερματισμός του γονιδιώματος στον πυρήνα, και η δημιουργία

αποπτωτικών κυστιδίων. Πηγή: S. Braun, N. Gaz1, R. Werdehausen, 2010.
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1.6 Οξειδωτικό stress
  Με τον όρο οξειδωτικό stress ή οξειδωτική καταπόνηση αναφερόμαστε στη διαταραγμένη

ισορροπία μεταξύ της παραγωγής δραστικών ειδών οξυγόνου (Reactive Oxygen Species-ROS)

και αζώτου (Reactive Nitrogen Species-RNS) αναφορικά με το μοριακό μηχανισμό ο οποίος

καταστέλλει αυτά τα τοξικά για το κύτταρο μόρια και διορθώνει τις βλάβες που αυτά

προκαλούν. [35] Τα ROS όπως επίσης και τα RNS προκαλούν προβλήματα οξείδωσης σε όλα τα

συστατικά ενός κυττάρου, όπως για παράδειγμα: γενετικό υλικό, πρωτεΐνες, υδατανθράκων και

λιπίδια. Όπως γίνεται εύκολα αντιληπτό, η οξειδωτική καταπόνηση προξενεί δυσλειτουργίες σε

όλα τα συστήματα ενός οργανισμού. Αντίθετα, μεγάλο ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι δραστικές

μορφές οξυγόνου οι οποίες φέρουν και θετικό πρόσημο για θεμελιώδεις διαδικασίες του

οργανισμού. Πιο συγκεκριμένα, λαμβάνουν μέρος στους μηχανισμούς φυσικής άμυνας καθώς

μέσω της φαγοκυττάρωσης απομακρύνουν διάφορα αντιγόνα. Άλλες λειτουργίες στις οποίες

ασκούν τη δράσης τους είναι στη συστολή των μυών και στη σηματοδότηση των κυττάρων.

Συνεπώς, το οξειδωτικό stress ναι μεν μπορεί να επιφέρει βλάβες στον οργανισμό, αλλά αυτές

αποτελούν απαραίτητα στοιχεία για την εύρυθμη λειτουργία του. [36][37] Παρόλα αυτά δεν

πρέπει να περιθωριοποιείται το γεγονός ότι στα φυσιολογικά κύτταρα, οι δραστικές μορφές

οξυγόνου και αζώτου παράγονται με ελεγχόμενο τρόπο και μπορούν να εξυπηρετούν χρήσιμους

σκοπούς για τα κύτταρα. Αυτό το γεγονός υποδηλώνει πως τα οξειδωτικά, τα οποία

σχηματίζονται ως απόκριση σε φυσιολογικά σημάδια λειτουργούν ως απαραίτητα μόρια

σηματοδότησης για τη ρύθμιση διεργασιών, όπως η απόκριση στο στρες, η κυτταρική διαίρεση,

η φλεγμονή, η ανοσοποιητική λειτουργία και η αυτοφαγία. [38]

1.7 Δραστικές ρίζες οξυγόνου-ROS
  Το μεγαλύτερο μέρος της παραγωγής ROS αποτελεί παραπροϊόν της λειτουργίας της

αναπνευστικής αλυσίδας. Στον άνθρωπο παρατηρείται η δημιουργία ανιόντος υπεροξειδίου

(Ο2 -) κατά την οξειδωτική φωσφορυλίωση στα μιτοχόνδρια. Αυτό το ενδιάμεσο προϊόν τελικά

θα σχηματίσει ένα μόριο νερού (H2O). Επιπλέον, οι αντιδράσεις ουβικινόνης που συμμετέχουν

στην αναπνευστική αλυσίδα μπορούν να συντονίζουν τη ροή των ηλεκτρονίων στα άτομα Ο2

άμεσα. Τελικά, έως και το 2% του μιτοχονδριακού οξυγόνου μπορεί να εισέλθει στην

αναπνευστική αλυσίδα και να σχηματίσει ανιόντα υπεροξειδίου (∙Ο2 -). Για τη διατήρηση της

ομοιόστασης κρίνεται από το κύτταρο απαραίτητο να επέλθει ισορροπία ανάμεσα στην
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παραγωγή και την αδρανοποίηση των οξειδωτικών μορφών οξυγόνου. Για να επιτευχθεί αυτό,

επιστρατεύονται διάφορα αντιοξειδωτικά μόρια, βασικότερα εκ των οποίων είναι τα κάτωθι:

· Η δισμουτάση του υπεροξειδίου (Superoxide dismutases-SOD), η οποία καταλύει την

αντίδραση: ∙Ο2 - + 2Η+ →Η2Ο2 [39]

· Η καταλάση, η οποία καταλύει την αντίδραση: 2 Η2Ο2 → 2Η2Ο + Ο2 [40]

· Η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης, η οποία καταλύει την αντίδραση: 2GSH + Η2Ο2 →

GSSG + 2Η2Ο [41]

  Πιστεύεται πως οι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου ευθύνονται για περίπου 10.000 αλλαγές στις

βάσεις του γενετικού μας υλικού ανά κύτταρο καθημερινώς. Επιπροσθέτως, το μιτοχονδριακό

γονιδίωμα είναι περισσότερο επιρρεπές στο οξειδωτικό στρες σε σύγκριση με το πυρηνικό.

Αυτός είναι και ο λόγος κατά τον οποίο συμβαίνουν μεταλλαγές στα οργανίδια αυτά. [37]

1.8 Μιτοχόνδρια και Ασθένειες
  Όπως έχει ειπωθεί προηγουμένως, τα μιτοχόνδρια είναι υποκυτταρικά οργανίδια τα οποία

φέρουν σε πέρας αρκετές μεταβολικές λειτουργίες, όπως για παράδειγμα η παραγωγή μορίων

ΑΤΡ μέσω της κυτταρικής αναπνοής. Η τελευταία, μέσω της διαδικασίας της οξειδωτικής

φωσφορυλίωσης, καθίσταται κύρια αιτία μεγάλου αριθμού μιτοχονδριακών δυσλειτουργιών.

[42] Η λειτουργία των μιτοχονδρίων, όπως όπως και η ποιότητα , πρέπει να ελέγχονται αυστηρά

ώστε να εξασφαλίζεται η παροχή των μεταβολικών δομικών στοιχείων και να αποφεύγεται η

παραγωγής επιβλαβών παραγόντων, όπως οι δραστικές μορφές οξυγόνου (ROS). [43] Με τον

όρο μιτοχονδριακές δυσλειτουργίες αναφερόμαστε στη γήρανση των μιτοχονδρίων, σε αλλαγές

του κυτταρικού περιβάλλοντος, όπως η εμφάνιση πυρετού και η παρουσία φαρμάκων, και σε

διάφορες παθολογίες, όπως ο καρκίνος, η νόσος Αλτσχάιμερ, η νόσος Πάρκινσον, η

Αμυοτροφική Πλευρική Σκλήρυνση, και άλλες. Αυτές έχουν τη γενετική βάση τους σε

μεταλλαγές γονιδίων, τα οποία εκφράζουν πρωτεΐνες σχετικές με την αναπνευστική αλυσίδα ή

τα σύμπλοκα της συνθετάσης ATP (ATP synthase). Απότοκο αυτών των αιτιών αποτελεί

συνηθέστερα η επιβάρυνση της κυτταρικής λειτουργίας των μυών και των νευρώνων με

αποτέλεσμα τις νευροεκφυλιστικές και καρδιαγγειακές ασθένειες. [44][45][46][47]
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1.9 Συστήματα Ανταπόκρισης σε Στρες

1.9.1 Ολοκληρωμένη Ανταπόκριση σε Στρες (Integrated Stress

Response–ISR)
  Η Ολοκληρωμένη Ανταπόκριση σε Στρες (ISR) είναι μια κυτταρική διαδικασία, που είναι καλά

διατηρημένη στα ευκαρυωτικά κύτταρα, μειoρυθμίζει την πρωτεϊνοσύνθεση, ενώ παράλληλα

έχει τη δυνατότητα να επάγει την έκφραση συγκεκριμένων γονιδίων ως απόκριση σε εσωτερικές

ή περιβαλλοντικές πιέσεις. [48] Μερικοί εκ των κύριων παραγόντων ενεργοποίησης του είναι η

ανταπόκριση σε μη αναδιπλωμένες πρωτεΐνες στο ενδοπλασματικό δίκτυο (endoplasmic

reticulum Unfolded Protein Response – UPRER), η αυξημένη παρουσία δραστικών ριζών

οξυγόνου (ROS), η έλλειψη θρεπτικών συστατικών και αμινοξέων, η ύπαρξη δίκλωνου μορίου

RNA ιικής προέλευσης (dsRNA), η ανεπάρκεια αίμης, η υποξία και η μείωση της γλυκόζης. [48]

[49] Στρες αυτών των τύπων μπορεί να διεγείρει τις πρωτεϊνικές κινάσες GCN2, PERK, PKR

και HRI, οι οποίες φωσφορυλιώνουν καθοδικά την α υπομονάδα ενός πρωτεϊνικού

συμπλέγματος που ονομάζεται παράγοντας έναρξης της μετάφρασης 2 (translation initiation

factor 2 – EIF2), με αποτέλεσμα να ενεργοποιηθούν γονίδια απόκρισης σε στρες (όπως για

παράδειγμα το ATF4). Το σύμπλεγμα EIF2 απαρτίζεται από τρεις υπομονάδες: EIF2α, EIF2β

και EIF2γ. Η EIF2a διαθέτει δύο θέσεις δέσμευσης, μία για δέσμευση RNA και μία για

φωσφορυλίωση. [48] Η δράση αυτών των κινασών αφορά τη φωσφορυλίωση της σερίνης 51

στην α υπομονάδα, η οποία παρόλα αυτά είναι αναστρέψιμη. [50] Σε φυσιολογικές συνθήκες το

σύμπλοκο EIF2 βοηθά το κύτταρο στην έναρξη της μετάφρασης του mRNA και στην

αναγνώριση του κωδικονίου έναρξης AUG. [48] Όμως, μόλις το EIF2α φωσφορυλιωθεί, η

δραστηριότητα του συμπλόκου μειώνεται δραστικά, προκαλώντας μείωση της έναρξης

μετάφρασης και της πρωτεϊνοσύνθεσης, ενώ ταυτόχρονα επάγει την έκφραση του γονιδίου

ATF4. [50] Τέλος, η πρωτεΐνη ATF4 είναι ένας μεταγραφικός παράγοντας, ο οποίος προάγει τη

μεταγραφή γονιδίων στα οποία εκφράζονται πρωτεΐνες απόκρισης στο στρες, όπως η CHOP

(C/EBP Homologous Protein-CHOP) και η GADD34, με σκοπό να αποκατασταθεί η

ομοιόσταση του κυττάρου. [51] Βέβαια πρέπει να τονιστεί πως η παρατεταμένη ενεργοποίηση

ISR προκαλεί τελικά κυτταρικό θάνατο μέσω μιας ποικιλίας μηχανισμών. [52]
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1.9.1.1 Μετάφραση και Αναρροϊκά Ανοιχτά Πλαίσια Ανάγνωσης (upstream
Open Reading Frames–uORF)

1.9.1.1.1 Ανοιχτά Πλαίσια Ανάγνωσης (Open Reading Frames–ORFs)

  Για τη μοριακή βιολογία, τα ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης (Open Reading Frames–ORFs)

ονομάζονται πεδία αλληλουχίας DNA ανάμεσα στα κωδικόνια έναρξης και τερματισμού.

Γενικά, αυτή η άποψη προσδιορίζει μια γνωστή περιοχή προκαρυωτικής αλληλουχίας DNA,

στην οποία μόνο ένα από τα έξι πλαίσια ανάγνωσης μπορεί να είναι ανοιχτό (η ανάγνωση

αναφέρεται στο μεταγραφόμενο RNA και την αλληλεπίδρασή του με το ριβόσωμα). Ένα ORF

μπορεί να έχει ένα κωδικόνιο έναρξης (AUG για το RNA) και ολοκληρώνεται μετά από ένα

κωδικόνιο λήξης (UAG, UGA, UAA). [53] Το κωδικόνιο έναρξης (όχι πάντα το πρώτο)

προσδιορίζει το μέρος όπου θα ξεκινήσει η μετάφραση. Η αλληλουχία τερματισμού της

μεταγραφής λαμβάνει χώρα μετά το ORF, πέρα από το κωδικόνιο τερματισμού της μετάφρασης.

[54] Επίσης, είναι γνωστό πως στους ευκαρυώτες, για την ολοκλήρωση της μεταγραφής, τα

εσώνια αφαιρούνται και τα εξώνια ματίζονται, με σκοπό να σχηματιστούν τα ώριμα mRNA. Ο

ορισμός έναρξης-διακοπής για τα ORFs βρίσκει εφαρμογή μόνο για ώριμα mRNA και όχι για το

γονιδιωματικό DNA, καθώς εκεί βρίσκονται αλληλουχίες εσωνίων οι οποίες ίσως περιέχουν

κωδικόνια τερματισμού και προκαλούν μετατοπίσεις στα πλαίσια ανάγνωσης. [55]

1.9.1.1.2 Αναρροϊκά Ανοιχτά Πλαίσια Ανάγνωσης (upstream Open Reading

Frames–uORF)
  Όπως σε πολλές διαδικασίες, έτσι και στην μετάφραση, οι ευκαρυωτικοί οργανισμοί

διακατέχονται από υψηλά επίπεδα ρύθμισης. Εδώ συγκεκριμένα, στο 5′ UTR (5′ untranslated

region–5’ UTR) υπάρχουν ορισμένα σημαντικά στοιχεία που ονομάζονται αναρροϊκά ανοιχτά

πλαίσια ανάγνωσης (upstream Open Reading Frame–uORF). Αυτά τα στοιχεία είναι πολύ κοινά,

και βρίσκονται στο 35-49% των γονιδίων των ανθρώπων. [56] Ένα uORF αποτελεί μια

κωδικοποιούσα αλληλουχία, η οποία βρίσκεται στο 5’ UTR και προηγείται της θέσης έναρξης

της κύριας κωδικοποιούσας αλληλουχίας. Αυτά τα uORF περιέχουν δικό της κωδικόνιο έναρξης,

γνωστό ως αναρροϊκό AUG (uAUG). Αυτό το κωδικόνιο μπορεί να αναγνωριστεί από το

ριβόσωμα και έπειτα να μεταφραστεί για να δημιουργηθεί ένα προϊόν, το οποίο μπορεί να

ρυθμίσει τη μετάφραση της κύριας αλληλουχίας που κωδικοποιεί μία πρωτεΐνη ή άλλων uORF

που ίσως βρίσκονται στην ίδια περιοχή. [57] Ακόμα, έχει βρεθεί πως τα uORF μπορούν και

ρυθμίζουν την έκφραση των ευκαρυωτικών γονιδίων. Η μετάφραση της uORF αναστέλλει την



40

έκφραση του κύριου ORF που βρίσκεται καταρροϊκά. [58], [59] Η μετάφραση του πρωτεϊνικού

μορίου το οποίο κωδικοποιείται εντός του κύριου ORF καταρροϊκά μιας αλληλουχίας uORF

είναι γνωστή ως επανέναρξη. [60] Η διαδικασία της επανέναρξης είναι γνωστό ότι μειώνει την

απόδοση της μετάφραση της πρωτεΐνης του κύριου ORF. Ο έλεγχος της πρωτεϊνικής ρύθμισης

αφορά στην απόσταση μεταξύ του uORF και του πρώτου κωδικονίου του κυρίου ORF. [60] Έχει

δειχθεί, πως ένα uORF αυξάνει την επανέναρξη με βάση το κριτήριο της μεγαλύτερης

απόστασης. Δηλαδή, η επανέναρξη θα επαχθεί αν υπάρχουν αρκετές νουκλεοτιδικές

αλληλουχίες μεταξύ του uAUG και του κωδικονίου έναρξης του κύριου ORF. Αυτό το γεγονός

υποδηλώνει ότι το ριβόσωμα χρειάζεται να ανακτήσει μεταφραστικούς παράγοντες προτού

μπορέσει να πραγματοποιήσει τη μετάφραση της κύριας πρωτεΐνης. [60] Επιπροσθέτως, πρέπει

να αναφερθεί ότι σε ορισμένα mRNAs µε μεγάλες περιοχές 5’-UTR, περιέχονται σε αυτές ένα ή

περισσότερα uORF, τα οποία είναι κατά τέτοιον τρόπο διατεταγμένα, ούτως ώστε να

αναστέλλεται η μετάφραση της κωδικοποιούσας αλληλουχίας που βρίσκεται καταρροϊκά. Αυτό

το γεγονός συνήθως βρίσκει εφαρμογή στη ρύθμιση της μετάφρασης των mRNAs αυξητικών

παραγόντων και διάφορων πρωτο-ογκογονιδίων, τα οποία τυγχάνουν αντικείμενα θετικής

ρύθμισης ύστερα από την επίδραση διαφόρων ειδών στρες.

1.9.1.2 Αναρροϊκά Ανοιχτά Πλαίσια Ανάγνωσης (upstream Open Reading

Frames–uORF) και EIF2α
  Προηγουμένως, αναφέρθηκε ότι μόλις ο παράγοντας EIF2α φωσφορυλιωθεί μειώνεται η

σύνθεση των πρωτεΐνων. Παράλληλα, το γεγονός αυτό έχει ως αποτέλεσμα και την επιλεκτική

μετάφραση των μορίων mRNA που περιέχουν uORF στην 5΄ αμετάφραστη περιοχή της. Η

επιλεκτική αυτή μετάφραση, λόγω του φωσφορυλιωμένου EIF2α χρειάζεται ένα ή περισσότερα

uORF αναρροϊκά του κύριου ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης στην 5΄ αμετάφραστη περιοχή του.

Μόλις περατωθεί η μετάφραση του πρώτου κατά σειρά uORF, λαμβάνει χώρα διαχωρισμός του

ριβοσώματος και η υπομονάδα 40S συνεχίζει να διαβάζει το mRNA για επόμενο ORF.

Αντιθέτως, υπό την παρουσία μη φωσφορυλιωμένου EIF2α, η μεταφραστική διαδικασία ξεκινά

εκ νέου άμεσα, με αποτέλεσμα να μεταφραστεί ένα δεύτερο uORF, το οποίο επικαλύπτει την

αλληλουχία του κωδικονίου έναρξης της μετάφρασης (μεθειονίνη) του κύριου ORF,

αποτρέποντας με αυτόν τον τρόπο τη μετάφραση. Παρόλα αυτά, όταν προκύπτει φωσφορυλίωση

του ευκαρυωτικού παράγοντα έναρξης της πρωτεϊνοσύνθεσης 2α, καθυστερεί η αναγέννηση του
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αρχικού συμπλόκου. Έτσι, επιτρέπεται στο ριβόσωμα μέσω του κωδικονίου έναρξης του

δεύτερου uORF να συνεχίσει να σαρώνει. Επομένως, παρέχεται έτσι η δυνατότητα στο

ριβόσωμα να προσδεθεί στο κυρίως ORF με μεγαλύτερη επιτυχία. Κλείνοντας, ρύθμιση αυτού

του τύπου λειτουργεί κατά τη μετάφραση των πρωτεϊνών CHOP, ATF4 και ATF5, μιας και

αυτές απαιτούν αυξημένα επίπεδα φωσφορυλιωμένου EIF2α για τη σύνθεσή της, λόγω της

παρουσίας uORF στην 5΄ αμετάφραστη περιοχή του mRNA από το οποίο κωδικοποιείται η

καθεμία. [61]

1.9.1.3 ATF4
  Ο ATF4 αποτελεί βασικό μεταγραφικό παράγοντα τύπου φερμουάρ λευκίνης (Basic Leucine

Zipper Domain-BZIP), ο οποίος ανήκει στην οικογένεια μεταγραφικών παραγόντων

ATF/CREB). [62]–[64] Δύναται να διμερίζεται με διαφορετικά στοιχεία με σκοπό να επηρεάσει

τη ρύθμιση της μεταγραφής. Στην ουσία, ο ATF4 καθορίζει το μέλλον του κυττάρου εξαιτίας

του γεγονότος ότι συμμετέχει στην ενεργοποίηση του μηχανισμού ISR, ενώ επίσης διαθέτει

σημαντικές ικανότητες ρύθμισης σε μεταγραφικό, μεταφραστικό και μετα-μεταφραστικό

επίπεδο. Το ίδιο ισχύει και για την ικανότητά του να αλληλεπιδρά με άλλους μεταγραφικούς

παράγοντες. Απότοκο αυτής της σύνθετης ρύθμισης είναι το γεγονός ότι το σύστημα ISR

παράγει ξεχωριστές αποκρίσεις, προσαρμοσμένες σε διαφορετικά κυτταρικά στρες. Φυσικά,

αυτό επιτυγχάνεται με την ενεργοποίηση διαφορετικών γονιδίων-στόχων από τα σύμπλοκα που

σχηματίζει ο ATF4, τα οποία εμφανίζουν σχέση εξάρτησης με την ένταση του στρες που

λαμβάνει χώρα. [63], [65]

  Κατά τη διάρκεια συνθηκών στρες, η αυξημένη μετάφραση του ATF4 διευκολύνει την

μεταγραφική αυξορρύθμιση των γονιδίων που ανταποκρίνονται στο στρες. Ο παράγοντας αυτός

ρυθμίζει τη μεταγραφή των γονιδίων-στόχων του, μέσω δέσμευσης σε αλληλουχίες CARE

(στοιχεία απόκρισης C/EBP ATF, C/EBP ATF Response Element-CARE), τα οποία μπορούν να

μεσολαβήσουν για τη μεταγραφική ενεργοποίηση ως απόκριση σε πληθώρα ερεθισμάτων. [66]–

[68] Ο ATF4 έχει τη δυνατότητα να σχηματίζει ομοδιμερή και ετεροδιμερή με αρκετούς

μεταγραφικούς παράγοντες BZIP, μεταξύ άλλων του καταρροϊκού στόχου του, CHOP. Είναι

ιδιαίτερα σημαντικό πως οι ATF4 και CHOP αλληλεπιδρούν με στόχο τη ρύθμιση κοινών

γονιδίων-στόχων, τα οποία εμπλέκονται στις μεταβολικές διεργασίες των αμινοξέων, στη

μετάφραση mRNA, καθώς και στην απόκριση μη αναδιπλωμένων πρωτεϊνών (UPR). [69]
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1.9.1.4 CHOP
  Η πρωτεΐνη CHOP είναι μεταγραφικός παράγοντας, ο οποίος, μπορεί να ρυθμίσει περαιτέρω

την γονιδιακή έκφραση με το να δεσμεύεται σε άλλα μέλη της οικογένειας ATF/CREB, όπως

ATF4 ή ATF3. Κατ’ αυτόν τον τρόπο αλλάζει η ειδικότητα δέσμευσης DNA. [65], [70]  Πιο

αναλυτικά, η CHOP είναι ένας πολυλειτουργικός μεταγραφικός παράγοντας, η οποία ανήκει

στην οικογένεια BZIP και διμερίζεται με μέλη των πρωτεϊνικών οικογενειών C/EBP και

ATF/κυκλικής απόκρισης αδενοσίνης 3',5'-μονοφωσφορικής απόκρισης. [71] Η έκφρασή της

επάγεται μέσω της ενεργοποίησης του JUN, η οποία διαμεσολαβείται από την C-Jun N-

τερματική κινάση 2 κατά τη συσσώρευση ΔOTC (Ornithine Transcarbamylase-ΔOTC), η οποία

αποτελεί μία μεταλλαγμένη μορφή της τρανσκαρβαμυλάσης ορνιθίνης. [72], [73] Στο πλαίσιο

της δυσλειτουργίας της μιτοχονδριακής αναπνευστικής αλυσίδας, ο ρόλος της CHOP είναι

ιδιαίτερα σημαντικός καθώς η CHOP προτάθηκε ως ο κύριος μεταγραφικός παράγοντας που

μεταφέρει την απόκριση σε κυτταρικό στρες. [74]

  Εντός του πλαισίου του ISR λειτουργούν μονοπάτια, τα οποία δύναται να καταλήξουν σε

επαγωγή κυτταρικού θανάτου, εάν δεν αποκατασταθεί η ομοιόσταση από την προσαρμοστική

απόκριση. Αυτά ρυθμίζονται κατά βάση μέσω της μεταγραφικής δραστηριότητας του ATF4 και

ορισμένων από τους καταρροϊκούς στόχους του, ιδιαίτερα του CHOP. Η ενεργοποίηση του

παράγοντα CHOP μέσω της μεσολάβησης του ATF4 αποτελεί έναν από τους καλύτερα

μελετημένους μηχανισμούς κυτταρικού θανάτου, ο οποίος προκαλείται στο πλαίσιο του ISR.

[65][70][75][76] Για παράδειγμα, η CHOP μπορεί να σχηματίσει ετεροδιμερές με τον

παράγοντα ATF4, ενισχύοντας το σήμα του κυτταρικού θανάτου, ρυθμίζοντας την έκφραση

πολλών προ-αποπτωτικών γονιδίων όπως των PMAIP1 (Phorbol-12-Myristate-13-Acetate-

Induced Protein-PMAIP1), APAF 1 και TXNIP (Thioredoxin Interacting Protein-TXNIP). [71]

  Η επαγωγή CHOP κατά τη διάρκεια της ISR πιστεύεται ότι προάγει τη σηματοδότηση

κυτταρικού θανάτου μέσω πολλαπλών μηχανισμών μέσω επαγωγής της πρωτεΐνης GADD34

(Growth Arrest and DNA Damage-Inducible Protein 34-GADD34), αποφωσφορυλίωσης της

EIF2α και ενεργοποίησης της Οξειδορεδουκτάσης 1 Άλφα. [75], [76]
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Εικόνα 7: Στα θηλαστικά, η MTUPR συνδέεται στενά με την ISR. Κατά τη μιτοχονδριακή

δυσλειτουργία, ο EIF2α (παράγοντας έναρξης μετάφρασης) φωσφορυλιώνεται από μία από τις

τέσσερις ειδικές για EIF2α κινάσες (PERK, PKR, GCN2 και HRI). Ο φωσφορυλιωμένος EIF2α

οδηγεί σε μειωμένη πρωτεϊνοσύνθεση με παράλληλη αύξηση στη μετάφραση των mRNA που

περιέχουν uORF στο 5' UTR. Τα mRNA που κωδικοποιούν τους παράγοντες μεταγραφής

CHOP, ATF4 και ATF5 διαθέτουν πολλαπλά uORF και μεταφράζονται κατά προτίμηση κατά τη

μιτοχονδριακή δυσλειτουργία. Κατά τη διάρκεια του μιτοχονδριακού στρες και οι τρεις

χρειάζονται για την αύξηση σχετιζόμενων γονιδίων με το MTUPR. Τόσο η CHOP όσο και ο

ATF4 επάγουν τη μεταγραφή του ATF5. Όπως το ATFS 1 στο C. elegans, το ATF5 φιλοξενεί

μια μιτοχονδριακή αλληλουχία στόχευσης που μπορεί να του επιτρέπει να ανταποκρίνεται ειδικά

στο μιτοχονδριακό στρες μέσω μειωμένης εισαγωγής μιτοχονδριακής πρωτεΐνης. Πηγή: Cole M

Haynes, Andrew Melber, 2018.
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Εικόνα 8: Το στρες που διαταράσσει την πρωτεϊνική ομοιόσταση προκαλεί φωσφορυλίωση του

EIF2α, οδηγώντας σε αυξημένη έκφραση των, τύπου BZIP, μεταγραφικών παραγόντων ATF4,

CHOP και ATF5 μέσω αυξημένης μετάφρασής τους. Οι ATF4 και CHOP δεσμεύονται στον

υποκινητή του ATF5 και επάγουν ενίσχυση της μεταγραφής του. Πηγή: Ma and Hendershot,

2003; Marciniak et al., 2004; Kilberg et al., 2012.

1.9.2 Μιτοχονδριακή Απόκριση Μη Αναδιπλωμένων Πρωτεϊνών

(MTUPR)
  Τα μιτοχόνδρια είναι ιδιαίτερα ευαίσθητα σε αρκετούς διαφορετικούς τύπους στρες, οι οποίοι

μπορούν να πυροδοτήσουν την ενεργοποίηση σχετικής μιτοχονδριακής απόκρισης. Επίσης, είναι

γνωστό πως, φυσιολογικά, οι πρωτεΐνες στο περιβάλλον τους αποτελούν ελαφρώς ασταθή μόρια,

τα οποία είναι επιρρεπή στην απώλεια της σωστής τους αναδίπλωσης και στο σχηματισμό

συσσωματωμάτων. [77] Επομένως, στα μιτοχόνδρια έχει αναπτυχθεί ένας μηχανισμός

απόκρισης σε μη αναδιπλωμένες πρωτεΐνες (mitochondrial unfolded protein response-MTUPR),

ο οποίος ενεργοποιείται για την αποκατάσταση της πρωτεϊνικής ομοιόστασης κατά την

εσφαλμένη αναδίπλωση των μιτοχονδριακών πρωτεϊνών και ελέγχεται από την επικοινωνία

μεταξύ μιτοχονδρίων και πυρήνα. [78] Τέλος, η MTUPR παρατηρείται είτε στη μήτρα είτε στη

εσωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη. [79] Κατά τη διάρκεια αυτής της απόκρισης, το
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μιτοχόνδριο ή θα αυξορρυθμίσει τις πρωτεϊνικές μοριακές συνοδούς ή θα χρησιμοποιήσει

πρωτεάσες για να αποικοδομήσουν τις μη λειτουργικά αναδιπλωμένες πρωτεΐνες. [79]

1.9.2.1 C.elegans και MTUPR
  Στον οργανισμό μοντέλο C. elegans, έχει αποδειχτεί ότι ο ATFS 1 δρα ως ένας απαραίτητος

μεταγραφικός παράγοντας για την ενεργοποίηση του MTUPR. [80] Αυτός, πέρα από την

αλληλουχία NLS (Nuclear Localization Sequence-NLS), η οποία είναι χρήσιμη για την

εισαγωγή του στον πυρήνα (χαρακτηριστικό γνώρισμα των BZIP μεταγραφικών παραγόντων),

φιλοξενεί και μία αλληλουχία MTS (Mitochondrial Targeting Sequence-MTS), για να μπορεί να

εισέρχεται και στα μιτοχόνδρια. Υπό φυσιολογικές συνθήκες, ο παράγοντας αυτός, αφού

εισέλθει στα εν προκειμένω οργανίδια (στα μιτοχόνδρια) αποσυντίθεται από την πρωτεάση

LON, η οποία εδράζεται στη μήτρα των μιτοχονδρίων. Βέβαια, σε προβληματικές συνθήκες των

μιτοχονδρίων, δεν καθίσταται ελεύθερη η είσοδος του ATFS 1 στο μιτοχόνδριο, αλλά εξαιτίας

της αλληλουχίας NLS αυτός εισέρχεται στον πυρήνα και ρυθμίζει τη μεταγραφή. Υπό την

προϋπόθεση αφαίρεσης ή αδρανοποίησης της MTS, ο παράγοντας ATFS 1 συσσωρεύεται στο

κυτταρόπλασμα, έτσι ώστε να εισέλθει στον πυρήνα, λόγω της αλληλουχίας NLS, για να

ενεργοποιήσει το MTUPR. Τα περισσότερα πρωτεϊνικά μόρια που εισβάλουν στα μιτοχόνδρια

περιέχουν μία αμινοτελική αλληλουχία MTS και μέσω αυτής στοχεύουν αρχικά το σύμπλοκο

ΤΟΜ (ΤΟΜ complex – Translocase of the Εισαγωγή Outer Membrane complex) της εξωτερικής

μεμβράνης του μιτοχονδρίου, ενώ έπειτα προσδένονται στο σύμπλοκο ΤΙΜ23 (ΤΙΜ23 complex

– Translocase of the Inner Membrane 23 complex) της εσωτερικής μεμβράνης, με σκοπό να

περάσουν στη μιτοχονδριακή μήτρα. [81] Το σύμπλοκο TIM23 χρειάζεται ενέργεια (ATP),

βαθμίδωση πρωτονίων (από την αναπνευστική αλυσίδα), και τη μοριακή συνοδό MTHSP70  ,

για να πραγματοποιηθεί η μετάβαση των μορίων μέσω της εσωτερικής μεμβράνης. [82], [83]
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Εικόνα 9: Σε φυσιολογικές συνθήκες ο παράγοντας ATFS 1 μετακινείται στα μιτοχόνδρια και

αποικοδομείται από τη LONP-1. Ο ATFS 1 μαζί με τους πυρηνικούς παράγοντες UBL-5 και το

DVE-1 ενεργοποιούν τα προστατευτικά γονίδια-στόχους της MTUPR, που πραγματοποιούν την

ανασύσταση της μιτοχονδριακής πρωτεόστασης. ταυτόχρονα με τη μεταγραφική λειτουργία του

ATFS 1, οι ROS ενεργοποιούν την κινάση GCN-2 που φωσφορυλιώνει τον παράγοντα EIF2α,

πράγμα που οδηγεί σε μειορύθμιση της ολικής μετάφρασης (για μείωση του φορτίου των νέων

μιτοχονδριακών πρωτεϊνών, που θα χρειαστούν βοήθεια για σωστή αναδίπλωση). Πηγή:

Adrienne Mottis, Virginija Jovaisaite, Johan Auwerx, 2014.
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Εικόνα 10: Μιτοχονδριακή και πυρηνική επικοινωνία σε MTUPR. Στον C. elegans, η

επικοινωνία μεταξύ μιτοχονδρίων και πυρήνα διαμεσολαβείται από τον μεταγραφικό παράγοντα

ATFS 1, ενώ στα θηλαστικά από τον ATF5. Και οι δύο περιέχουν μια αλληλουχία

μιτοχονδριακής στόχευσης (MTS) και ένα σήμα πυρηνικού εντοπισμού (NLS). Φυσιολογικά, ο

ATFS 1 ή ο ATF5 εισέρχονται κατά προτίμηση στα μιτοχόνδρια και αποικοδομούνται από

μιτοχονδριακές πρωτεάσες (LONP-1, ClPP και άλλες). Υπό συνθήκες στρες, λόγω υψηλής

παραγωγής ROS από τα μιτοχόνδρια, οι συνθήκες καθίστανται ευνοϊκές για την είσοδο του

εκάστοτε μεταγραφικού παράγοντα στον πυρήνα, όπου λαμβάνει χώρα η ενεργοποίηση της

μεταγραφής σειράς γονιδίων σχετικών με την MTUPR. Πηγή: Shafiul Alam1 , Chowdhury S.

Abdullah1, Richa Aishwarya2, Mahboob Morshed1 and Md. Shenuarin Bhuiyan, 2020.



48

1.9.2.2 Θηλαστικά και MTUPR
  Στα θηλαστικά, το MTUPR είναι ένα μονοπάτι μεταγωγής σήματος από τα μιτοχόνδρια προς

τον πυρήνα με αποτέλεσμα την επαγωγή γονιδίων που προστατεύουν τα μιτοχόνδρια. Σε αυτό

συμπεριλαμβάνονται μιτοχονδριακές μοριακές συνοδοί και πρωτεάσες για την αποκατάσταση

της λειτουργίας των πρωτεϊνών στο μιτοχονδριακό περιβάλλον. [79] Πιο αναλυτικά, υφίστανται

τρεις μεταγραφικοί παράγοντες σχετιζόμενοι με την ISR-: ο ATF4, ο ATF5 και ο CHOP (ή

DDIT3), οι οποίοι ανήκουν στην οικογένεια BZIP. Για την έκφραση, χρειάζεται να γίνει

φωσφορυλίωση της α υπομονάδας του elF2, η οποία εκτελείται εναλλακτικά από τέσσερα μόρια

κινασών (GCN2, HRI, PERK ή PKR), τα οποία ανταποκρίνονται σε διαφορετικές μορφές στρες

(αμινοξική στέρηση, ανεπάρκεια αίμης, λανθασμένη αναδίπλωση πρωτεϊνών στο ER, ή ιογενή

λοίμωξη). [50][84] Βέβαια, κάποια μόρια EIF2α είναι μόνιμα υπό φωσφορυλίωση, όμως ο

αριθμός τους αυξάνεται όταν οι κινάσες GCN2 και PERK (που ελέγχονται από τον EIF2α)

ενεργοποιούνται από αμινοξική έλλειψη, καθώς και μη σωστή λειτουργία του ενδοπλασματικού

δικτύου, αντιστοίχως. [85], [86] Έτσι, καθώς τα φωσφορυλιωμένα μόρια EIF2α αυξάνονται,

μειορυθμίζεται η ολική πρωτεϊνοσύνθεση, καθώς και η επιλεκτική μετάφραση των μορίων

mRNA με uORF στις 5΄ αμετάφραστες περιοχές τους, όπως για παράδειγμα αυτά που

εκφράζουν τους παράγοντες CHOP, ATF4 και ATF5. [87] Η πρωτεΐνη ATF5, στα θηλαστικά

αποτελεί την ορθόλογη του παράγοντα ATFS 1 του C. elegans και έχει βρεθεί ότι ενεργοποιεί τα

γονίδια MTUPR κατά τη συσσώρευση μεταλλαγμένης μορφής τρανσκαρβαμυλάσης της

ορνιθίνης (ΔOTC) στα μιτοχόνδρια. [88] Έχει αποδειχθεί λοιπόν ότι οι παράγοντες ATFS 1 και

ATF5 τυγχάνουν αυστηρής ρύθμισης μετά την είσοδό τους στα μιτοχόνδρια, έτσι ώστε να

εμφανίζουν δυνατότητα απόκρισης σε μιτοχονδριακό στρες. Μόλις το στρες λάβει χώρα, ο

ATF5 επάγει αριθμό γονιδίων πρωτεασών και μοριακών συνοδών [89], [90].

   Τέλος, από αυτές τις τρεις BZIP πρωτεΐνες (CHOP, ATF4 και ATF5), μόνο ο ATF5 διαθέτει

αλληλουχία MTS, ανάλογη με εκείνη του ATFS 1. Έτσι, πιστεύεται ότι οι παράγοντες CHOP

και ATF4 δεν στοχεύουν τα μιτοχόνδρια, αλλά ρυθμίζονται σε επίπεδο πρωτεϊνικής έκφρασης,

στο οποίο καθοριστικής σημασίας είναι η επαγωγή φωσφορυλίωσης του παράγοντα EIF2α.

Μόλις κωδικοποιηθεί ο ATF5, έχει τη δυνατότητα να ανταποκρίνεται ανάλογα με την

επικρατούσα κατάσταση των μιτοχονδρίων (έλλειψη ή μη της πρωτεόστασης). [90][91]
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1.9.2.3 Μιτοχονδριακές Πρωτεΐνες και LONP-1
  Οι μιτοχονδριακές πρωτεΐνες, οι οποίες κωδικοποιούνται σε πυρηνικά γονίδια, κατευθύνονται

προς τα μιτοχόνδρια με τη βοήθεια της αλληλουχίας μιτοχονδριακής στόχευσης (mitochondrial

targeting sequence-MTS), ακολουθώντας πορεία ανάλογη με εκείνη του ATF5. [92] [93] Η

επιτυχία της διαδικασίας αυτής εξαρτάται από το δυναμικό της μεμβράνης που δημιουργείται

από τη λειτουργία της αναπνευστικής αλυσίδας και τη δραστηριότητα ΑΤΡάσης της MTHSP70

στο σύμπλεγμα PAM (translocase-associated motor (PAM) complex PAM). [92] Μόλις

πραγματοποιηθεί η είσοδος στη μιτοχονδριακή μήτρα, το Ν-τελικό άκρο της MTS της πρωτεΐνης

διασπάται με τη βοήθεια της MPP (mitochondrial processing peptidase-MPP) για να

απελευθερωθεί το ώριμο πολυπεπτίδιο, γεγονός το οποίο ακολουθείται από τη στρατολόγηση

μιτοχονδριακών μοριακών συνοδών, όπως η MTHSP70 , η μιτοχονδριακή HSP90, TRAP1 και η

HSP60 της μιτοχονδριακής μήτρας, η οποία υποβοηθά την αναδίπλωση του πολυπεπτιδικού

αυτού μορίου στη λειτουργική του διαμόρφωση. [94]

  Σε εναλλακτική περίπτωση, οι πρωτεΐνες που έχουν υποστεί ζημιά ή λανθασμένη αναδίπλωση

λόγω στρες, αποικοδομούνται από πρωτεάσες mPQC (Protein Quality Control-PQC) που

εξαρτώνται από ΑΤΡ (πρωτεάσες AAA+), όπως π.χ. LONP-1 [92]. Η ώριμη LONP-1 είναι

καταλυτικά ενεργή στην ομο-εξαμερή της δομή, αν και έχει βρεθεί να λαμβάνει διαφορετικές

διαμορφώσεις σε άλλους οργανισμούς. Θα μπορούσαμε να διαχωρίσουμε την ανθρώπινη LON

σε τρία τμήματα, την πρωτεολυτική περιοχή Ρ για την πρωτεόλυση, την περιοχή δέσμευσης

ATP ΑΑΑ + (τομέας ATPάσης) για τη δέσμευση και την υδρόλυση ΑΤΡ και την Ν-τελική

περιοχή, για την αναγνώριση και δέσμευση του υποστρώματος. [95], [96] Οι δύο τελευταίοι

τομείς φαίνεται πως εμφανίζουν ιδιότητες μοριακής συνοδού. Η Ν-τελική περιοχή της

MTHSP70  μπορεί να συνδεθεί απευθείας με την HSP60 [97], και το σύμπλεγμα HSP60–

MTHSP70  μπορεί να λάβει μέρος στη μετατόπιση, την αναδίπλωση και τη συναρμολόγηση

μιτοχονδριακών πρωτεϊνών, οι οποίες κωδικοποιούνται από το πυρηνικό γενετικό υλικό. [98],

[99] Επιπλέον, το σύμπλεγμα HSP60–MTHSP70  συμμετέχει στην ισορροπία μεταξύ

κυτταρικής επιβίωσης και απόπτωσης, καθώς και τη σταθερότητα του μιτοχονδριακού DNA.

[99] H LON μπορεί να αλληλεπιδράσει με το σύμπλεγμα HSP60–MTHSP70 , και η

σταθερότητα του συμπλέγματος με τη LON (HSP60–MTHSP70 –LON) έχει βρεθεί ότι

ενισχύεται με αυξορρύθμιση της LON. Ως εκ τούτου, η πρωτεΐνη αυτή, ως

κυτταροπροστατευτική μοριακή συνοδός, εκφράζεται περισσότερο για να αναστείλει την
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απόπτωση και να προάγει την επιβίωση του κυττάρου μέσω δέσμευσής της στο σύμπλοκο

HSP60–MTHSP70   κάτω από συνθήκες οξειδωτικού στρες. [99]

Εικόνα 11: Λειτουργικοί τομείς της ανθρώπινης υπομονάδας LONP-1. Φαίνονται κατά

σειρά η αλληλουχία μιτοχονδριακής στόχευσης, η Ν-τερματική περιοχή, ο τομέας ATPάσης και

η πρωτεολυτική περιοχή [100]. Πηγή: Takehiko Inui, Mai Anzai, Yusuke Takezawa, 2017.

1.9.2.4 ATF5
  Προτού αναφερθούμε στον μεταγραφικό παράγοντα ATF5 (Activating Transcription Factor 5)

είναι σημαντικό να μιλήσουμε σύντομα για τον τομέας φερμουάρ λευκίνης BZIP (leucine zipper

domain). Αυτός περιλαμβάνεται σε αρκετές πρωτεΐνες ευκαρυωτικών οργανισμών, οι οποίες

δεσμεύονται στο DNA. Σε μία περιοχή του τομέα βρίσκεται το τμήμα που ενσωματώνει τις

ιδιότητες δέσμευσης σε ειδικές αλληλουχίες του DNA. Επίσης, περιέχεται το φερμουάρ

λευκίνης που είναι απαραίτητο για να συγκρατήσει τις δύο πρωτεΐνες του διμερούς. Η περιοχή

δέσμευσης στο DNA περιλαμβάνει ορισμένα βασικά αμινοξέα, όπως αργινίνη και λυσίνη. Είναι

πολύ σημαντικό να τονιστεί ότι ο τομέας αυτός αποτελεί χαρακτηριστικό μιας ομάδας

μεταγραφικών παραγόντων. Ορισμένες από τις πρωτεΐνες που μας ενδιαφέρουν και εμπίπτουν

σε αυτήν την κατηγορία είναι οι μεταγραφικοί παράγοντες ATF5 και NRF2 (Nuclear Factor

Erythroid-Devoid 2-Related Factor 2). [62] Ύστερα από τη μεταγραφή του ATF5 προκύπτουν

δύο μόρια mRNA, εξαιτίας ματίσματος. Ο λόγος για τα ATF5α και ATF5β, τα οποία διαθέτουν

μοναδικές 5΄ αμετάφραστες περιοχές (5΄-UTRα και 5΄-UTRβ, αντίστοιχα), και καταστέλλουν τη

μετάφραση του παράγοντα ATF5. [63] Το γεγονός αυτό λαμβάνει χώρα διότι στην περιοχή 5΄-

UTR εδράζονται uORF, πράγμα που οδηγεί σε εκτός πλαισίου μεταγραφή, αναφορικά με την

κωδικοποιούσα αλληλουχία του ATF5. [64] Τα δύο προκύπτοντα mRNA ρυθμίζονται με
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διαφορετικούς μηχανισμούς, για παράδειγμα σε συνθήκες στρες επάγεται μόνο το ATF5α.

Επιπλέον, σε συνθήκες στρες, προκύπτουν αυξημένα επίπεδα φωσφορυλίωσης του EIF2α, που

οδηγούν στη μετάφραση του ATF5α κι έτσι το ριβόσωμα μετατοπίζεται προς την έκφραση της

κωδικοποιούσας περιοχής του ATF5 μακριά από τα ανασταλτικά uORF.

1.9.2.5 Μιτοχονδριακή HSP70
Εντός της μιτοχονδριακής μήτρας βρίσκονται κυτοσολικά εκφρασμένες πρωτεΐνες, καθώς και

πρωτεϊνικά μόρια που έχουν μεταφραστεί μέσα στα οργανίδια αυτά. Με σκοπό να διατηρείται η

μιτοχονδριακή πρωτεόσταση, οι πρωτεΐνες αυτές, μετά την αναδίπλωσή τους, ελέγχονται

ποιοτικά. Για να εξυπηρετηθεί ο ανωτέρω στόχος, τα μιτοχόνδρια διαθέτουν το δικό τους

σύνολο πρωτεϊνών για την αντιμετώπιση θερμικού σοκ που εντοπίζεται εντός της μήτρας.

[101]–[103] Πιο αναλυτικά, η μιτοχονδριακή μοριακή συνοδός HSP70 (mitochondrial HSP70-

MTHSP70  ) αποτελεί βασικό μόριο για τη σωστή λειτουργία των πρωτεϊνών και τη διατήρηση

της πρωτεόστασης, διαδικασίες οι οποίες επιτυγχάνονται με τον ενδελεχή έλεγχο της

αναδίπλωσης των πρωτεϊνών, συν-μεταφραστικά και μετα-μεταφραστικά. [104]–[108]

  Ειδικότερα, η εντοπισμένη στη μήτρα MTHSP70  συμμετέχει στη μετατόπιση του καναλιού

της εσωτερικής μεμβράνης (TIM23), διαδικασία η οποία απαιτεί σειρά μορίων και φυσικά

κατάλληλο δυναμικό της μεμβράνης, το οποίο προκαλείται με τη βοήθεια της αναπνευστικής

αλυσίδας. Η MTHSP70   ασκεί τη δράση της στην πολυ-υπομονάδα PAM (Presequence

Translocase-Associated Motor), στην οποία αλληλεπιδρά με τα μετατοπιζόμενα πολυπεπτίδια

για να κατευθύνει την κίνησή τους μέσω του καναλιού εισαγωγής στη μήτρα. [109], [110]

Επιπλέον, σε ένα ξεχωριστό σύμπλεγμα, η μιτοχονδριακή HSP70 επάγει την αναδίπλωση των

πρωτεϊνών και τη σύνθετη συναρμολόγηση εισαγόμενων πολυπεπτιδίων, εμποδίζοντας τη

συσσώρευση τους. [111]–[113] Επιπλέον, αποτελεί αναπόσπαστο στοιχείο για τη βιογένεση των

συστάδων σιδήρου-θείου εντός της μήτρας. [114]
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1.9.3 Απόκριση Θερμικού Σοκ (Heat Shock Response-HSR)
  Η Απόκριση Θερμικού Σοκ αφορά κύτταρα που βρίσκονται σε κατάσταση στρες. Η

ενεργοποίησή της προκαλεί αύξηση της συγκέντρωσης μοριακών συνοδών με στόχο την

επίλυση των αρνητικών επιδράσεων, που εξασκούνται στις πρωτεΐνες, προκαλούμενες από

στρεσογόνους παράγοντες, όπως η αυξημένη θερμοκρασία και το οξειδωτικό στρες. [115] Στα

φυσιολογικά κύτταρα, η πρωτεόσταση είναι αναγκαίο να διατηρείται, αφού οι πρωτεΐνες

αποτελούν κύριες λειτουργικές μονάδες του κυττάρου, [116] ενώ σε περίπτωση κατά την οποία

η δομή τους αλλάξει, γίνονται δυσλειτουργικές, επηρεάζοντας κρίσιμες διεργασίες στο κύτταρο.

Το αποτέλεσμα είναι η πρόκληση σημαντικών κυτταρικών βλαβών ή και ο θάνατος. [117] Έτσι

λοιπόν, υπό συνθήκες στρες, η απόκριση θερμικού σοκ μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να

πυροδοτήσει την έκφραση πρωτεϊνών θερμικού σοκ (HSP), οι οποίες, ως επί το πλείστον,

λειτουργούν ως μοριακές συνοδοί, συμβάλλοντας στην πρόληψη ή την επαναφορά των

λανθασμένα αναδιπλωμένων πρωτεϊνών στην σωστή τους διαμόρφωση. [118] Οι συγκεντρώσεις

των HSP στο κυτταρόπλασμα υπό φυσιολογικές συνθήκες είναι ήδη σχετικά υψηλές, αλλά σε

συνθήκες θερμικής καταπόνησης, αυξάνονται σε ιδιαίτερα υψηλά επίπεδα, με τη βοήθεια του

παράγοντα μεταγραφής θερμικού σοκ HSF 1. [118]

  Τα υποστρώματα των μοριακών συνοδών είναι πρωτεΐνες που έχουν λάβει λανθασμένη

διαμόρφωση. Η διαδικασία πρόσδεσης των υποστρωμάτων στις μοριακές συνοδούς απαιτεί

ενέργεια υπό τη μορφή ATP. [119] Οι εκτεθειμένες υδρόφοβες περιοχές οι οποίες δύνανται να

προκύψουν, δημιουργούν σημαντικό πρόβλημα αναφορικά με τη συσσώρευση των πρωτεϊνικών

υποστρωμάτων, επειδή δύνανται να αντιδράσουν μεταξύ τους και να σχηματίσουν υδρόφοβες

αλληλεπιδράσεις. [120] Αντίθετα, οι μοριακές συνοδοί είναι αυτές που θα αποτρέψουν αυτήν τη

συσσώρευση. [121] Οι κύριες HSP οι οποίες εμπλέκονται στην HSR περιλαμβάνουν τις HSP70

και HSP90. [122] Η οικογένεια μοριακών συνοδών HSP70 αποτελεί το κύριο σύστημα HSR

εντός των κυττάρων, παίζοντας σημαντικό ρόλο, μεταφραστικά και μετα-μεταφραστικά, στην

πρόληψη συσσωμάτωσης και στην σωστή αναδίπλωση των πρωτεϊνών. [123] Κάθε φορά που

μεταφράζεται μια νεοσυντιθέμενη πρωτεΐνη, η HSP70 προσδένεται στις υδρόφοβες περιοχές

της, με σκοπό να αποτρέψει τις ελαττωματικές αλληλεπιδράσεις μέχρι την ολοκλήρωση της

μετάφρασης. [124] Η μετα-μεταφραστική αναδίπλωση μίας πρωτεΐνης λαμβάνει χώρα σε δύο

επαναλαμβανόμενα βήματα κατά τα οποία αυτή δεσμεύεται και απελευθερώνεται ξανά και ξανά
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από την μοριακή συνοδό με στόχο την κάλυψη των υδρόφοβων ομάδων και την σταδιακή

ολοκλήρωση της αναδίπλωσης που θα καταλήξει στην ορθή τριτοταγή διαμόρφωση του

υποστρώματος. [125] Επίσης, η HSP70 διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην αποσυσσωμάτωση

των πρωτεϊνών. [126] Σε περίπτωση κατά την οποία οι πρωτεΐνες αποτύχουν να αναδιπλωθούν

σωστά, οι HSP70 μπορούν να κατευθύνουν τα συσσωματώματα αυτά προς την αποικοδόμησή

τους, με τη βοήθεια του πρωτεασώματος ή μέσω αυτοφαγίας. [127]

1.9.3.1 Πρωτεΐνες Θερμικού Σοκ (HSP)
  Όπως ειπώθηκε ανωτέρω, οι πρωτεΐνες θερμικού σοκ (Heat Shock Proteins – HSP) αποτελούν

μια οικογένεια πρωτεϊνικών μορίων, οι οποίες παράγονται σε μεγάλες ποσότητες από τα

κύτταρα, υπό συνθήκες στρες. Έλαβαν το όνομά τους, επειδή πρώτα μελετήθηκαν σε σχέση με

το θερμικό σοκ. [128] Πιο αναλυτικά, μπορούν να ταξινομηθούν σε πέντε οικογένειες με

κριτήριο το μοριακό τους βάρος, και είναι οι HSPH (HSP110), HSPC (HSP90), HSPA (HSP70),

DNAJ (HSP40) και HSPB (μικρές HSP), καθώς και οι τσαπερονίνες HSPD/E (HSP60/HSP10)

και CCT (TRiC). [129] Παρόλα αυτά, πλέον ξέρουμε ότι κωδικοποιούνται και κατά τη διάρκεια

άλλων στρεσογόνων καταστάσεων, συμπεριλαμβανομένης της έκθεσης στο κρύο, [130] της

υπεριώδους ακτινοβολίας, [131] σε χαμηλά επίπεδα οξυγόνου, κατά τη διάρκεια της επούλωσης

πληγών, υπό την παρουσία μολυσματικών παραγόντων και τοξικών ουσιών, και τα λοιπά. [132]

Αρκετά μέλη της ομάδας HSP δρουν ως μοριακές συνοδοί με σκοπό να σταθεροποιήσουν

νεοσυντιθέμενες πρωτεΐνες, να πετύχουν τη τριτοταγή τους δομή ή να βοηθήσουν τις πρωτεΐνες

που λόγω στρες δεν είχαν δεχτεί σωστή αναδίπλωση. [133] Είναι σαφές πως αυτή η επαγωγή

στην έκφραση τους υφίσταται μεταγραφική ρύθμιση. Στα θηλαστικά αυτή η αύξηση ρυθμίζεται

από τέσσερεις μεταγραφικούς παράγοντες που σχετίζονται με το θερμικό σοκ (Heat shock

transcription factors-HSF). [134][135][135] Σε απουσία στρεσογόνων συνθηκών, ο HSF 1

συνδέεται με τις κυτταροπλασματικές μοριακές συνοδούς HSP70 και HSP90. Ωστόσο, όταν οι

ξεδιπλωμένες πρωτεΐνες ξεπεράσουν τον αριθμό συσσώρευσης που μπορούν να διαχειριστούν οι

κυτταροπλασματικές μοριακές συνοδοί, ο HSF 1 διασπάται, τριμερίζεται και αλληλεπιδρά με

τους υποκινητές των γονιδίων που αποτελούν την απόκριση θερμικού σοκ. [136] Ο HSF 1 είναι

απαραίτητος για την έκφραση ενός αριθμού γονιδίων μοριακών συνοδών που εντοπίζονται στο

κυτταρόπλασμα και στον πυρήνα, συμπεριλαμβανομένων των HSP70 και HSP90. [137]
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1.9.3.2 Η Πρωτεΐνη CRYAB
 Το εν λόγω μόριο εμφανίζει δράση μοριακής συνοδού, εμποδίζοντας τη συσσώρευση

μετουσιωμένων πρωτεϊνών και διατηρεί τις πρωτεΐνες, οι οποίες έχουν την τάση να

συσσωματώνονται, μέσα σε δεξαμενές μη φυσικών, αναδιπλούμενων ενδιάμεσων εντός

μεγάλων, διαλυτών, πολυμερών δομών. [138] Η έκφραση της CRYAB (Alpha-crystallin B

chain-CRYAB) σε διάφορους κυτταρικούς τύπους παρέχει προστασία από ένα ευρύ φάσμα

αποπτωτικών ερεθισμάτων, οξειδωτικού στρες και έκθεσης σε αντικαρκινικά φάρμακα. [139]–

[141] Απουσία του μορίου αυτού, τα κύτταρα οδηγούνται σε απόπτωση. [142] Η CRYAB

περιέχει αρκετές θέσεις σερίνης, οι οποίες έχουν τη δυνατότητα να φωσφορυλιωθούν από

συγκεκριμένους τύπους στρες ή από κινάσες που ενεργοποιούν τη μίτωση. [143] Η

φωσφορυλίωση και η ολιγομερής οργάνωση αυτών των πρωτεϊνών είναι δυναμικές και

τροποποιούνται βαθιά λόγω αλλαγών στο κυτταρικό περιβάλλον. [144] Όπως αναφέρθηκε

παραπάνω, η CRYAB είναι, επίσης, μια αναγνωρισμένη αντι-αποπτωτική πρωτεΐνη, της οποίας

η κύρια ιδιότητα είναι η αρνητική ρύθμιση προαποπτωτικών μελών της οικογένειας BCL-2,

όπως το Bax, [145], [146] αναστέλλοντας τη μεταφορά τους από το κυτταρόπλασμα στα

μιτοχόνδρια, αποτρέποντας έτσι την επαγόμενη από στρες απόπτωση. [146], [147]

1.9.4 Αντιοξειδωτική Απόκριση (Antioxidant Response)
  Είναι ιδιαίτερα σύνηθες για τα κύτταρα να εκτίθενται σε ποικίλα είδη στρεσογόνων

παραγόντων (χημικών, περιβαλλοντικών, οξειδωτικών, φαρμακευτικών). Ευτυχώς, στο

εσωτερικό τους υπάρχουν αμυντικά συστήματα, τα οποία λειτουργούν για να εξουδετερώσουν

αυτές της στρεσογόνες μορφές μέσω της δράσης των cis-ενεργών στοιχείων των

αντιοξειδωτικών (φάσης ΙΙ αποτοξίνωσης). [148], [149] Επιπλέον, η δυναμική έκφραση των

γονιδίων της φάσης ΙΙ ρυθμίζεται από κάποιους μεταγραφικούς ρυθμιστές, οι οποίοι

ονομάζονται στοιχεία αντιοξειδωτικής απόκρισης (antioxidant response elements-ARE).

Πληθώρα, μεταγραφικών παραγόντων αλληλεπιδρούν με τα ARE για να προκαλέσουν την

επαγωγή έκφρασης μιας σειράς γονιδίων, τα οποία δρουν κυτταροπροστατευτικά. Επομένως, τα

ARE αποτελούν σημαντικούς ρυθμιστές της οξειδοαναγωγικής ομοιόστασης, καθώς και

ενεργοποιητικά μόρια της κυτταρικής προστασίας κατά τη διάρκεια του οξειδωτικού στρες.

[150]
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  Η πρωτεΐνη Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 ή NRF2, είναι ο μεταγραφικός

παράγοντας, ο οποίος στον ανθρώπους κωδικοποιείται από το γονίδιο NFE2L2 (Nuclear Factor

Erythroid-derived 2-Like 2-NFE2L2). [151] Το μόριο NRF2 αποτελεί μια βασική πρωτεΐνη με

φερμουάρ λευκίνης (BZIP), η οποία μπορεί να ρυθμίζει την έκφραση αντιοξειδωτικών

πρωτεϊνών, δηλαδή αυτών που προστατεύουν από οξειδωτική βλάβη. [152] In vitro, η NRF2

φαίνεται να συνδέεται με στοιχεία αντιοξειδωτικής απόκρισης (ARE) της περιοχές του

υποκινητή γονιδίων που κωδικοποιούν κυτταροπροστατευτικές πρωτεΐνες. [153] Η NRF2 επάγει

την έκφραση της οξυγενάσης της αίμης (Heme Oxygenase-1, ΗO-1), οδηγώντας σε αύξηση των

ενζύμων φάσης II. [154] Η HO-1 συμμετέχει στο πρώτο στάδιο του καταβολισμού της αίμης,

δηλαδή διασπά την αίμη για να σχηματίσει τη μπιλιβερδίνη. Επιπλέον, τα ARE ρυθμίζουν και

άλλες διαδικασίες, όπως το μεταβολισμό των υδατανθράκων, τη γνωστική λειτουργία, τη

φλεγμονή, το μεταβολισμός του σιδήρου, την αναγέννηση του NADPH (Nicotinamide Adenine

Dinucleotide Phosphate-NADPH) και την αναδιαμόρφωση των ιστών. [154]

  Με μία διεισδυτικότερη ματιά, κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, η πρωτεΐνη Keap1 (Kelch-

like ECH-Associated Protein 1- Keap1), προσδένεται και καταστέλλει την NRF2 διατηρώντας

την αγκυρωμένη στο κυτταρόπλασμα. Αυτό το γεγονός εξυπηρετεί την ουβικουιτινίωση και την

πρωτεόλυση του μορίου NRF2. [155] Επομένως, υπό συνθήκες ηρεμίας, τα επίπεδα

ανιχνεύσιμης πρωτεΐνης NRF2 καθίστανται ελάχιστα. Αντίθετα, μόλις προκύψει οξειδωτικό

στρες, η δραστηριότητα λιγάσης της ουβικουιτίνης Ε3, την οποία διαθέτει η πρωτεΐνη Keap1,

αναστέλλεται. Έτσι, η Keap1 διαχωρίζεται από την NRF2, με αποτέλεσμα την επαγωγή των

επιπέδων της πρωτεΐνης NRF2. Ως απότοκο, η NRF2 μετατοπίζεται στον πυρήνα και συνδέεται

με στοιχεία υποκινητών ARE. Κατά την πυρηνική μετατόπιση της NRF2, ενεργοποιείται

σημαντικός αριθμός γονιδίων, της για παράδειγμα τα NQO1 (NAD(P)H οξειδορεδουκτάση της

κινόνης 1), SRXN1 (σουλφoρεδοξίνη 1) και HMOX1. [156]–[159] Τα ένζυμα που

κωδικοποιούνται στα γονίδια αυτά παίζουν σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση των αντιοξειδωτικών

αμυντικών μηχανισμών σε πολλούς τύπους κυττάρων. [160] Μόλις ολοκληρωθεί η ανάκτηση

της οξειδοαναγωγικής ομοιόστασης στο κύτταρο, η Keap1 μεταφέρεται στον πυρήνα, εκτοπίζει

την NRF2 από τα στοιχεία ARE και την συνοδεύει πίσω στο κυτταρόπλασμα. [161][162]
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1.10Καρκίνος και MTUPR
  Της έχει ήδη ειπωθεί, κάτω από συγκεκριμένες στρεσογόνες συνθήκες επάγεται ο μηχανισμός

της μιτοχονδριακής απόκρισης μη αναδιπλωμένων πρωτεϊνών, ο οποίος θα μπορούσε να αφορά

και την διαδικασία της καρκινογένεσης. Έχει βρεθεί ότι τα καρκινικά κύτταρα περιέχουν

σημαντικούς αριθμούς μη σωστά αναδιπλωμένων πρωτεϊνών, γεγονός που προκαλεί την αύξηση

μιτοχονδριακών μοριακών συνοδών. [163] Είναι λοιπόν σημαντικό να μελετηθεί διεξοδικά ο

μηχανισμός αυτός, που ενδέχεται να ευνοεί την πρόοδο των καρκινικών κυττάρων,

καταστέλλοντας για παράδειγμα τον προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο, την παραγωγή ROS

και τη μειωμένη αερόβια αναπνοή, η οποία με τη σειρά της οδηγεί σε επαγωγή της γλυκόλυσης

(φαινόμενο Warburg), καθώς και η σχέση του με τα άλλα κυτταρικά μονοπάτια ανταπόκρισης

σε στρες. [164] Επιπλέον, η φωσφορυλίωση του παράγοντα EIF2α, φυσιολογικά, επάγει την

έκφραση των παραγόντων μεταγραφής CHOP, ATF4 και ATF5 για να μπορέσει το κύτταρο να

διαχειριστεί τις μη σωστά αναδιπλωμένες και συσσωρευμένες πρωτεΐνες. Παρόλα αυτά αυτός ο

μηχανισμός παρέχει στα καρκινικά κύτταρα τη δυνατότητα να επιβιώνουν και να

αναπτύσσονται. [165] Ειδικότερα, ο ATF5 εδράζεται, σε ό,τι αφορά την σηματοδότηση,

καταρροϊκά των ATF4 και CHOP, και συντονίζει την έκφραση των αντιαποπτωτικών μορίων

BCL2 και MCL1, άρα λειτουργεί και ως καταστολέας της απόπτωσης. [166] Επίσης, όταν αυτός

ανασταλεί αρκετά είδη καρκινικών κυττάρων αποπίπτουν. Επιπροσθέτως, έχει βρεθεί ότι ο

ATF5 ρυθμίζει τους παράγοντες EGR1, mTOR, FGF21 (για ανάπτυξη και μεταβολισμό). [167]

  Έχει παρατηρηθεί πως, κατά το MTUPR, τα επίπεδα μοριακών συνοδών και πρωτεασών

αυξάνονται σημαντικά σε διάφορα είδη καρκίνου, γεγονός που συμβάλλει στην προστασία των

καρκινικών κυττάρων έναντι της απόπτωσης, αλλά και στην επιβίωση και ανάπτυξή τους. [165]

Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η ρύθμιση της μιτοχονδριακής διαπερατότητας από τη

HSP60, που λειτουργεί ως προστατευτικός παράγοντας των καρκινικών κυττάρων από θάνατο

εξαρτώμενο από τα μόρια Bax και CypD. [168] Άλλο κλασσικό παράδειγμα αποτελεί η

MTHSP70  , που έχει βρεθεί να ρυθμίζει τις δραστηριότητες των μονοπατιών P53 και PI3K–

Akt, λειτουργώντας ως αρωγός για την επιβίωση των κυττάρων του όγκου, καθώς και για την

μετάβαση των επιθηλιακών κυττάρων σε μεσεγχυματικά (Epithelial to Mesenchymal Transition–

EMT). [169] Τέλος, έχει αποδειχτεί ότι οι πρωτεάσες των μιτοχονδρίων, οι οποίες λαμβάνουν

μέρος στο MTUPR και αποικοδομούν τις μη σωστά αναδιπλωμένες πρωτεΐνες, συσχετίζονται με
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την καρκινογένεση. Ο ATF5 επάγει τις πρωτεάσες της μιτοχονδριακής μήτρας LONP-1 και

ClPP,  ενώ απώλεια οποιασδήποτε από τις δύο, δύναται να αναστείλει την ανάπτυξη των

καρκινικών κυττάρων και τη μετάσταση. [170]

1.11Θεραπεία κατά του καρκίνου και MTUPR
  Έχει παρατηρηθεί ότι ορισμένοι τύποι καρκίνου εμφανίζουν επαγωγή της μιτοχονδριακής

απόκρισης UPR για την επιβίωση και την εξέλιξή τους. [171]–[173] Στην πραγματικότητα, τα

καρκινικά κύτταρα επηρεάζονται σε μεγαλύτερο βαθμό απ’ ό,τι τα φυσιολογικά κύτταρα σε

περίπτωση μείωσης των μορίων του MTUPR. Γι’ αυτόν τον λόγο, οι σχετικοί ερευνητές έχουν

στρέψει την προσοχή τους στην ανακάλυψη χημικών μορίων σχετιζόμενων με καταστολή του

MTUPR, με σκοπό να τα χρησιμοποιήσουν ως θεραπεία κατά του καρκίνου. [165]

  Η επαγωγή του παράγοντα ATF5 έχει συσχετιστεί με την επιβίωση  καρκινικών κυττάρων σε

όγκους, ενώ η μείωση των επιπέδων του οδηγεί στην αναστολή του όγκου. Στο πλαίσιο αυτό, η

χρήση του πεπτδίου CP-d/n-ATF5-S1 που διαπερνά εύκολα τις μεμβράνες του κυττάρου και

αποτελεί αναστολέα του ATF5, έχει βρεθεί να προκαλεί μείωση ανάπτυξη σε πολλά είδη

καρκινικών κυττάρων, συμπεριλαμβανομένων αυτών του μελανώματος και του προστάτη. [174]

  Επιπλέον, έχει δειχθεί πως σε κύτταρα αδενοκαρκινώματος μαστού και εντέρου, αλλά όχι σε

φυσιολογικά, η καταστολή της HSP60 με siRNA προξενεί υπερέκφραση της πρωτεΐνης Bax και

επαγωγή απόπτωσης. [175]

  Τέλος, οι πρωτεάσες οι σχετιζόμενες με το MTUPR θα μπορούσαν επίσης να λειτουργήσουν

ως στόχοι για την αναστολή του καρκίνου. Φερ’ ειπείν, η μειορύθμιση της LONP-1 προκαλεί

κυτταρικό θάνατο σε σειρές καρκίνου του πνεύμονα. [176] Τέλος, αναστολή της ClPP δύναται

να διαταράξει την αναδίπλωση των μιτοχονδριακών πρωτεϊνών, οι οποίες λαμβάνουν μέρος σε

μεταβολικές διαδικασίες, κι έτσι λευχαιμικά κύτταρα μπορούν να οδηγηθούν σε θάνατο. [177]
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1.12 Ροτενόνη και Παραγωγή ROS
  Η Ροτενόνη αποτελεί μία άοσμη, άχρωμη και κρυσταλλική ισοφλαβόνη, η οποία

χρησιμοποιείται ευρέως ως ισχυρό εντομοκτόνο και δηλητήριο ψαριών. Στη φύση συναντάται

στο μίσχο και τους σπόρους αρκετών φυτών, όπως για παράδειγμα της αμπέλου Χίκαμα, και τις

ρίζες αρκετών Κυαμοειδών. [178] Μπορεί να προκαλέσει οξειδωτικό στρες παρεμβαίνοντας

στην αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων στα μιτοχόνδρια, ιδιαίτερα μέσω της αναστολής της

μεταφοράς ηλεκτρονίων από τα κέντρα σιδήρου-θείου, στην ουβικινόνη του συμπλέγματος I.

[179] Επομένως, η ροτενόνη λειτουργεί ως ένας ισχυρός αναστολέας του συμπλέγματος I της

αναπνευστικής αλυσίδας (CI), αφού αλληλεπιδρά με την NADH αφυδρογονάση ή αλλιώς

οξειδορεδουκτάση της ουβικινόνης, επάγοντας κυτταρικό θάνατο. [180] Επίσης, έχει βρεθεί ότι

μπορεί να  προκαλέσει σύνδρομο παρόμοιο με τη νόσο του Πάρκινσον (PD) σε αρουραίους μετά

από υποδόρια έγχυση.

   Εξαιτίας της δράσης της, η ροτενόνη μπορεί να επάγει κυτταρικό θάνατο, αυξάνοντας την

παραγωγή ROS στα μιτοχόνδρια, οι οποίες είναι από τους κύριους ρυθμιστές της απόπτωσης. Το

παραπάνω έχει επιβεβαιωθεί, διότι μετά από επώαση με ροτενόνη τα κύτταρα εμφανίζουν

κατακερματισμό στο DNA, απελευθέρωση κυτοχρώματος c και ενεργοποίηση της κασπάσης 3.

[181]

  Η αναστολή του συμπλόκου I από τη ροτενόνη έχει βρεθεί ότι όχι μόνο οδηγεί σε μείωση της

παραγωγής ΑΤΡ στα μιτοχόνδρια, αλλά επίσης ενισχύει τη δημιουργία ελεύθερων ριζών από την

αναπνευστική αλυσίδα, ενώ ξεκινά την αντίδραση υπεροξείδωσης λιπιδίων σε μιτοχόνδρια

απομονωμένα από καρδιές βοοειδών. [182]–[185]
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Εικόνα 12: Η αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων εντοπίζεται στην εσωτερική μιτοχονδριακή

μεμβράνη. Τα ηλεκτρόνια μεταφέρονται στο σύμπλοκο Ι ή στο σύμπλοκο II από NADH ή

FADH2. Από τα δύο αυτά σύμπλοκα, τα ηλεκτρόνια μεταφέρονται στην ουβικινόνη (Q),

κατόπιν στο σύμπλοκο III, και τέλος στο σύμπλοκο IV. Όταν το Q γίνεται QH2 ή το

αντίστροφο, η ουβικινόνη περνά από μια ενδιάμεση μορφή που είναι μια ρίζα ουβισεμικινόνης

(Q•). Η ρίζα ουβισεμικινόνης μπορεί να παραχωρήσει το ελεύθερο ηλεκτρόνιο της στο κέντρο

θείου-σιδήρου, αλλά μπορεί επίσης και να ανάγει το οξυγόνο σε υπεροξείδιο. Πηγή: Hugo

Aguilaniu,1 Jenni Durieux,1 and Andrew Dillin, 2005
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ
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2.1 ΣΚΟΠΟΣ
  Στην εργασία αυτή πραγματοποιήθηκε ανάλυση έκφρασης σειράς γονιδίων που συμμετέχουν

σε διαφορετικά μονοπάτια ανταπόκρισης σε στρες μετά από επεμβάσεις ροτενόνης σε δύο

καρκινικές κυτταρικές σειρές μεσεγχυματικής προέλευσης.

  Σκοπός της εργασίας ήταν η ταυτοποίηση και ανάλυση ενδεχόμενης συνομιλίας μεταξύ των

μονοπατιών ανταπόκρισης σε στρες μη σωστής αναδίπλωσης πρωτεϊνών, που προκαλείται από

την παραγωγή περίσσειας ελευθέρων ριζών οξυγόνου, λόγω αναστολής του συμπλόκου Ι της

αναπνευστικής αλυσίδας.

  Τα μονοπάτια που μελετήθηκαν ήταν το μιτοχονδριακό μονοπάτι ανταπόκρισης σε μη σωστή

αναδίπλωση πρωτεϊνών (mitochondrial Unfolded Protein Response, MTUPR), το μονοπάτι

ολοκληρωμένης ανταπόκρισης σε στρες (Integrated Stress Response, ISR), το

κυτταροπλασματικό μονοπάτι ανταπόκρισης σε στρες θερμικού σοκ (Heat Shock Response,

HSR), και το αντιοξειδωτικό μονοπάτι ανταπόκρισης σε στρες (Antioxidant Stress Response,

ASR), ενώ ως βιολογικό σύστημα χρησιμοποιήθηκαν οι κυτταρικές σειρές ινοσαρκώματος

HT1080, και μελανώματος WM266-4.
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Υλικά και Μέθοδοι
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3.1 Κυτταροκαλλιέργειες

3.1.1 Κυτταρικές Σειρές
  Οι κυτταρικές σειρές με τις οποίες ασχολήθηκε η παρούσα διπλωματική εργασία ήταν οι

HT1080 και WM266 - 4.

  Η κυτταρική σειρά HT1080 είναι καρκινική κυτταρική σειρά μεσεγχυματικού τύπου, η οποία

προέρχεται από ινοσάρκωμα ασθενούς ανδρικού φύλου και ηλικίας 35 ετών. Ο ασθενής δεν είχε

λάβει χημειοθεραπεία ή κάποια άλλη θεραπεία, συνεπώς η κυτταρική σειρά δεν φέρει νέες

μεταλλαγές, όμως διαθέτει μία ενεργοποιημένη μορφή του ογκογονιδίου N-RAS. [202]

  Η κυτταρική σειρά WM266-4 είναι κυτταρική σειρά ανθρώπινου μεταστατικού μελανώματος

με μικρή επίπεδη μεσεγχυματική μορφολογία και τριπλοειδή φαινότυπο, ο οποίος διαθέτει τη

μεταλλαγή V600D στο κωδικόνιο 600 του γονιδίου BRAF. Προέρχεται από μεταστατικό όγκο

κακοήθους μελανώματος γυναίκας ασθενούς, ηλικίας 58 ετών. [203]

3.1.2 Διατήρηση και Ανακαλλιέργεια
  Οι κυτταροκαλλιέργειες πραγματοποιούνται κάτω από αυστηρά ελεγχόμενες συνθήκες όσον

αφορά την ανάπτυξη και τη διατήρηση των κυττάρων, οι οποίες λαμβάνουν χώρα εντός ειδικού

επωαστικού κλιβάνου με τη θερμοκρασία να βρίσκεται σταθερά στους 37 ο C. Επίσης, η

περιεκτικότητα της ατμόσφαιρας σε διοξείδιο του άνθρακα (CO2) είναι 5% και η σχετική

υγρασία 95%. Το Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Biochrom AG, Γερμανία)

αποτέλεσε το θρεπτικό υλικό, το οποίο χρησιμοποιήθηκε για τις διαδικασίες της διατήρησης,

καθώς και της ανάπτυξης των δύο κυτταρικών σειρών.
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Η σύσταση του πλήρους θρεπτικού υλικού τύπου DMEM (1X) με τελικό όγκο τα 500 ml ήταν η

εξής:

o Διάλυμα DMEM (10X)                                                                               50 ml

o Διάλυμα ορού εμβρύου βοός (Fetal bovine serum-FBS)                            50 ml

o Διάλυμα άλατος όξινου διττανθρακικού νατρίου                                      28,65 ml

o Διάλυμα L-Γλουταμίνης                                                                             10 ml

o Διάλυμα πενικιλίνης/στρεπτομυκίνης                                                         5 ml

o Διάλυμα μη βασικών αμινοξέων                                                                 5 ml

o Διάλυμα άλατος πυροσταφυλικού νατρίου                                                 5 ml

o Αποστειρωμένο και απεσταγμένο H2O                                                     ~350 ml

  Το νερό, το οποίο χρησιμοποιήθηκε για την παρασκευή του υλικού καλλιέργειας των

κυτταρικών σειρών, ήταν συγκεκριμένης ωσμομοριακότητας (18,2 MΩ.cm) και είχε

αποστειρωθεί (υγρή αποστείρωση) σε θερμοκρασία 121οC για 40 min. Το διάλυμα ορού

εμβρύου βοός (FBS) δύναται να απενεργοποιηθεί αρχικά με επώαση σε θερμοκρασία 55 οC για

45 min, ενώ ενεργοποιείται πριν από τη χρήση του με επώαση στους 37 οC. Η παρασκευή του

θρεπτικού υλικού, καθώς και οι χειρισμοί των κυττάρων έγιναν σε συνθήκες πλήρους

αποστείρωσης, εντός θαλάμου νηματικής ροής. Η ανακαλλιέργεια των κυττάρων

πραγματοποιήθηκε όπως έχει περιγραφεί από τους Hayflick και Moorhead. [204]

  Όσον αφορά τις κυτταρικές καλλιέργειες, τα κύτταρα αναπτύχθηκαν σε ειδικές φλάσκες

καλλιέργειας (Cellstar, Greiner Bio-one, Η.Π.Α.) σε στείρες συνθήκες μέσα σε θάλαμο

επώασης. Όταν οι κυτταρικές σειρές WM266-4 και ΗΤ1080 σε καλλιέργεια κάλυπταν περίπου

το 80% του εμβαδού της επιφάνειας της φλάσκας, πραγματοποιούνταν η ανακαλλιέργειά τους.

Αυτή στους εν προκειμένω κυτταρικούς τύπους γινόταν κάθε 2-3 ημέρες, με τη βοήθεια

διαλύματος θρυψίνης (L-2143, Trypsin/EDTA, Biochrom AG, Γερμανία), το οποίο καταστρέφει

προσωρινά τα μόρια προσκόλλησης στην επιφάνεια των κυττάρων που συνδέουν τα κύτταρα με

το στέρεο υπόστρωμα της φλάσκας. Κατ’ αυτόν τον τρόπο επιτρέπεται σε αυτά να αιωρηθούν

στο ήδη υπάρχον διάλυμα και να μοιραστούν σε δύο ή και περισσότερες νέες φλάσκες (για την

πλήρη ενεργότητα του ενζύμου, συνιστάται επώαση για λίγα λεπτά στους 37 οC).
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3.1.3 Κατάψυξη και Απόψυξη Κυττάρων
  Για την αποθήκευση των κυττάρων χρησιμοποιήθηκαν ειδικά πλαστικά φιαλίδια (Nalgene

Labware, Thermo Fischer Scientific, Δανία) και εν συνεχεία υπήρξε μεταφορά αυτών σε δοχεία

τα οποία περιείχαν υγρό άζωτο.

Αναλυτικά, η διαδικασία η οποία ακολουθήθηκε για την διατήρηση των κυττάρων μέσω της

κατάψυξής τους ήταν η ακόλουθη:

1) Λαμβάνει χώρα η αφαίρεση του θρεπτικού μέσου της καλλιέργειας, η οποία βρίσκεται

στην απαιτούμενη πυκνότητα κυττάρων (~80%).

2)  Έπειτα, προστίθεται ποσότητα διαλύματος θρυψίνης (L-2143, Trypsin/EDTA, Biochrom

AG, Γερμανία) και μετά ακολουθεί επώαση για λίγα λεπτά σε κλίβανο, στους 37 oC.

3) Απενεργοποιείται η θρυψίνη με την προσθήκη ποσότητας πλήρους θρεπτικού υλικού

DMEM (1X) και ύστερα το διάλυμα με τα  κύτταρα μεταφέρεται σε αποστειρωμένο

σωλήνα τύπου falcon (15 ml).

4) Μετά ακολουθεί η φυγοκέντρηση των κυττάρων σε 1000 rpm (στροφές/λεπτό), σε

θερμοκρασία 4 oC για πέντε λεπτά (σε ψυχόμενη φυγόκεντρο, Z323K, Hermle

Labortechnik, Γερμανία).

5) Τέλος, αφαιρείται το υπερκείμενο υλικό και πραγματοποιείται επαναιώρηση των

κυττάρων σε όγκο (1 ml) θρεπτικού μέσου κατάψυξης (freeze medium).

Η χημική σύσταση του θρεπτικού υλικού κατάψυξης (σε τελικό όγκο 5 ml) είναι η παρακάτω:

Πλήρες θρεπτικό υλικό DMEM (1X)                                           3,5 ml

Dimethyl sulfoxide (DMSO)                                                        0,5 ml

Διάλυμα ορού εμβρύου βοός                                                        1,0 ml
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  Μετά την επαναιώρηση των κυττάρων στο θρεπτικό μέσο κατάψυξης, αυτά μεταφέρθηκαν σε

ένα ειδικό πλαστικό φιαλίδιο στο οποίο ψύχθηκαν, με ρυθμό ελάττωσης της θερμοκρασίας -1 oC

ανά λεπτό, έως τη θερμοκρασία των -80 oC. Ο συγκεκριμένος ρυθμός ψύξης επιτεύχθηκε με τη

βοήθεια ενός ειδικού δοχείου πολυπροπυλενίου, το οποίο περιείχε ισοπροπανόλη (100%,

#33539, Sigma-Aldrich, Γερμανία). Τα κύτταρα παρέμειναν εντός του συγκεκριμένου δοχείου

για τουλάχιστον 24 ώρες, μέσα στην κατάψυξη στους -80 oC. Κατόπιν ακολούθησε μεταφορά

τους σε δοχεία υγρού αζώτου (-140 έως -196 oC) για μακροχρόνια φύλαξη.

Η διαδικασία της απόψυξης πραγματοποιήθηκε ως εξής:

o Το ειδικό φιαλίδιο κατάψυξης μεταφέρθηκε γρήγορα από το υγρό άζωτο σε

υδατόλουτρο, το οποίο βρισκόταν σε θερμοκρασία 37 oC, στο οποίο έλαβε χώρα

ολιγόλεπτη επώαση.

o Μόλις ολοκληρώθηκε η απόψυξη και το περιεχόμενο του φιαλιδίου είχε έρθει σε υγρή

κατάσταση, έγινε μεταφορά των κυττάρων σε σωλήνα τύπου falcon (15 ml) και σε αυτόν

προστέθηκε ποσότητα 4 ml φρέσκου υλικού DMEM (1X).

o Επιπροσθέτως, πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία δωματίου, σε 1000

rpm για πέντε λεπτά, έπειτα το υπερκείμενο υλικό αφαιρέθηκε και τα κύτταρα

επαναιωρήθηκαν σε 5 ml φρέσκου υλικού DMEM (1X) και μεταφέρθηκαν σε φλάσκα

καλλιέργειας.

o Τελικά, έγινε μεταφορά των κυττάρων σε επωαστικό κλίβανο και διατήρησή τους σε

συνθήκες, 37 oC και 5% CO2.

  Διαφορετικά, είναι εφικτό να γίνει μεταφορά του περιεχομένου του φιαλιδίου σε φλάσκα

καλλιέργειας, μόλις φτάσει σε υγρή κατάσταση, και προσθήκη 4 ml φρέσκου υλικού DMEM

(1X). Ακολούθως, δύναται να γίνει μεταφορά των κυττάρων στον επωαστικό κλίβανο και

διατήρησή τους σε συνθήκες 37 oC και 5% CO2. Μετά το πέρας 24 h αφαιρείται το υλικό

καλλιέργειας και προστίθενται 5 ml φρέσκου υλικού DMEM (1X).
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3.1.4 Χημικοί Παράγοντες
¾ Product Number R 8875

¾ Store at Room Temperature

¾ Product Description

¾ Molecular Formula: C23H22O6

¾ Molecular Weight: 394.4

¾ CAS Number: 83-79-4

¾ Melting Point: 165-166 °C1

¾ Extinction Coefficient: EmM = 19.2 (294 nm, ethanol)2

¾ Specific Rotation: -120° (1.38 g/100 ml chloroform at 25 °C)

3.1.5 Μελέτη RNA

3.1.5.1 Απομόνωση του RNA
Για τη μελέτη του μεταγραφικού προφίλ των κυττάρων κατά την εισαγωγή των χημικών

ουσιών έγινε η απομόνωση του RNA. Η απομόνωση του RNA πραγματοποιήθηκε βάσει του

πρωτοκόλλου απομόνωσης TRIzolΤΜ Reagent (Thermo Fischer Scientific) και των

προδιαγραφών του κατασκευαστή. Για την απομόνωση του  ολικού RNA από τα κυτταρικά

εκχυλίσματα χρειάστηκαν ειδικά tips και tubes, τα οποία ήταν απαλλαγμένα RNασών. Οι

RNάσες αποτελούν ένζυμα, τα οποία μπορούν να καταστρέψουν το RNA και βρίσκονται παντού

στο περιβάλλον. Συμπληρωματικά, όλες οι εργασίες πραγματοποιήθηκαν σε θάλαμο νηματικής

ροής με τη χρήση προστατευτικών γαντιών.
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Πρωτόκολλο απομόνωσης RNA:

1) Προσθήκη 800μl TRIzolΤΜ Reagent, κάλυψη όλης της επιφάνειας του τρυβλίου και

επαναιώρηση με πιπέτα.

2) Μεταφορά σε RNase – free 1.5ml tube.

3) Προσθήκη 160μl χλωροφορμίου.

4) Vortex / 15s

5) Επώαση 2 – 15 min / RT

6) Φυγοκέντρηση 12,000g / 15min / 4 oC

7) Μεταφορά υδατικής φάσης (πάνω – περιέχει το RNA) σε νέο tube.

8) Προσθήκη 500μl ισοπροπανόλης.

9) Επώαση 5 – 10 min / RT

10) Φυγοκέντρηση 12,000g / 8min / 4 – 25 oC

11) Απόρριψη υπερκειμένου

12) Προσθήκη 1ml 75% αιθανόλης.

13) Φυγοκέντρηση 7,500g / 5min / 4 – 25 oC

14) Απόρριψη υπερκειμένου

15) Στέγνωμα ιζήματος στον αέρα για 5 – 10min

16) Προσθήκη 50 – 200μl RNase-free H2O

17) Επώαση 55 – 60 oC για 10min

3.1.6 Ποσοτικοποίηση και Έλεγχος Ποιότητας RNA
  Όταν περατωθεί η απομόνωση του RNA καθίσταται σημαντικό  να ποσοτικοποιηθεί και να

ελεγχθεί για να διαπιστωθεί αν δεν έχει αποικοδομηθεί και είναι ακέραιο. Η ποσοτικοποίηση

των δειγμάτων RNA περιλαμβάνει, φωτομέτρηση του RNA σε ειδικό φασματοφωτόμετρο

(NanoDrop 2000, Thermo Fischer Scientific, Germany) UV-Vis πλήρους φάσματος για μέτρηση

δειγμάτων μικρού όγκου. Αυτό  χρησιμοποιείται για να πραγματοποιηθεί η ποσοτικοποίηση και

η αξιολόγηση της καθαρότητας DNA, RNA, ολιγονουκλεοτιδίων και πρωτεϊνών. Με βάση τις

οδηγίες του κατασκευαστή, στην ειδική ακίδα της δειγματοληψίας τοποθετήθηκε αρχικά 1μl

H2O σαν τυφλό και ακολούθως τοποθετήθηκε 1μl του δείγματος που μελετάται. Η φωτομέτρηση

των δειγμάτων υλοποιήθηκε στα 260nm και 280nm και η καθαρότητα τους υπολογίστηκε με τη
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βοήθεια του λόγου των δύο φωτομετρήσεων (OD 260nm/OD 280nm), ο οποίος πρέπει πάντα να

είναι ≈ 2.

  Τα υπό μελέτη δείγματα ηλεκτροφορήθηκαν σε gels αγαρόζης σε συγκέντρωση 1% σε διάλυμα

ΤΑΕ (1Χ) για να γίνει η αξιολόγηση της ποιότητας του RNA.

 Κατασκευή gel

Προσθήκη σε κωνική φιάλη:

1) 80ml TAE 1X 2

2) 0.8g αγαρόζης

3) Βράσιμο σε φούρνο μικροκυμάτων

4) Αφήνω να γίνει χλιαρό

5) Προσθήκη 6μL EtBr

6) Αδειάζω στη συσκευή

7) Αφήνω να πήξει

Προετοιμασία Δειγμάτων:

1) Σε κενό tube προσθέτω 2μl δείγματος RNA συγκέντρωσης 200ng/μl

2) 2μl loading dye (2X)

3) Φόρτωση στο πηγαδάκι

4) Ανοίγω τη συσκευή και αφήνω να τρέξουν για 15min / 100V

  Για να προκύψει μία επιτυχημένη απομόνωση ολικού RNA στα θηλαστικά, θα πρέπει να

διακρίνονται δύο έντονες ζώνες στο gel αγαρόζης, οι οποίες αντιπροσωπεύουν τις 28S και 18S

ριβοσωμικές υπομονάδες, με αναλογία έντασης η οποία κυμαίνεται 1,5 – 2,5 : 1. Πιο χαμηλά

και με μικρότερη ένταση διακρίνεται μία ζώνη, η οποία αφορά τις άθικτες πολύ-Α ουρές του

mRNA των θηλαστικών. Εάν έχει προκύψει αποικοδόμηση του RNA, τότε οι ζώνες αυτές δεν

θα είναι ευδιάκριτες, ενώ θα φαίνεται μια ενιαία φωτιζόμενη περιοχή ονομαζόμενη smear.
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Εικόνα 13: Ηλεκτροφόρηση RNA σε πηκτή αγαρόζης, στο οποίο δεν παρατηρείται

αποικοδόμηση του μορίου. [205]

3.1.7 Αντίστροφη Μεταγραφή (Reverse Transcription - RT)
  Εν συνεχεία, τα μόρια RNA μετατράπηκαν σε cDNA για να μελετηθούν εκτενέστερα. Για

αυτόν το λόγο χρησιμοποιήθηκε το MMLV (MoLONey Murine Leukemia Virus Reverse

Transcriptase) ως ένζυμο για την αντίστροφη μεταγραφή. Αυτό αποτελεί μία ανασυνδυασμένη

και εξαρτώμενη από RNA ή DNA πολυμεράση, η οποία από ένα μονόκλωνο μόριο RNA

δύναται να συνθέσει μία συμπληρωματική αλυσίδα DNA. Κατ’ αυτόν τον τρόπο, σχηματίζεται

ένα υβρίδιο DNA:RNA.

  Έπειτα, χρησιμοποιήθηκαν tubes τα οποία περιείχαν 1000ng RNA και σε αυτά προστέθηκαν

200 U/μl (Invitrogen), ακολουθώντας το πρωτόκολλο της εταιρίας παρασκευής του ενζύμου M-

MLV Reverse Transcriptase.

Επιπλέον, στο νέο περιεχόμενο των tubes ακολουθήθηκαν τα εξής:

o Προσθήκη Oligo(dT) 1μl

o Προσθήκη dNTP Mix 1μl

o Spin down

o Επώαση 65 oC / 5min

o Τοποθέτηση στον πάγο
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Προετοιμασία για το reaction mix:

o 5Χ First Strand Buffer                                 4μl

o 0.1M DTT                                                    2μl

o RNase OUT                                                0.5μl

o MMLV RT                                                   1μl * αριθμό των δειγμάτων + 1

Ø Προσθήκη 7,5μl του reaction mix σε κάθε tube

Ø Ανάδευση με το tip

Ø Spin down

Ø Επώαση στους 37 οC / 50min

Ø Επώαση στους 70 οC / 15min

3.1.8 Ποσοτική PCR (Quantitative PCR – qPCR)
  Ύστερα από τη μετατροπή του RNA σε cDNA, κρίθηκε απαραίτητη η παρατήρηση των

μεταβολών διαφόρων γονιδίων σε επίπεδο μεταγραφής. Για αυτόν ακριβώς το λόγο έγινε μία

PCR πραγματικού χρόνου (real-time PCR) ή ποσοτική PCR. Στην ουσία στηρίζεται στην λογική

της συμβατικής PCR, αλλά σε αυτήν  επιτρέπεται ο ταχύτατος και επιλεκτικός

πολλαπλασιασμός αλληλουχιών του γονιδιώματος ενός οργανισμού σε αρκετά εκατομμύρια ή

δισεκατομμύρια αντίγραφα.

  Η μέθοδος αυτή βασίζεται στην επανάληψη των κάτωθι τριών βημάτων, τα οποία αποτελούν

έναν κύκλο αντιδράσεων:

o Αποδιάταξη: Το πρώτο στάδιο, στο οποίο αποδιατάσσεται το δίκλωνο μόριο DNA της

αλληλουχίας στόχου. Η θερμοκρασία βρίσκεται στους 95 οC.

o Ανόπτηση: Στον κάθε κλώνο DNA προσδένονται οι εκκινητές της αντιγραφής, δηλαδή

ειδικές ολιγονουκλεοτιδικές αλληλουχίες οι οποίες προσδένονται στις συμπληρωματικά

στα εκάστοτε τμήματα DNA. Τα τελευταία τοποθετούνται σε κάθε κλώνο του DNA. Η

ανόπτηση δύναται να πραγματοποιηθεί σε ένα θερμοκρασιακό εύρος, το οποίο

κυμαίνεται μεταξύ 48 οC – 68 οC. Η τιμή της θερμοκρασίας εξαρτάται από την

αλληλουχία των εκκινητών.
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o Αντιγραφή ή επιμήκυνση: Και οι δύο αλυσίδες του DNA μπορούν να χρησιμοποιηθούν

ως πρότυπο και αντιγράφονται για να σχηματιστούν νέα δίκλωνα μόρια με την αρωγή

της θερμοανθεκτικής DNA πολυμεράσης (Taq) καθώς και των DNA νουκλεοτιδίων

(dNTPs), τα οποία εισάγονται στο μίγμα της αντίδρασης. Το στάδιο της επιμήκυνσης

υλοποιείται στους 68 οC, όπως επίσης και στους 72 οC. Στο εργαστήριο μας

χρησιμοποιήθηκε μία παραλλαγή του ενζύμου της Taq πολυμεράσης, στο οποίο η

επιμήκυνση πραγματοποιείται στους 60 οC.

  Επιπλέον, η διαδικασία της PCR δε μπορεί να ολοκληρωθεί δίχως τη βοήθεια μίας

φθορίζουσας χρωστικής, η οποία συνδέεται στο δίκλωνο μόριο DNA. Μόλις αυτή ολοκληρώσει

τη σύνδεση της και δεχθεί ακτινοβολία κατάλληλου μήκους κύματος, εκπέμπει σήμα

φθορισμού. Στις πειραματικές διαδικασίες της εν λόγω εργασίας χρησιμοποιήθηκε η SYBR

Green ως χρωστική, η οποία δεσμεύεται σε δίκλωνο DNA με μη ειδικό τρόπο. Κατ’ αυτόν τον

τρόπο επιτρέπει την ποσοτικοποίηση της PCR. Καθώς προωθείται η ενίσχυση, αυξάνεται ο

αριθμός των DNA προϊόντων (αύξηση της ποσότητας) και αναπόφευκτα επάγεται και η

ποσότητα των μορίων της SYBR Green χρωστικής, επειδή αυτά ενσωματώνονται στο DNA.

Εξαιτίας του γεγονότος ότι η αύξηση του σήματος του φθορισμού είναι ανάλογη με την

ποσότητα του προϊόντος το οποίο συσσωρεύεται, η χρωστική μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη

σχετική ποσοτικοποίηση των μορίων DNA. Το αποτέλεσμα μίας qPCR φανερώνει τον αριθμό

των κύκλων, οι οποίοι χρειάζονται με σκοπό να φτάσει κάθε προϊόν της αντίδρασης σε ένα

επίπεδο κατωφλίου, γνωστό ως Ct. Αυτό παρατηρείται στην αρχή της εκθετικής φάσης της

μεθόδου PCR. Τέλος, στην αντίδραση qPCR η επαγωγή του φθορισμού της SYBR Green

ακολουθεί γραμμικότητα, επειδή η παρεμβολή της χρωστικής είναι ανάλογη με του

παραγόμενου προϊόντος.
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  Στην εν λόγω εργασία έγινε χρήση του εμπορικού kit KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix

(2X) (KAPABIOSYSTEMS). Αυτό συνιστά ένα κοκτέιλ, το οποίο περιέχει όλα τα συστατικά

της αντίδρασης PCR εκτός των εκκινητές και του DNA.

Προετοιμασία για Master Mix:

o SYBR Green Mix                                                               7.5μl

o Forward Primer (10pmole/μl)                                            1.0μl

o Reverse Primer (10pmole/μl)                                             1.0μl

o H2O                                                                                4.5μl * αριθμός των δειγμάτων + 1

Προσθήκη σε PCR tubes:

o Master Mix                                                                             14μl

o Complementary DNA                                                            1.0μl

o Ανάλυση σε Strategene MxPro 3000

θερμικό Προφίλ:

Βήμα Θερμοκρασία Χρόνος Αριθμός κύκλων

Βήμα 1 Αρχική

Αποδιάταξη

95 οC 3min 1

Βήμα 2 Αποδιάταξη 95 οC 10sec

Προσαρμογή

εκκινητών στο

DNA εκμαγείο

και επιμήκυνση

60 οC 30sec 40

Βήμα 3 Καμπύλη Τήξης 95 οC 1min 1

55οC 30sec

95 οC 30sec
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3.1.9 Στατιστική Ανάλυση
  Τα προκύπτοντα αποτελέσματα ελήφθησαν από το μέσο όρο τριών ανεξάρτητων πειραμάτων .

Επίσης, αυτά παρουσιάστηκαν με σύγκριση των κύκλων κατωφλίου των δειγμάτων, στα οποία

προέκυψε αύξηση του ISR, MTUPR, HSR και ASR με το χημικό παράγοντα ροτενόνη σε

σύγκριση με τους κύκλους των δειγμάτων που δεν εμφάνισαν επαγωγή στα τέσσερα μονοπάτια

ανταπόκρισης σε μιτοχονδριακό στρες. Για την επεξεργασία τους χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος 2-

ΔΔCT. [206]

  Τα αποτελέσματα αναλύθηκαν στατιστικώς με τη χρήση του λογισμικού Microsoft Excel.

Επιπροσθέτως, τα αποτελέσματα εξετάστηκαν ως προς τη σημαντικότητα τους με τη βοήθεια

της δοκιμασίας T-Test. Η στατιστική σημαντικότητα των διαγραμμάτων αποτυπώνεται ως: * p =

0.01 – 0.05, **p = 0.001 – 0.01, ***p0.05.

3.1.10 Ανάλυση MTT
  Η μέθοδος αυτή αποτελεί μία χρωματομετρική ανάλυση με σκοπό να αξιολογηθεί η

μεταβολική δραστηριότητα των κυτταρικών μιτοχονδρίων. [207] Επίσης χρησιμοποιείται για να

πραγματοποιηθεί η μέτρηση της κυτταροτοξικότητας, καθώς επίσης και της κυτταροστατικής

δραστηριότητας, δηλαδή της μεταβολής από τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό στην ηρεμία,

ύστερα από την έκθεση των κυττάρων σε φαρμακευτικούς παράγοντες ή τοξικές ουσίες. Όμως,

πρέπει να καταστεί σαφές πως ο εκάστοτε χημικός παράγοντας, ο οποίος θα χρησιμοποιηθεί στη

δοκιμασία αυτή, δύναται να ασκήσει τη δράση του ενεργοποιώντας τα αντίστοιχα μονοπάτια και

μηχανισμούς ακόμη και σε περίπτωση κατά την οποία δεν επέρχεται θάνατος των κυττάρων

ύστερα από επώαση τους στο χημικό αυτό. Πιο συγκεκριμένα, κάτω από συγκεκριμένες

συνθήκες, τα βιώσιμα κύτταρα δύνανται να φανούν από NADPH εξαρτώμενα ένζυμα

οξειδοαναγωγάσης. Αυτά τα εν λόγω ένζυμα μπορούν να περιορίσουν τη χρωστική τετραζολίου

ΜΤΤ (βρωμιούχο 3-(4,5-διμεθυλθειαζολ-2-υλ)-2,5-διφαινυλτετραζόλιο), έως την αδιάλυτη

φορμαζάνη της. Η τελευταία εμφανίζει πορφυρό χρώμα. Η ανάλυση MTT λαμβάνει χώρα υπό

σκοτεινές συνθήκες, επειδή το αντιδραστήριό της είναι φωτοευαίσθητο. Συνοπτικά, η

διαδικασία αυτή, αφορά μία ουσία, η οποία μεταβολίζεται στα μιτοχόνδρια και μετράει το

κυτταρικό μεταβολισμό. Δεδομένου ότι τα κύτταρα, τα οποία έχουν χαμηλό μεταβολισμό

οδηγούνται σε κυτταρικό θάνατο, η μέθοδος αυτή μπορεί να χρησιμοποιηθεί και για τη μέτρηση

θανάτου στα κύτταρα.
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  Στη δική μας περίπτωση, οι δύο καρκινικές σειρές ΗΤ1080 και WM266-4, στρώθηκαν σε

πηγαδάκια που το καθένα είχε πυκνότητα 7 x 103 σε πλάκες 96 φρεατίων και υπεβλήθησαν σε

επεξεργασία με 0,001μΜ, 0,01 μΜ, 0,1 μΜ, 1 μΜ, 10 μΜ και 20 μΜ με τον χημικό παράγοντα

ροτενόνη για 24 ώρες. Οι δύο τύποι κυττάρων επωάστηκαν σε διάλυμα βρωμιούχου 3-(4,5-

διμεθυλθειαζολ-2-υλ)-2,5-διφαινυλτετραζολίου (MTT, Sigma-Aldrich, St. Louis, ΜΟ, USA).

Τέλος, η απορρόφηση μετρήθηκε στα 550 nm, χρησιμοποιώντας τα 630 nm ως μέτρηση

αναφοράς, από τον αναγνώστη πλακών Infinite M200 (Tecan Group Ltd., Männedorf,

Switzerland). [208]

Η διαδικασία για τη διαδικασία MTT, είναι η ακόλουθη:

· 0,4 x 106 κύτταρα σε τελικό όγκο θρεπτικού 500 μL, μεταφέρονται σε αποστειρωμένες

πλάκες 48 βοθρίων (well-plates).

· Αναμονή για 24 h.

· Προσθήκη θρεπτικού 0,5 ml που περιέχει τις συγκεντρώσεις της ροτενόνης. (Για τα

control, χρησιμοποιήθηκαν βοθρία χωρίς ροτενόνη)

· Αναμονή για 24 h.

· Αφαίρεση του ήδη υπάρχοντος διαλύματος

· Σε κάθε δείγμα γίνεται προσθήκη 200 μL διαλύματος ΜΤΤ, για 4 h στους 37 oC και 5%

CO2

· Αφαίρεση του διαλύματος ΜΤΤ

· Προσθήκη 300 μL διαλύματος ισοπροπανόλης (100%, #33539 Sigma Aldrich,

Γερμανία) σε κάθε ένα βοθρίο.

· Ανακίνηση πλακών RT για πλήρη ομογενοποίηση κρυστάλλων

· Μεταφορά ίσων όγκων, δηλαδή 100 μL σε ανάλογη πλάκα 96 βοθρίων

· Μέτρηση οπτικής πυκνότητας σε ειδικό φωτόμετρο τύπου ELISA (Dynatech ΜΡ500,

Dynatech Laboratories, Η.Π.Α.).

· Μετράμε την οπτική απορρόφηση σε μήκος κύματος λ = 550 nm (η οπτική απορρόφηση

αναφοράς στα 630 nm)
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Χημική σύνθεση του ΜΤΤ:

· Θρεπτικό μέσο ΜΕΜ w/o phenol red 50 ml

· Διάλυμα L γλουταμίνης 0,5 ml

· Ρυθμιστικό διάλυμα HEPES 1M, Ph = 7,2 0,5 ml

· Διάλυμα μη βασικών αμινοξέων 0,5 ml

· Διάλυμα όξινου διττανθρακικού νατρίου 0,2 ml

· Διάλυμα πυροσταφυλικού νατρίου 0,5 ml

  Για να παρασκευαστούν 2 ml διαλύματος ΜΤΤ, 1 mg σκόνης ΜΤΤ (#Μ5655 Sigma Aldrich,

Γερμανία) διαλύεται. Έπειτα, συμβαίνει έντονη ανάδυση του εν λόγω διαλύματος και μετά

διήθηση μέσω ηθμού (διάμετρος πόρων 0,22 μm). Στη συνέχεια το διάλυμα φυλάσσεται σε

σκοτάδι στους 4 oC.

3.2 Εργαστήριο και Εξοπλισμός

3.2.1 Συσκευές
o Αναδευτήρας (K-550-GE Vortex Genie, Scientific Industries Inc., Η.Π.Α.).

o Επιτραπέζια μικροφυγόκεντρος (5410 Eppendorf centrifuge, Η.Π.Α.).

o Επιτραπέζια ψυχόμενη φυγόκεντρος (Z-323-K HERMLE centrifuge, Γερμανία).

o Ψυχόμενη φυγόκεντρος (7780 Compact high speed refrigerated centrifuge, Kubota,

Ιαπωνία).

o Επωαστικός θάλαμος ευκαρυωτικών κυττάρων με παροχή CO2 (5425-1 NAPCO

automatic CO2 incubator, NAPCO, Η.Π.Α.).

o Εστία κάθετη νηματικής ροής (Bioquell, Microflow advanced biosafety cabinet, class II,

Η.Π.Α.).

o Εστία κάθετης νηματικής ροής (Laminar Cabinet, Flow Laboratories, Η.Π.Α.).

o Ηλεκτρονικός ζυγός (P-1200, Mettler, Η.Π.Α.).

o Ηλεκτρονικός μικροζυγός (TE64 Sartorius, Sartorius Mechatronics AG, Γερμανία).

o Θερμαινόμενη πλάκα (D1200 Heatblock Accublock, Labnet International Inc., Η.Π.Α.).

o Καταψύκτης -30οC (Revco Industries, Η.Π.Α.).

o Καταψύκτης -80οC (HERA Freeze, Thermo electron corporation, Η.Π.Α.).

o Μαγνητικοί αναδευτήρες (Gallenkamp magnetic stirrer-hotplate, Ηνωμένο Βασίλειο).
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o Συσκευή αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (Biometra T3 Thermocycler, Biometra

GmbH, Γερμανία).

o Συσκευή αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (Mx 3005P,

Strategene, Καλιφόρνια).

o Τροφοδοτικό ρεύματος (E143, Consort power supply, Βέλγιο).

o Υδατόλουτρο (3015WB, General purpose water bath, Η.Π.Α.).

o Φασματοφωτόμετρο Nanodrop (Nanodrop 2000, Thermo Fischer Scientific, Γερμανία).

o Φούρνος μικροκυμάτων (ER748, Toshiba microwave, Toshiba, Η.Π.Α.).

o Ανάστροφο μικροσκόπιο (Carl Zeiss Axiovert 25, Η.Π.Α.)

o Φιάλες υγρού αζώτου (Cryo-diffusion B2036, Γαλλία).

3.2.2 Γυάλινα και Πλαστικά Είδη
o Σωλήνες προπυλενίου τύπου falcon 15 και 50 ml (CellStar, Greiner Bio-one, Η.Π.Α.).

o Πλαστικά φιαλίδια για φύλαξη στο υγρό άζωτο (Nalgene Labware, Thermo Fischer

Scientific, Δανία).

o Πλαστικοί σωλήνες τύπου Eppendorf 0.5 και 1.5 ml (CellStar, Greiner Bio-one, Η.Π.Α.).

o Πιπέτες Pasteur, ογκομετρικοί κύλινδροι, ογκομετρικές φιάλες, ποτήρια ζέσεως

(ISOLAB Laborgerate GmbH, Γερμανία).

o Γυάλινες πιπέτες 2, 5 και 10 ml (Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG, Γερμανία).

o Ρύγχη πιπετών 200 και 1000 μl (CellStar, Greiner Bio-one, Η.Π.Α.).

o Αποστειρωμένες φλάσκες καλλιέργειας 25 cm2 (CellStar, Greiner Bio-one, Η.Π.Α.).

o Αποστειρωμένα τρυβλία καλλιέργειας (διαμέτρου 60mm) (CellStar, Greiner Bio-one,

Η.Π.Α.).

o Αντικειμενοφόροι πλάκες (CellStar, Greiner Bio-one, Η.Π.Α.).

o Γυάλινα μπουκάλια 100, 250 και 500 ml (Pyrex ScilLabware, Γερμανία).
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
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4.1 Αποτελέσματα
 Η εν λόγω διπλωματική εργασία ασχολήθηκε με τη μελέτη της επαγωγής μηχανισμών

απόκρισης σε κυτταρικό στρες και την ανάλυση της συνομιλίας των σχετικών μονοπατιών. Τα

αποτελέσματα αφορούν τις καρκινικές κυτταρικές σειρές HT1080 και WM-266 – 4, ύστερα από

επώασή τους με ροτενόνη, έναν χημικό αναστολέα του συμπλέγματος I της οξειδωτικής

φωσφορυλίωσης.

4.2 Δοκιμασία MTT
  Χρησιμοποιήσαμε τη δοκιμασία MTT για τη μέτρηση της μεταβολικής δραστηριότητας των

κυττάρων των δύο καρκινικών σειρών, κατόπιν έκθεσης τους στον χημικό παράγοντα ροτενόνη.

Σκοπός της πειραματικής διαδικασίας αυτής είναι να διαπιστωθεί αν και ποιές συγκεντρώσεις

του χημικού μπορούν να επηρεάσουν τη μεταβολική ενεργότητα των μιτοχονδρίων. Τα HT1080,

όπως και τα WM-266 – 4, επωάστηκαν παρουσία ροτενόνης (Rotenone) σε πηγάδια

αυξανόμενης συγκέντρωσης, για διάστημα 24 ωρών. Οι συγκεντρώσεις του χημικού παράγοντα

που ελέγχθηκαν ήταν οι ακόλουθες: 0,001μΜ, 0,01 μΜ, 0,1 μΜ, 1 μΜ, 10 μΜ και 20 μΜ. Η

σύγκριση έγινε με κύτταρα, στα οποία δεν είχε προστεθεί ο χημικός παράγοντας αυτός.

4.2.1 ΜΤΤ για τα ΗΤ1080
  Αναφορικά με τη σειρά καρκινικών κυττάρων του ανθρώπινου ινοσαρκώματος (ΗΤ1080),

βρέθηκαν οι συγκεντρώσεις 0,01 μΜ, 0,1 μΜ, 1 μΜ, 10 μΜ και 20 μΜ είναι ικανές για να

επιφέρουν τον κυτταρικό θάνατο και τα αποτελέσματα αυτά οφείλονται στο χημικό και όχι σε

τυχαίους παράγοντες.
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Διάγραμμα 1: Παρουσιάζονται τα ποσοστά μεταβολικά ενεργών καρκινικών κυττάρων υπό

αυξανόμενη συγκέντρωση ροτενόνης, σε σύγκριση με κύτταρα που δεν επωάστηκαν με αυτήν

την ουσία.

4.2.2 ΜΤΤ για τα WM266-4
  Σχετικά με τα κύτταρα μεταστατικού μελανώματος (WM266-4) παρατηρήθηκε ότι οι

συγκεντρώσεις 1 μΜ και 10 μΜ είναι στατιστικώς σημαντικές.

Διάγραμμα 2: Φαίνεται το ποσοστό κυτταρικής επιβίωσης σε αυξανόμενη συγκέντρωση του

παράγοντα, συγκριτικά με κύτταρα στα οποία δεν προστέθηκε η ροτενόνη.
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4.3 Μελέτη έκφρασης μονοπατιών ανταπόκρισης σε στρες

ροτενόνης με τη χρήση qPCR
  Για να διαπιστωθεί ενδεχόμενη επίδραση της ροτενόνης στην ενεργοποίηση μηχανισμών

ανταπόκρισης σε κυτταρικό στρες, μελετήθηκαν γονίδια των εξής μονοπατιών: 1) μιτοχονδριακό

μονοπάτι ανταπόκρισης σε μη σωστή αναδίπλωση πρωτεϊνών (MTUPR): γονίδια ATF5,

MTHSP70  και LONP-1, 2) μονοπάτι ολοκληρωμένης ανταπόκρισης σε στρες (ISR): γονίδια

ATF4 και CHOP, 3) κυτταροπλασματικό μονοπάτι ανταπόκρισης σε στρες θερμικού σοκ (HSR):

γονίδια CYTHSP70 και CRYAB, και 4) αντιοξειδωτικό μονοπάτι ανταπόκρισης σε στρες (ASR):

γονίδια NFE2L2 και HO-1. Πιο συγκεκριμένα, έγιναν μετρήσεις των επιπέδων mRNA των

αναφερόμενων γονιδίων, τα οποία συμμετέχουν στις παραπάνω ανταποκρίσεις, σε

κυτταροκαλλιέργειες in vitro, με τη μέθοδο της qPCR.

4.3.1 Μελέτη έκφρασης μονοπατιών ανταπόκρισης σε στρες

ροτενόνης σε κύτταρα ινοσαρκώματος ΗΤ1080 με τη

χρήση qPCR
  Εδώ, η καρκινική σειρά HT1080 επωάστηκε με ροτενόνη (Rotenone) σε συγκεντρώσεις 0,1

μΜ, 1 μΜ και 10 μΜ, για 24 ώρες. Η έκθεση των κυττάρων αυτών παρουσία ροτενόνης, η οποία

προκαλεί αναστολή του συμπλόκου Ι της στην αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων, οδήγησε σε

στατιστικώς σημαντική επαγωγή της μεταγραφής όλων των γονιδίων των τεσσάρων μηχανισμών

ανταπόκρισης κυτταρικού στρες με εξαίρεση το γονίδιο της LONP-1.

4.3.1.1 qPCR και μιτοχονδριακό μονοπάτι ανταπόκρισης σε μη σωστή

αναδίπλωση πρωτεϊνών (MTUPR)
  Αναφορικά με τη μιτοχονδριακή απόκριση μη διπλωμένης πρωτεΐνης προέκυψαν: μικρή αλλά

στατιστικά σημαντική αύξηση των επιπέδων των μεταγράφων του γονιδίου ATF5 σε

συγκέντρωση ροτενόνης 10 μΜ και σαφής στατιστικά σημαντική αύξηση της MTHSP70  στις

συγκεντρώσεις 1 μΜ και 10 μΜ. Αντιθέτως, δεν προέκυψε στατιστικά σημαντική μεταγραφή

του γονιδίου της LONP-1, ωστόσο υπάρχει κυτταροτοξικότητα. Η κανονικοποίηση των

επιπέδων των mRNA έγινε με τη βοήθεια του γονιδίου της ακτίνης Β (ACTB), το οποίο αποτελεί

γονίδιο αναφοράς (housekeeping gene).
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Διάγραμμα 3: Επίπεδα mRNA του γονιδίου ATF5 σε κύτταρα ΗΤ1080 με ή χωρίς την παρουσία

του χημικού Rotenone για 24 ώρες.

Διάγραμμα 4: Επίπεδα mRNA του γονιδίου MTHSP70  σε κύτταρα ΗΤ1080 με ή χωρίς την

παρουσία του χημικού Rotenone για 24 ώρες.
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Διάγραμμα 5: Επίπεδα mRNA του γονιδίου LONP-1 σε κύτταρα ΗΤ1080 με ή χωρίς την

παρουσία του χημικού Rotenone για 24 ώρες.

4.3.1.2 qPCR και μονοπάτι ολοκληρωμένης ανταπόκρισης σε στρες (ISR)
Σχετικά με την ολοκληρωμένη απόκριση στο στρες βρέθηκαν: αύξηση των επιπέδων των

μεταγράφων του γονιδίου ATF4 σε συγκέντρωση 1 μΜ του χημικού παράγοντα. Επίσης,

επαγωγή παρατηρήθηκε και στην ποσότητα των mRNA του γονιδίου CHOP σε συγκεντρώσεις 1

μΜ και 10 μΜ. Η κανονικοποίηση των επιπέδων των mRNA έγινε και εδώ με τη βοήθεια του

γονιδίου της ακτίνης Β (ACTB).

Διάγραμμα 6: Επίπεδα mRNA του γονιδίου ATF4 σε κύτταρα ΗΤ1080 με ή χωρίς την παρουσία

του χημικού Rotenone για 24 ώρες.
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Διάγραμμα 7: Επίπεδα mRNA του γονιδίου CHOPσε κύτταρα ΗΤ1080 με ή χωρίς την

παρουσία του χημικού Rotenone για 24 ώρες.

4.3.1.3 qPCR και κυτταροπλασματικό μονοπάτι ανταπόκρισης σε στρες

θερμικού σοκ (HSR)
  Για την απόκριση θερμικού σοκ βρέθηκαν: αύξηση των μεταγραφωμάτων και των δύο

γονιδίων CYTHSP70 και CRYAB, ύστερα από επώαση με ροτενόνη σε συγκεντρώσεις 1 μΜ και

10 μΜ. Και σε αυτήν την περίπτωση η ακτίνη Β (ACTB) χρησιμοποιήθηκε με σκοπό να

πραγματοποιηθεί η κανονικοποίηση των επιπέδων των mRNA των υπό μελέτη γονιδίων.

Διάγραμμα 8: Επίπεδα mRNA του γονιδίου CYTHSP70 σε κύτταρα ΗΤ1080 με ή χωρίς την

παρουσία του χημικού Rotenone για 24 ώρες.
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Διάγραμμα 9: Επίπεδα mRNA του γονιδίου CRYAB σε κύτταρα ΗΤ1080 με ή χωρίς την

παρουσία του χημικού Rotenone για 24 ώρες.

4.3.1.4 qPCR και αντιοξειδωτικό μονοπάτι ανταπόκρισης σε στρες (ASR)
Όσο για την αντιοξειδωτική απόκριση παρατηρήθηκαν: άνοδος των επιπέδων των mRNA του

γονιδίου NFE2L2  σε συγκέντρωση 1 μM και 10 μΜ κατόπιν επωάσεως των κυττάρων με

ροτενόνη. Επίσης, υπερρύθμιση διαπιστώθηκε και στο γονίδιο HO-1 σε συγκεντρώσεις 0,1 μΜ

1 μΜ και 10 μΜ. Η ακτίνης Β (ACTB) χρησιμοποιήθηκε για να γίνει η κανονικοποίηση των

επιπέδων των mRNA.

Διάγραμμα 10: Επίπεδα mRNA του γονιδίου NFE2L2  σε κύτταρα ΗΤ1080 με ή χωρίς την

παρουσία του χημικού Rotenone για 24 ώρες.
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Διάγραμμα 11: Επίπεδα mRNA του γονιδίου HO-1 σε κύτταρα ΗΤ1080 με ή χωρίς την

παρουσία του χημικού Rotenone για 24 ώρες.

4.3.2 Μελέτη έκφρασης μονοπατιών ανταπόκρισης σε στρες

ροτενόνης σε κύτταρα μεταστατικού μελανώματος

WM266-4 με τη χρήση qPCR
Επιπλέον, τα κύτταρα, τα οποία ανήκουν στην καρκινική σειρά WM266-4 επωάστηκαν επίσης

με ροτενόνη (Rotenone) σε συγκεντρώσεις 0,1 μΜ, 1 μΜ και 10 μΜ, για διάστημα 24 ωρών. Η

αναστολή του συμπλόκου Ι της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης, η οποία προκαλείται ως

αποτέλεσμα της έκθεσης των κυττάρων αυτών στη ροτενόνη, οδήγησε σε στατιστικώς

σημαντική επαγωγή της μεταγραφής των γονιδίων τεσσάρων μηχανισμών απόκρισης

κυτταρικού στρες.

4.3.2.1 qPCR και μιτοχονδριακό μονοπάτι ανταπόκρισης σε μη σωστή

αναδίπλωση πρωτεϊνών (MTUPR)
  Αναφορικά με το μηχανισμό MTUPR διαπιστώθηκε αύξηση των επιπέδων των mRNA των

γονιδίων ATF5 σε συγκέντρωση ροτενόνης 0,1 μΜ, 1 μΜ και 10 μΜ. Επιπλέον, τα μετάγραφα

των γονιδίων MTHSP70 και LONP-1 εμφάνισαν στατιστικώς σημαντική αύξηση στις

συγκεντρώσεις 1 μΜ και 10 μΜ. Η κανονικοποίηση των επιπέδων των mRNA έγινε με τη

βοήθεια του γονιδίου ACTB.
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Διάγραμμα 12: Επίπεδα mRNA του γονιδίου ATF5 στην κυτταρική σειρά WM266-4 με ή χωρίς

την παρουσία του παράγοντα Rotenone για 24 ώρες.

Διάγραμμα 13: Επίπεδα mRNA του γονιδίου MTHSP70  στην κυτταρική σειρά WM266-4 με ή

χωρίς την παρουσία του παράγοντα Rotenone για 24 ώρες.
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Διάγραμμα 14: Επίπεδα mRNA του γονιδίου LONP-1 στην κυτταρική σειρά WM266-4 με ή

χωρίς την παρουσία του παράγοντα Rotenone για 24 ώρες.

4.3.2.2 qPCR και μονοπάτι ολοκληρωμένης ανταπόκρισης σε στρες (ISR)
Σχετικά με τον ISR διαπιστώθηκε: αύξηση των επιπέδων των μεταγράφων των γονιδίων ATF4

και CHOP στις συγκεντρώσεις 0,1 μΜ, 1 μΜ και 10 μΜ του χημικού αναστολέα I της αλυσίδας

μεταφοράς ηλεκτρονίων. Η κανονικοποίηση των επιπέδων των mRNA έγινε και σε αυτήν την

περίπτωση με την αρωγή του γονιδίου της ακτίνης Β.

Διάγραμμα 15: Επίπεδα mRNA του γονιδίου ATF4 στην κυτταρική σειρά WM266-4 με ή χωρίς

την παρουσία του παράγοντα Rotenone για 24 ώρες.
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Διάγραμμα 16: Επίπεδα mRNA του γονιδίου CHOPστην κυτταρική σειρά WM266-4 με ή χωρίς

την παρουσία του παράγοντα Rotenone για 24 ώρες.

4.3.2.3 qPCR και κυτταροπλασματικό μονοπάτι ανταπόκρισης σε στρες

θερμικού σοκ (HSR)
  Για την απόκριση θερμικού σοκ παρατηρήθηκαν: επαγωγή των mRNA των γονιδίων

CYTHSP70 και CRYAB σε συγκεντρώσεις 1 μΜ και 10 μΜ και 0,1 μΜ, 1 μΜ και 10 μΜ

αντίστοιχα, ύστερα από επώαση των κυττάρων με τη ροτενόνη. Και εδώ η ακτίνη Β

χρησιμοποιήθηκε με σκοπό να τεθεί εις πέρας η κανονικοποίηση των επιπέδων των mRNA των

υπό μελέτη γονιδίων.
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Διάγραμμα 17: Επίπεδα mRNA του γονιδίου CYTHSP70 στην κυτταρική σειρά WM266-4 με ή

χωρίς την παρουσία του παράγοντα Rotenone για 24 ώρες.

Διάγραμμα 18: Επίπεδα mRNA του γονιδίου CRYAB στην κυτταρική σειρά WM266-4 με ή

χωρίς την παρουσία του παράγοντα Rotenone για 24 ώρες.

4.3.2.4 qPCR και αντιοξειδωτικό μονοπάτι ανταπόκρισης σε στρες (ASR)
  Όσο για το μηχανισμό της αντιοξειδωτική απόκρισης διαπιστώθηκαν: επαγωγή των επιπέδων

των μεταγραφωμάτων του γονιδίου NFE2L2  σε συγκέντρωση 1 μM και 10 μΜ κατόπιν

επωάσεως των κυττάρων με ροτενόνη. Επιπροσθέτως, άνοδος βρέθηκε και στο γονίδιο HO-1 σε

συγκεντρώσεις 0,1 μΜ 1 μΜ και 10 μΜ. Η ακτίνη Β (ACTB) χρησιμοποιήθηκε για την

κανονικοποίηση των επιπέδων των mRNA.
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Διάγραμμα 19: Επίπεδα mRNA του γονιδίου NFE2L2 στην κυτταρική σειρά WM266-4 με ή

χωρίς την παρουσία του παράγοντα Rotenone για 24 ώρες.

Διάγραμμα 20: Επίπεδα mRNA του γονιδίου HO-1 στην κυτταρική σειρά WM266-4 με ή χωρίς

την παρουσία του παράγοντα Rotenone για 24 ώρες.
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Οι διάφοροι τύποι κυτταρικού στρες είναι ικανοί να επιφέρουν σημαντικές επιπτώσεις στη

λειτουργία των κυττάρων. Για αυτόν το λόγο το κύτταρο διαθέτει τέσσερα μονοπάτια

ανταπόκρισης σε τέτοιες επικίνδυνες καταστάσεις για τη λειτουργία και την επιβίωση των

κυττάρων. Ειδικότερα, η πρωταρχική λειτουργία των συστημάτων ανταπόκρισης σε στρες είναι

να βοηθήσουν το κύτταρο να αντεπεξέλθει σε αυτές τις απειλητικές συνθήκες και τελικώς να

επέλθει ισορροπία. Λόγω της ιδιότητας τους αυτής, τα αντι-στρες συστήματα υποβοηθούν την

επιβίωση των κυττάρων. Πιο συγκεκριμένα, η παραγωγή των δραστικών μορφών οξυγόνου ROS

αποτελεί μία κλασική μορφή τέτοιων στρεσογόνων συνθηκών. Αυτές θέτουν σε κίνδυνο τη

μιτοχονδριακή λειτουργία και συμβάλλουν στην ενδοκυτταρική επικοινωνία μεταξύ των

οργανιδίων αυτών και του πυρήνα, με σκοπό να διευθετηθεί η αποκατάσταση του προβλήματος.

Ένα σύνηθες αποτέλεσμα σε καταστάσεις στρες είναι η παρουσία μη ορθά αναδιπλωμένων

πρωτεϊνικών μορίων, τα οποία έχουν την τάση να συναθροίζονται. Για αυτόν το λόγο η

μιτοπυρηνική επικοινωνία αλλάζει, με σκοπό την ενεργοποίηση μηχανισμών ανταπόκρισης σε

στρες, οι οποίοι θα ασχοληθούν με την εξάλειψη ή τον περιορισμό αυτού του φαινομένου. Με

σκοπό να συμβεί αυτό, η πρωτεϊνοσύνθεση μειορυθμίζεται, ώστε να μην εκφράζονται περαιτέρω

πρωτεΐνες με ελλαττωματική μορφή, ενώ ταυτόχρονα επάγεται η επιλεκτική έκφραση

συγκεκριμένων πυρηνικά κωδικοποιημένων πρωτεϊνών, των οποίων ο ρόλος είναι η

αποκατάσταση τέτοιων προβλημάτων στα μιτοχόνδρια. Στην περίπτωση κατά την οποία η

συσσώρευση μη σωστά αναδιπλωμένων πρωτεϊνών ενταθεί, επέρχεται ενεργοποίηση των

μηχανισμών που προάγουν κυτταρικό θάνατο. Με άλλα λόγια, ο θάνατος επέρχεται στην

περίπτωση, κατά την οποία τα συστήματα επιδιόρθωσης και τα συστήματα ελέγχου του στρες

αποτυγχάνουν.

 Το κυτταροπλασματικό μονοπάτι ανταπόκρισης σε στρες θερμικού σοκ, το μονοπάτι

ολοκληρωμένης ανταπόκρισης σε στρες, το μιτοχονδριακό μονοπάτι ανταπόκρισης σε μη σωστή

αναδίπλωση πρωτεϊνών και το αντιοξειδωτικό μονοπάτι ανταπόκρισης σε στρες αποτελούν

τέσσερεις απαραίτητους μηχανισμούς, οι οποίοι βρίσκονται στη φαρέτρα των κυττάρων για την

αντιμετώπιση των αποτελεσμάτων του στρες. Αν και κατά βάση έχουν μελετηθεί εκτενέστερα

στον οργανισμό C. elegans, πρόσφατη ερευνητική δραστηριότητα έχει αποκαλύψει ότι

εμφανίζουν αντίστοιχη δράση και σε ανθρώπινα κύτταρα. Τα σημαντικά στοιχεία που μας

οδήγησαν να ασχοληθούμε με τη μελέτη των μονοπατιών ανταπόκρισης σε κυτταρικό στρες

ήταν δύο. Το πρώτο είναι το γεγονός ότι οι μηχανισμοί αυτοί δεν έχουν διερευνηθεί εις βάθος
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στον άνθρωπο, και το δεύτερο ότι στη διεθνή βιβλιογραφία δεν υπάρχουν ακόμη αρκετά

στοιχεία σχετικά με την ενεργοποίηση και λειτουργία τους κατά την καρκινογένεση. Για αυτό,

λοιπόν, το λόγο αναλάβαμε τη μελέτη των τεσσάρων αυτών μηχανισμών ανταπόκρισης σε στρες

σε καρκινικά κύτταρα, ώστε να αναλύσουμε τα μονοπάτια αυτά σε δύο διαφορετικές καρκινικές

σειρές και να διαπιστώσουμε κατά πόσο αυτοί οι μηχανισμοί αλληλεπιδρούν για να

αποκαταστήσουν τις προκαλούμενες από το στρες δυσλειτουργίες.

  Με σκοπό να γίνει η παρατήρηση του κυτταροπλασματικού μονοπατιού ανταπόκρισης σε

στρες θερμικού σοκ, του μηχανισμού ολοκληρωμένης ανταπόκρισης σε στρες, του

μιτοχονδριακού μηχανισμού ανταπόκρισης σε μη σωστή αναδίπλωση πρωτεϊνών και του

αντιοξειδωτικού μηχανισμού ανταπόκρισης σε στρες οι οποίοι προξενούν δυσλειτουργίες στα

μιτοχόνδρια και αναπόφευκτα ενεργοποιεί μηχανισμούς ανταπόκρισης σε στρες. Η μελέτη

αναφορικά με την επίδραση του χημικού μας παράγοντα εστιάζει στην παρατήρηση των

επιπέδων της έκφρασης των γονιδίων, τα οποία εμπλέκονται στους τέσσερεις μηχανισμούς

ανταπόκρισης υπό στρεσογόνες συνθήκες.

  Βάσει των πειραμάτων του εργαστηρίου μας, η χημική ουσία Rotenone αποτελεί έναν

αναστολέα του συμπλόκου αναπνευστικής αλυσίδας Ι στα μιτοχόνδρια, ο οποίος μπορεί να

προκαλέσει αύξηση στην παραγωγή των ROS στα οργανίδια αυτά και συνεπώς ενεργοποίηση

των μηχανισμών ανταπόκρισης σε κυτταρικό στρες στις δύο υπό μελέτη καρκινικές σειρές,

HT1080 και WM266-4. Έτσι, λοιπόν, σε συμφωνία με τα πειράματα των Francesca Pistollato et

al, παρατηρήθηκε αύξηση των επιπέδων του mRNA στο γονίδιο του μεταγραφικού παράγοντα

NF2EL2, γεγονός το οποίο προκάλεσε την ανοδική ρύθμιση του HO-1 με σκοπό την

πυροδότηση του μηχανισμού ανταπόκρισης σε οξειδωτικό στρες.

  Σχετικά, με το μηχανισμό ISR, οι Jillian M. Silva et al, παρατήρησαν πως παρουσία ροτενόνης

προκύπτει φωσφορυλίωση της α υπομονάδας του παράγοντα EIF2α, η οποία, μετά την αναστολή

της μετάφρασης, επιτρέπει στα ριβοσώματα να σαρώσουν και να χρησιμοποιήσουν ένα

εναλλακτικό uORF και να ενισχύσουν την έκφραση της ATF4. Επίσης, προέκυψε πως ο

παράγοντας μεταγραφής ATF4, οδήγησε σε επαγωγή των mRNA των γονιδίων GADD34 και

CHOP, τα οποία θα εκκινήσουν μια διαδικασία προώθησης της κυτταρικής ομοιόστασης για

καταπολέμηση των αποτελεσμάτων του στρες.

  Αναφορικά με την απόκριση θερμικού σοκ, οι María Francisca Molina-Jiménez
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et al, έδειξαν πως παρουσία ροτενόνης η μεταγραφή του γονιδίου της κυτοσολικής HSP70

επάγεται. Το παραπάνω αποτέλεσμα σχετικά με αυτή τη μοριακή συνοδό, της οποίας ο στόχος

είναι να σταθεροποιεί τα νεοσυντιθέμενα πρωτεϊνικά μόρια ώστε να λάβουν ορθή τριτοταγή

δομή ή να ασκεί τη δράση της σε πρωτεΐνες που δεν έχουν αναδιπλωθεί σωστά, συμφωνεί με τα

αποτελέσματα των σχετικών πειραμάτων μας.

  Τέλος, από την πειραματική μας ανάλυση εντοπίστηκε αύξηση των μεταγράφων του ATF5, ο

οποίος ως παράγοντας μεταγραφής μπορεί να ξεκινήσει τη σηματοδότηση για την έκφραση των

πρωτεϊνών που θα αποκαταστήσουν τη μιτοχονδριακή δυσλειτουργία. Πιο συγκεκριμένα, τα

μέλη της οικογένειας ATF (λόγου χάρη ATF4, ATF5, και άλλα) αυξάνουν τις μεταγραφικές

αποκρίσεις σε κυτταρικό στρες. Όσες από αυτές επηρεάζονται από τον ATF5, αφορούν την

κυτταροπλασματική απάντηση σε θερμικό σοκ (cytosolic heat shock response), την ανταπόκριση

σε μη αναδιπλωμένες πρωτεΐνες στο μιτοχόνδριο (MTUPR) και την ανταπόκριση σε μη

αναδιπλωμένες πρωτεΐνες στο ενδοπλασματικό δίκτυο (UPRER). [63] Συνεπώς, προκύπτει

επαγωγή των μορίων LONP-1 και της μιτοχονδριακής HSP70, οι οποίες έχουν δράση μοριακής

συνοδού για την αποκατάσταση της μιτοχονδριακής λειτουργίας. Σχετικά με το εύρημά μας

αυτό, οι Arpit Katiyar et al, επιβεβαιώνουν και αυτοί την αύξηση των μορίων ATF5 επειδή τα

ετεροδιμερή CHOP-ATF4 συνεργάζονται με σκοπό να αυξορρυθμίσουν την έκφραση του

παράγοντα ATF5. Ωστόσο, τα αποτελέσματα της δράσης του ATF5 εξαρτώνται από το αν ο

μεταγραφικός παράγοντας θα καταλήξει στον πυρήνα. Επίσης παρατήρησαν και επαγωγή της

μιτοχονδριακής HSP70, αν και δεν έχουν ασχοληθεί με τη μελέτη της πρωτεΐνης LONP-1.

Συνεπώς σε συμφωνία με τους ανωτέρω βρέθηκε ότι η πρωτεΐνη CHOP σε σύμπλοκο με C/EBP

ενεργοποιεί επίσης και γονίδια MTUPR. [209]

  Τελειώνοντας, τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας παρουσιάζουν τις βέλτιστες συνθήκες,

με βάση τις οποίες δύναται να προκληθεί προβληματική κατάσταση στρες στο οργανίδιο του

μιτοχονδρίου με τη βοήθεια του χημικού παράγοντα Rotenone, με σκοπό να ενεργοποιηθεί

τέσσερεις μηχανισμοί αποκατάστασης της βλάβης. Αυτοί, όπως έχει ειπωθεί, ρυθμίζονται μέσω

της επικοινωνίας μιτοχονδρίου και πυρήνα. Τα αποτελέσματά του εργαστηρίου μας φυσικά

μπορούν να εμπνεύσουν επιστήμονες για περαιτέρω μελέτες με στόχο να εξαχθούν

συμπεράσματα για το πως άλλοι χημικοί παράγοντες συμβάλλουν στη ρύθμιση της

αποκατάστασης της ομοιόστασης των πρωτεϊνών στα μιτοχόνδρια.
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  Στους μελλοντικούς μας στόχους εντάσσονται η ευρύτερη και διεισδυτικότερη διερεύνηση των

μονοπατιών ανταπόκρισης σε κυτταρικό στρες σε περισσότερες κυτταρικές σειρές (καρκινικές

και μη), έτσι ώστε να καλύψουμε το γνωστικό μας κενό αναφορικά με τους θεμελιώδεις

μηχανισμούς αποκατάστασης των πρωτεϊνικών δυσλειτουργιών στα υποκυτταρικά αυτά

οργανίδια, καθώς και η μελέτη σίγασης μεμονωμένων γονιδίων των  μηχανισμών ανταπόκρισης

σε στρεσογόνες καταστάσεις, σχετικά με την διαχείριση αυτών ως ενδεχόμενη συμπληρωματική

θεραπεία κατά του καρκίνου.
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  Δηλώνω ρητά ότι το κείμενο της μεταπτυχιακής διπλωματικής εργασίας δεν αποτελεί προϊόν

μερικής ή ολικής αντιγραφής, οι πηγές δε που χρησιμοποιήθηκαν περιορίζονται στις

βιβλιογραφικές αναφορές και μόνον» (υπογραφή μεταπτυχιακού φοιτητή).


