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επνηθνδνκεηηθέο ζπδεηήζεηο πνπ είρακε θαζ’ όιε ηε δηάξθεηα ηεο Γηαηξηβήο κνπ.     

 

Λεσλίδαο Μαπξνεηδήο, Ισάλληλα 2016 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“By seeking and blundering we learn” 

            

                      Johann Wolfgang Von Goethe 
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ΤΝΣΟΜΟΓΡΑΦΗΔ 

MTD: maximum tolerated dose, κέγηζηε αλεθηή δόζε 

VEGF: vascular endothelial growth factor 

HUVEC: human umbilical vein endothelial cells 

VEGFR2: vascular endothelial growth factor receptor 2 

CEPs: circulating endothelial progenitors 

CECs: circulating endothelial cells 

MTAs: microtubule targeting agents 

VDAC: voltage-dependent anion channel 

MPT: mitochondrial pore transition 
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MCL-1: myeloid cell leukemia 1 

JNK: c-Jun N-terminal kinase 

MTOC: microtubule organizing center 

bFGF: Basic fibroblast growth factor 

SDF-1: stromal cell-derived factor-1 

HIF1α: hypoxia inducible factor 1α 
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1.1 ΜΔΣΡΟΝΟΜΗΚΖ ΥΖΜΔΗΟΘΔΡΑΠΔΗΑ 

1.1.1 Οπιζμόρ ηηρ μεηπονομικήρ σημειοθεπαπείαρ  

Μεηξνλνκηθή ρεκεηνζεξαπεία νξίδεηαη ε ζπρλή θαη αλά ηαθηά ρξνληθά δηαζηήκαηα 

ρνξήγεζε ρακειψλ ππνηνμηθψλ δφζεσλ θπηηαξνηνμηθψλ θαξκάθσλ γηα 

παξαηεηακέλν ρξνληθφ δηάζηεκα κε θχξην ζθνπφ ηελ αλαζηνιή ηνπ 

πνιιαπιαζηαζκνχ ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ ησλ φγθσλ θαη σο εθ ηνχηνπ ηελ 

θαηαζηνιή ηεο λεναγγείσζεο ηνπ θαξθίλνπ (1). Η κεηξνλνκηθή ρεκεηνζεξαπεία 

βξίζθεηαη ζηνλ αληίπνδα ηνπ ζπκβαηηθνχ κνληέινπ ρεκεηνζεξαπείαο ηεο κέγηζηεο 

αλεθηήο δφζεο (MTD: maximum tolerated dose). Σν κνληέιν ηεο MTD απνζθνπεί 

ζηε κεγηζηνπνίεζε ηνπ απνπησηηθνχ απνηειέζκαηνο επί ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ 

κε ηε ρνξήγεζε πςειψλ δφζεσλ θπηηαξνηνμηθψλ θαξκάθσλ. Χζηφζν απαηηεί ηελ 

παξνπζία δηαιεηκκάησλ κεηαμχ ησλ θχθισλ ηεο ρνξεγνχκελεο ρεκεηνζεξαπείαο 

(ζπλήζσο ηξείο εβδνκάδεο) πξνθεηκέλνπ ν νξγαληζκφο λα αλαξξψζεη απφ ηηο ηνμηθέο 

επηδξάζεηο ησλ θαξκάθσλ (1). Απφ ηελ άιιε πιεπξά, δελ πξέπεη λα ππάξρεη 

ζχγρπζε κε ηε ρεκεηνζεξαπεία ππθλήο ρνξήγεζεο (dose dense chemotherapy) 

φπνπ ηα ρεκεηνζεξαπεπηηθά λαη κελ ρνξεγνχληαη ζηε κέγηζηε αλεθηή δφζε, αιιά 

ζπρλφηεξα απφ φηη ζηε ζπκβαηηθή ρεκεηνζεξαπεία κε απνηέιεζκα ηελ αλάγθε 

ππνζηήξημεο ησλ αζζελψλ κε απμεηηθνχο παξάγνληεο αηκνπνηεηηθψλ θπηηάξσλ (Δηθ. 

1) (1). 

   

 

Δικ.1.1 Ππυηόκολλα σημειοθεπαπείαρ. Καηαδεηθλχεηαη ε ζρέζε ησλ ηξηψλ πξσηνθφιισλ 

ρεκεηνζεξαπείαο Α. Μέγηζηε αλεθηή δφζε, Β. Ππθλή ρνξήγεζε, Γ. Μεηξνλνκηθή 
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ρεκεηνζεξαπεία κε ηε δνζνινγία (θάζεηνο άμνλαο) θαη ην ρξνληθφ ζρεδηαζκφ ηεο ζεξαπείαο 

(νξηδφληηνο άμνλαο).  

 

1.1.2 Ο πόλορ ηηρ μεηπονομικήρ σημειοθεπαπείαρ ζηη θεπαπεςηική ηος 

καπκίνος  

Αλ εμαηξέζνπκε νξηζκέλεο αηκαηνινγηθέο λενπιαζίεο, κεγάιν πνζνζηφ θαξθίλσλ 

ηνπ φξρεσο θαη θάπνηεο παηδηθέο λενπιαζίεο ε ζπκβαηηθή ρεκεηνζεξαπεία αδπλαηεί 

λα επηθέξεη ίαζε ζηελ πιεηνλφηεηα ησλ πξνρσξεκέλσλ κνξθψλ επηζειηαθψλ 

θαξθίλσλ. ηηο θαιχηεξεο ησλ πεξηπηψζεσλ παξαηείλεη ηελ επηβίσζε ή ην δηάζηεκα 

ειεχζεξν λφζνπ. Αλ θαη νη πεξηζζφηεξνη φγθνη αληαπνθξίλνληαη αξρηθά ζηε 

ρεκεηνζεξαπεία ζκηθξπλφκελνη, ζηελ πνξεία ππνηξνπηάδνπλ θαη γίλνληαη αλζεθηηθνί. 

Απηφ εμεγείηαη απφ ηε θπζηθή εμέιημε ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ κέζσ γελεηηθψλ θαη 

επηγελεηηθψλ κεραληζκψλ κε επηινγή αλζεθηηθψλ θιψλσλ ζηα θπηηαξνηνμηθά 

θάξκαθα πνπ δηαηεξνχλ εμειηθηηθφ πιενλέθηεκα έλαληη θιψλσλ ρεκεηνεπαίζζεησλ 

θπηηάξσλ (2). πλεπψο, ε θαζνιηθή εθξίδσζε ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ δε κνηάδεη 

ξεαιηζηηθή ιχζε θαη ελδερνκέλσο ρξεηάδεηαη επαλαζηνρνζέηεζε ηεο 

ρεκεηνζεξαπείαο πξνο ηελ θαηεχζπλζε δηαηήξεζεο ηνπ θαξθίλνπ ζε θαζεζηψο 

αδξάλεηαο (3-5). 

Απφ ηελ άιιε νη ζηνρεπκέλεο ζεξαπείεο δελ έρνπλ επηθέξεη ζεακαηηθά 

απνηειέζκαηα ρνξεγνχκελεο σο κνλνζεξαπεία. Η ζπγρνξήγεζε ηνπο κε 

ρεκεηνζεξαπεπηηθά ζπληειεί ζηελ απψιεηα ηνπ πιενλεθηήκαηνο ηεο ρακειήο 

ηνμηθφηεηαο. Οπφηε ε ρεκεηνζεξαπεία παξακέλεη ζηελ πξψηε γξακκή ζεξαπείαο ηνπ 

θαξθίλνπ γεγνλφο πνπ απαηηεί θαιχηεξν ζρεδηαζκφ πξσηνθφιισλ κε κεγαιχηεξε 

απνηειεζκαηηθφηεηα θαη ιηγφηεξεο παξελέξγεηεο. 

Σέινο ε δεκηνπξγία λέσλ αγγείσλ είλαη απαξαίηεηε πξνυπφζεζε γηα ηελ 

αλάπηπμε ησλ φγθσλ θαη νη αληηαγγεηνγελεηηθέο ζεξαπείεο έρνπλ εηζαρζεί δπλακηθά 

ζηε ζεξαπεπηηθή ηνπ θαξθίλνπ. Οη αληηαγγεηνγελεηηθνί παξάγνληεο αλαζηέιινπλ θαηά 

βάζε ην ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη ηνπ VEGF. Χζηφζν ελαιιαθηηθά κνλνπάηηα 

αγγεηνγέλεζεο ελεξγνπνηνχληαη κε απνηέιεζκα νη φγθνη λα απνθηνχλ αλζεθηηθφηεηα. 

Απφ ηελ άιιε πιεπξά, νξηζκέλα ρεκεηνζεξαπεπηηθά αζθνχλ πιεηνηξνπηθή 

αληηαγγεηνγελεηηθή δξάζε κε εμαξηψκελε απνθιεηζηηθά απφ εηδηθφ ζεκαηνδνηηθφ 

κνλνπάηη. 

Λακβάλνληαο ππ’ φςηλ αθελφο ηελ αληηελδνζειηαθή δξάζε νξηζκέλσλ 

αληηλενπιαζκαηηθψλ θαξκάθσλ, αθεηέξνπ ηελ αδπλακία ηνπο λα εθξηδψζνπλ ην 

ζχλνιν ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ νξηζκέλνη κειεηεηέο πξφηεηλαλ ηνλ 
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επαλαπξνζδηνξηζκφ ηνπ ζηφρνπ ηεο ρεκεηνζεξαπείαο πξνο ηελ θαηεχζπλζε ηεο αληί-

αγγεηνγέλεζεο (6). Απηφ ην λέν κνληέιν ρεκεηνζεξαπείαο κε ην επλντθφ πξνθίι 

ηνμηθφηεηαο ζα κπνξνχζε λα θαιχςεη ην ζεξαπεπηηθφ θελφ κεηαμχ ζπκβαηηθήο 

ρεκεηνζεξαπείαο, ζηνρεπκέλσλ ζεξαπεηψλ θαη παξαγφλησλ έλαληη ηνπ VEGF 

(vascular endothelial growth factor). 

 

 

1.1.3  Σα επιζηημονικά επείζμαηα ηος ππυηοκόλλος ηηρ μεηπονομικήρ 

σημειοθεπαπείαρ 

Πξψηνο ν Kerbel ην 1991 πξφηεηλε έλα κνληέιν ρεκεηνζεξαπείαο πνπ ζα 

ζηφρεπε ηα ελδνζειηαθά θχηηαξα αληί ησλ ρεκεηναλζεθηηθψλ θαξθηληθψλ (7). Η 

απφπησζε ησλ ελδνζειηαθψλ ζα επέθεξε έκκεζν αληηλενπιαζκαηηθφ απνηέιεζκα 

κέζσ θαηαζηνιήο ηεο αγγεηνγέλεζεο θαζψο ε πεξηνξηζκέλε δηάζεζε ζξεπηηθψλ 

νπζηψλ θαη νμπγφλνπ ζα νδεγνχζε ζηελ ππνζηξνθή ησλ φγθσλ (8). Δπηπιένλ ηα 

ελδνζειηαθά ζα είραλ ην πιενλέθηεκα ηεο ζηαζεξήο αληαπφθξηζεο ζηε 

ρεκεηνζεξαπεία ζε αληηδηαζηνιή κε ηα γελσκηθψο αζηαζή θαξθηληθά πνπ ζα 

αλέπηπζζαλ αλζεθηηθνχο θιψλνπο (9).  

Σα ρεκεηνζεξαπεπηηθά αλαζηέιινπλ ηελ αλάπηπμε ησλ ηαρέσο 

πνιιαπιαζηαδφκελσλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ ησλ λεναγγείσλ αθήλνληαο αλέπαθα 

ηα αδξαλή ησλ ψξηκσλ αγγείσλ. Χζηφζν κφλν φηαλ ρνξεγνχληαη αδηάιεηπηα 

παξάγεηαη αληηαγγεηνγελεηηθφ απνηέιεζκα.  

Η εμήγεζε δφζεθε ην 2000 απφ ηνπο Browder θαη ζπλεξγάηεο απφ ηελ νκάδα ηνπ 

J. Folkman πνπ κειέηεζαλ ηελ επίδξαζε ηεο θπθινθσζθακίδεο ζε φγθνπο κπψλ 

απφ αλζεθηηθά ζηελ θπθινθσζθακίδε θαξθηληθά θχηηαξα (10). Οη εξεπλεηέο 

ρνξήγεζαλ θπθινθσζθακίδε ζηε κέγηζηε αλεθηή δφζε θαη έδσζαλ έλα πεξηζψξην 3 

εβδνκάδσλ ζηνλ νξγαληζκφ γηα λα παξέιζεη ε ηνμηθφηεηα. Η απφπησζε ησλ 

ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ έθηαζε ζην κέγηζην επηά εκέξεο κεηά ηελ έλαξμε 

ρνξήγεζεο ηνπ θαξκάθνπ, αιιά ε θπηηαξηθή επηβίσζε επαλήιζε ζην θπζηνινγηθφ ηε 

δσδέθαηε εκέξα.  ην κεζνδηάζηεκα κεηαμχ ησλ θχθισλ ρεκεηνζεξαπείαο ν φγθνο 

ζπλέρηζε λα αλαπηχζζεηαη ρσξίο λα αληαπνθξίλεηαη ζηηο επφκελεο δφζεηο. Αληηζέησο 

φηαλ ε θπθινθσζθακίδε ρνξεγήζεθε αλά 6 εκέξεο ζε δφζε 1/3 ηεο κέγηζηεο αλεθηήο 

ε απφπησζε κεγηζηνπνηήζεθε 4 θνξέο εληφο ηνπ δηαζηήκαηνο ησλ 3 εβδνκάδσλ θαη 

ν φγθνο παξνπζίαζε ζηαζηκφηεηα (10). πλεπψο ε αγγεηνγελεηηθή δξαζηεξηφηεηα 

θαίλεηαη λα αλαθηάηαη ζηα δηαιείκκαηα ηεο ζπκβαηηθήο ρεκεηνζεξαπείαο, ελψ ζηελ 

πεξίπησζε ηεο ζπλερνχο ρνξήγεζεο ησλ θπηηαξνηνμηθψλ ην αληηαγγεηνγελεηηθφ 

απνηέιεζκα παξακέλεη. Δπηπιένλ ν ζπλδπαζκφο θπθινθσζθακίδεο κε 
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αληηαγγεηνγελεηηθφ παξάγνληα ήηαλ απνηειεζκαηηθφηεξνο απφ θάζε θάξκαθν 

ρσξηζηά. Η πξνζζήθε TNP-470 πξνθάιεζε εθξίδσζε ηνπ 84% ησλ μέλν-

εκθπηεπκάησλ απφ ρεκεηναλζεθηηθά θαξθηληθά θχηηαξα πλεχκνλα Lewis (10).   

Παξφκνηα επξήκαηα παξνπζηάζζεθαλ απφ ηνπο Klement θαη ζπλεξγάηεο ην ίδην 

έηνο απφ ηελ νκάδα ηνπ Kerbel (11). Η βηλκπιαζηίλε αλέζηεηιε ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ 

ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ HUVEC ζε κε ηνμηθέο ζπγθεληξψζεηο γηα ηα SK-N-MC 

θχηηαξα λεπξνβιαζηψκαηνο, ελψ ε ζπλερήο ρνξήγεζε ζε κχεο θαηέζηεηιε ηελ 

αλάπηπμε μελνεκθπηεπκάησλ απφ ρεκεηναλζεθηηθά θαξθηληθά θχηηαξα SK-N-MC. Ο 

ζπλδπαζκφο κάιηζηα κε ηνλ αληηαγγεηνγελεηηθφ βηνινγηθφ παξάγνληα DC101, πνπ 

απνηειεί αληίζσκα έλαληη ηνπ VEGFR2 ππνδνρέα, ιεηηνχξγεζε ζπλεξγηζηηθά 

πξνθαιψληαο ηελ πιήξε θαηαζηνιή ηεο αλάπηπμεο ηνπ φγθνπ. 

Παξάιιεια νη Hanahan θαη ζπλεξγάηεο έδσζαλ ηελ νλνκαζία «κεηξνλνκηθή 

ρεκεηνζεξαπεία» ζε απηφ ην λέν πξσηφθνιιν (12). Ο φξνο πξνήιζε απφ ηε ζπζθεπή 

ηνπ «κεηξνλφκνπ» πνπ παξάγεη ζηαζεξνχο θαη ξπζκηθνχο παικνχο θαη εμππεξεηεί 

ηνπο κνπζηθνχο λα αθνινπζνχλ ην “tempo” ηνπ κνπζηθνχ θνκκαηηνχ πνπ παίδνπλ. 

Καη’ αληηζηνηρία κε ηε ζπζθεπή ηνπ κεηξνλφκνπ ηα θάξκαθα ζηε κεηξνλνκηθή 

ρεκεηνζεξαπεία ρνξεγνχληαη ζε ψζεηο, αιιά αλά πνιχ κηθξά ηαθηά ρξνληθά 

δηαζηήκαηα. 

Οη Hanahan θαη ζπλεξγάηεο ππνζηήξημαλ φηη ε κεηξνλνκηθή ρεκεηνζεξαπεία ζα 

έδηλε ιχζε ζην πξφβιεκα ησλ παξελεξγεηψλ ησλ θπηηαξνηνμηθψλ θαξκάθσλ ελψ 

κεηά ηα πξψηα ελζαξξπληηθά απνηειέζκαηα ζε κχεο (10, 11) ν ζπλδπαζκφο κε 

αληηαγγεηνγελεηηθνχο παξάγνληεο άμηδε λα δνθηκαζηεί θαη ζε αζζελείο (12). Χζηφζν ε 

εηζαγσγή ηνπ πξσηνθφιινπ ζηελ θιηληθή πξάμε απαηηεί πξνζδηνξηζκφ ηεο βέιηηζηεο 

δφζεο ρεκεηνζεξαπεπηηθψλ θαη επηινγή ηδαληθψλ αληηαγγεηνγελεηηθψλ ζπλδπαζκψλ 

θαη ζρεκάησλ ζεξαπείαο (12).  

 

1.1.4 Βέληιζηη μεηπονομική δόζη και θαπμακοδςναμικοί βιοδείκηερ 

Χο βέιηηζηε κεηξνλνκηθή δφζε νξίδεηαη ε αηνμηθή δφζε κε ηo κέγηζην 

αληηαγγεηνγελεηηθφ απνηέιεζκα. Χζηφζν ν εκπεηξηθφο ζρεδηαζκφο πξσηνθφιισλ 

ρεκεηνζεξαπείαο ζπληζηά πξφβιεκα γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο βέιηηζηεο βηνινγηθήο 

δφζεο. Απηφ δηθαηνινγείηαη απφ ην γεγνλφο φηη ζηε κεηξνλνκηθή ρεκεηνζεξαπεία ε 

βέιηηζηε δφζε δελ είλαη πξνθαλήο φπσο ζπκβαίλεη κε ηε ζπκβαηηθή ρεκεηνζεξαπεία 

φπνπ εμ νξηζκνχ ρξεζηκνπνηείηαη ε κέγηζηε αλεθηή απφ πιεπξάο παξελεξγεηψλ.  

Σν πξφβιεκα έγθεηηαη ζην φηη ηα αληηαγγεηνγελεηηθά θάξκαθα δελ αθνινπζνχλ 

απαξαίηεηα ην θιαζηθφ θαξκαθνινγηθφ κνληέιν αληαπφθξηζεο ηεο ζηγκνεηδνχο 
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θακπχιεο (13). χκθσλα κε απηφ ηα θάξκαθα αζθνχλ είηε αλαζηαιηηθή είηε 

δηεγεξηηθή επίδξαζε κεηά απφ ζπγθεθξηκέλν νπδφ ζπγθέληξσζεο κε γξακκηθφ ηξφπν 

κέρξη λα επέιζεη plateau.  ε απηφ άιισζηε ζηεξίδεηαη ε αλάπηπμε ησλ ζπκβαηηθψλ 

πξσηνθφιισλ ρεκεηνζεξαπείαο κε ηε δφζε λα απμάλεηαη θιηκαθσηά απνζθνπψληαο 

ζηελ απφπησζε ηνπ κέγηζηνπ αξηζκνχ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ.  

Απφ ηελ άιιε αμίδεη λα ζεκεησζεί ην θαξκαθνινγηθφ κνληέιν ηεο «φξκεζεο» 

(13). ε απηή ηελ πεξίπησζε ε αληαπφθξηζε κπνξεί λα είλαη είηε θσδσλνεηδήο (bell 

shaped), είηε ζρήκαηνο U (U shaped). ηε bell shaped αληαπφθξηζε ην θάξκαθν 

αζθεί δηεγεξηηθή επίδξαζε ζηηο κηθξέο ζπγθεληξψζεηο. Καζψο ε ζπγθέληξσζε 

απμάλεηαη ε δηεγεξηηθή επίδξαζε ράλεηαη θαη γίλεηαη αλαζηαιηηθή. Απελαληίαο ζηε U 

shaped αληαπφθξηζε ην θάξκαθν αζθεί αλαζηαιηηθή επίδξαζε ζηηο κηθξέο 

ζπγθεληξψζεηο ε νπνία εμαζζελεί, ελψ ε δφζε απμάλεηαη θαη κεηαπίπηεη ζε δηεγεξηηθή 

ζηελ πεξαηηέξσ αχμεζε. Απηφ ην κνληέιν ραξαθηεξίδεη ηε δξάζε νξηζκέλσλ 

αληηαγγεηνγελεηηθψλ παξαγφλησλ (14). 

πλεπψο, ε επηινγή ηεο βέιηηζηεο δφζεο ζηελ αληηαγγεηνγελεηηθή ζεξαπεία δελ 

είλαη απιή ππφζεζε θαζψο πςειέο δφζεηο δε ζπλεπάγνληαη απαξαίηεηα κεγαιχηεξν 

αλαζηαιηηθφ απνηέιεζκα ελψ κηθξέο δφζεηο κπνξεί λα έρνπλ αθφκε θαη δηεγεξηηθή 

επίδξαζε γηα ηελ αγγεηνγέλεζε (14).  Χο εθ ηνχηνπ θξίλεηαη αλαγθαία ε εηζαγσγή 

θαξκαθνδπλακηθψλ βηνδεηθηψλ γηα ηελ εμαηνκηθεπκέλε παξαθνινχζεζε ηεο 

αληαπφθξηζεο ζηελ αληηαγγεηνγελεηηθή κεηξνλνκηθή ρεκεηνζεξαπεία. 

Σα πξνγνληθά ελδνζειηαθά θχηηαξα (CEPs) θαη θπθινθνξνχληα ελδνζειηαθά 

θχηηαξα (CECs) ζα κπνξνχζαλ λα επηηειέζνπλ ξφιν βηνδείθηε θαζψο ηα επίπεδα 

ηνπο ζην αίκα θαίλεηαη λα ζπζρεηίδνληαη κε αληαπφθξηζε ζηε κεηξνλνκηθή 

ρεκεηνζεξαπεία ζε πξν-θιηληθά κνληέια θαξθίλνπ. Οη Bertolini θαη ζπλεξγάηεο έδεημαλ 

φηη ε ζπκβαηηθή ρεκεηνζεξαπεία κε θπθινθσζθακίδε πξνθάιεζε θηλεηνπνίεζε ησλ 

CEPs απφ ην κπειφ ησλ νζηψλ ελψ ε κεηξνλνκηθή κείσζε ηα επίπεδα ηνπο ζε κχεο 

κε ιέκθσκα (15). Η κείσζε ησλ CEPs θαη ε ζπλεπαθφινπζε αλαζηνιή ηεο de novo 

δεκηνπξγίαο αγγείσλ (vasculogenesis) θαίλεηαη λα είλαη έλαο επηπξφζζεηνο 

κεραληζκφο δξάζεο ηεο κεηξνλνκηθήο ρεκεηνζεξαπείαο (15). Δπηπιένλ νη Shaked θαη 

ζπλεξγάηεο έδεημαλ φηη ε βέιηηζηε κεηξνλνκηθή δφζε απφ πιεπξάο αληί-

λενπιαζκαηηθνχ απνηειέζκαηνο ηεο θπθινθσζθακίδεο, βηλνξεικπίλεο θαη 

βηλκπιαζηίλεο ζπζρεηίδεηαη κε πηψζε ησλ επηπέδσλ ησλ CEPs ζε κχεο κε 

δηαθνξεηηθνχο ηχπνπο μέλν-εκθπηεπκάησλ (16). 

Σα θπθινθνξνχληα ελδνζειηαθά θχηηαξα έρνπλ δψζεη νξηζκέλα ελζαξξπληηθά 

απνηειέζκαηα θαη ζε θιηληθέο κειέηεο. Οη Mancuso θαη ζπλεξγάηεο έδεημαλ φηη θαηά 

ηε ζπλδπαζηηθή κεηξνλνκηθή ρεκεηνζεξαπεία κε θπθινθσζθακίδε θαη κεζνηξεμάηε 

ζε αζζελείο κε θαξθίλν καζηνχ ε αχμεζε ησλ απνπησηηθψλ CECs ζπλδέεηαη κε 
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παξάηαζε ηνπ δηαζηήκαηνο ειεχζεξνπ λφζνπ θαη ηεο ζπλνιηθήο επηβίσζεο (17). 

Δπίζεο νη Strijbos θαη ζπλεξγάηεο έδεημαλ φηη ππάξρεη ζπζρέηηζε κεηαμχ ησλ 

επηπέδσλ CECs θαη ηεο ζπλνιηθήο επηβίσζεο  ησλ αζζελψλ κε αλζεθηηθφ ζηνλ 

επλνπρηζκφ θαξθίλν ηνπ πξνζηάηε πνπ έιαβαλ δνζεηαμέιε (18). Οπφηε ε ρξήζε ησλ 

CEPs θαη CECs κπνξεί λα είλαη έλαο ρξήζηκνο πξνβιεπηηθφο θαη πξνγλσζηηθφο 

δείθηεο γηα ηελ αληηαγγεηνγελεηηθή κεηξνλνκηθή ρεκεηνζεξαπεία (19, 20). 

 

 

Δικ. 1.2 Φαπμακολογικά μονηέλα. Α. ηγκνεηδήο αληαπφθξηζε. Α1 δηεγεξηηθή 

επίδξαζε, Α2 αλαζηαιηηθή επίδξαζε. Β. Κσδσλνεηδήο αληαπφθξηζε. Γ. ρήκαηνο U 

αληαπφθξηζε.  

 

1.1.5 Ανηιαγγειογενεηικοί ζςνδςαζμοί 

Δμ αξρήο δηαπηζηψζεθε ε χπαξμε ζπλέξγεηαο κεηαμχ κεηξνλνκηθήο 

ρεκεηνζεξαπείαο θαη αληηαγγεηνγελεηηθψλ παξαγφλησλ. Γη απηφ ην ιφγν ε επηινγή ηνπ 

θαηάιιεινπ αληηαγγεηνγελεηηθνχ ζπλδπαζκνχ είλαη θαίξηαο ζεκαζίαο. Η 

ζπγρνξήγεζε κεηξνλνκηθήο θπθινθσζθακίδεο κε ηνλ αληηαγγεηνγελεηηθφ παξάγνληα 

TNP-470 ήηαλ αλψηεξνο απφ ην θάζε θάξκαθν ρσξηζηά ζε κχεο κε μέλν-
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εκθπηεχκαηα Lewis αλζεθηηθψλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ πλεχκνλα ζηε κειέηε ησλ 

Browder θαη ζπλεξγαηψλ (10). Δπηπιένλ ν ζπλδπαζκφο βηλκπιαζηίλεο κε αληίζσκα 

έλαληη ηνπ VEGFR2 ήηαλ απνηειεζκαηηθφηεξνο απφ ηε κνλνζεξαπεία ζηε κειέηε ησλ 

Klement θαη ησλ ζπλεξγαηψλ ηεο ζε κχεο κε μελνεκθπηεχκαηα λεπξνβιαζηψκαηνο 

(11).  

Μειέηεο ζε αζζελείο κε πξνρσξεκέλν θαξθίλν έδσζαλ επίζεο ελζαξξπληηθά 

απνηειέζκαηα. Γηα παξάδεηγκα ν ζπλδπαζκφο κεηξνλνκηθήο θπθινθσζθακίδεο κε 

bevacizumab απέδεημε ηελ απνηειεζκαηηθφηεηα ηνπ ζε αζζελείο κε ππνηξνπηάδσλ 

θαξθίλν ησλ σνζεθψλ (21). Δπίζεο ν ζπλδπαζκφο bevacizumab κε κεηξνλνκηθή 

θπθινθσζθακίδε θαη θαπεζηηακπίλε είρε σο απνηέιεζκα ηνλ παξαηεηακέλν 

πεξηνξηζκφ ηεο λφζνπ ζε ηθαλφ πνζνζηφ αζζελψλ κε πξνρσξεκέλν θαξθίλν καζηνχ 

(22).  

Χζηφζν ε επηινγή ησλ θαηάιιεισλ αληηαγγεηνγελεηηθψλ ζπλδπαζκψλ πξέπεη λα 

γίλεηαη νξζνινγηθά βάζεη ζπλέξγεηαο ζε θπηηαξηθφ θαη κνξηαθφ επίπεδν. Απηφο είλαη 

άιισζηε ν ζθνπφο ηεο παξνχζεο δηαηξηβήο πνπ πξαγκαηεχεηαη ην ζπλδπαζκφ ηεο 

κεηξνλνκηθήο ρεκεηνζεξαπείαο κε βηλνξεικπίλε κε αληηαγγεηνγελεηηθνχο παξάγνληεο.   

 

1.1.6 Ζ πλειοηποπική δπάζη ηηρ μεηπονομικήρ σημειοθεπαπείαρ 

O κεραληζκφο δξάζεο πνπ πξνεμάξρεη ζηε κεηξνλνκηθή ρεκεηνζεξαπεία είλαη ε 

αληηαγγεηνγέλεζε. Δηδηθφηεξα θαηαζηέιιεηαη ηφζν ε αγγεηνγέλεζε απφ πξν-

ππάξρνληα αγγεία (angiogenesis), φζν θαη ε de novo αλάπηπμε αγγείσλ απφ 

πξνγνληθά θχηηαξα (vasculogenesis) (15, 16).  

Η δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο ρεκεηνζεξαπείαο βέβαηα θαίλεηαη λα είλαη 

πιεηνηξνπηθή. Γηα παξάδεηγκα ππάξρνπλ ελδείμεηο γηα αλνζνδηεγεξηηθή επίδξαζε. Η 

ηθαλφηεηα δηαθπγήο ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ απφ ηελ αλνζνινγηθή επίβιεςε 

θαίλεηαη λα έλα ζεκαληηθφ ραξαθηεξηζηηθφ γλψξηζκα ηεο  θαξθηλνγέλεζεο (tumor 

hallmark). Έρεη δεηρζεί φηη ε θπθινθσζθακίδε, νη ηαμάλεο θαη νη αλζξαθπθιίλεο 

κεηψλνπλ ηνλ πιεζπζκφ ησλ T αλνζνξπζκηζηηθψλ ιεκθνθπηηάξσλ (Treg) φηαλ 

ρνξεγνχληαη κεηξνλνκηθά. Σα Tregs αλαζηέιινπλ ηε δξάζε ησλ Σ βνεζεηηθψλ, Σ 

θπηηαξνηνμηθψλ θαη θπηηάξσλ θπζηθψλ θνλέσλ (natural killer cells:NK) πνπ εθιχνπλ 

ηελ αλνζνινγηθή απάληεζε έλαληη ησλ φγθσλ. πλεπψο ε ειάηησζε ησλ Tregs 

απμάλεη ην αληηλενπιαζκαηηθφ απνηέιεζκα. Δπηπιένλ νη παξάγνληεο 

αληηκηθξνζσιελίζθσλ θαη νη αλαζηνιείο ηεο ηνπνηζνκεξάζεο έρνπλ ηε δπλαηφηεηα λα 

επάγνπλ ηελ σξίκαλζε ησλ δελδξηηηθψλ θπηηάξσλ ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο 
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ζε κηθξέο ζρεηηθά ζπγθεληξψζεηο απμάλνληαο ηελ απφθξηζε έλαληη ησλ θαξθηληθψλ 

θπηηάξσλ. 

Απφ ηελ άιιε νη Pasquier, Kavallaris θαη Andre πξφηεηλαλ ηελ 4D επίδξαζε (4D: 

drug-driven dependency/deprivation) σο έλαλ επηπξφζζεην κεραληζκφ πνπ αθνξά 

ζηελ απεπζείαο δξάζε ζηα θαξθηληθά θχηηαξα. χκθσλα κε απηή ηε ζεσξία ε 

αλάπηπμε ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ γίλεηαη πξννδεπηηθά εμαξηψκελε ζηε 

ρεκεηνζεξαπεία νπφηε ν φγθνο ππνζηξέθεη κε ηε δηαθνπή ηεο (23). Η ππφζεζε απηή 

ζηεξίρζεθε ζηηο εμήο πεηξακαηηθέο ελδείμεηο: γηα παξάδεηγκα ε αλάπηπμε θαξθηληθψλ 

ζεηξψλ πλεχκνλα έγηλε εμαξηψκελε ζηνλ παξάγνληα αληηκηθξνζσιελίζθσλ 

epothilone-B (24), ελψ θαξθηληθά θχηηαξα καζηνχ απέθηεζαλ αλζεθηηθφηεηα ζηε 

letrozole κεηά απφ παξαηεηακέλε ζεξαπεία αλαθηψληαο ηελ επαηζζεζία ηνπο κε ηε 

δηαθνπή ηεο ζεξαπείαο (25). Η ζεσξία ηεο 4D επίδξαζεο είλαη κία ελδηαθέξνπζα 

ππφζεζε πνπ ρξήδεη βέβαηα πεξαηηέξσ δηεξεχλεζεο.   

 

1.1.7 Οι παπάγονηερ ανηιμικποζυληνίζκυν ζηη μεηπονομική σημειοθεπαπεία 

Οη παξάγνληεο αληηκηθξνζσιελίζθσλ (microtubule targeting agents: MTAs) 

ζεσξνχληαη σο ηα θπηηαξνηνμηθά θάξκαθα κε ηελ ηζρπξφηεξε αληηαγγεηνγελεηηθή 

δξάζε (26-28).  Οη παξάγνληεο αληηκηθξνζσιελίζθσλ δηαθξίλνληαη ζε απηνχο πνπ 

ζηαζεξνπνηνχλ ην δίθηπν ησλ κηθξνζσιελίζθσλ (microtubule stabilizing agents) κε 

θχξηνπο εθπξφζσπνπο ηηο ηαμάλεο (παθιηηαμέιε, δνζεηαμέιε) θαη ηηο επνζηιφλεο, θαη 

ζε απηνχο πνπ δηαηαξάζζνπλ θαη απνπνιπκεξίδνπλ ην δίθηπν ησλ κηθξνζσιελίζθσλ 

(29). ηελ ηειεπηαία θαηεγνξία αλήθνπλ αθελφο ηα αιθαινεηδή ηεο vinca (vinca 

alkaloids) πνπ δξνπλ ζην ζεκείν πξφζδεζεο ησλ vinca ζηε β-ηνπκπνπιίλε θαη 

εθπξνζσπνχληαη απφ ηε βηλκπιαζηίλε, βηλθξηζηίλε, βηλνξεικπίλε θαη βηλθινπλίλε 

θαη αθεηέξνπ νη παξάγνληεο πνπ δξνπλ ζην ζεκείν πξφζδεζεο ηεο θνιρηθίλεο φπσο 

ε θνιρηθίλε, θνκπξεηαζηαηίλε θαη 2-κεζνμπ-νηζηξαδηφιε (Δηθ. 1.3) (29). ηελ θιηληθή 

πξάμε ηφζν νη ζηαζεξνπνηεηέο φζν θαη νη απνζηαζεξνπνηεηέο ησλ κηθξνζσιελίζθσλ 

ρξεζηκνπνηνχληαη ζε ζπγθεληξψζεηο ρακειφηεξεο απφ απηέο πνπ πξνθαινχλ 

πνιπκεξηζκφ ή απνπνιπκεξηζκφ ηεο β-ηνπκπνπιίλεο in vitro θαη αζθνχλ 

αληηλενπιαζκαηηθή δξάζε κέζσ θαηαζηνιήο ηεο δπλακηθήο ησλ κηθξνζσιελίζθσλ 

(30).     
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Δικ. 1.3 Θέζειρ ππόζδεζηρ ηυν παπαγόνηυν ανηιμικποζυληνίζκυν. Σα ζεκεία 

πξφζδεζεο ησλ ηαμαλψλ, αιθαινεηδψλ ηεο vinca θαη θνιρηθίλεο ζηε β-ππνκνλάδα ηεο 

ηνπκπνπιίλεο. 

 Η αληηαγγεηνγελεηηθή δξάζε ησλ παξαγφλησλ αληηκηθξνζσιελίζθσλ απνδίδεηαη 

είηε ζηελ απεπζείαο, είηε ζηελ έκκεζε επίδξαζε πνπ αζθνχλ ζηα ελδνζειηαθά 

θχηηαξα (26).  

Αλαθνξηθά κε ηελ απεπζείαο δξάζε νη παξάγνληεο αληηκηθξνζσιελίζθσλ 

θαηαξρήλ αλαζηέιινπλ ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ. 

Δηδηθφηεξα δηαηαξάζζνπλ ηε ιεηηνπξγία ηεο κηησηηθήο αηξάθηνπ πνπ δηαρσξίδεη ηα 

ρξσκνζψκαηα θαηά ηε κίησζε εκπνδίδνληαο έηζη ηε κεηάβαζε απφ ηε κεηάθαζε 

ζηελ αλάθαζε ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ νδεγψληαο ζε κηησηηθφ κπινθ (30-32). ηε 

ζπλέρεηα ε κνίξα ησλ θπηηάξσλ έρεη σο εμήο: είηε απνπίπηνπλ ζηε θάζε ηεο κίησζεο 

ή δηαηξνχληαη αλψκαια ζε δχν θχηηαξα κε δηαθνξεηηθφ αξηζκφ ρξσκνζσκάησλ 

(αλεππινεηδία) ή εμέξρνληαη απφ ηε κίησζε ρσξίο δηαίξεζε (33). ηελ ηειεπηαία 

πεξίπησζε είηε απνπίπηνπλ ζηε κεζφθαζε, είηε θάλνπλ ζηάζε (arrest) ζηε 

κεζφθαζε, είηε πξνρσξνχλ ζηελ επφκελε θάζε ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ (33).  
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Οη MTAs πξνθαινχλ απφπησζε κέζσ ελεξγνπνίεζεο ηνπ ελδνγελνχο 

κηηνρνλδξηαθνχ κνλνπαηηνχ (34). Δηδηθφηεξα νη παξάγνληεο  αληηκηθξνζσιελίζθσλ 

θαηαζηέιινπλ ηελ έθθξαζε ησλ αληηαπνπησηηθψλ πξσηετλψλ ηεο νηθνγέλεηαο Bcl-2. 

Γηα παξάδεηγκα ε έθζεζε ζε  MTAs νδήγεζε ζηελ ελεξγνπνίεζε ηεο JNK (c-Jun N-

terminal kinase) (35, 36) επάγνληαο ηε θσζθνξπιίσζε θαη ηνλ θαηαβνιηζκφ ησλ 

αληηαπνπησηηθψλ πξσηετλψλ  Mcl-1 (myeloid cell leukemia 1) (37) θαη Bcl-2 (B-cell 

lymphoma 2) (38-40). Οη κεηαβνιέο ζηελ ηζνξξνπία ησλ αληηαπνπησηηθψλ θαη πξν-

απνπησηηθψλ πξσηετλψλ ζπληεινχλ ζηε δηάηξεζε ηεο εμσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο 

κεκβξάλεο θαη ηνλ θπηηαξηθφ ζάλαην (41, 42). Η  δεκηνπξγία δξαζηηθψλ κνξθψλ 

νμπγφλνπ απνηειεί πηζαλψο ην ελαξθηήξην ιάθηηζκα ηεο ελεξγνπνίεζεο ηνπ 

κηηνρνλδξηαθνχ κνλνπαηηνχ απφ ηνπο MTAs (37, 43).   

Δθηφο ησλ άιισλ νη ΜTAs έρνπλ απεπζείαο επίδξαζε ζηα κηηνρφλδξηα (34). Η 

επψαζε κηηνρνλδξίσλ κε MTAs νδήγεζε ζηελ θαηάξξεπζε ηεο ΓΦm (mitochondrial 

membrane potential), κηηνρνλδξηαθφ νίδεκα θαη απειεπζέξσζε θπηνρξψκαηνο C. 

Μάιηζηα ππνζηεξίρζεθε φηη νη κηθξνζσιελίζθνη ζπκκεηέρνπλ ζηε ξχζκηζε ηεο 

κηηνρνλδξηαθήο δηαπεξαηφηεηαο δεδνκέλνπ φηη ε κηηνρνλδξηαθή ηνπκπνπιίλε 

αιιειεπηδξά κε ηε VDAC (voltage-dependent anion channel) (44, 45) πνπ είλαη 

ξπζκηζηηθφ  κέξνο ηνπ πφξνπ ηεο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο ππεχζπλε γηα θπηηαξηθφ 

ζάλαην κέζσ MPT (mitochondrial pore transition) (46).  

Ρφιν ζηελ πξφθιεζε απφπησζεο απφ MTAs έρεη θαη ε πξσηεΐλε p53. Σφζν ε 

παθιηηαμέιε φζν θαη ε βηλθινπλίλε αχμεζαλ ηα επίπεδα ηεο πξσηεΐλεο p53 (39, 47). 

Απηή ε δξάζε θαίλεηαη φηη εμαξηάηαη απφ ηε ζπγθέληξσζε ηνπ θαξκάθνπ. Οη 

Bourgarel-Rey θαη ζπλεξγάηεο δηαπίζησζαλ επαγσγή ηνπ p53 ζε θαξθηληθά θχηηαξα 

καζηνχ πνπ εθηέζεθαλ ζε βηλνξεικπίλε (48). Δπηπιένλ ν p53 εκπφδηζε ηε 

κεηαγξαθή ηνπ Bcl-2 πξνζδελφκελνο ζηνλ εθθηλεηή ηνπ γνληδίνπ. Σν εχξεκα απηφ 

ζπληζηά έλα επηπξφζζεην κεραληζκφ ξχζκηζεο ηνπ Bcl-2 πέξαλ ηεο JNK 

κεζνιαβνχκελεο θαηαζηνιήο ηνπ (37).  

Οη παξάγνληεο αληηκηθξνζσιελίζθσλ επηδξνχλ ζε επηπξφζζεηεο ιεηηνπξγίεο ηεο 

αγγεηνγέλεζεο (26, 28). Δλ αληηζέζεη κε ηηο ινηπέο θαηεγνξίεο θπηηαξνηνμηθψλ πνπ 

έρνπλ θαζαξά αληηπνιιαπιαζηαζηηθή δξάζε νη MTAs θαίλεηαη φηη θαηαζηέιινπλ ηφζν 

ηε κεηαλάζηεπζε ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ, φζν θαη ην ζρεκαηηζκφ ηξηρνεηδηθψλ 

ζρεκαηηζκψλ. Οη MTAs αζθνχλ αληηαγγεηνγελεηηθή δξάζε ζε ζπγθεληξψζεηο πνιχ 

ρακειφηεξεο απφ απηέο πνπ θαηαζηέιινπλ ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ζηα θαξθηληθά 

θχηηαξα. Οη Pasquier θαη ζπλεξγάηεο παξαηήξεζαλ φηη ε παθιηηαμέιε ειάηησζε ηελ 

θηλεηηθφηεηα ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ ζε πνιχ ρακειέο ζπγθεληξψζεηο 

απμάλνληαο ηε δπλακηθή αζηάζεηα ησλ κηθξνζσιελίζθσλ ζηε κεζφθαζε ηνπ 
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θπηηάξνπ (49). ην ίδην κήθνο θχκαηνο είλαη ηα επξήκαηα ησλ Pourroy θαη 

ζπλεξγαηψλ κε ηε βηλθινπλίλε (50).  

Η αλαζηαιηηθή επίδξαζε ζηε ρεκεηνηαμία απνδίδεηαη κάιινλ ζηηο δηαηαξαρέο 

πνπ πξνθαινχλ νη MTAs ζηε ιεηηνπξγία ηνπ θεληξνζψκαηνο MTOC (51). Σν MTOC 

(microtubule organizing center) είλαη ην θέληξν νξγάλσζεο ησλ κηθξνζσιελίζθσλ  

θαη ν πξνζαλαηνιηζκφο ηνπ είλαη θξίζηκνο γηα ηε κεηαθίλεζε ηνπ θπηηάξνπ πξνο ηελ 

επηδησθφκελε θαηεχζπλζε. Κξίζηκν ξφιν ζε απηφ παίδνπλ ηα ιακειηπφδηα ηα νπνία 

εθηείλνληαη απφ ηελ θνξπθή ηνπ κεηαθηλνχκελνπ θπηηάξνπ πξνο ρεκεηνηαθηηθνχο 

παξάγνληεο (π.ρ. VEGF, bFGF, θ.α) θαη απνζχξνληαη φηαλ απνηχρεη ν ζσζηφο 

πξνζαλαηνιηζκφο ηνπ MTOC (52). Δλδεηθηηθά κε ηε δξάζε ησλ MTAs, ε δνζεηαμέιε 

θαηέζηεηιε ηε κεηαλάζηεπζε ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ ζε κε ηνμηθέο 

ζπγθεληξψζεηο επεξεάδνληαο ηελ πιαζηηθφηεηα ησλ κηθξνζσιελίζθσλ θαη εκπφδηζε 

ηνλ πξνζαλαηνιηζκφ ηνπ θεληξνζψκαηνο πξνο ηε ζσζηή θνξά θαηεχζπλζεο (53). 

Δπηπιένλ νη MTAs επεξεάδνπλ ηε ιεηηνπξγία ησλ GTPαζψλ ηεο νηθνγέλεηαο Rho 

(54). Ο ξφινο ησλ Rho GTPαζψλ είλαη πνιχ ζεκαληηθφο γηα ηε κεηαλάζηεπζε (55). Η 

Cdc42 επάγεη ην ζρεκαηηζκφ θηινπνδίσλ θαη ξπζκίδεη ηνλ πξνζαλαηνιηζκφ ηνπ 

MTOC, ε Rac1 επάγεη ην ζρεκαηηζκφ ιακειηπνδίσλ θαη ε RhoA ξπζκίδεη ηφζν ην 

ζρεκαηηζκφ ησλ ηλψλ ηνπ ζηξεο αθηίλεο (actin stress fibers) φζν θαη ησλ ζεκείσλ 

πξφζδεζεο ζηελ εμσθπηηάξηα νπζία (FA:focal adhesion).  Οη MTAs αλαζηέιινπλ ηηο 

Cdc42 θαη Rac1, αιιά ελεξγνπνηνχλ ηε RhoA κε απνηέιεζκα λα δηαηαξάζζεηαη ν 

ζρεκαηηζκφο ηλψλ ζηξεο αθηίλεο θαη ζεκείσλ πξφζδεζεο ζηελ εμσθπηηάξηα νπζία 

γεγνλφο πνπ πξνθαιεί ζεκαληηθέο επηπηψζεηο ζηε κεηαθίλεζε ηνπ ελδνζειηαθνχ 

θπηηάξνπ.  

Δθηφο ησλ άιισλ νη παξάγνληεο αληηκηθξνζσιελίζθσλ αζθνχλ έκκεζε επίδξαζε 

ζηα ελδνζειηαθά θχηηαξα κέζσ ηεο ξχζκηζεο ηεο έθθξαζεο αγγεηνγελεηηθψλ 

παξαγφλησλ. Γηα παξάδεηγκα ε παθιηηαμέιε ειάηησζε ηελ έθθξαζε ηνπ VEGF ζε 

φγθνπο καζηνχ απφ δηαγνληδηαθνχο κχεο θαηαζηέιινληαο ηελ αγγεηνγέλεζε (56), ελψ 

ε  δνζεηαμέιε θαη ε βηλθξηζηίλε κείσζαλ ηελ έθθξηζε VEGF απφ Σ-ιεπραηκηθά 

θχηηαξα (57). Ρφιν θαίλεηαη λα δηαδξακαηίδεη θαη ε ξχζκηζε ηεο έθθξαζεο ηνπ SDF-1 

(stromal cell-derived factor-1). Η βηλνξεικπίλε κείσζε ηελ επαγφκελε απφ ηελ 

ππνμία έθθξηζε SDF-1 ζε MRC-5 ηλνβιάζηεο ελψ ε αγγεηνγελεηηθή ιεηηνπξγία ησλ 

ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ θαηεζηάιε κεηά ηελ επψαζε ηνπο ζε ζξεπηηθά κέζα 

(conditioned media) πνπ πξνήιζαλ απφ ηλνβιάζηεο πνπ εθηέζεθαλ ζε βηλνξεικπίλε 

(58). 

Σα αλσηέξσ επξήκαηα πηζαλψο απνδίδνληαη ζηελ επίδξαζε πνπ έρνπλ νη MTAs 

ζην κεηαγξαθηθφ παξάγνληα ηεο ππνμίαο hypoxia-inducible factor (HIF)-1a. Οη 

Giannakakou θαη ζπλεξγάηεο δηαπίζησζαλ φηη ε 2-κεζνμπ-νηζηξαδηφιε, ε επνζηιφλε-
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Β, ε δνζεηαμέιε, ε θνιρηθίλε θαη ε βηλθξηζηίλε ειάηησζαλ ηα επίπεδα ηεο πξσηεΐλεο 

ηνπ HIF1a (59). Η κείσζε απηή απνδφζεθε ζηελ θαηαζηνιή ηεο κεηάθξαζεο ηνπ 

mRNA κέζσ ηεο δηάξξεμεο ηνπ δηθηχνπ ησλ κηθξνζσιελίζθσλ (60). Χζηφζν κέλεη λα 

εμαθξηβσζεί εάλ απηφ αθνξά ζε επίδξαζε κφλν ησλ ζπκβαηηθψλ δφζεσλ 

ρεκεηνζεξαπείαο ή θαη ησλ κεηξνλνκηθψλ δεδνκέλνπ φηη ε κεηξνλνκηθή ζπγθέληξσζε 

βηλνξεικπίλεο δελ θαηέζηεηιε ηελ έθθξαζε ηνπ HIF-1α ζε ελδνζειηαθά θχηηαξα ζηελ 

ππνμία φπσο πξνθχπηεη απφ πξνζσπηθέο αδεκνζίεπηεο παξαηεξήζεηο.  

Σέινο νη MTAs απμάλνπλ ηελ έθθξηζε ηνπ TSP-1 (thrombospondin-1). Ο TSP-1 

πξνζδέλεηαη είηε ζηνλ ππνδνρέα ηνπ ελδνζειηαθνχ θπηηάξνπ CD36 πξνθαιψληαο 

απφπησζε, είηε ζηνλ ππνδνρέα CD47 γηα λα αλαζηείιεη ηε κεηαγσγή ζήκαηνο απφ 

ην ληηξηθφ νμείδην (ΝΟ) (61). Ο Bocci έδεημε φηη κεηξνλνκηθέο ζπγθεληξψζεηο 

βηλκπιαζηίλεο, παθιηηαμέιεο θαη ηνπ αιθπιησηηθνχ παξάγνληα ηεο 

θπθινθσζθακίδεο αχμεζαλ ηελ έθθξαζε ηνπ TSP-1 ζε ελδνζειηαθά θχηηαξα (62). 

Σέινο νη Jiang θαη ζπλεξγάηεο παξαηήξεζαλ αχμεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ TSP-1 ζε 

κχεο κε κεηαζηαηηθφ θαξθίλν καζηνχ (62). 

 

1.1.8 Μεηπονομική σημειοθεπαπεία με βινοπελμπίνη 

Σν αληηθείκελν απηήο ηεο δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο είλαη ε in vitro κειέηε  ησλ 

επηδξάζεσλ ηεο κεηξνλνκηθήο ρεκεηνζεξαπείαο κε βηλνξεικπίλε ζε 

πνιιαπιαζηαδφκελα ελδνζειηαθά θχηηαξα. Η βηλνξεικπίλε είλαη έλα αιθαινεηδέο ηεο 

vinca, εκηζπλζεηηθφ παξάγσγν ηεο βηλκπιαζηίλεο (5′-norhydro vinblastine; 

vinorelbine) κε ηξνπνπνίεζε ζηνλ ππξήλα θαζαξαλζίλεο ην νπνίν πξνζδίδεη 

κεγαιχηεξε ιηπνθηιηθφηεηα θαη επλντθφ πξνθίι ηνμηθφηεηαο ζε ζρέζε κε παιαηφηεξα 

αιθαινεηδή ηεο vinca (30).  Δπίζεο έρεη ην πιενλέθηεκα ηεο ρνξήγεζεο απφ ην 

ζηφκα (Navelbine soft caps), γεγνλφο πνπ ην θαζηζηά ηδαληθφ θαξκαθεπηηθφ 

παξάγνληα ζε ζπλζήθεο καθξνρξφληαο ρνξήγεζεο, φπσο ζηελ πεξίπησζε ηεο 

κεηξνλνκηθήο ρεκεηνζεξαπείαο. Η per os πξφζιεςε πιενλεθηεί ζε ζρέζε κε ηελ 

έγρπζε δηα ηεο θιεβηθήο νδνχ θαζψο πξνζθέξεη πνηφηεηα δσήο θαη θαιχηεξε 

ζπκκφξθσζε ζηε ζεξαπεία.  

Κιηληθέο κειέηεο απφ ηνπο Briasoulis θαη ζπλεξγάηεο έδεημαλ φηη ε κεηξνλνκηθή 

ρνξήγεζε βηλνξεικπίλεο είλαη εθηθηή πξνθαιψληαο αληηλενπιαζκαηηθφ απνηέιεζκα 

κε ακειεηέα ηνμηθφηεηα. 

Καη’ αξρήλ εμεηάζζεθε έλα εχξνο δφζεσλ πξνθεηκέλνπ λα θαζνξηζηεί ε 

αζθάιεηα ηεο παξαηεηακέλεο ζπρλήο ρνξήγεζεο βηλνξεικπίλεο ζε κειέηε ηχπνπ 

θάζεο Ι (63). Η θιηκάθσζε ησλ δφζεσλ βηλνξεικπίλεο απφ ηα 20 mg ζηα 70 mg 
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έδεημε φηη δφζεηο 20-50 mg είλαη αζθαιείο φηαλ ην θάξκαθν ρνξεγείηαη 3 θνξέο ηελ 

εβδνκάδα. Η ίδηα κειέηε έδεημε αληηθεηκεληθέο αληαπνθξίζεηο αζζελψλ κε 

πξνρσξεκέλν θαξθίλν ρσξίο αλάπηπμε ζνβαξψλ παξελεξγεηψλ.  

Αθνινχζεζε ηπραηνπνηεκέλε κειέηε ηχπνπ θάζεο ΙΙΑ επηινγήο ηεο βέιηηζηεο 

δφζεο πνπ επηβεβαίσζε ηελ απνηειεζκαηηθφηεηα ηνπ πξσηνθφιινπ θαη ηελ επηινγή 

ησλ 50 mg σο ηελ βέιηηζηε (64). Η ρνξήγεζε 50 mg βηλνξεικπίλεο 3 θνξέο ηελ 

εβδνκάδα είρε σο απνηέιεζκα παξαηεηακέλε αληηλενπιαζκαηηθή δξάζε ρσξίο 

έθδειε ηνμηθφηεηα κε δηαηήξεζε ζηαζεξψλ ρακειψλ λαλνκνξηαθψλ ζπγθεληξψζεσλ 

ζην αίκα ηεο ηάμεσο ησλ 2.6 ng/ml. Λακβάλνληαο ππ’ φςηλ ηα ρακειά επίπεδα ηνπ 

θαξκάθνπ θαη ησλ αγγεηνγελεηηθψλ παξαγφλησλ FGF2 θαη IL-8 ζηνπο αζζελείο κε 

αληαπφθξηζε ζηε ζεξαπεία, νη Briasoulis θαη ζπλεξγάηεο ππνζηήξημαλ ηελ 

αληηαγγεηνγελεηηθή βάζε ηνπ πξσηνθφιινπ. Δπηπιένλ ππνζηεξίρζεθε φηη ν 

ζπλδπαζκφο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο κε άιινπο αληηαγγεηνγελεηηθνχο 

παξάγνληεο ζα είρε ζπλεξγηζηηθή δξάζε κε δηαηήξεζε ηνπ ρακεινχ πξνθίι 

ηνμηθφηεηαο. 
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1.2 ΑΓΓΔΗΟΓΔΝΔΖ 

1.2.1 Ο πόλορ ηηρ αγγειογένεζηρ ζηον καπκίνο 

Η αγγεηνγέλεζε απνηειεί απαξαίηεηε δηαδηθαζία αλάπηπμεο ησλ φγθσλ θαη έρεη 

αλαγλσξηζηεί σο έλα απφ ηα βαζηθά γλσξίζκαηα ηνπ θαξθίλνπ (hallmarks of cancer) 

(65). Σν 1971 o Judah Folkman ππέζεζε φηη νη φγθνη ζα πξέπεη λα αηκαηψλνληαη 

πξνθεηκέλνπ λα αλαπηπρζνχλ, ελψ ε δηαθνπή ηεο αηκαηηθήο παξνρήο ζα νδεγνχζε 

ζηελ ππνζηξνθή ηνπο (8). Πξφηεηλε ινηπφλ ηελ αληηαγγεηνγελεηηθή ζεξαπεία ζαλ κηα 

λέα ζεξαπεπηηθή επηινγή γηα ηελ αληηκεηψπηζε ηνπ θαξθίλνπ (8). Η ππφζεζε απηή 

ζηεξίρζεθε ζε ηζρπξέο πεηξακαηηθέο ελδείμεηο. Οη πξσηνπαζείο φγθνη ρξεηάδνληαη 

ηξνθνδφηεζε απφ αγγεία γηα λα αλαπηπρζνχλ πέξαλ ηνπ κεγέζνπο ησλ 1-2 mm3, 

ελψ νη κεηαζηάζεηο ρξεηάδνληαη επίζεο αηκάησζε γηα λα γίλνπλ έθδειεο (66). Η 

ζρέζε βέβαηα νγθνγέλεζεο-αγγεηνγέλεζεο είρε δηαπηζησζεί ήδε απφ ην 1941 κε ηε 

κειέηε ηνπ Harry Greene ν νπνίνο εκθχηεπζε θαξθηληθά θχηηαξα απφ θνπλέιηα ζε 

άιια είδε πεηξακαηνδψσλ θαη παξαηήξεζε αχμεζε ηεο κάδαο ησλ αιινγελψλ φγθσλ 

κε αγγεηαθφ πιέγκα θαη ζηαζηκφηεηα απηψλ ρσξίο αγγείσζε (67). 

Η αγγεηνγέλεζε ηνπ θαξθίλνπ ξπζκίδεηαη απφ πιεηάδα παξαγφλησλ πνπ έρνπλ 

είηε δηεγεξηηθή, είηε αλαζηαιηηθή επίδξαζε (68). Η θιίζε ηνπ ηζνδπγίνπ έθθξαζεο 

απηψλ ησλ παξαγφλησλ θαζνξίδεη εάλ ζα ελεξγνπνηεζεί ν «αγγεηνγελεηηθφο 

δηαθφπηεο» (angiogenic switch), φπσο πξνηάζεθε απφ ηηο Bergers θαη Benjamin (69). 

χκθσλα κε απηή ηε ζεσξία νη φγθνη αξρηθά αλαπηχζζνληαη ρσξίο λα 

ηξνθνδνηνχληαη απφ αγγεία κέρξη ην ζεκείν πνπ επέξρεηαη ηζνξξνπία 

πνιιαπιαζηαζκνχ – απφπησζεο θαξθηληθψλ θπηηάξσλ. Γηα λα ππάξμεη εθζεηηθή 

αχμεζε ηνπ φγθνπ απαηηείηαη ελεξγνπνίεζε ηνπ «αγγεηνγελεηηθνχ δηαθφπηε» (69). ηε 

θάζε απηή ην ηζνδχγην θιίλεη ππέξ ηεο αγγεηνγέλεζεο θαη ππξνδνηείηαη ε δηαδηθαζία 

δεκηνπξγίαο λέσλ αγγείσλ πνπ ηξνθνδνηνχλ ηνλ φγθν.  

 

 

1.2.2 Yποξία: Σο εναπκηήπιο λάκηιζμα ηηρ αγγειογένεζηρ 

Η ηζηηθή ππνμία είλαη παξάγνληαο πνπ πξνθαιεί ελεξγνπνίεζε ηνπ 

αγγεηνγελεηηθνχ δηαθφπηε (70). Δηδηθφηεξα ν πνιιαπιαζηαζκφο ησλ θαξθηληθψλ 

θπηηάξσλ νδεγεί ζηελ αχμεζε ηνπ κεγέζνπο ηνπ ζρεκαηηδφκελνπ φγθνπ. Σν Ο2 φκσο 

απφ ηα ηξηρνεηδή ηνπ θπζηνινγηθνχ ηζηνχ δε κπνξεί λα δηαρπζεί πέξαλ ηεο 

απνζηάζεσο ησλ 100 κΜ-200 κΜ κε απνηέιεζκα ηελ  εγθαηάζηαζε ζπλζεθψλ 

ππνμίαο ζην εζσηεξηθφ ηνπ φγθνπ (71, 72). Η ρακειή ζπγθέληξσζε νμπγφλνπ επάγεη 

ην κεηαγξαθηθφ παξάγνληα HIF, θχξην ξπζκηζηή ηεο ζεκαηνδφηεζεο ζηελ ππνμία 
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(73). Ο HIF κε ηε ζεηξά ηνπ πξνάγεη ηελ έθθξαζε πξν-αγγεηνγελεηηθψλ παξαγφλησλ 

πνπ ζπληεινχλ ζηελ θιίζε ηνπ ηζνδπγίνπ ππέξ ηεο αγγεηνγέλεζεο (Δηθ. 1.4) (74).  

 

 

Δικ.1.4 Δνεπγοποίηζη ηηρ αγγειογένεζηρ. Η αχμεζε ηνπ φγθνπ ζπληειεί ζηελ εγθαηάζηαζε 

ζπλζεθψλ ππνμίαο θαη ελεξγνπνίεζε ηνπ κνλνπαηηνχ ηνπ HIF ζηα θχηηαξα πνπ απέρνπλ 

απφζηαζε >100 κΜ απφ ηα ηξηρνεηδή κε απνηέιεζκα ηελ αχμεζε ηεο έθθξαζεο 

αγγεηνγελεηηθψλ παξαγφλησλ θαη ηελ θιίζε ηνπ ηζνδπγίνπ ππέξ ηεο αγγεηνγέλεζεο.   

 

 

Ο HIF είλαη εηεξνδηκεξέο ην νπνίν αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ πξσηετλψλ bHLH-

PAS (basic helix loop helix-Per/ARNT/Sim) (75). Απνηειείηαη απφ κία α-ππνκνλάδα 

ζηελ νπνία αλήθνπλ νη HIF-1a, HIF-2a θαη HIF-3a ηα επίπεδα ησλ νπνίσλ 

ξπζκίδνληαη απφ ηε κεξηθή πίεζε O2 (PO2) θαη κία ζηαζεξά εθθξαδφκελε β-

ππνκνλάδα (HIF-β) ηεο νηθνγέλεηαο ησλ Aryl hydrocarbon nuclear translocator family 

πνπ πεξηιακβάλεη ηνπο Arnt, Arnt2, and Arnt3. Οη ππνκνλάδεο ηνπ HIF έρνπλ 

νκνηφηεηεο ζηε δνκή θαη δηαζέηνπλ ηνπο εμήο ηνκείο: ηνλ ηνκέα bHLH ζην ακηλνηειηθφ 

άθξν πνπ εμππεξεηεί ηελ πξφζδεζε ζην DNA, ηνλ Per-ARNT-Sim (PAS) ηνκέα ζηελ 

θεληξηθή πεξηνρή πνπ εμππεξεηεί ηνλ εηεξνδηκεξηζκφ θαη ηελ θαξβνμπ-ηειηθή πεξηνρή 

πνπ πξνζειθχεη ξπζκηζηηθέο πξσηεΐλεο ηεο κεηαγξαθήο. 
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Σα επίπεδα ηνπ HIF ξπζκίδνληαη απφ ηηο πξνιπι-πδξνμπιάζεο (prolyl 

hydroxylase), PHD1-3 πνπ είλαη νη αηζζεηήξεο νμπγφλνπ ηνπ θπηηάξνπ (76). Απηά ηα 

έλδπκα είλαη κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ Fe(II) θαη 2-νμνγινπηαξηθν-εμαξηψκελσλ 

δηνμπγελαζψλ (76). ε ζπλζήθεο κε επαξθή κεξηθή πίεζε Ο2 νη PHD πδξνμπιηψλνπλ 

ηνλ HIF ζε δχν ζέζεηο πξνιίλεο (77, 78). Η πδξνμπιίσζε ηνπο ζπληειεί ζηελ 

πξφζδεζε ηoπ HIF ζην ζχκπιεγκα ηεο πξσηεΐλεο von Hippel–Lindau E3 (VHL) κε ηηο 

Elongin-B, Elongin-C, Cul2 θαη RBX1 κε δξάζε ιηγάζεο ηεο νπκπηθνπηηίλεο (79) κε 

απνηέιεζκα ηελ νπκπηθηηηλνπνίεζε θαη ηνλ θαηαβνιηζκφ ηνπ HIF1-α απφ ην 

πξσηεάζσκα (80).   

Η πεξηνξηζκέλε δηάζεζε O2 θαη 2-oxoglutarate ζε ζπλζήθεο ππνμίαο έρεη σο 

απνηέιεζκα ηελ απελεξγνπνίεζε ησλ PHD θαη ηελ αχμεζε ησλ επηπέδσλ ηνπ HIF-α. 

ηελ απελεξγνπνίεζε ησλ PHD πηζαλψο παίδνπλ ξφιν θαη νη δξαζηηθέο κνξθέο 

νμπγφλνπ (81). Πξάγκαηη νη Chandel θαη ζπλεξγάηεο έδεημαλ φηη ζε ζπλζήθεο ππνμίαο 

ζπκβαίλεη ππεξπαξαγσγή νξηζκέλσλ δξαζηηθψλ κνξθψλ νμπγφλνπ νη νπνίεο 

πξνθαινχλ αλαζηνιή ησλ PHD θαη αχμεζε ησλ επηπέδσλ ηνπ HIF-α (82, 83). Η 

παξαγσγή ησλ ROS ζε απηή ηελ πεξίπησζε γίλεηαη ζηε ζέζε Qo ηνπ ζπκπιέγκαηνο 

ΙΙΙ ηεο αιπζίδαο ειεθηξνλίσλ (84). Χζηφζν ε ξχζκηζε ησλ επηπέδσλ ηνπ HIF-α απφ 

ηηο ROS είλαη ακθηιεγφκελε (85), θαζψο ε παξαγσγή ηνπο ζε ζπλζήθεο ππνμίαο 

ακθηζβεηείηαη απφ νξηζκέλνπο άιινπο εξεπλεηέο (86) ελψ ε ίδηα ε PHD θαίλεηαη πσο 

έρεη ρακειή επαηζζεζία ζην ππεξνμείδην ηνπ πδξνγφλνπ (87).  

Σέινο ππάξρνπλ επηπξφζζεηα επίπεδα ξχζκηζεο ηεο HIF ζεκαηνδφηεζεο. Η 

FIH-1 (factor inhibiting HIF-1) είλαη κία Fe(II) / 2-νμνγινπηαξηθε-εμαξηψκελε 

δηνμπγελάζε πνπ πδξνμπιηψλεη ζε ζπλζήθεο λνξκνμίαο ηελ ππεχζπλε πεξηνρή ηνπ 

HIF γηα ηελ trans-ελεξγνπνίεζε. Με απηή ηελ πδξνμπιίσζε παξεκπνδίδεηαη ε 

πξφζδεζε ησλ ελεξγνπνηεηψλ ηεο κεηαγξαθήο κε απνηέιεζκα ηελ απψιεηα ηεο 

κεηαγξαθηθήο ηθαλφηεηαο ηνπ HIF (88). 

Σέινο ν HIF ππφθεηηαη ζε επηπιένλ κεηακεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο πνπ 

επεξεάδνπλ ηε κεηαγξαθηθή ηνπ ηθαλφηεηα φπσο αθεηπιίσζε, θσζθνξπιίσζε, 

sumo-πιίσζε θαη s-ληηξνζπιίσζε (89). Χζηφζν ε ζεκαζία ηνπο μεθεχγεη απφ ην 

πεδίν ελδηαθέξνληνο απηήο ηεο δηαηξηβήο. 

Tειηθφ απνηέιεζκα ησλ θαηαζηάζεσλ θπηηαξηθήο ππνμίαο είλαη ε αχμεζε ησλ 

επηπέδσλ θαη ηεο ελεξγφηεηαο ηνπ HIF-α (90). Γεδνκέλνπ φηη ν HIF δηαζέηεη NLS 

(nuclear localization signal) εθηνπίδεηαη ζηνλ ππξήλα φπνπ εηεξνδηκεξίδεηαη κε ηνλ 

ARNT(HIF-β) θαη ζπδεχγλπηαη κε ηνλ  CBP (CREB Binding Protein), ηνλ p300 θαη ηελ 

Pol II (DNA polymerase II) (91, 92). Σν ζχκπιεγκα πξνζδέλεηαη ζηνπο ππνθηλεηέο 

ησλ γνληδίσλ πνπ δηαζέηνπλ HRE (Hypoxia-Responsive Elements) κε απνηέιεζκα 

ηελ επαγσγή ηεο κεηαγξαθήο ηνπο (93). 
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Η ελεξγνπνίεζε ηνπ κνλνπαηηνχ ηνπ HIF έρεη σο απνηέιεζκα ηε κεηαγξαθή 

γνληδίσλ πνπ εκπιέθνληαη ζην κεηαβνιηζκφ ηεο γιπθφδεο, ηνλ θπηηαξηθφ 

πνιιαπιαζηαζκφ, ηελ εξπζξνπνίεζε θαη ηελ αγγεηνγέλεζε (Δηθ. 1.5) (94). 

Υαξαθηεξηζηηθά o HIF απμάλεη ηελ έθθξαζε ηεο εξπζξνπνηεηίλεο (EPO), κεηαθνξέσλ 

γιπθφδεο (Glucose transporters: GLUT), γιπθνιπηηθψλ ελδχκσλ θαη αγγεηνγελεηηθψλ 

παξαγφλησλ. Δηδηθφηεξα ε έθθξαζε ησλ VEGF, platelet-derived growth factor 

(PDGF)-beta θαη basic fibroblast growth factor (bFGF) απμάλεηαη ζηελ ππνμία κε HIF 

ξπζκηδφκελν ηξφπν κε απνηέιεζκα ηελ ππξνδφηεζε ηεο δηαδηθαζίαο αγγείσζεο ηνπ 

ππνμηθνχ φγθνπ (70, 74). 

 

Δικ 1.5 Σο ζημαηοδοηικό μονοπάηι ηος HIF (ηποποποιημένη εικόνα, εςγενήρ 

παπασώπηζη ηηρ SABiosciences). Απελεξγνπνίεζε ηνπ HIF απφ ηελ FIH1 θαη 

πδξνμπιίσζε ηνπ απφ ηνπο PHD ζε ζπλζήθεο λνξκνμίαο κε απνηέιεζκα ηελ πξφζδεζε ζην 
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ζχκπιεγκα ησλ VHL - elongins θαη ηνλ θαηαβνιηζκφ ηνπ. Μεηαγξαθή HIF εμαξηψκελσλ 

γνληδίσλ ζηελ ππνμία ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ αγγεηνγελεηηθψλ παξαγφλησλ φπσο ν VEGF. 

 

 

1.2.3 Αγγειογένεζη με εκβλάζηηζη (sprouting angiogenesis) 

 Η αγγεηνγέλεζε κε εθβιάζηεζε είλαη ν βαζηθφο κεραληζκφο αγγεηνγέλεζεο ζηνλ 

θαξθίλν θαη αθνξά ζηε δεκηνπξγία λέσλ αγγείσλ απφ πξνυπάξρνληα (95). Δλ 

πξνθεηκέλσ ηα ελδνζειηαθά θχηηαξα ελεξγνπνηνχληαη απφ απμεηηθνχο παξάγνληεο 

πνπ εθθξίλνληαη απφ θαξθηληθά θχηηαξα θαη θχηηαξα ηνπ ζηξψκαηνο ηνπ ππνμηθνχ 

φγθνπ. Οη ελ ιφγσ παξάγνληεο απμάλνπλ ηελ έθθξαζε ησλ κεηαιινπξσηεαζψλ 

(Matrix metalloproteinases: MMPs) πνπ ζπληεινχλ ζηελ απνδφκεζε ηεο βαζηθήο 

κεκβξάλεο θαη ηεο εμσθπηηάξηαο νπζίαο. ηε ζπλέρεηα ηα ελδνζειηαθά θχηηαξα 

κεηαλαζηεχνπλ πξνο ηηο πεξηνρέο έθθξηζεο αγγεηνγελεηηθψλ παξαγφλησλ κέζσ ηεο 

έθηηζεο θηινπνδίσλ πνπ παίδνπλ ξφιν αηζζεηήξα (96). Παξάιιεια ηα ελδνζειηαθά 

θχηηαξα πνπ αθνινπζνχλ πνιιαπιαζηάδνληαη γηα λα ζρεκαηίζνπλ ηνλ θνξκφ ηνπ 

λένπ αγγείνπ. ηε ζπλέρεηα ηα ελδνζειηαθά θχηηαξα ζρεκαηίδνπλ θελνηφπηα ε 

ζπλέλσζε ησλ νπνίσλ ζπληειεί ζηε δεκηνπξγία απινχ (97). Αθνινπζεί σξίκαλζε θαη 

ζηαζεξνπνίεζε ηνπ αγγείνπ κέζσ ηεο PDGF-επαγφκελεο επηζηξάηεπζεο 

πεξηθπηηάξσλ ηα νπνία ελαπνζέηνπλ εμσθπηηάξηα νπζία θαη αδξαλνπνηνχλ ηα 

ελδνζειηαθά θχηηαξα εθθξίλνληαο παξάγνληεο φπσο ε Angiopoietin1 (98).  

 

1.2.4 Μοπιακή ζημαηοδόηηζη ηηρ αγγειογένεζηρ με εκβλάζηηζη 

1.2.4.1 VEGF ζημαηοδόηηζη 

Η νηθνγέλεηα VEGF απνηειείηαη απφ ηνπο παξάγνληεο VEGFA, VEGFB, VEGFC, 

VEGFD θαη PIGF (placenta growth factor). Ο VEGFA είλαη ν θχξηνο κεζνιαβεηήο ηεο 

αγγεηνγέλεζεο (99). Οη πξνζδέηεο ηεο νηθνγέλεηαο VEGF ζεκαηνδνηνχλ ηα 

ελδνζειηαθά θχηηαξα κέζσ ησλ ππνδνρέσλ θηλάζεο ηπξνζίλεο VEGFR1 (Flt1), 

VEGFR2 (Flk1) θαη VEGFR3 (Flt4) (100). Ρφιν επίζεο δηαδξακαηίδνπλ δχν 

neuropilins (NRPs) πνπ αζθνχλ ηξνπνπνηεηηθή δξάζε σο ζπλ-ππνδνρείο (101).  

 Η πξφζδεζε ηνπ VEGF πξνθαιεί νκνδηκεξηζκφ ή εηεξνδηκεξηζκφ ησλ 

ππνδνρέσλ (102). Η κεηαβνιή ζηε ζηεξενδηάηαμε ηνπ VEGR2 πξνθαιεί 

ελεξγνπνίεζε ηεο θαηαιπηηθήο δξάζεο ηεο θηλάζεο ηπξνζίλεο πνπ δηαζέηεη κε 

απνηέιεζκα ηε θσζθνξπιίσζε ησλ ηπξνζηλψλ ηνπ ηδίνπ (cis θσζθνξπιίσζε) ή ηνπ 

δηπιαλνχ ππνδνρέα (trans θσζθνξπιίσζε). Οη θσζθνξπιησκέλεο ηπξνζίλεο ηεο 
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θπηηαξνπιαζκαηηθήο ππνκνλάδαο απνηεινχλ ζέζεηο πξφζδεζεο γηα δεπηεξνγελείο 

κεζνιαβεηέο ηνπ θαηαξξάθηε ηεο κεηαγσγήο ζήκαηνο κε δηαηεξεκέλεο πξσηετληθέο 

πεξηνρέο SH2 (Src Homology 2) (103). 

Η αξλεηηθή ξχζκηζε ησλ ππνδνρέσλ είλαη εμίζνπ ζεκαληηθή πξνθεηκέλνπ λα 

δηαηεξεζεί ε ελεξγφηεηα ησλ ππνδνρέσλ ζε θπζηνινγηθά επίπεδα. Γηα παξάδεηγκα 

παξάιιεια κε ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο ηπξνζηληθήο θηλάζεο επάγνληαη νη SHP1 (Src-

homology phosphatase-1) θαη SHP2 θσζθαηάζεο πνπ πξνθαινχλ απφ-

θσζθνξπιίσζε ησλ θσζθνηπξνζηλψλ ηνπ VEGFR2 (104). 

Η ελδνθπηηάξσζε (endocytosis) θαη ε ελδνθπηηάξηα δηαθίλεζε (trafficking) ηνπ 

ππνδνρέα απνηεινχλ έλα επηπιένλ επίπεδν ξχζκηζεο (105). Η πξφζδεζε ηνπ VEGF 

νδεγεί ζηελ ελδνθπηηάξσζε ηνπ VEGFR2 κε ηε κεζνιάβεζε ηεο θιαζξίλεο. Ο ξφινο 

ηεο Ephrin-B2 είλαη επίζεο ζεκαληηθφο (106). ηε ζπλέρεηα ηα ελδνθπηηαξσκέλα 

θπζηίδηα ζπληήθνληαη κε ελδνζψκαηα (endosomes) πνπ εθθξάδνπλ Rab5 (107). Η 

κνίξα ηνπ VEGFR2 αθνξά είηε ζηνλ θαηαβνιηζκφ είηε ζηελ αλαθχθισζε ηνπ θαη 

εμαξηάηαη απφ ηελ ηζνκνξθή ηνπ πξνζδέηε θαη ηελ παξνπζία ζπλ-ππνδνρέα NRP1 

(108). 

Η ελεξγφηεηα ηνπ ππνδνρέα εμαξηάηαη απφ ηνλ ηχπν ηνπ ελδνζσκηαθνχ 

δηακεξίζκαηνο ζην νπνίν εληνπίδεηαη (φπσο αλαζθνπήζεθε απφ ηελ Eichmann θαη 

ζπλεξγάηεο) (105). Η παξακνλή ζε Rab5 ζεηηθά ελδνζψκαηα πξνζειθχεη ηελ PTP1b 

θσζθαηάζε κε απνηέιεζκα ηελ απφ-θσζθνξπιίσζε ηεο ηπξνζίλεο Y1175 ε νπνία 

είλαη ζεκαληηθή γηα ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ PLCγ/ERK άμνλα θαη ηε κείσζε ηεο 

δξαζηηθφηεηαο ηεο ERK (109). Απελαληίαο ε κεηαθίλεζε ζε ΔΔΑ1 ζεηηθά ελδνζψκαηα 

δηαθπιάηηεη ηελ ελεξγφηεηα ηεο ERK. Η ελεξγφηεηα ησλ ππνινίπσλ ηειεζηψλ ηεο 

VEGF κεηαγσγήο ζήκαηνο φπσο ε PI3K παξακέλεη αλεπεξέαζηε. 

Σέινο ε πξσηενιπηηθή δηάζπαζε ηνπ VEGFR2 κέζσ ηνπ πξσηεαζψκαηνο 

απνηειεί έλα επηπξφζζεην επίπεδν ξχζκηζεο ηεο κεηαγσγήο ζήκαηνο (110).  

α. VEGFR1 

Ο VEGFR1 ππνδνρέαο έρεη αλαζηαιηηθφ ξφιν ζηελ αγγεηνγέλεζε (111). Ο 

VEGFR1 αλ θαη έρεη κεγάιε ζπγγέλεηα πξνο ηνλ VEGFA δελ έρεη ηζρπξή δξάζε 

θηλάζεο κε απνηέιεζκα λα αληαγσλίδεηαη ηε δξάζε ηνπ VEGFR2 παγηδεχνληαο ηνλ 

VEGF. Ο VEGFR1 παίδεη θξίζηκν ξφιν ζηελ επηινγή θαηλνηχπνπ “stalk” θαζψο 

εμαζζελεί ηελ αληαπφθξηζε ζηα πξν-κεηαλαζηεπηηθά ζήκαηα ηνπ VEGF (112). 

Δπηπιένλ εθθξάδεηαη ζηα κνλνθχηηαξα θαη παίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηε κεζνιάβεζε 

ηεο θιεγκνλήο.  

β. VEGFR2 
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Ο VEGFR2 ππνδνρέαο είλαη ν πην κειεηεκέλνο ππνδνρέαο ηνπ VEGF θαη παίδεη 

θξίζηκν ξφιν ζηελ αγγεηνγέλεζε. Η πξφζδεζε ηνπ VEGF ππξνδνηεί ηελ 

ελεξγνπνίεζε ζεκαληηθψλ κνλνπαηηψλ γηα ηε βηνινγία ηνπ ελδνζειηαθνχ θπηηάξνπ 

(102, 113).  

Καηαξρήλ πξνάγεηαη ε επηβίσζε ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ κέζσ ηεο 

θσζθνηλνζηηηδηθήο 3-θηλάζεο (Phosphoinositide 3-kinase:PI3K) (114). Η 

ελεξγνπνίεζε ηεο PI3K έρεη σο απνηέιεζκα ηε ζπζζψξεπζε θσζθνιηπηδίσλ PIP3 

(Phosphatidylinositol-3, 4, 5-Trisphosphate) ζηε κεκβξάλε. Σα PIP3 απνηεινχλ 

ζέζεηο πξφζδεζεο γηα πξσηεΐλεο πνπ θαηέρνπλ πεξηνρέο PH (Pleckstrin Homology) 

φπσο ε Akt/PKB θαη ε PDK1. Η πξφζδεζε ζηε κεκβξάλε νδεγεί ζηελ ελεξγνπνίεζε 

ηεο Akt απφ ηελ PDK1. Η Akt κε ηε ζεηξά ηεο πξνάγεη ηελ θπηηαξηθή επηβίσζε 

παξεκπνδίδνληαο ηελ απφπησζε. Δλδεηθηηθά νξηζκέλεο απφ ηηο δξάζεηο ηεο Akt είλαη 

ε θσζθνξπιίσζε θαη απελεξγνπνίεζε ησλ BAD θαη Caspase-9.  

Δπηπιένλ ε ελεξγνπνίεζε ηνπ VEGFR2 δηεγείξεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ 

ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ κέζσ ηνπ Raf/MEK/ERK κνλνπαηηνχ (115). H PLC-γ 

πξνζδέλεηαη ζηηο θσζθνξπιησκέλεο ηπξνζίλεο ηνπ VEGFR2 θαη θαηαιχεη ηελ 

πδξφιπζε ηνπ PIP2 (Phosphatidylinositol-4, 5-Bisphosphate) ζε IP3 (Inositol 

Trisphosphate) θαη DAG (Diacylglycerol). To DAG κε ηε ζεηξά ηνπ ελεξγνπνηεί ηελ 

PKC ε νπνία επάγεη ηνλ άμνλα Raf/MEK/ERK. Απφ ηελ άιιε ε θσζθνξπιίσζε ηεο 

SHC (Src homology 2 domain containing transforming protein 1) πνπ πξνθχπηεη απφ 

ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ VEGFR2 νδεγεί ζην ζρεκαηηζκφ ζπκπιεγκάησλ SHC-GRB2 

(Growth Factor Receptor-Bound Protein-2)-SOS πνπ ζπληεινχλ ζηελ ελεξγνπνίεζε 

ηνπ Ras. Ο Ras κε ηε ζεηξά ηνπ δηεγείξεη ην κνλνπάηη ηεο RAF/MEK/ERK (116).  

Δπίζεο ν VEGFR2 δηεπθνιχλεη ηε κεηαλάζηεπζε ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ 

(117). Η θσζθνξπιίσζε ηνπ ππνδνρέα VEGFR2 νδεγεί ζηελ ελεξγνπνίεζε ηεο p38 

θηλάζεο κέζσ ηεο MKK3/6 (118) θαη πηζαλψο κέζσ ηεο Cdc42 GTPase (119). H p38 

θηλάζε θσζθνξπιηψλεη ηε MAPKAPK2/3 (MAP Kinase Activated Protein Kinase-2/3) 

πνπ κε ηε ζεηξά ηεο θσζθνξπιηψλεη ηελ HSP27 (Heat Shock Protein-27) πνπ 

ξπζκίδεη ηνλ πνιπκεξηζκφ ηεο αθηίλεο θαη ηελ παξαγσγή ηληδίσλ ηνπ ζηξεο (120). 

Δπίζεο ε δηέγεξζε ηνπ VEGFR2 νδεγεί ζηελ ελεξγνπνίεζε ηεο FAK θηλάζεο (Focal 

Adhesion Kinase) θαη ηνπ ππνζηξψκαηνο Paxillin κέζσ ηεο Src. Σν απνηέιεζκα είλαη 

ε αλαθχθισζε ησλ ζεκείσλ πξφζδεζεο ησλ θπηηάξσλ (Focal Adhesions) θαη ε 

δηεπθφιπλζε ηεο κεηαλάζηεπζεο (121, 122). 

Σέινο ε ελεξγνπνίεζε ηνπ VEGFR2 νδεγεί ζε αχμεζε ηεο ηξηρνεηδηθήο 

δηαπεξαηφηεηαο. Κχξηνο κεζνιαβεηήο ηεο δηαδηθαζίαο απηήο είλαη ην κνλνμείδην ηνπ 

αδψηνπ (NO) πνπ παξάγεηαη απφ ηελ eNOS (endothelial NO Synthase) αθνχ 

ελεξγνπνηεζεί απφ ηελ Akt (123). Η θηλεηνπνίεζε Ca2+ απφ ηηο ελδνθπηηάξηεο 
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απνζήθεο επάγεηαη απφ ην IP3 θαη νδεγεί ζηελ παξαγσγή NO θαη Ptg 

(πξνζηαγιαλδηλψλ) κε απνηέιεζκα ηελ αχμεζε ηεο αγγεηαθήο δηαπεξαηφηεηαο (Δηθ. 

1.6) (123). 

 

γ. VEGFR3 

Ο ξφινο ηνπ VEGFR3 ζηνλ ελήιηθα πεξηνξίδεηαη ζην ζρεκαηηζκφ ιεκθαγγείσλ 

(124). Χζηφζν θαηά ηε δηάξθεηα ηεο εκβξπτθήο αλάπηπμεο ζπκκεηέρεη θαη ζην 

ζρεκαηηζκφ αηκνθφξσλ αγγείσλ. Ο VEGFC θαη δεπηεξεπφλησο ν VEGFD είλαη νη 

θχξηνη ηξνθηθνί παξάγνληεο πνπ εκπιέθνληαη ζηε ιεκθαγγεηνγέλεζε (125). Η 

ελεξγνπνίεζε ηνπ VEGFR3 κέζσ ηνπ VEGFC πξνάγεη ηε ιεκθαγγεηνγέλεζε ζηνλ 

θαξθίλν θαη ηε ιεκθηθή κεηάζηαζε (126).   
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Δικ.1.6 ημαηοδοηικό μονοπάηι ηος VEGF (ηποποποιημένη εικόνα, εςγενήρ 

παπασώπηζη ηηρ SABiosciences). Γηέγεξζε ηνπ VEGFR2 απφ πξνζδέηεο ηεο νηθνγέλεηαο 

ηνπ VEGF, απηνθσζθνξπιίσζε ηνπ VEGFR2, πξφζδεζε δεπηεξνγελψλ κεζνιαβεηψλ ηεο 

ζεκαηνδφηεζεο θαη ελεξγνπνίεζε ησλ κνλνπαηηψλ, PI3K/Akt πνπ πξνάγεη ηελ επηβίσζε, 

RAF/MEK/ERK πνπ πξνάγεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ, p38/HSP27 θαη FAK/Paxillin πνπ 

δηεπθνιχλνπλ ηε κεηαλάζηεπζε. Σν απνηέιεζκα είλαη ε ελεξγνπνίεζε ηεο αγγεηνγελεηηθήο 

ιεηηνπξγίαο ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ.  

 

1.2.4.2 ημαηοδοηικό μονοπάηι ηος Notch 

Σν ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη ηνπ Notch είλαη θξίζηκν αλαπηπμηαθφ κνλνπάηη πνπ 

πξνζδηνξίδεη ηε κνίξα ησλ θπηηάξσλ θαηά ηελ νξγαλνγέλεζε φπσο αλαιχζεθε 

εθηελψο απφ ηνλ Artavanis-Tsakonas (127). Δπηπιένλ είλαη ν θχξηνο ζπληνληζηήο ηεο 

αγγεηνγέλεζεο ηνπ ελήιηθα (128). 

Τπάξρνπλ 4 ζπλνιηθά Notch πξσηεΐλεο ( Notch1, Notch2, Notch3 θαη Notch4) 

νη νπνίεο είλαη δηακεκβξαληθνί ππνδνρείο κνλήο δηέιεπζεο (single pass) (129). Ο 

Notch είλαη εηεξν-δηκεξέο πνπ απνηειείηαη απφ κεγάιν εμσθπηηάξην ηκήκα ελσκέλν 

κε νκνηνπνιηθά κε αζβέζηην-εμαξηψκελν ηξφπν κε κηθξφηεξν πνπ ζπλίζηαηαη ζηα 

εμήο κέξε: έλα κηθξφ εμσθπηηάξην, έλα δηακεκβξαληθφ θαη έλα κηθξφ ελδνθπηηάξην 

(129). Ο Notch ππνδνρέαο ελεξγνπνηείηαη απφ ηνπο πξνζδέηεο ηεο νηθνγέλεηαο 

Serrate (Jagged1, Jagged2) θαη ηνπο Delta-like (Dll1,Dll3, Dll4) πνπ είλαη επίζεο 

δηακεκβξαληθέο πξσηεΐλεο (130). Οη ελ ιφγσ πξσηεΐλεο εθθξάδνληαη ζε παξαθείκελα 

θχηηαξα θαη δηεγείξνπλ ην Notch κέζσ κεραληζκνχ “ζηελήο επαθήο” (juxtacrine 

signaling) (131).  

Η ζχλδεζε πξνζδέηε-ππνδνρέα νδεγεί ζηε κεηαβνιή ηεο δηακφξθσζεο ηνπ 

Notch θαη σο απνηέιεζκα δχν πξσηενιπηηθέο δηαζπάζεηο πνπ ζπληεινχλ ζηελ 

ελεξγνπνίεζε ηνπ κνλνπαηηνχ (132). Η ζχλδεζε ηνπ πξνζδέηε νδεγεί ζηε δηα-

ελδνθπηηάξσζε (trans-endocytosis) ηνπ εμσθπηηάξηνπ ηκήκαηφο ηνπ Notch πξνο ην 

θχηηαξν πνπ θέξεη ηνλ πξνζδέηε. Σν απνηέιεζκα είλαη ε απνθάιπςε ηεο 

πξσηενιπηηθήο ζέζεο S2 ηνπ Notch ζηελ πξσηεάζε ADAM (131) (a disintegrin and 

metalloprotease) θαη απνθνπή κέξνπο ηνπ εμσθπηηάξηνπ ηκήκαηνο. Σν γεγνλφο απηφ 

ππξνδνηεί κία πξσηενιπηηθή δηάζπαζε ζηε ζέζε S3 ζην δηακεκβξαληθφ ηκήκα ηνπ 

Notch κέζσ ηεο γάκκα-ζεθξεηάζεο. Σν απνηέιεζκα είλαη ε απειεπζέξσζε ηνπ 

ελδνθπηηάξηνπ ηνκέα NICD (Notch intracellular domain) ζην θπηηαξφπιαζκα. 

Ο NICD ζηε ζπλέρεηα εηζέξρεηαη ζηνλ ππξήλα γηα λα ξπζκίζεη ηε κεηαγξαθή 

γνληδίσλ ζηφρσλ (Notch target genes) αζθψληαο δξάζε κεηαγξαθηθνχ παξάγνληα. Ο 
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NICD θέξεη: πεξηνρή NLS (Nuclear localization signal) πνπ επηηξέπεη ηελ είζνδφ ηνπ 

ζηνλ ππξήλα, ηνκέα RAM23 θαη ηνκέα κε επαλαιήςεηο CDC10/Ankyrin (ANK) πνπ 

ζπκβάιινπλ ζηελ αιιειεπίδξαζε κε ηελ πξσηεΐλε CSL θαη ηέινο ηνκέα πινχζην ζε 

πξνιίλε, γινπηακηθφ, ζεξίλε θαη ζξενλίλε (PEST) (133). Ο NICD ζηνλ ππξήλα 

ζπλδέεηαη κε Mastermind-like πξσηεΐλεο θαη ην κεηαγξαθηθφ παξάγνληα CSL [RBPJ-

kappa: Recombining binding protein suppressor of hairless]. Ο CSL είλαη θαλνληθά 

ζπδεπγκέλνο κε αλαζηνιείο ηεο κεηαγξαθήο (co-repressors) φπσο ε απν-αθεηπιάζε 

ησλ ηζηνλψλ HDAC (Histone deacetylase). Η πξφζδεζε φκσο ηνπ NICD εθηνπίδεη 

ηνπο αλαζηνιείο πξνο φθεινο ελεξγνπνηεηψλ (co-activators), φπσο είλαη ε 

αθεηπιάζε ησλ ηζηνλψλ HAT (Histone acetylase) γεγνλφο πνπ ζπληειεί ζηελ έλαξμε 

ηεο κεηαγξαθήο ησλ γνληδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο HES (hairy and enhancer of split) θαη 

ησλ HES ζρεηηδφκελσλ γνληδίσλ (HEY, CHF, HRT, HESR). Σα γνλίδηα απηά 

θσδηθνπνηνχλ ηνπο bHLH (basic-helix-loop-helix) κεηαγξαθηθνχο παξάγνληεο πνπ 

είλαη νη βαζηθνί ηειεζηέο ηεο Notch ζεκαηνδφηεζεο. Ο Dll4 πξνζδέηεο είλαη επίζεο 

γνλίδην ζηφρνο ηνπ Notch (Δηθ. 1.7).     
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Δικ.1.7 ημαηοδοηικό μονοπάηι ηος Notch (ηποποποιημένη εικόνα, εςγενήρ 

παπασώπηζη ηηρ SABiosciences). Η δηέγεξζε ηνπ Notch απφ πξνζδέηεο ηεο νηθνγέλεηαο 

Delta Like ή Serrate/Jagged πνπ εθθξάδνληαη ζην γεηηνληθφ ελδνζειηαθφ θχηηαξν νδεγεί ζε 

δχν δηαδνρηθέο πξσηενιπηηθέο δηαζπάζεηο ηνπ ππνδνρέα απφ ηελ ADAM17 θαη γ-ζεθξεηάζε 

αληίζηνηρα κε απνηέιεζκα ηελ απειεπζέξσζε ηνπ NICD θαη ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ γνληδίσλ 

ζηφρνπ ηνπ Notch.   
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1.2.4.3 Θευπία ηηρ αγγειογένεζηρ με εκβλάζηηζη: Οδηγό ενδοθηλιακό 

κύηηαπο (tip cell), ενδοθηλιακό κύηηαπο μίζσος (stalk cell) και ενδοθηλιακό 

κύηηαπο θάλαγγαρ (phalanx cell) 

 Η αγγεηνγέλεζε κε εθβιάζηεζε είλαη ζχλζεηε δηαδηθαζία πνπ απαηηεί 

ζπληνληζκφ ηεο ιεηηνπξγίαο ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ. Ο Notch επηηειεί ην ξφιν 

ηνπ θχξηνπ ξπζκηζηή (134). 

 πγθεθξηκέλα ηα ελδνζειηαθά θχηηαξα έρνπλ δχν δηαθξηηνχο θαηλνηχπνπο, ην 

θαηλφηππν ηνπ νδεγνχ θπηηάξνπ (tip cell) θαη ην θαηλφηππν ηνπ θπηηάξνπ κίζρνπ 

(stalk cell) (135). Σα tip cells εθηείλνπλ θηινπφδηα πνπ δξνπλ σο αηζζεηήξεο ηνπ 

VEGFA. Απηά ηα θχηηαξα κεηαλαζηεχνπλ ρσξίο λα πνιιαπιαζηάδνληαη θαη 

θαζνδεγνχλ ην λενζρεκαηηδφκελν αγγείν πξνο ηηο πεξηνρέο έθθξηζεο αγγεηνγελεηηθψλ 

παξαγφλησλ (96, 136). Απφ ηελ άιιε ηα stalk cells είλαη αθίλεηα θαη 

πνιιαπιαζηάδνληαη ζρεκαηίδνληαο ηνλ θνξκφ ηνπ αγγείνπ πάλσ ζηνλ νπνίν ζα 

δεκηνπξγεζεί ν λένο απιφο (96). Ο πνιιαπιαζηαζκφο ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ 

εμαξηάηαη απνθιεηζηηθά απφ ηε ζπγθέληξσζε VEGFA ελ αληηζέζεη κε ηε 

κεηαλάζηεπζε ηεο νπνίαο ε θαηεχζπλζε θαζνξίδεηαη απφ ηε βαζκίδσζε (gradient) 

ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ VEGF ζην ρψξν (96).  

Σα κνλνπάηηα ηνπ VEGF θαη Notch παξεκβάιινληαη κεηαμχ ηνπο (cross talk) θαη 

ε ζπληνληζκέλε ιεηηνπξγία πξνζδηνξίδεη ηε κνίξα ηνπ ελδνζειηαθνχ θπηηάξνπ (134). 

Ο VEGFA επάγεη ηελ έθθξαζε ηνπ πξνζδέηε ηνπ Notch Dll4 (137, 138). Απφ ηελ 

άιιε ν Notch θαηαζηέιιεη ηελ έθθξαζε ηνπ VEGFR2 κέζσ αχμεζεο ησλ επηπέδσλ 

ηνπ HEY1 (139-141) θαη κείσζεο ηεο έθθξαζεο ηνπ NRP1 (142), ελψ ηαπηφρξνλα 

επάγεη ηνλ ππνδνρέα VEGFR1 πνπ αληαγσλίδεηαη ηε δξάζε ηνπ VEGFR2 (143). 

πλεπψο ε αγγεηνγέλεζε κε εθβιάζηεζε ζηεξίδεηαη ζην εμήο κνληέιν (135): O 

VEGFA ελεξγνπνηεί ηε κεηαλάζηεπζε ηνπ ελδνζειηαθνχ θπηηάξνπ πξνο ηελ 

θαηεχζπλζε κε ηε κεγαιχηεξε ζπγθέληξσζε VEGF πξνζδίδνληαο θαηλφηππν “tip 

cell” (144), ελψ ηαπηφρξνλα απμάλεη ηελ έθθξαζε Dll4 ζην ίδην θχηηαξν κε 

απνηέιεζκα ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο Notch ζεκαηνδφηεζεο ζην παξαθείκελν 

ελδνζειηαθφ. Η ελεξγνπνίεζε ηνπ Notch ζην γεηηνληθφ ελδνζειηαθφ θχηηαξν έρεη σο 

απνηέιεζκα ην ρακειφ ιφγν VEGFR2/VEGFR1, ηελ απψιεηα επαηζζεζίαο ζηνλ 

VEGFA θαη ηελ θηήζε θαηλνηχπνπ “stalk cell” (Δηθ. 1.8).  

 O θαηλφηππνο “tip cell” είλαη παξνδηθφο θαη ηα ελδνζειηαθά θχηηαξα 

αληαγσλίδνληαη γηα απηφ ην ξφιν (145). Χζηφζν δελ πξφθεηηαη γηα αγψλα δξφκνπ 

φπσο επηζεκαίλεηαη απφ ηελ νκάδα ηνπ Gerhardt (135). Μηθξέο ζηνραζηηθέο 

δηαθπκάλζεηο ησλ επηπέδσλ VEGF ζην ρψξν θαη ηνπ ππνδνρέα VEGFR2 δίλνπλ 

πιενλέθηεκα ζε νξηζκέλα ελδνζειηαθά θχηηαξα λα απνθηήζνπλ θαηλφηππν “tip cell” 

ελψ ηελ ίδηα ζηηγκή ε Notch ζεκαηνδφηεζε κέζσ ζηελήο επαθήο θαηαζηέιιεη ηα 
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επίπεδα ηνπ VEGFR2 (135). πλεπψο, πξφθεηηαη γηα κία δπλακηθή δηαδηθαζία φπνπ 

ηα θχηηαξα είλαη ζε κηα δηαξθή ελαιιαγή (flux) κεηαμχ ησλ δχν θαηλνηχπσλ (146). 

Απηή ε θαηάζηαζε ελδερνκέλσο εμεγεί θαη ην παξάδνμν ηνπ πνιιαπιαζηαζκνχ ησλ 

stalk θπηηάξσλ ηε ζηηγκή πνπ ην κνλνπάηη ηνπ Notch είλαη ελεξγνπνηεκέλν (146). 

εκαληηθφ ξφιν ζηελ θαηαζηνιή ηεο Notch ζεκαηνδφηεζεο ζε απηέο ηηο πεξηπηψζεηο 

πηζαλψο παίδεη ν SIRT πνπ είλαη κηα απo-αθεηπιάζε πνπ επάγεη ηνλ θαηαβνιηζκφ 

ηνπ NICD έπεηηα απφ ηαρεία ελεξγνπνίεζε ηνπ κνλνπαηηνχ (147). 

Με ην ζρεκαηηζκφ ηεο αγγεηαθήο εθβιάζηεζεο ηα ελδνζειηαθά θχηηαξα 

κεηαπίπηνπλ ζε αδξάλεηα θαη απνθηνχλ θαηλφηππν θπηηάξσλ θάιαγγαο. Η νλνκαζία 

απηή πξνθχπηεη απφ ηελ πξνζνκνίσζε ηνπ ελδνζειηαθνχ ζσιήλα ζηνλ νκψλπκν 

ζπκπαγή ζηξαηησηηθφ ζρεκαηηζκφ ησλ αξραίσλ καθεδφλσλ. Σα θχηηαξα θάιαγγαο 

δελ πνιιαπιαζηάδνληαη νχηε κεηαλαζηεχνπλ, παξακέλνπλ αθίλεηα κε ηζρπξέο 

πξνζδέζεηο, δηαζέηνπλ  απιφ θαη δηαηεξνχλ ηελ αθεξαηφηεηα ηνπ αγγείνπ (148).   
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Δικ. 1.8 Πποζδιοπιζμόρ θαινοηύπος “tip cell”-“stalk cell”. Δλεξγνπνίεζε ηνπ 

κνλνπαηηνχ  ηνπ VEGF θαη κεηαλάζηεπζε ηνπ ελδνζειηαθνχ θπηηάξνπ πξνο ηε βαζκίδσζε 

ζπγθέληξσζεο ηνπ VEGF κε απνηέιεζκα ηελ θηήζε θαηλνηχπνπ “tip”. Παξάιιεια αχμεζε ηεο 

έθθξαζεο ηνπ DLL4 ζην ίδην θχηηαξν κε απνηέιεζκα ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο Notch 

ζεκαηνδφηεζεο ζην παξαθείκελν ελδνζειηαθφ ην νπνίν απνθηά θαηλφηππν “stalk” κέζσ 

θαηαζηνιήο ηνπ κνλνπαηηνχ ηνπ VEGF. 

 

 

1.2.5 Θεπαπεςηικοί σειπιζμοί ένανηι ηηρ αγγειογένεζηρ 

1.2.5.1 Αναζηολείρ ηυν εκκπινόμενυν ππο-αγγειογενεηικών παπαγόνηυν 

Δθπξφζσπνο απηήο ηεο θαηεγνξίαο είλαη ην αλζξσπνπνηεκέλν κνλνθισληθφ 

αληίζσκα έλαληη ηνπ VEGF Bevacizumab (BVZ) κε ηελ εκπνξηθή νλνκαζία Αvastin. 

Σν BVZ δεζκεχεη ηνλ εθθξηλφκελν απφ ηα θαξθηληθά θχηηαξα, αιιά θαη θχηηαξα ηνπ 

ζηξψκαηνο VEGF-Α. Σν BVZ είλαη ν πξψηνο αλαζηνιέαο ηεο αγγεηνγέλεζεο πνπ 

εγθξίζεθε απφ ηνλ FDA έρνληαο έλδεημε γηα ην κεηαζηαηηθφ θαξθίλν ηνπ παρένο 

εληέξνπ ζε ζπλδπαζκφ κε ηε ρεκεηνζεξαπεία (149). Δπίζεο πιένλ ρνξεγείηαη ζηνλ 

θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα ζε ζπλδπαζκφ κε ρεκεηνζεξαπεία (150), ζην κεηαζηαηηθφ 

λεθξνθπηηαξηθφ θαξθίλν ζε ζπλδπαζκφ κε ηληεξθεξφλε-α (151), ζην πνιχκνξθν 

γινηνβιάζησκα σο κνλνζεξαπεία (152), ελψ πξφζθαηα δφζεθε έγθξηζε γηα ηνλ 

πξνρσξεκέλν σνζεθηθφ θαξθίλν (153). Έρεη δηαπηζησζεί φηη ην BVZ δξα 

ζπλεξγηζηηθά κε ηε ρεκεηνζεξαπεία ζε πξν-θιηληθά κνληέια (154) θαη παξαηείλεη ην 

ρξφλν ειεχζεξν πξφνδνπ λφζνπ (progression-free survival: PFS) ζε αζζελείο πνπ 

ιακβάλνπλ ρεκεηνζεξαπεία (149-152). Μία επηπξφζζεηε δξάζε ηνπ BVZ είλαη ε 

θαλνληθνπνίεζε ηνπ δηαηαξαγκέλνπ αγγεηαθνχ δηθηχνπ ησλ φγθσλ κε απνηέιεζκα 

ηελ αχμεζε ηεο βηνδηαζεζηκφηεηαο ησλ ρεκεηνζεξαπεπηηθψλ θαξκάθσλ (155).  

 

1.2.5.2 Αναζηολείρ ηςποζινικών κιναζών  

ε απηή ηελ θαηεγνξία ππάγνληαη ρακεινχ κνξηαθνχ βάξνπο κφξηα (small 

molecules) πνπ έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα λα δηαπεξλνχλ ηελ θπηηαξηθή κεκβξάλε θαη λα 

αλαζηέιινπλ ηηο ηπξνζηληθέο θηλάζεο ησλ ππνδνρέσλ ηεο αγγεηνγέλεζεο (156). 

Υαξαθηεξηζηηθφ ηεο δξάζεο ηνπο είλαη ε αλαζηνιή ηεο πξφζδεζεο ηνπ ATP 

(Adenosine triphosphate) ζην ελδνθπηηάξην ηκήκα ησλ ππνδνρέσλ κε απνηέιεζκα 

ηελ αλαζηνιή ηεο θσζθνξπιίσζεο ηνπο (157).  

Γηαθξίλνληαη ζε ηξεηο θαηεγνξίεο. Η θαηεγνξία Ι αθνξά ζε αλαζηνιείο πνπ 

αλαγλσξίδνπλ ηελ ελεξγή δηακφξθσζε ηεο θηλάζεο θαη πξνζδέλνληαη αληαγσληζηηθά 
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ζηε ζέζε δέζκεπζεο ηνπ ATP (158). Υαξαθηεξηζηηθφ παξάδεηγκα είλαη ην sunitinib, 

πνπ αληαγσλίδεηαη ην ATP ζηνπο ππνδνρείο VEGFR θαη PDGFR, φπσο επίζεο ζηνπο 

FLT3 (fms-related tyrosine kinase 3), CSF-1R (colony stimulating factor-1 receptor), 

RET θαη KIT(CD117) (159). 

ηελ θαηεγνξία ΙΙ αλήθνπλ κφξηα πνπ αλαγλσξίδνπλ ηελ αλελεξγή δηακφξθσζε 

ηνπ ππνδνρέα (158). Οη αλαζηνιείο απηήο ηεο θαηεγνξίαο πξνζδέλνληαη ζηνλ 

πδξνθνβηθφ «ζχιαθα» πνπ γεηηληάδεη κε ηηο ζέζεηο πξφζδεζεο ηνπ ATP αζθψληαο 

«έκκεζε» αλαζηνιή.  ε απηή ηελ θαηεγνξία αλήθεη ην sorafenib (Nexavar®) πνπ 

αλαζηέιιεη ηνπο VEGFR, PDGFR θαη ηελ ελδνθπηηάξηα θηλάζε ζεξίλεο/ζξενλίλεο 

Raf.  

Σέινο ζηελ θαηεγνξία ΙΙΙ αλήθνπλ αλαζηνιείο πνπ πξνζδέλνληαη νκνηνπνιηθά κε 

ακηλνμέα θπζηεΐλεο ζηελ πεξηνρή πξφζδεζεο ηνπ ATP (158). Οη αλαζηνιείο απηνχ 

ηνπ ηχπνπ αληαγσλίδνληαη ην ATP κε κε αλαζηξέςηκν ηξφπν. Δθπξφζσπνο απηήο 

ηεο θαηεγνξίαο είλαη ην vandetanib (Caprelsa®) πνπ αλαζηέιιεη ηνπο VEGFR θαη 

EGFR.  

Σν sunitinib θαη ην sorafenib είλαη νη πην επξέσο ρνξεγνχκελνη RTKIs. Σν 

sunitinib έρεη έλδεημε ζην κεηαζηαηηθφ λεθξνθπηηαξηθφ θαξθίλν, θαζψο απμάλεη ηφζν 

ηε ζπλνιηθή επηβίσζε (26.4 έλαληη 21.8 κελψλ) φζν θαη ην δηάζηεκα ειεχζεξν 

πξνφδνπ λφζνπ (11 έλαληη 5 κελψλ) ζπγθξηλφκελν κε ηελ ηληεξθεξφλε άιθα. 

Δπηπιένλ έρεη έλδεημε ζε φγθνπο GIST (Gastro-Intestinal Stromal Tumors) 

αλζεθηηθνχο ζην imatinib ιφγσ ηεο αλαζηαιηηθήο ηνπ δξάζεο ζην κεηαιιαγκέλν cKIT, 

ελψ επίζεο έρεη ιάβεη έγθξηζε γηα λεπξνελδνθξηλείο φγθνπο ηνπ παγθξέαηνο. Απφ ηελ 

άιιε ην sorafenib έρεη έλδεημε ζηνλ αλεγρείξεην επαηνθπηηαξηθφ θαξθίλν, θαζψο 

ζπληειεί ζηελ αχμεζε ηεο νιηθήο επηβίσζεο (10.7 έλαληη 7.9 κελψλ) θαη ηνπ δηάκεζνπ 

ρξφλνπ κέρξη ηελ αθηηλνινγηθή πξφνδν ηεο λφζνπ (5.5 έλαληη 2.8 κελψλ) 

ζπγθξηλφκελν κε ην εηθνληθφ θάξκαθν (placebo). Σν sunitinib θαη ην sorafenib έρνπλ 

δηηηή δξάζε. Αλαζηέιινπλ ηφζν ηελ αγγεηνγέλεζε φζν θαη ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ 

θαξθηληθψλ θπηηάξσλ, ελψ κνηξάδνληαη θνηλφ πξνθίι παξελεξγεηψλ. 

 

 

1.2.5.3 Αναζηολείρ καηώηεπυν ηελεζηών (downstream effectors) ηηρ 

ζημαηοδόηηζηρ 

Η πξσηεΐλε ηνπ mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) είλαη κία θηλάζε 

ζεξίλεο-ζξενλίλεο πνπ ζπληζηά ηελ θαηαιπηηθή ππνκνλάδα δχν δηαθξηηψλ 

ζπκπιεγκάησλ, ηνπ mTORC1 (mTOR complex 1) θαη mTORC2 (mTOR complex 2) 

(161). Ο mTOR ξπζκίδεηαη απφ ην κνλνπάηη ηεο PI3K/AKT θαη ειέγρεη ιεηηνπξγίεο 

φπσο ν κεηαβνιηζκφο, ε πξσηετληθή ζχλζεζε θαη ε απηνθαγία. Δπίζεο δηαδξακαηίδεη 
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ξφιν ζηελ αγγεηνγέλεζε ξπζκίδνληαο ηε κεηάθξαζε ηνπ HIF κέζσ ηεο S6 θηλάζεο θαη 

ηνπ ππνζηξψκαηφο ηεο, S6 ξηβνζσκηαθή πξσηεΐλε. πλεπψο νη αλαζηνιείο ηνπ 

mTOR θαηαζηέιινπλ ηελ επαγφκελε απφ ηελ ππνμία έθθξαζε ηνπ VEGFA. 

Αληηπξνζσπεπηηθνί αλαζηνιείο είλαη ηα αλάινγα ξαπακπθίλεο, temsirolimus θαη 

everolimus. 

 

1.2.6 Ανηίζηαζη ζηιρ ανηιαγγειογενεηικέρ θεπαπείερ 

Η εηζαγσγή ησλ αληηαγγεηνγελεηηθψλ θαξκάθσλ ζηε ζεξαπεπηηθή ηνπ θαξθίλνπ 

γέλλεζε ειπίδεο ζηνλ αγψλα γηα ηελ αληηκεηψπηζε ηεο αληίζηαζεο ζηα θπηηαξνηνμηθά 

θάξκαθα. Απηφ γηαηί ην αληηλενπιαζκαηηθφ απνηέιεζκα ησλ αληηαγγεηνγελεηηθψλ 

θαξκάθσλ είλαη έκκεζν θαη ην ελδνζειηαθφ θχηηαξν, ν άκεζνο ζηφρνο ηεο ζεξαπείαο 

έρεη πεξηνξηζκέλεο δπλαηφηεηεο εμαιιαγήο θαη αλάπηπμεο αληίζηαζεο (1). Χζηφζν ε 

θιηληθή πξάμε έδεημε φηη αθφκε θαη ζε απηή ηελ πεξίπησζε ε αληίζηαζε είλαη 

αλαπφθεπθηε. Μπνξεί λα είλαη είηε πξσηνπαζήο (intrinsic resistance) κε ηνπο φγθνπο 

λα κελ αληαπνθξίλνληαη εμ’ αξρήο, είηε επίθηεηε (acquired resistance) κε αλάπηπμε 

κεραληζκψλ δηαθπγήο κεηά απφ παξνδηθή αληαπφθξηζε (162). Έρνπλ πξνηαζεί νη 

εμήο κεραληζκνί: 

 

1.2.6.1 Τπεπδπαζηηπιόηηηα εναλλακηικών μονοπαηιών αγγειογένεζηρ 

Ο VEFG είλαη ν βαζηθφο παξάγνληαο πνπ δηεγείξεη ηελ αγγεηνγέλεζε, σζηφζν 

επηπξφζζεηα κνλνπάηηα δχλαηαη λα ελεξγνπνηεζνχλ (163). Μεηαμχ απηψλ νη 

angiopoietins (ANGs) (164), ν FGF (165), ν transforming growth factor (TGF) (166) 

θαη ν placental growth factor (PlGF). Δπίζεο ην κνλνπάηη ηνπ Notch θαίλεηαη λα 

παίδεη ξφιν ζηελ αληίζηαζε θαζψο ε ελεξγνπνίεζε ηνπ κεηψλεη ηελ επαηζζεζία ηνπ 

ελδνζειίνπ ζηε δξάζε ησλ αληη-VEGF παξαγφλησλ θαη νδεγεί ζηε δεκηνπξγία 

ιηγφηεξσλ κελ αιιά κεγαιχηεξνπ εχξνπο αγγείσλ πνπ πξνζθέξνπλ θαιχηεξε 

αηκάησζε ζε πξνθιηληθά κνληέια θαξθίλνπ (167). Δμ άιινπ, ε interleukin-8 (IL-8) 

είλαη κηα θπηηαξνθίλε πνπ δηεγείξεη ηελ αγγεηνγέλεζε (168) θαη δξα αληηζηαζκηζηηθά 

ζηελ θαηαζηνιή ησλ HIF εμαξηψκελσλ αγγεηνγελεηηθψλ παξαγφλησλ ζε πξνθιηληθά 

κνληέια παρένο εληέξνπ (169). Δπίζεο ε IL-8 παίδεη ξφιν ζηελ αληίζηαζε ζην 

sunitinib ζε πξνθιηληθά κνληέια λεθξνθπηηαξηθνχ θαξθίλνπ (170). πλεπψο ε 

αλαζηνιή ελφο κνλνπαηηνχ θαίλεηαη λα αληηξξνπείηαη απφ ηελ ελεξγνπνίεζε 

ελαιιαθηηθψλ κνλνπαηηψλ αγγεηνγέλεζεο.  
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1.2.6.2 Δναλλακηικοί μησανιζμοί αγγειογένεζηρ 

Όπσο έρεη ήδε πξναλαθεξζεί ε αγγεηνγέλεζε κε εθβιάζηεζε είλαη ν βαζηθφο 

κεραληζκφο αγγεηνγέλεζεο ζηνλ ελήιηθα, σζηφζν έρνπλ πεξηγξαθεί επηπξφζζεηνη 

κεραληζκνί αλζεθηηθνί ζηηο αληη-VEGF ζεξαπείεο. 

α. Αγγειογένεζη με εγκολεαζμό (intussusceptive angiogenesis) 

ε απηή ηελ πεξίπησζε ην λέν αγγείν πξνθχπηεη απφ δηρνηφκεζε ελφο 

πξνυπάξρνληνο (171). Η αγγεηνγέλεζε κε εγθνιεαζκφ δελ απαηηεί πνιιαπιαζηαζκφ, 

αιιά κεηαλάζηεπζε θαη remodeling ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ, ελψ είλαη κία 

ζχληνκε δηαδηθαζία πνπ δηαξθεί απφ ιίγα ιεπηά έσο ψξεο. Δλ νιίγνηο δηαθξίλεηαη ζε 

ηέζζεξεηο θάζεηο. Αξρηθά, ελδνζειηαθά θχηηαξα ηα νπνία βξίζθνληαη αληηθξηζηά 

έξρνληαη ζε επαθή γηα λα δεκηνπξγήζνπλ έλα ζηχιν εληφο ηνπ απινχ. ηε ζπλέρεηα 

νη ζπλδέζεηο ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ πνπ είλαη ζε επαθή αλαδηνξγαλψλνληαη κε 

απνηέιεζκα ηε δηάηξεζε ηνπ ζηξψκαηνο κεηαμχ ησλ δχν θπηηάξσλ. Σν γεγνλφο απηφ 

επηηξέπεη ζηελ ηξίηε θάζε ηε δηαδηθαζίαο, ηελ εηζδνρή πεξηθπηηάξσλ θαη θπηηάξσλ 

ζηξψκαηνο λα ελαπνζέζνπλ εμσθπηηάξηα νπζία. Σέινο ην κφξθσκα εληφο ηνπ 

πξνυπάξρνληνο αγγείνπ δηαρσξίδεηαη δίλνληαο γέλεζε ζε δχν λέα αγγεία. Η 

αγγεηνγέλεζε κε εγθνιεαζκφ πηζαλψο δελ πξνυπνζέηεη ηελ παξνπζία VEGF κε 

απνηέιεζκα λα ιακβάλεη ρψξα θαη επί αλαζηνιήο ηνπ (172, 173). Χζηφζν δελ είλαη 

ηειείσο μεθάζαξν πνηα κνλνπάηηα εκπιέθνληαη ζην κεραληζκφ κε απνηέιεζκα ν 

ξφινο ηνπ VEGF λα ηειεί πξνο ην παξφλ ακθηζβεηήζηκνο (174).   

β. Δνδοθηλιακή πποζομοίυζη καπκινικών κςηηάπυν (vasculogenic 

mimicry) 

ε απηή ηελ πεξίπησζε ην θαξθηληθφ θχηηαξν ππνθαζηζηά ην ξφιν ηνπ 

ελδνζειηαθνχ. Πξψηνη νη Maniotis θαη ζπλεξγάηεο πεξηέγξαςαλ ην 1999 επηζεηηθά 

κεηαζηαηηθά θχηηαξα κειαλψκαηνο λα ζρεκαηίδνπλ ηξηρνεηδηθνχο ζρεκαηηζκνχο πνπ 

κεηαθέξνπλ αίκα ρσξίο ηελ αλάγθε ηεο ππνζηήξημεο ησλ ελδνζειηαθψλ (175). 

Αθνινχζεζαλ επηπιένλ νκάδεο πνπ κειέηεζαλ ην ίδην θαηλφκελν θαη δηαπίζησζαλ 

φηη ηα ελ ιφγσ ηξηρνεηδή ζπλδένληαη κε ηε θπζηνινγηθή κηθξνθπθινθνξία (176). Η 

ελδνζειηαθή πξνζνκνίσζε επηηάζζεη ηελ απνδηαθνξνπνίεζε ησλ θαξθηληθψλ 

θπηηάξσλ (175). Χζηφζν αλ θαη ηα θχηηαξα απηά κηκνχληαη ηα ελδνζειηαθά δελ είλαη 

επαίζζεηα ζηνπο αληηαγγεηνγελεηηθνχο παξάγνληεο ζπκβάιινληαο έηζη ζηελ 

αληίζηαζε ζηηο αληη-VEGF ζεξαπείεο (177). 

γ. Τποκλοπή ηηρ κςκλοθοπίαρ ηυν αγγείυν ηος θςζιολογικού ιζηού 

(vessel co-option) 

ε απηή ηελ πεξίπησζε νη φγθνη ηξνθνδνηνχληαη κε νμπγφλν θαη ζξεπηηθά 

ζηνηρεία ρσξίο ηε κεζνιάβεζε ηεο αγγεηνγέλεζεο (178). Σα θαξθηληθά θχηηαξα 
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δηεζνχλ ην φξγαλν πνπ θηινμελεί ηνλ φγθν θαη αλαπηχζζνληαη θαηά κήθνο ησλ 

αγγείσλ ηνπ θπζηνινγηθνχ ηζηνχ (178). Απηή ε κέζνδνο αμηνπνηείηαη θπξίσο ζηνπο 

φγθνπο νξγάλσλ κε πινχζηα αηκάησζε φπσο ν εγθέθαινο, ην ήπαξ θαη ν πλεχκνλαο 

(179). Η ιεηηνπξγία ηνπ vessel co-option δελ αλαζηέιιεηαη απφ ηηο αληη-VEGF 

ζεξαπείεο νη νπνίεο απελαληίαο ηελ ππξνδνηνχλ (179, 180). 

δ. De novo αγγειογένεζη (vasculogenesis) 

ε απηή ηελ πεξίπησζε ηα λεφπιαζηα αγγεία ζρεκαηίδνληαη απφ πξνγνληθά 

ελδνζειηαθά θχηηαξα EPCs (Endothelial Progenitor Cells), αληί απφ πξνυπάξρνληα 

αγγεία (181). Η de novo αγγεηνγέλεζε είλαη ν βαζηθφο κεραληζκφο δεκηνπξγίαο λέσλ 

αγγείσλ θαηά ηελ εκβξπτθή αλάπηπμε, σζηφζν παίδεη ξφιν ζηελ αγγεηνγέλεζε ζηνλ 

ελήιηθα θαηά ηελ ηζραηκία θαη ηελ ηζηηθή επνχισζε (182). Η ππνμία επάγεη κε HIF-

εμαξηψκελν ηξφπν ηελ έθθξαζε ρεκεηνηαθηηθψλ παξαγφλησλ φπσο o Stromal 

Derived Factor (SDF)-1 πνπ πξνζειθχεη Bone Marrow Derived Cells (BMDCs) απφ 

ην κπειφ ησλ νζηψλ (183). Μεηαμχ ησλ θπηηάξσλ πνπ επηζηξαηεχνληαη είλαη 

ελδνζειηαθά πξνγνληθά θχηηαξα πνπ είηε εθθξίλνπλ αγγεηνγελεηηθνχο παξάγνληεο 

είηε δηαθνξνπνηνχληαη ζε ελδνζειηαθά ζρεκαηίδνληαο ηνλ απιφ ησλ λεφπιαζησλ 

αγγείσλ. Αμίδεη εδψ λα ζεκεησζεί φηη αλ θαη ηα EPCs ζπκβάινπλ ζηελ αληίζηαζε ζηηο 

αληη-VEGF ζεξαπείεο (162, 184) ε κεηξνλνκηθή ρεκεηνζεξαπεία απφ ηελ άιιε ηα 

θαηαζηέιεη (15-17).     

 

1.2.6.3 Αύξηζη ηος μεηαζηαηικού δςναμικού και ηηρ διηθηηικήρ ικανόηηηαρ 

ηυν καπκινικών κςηηάπυν 

Οη αληηαγγεηνγελεηηθέο ζεξαπείεο θαίλεηαη πσο κπνξνχλ ζε ζπγθεθξηκέλεο 

ζπλζήθεο λα δηεγείξνπλ ηε κεηαζηαηηθή δηαδηθαζία. Πξψηνη νη Paez-Ribes θαη 

ζπλεξγάηεο (185) θαζψο θαη νη Ebos θαη ζπλεξγάηεο απφ ηελ νκάδα ηνπ Kerbel (186) 

έδεημαλ φηη ηα θαξθηληθά θχηηαξα πξνζαξκφδνληαη ζηηο αληίμνεο ζπλζήθεο πνπ 

αλαπηχζζνληαη κεηά ηελ θαηαζηνιή ηεο αγγεηνγέλεζεο κέζσ ηεο απφθηεζεο ελφο 

δηεζεηηθνχ θαηλνηχπνπ πνπ έρεη σο απνηέιεζκα ηε κεηάζηαζε ζε απνκαθξπζκέλα 

ζεκεία.  Σν θαηλφκελν απηφ εμαξηάηαη απφ ηνλ ηχπν ηνπ θαξθίλνπ θαζψο επίζεο  ηνλ 

ηχπν θαη ηε δνζνινγία ηνπ θαξκάθνπ πνπ ρξεζηκνπνηείηαη (187, 188). Δπηπιένλ ε 

ηδηφηεηα θάπνησλ αλαζηνιέσλ ηπξνζηληθήο θηλάζεο λα αλαζηέιινπλ ηνλ PDGFR έρεη 

σο ζπλέπεηα ηε δηαηάξαμε ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ πεξηθπηηάξνπ ην νπνίν δηαθπιάηηεη 

ηελ αθεξαηφηεηα ησλ αγγείσλ κε απνηέιεζκα ηελ εμαγγείσζε κεηαζηαηηθψλ 

θαξθηληθψλ θπηηάξσλ (187-189). Απφ ηελ άιιε ε ππνμία πνπ επάγεηαη απφ ηηο 

αληηαγγεηνγελεηηθέο ζεξαπείεο ελεξγνπνηεί ηε κεηαηξνπή ηνπ επηζειηαθνχ 



 34 

θαηλνηχπνπ ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ ζε κεζεγρπκαηηθφ (Epithelial Mesechymal 

Transition: EMT) κία δηαδηθαζία απαξαίηεηε γηα ηε δεκηνπξγία κεηαζηάζεσλ (190).  

 

1.2.6.4 Ο πόλορ ηυν κςηηάπυν ηος ζηπώμαηορ 

ε απηή ηελ θαηεγνξία αλήθνπλ ηα πεξηθχηηαξα (pericytes) (191) θαη νη 

ηλνβιάζηεο CAFs (cancer associated fibroblasts) (192). Σα πεξηθχηηαξα εθθξίλνπλ 

παξάγνληεο πνπ πξνάγνπλ ηελ επηβίσζε ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ θαη κεηψλνπλ 

ηελ επαηζζεζία ζηνπο αληηαγγεηνγελεηηθνχο παξάγνληεο. Απφ ηελ άιιε νη CAFs 

εθθξίλνπλ παξάγνληεο φπσο ν EGF, ν HGF, ν insulin-like growth factor, ν FGF θαη ν 

SDF1 πνπ πξνάγνπλ ηελ αγγεηνγέλεζε. 

 

1.2.6.5 Ο πόλορ ηυν Bone Marrow Derived Cells (BMDCs) 

ε απηή ηελ θαηεγνξία αλήθνπλ αθελφο ηα πξνγνληθά ελδνζειηαθά θχηηαξα ηα 

νπνία δηαθνξνπνηνχληαη θαη ζρεκαηίδνπλ de novo λέα αγγεία ή εθθξίλνπλ πξν-

αγγεηνγελεηηθνχο παξάγνληεο (193) θαη αθεηέξνπ ηα myeloid cells πνπ 

πξνζειθχνληαη ζηνπο φγθνπο απφ ηνλ G-CSF θαη εθθξίλνπλ αγγεηνγελεηηθέο 

θπηηαξνθίλεο (194). 

 

1.2.6.6 Ζ επίδπαζη ηυν μικποκςζηιδίυν exosomes ζηην αγγειογένεζη 

Δθηφο απφ ηηο αγγεηνγελεηηθέο πξσηεΐλεο επηπξφζζεηνη κνξηαθνί παξάγνληεο 

δχλαληαη λα ελεξγνπνηήζνπλ ηελ αγγεηνγέλεζε. Αλαγλσξηζκέλνο είλαη πιένλ ν ξφινο 

ησλ exosomes σο κεζνιαβεηψλ ηεο αγγεηνγέλεζεο θαη ηεο κεηάζηαζεο ζε 

πξνθιηληθά πεηξακαηηθά κνληέια (195, 196). Σα exosomes είλαη κηθξνθπζηίδηα 

ελδνζσκηαθήο πξνέιεπζεο κε κέγεζνο ηεο ηάμεο ησλ 30-100 nM ηα νπνία 

εθθξίλνληαη απφ ην θχηηαξν, πεξηβάιινληαη απφ ιηπηδηθή κεκβξάλε θαη πεξηέρνπλ 

πξσηεΐλεο, mRNA, microRNAs, long noncoding RNAs θαη DNA θαη κεηαθέξνπλ 

ζήκαηα ζηα θχηηαξα πνπ ηα πξνζιακβάλνπλ (197). Δθηφο απφ ην βηνινγηθφ ηνπο 

ξφιν έρεη αλαγλσξηζηεί ε ζεκαζία ηνπο σο βηνδείθηεο ζηε δηάγλσζε θαη πξφγλσζε 

αζζελεηψλ (198, 199). 

Δxosomes πνπ εθθξίλνληαη απφ ελδνζειηαθά θχηηαξα, θαξθηληθά θχηηαξα θαη 

θχηηαξα ηνπ ζηξψκαηνο ηνπ φγθνπ αζθνχλ ξπζκηζηηθφ ξφιν ζε ιεηηνπξγίεο ηεο 

αγγεηνγέλεζεο ζε πεηξακαηηθά κνληέια (200). Σα θαξθηληθά θχηηαξα καζηνχ MCF7 
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εθθξίλνπλ exosomes εκπινπηηζκέλα ζε microRNAs ηα νπνία δηεγείξνπλ ηελ 

αγγεηνγελεηηθή εθβιάζηεζε φπσο πξνθχπηεη απφ πξνζσπηθέο αδεκνζίεπηεο 

παξαηεξήζεηο (Δηθ.1.9). Χζηφζν ηα exosomes δελ απνηεινχλ πξνο ην παξφλ 

θαξκαθεπηηθφ ζηφρν. Χο εθ ηνχηνπ νη ζεκεξηλέο αληηαγγεηνγελεηηθέο ζεξαπείεο 

απνηπγράλνπλ λα θαηαζηείινπλ ηελ exosomes-επαγφκελε αγγεηνγέλεζε κε 

απνηέιεζκα νη φγθνη λα δηαθεχγνπλ ησλ αληί-VEGF ζεξαπεηψλ κέζσ θαη απηνχ ηνπ 

κεραληζκνχ (201). Απφ ηελ άιιε ε κεηξνλνκηθή ρεκεηνζεξαπεία αλαζηέιιεη ηνλ 

πνιιαπιαζηαζκφ θαη ηε κεηαλάζηεπζε ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ ρσξίο λα επηδξά 

ζε θάπνην εηδηθφ κνλνπάηη ηεο αγγεηνγέλεζεο θαη απνηειεί δπλεηηθφ φπιν γηα ηελ 

θαηαζηνιή ηεο exosomes-επαγφκελεο αγγεηνγέλεζεο. 

 

Δικ.1.9 Exosomes από MCF7. Α. Η ζχζηαζε ησλ exosomes ζε small RNAs. B. Η 

επίδξαζε ησλ exosomes απφ λνξκνμηθά θαη ππνμηθά θχηηαξα ζηελ αγγεηνγέλεζε κε 

εθβιάζηεζε (αδεκνζίεπηα απνηειέζκαηα, πξνζσπηθφ αξρείν). 
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1.2.6.7 Ζ επαγόμενη από ηην ανηιαγγειογενεηική θεπαπεία ςποξία 

Οη αληηαγγεηνγελεηηθέο ζεξαπείεο επάγνπλ ή επηδεηλψλνπλ ηελ ππάξρνπζα ππνμία 

(202, 203). Η ππνμία κε ηε ζεηξά ηεο ππξνδνηεί ηελ αλάπηπμε αληίζηαζεο κέζσ 

ελεξγνπνίεζεο ελαιιαθηηθψλ κνλνπαηηψλ αγγεηνγέλεζεο θαη ζπκβάιεη ζηελ 

επηζηξάηεπζε BMDCs (Bone Marrow Derived Cells) ηα νπνία εθθξίλνπλ 

αγγεηνγελεηηθέο θπηηαξνθίλεο. Δπηπιένλ δεκηνπξγεί έλα ερζξηθφ πεξηβάιινλ πνπ 

ζπληειεί ζηε θπζηθή επηινγή αλζεθηηθψλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ θαη ζηελ 

ελεξγνπνίεζε κνλνπαηηψλ ηεο κεηάζηαζεο (204). Χο εθ ηνχηνπ θαίλεηαη  πσο είλαη ν 

ελνξρεζηξσηήο ησλ κεραληζκψλ αληίζηαζεο θαη απνηειεί πξσηαξρηθφ ζεξαπεπηηθφ 

ζηφρν.  
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1.3 ΑΠΟΠΣΧΖ   

1.3.1 Δξυγενέρ και ενδογενέρ μιηοσονδπιακό μονοπάηι 

Η απφπησζε απνηειεί έλαλ πξνγξακκαηηζκέλν ηχπν θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ (ηχπνο 

Ι) πνπ νδεγεί ζε ραξαθηεξηζηηθέο κνξθνινγηθέο κεηαβνιέο φπσο πεξηγξάθεθαλ απφ 

ηνλ Kerr ην 1972 (205). Υαξαθηεξίδεηαη απφ ζκίθξπλζε ησλ θπηηάξσλ ιφγσ ηεο 

απνδφκεζεο ηνπ θπηηαξηθνχ ζθειεηνχ θαη ζπκπχθλσζε ηνπ ππξήλα (pyknosis) κε 

ηαπηφρξνλε δηαηήξεζε ηεο αθεξαηφηεηαο ησλ θπηηαξηθψλ νξγαληδίσλ. Αθνινπζεί 

θαηαθεξκαηηζκφο ηεο ρξσκαηίλεο θαη δηάζπαζε ηνπ ππξήλα (θαξπφξεμε) 

θαηαιήγνληαο ζηε δεκηνπξγία εθβιαζηήζεσλ ζηελ θπηηαξηθή κεκβξάλε (budding) θαη 

ζρεκαηηζκφ ραξαθηεξηζηηθψλ απνπησηηθψλ ζσκαηίσλ πνπ πεξηέρνπλ 

παθεηαξηζκέλα ηα νξγαλίδηα ηνπ θπηηάξνπ θαη θνκκάηηα ρξσκαηίλεο. Σα απνπησηηθά 

ζσκάηηα απνηεινχλ ραξαθηεξηζηηθφ κνξθνινγηθφ γλψξηζκα ηεο απφπησζεο θαη 

απνκαθξχλνληαη απφ ηα καθξνθάγα ρσξίο λα πξνθαιείηαη θιεγκνλή. Έλαο επηπιένλ 

ηχπνο πξνγξακκαηηζκέλνπ θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ είλαη ε απηνθαγία (ηχπνο ΙΙ) (206) 

θαηά ηελ νπνία ηα ζπζηαηηθά κέξε ηνπ θπηηαξνπιάζκαηνο απνδνκνχληαη κέζσ 

ζχληεμεο κε ιπζνζψκαηα (207). Χζηφζν ε απηνθαγία ιεηηνπξγεί θαη σο κεραληζκφο 

άκπλαο ζην ζηξεο φπσο ζηελ πεξίπησζε ηεο απνζηέξεζεο ζξεπηηθψλ ζπζηαηηθψλ 

δίλνληαο ηε δπλαηφηεηα ζην θχηηαξν λα παξάγεη ελέξγεηα (207). ηνλ αληίπνδα ηνπ 

πξνγξακκαηηζκέλνπ θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ είλαη ε λέθξσζε. Η λέθξσζε απνηειεί 

κεραληζκφ θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ πνπ δελ απαηηεί ATP θαη δελ ππφθεηηαη ζηελ απζηεξή 

κνξηαθή ξχζκηζε ηεο απφπησζεο (206). Μνξθνινγηθά ραξαθηεξίδεηαη απφ νίδεκα 

ηνπ ππξήλα θαη ηνπ θπηηάξνπ (oncosis), ξήμε ησλ θπηηαξηθψλ νξγαληδίσλ, ιχζε θαη 

απειεπζέξσζε ηνπ θπηηαξηθνχ πεξηερνκέλνπ θαη θιεγκνλψδε αληίδξαζε. 

Τπάξρνπλ δχν κνλνπάηηα απφπησζεο: ην εμσγελέο θαη ην ελδνγελέο 

κηηνρνλδξηαθφ (Δηθ. 1.11) (208). Σν εμσγελέο κεζνιαβείηαη απφ ηνπο ππνδνρείο 

ζαλάηνπ ηεο ππεξ-νηθνγέλεηαο ππνδνρέσλ TNF (Tumor Necrosis Factor). Oη 

ππνδνρείο απηνί δηεγείξνληαη απφ ηνπο πξνζδέηεο: TNF, Fas θαη TNF-related 

apoptosis-inducing ligand (TRAIL). Η πξφζδεζε ησλ αγσληζηψλ απηψλ νδεγεί ζηνλ 

ηξηκεξηζκφ ησλ αλσηέξσ ππνδνρέσλ. ηε ζπλερεία ε πξσηεΐλε πξνζαξκνγέαο Fas-

associated death domain (FADD) ζπλδέεηαη ζην death domain ηνπ ελδνθπηηάξηνπ 

ηκήκαηνο ηνπ ελεξγνπνηεκέλνπ ππνδνρέα. Ο FADD κε ηε ζεηξά ηνπ αιιειεπηδξά κε 

ηελ πξνθαζπάζε 8 κέζσ ηνπ death effector domain ηνπ ζπληειψληαο ζην 

ζρεκαηηζκφ ηνπ ζπκπιέγκαηνο επαγσγήο ζαλάηνπ (Death Inducing Signaling 

Complex:DISC). Σν DISC θέξεη ηηο πξνθαζπάζεο ζε επαθή κεηαμχ ηνπο κε 
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απνηέιεζκα ηελ απηνθαηαιπηηθή δηάζπαζε ηνπο θαη ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο 

απφπησζεο. 

Απφ ηελ άιιε ην ελδνγελέο κηηνρνλδξηαθφ κνλνπάηη ελεξγνπνηείηαη απφ ζήκαηα 

ζηξεο, φπσο βιάβεο ηνπ DNA, UV αθηηλνβνιία, θπηηαξνηνμηθά θάξκαθα, ππνμία θαη 

δξαζηηθέο κνξθέο νμπγφλνπ (209). Κχξηνη ξπζκηζηέο ηεο δηαδηθαζίαο απηήο είλαη κέιε 

ηεο νηθνγέλεηαο B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) ζηελ νπνία αλήθνπλ πξσηεΐλεο ηφζν κε 

πξν-απνπησηηθή φζν θαη κε αληί-απνπησηηθή δξάζε (210). Όηαλ ππεξηζρχεη ε δξάζε 

ησλ πξν-απνπησηηθψλ πξσηετλψλ ηφηε πξνθαιείηαη δηάηξεζε ηεο εμσηεξηθήο 

κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο (mitochondrial outer membrane permeabilisation) (211) 

κε απνηέιεζκα ηελ απειεπζέξσζε ζην θπηηαξφπιαζκα ηνπ θπηνρξψκαηνο C θαη 

άιισλ απνπηνγφλσλ πξσηετλψλ φπσο νη SMAC/DIABLO, Omi/HtrA2 θαη AIF. Σν 

θπηφρξσκα C ζπλδέεηαη κε ηελ πξσηεΐλε πξνζαξκνγέα Apaf ζπληειψληαο ζην 

ζρεκαηηζκφ ηνπ απνπησζψκαηνο (212). Σν απνπηψζσκα ελεξγνπνηεί ηελ θαζπάζε 

9 πνπ κε ηε ζεηξά ηεο ελεξγνπνηεί ηηο εθηειεζηηθέο θαζπάζεο 3 θαη 7.  

Σν εμσγελέο κνλνπάηη θαη ην ελδνγελέο κνλνπάηη ζπγθιίλνπλ (213). Απηφ γίλεηαη 

κέζσ ηνπ BID κηα πξν-απνπησηηθή Bcl-2 πξσηεΐλε (214). Η θαζπάζε 8 θαηαιχεη ηε 

δηάζπαζε ηνπ BID ζε truncated BID (tBID) ν νπνίνο ζηε ζπλέρεηα κεηαπεδά ζην 

κηηνρφλδξην γηα λα δηεπθνιχλεη ηε δηάηξεζε ηεο εμσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο 

κεκβξάλεο.  

Η δηάηξεζε ηεο κεκβξάλεο ηνπ κηηνρνλδξίνπ (Γ.Μ.Μ) είλαη βαζηθφ πξν-

απαηηνχκελν γηα ηελ πξφθιεζε απφπησζεο (215). Απηή ζπκβαίλεη είηε κε ηε 

δεκηνπξγία πφξνπ Bax/Bak (42) είηε κε ην ζρεκαηηζκφ «δηαπεξαηνχ πφξνπ 

κεηάπησζεο» MPTP (Mitochondrial Permeability Transition Pore) (216, 217). Ο 

ζρεκαηηζκφο “πφξνπ” απνηειεί ην ζεκείν δίρσο επηζηξνθή γηα ην θχηηαξν 

πξνθαιψληαο αλαπφθεπθηα ην ζάλαην ιφγσ ηεο εμφδνπ θπηνρξψκαηνο C θαη άιισλ 

απνπησγφλσλ πξσηετλψλ ζην θπηηαξφπιαζκα. 

ηελ πξψηε πεξίπησζε ε δηαδηθαζία ξπζκίδεηαη απφ πξσηεΐλεο ηεο νηθνγέλεηαο 

Bcl-2 (218). Η ηαμηλφκεζε γίλεηαη βάζεη ηνπ ξφινπ ηνπο (αληί-απνπησηηθφο ή πξν-

απνπησηηθφο) θαη ηεο παξνπζίαο BCL-2 Homology ηνκέσλ (BH1-BH4) (219). Οη αληί-

απνπησηηθέο Bcl-2, Bcl-xl θαη MCL-1 (myeloid cell leukemia 1) δηαηεξνχλ θαη ηνπο 

ηέζζεξεηο BH1-ΒΗ4 ηνκείο, νη πξν-απνπησηηθέο Bax (BCL-2-associated x protein) 

θαη Bak (BCL-2 antagonist killer 1) πεξηέρνπλ πνιιαπινχο BH ηνκείο (BH1-BH3) ελψ 

νη πξν-απνπησηηθέο BID (BCL-2-interacting domain death agonist), BAD (BCL-2 

antagonist of cell death), BIM (BCL-2-interacting mediator of cell death), PUMA (p53-

upregulated modulator of αpoptosis), NOXA, BMF, HRK (Harakiri) πεξηέρνπλ κφλν 

BH3 ηνκείο (220).  
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Οη Bax (BCL-2-associated X protein) θαη Bak (BCL-2 antagonist or killer) είλαη 

απνιχησο απαξαίηεηεο πξσηεΐλεο γηα ηελ πξφθιεζε απφπησζεο (221). Κχηηαξα ζηα 

νπνία θαηαζηέιιεηαη ε έθθξαζε ηνπο αλζίζηαληαη ζηελ απφπησζε (219). Η 

ελεξγνπνίεζε ηνπ ελδνγελνχο κηηνρνλδξηαθνχ κνλνπαηηνχ νδεγεί ζε αιιαγέο ηεο 

ζηεξενδηάηαμήο ησλ Bax, Bak κε απνηέιεζκα ηε κεηάβαζε ηνπ Bax απφ ην 

θπηηαξφπιαζκα ζηελ εμσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε φπνπ ν Bak είλαη κφληκα 

εγθαηεζηεκέλνο, ηνλ νιηγνκεξηζκφ ηνπο θαη ηε δεκηνπξγία πφξνπ πνπ ζπληειεί ζηελ 

έμνδν ησλ απνπησγφλσλ πξσηετλψλ ζην θπηηαξφπιαζκα.  

Η ελεξγνπνίεζε ησλ Bax, Bak κεζνιαβείηαη απφ ηηο BH3-only πξσηεΐλεο κέζσ 

δχν κεραληζκψλ (222, 223). Αθελφο κέζσ BH3-only πξσηετλψλ πνπ ιεηηνπξγνχλ σο 

άκεζνη ελεξγνπνηεηέο (direct activators) φπσο ν BIM θαη BID πνπ επάγνπλ ηνλ 

νιηγνκεξηζκφ Bax-Bak, αθεηέξνπ κέζσ ΒΗ3-only πξσηετλψλ φπσο ν BAD πνπ δελ 

επάγνπλ ηνλ νιηγνκεξηζκφ αιιά δξνπλ σο αλαζηνιείο (de-repressors) ησλ αληί-

απνπησηηθψλ πξσηετλψλ ηεο νηθνγέλεηαο Bcl-2. ε απηή ηελ πεξίπησζε νη de-

repressors πνπ επάγνληαη κεηά απφ έλα πξν-απνπησηηθφ εξέζηζκα παξεκπνδίδνπλ 

ηηο αληί-απνπησηηθέο πξσηεΐλεο ηεο νηθνγέλεηαο Bcl-2. Οη αληη-απνπησηηθέο Bcl-2, 

Bcl-xl θαη MCL-1 πξνζηαηεχνπλ ην θχηηαξν είηε αδξαλνπνηψληαο ηνπο Bax/Bak είηε 

αλαζηέιινληαο ηνπο direct activators BIM θαη BID.  

Γελ έρεη απνζαθεληζηεί εάλ ν πφξνο ησλ Bax/Bak είλαη πξσηετληθφο ή ιηπηδηθφο 

(224). ηελ πξψηε πεξίπησζε νη Bax/Bak ζρεκαηίδνπλ ην ζθειεηφ ελφο πξσηετληθνχ 

δηαχινπ ελψ ζηε δεχηεξε πεξίπησζε απνζηαζεξνπνηνχλ ηα ιηπίδηα ηεο εμσηεξηθήο 

κεκβξάλεο ηνπ κηηνρνλδξίνπ κε απνηέιεζκα ηε δεκηνπξγία ιηπηδηθνχ θαλαιηνχ. Σν 

απνηέιεζκα είλαη ε απειεπζέξσζε παξαγφλησλ πνπ πξνθαινχλ απφπησζε κε 

κεραληζκφ εμαξηψκελν ή κε απφ ηηο θαζπάζεο.  

Οη παξάγνληεο πνπ απειεπζεξψλνληαη ζην θπηηαξφπιαζκα θαη ελεξγνπνηνχλ 

ηελ εμαξηψκελε απφ ηηο θαζπάζεο απφπησζε είλαη:  

 Σν θπηφρξσκα C (212) 

Σν θπηφρξσκα C είλαη πξσηεΐλε πνπ εδξάδεηαη ζην δηακεκβξαληθφ δηάζηεκα 

κεηαμχ εζσηεξηθήο-εμσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο θαη παίδεη ην ξφιν ηνπ 

κεηαθνξέα ειεθηξνλίσλ κεηαμχ ησλ ζπκπιφθσλ ΙΙΙ θαη ΙV ηεο αλαπλεπζηηθήο 

αιπζίδαο.  Με ηε δηάηξεζε ηεο εμσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο ην θπηφρξσκα 

C απειεπζεξψλεηαη ζην θπηηαξφπιαζκα θαη ζπδεχγλπηαη κε ηνλ adaptor molecule 

apoptosis-protease activating factor 1 (Apaf-1). Σν απνηέιεζκα είλαη ν ζρεκαηηζκφο 

ζπκπιέγκαηνο γλσζηνχ σο «απνπηψζσκα» (apoptosome) πνπ ελεξγνπνηεί ηνλ 

θαηαξξάθηε ησλ θαζπαζψλ (caspase: cysteine-dependent aspartate-directed 

proteases). Δηδηθφηεξα ην απνπηψζσκα πξνζειθχεη κφξηα θαζπάζεο 9 (initiator 

capase) πνπ επάγνπλ ηελ απηνθαηάιπζε ηνπο. Η ελεξγνπνηεκέλε θαζπάζε 9 ζηε 
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ζπλέρεηα ελεξγνπνηεί ηηο εθηειεζηηθέο θαζπάζεο (executioner caspases) 3 θαη 7 πνπ 

δηαζπνχλ κεγάιν εχξνο δνκηθψλ πξσηετλψλ ηνπ θπηηάξνπ θαη ελεξγνπνηνχλ έλδπκα 

πνπ ζπλεπηθνπξνχλ ζηελ απνδφκεζε φπσο ε Caspase-Activated DNase (CAD) πνπ 

δηαζπά ην DNA (225). 

 Ο Smac/DIABLO (second mitochondrial activator of caspases / Direct 

IAP Binding protein with low pI) (226). 

 Ο Smac ή Diablo εληνπίδεηαη ζην δηακεκβξαληθφ ρψξν ηνπ κηηνρνλδξίνπ θαη 

είλαη αλαζηνιέαο ηνπ Inhibitor of Apoptosis (IAP). Ο IAP απφ ηελ άιιε είλαη 

αλαζηνιέαο ησλ θαζπαζψλ. Οπφηε κε ηε δηάηξεζε ηεο εμσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο 

κεκβξάλεο o Smac/Diablo δηεπθνιχλεη ηελ απνπησηηθή δηαδηθαζία πξνζδέλνληαο θαη 

κπινθάξνληαο ηνπο IAPs.  

 Ο Omi/HtrA2 (high-temperature requirement Α2) (227) 

Ο Omi/HtrA2 είλαη επίζεο πξσηεΐλε ηνπ δηακεκβξαληθνχ ρψξνπ ηνπ κηηνρνλδξίνπ 

πνπ δξα σο αλαζηνιέαο ησλ IAPs. Ο Omi κηκείηαη ηηο θαζπάζεο θαη πξνζδέλεηαη 

ζηνπο IAPs ηνπο νπνίνπο δηαζπά κέζσ ηεο ιεηηνπξγίαο πξσηεάζεο ζεξίλεο πνπ 

δηαζέηεη. Σν απνηέιεζκα είλαη ε επαγσγή ηεο εμαξηψκελεο απφ θαζπάζεο 

απνπησηηθήο δηαδηθαζίαο. Χζηφζν θαίλεηαη λα επάγεη θαη ην κε εμαξηψκελν απφ 

θαζπάζεο θπηηαξηθφ ζάλαην. 

 Ο Apoptosis Inducing Factor (AIF) (228) 

Ο AIF είλαη επίζεο πξσηεΐλε ηνπ δηακεκβξαληθνχ ρψξνπ πνπ απειεπζεξψλεηαη 

κεηά απφ έλα πξν-απνπησηηθφ εξέζηζκα. Ο AIF κεηαβαίλεη ζηνλ ππξήλα φπνπ 

πξνθαιεί ζπκπχθλσζε θαη δηάζπαζε ηεο ρξσκαηίλεο. 

 Η  Endonuclease G (Endo G) (229) 

H Endo G είλαη επίζεο πξσηεΐλε ηνπ δηακεκβξαληθνχ ρψξνπ ηνπ κηηνρνλδξίνπ, 

πνπ κεηαβαίλεη ζηνλ ππξήλα θαη πξνθαιεί δηάζπαζε ηεο ρξσκαηίλεο κεηά απφ πξν-

απνπησηηθφ εξέζηζκα.  

Έλαο δεχηεξνο κεραληζκφο πνπ ζπληειεί ζηε δηάηξεζε ηεο κηηνρνλδξηαθήο 

κεκβξάλεο (Γ.Μ.Μ) είλαη ε δεκηνπξγία “δηαπεξαηνχ πφξνπ κεηάπησζεο” (46, 216, 

217). ε απηή ηελ πεξίπησζε ζρεκαηίδεηαη πφξνο ζηελ εζσηεξηθή κεκβξάλε ηνπ 

κηηνρνλδξίνπ πνπ επηηξέπεη ηε δίνδν κνξίσλ κε κέγεζνο κηθξφηεξν ησλ 1.5 k.D. Η 

ελεξγνπνίεζε ηνπ “δηαπεξαηνχ πφξνπ κεηάπησζεο” πξνθαιεί απψιεηα ηεο ΓΦm, 

δηαηαξαρή ηεο νμεηδσηηθήο θσζθνξπιίσζεο θαη είζνδν λεξνχ θαη άιισλ δηαιπηψλ 

νπζηψλ ζηε κήηξα ηνπ κηηνρνλδξίνπ απφ ην δηακεκβξαληθφ δηάζηεκα. Σν απνηέιεζκα 

είλαη ην νίδεκα ηνπ κηηνρνλδξίνπ πνπ αθνινπζείηαη απφ ξήμε ηεο εμσηεξηθήο 

κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο. Η δηάξξεμε ηεο εμσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο 

πξνθαιεί έμνδν ηνπ θπηνρξψκαηνο C θαη ελεξγνπνίεζε ησλ θαζπαζψλ.  
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Όζνλ αθνξά ηα δνκηθά ζπζηαηηθά ηνπ δηαπεξαηνχ πφξνπ κεηάπησζεο, ε 

παξαδνζηαθή ζεσξία ελέπιεθε ηε Voltage Dependent Anion Channel (VDAC) θαη ηελ 

adenine nucleotide translocase (ANT) (230, 231). Χζηφζν knockout κειέηεο έδεημαλ 

φηη δελ είλαη απαξαίηεηα ζπζηαηηθά ηνπ πφξνπ κε ηνλ ANT φκσο λα έρεη ξπζκηζηηθφ 

ξφιν. Απφ ηελ άιιε επηβεβαηψλεηαη ν ξφινο ηεο cyclophilin-D (CyP-D) σο δνκηθφ 

ζηνηρείν ηνπ πφξνπ ελψ κειέηεο εκπιέθνπλ θαη ην mitochondrial phosphate carrier 

(PiC). Σέινο έρνπλ πξνηαζεί άιια ππνςήθηα κφξηα ζην ζρεκαηηζκφ ηνπ πφξνπ φπσο 

ην ζχκπιεγκα Ι ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο. ηνπο παξάγνληεο πνπ ξπζκίδνπλ ηε 

δηάλνημε ηνπ πφξνπ ζπκπεξηιακβάλνληαη ε θιίζε πξσηνλίσλ (Γp) κεηαμχ κήηξαο 

κηηνρνλδξίνπ θαη δηακεκβξαληθνχ ρψξνπ, ην ελδνθχηηαξην αζβέζηην Ca2+ πνπ 

ελεξγνπνηεί ηνλ πφξν ζε απμεκέλεο ζπγθεληξψζεηο, νη πξσηεΐλεο ηεο νηθνγέλεηαο 

Bcl-2 κε ηνπο Bax/Bak λα επάγνπλ ηε δηάλνημε θαη ηελ αληη-απνπησηηθή Bcl-2 λα 

επάγεη ην θιείζηκν ηνπ πφξνπ θαη ε Hexokinase (HK) πνπ εκπνδίδεη ην άλνηγκα. 

Σέινο θαίλεηαη πσο νη δχν κεραληζκνί πξφθιεζεο MOMP, δειαδή ν εμαξηψκελνο 

απφ πξσηεΐλεο ηεο νηθνγέλεηαο Bcl-2 θαη ν κεραληζκφο πνπ κεζνιαβείηαη απφ ηε 

δεκηνπξγία MPTP αιιειεπηδξνχλ (232). 
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Δικ.1.11 Απόπηυζη (ηποποποιημένη εικόνα, εςγενήρ παπασώπηζη ηηρ 

SABiosciences). Δλεξγνπνίεζε ηνπ εμσγελνχο θαη ελδνγελνχο κνλνπαηηνχ ηεο απφπησζεο. 

Απειεπζέξσζε ησλ απνπησγφλσλ πξσηετλψλ απφ ην κηηνρφλδξην κέζσ δηάηξεζεο ηεο 

κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο (Γ.Μ.Μ) πνπ είηε κεζνιαβείηαη απφ ηηο πξσηεΐλεο ηεο νηθνγέλεηαο 

ηνπ Bcl-2 κε ηε δεκηνπξγία πφξνπ BAX/BAK είηε απφ ηηο VDAC, ANT, CypD κε ηε δεκηνπξγία 

δηαπεξαηνχ πφξνπ κεηάπησζεο. Δλεξγνπνίεζε ηνπ θαηαξξάθηε ησλ θαζπαζψλ θαη 

θαηαθεξκαηηζκφο ηνπ θπηηάξνπ.     
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1.3.2 Ο πόλορ ηυν δπαζηικών μοπθών οξςγόνος ζηην απόπηυζη 

ηηο δξαζηηθέο κνξθέο νμπγφλνπ ROS (Reactive Oxygen Species) 

πεξηιακβάλνληαη ειεχζεξεο ξίδεο O2 φπσο ε ξίδα πδξνμπιίνπ (HO•), ζπλδπαζκνί 

ειεχζεξσλ ξηδψλ-ηφλησλ φπσο ην αληφλ ηνπ ππεξνμεηδίνπ (O2•−),αιιά θαη κφξηα 

φπσο ην ππεξνμείδην ηνπ πδξνγφλνπ (H2O2) (233, 234). Σα κηηνρφλδξηα είλαη ε θχξηα 

πεγή παξαγσγήο ROS δεδνκέλνπ φηη 1-2 % ηνπ νμπγφλνπ πνπ θαηαλαιψλεηαη θαηά 

ηελ νμεηδσηηθή θσζθνξπιίσζε κεηαηξέπεηαη ζε αληφλ ηνπ ππεξνμεηδίνπ ζηα 

ζχκπινθα Ι θαη ΙΙΙ ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο. ηε ζπλέρεηα ην αληφλ ηνπ 

ππεξνμεηδίνπ (O2•−) κεηαηξέπεηαη ζε ππεξνμείδην ηνπ πδξνγφλνπ (H2O2) ππφ ηελ 

θαηαιπηηθή επίδξαζε ηεο καγγαληθήο-δηζκνπηάζεο ηνπ ππεξνμεηδίνπ MnSOD 

(manganese superoxide dismutase) ελψ ην H2O2 νδεγεί ζην ζρεκαηηζκφ ηεο πνιχ 

δξαζηηθήο ξίδαο πδξνμπιίνπ (HO•). Η δεκηνπξγία HO• πξνθαιείηαη είηε κέζσ Fenton 

αληίδξαζεο (Fe2+ + H2O2→Fe3+ + OH• + -OH) είηε Haber Weiss αληίδξαζεο ππφ ηελ 

θαηαιπηηθή επίδξαζε ηνπ Fe2+  (O2•− + H2O2→OH• + OH- + O2) (235).  

Χζηφζν ην κηηνρφλδξην έρεη κεραληζκνχο άκπλαο απέλαληη ζην νμεηδσηηθφ ζηξεο 

(236-238). Η MnSOD θαηαιχεη ηε κεηαηξνπή ηνπ O2•−  ζε H2Ο2 ην νπνίν 

κεηαηξέπεηαη ζηε ζπλέρεηα ζε H2Ο ππφ ηελ επίδξαζε ηεο ππεξνμεηδάζεο ηεο 

γινπηαζεηφλεο Gpx1 ή Gpx4 (glutathione peroxidase) ή ηεο peroxiredoxin (PrxIII). 

Δπηπιένλ ην H2O2 κπνξεί λα δηαρπζεί ζην θπηηαξφπιαζκα, ζπλεηζθέξνληαο ζην 20-

30% ηνπ θπηηαξνπιαζκαηηθνχ H2O2 πνπ απνδνκείηαη ζε H2O απφ ηελ θαηαιάζε.  

Η γινπηαζεηφλε GSH (L-γ -glutamyl-Lcysteinylglycine) είλαη ν ζπνπδαηφηεξνο 

αληηνμεηδσηηθφο παξάγνληαο ηνπ κηηνρνλδξίνπ θαη ελ γέλεη ηνπ θπηηάξνπ (239, 240). 

Η γινπηαζεηφλε είλαη ηξηπεπηίδην απνηεινχκελν απφ γινπηακίλε, θπζηεΐλε θαη 

γιπθίλε, δηαζέηεη νκάδα ζεηφιεο ζην ηκήκα θπζηεΐλεο θαη ιεηηνπξγεί σο δφηεο 

ειεθηξνλίνπ αλάγνληαο ειεχζεξεο ξίδεο. Η αλαγσγή ξηδψλ νδεγεί ζηελ νμείδσζε ηεο 

ίδηαο ηεο γινπηαζεηφλεο πνπ αληηδξά κε έηεξν κφξην νμεηδσκέλεο γινπηαζεηφλεο θαη 

νδεγεί ζην ζρεκαηηζκφ δηζεηνχρνπ γινπηαζεηφλεο (GSSG). Η δηζεηνχρνο 

γινπηαζεηφλε αλαθπθιψλεηαη ζε γινπηαζεηφλε κε ηε ρξήζε ελφο αλαγσγηθνχ 

ηζνδχλακνπ πξνεξρφκελν απφ ην NADPH ππφ ηελ θαηαιπηηθή επίδξαζε ηεο 

αλαγσγάζεο ηεο γινπηαζεηφλεο.  

Οη δξαζηηθέο κνξθέο νμπγφλνπ έρνπλ πνιινχο ζηφρνπο εληφο ηνπ θπηηάξνπ πνπ 

εκπιέθνληαη ζηελ απφπησζε (241). 

α. Δλεξγνπνηνχλ ην κνλνπάηη ηεο JNK (242). Οη ROS ελεξγνπνηνχλ ην ROS-

επαίζζεην ζχκπιεγκα ηεο ASK κε απνηέιεζκα ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο JNK ε νπνία 

πξνθαιεί απφπησζε θαηαζηέιινληαο ηελ έθθξαζε αληί-απνπησηηθψλ πξσηετλψλ ηεο 
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νηθνγέλεηαο Bcl-2 ή πξνάγνληαο ηε κεηαγξαθή AP-1 εμαξηψκελσλ πξν-απνπησηηθψλ 

γνληδίσλ.   

β. Δπηδξνχλ ζην δηαπεξαηφ πφξν κεηάπησζεο ηνπ κηηνρνλδξίνπ (243). Έρεη 

δεηρζεί φηη νη ROS αιιειεπηδξνχλ ηφζν ζε ξπζκηζηηθά φζν θαη ζε ζπζηαηηθά κέξε ηνπ 

δηαπεξαηνχ πφξνπ κεηάπησζεο, φπσο ν VDAC, o ΑΝΣ θαη ε CypD. Οη νμεηδσηηθέο 

ηξνπνπνηήζεηο πνπ πξνθαινχλ ζε απηέο ηηο πξσηεΐλεο έρνπλ σο απνηέιεζκα ηε ξνή 

ηφλησλ απφ ηνλ πφξν κεηάπησζεο, θαηάξξεπζε ηνπ κηηνρνλδξηαθνχ κεκβξαληθνχ 

δπλακηθνχ (ΓΦm) θαη απφπησζε. 

γ. Ομείδσζε ηνπ κηηνρνλδξηαθνχ DNA (mtDNA) (244). Σν mtDNA  βξίζθεηαη ζε 

εγγχηεηα κε ηελ αλαπλεπζηηθή αιπζίδα πνπ είλαη ε θχξηα πεγή ησλ ROS. Απφ ηελ 

άιιε ην mtDNA ειέγρεη ηελ έθθξαζε γνληδίσλ ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο. Χο εθ 

ηνχηνπ είλαη ηδηαίηεξα επάισην ζηελ νμεηδσηηθή βιάβε ε νπνία κπνξεί λα νδεγήζεη 

ζε αδπλακία παξαγσγήο ATP. Δπηπιένλ ε δηαηαξαρή ηεο ιεηηνπξγίαο ηεο 

νμεηδσηηθήο θσζθνξπιίσζεο πνπ κπνξεί λα πξνθιεζεί απφ ηηο ROS κπνξεί λα 

πξνθαιέζεη πεξαηηέξσ έθιπζε ROS. Σν απνηέιεζκα είλαη έλαο θαχινο θχθινο πνπ 

νδεγεί ζηελ απφπησζε.   

δ. Ομείδσζε ηεο θαξδηνιηπίλεο. Η θαξδηνιηπίλε είλαη έλα αληνληθφ θσζθνιηπίδην 

πνπ εδξάδεηαη ζηελ εζσηεξηθή κεκβξάλε ηνπ κηηνρνλδξίνπ δηαδξακαηίδνληαο 

ζεκαληηθφ ξφιν ζηε δηακφξθσζε ηεο (245). Αιιειεπηδξά κε πξσηεΐλεο ηεο 

αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο φπσο ην θπηφρξσκα C ζην νπνίν παξέρεη ραιαξή ή 

ζηαζεξή ζχλδεζε αλάινγα κε ην βαζκφ νμείδσζεο ηεο. Η απειεπζέξσζε 

θπηνρξψκαηνο C ζην θπηηαξφπιαζκα ππαθνχεη ζηε ζεσξία ησλ δχν βεκάησλ (two 

step hypothesis) (246). χκθσλα κε απηή ηε ζεσξία ε δεκηνπξγία πφξνπ Bax/Bak 

δελ είλαη αξθεηή γηα ηελ απειεπζέξσζε θπηνρξψκαηνο ζην θπηηαξφπιαζκα θαζψο 

πξέπεη λα πξνεγεζεί ε απνθφιιεζε ηνπ απφ ηελ εμσηεξηθή πιεπξά ηεο εζσηεξηθήο 

κεκβξάλεο (247). Γηα λα ζπκβεί απηφ απαηηείηαη ραιάξσζε ηεο ζχλδεζεο κε ηελ 

θαξδηνιηπίλε. Η νμείδσζε ηεο θαξδηνιηπίλεο είλαη απηή πνπ πξνθαιεί θηλεηνπνίεζε 

ηνπ θπηνρξψκαηνο C (248, 249). Δπίζεο θαίλεηαη πσο ν βαζκφο νμείδσζεο ηεο 

θαξδηνιηπίλεο θαζνξίδεη ην θαηά πφζν ην θχηηαξν είλαη επάισην ζηνλ απνπησηηθφ 

θπηηαξηθφ ζάλαην (241). 

ε. Ρχζκηζε ηεο δξαζηηθφηεηαο ησλ θαζπαζψλ. Οη δξαζηηθέο κνξθέο νμπγφλνπ 

θαίλεηαη πσο είηε ελεξγνπνηνχλ είηε δξνπλ αλαζηαιηηθά ζηηο θαζπάζεο ζε 

ζπλάξηεζε πάληα κε ην θπηηαξηθφ πεξηβάιινλ (241).   
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1.3.3 Σο ζημαηοδοηικό μονοπάηι ηηρ MAPK/ERK 

Σν ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη ηεο Extracellular signal-Regulated Kinases (ERK) 

ξπζκίδεη ζεκαληηθέο ιεηηνπξγίεο ηνπ θπηηάξνπ φπσο ε επηβίσζε, ν πνιιαπιαζηαζκφο 

θαη ε δηαθνξνπνίεζε (250). Σν κνλνπάηη απηφ ελεξγνπνηείηαη απφ εμσθπηηάξηα 

ζήκαηα πνπ δηαβηβάδνληαη κέζσ ππνδνρέσλ θηλάζεο ηπξνζίλεο (RTKs), G-Protein 

Coupled Receptors (GPCRs), Integrins θαη δηαχινπο ηφλησλ (Δηθ. 1.12).  

Θα εζηηάζνπκε ζηελ ελεξγνπνίεζε ησλ ππνδνρέσλ θηλάζεο ηπξνζίλεο (RTKs) 

(251, 252). Η ελεξγνπνίεζε ησλ RTKs έρεη σο απνηέιεζκα ηελ πξνζέιθπζε 

πξσηετλψλ δηαζχλδεζεο φπσο ν Growth Factor Receptor Bound protein-2 (GRB2). 

O GRB2 πξνζδέλεηαη, κέζσ ησλ πεξηνρψλ SH2 πνπ δηαζέηεη, ζηηο θσζθνηπξνζίλεο 

ηνπ ελεξγνπνηεκέλνπ ππνδνρέα. ηε ζπλέρεηα ελεξγνπνηεί παξάγνληεο αληαιιαγήο 

λνπθιενηηδίσλ γνπαλίλεο GEFs (guanine nucleotide exchange factor) φπσο o Son of 

Sevenless (SOS). Ο SOS κε ηε ζεηξά ηνπ αληαιιάζεη GDP κε GTP θαη ελεξγνπνηεί 

ηνλ RAS πνπ είλαη κία GTPase. Ο RAS εγθαζίζηαηαη ζηελ ελεξγή κνξθή ηνπ ζηε 

κεκβξάλε θαη πξνζειθχεη ηελ θηλάζε ζεξίλεο/ζξενλίλεο RAF. Ο ελεξγνπνηεκέλνο 

RAF θσζθνξπιηψλεη ηε MEK πνπ κε ηε ζεηξά ηεο θσζθνξπιηψλεη θαη ελεξγνπνηεί 

ηελ ERK. 

Η ERK ελεξγνπνηείηαη επίζεο κε RAS-αλεμάξηεην ηξφπν κέζσ ηεο PLC-γ θαη ηεο 

PKC (253, 254). H ελεξγνπνηεκέλε PLC δηαζπά ην phospholipid phosphatidylinositol 

4,5-bisphosphate (PIP2) ζε diacyl glycerol (DAG) θαη inositol 1,4,5-trisphosphate 

(IP3). Σν IP3 δηαρέεηαη ζην θπηηαξφπιαζκα θαη πξνζδέλεηαη ζε ππνδνρείο IP3 φπσο 

νη δίαπινη αζβεζηίνπ ζην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν. Η αχμεζε ηνπ ελδνθπηηάξηνπ 

αζβεζηίνπ ζε ζπλεξγαζία κε ην DAG πνπ παξακέλεη ζηε κεκβξάλε έρεη σο 

απνηέιεζκα ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο Protein Kinase C (PKC). Η PKC ζηε ζπλέρεηα 

ελεξγνπνηεί ηελ ERK κέζσ ηεο MEK, ηνπ RAF ή ηνπ RAS. Δπηπιένλ ελεξγνπνηεί ην 

ζχκπιεγκα Src-PYK2 (Proline-Rich Tyrosine Kinase-2) πνπ κε ηε ζεηξά ηνπ 

ελεξγνπνηεί ηε GRB2 θαη θαη’ επέθηαζε ην RAS/RAF/MEΚ κνλνπάηη.  

 Η ελεξγνπνηεκέλε ERK θσζθνξπιηψλεη ηφζν πξσηεΐλεο ηνπ θπηηαξνπιάζκαηνο  

φζν θαη ηνπ ππξήλα (255-257). ην θπηηαξφπιαζκα εθηφο ησλ άιισλ 

θσζθνξπιηψλεη παξάγνληεο πνπ εκπιέθνληαη ζηελ αξλεηηθή παιίλδξνκε ξχζκηζε 

ηνπ κνλνπαηηνχ. Δλδεηθηηθά θσζθνξπιηψλεη ηνλ SOS κε απνηέιεζκα ηελ 

απνζηαζεξνπνίεζε ηνπ ζπκπιέγκαηνο GRB2-SOS, απελεξγνπνηεί ηνλ ππνδνρέα 

ηνπ Epidermal Growth Factor θαη επηπιένλ ζηαζεξνπνηεί ηηο MAP Kinase 

Phosphatases (MKPs) πνπ απελεξγνπνηνχλ ηελ ίδηα ηελ ERK. Απφ ηελ άιιε ζην 

θπηηαξφπιαζκα ε ERK ελεξγνπνηεί ηηο MAPK-Interacting Kinases (MNKs) πνπ 

απμάλνπλ ηελ έθθξαζε ηνπ eukaryotic initiation factor-4E (eIF4E) ελψ 
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θσζθνξπιηψλεη θαη ελεξγνπνηεί ηηο 90 kDa Ribosomal protein S6 Kinases (RSKs) 

πνπ κεζνιαβνχλ πνιιέο απφ ηηο δξάζεηο ηεο. Η RSK απελεξγνπνηεί κέζσ 

θσζθνξπιίσζεο ηνλ πξν-απνπησηηθφ BAD ελψ κεηαθηλείηαη ζηνλ ππξήλα φπνπ 

θσζθνξπιηψλεη θαη ελεξγνπνηεί ηνλ c-Fos, ηνλ Cyclic AMP Response Element-

Binding protein (CREB) θαη ηνλ Serum Response Factor (SRF). Σέινο ε ERK 

θσζθνξπιηψλεη θαη ελεξγνπνηεί ηελ θηλάζε IKK-Alpha πνπ νδεγεί ζηε 

θσζθνξπιίσζε θαη θαηαβνιηζκφ ηνπ Inhibitor of θB-α (IKB-α) κε απνηέιεζκα ηελ 

ελεξγνπνίεζε ηνπ κνλνπαηηνχ ηνπ NF-θB.  

Η ERK ζηνλ ππξήλα ελεξγνπνηεί είηε απεπζείαο είηε κέζσ ησλ Mitogen-and 

Stress-activated protein Kinases (MSKs) κεηαγξαθηθνχο παξάγνληεο πνπ 

εκπιέθνληαη ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ. Οη MSKs ελεξγνπνηνχλ ηνπο Activating 

Transcription Factor-1 (ATF1) θαη CREB, ελψ ε ERK ελεξγνπνηεί κεηαγξαθηθνχο 

παξάγνληεο ηεο νηθνγέλεηαο ETS φπσο ν Ets1 θαη παξάγνληεο πνπ αλήθνπλ ζηνπο 

Ternary Complex Factors (TCFs) κία ππνθαηεγνξία ηεο ίδηαο νηθνγέλεηαο φπσο νη 

Elk1, Sap1 θαη Sap2. Δπίζεο ε ERK θσζθνξπιηψλεη θαη ελεξγνπνηεί ην πξψην-

νγθνγνλίδην c-myc θαζψο επίζεο ηνπο c-fos θαη c-jun. Σέινο, κεηαμχ ησλ 

παξαγφλησλ πνπ ελεξγνπνηεί ε ERK ζηνλ ππξήλα είλαη νη Myosin Light Polypeptide 

Kinase (MLCK), Calpain (Capn), Paxillin-6 (Pax6) θαη FAK πνπ δηαδξακαηίδνπλ 

ζεκαληηθφ ξφιν ζηε κεηαλάζηεπζε θαζψο θαη ηνλ Signal Transducer and Activator of 

Transcription-1/3 (STAT1/3 ) θαη ηνλ Estrogen Receptor (ESR).  
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Δικ 1.12 To ζημαηοδοηικό μονοπάηι ηηρ ERK (ηποποποιημένη εικόνα, εςγενήρ 

παπασώπηζη ηηρ SABiosciences).  Η δηέγεξζε ηνπ ππνδνρέα ηπξνζηληθήο θηλάζεο RTK 

νδεγεί ζε ελεξγνπνίεζε ηνπ RAF/MEK/ERK κνλνπαηηνχ κέζσ ηεο RAS θαη ηεο PKC. Η 

ελεξγνπνηεκέλε ERK θσζθνξπιηψλεη ζηφρνπο ζην θπηηαξφπιαζκα κφλε ηεο ή κέζσ ηεο 

RSK είηε κεηαβαίλεη ζηνλ ππξήλα φπνπ θσζθνξπιηψλεη πξσηεΐλεο απεπζείαο ή κέζσ ηεο 

MSK.   
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1.3.4 Σο ζημαηοδοηικό μονοπάηι ηηρ Akt/PKB 

Σν κνλνπάηη ηεο Akt ή Protein Kinase B (PKB) είλαη θξίζηκν κνλνπάηη ηεο 

κεηαγσγήο ζήκαηνο πνπ ξπζκίδεη ιεηηνπξγίεο φπσο ε θπηηαξηθή επηβίσζε, ν 

θπηηαξηθφο πνιιαπιαζηαζκφο, ε θπηηαξηθή κεηαλάζηεπζε, ν κεηαβνιηζκφο θαη ε 

αγγεηνγέλεζε (258). Η ελεξγνπνίεζε ηνπ κνλνπαηηνχ ζπκβαίλεη έπεηηα απφ δηέγεξζε 

δηακεκβξαληθψλ ππνδνρέσλ ηνπ θπηηάξνπ απφ εμσθπηηάξηα ζήκαηα φπσο νξκφλεο, 

απμεηηθνχο παξάγνληεο θαη πξσηεΐλεο ηεο εμσθπηηάξηαο κήηξαο ECM (Extracellular 

Matrix).  

Θα εζηηάζνπκε ζε απηφ ην ζεκείν ζηελ ελεξγνπνίεζε κνξηαθψλ κνλνπαηηψλ 

κεηαγσγήο ζήκαηνο απφ ππνδνρείο θηλάζεο ηπξνζίλεο (Δηθ. 1.13) (259). Η 

θσζθνξπιίσζε θαη ν δηκεξηζκφο ησλ ππνδνρέσλ πξνζειθχεη ηελ phosphoinositide 

3-kinase (PI3K). Η PI3K είλαη κφξην θιεηδί γηα ην κνλνπάηη ηεο Akt. Η PI3K ηεο ηάμεο Ι 

απνηειείηαη απφ δχν ππνκνλάδεο, ηε ξπζκηζηηθή p85 θαη ηελ θαηαιπηηθή p110. Η p85 

πξνζδέλεηαη ζηηο θσζθνηπξνζίλεο ηνπ ελεξγνπνηεκέλνπ ππνδνρέα κέζσ ησλ Src 

homology 2 (SH2) ηνκέσλ πνπ δηαζέηεη θαη πξνζειθχεη ηελ p110 (260). Δλαιιαθηηθά 

ε p85 πξνζδέλεηαη ζηνλ ππνδνρέα κέζσ δηαζχλδεζεο κε ηε GRB2 θαη ηε 

κεζνιάβεζε ησλ Grb2-associated binding (GAB) πξσηετλψλ (261). Δπηπιένλ 

ππάξρεη ε δπλαηφηεηα επηζηξάηεπζεο ηεο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο p110 ζηελ 

θπηηαξηθή κεκβξάλε ρσξίο ηε κεζνιάβεζε ηεο p85, αιιά κε ηε κεζνιάβεζε 

πξσηετλψλ δηαζχλδεζεο φπσο ν insulin receptor substrate (IRS) (262). Σέινο κπνξεί 

λα ελεξγνπνηεζεί απεπζείαο απφ ηε Ras (263). 

Η ελεξγνπνηεκέλε PI3K θαηαιχεη ηε θσζθνξπιίσζε ηνπ phosphatidylinositol-

3,4-bisphosphate (PIP2) ζε phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3) ζηελ 

θπηηαξηθή κεκβξάλε (264). Σν PIP3 ζηε ζπλέρεηα πξνζειθχεη ηελ Akt θαη ηελ PDK1 

πνπ πξνζδέλνληαη ζε απηφ κέζσ ησλ pleckstrin homology (PH) ηνκέσλ πνπ 

δηαζέηνπλ (265). Η γεηηλίαζε ηνπο νδεγεί ζηε κεξηθή ελεξγνπνίεζε ηεο Akt απφ ηελ 

PDK1 κέζσ ηεο θσζθνξπιίσζεο ηεο ζηε Thr308 (266). ηε ζπλέρεηα ε Akt 

ελεξγνπνηείηαη πιήξσο κέζσ ηεο θσζθνξπιίσζεο ηεο ζηε Ser473 απφ πιεηάδα 

πξσηετλψλ φπσο ε phosphoinositide-dependent kinase 2 (PDK2) (267), ε integrin-

linked kinase (ILK) (268), ε mechanistic target of rapamycin complex2  (mTORC2) 

(269) θαη ε DNA-dependent protein kinase (DNA-PK) (270). 

Γηα ηελ ηζνξξνπεκέλε ζεκαηνδφηεζε ηεο Akt απαηηείηαη ε παξνπζία πξσηετλψλ 

πνπ παίδνπλ θαηαζηαιηηθφ ξφιν. Πξάγκαηη ν Phosphatase and tensin homolog 

(PTEN) αληαγσλίδεηαη ηε δξάζε ηεο PI3K κέζσ ηεο απνθσζθνξπιίσζεο ηνπ PIP3 

ζε PIP2 (271). Ο PTEN έρεη γλσζηή νγθνθαηαζηαιηηθή δξάζε θαη είλαη ζπρλά 

κεηαιιαγκέλνο ζε δηάθνξνπο ηχπνπο θαξθίλνπ. Δπίζεο ε SH2-containing Inositol 
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Phosphatase (SHIP) είλαη θσζθαηάζε πνπ απνθσζθνξπιηψλεη ην PIP3 (272). Απφ 

ηελ άιιε ε ίδηα Akt επίζεο ξπζκίδεηαη αξλεηηθά. Δλδεηθηηθά ε protein phosphatase 2A 

(PP2A) απνθσζθνξπιηψλεη ηελ Akt ζηελ Thr308 (273) ελψ ε PH domain and 

Leucine rich repeat Protein Phosphatase (PHLPP) απνθσζθνξπιηψλεη ηελ Akt ζηε 

Ser473 (274). 

Δθφζνλ ε Akt ελεξγνπνηεζεί κεηαβαίλεη απφ ηελ θπηηαξηθή κεκβξάλε ζην 

θπηηαξφπιαζκα θαη ηνλ ππξήλα θσζθνξπιηψλνληαο πξσηεΐλεο πνπ ξπζκίδνπλ 

θξίζηκεο ιεηηνπξγίεο ηνπ θπηηάξνπ. Δηδηθφηεξα, πξνάγεη ην κεηαβνιηζκφ ηεο γιπθφδεο 

δηεγείξνληαο ηε γιπθφιπζε κέζσ ησλ PFK1 θαη PFK2 (275), απμάλεη ηελ πξφζιεςε 

γιπθφδεο απφ ην θχηηαξν κέζσ ησλ  κεηαθνξέσλ GLUT4 (276) θαη πξνάγεη ηε 

ζχλζεζε ηνπ γιπθνγφλνπ αλαζηέιινληαο ηε GSK3-β (277). Δπηπιένλ ε Akt πξνάγεη 

ηνλ θπηηαξηθφ θχθιν θαηαζηέιινληαο ηε δξάζε ησλ αλαζηνιέσλ ησλ θπθιηλν-

εμαξηψκελσλ θηλάζσλ (CDKs), p21Cip1 (278) θαη p27Kip1 (279) νη νπνίνη πξνθαινχλ 

ζηάζε ζηε G1 θάζε. Απφ ηελ άιιε ε Akt απμάλεη ηελ πξσηετληθή έθθξαζε 

ελεξγνπνηψληαο ηνλ mTOR απεπζείαο ή κέζσ απελεξγνπνίεζεο ηνπ TSC2 

(tuberous sclerosis complex 2) πνπ ηνλ αλαζηέιιεη (280). Δπίζεο ε Akt πξνάγεη ηελ 

αγγεηνγέλεζε δηεγείξνληαο ηελ παξαγσγή NO κέζσ ηεο eNOS (281).  

Σέινο ε Akt επλνεί ηελ θπηηαξηθή επηβίσζε θαη αλαζηέιιεη ηελ απφπησζε. 

Δηδηθφηεξα αλαζηέιιεη ηελ ΒΗ3-only πξσηεΐλε BAD κέζσ θσζθνξπιίσζεο ζηε 

Ser136 πξνθαιψληαο έηζη ηνλ θαηαβνιηζκφ ηεο (282). Δπίζεο θσζθνξπιηψλεη θαη 

πξνάγεη ηνλ θαηαβνιηζκφ ησλ κεηαγξαθηθψλ παξαγφλησλ ηεο νηθνγέλεηαο Forkhead 

family transcription factors (FoxO/FH) εκπνδίδνληαο έηζη ηε κεηαγξαθή ησλ BH3-only 

πξν-απνπησηηθψλ πξσηετλψλ (283). Δπηπιένλ ελεξγνπνηεί ηελ MDM2 πνπ 

κεηαθηλείηαη ζηνλ ππξήλα θαη αζθεί αξλεηηθή ξχζκηζε ζηνλ p53 (284). Απφ ηελ άιιε 

ε Akt θσζθνξπιηψλεη ηελ πξν-θαζπάζε 9 ζηε Ser196 εκπνδίδνληαο έηζη ηελ 

πξσηενιπηηθή δηάζπαζε θαη ελεξγνπνίεζε ηεο (285) ελψ θσζθνξπιηψλεη θαη 

ζηαζεξνπνηεί ηνλ αλαζηνιέα ησλ θαζπαζψλ θαη ηεο απφπησζεο X-linked inhibitor of 

apoptosis (XIAP) (286). Δπηπιένλ ε Akt απελεξγνπνηεί ηελ Glycogen synthase 

kinase 3β (GSK-3β) πνπ πξνάγεη ηελ ελεξγνπνίεζε αξθεηψλ ζπζηαηηθψλ κεξψλ ηνπ 

ελδνγελνχο κηηνρνλδξηαθνχ απνπησηηθνχ κνλνπαηηνχ (287). Σέινο ε Akt ελεξγνπνηεί 

ην κνλνπάηη ηνπ NFθB (288) πνπ πξνάγεη ηελ επηβίσζε ή απελεξγνπνηεί ηελ πξν-

απνπησηηθή δξάζε ηνπ ASK1/JNK/P38 κνλνπαηηνχ (289).  
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Δικ 1.13 Σο ζημαηοδοηικό μονοπάηι ηηρ Akt/PKB (ηποποποιημένη εικόνα, εςγενήρ 

παπασώπηζη ηηρ SABiosciences). Δλεξγνπνίεζε ηεο Akt κέζσ ηεο PI3K κεηά ηε δηέγεξζε 

ηνπ ππνδνρέα ηπξνζηληθήο θηλάζεο (RTK). ηε ζπλέρεηα ε Akt θσζθνξπιηψλεη θαη 

απελεξγνπνηεί αλαζηνιείο θπθιηλψλ φπσο νη p21
cip

 θαη p27
kip

 κε απνηέιεζκα ηελ πξναγσγή 

ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ θαζψο θαη πξσηεΐλεο κε πξν-απνπησηηθή δξάζε φπσο νη BAD, 

Caspase 9, XIAP κε απνηέιεζκα ηελ πξναγσγή ηεο θπηηαξηθήο επηβίσζεο. 
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1.3.5 Τποξία και απόπηυζη 

Ο ξφινο ηεο ππνμίαο ζηελ απφπησζε είλαη δηηηφο θαζψο είηε ηελ ελεξγνπνηεί είηε 

ηελ παξεκπνδίδεη αλαιφγσο ηνπ θπηηαξηθνχ πεξηβάιινληνο (290). Σν θχηηαξν 

ρξεηάδεηαη νμπγφλν πξνθεηκέλνπ λα παξάγεη ελέξγεηα κέζσ ηεο νμεηδσηηθήο 

θσζθνξπιίσζεο. Οπφηε ζε ζπλζήθεο ρακειήο νμπγφλσζεο αλαπηχζεη κεραληζκνχο 

πξνζαξκνγήο πξνθεηκέλνπ λα αληαπεμέιζεη ζην δπζκελέο πεξηβάιινλ. Μεηαμχ ησλ 

κεραληζκψλ πνπ αλαπηχζεη είλαη κεηαβνιέο ζην κνλνπάηη ηεο απφπησζεο πνπ 

νδεγνχλ ζηελ αληίζηαζε ζηνλ θπηηαξηθφ ζάλαην. Βέβαηα ζε ζπλζήθεο παξαηεηακέλεο 

ππνμίαο ην θχηηαξν ελ ηέιεη πεζαίλεη. 

Σν θχηηαξν απαληά ζηελ ππνμία ηφζν κε HIF-εμαξηψκελν (73) φζν θαη κε HIF-

αλεμάξηεην ηξφπν (291). Ο HIF επάγεη ηελ έθθξαζε ησλ BH3-only πξν-

απνπησηηθψλ πξσηετλψλ, Nip-3 (292) θαη Noxa (293) θαη θαηαζηέιιεη ηελ έθθξαζε 

ηνπ Bcl-2 κε απνηέιεζκα ηελ πξφθιεζε απφπησζεο (294). Απφ ηελ άιιε ζε 

δηαθνξεηηθφ θπηηαξηθφ πεξηβάιινλ κε δηαθνξεηηθήο δηάξθεηαο θαη έληαζεο ππνμία, 

απμάλεηαη ε έθθξαζε ησλ αληί-απνπησηηθψλ πξσηετλψλ Bcl-2, Bcl-xL θαη Mcl-1 θαη 

ειαηηψλεηαη ε έθθξαζε ησλ Bid, Bax θαη Bak κε απνηέιεζκα ηελ αληίζηαζε ζηελ 

απφπησζε (295). Δπηπιένλ ε ππνμία επάγεη ηελ έθθξαζε ηεο Hexokinase-ii (HK-II) ε 

νπνία παξεκπνδίδεη ηνλ θπηηαξηθφ ζάλαην κέζσ ηεο πξφζδεζεο ηεο ζηε VDAC ζηελ 

εμσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε (296). Πνιχπινθε είλαη επίζεο ε ζρέζε ηνπ HIF 

κε ηνλ p53 (297-299). Απφ ηε κία ε ππνμία ζηαζεξνπνηεί ηνλ p53 θαη πξνάγεη ηελ 

απφπησζε κε p53-εμαξηψκελν ηξφπν (300), απφ ηελ άιιε κειέηεο έδεημαλ φηη ν HIF 

θαη ν p53 ρξεζηκνπνηνχλ απφ θνηλνχ ηνλ p300/CBP σο ζπλ-ελεξγνπνηεηή κε 

απνηέιεζκα ν HIF λα αληαγσλίδεηαη ηε δξάζε ηνπ p53 (301). Σέινο ν HIF πξνάγεη 

ηνλ θαηαβνιηζκφ ηεο homeodomain-interacting protein kinase-2 (HIPK2) πξσηεΐλεο 

πνπ ελεξγνπνηεί ηνλ p53 (302). 

Δπηπιένλ ε ππνμία επηδξά ζε κνλνπάηηα ηεο απφπησζεο κε HIF-αλεμάξηεην 

ηξφπν (291). Η Unfolded Protein Response (UPR) είλαη έλαο κεραληζκφο πνπ 

ελεξγνπνηείηαη απφ ηε ζπζζψξεπζε απνδηαηαγκέλσλ πξσηετλψλ εληφο ηνπ απινχ 

ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ ηνπ θπηηάξνπ (303). Η ππνμία είλαη έλαο παξάγνληαο 

πνπ ελεξγνπνηεί ηελ UPR πηζαλψο ιφγσ ηεο αλαγθαηφηεηαο ηνπ νμπγφλνπ γηα ηε 

δεκηνπξγία δηζνπιθηδηθψλ δεζκψλ (304). H UPR κεζνιαβείηαη απφ ηνπο ηξεηο 

αηζζεηήξεο ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ, inositol requiring enzyme 1 (IRE1), PKR-

like RNA kinase (PERK) θαη activating transcription factor 6 (ATF6) (303). Η 

ελεξγνπνίεζε ηεο UPR ζπληειεί ζηελ πξνζαξκνγή ηνπ θπηηάξνπ ζην ζηξεο θαη ηελ 

πξνάγσγε ηεο θπηηαξηθήο επηβίσζεο (305). Χζηφζν ζην παξαηεηακέλν κε 

αληηξξνπνχκελν ζηξεο ην θχηηαξν νδεγείηαη ελ ηέιεη ζην ζάλαην κέζσ ηεο επαγσγήο 



 52 

ηνπ πξν-απνπησηηθνχ κεηαγξαθηθνχ παξάγνληα C/EBP homologous protein (CHOP) 

θαη ηεο ελεξγνπνίεζεο ηεο JNK (306, 307). 

Ο ξφινο ηεο ππνμίαο ζεσξείηαη θξίζηκνο ζηε ζεξαπεπηηθή ηνπ θαξθίλνπ (308). Οη 

ππνμηθνί φγθνη ζπζρεηίδνληαη κε ρεηξφηεξε πξφγλσζε ελψ ε ρεκεηνζεξαπεία θαη ε 

αθηηλνζεξαπεία είλαη ιηγφηεξν απνηειεζκαηηθέο (309). Η αληίζηαζε ζηελ απφπησζε 

ζεσξείηαη θαζνξηζηηθφο παξάγνληαο ρσξίο βέβαηα λα ππνηηκάηαη ν ξφινο 

επηπξφζζεησλ κεραληζκψλ φπσο ε έθθξαζε πξσηετληθψλ κεηαθνξέσλ εθξνήο 

θαξκάθσλ απφ ην θαξθηληθφ θχηηαξν.    
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1.4 ΚΟΠΟ ΣΖ ΜΔΛΔΣΖ 
 

Ο ζθνπφο απηήο ηεο δηαηξηβήο ζα κπνξνχζε λα αλαιπζεί ζε ηέζζεξεηο επηκέξνπο 

ζηφρνπο: 

1. Να εμεηαζηεί εάλ ε θιηληθά εθηθηή κεηξνλνκηθή ζπγθέληξσζε βηλνξεικπίλεο 

αζθεί αληηαγγεηνγελεηηθή δξάζε in vitro. 

2. Να δηεξεπλεζνχλ νη κεραληζκνί πνπ εκπιέθνληαη ζηελ αληηαγγεηνγελεηηθή 

δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο. Δηδηθφηεξα λα εμεηαζηεί ε επίδξαζε 

ηεο ζηα θξίζηκα κνλνπάηηα ηεο αγγεηνγέλεζεο Notch θαη VEGF. 

3. Να εμεηαζηνχλ κεραληζκνί πνπ ελδερνκέλσο κεζνιαβνχλ αληίζηαζε ζηελ 

αληηαγγεηνγελεηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο. πγθεθξηκέλα λα 

κειεηεζεί ν ξφινο ηεο ππνμίαο πνπ θαίλεηαη πσο είλαη ν κέγαο 

ελνξρεζηξσηήο ηεο αληίζηαζεο ζηηο αληηαγγεηνγελεηηθέο ζεξαπείεο.  

4. Σέινο λα κειεηεζεί ν ζπλδπαζκφο ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο κε άιινπο 

παξάγνληεο κνξηαθήο ζηφρεπζεο πνπ ζπληεινχλ ζηελ αλαζηξνθή ηεο 

αληίζηαζεο πνπ πξνθαιείηαη ζηελ ππνμία.    
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2.1 ΛΔΗΣΟΤΡΓΗΚΔ ΓΟΚΗΜΑΗΔ ΚΤΣΣΑΡΧΝ 

2.1.1 Καλλιέπγεια Δνδοθηλιακών Κςηηάπυν Πποεπσόμενυν από Ομθαλική 

Φλέβα (HUVEC), διαλύμαηα και θάπμακα 

Υξεζηκνπνηήζεθαλ ελδνζειηαθά θχηηαξα HUVEC (Ηuman Umbilical Vein 

Endothelial Cells) πνπ πξνκεζεπηήθακε απφ ηε Lonza (Basel, Switzerland) ή 

απνκνλψζεθαλ απφ νκθάιηνπο ιψξνπο. Ο ρεηξηζκφο ηνπο έγηλε ζε εζηία θάζεηεο 

λεκαηηθήο ξνήο (laminar flow hood) γηα απνηξνπή αλεπηζχκεησλ κνιχλζεσλ θαη ε 

θαιιηέξγεηα έγηλε ζε εηδηθά θαηεξγαζκέλα ηξπβιία ή θιάζθεο (Corning, New York, 

USA) θαιπκκέλεο κε gelatin (0.1% w/v), ππφζηξσκα ην νπνίν επλνεί ηελ 

πξνζθφιιεζε ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ θαη ην ζρεκαηηζκφ ηαπεηίνπ κφλεο 

ζηξψζεο (monolayer). Χο ζξεπηηθφ πιηθφ ρξεζηκνπνηήζεθε EGM-2 (Endothelial 

Growth Media-2) πνπ πξνκεζεπηήθακε απφ ηε Lonza  θαη ζπλίζηαηαη ζε Endothelial 

Basal Media-2 εκπινπηηζκέλν κε απμεηηθνχο παξάγνληεο θαη FCS (2%). ε ζπλζήθεο 

λνξκνμίαο ηα θχηηαξα αλαπηχρζεθαλ ζε επσαζηηθφ θιίβαλν ζηνπο 37°C ζε 

αηκφζθαηξα εκπινπηηζκέλε κε 5% CO2 γηα ηε δηαηήξεζε ζηαζεξνχ pH ελψ ζε 

ζπλζήθεο ππνμίαο (0.1%Ο2) ηα θχηηαξα αλαπηχρζεθαλ ζηνλ ππνμηθφ ζάιακν 

εξγαζίαο invivo2 400 (Ruskin Technologies, Bridgend, UK) πνπ επηηξέπεη ην 

ρεηξηζκφ ησλ θπηηάξσλ ζε ζπλζήθεο απνκνλσκέλεο απφ ην εμσηεξηθφ πεξηβάιινλ κε 

ηελ επηζπκεηή ζπγθέληξσζε νμπγφλνπ. 

Η επαλαθαιιηέξγεηα ησλ HUVEC γηλφηαλ κέρξη ηε γεληά (passage) 7. Γηα ηηο 

πιχζεηο ρξεζηκνπνηήζεθε Phosphate Buffered Saline (GIBCO® PBS) (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, USA). Γηα ηελ απνθφιιεζε ησλ θπηηάξσλ απφ ηελ 

θαιιηεξγεηηθή επηθάλεηα ρξεζηκνπνηήζεθε Gibco® Trypsin EDTA (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA). Χζηφζν γηα πεηξάκαηα κειέηεο ηνπ Notch 

ρξεζηκνπνηήζεθε Trypsin ρσξίο EDTA θαζψο ην EDTA  πξνθαιεί ελεξγνπνίεζε ηνπ 

κνλνπαηηνχ θαη απειεπζέξσζε ηνπ NICD. Σα θχηηαξα θαηαςχρνληαλ γηα κειινληηθή 

ρξήζε ζε εκβξπτθφ νξφ κφζρνπ Gibco® FBS (Fetal Bovine Serum) (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA ) πνπ πεξηείρε 10% (v/v) Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) ζηνπο -80°C ελψ ηελ επφκελε εκέξα κεηαθέξνληαλ 

ζην πγξφ άδσην.  

Γηα ηα πεηξάκαηα ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα εμήο θάξκαθα θαη αλαζηνιείο 

κνλνπαηηψλ (Πίλαθαο 2.1). 

Φάπμακο Πηγή 

πποέλεςζηρ 

Γιαλύηηρ/ζςγκένηπυζη 

αποθήκεςζηρ 

Θεπμοκπαζία 

αποθήκεςζηρ 
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Vinorelbine Tocris 

Bioscience (R&D 

Systems, 

Minneapolis, 

USA) 

10mM DMSO -20°C 

Sunitinib Sigma-Aldrich, 

St. Louis, USA 

10mM DMSO -20°C 

Akt αλαζηνιέαο V  Calbiochem 

(Merck Millipore, 

Billerica, USA)  

10mM DMSO -20°C 

MEK αλαζηνιέαο 

(U0126) 

Calbiochem 

(Merck Millipore, 

Billerica, USA) 

10mM DMSO -20°C 

DBZ 

(Dibenzazepine) 

Calbiochem 

(Merck Millipore, 

Billerica, USA) 

1mM DMSO -20°C 

ΙΚΚ αλαζηνιέαο 

ΙΙΙ 

Calbiochem 

(Merck Millipore, 

Billerica, USA) 

10mM DMSO -20°C 

JNK αλαζηνιέαο 

ΙΙ 

Calbiochem 

(Merck Millipore, 

Billerica, USA) 

10mM DMSO -20°C 

Πίνακαρ 2.1 Φαπμακεςηικοί παπάγονηερ, πποέλεςζη και ζςνθήκερ ζςνηήπηζηρ. 

 

2.1.2 Απομόνυζη HUVEC 

Η απνκφλσζε ησλ HUVEC πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηελ πξνζαξκνγή 

πξσηνθφιισλ πνπ έρνπλ ήδε πεξηγξαθεί(310). Δλ ζπληνκία αθνινπζήζεθε ε εμήο 

δηαδηθαζία: 

1. Καζαξηζκφο ησλ ιψξσλ κε δηάιπκα θσζθνξηθψλ αιάησλ PBS (phosphate 

buffered saline). 

2. Νεαξνπνίεζε ησλ δχν άθξσλ ηνπ ιψξνπ κε θάζεηε ηνκή θαη εηζαγσγή 

πεξηθεξηθνχ θιεβνθαζεηήξα ζηηο δχν άθξεο ηεο νκθαιηθήο θιέβαο. 
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Αθνινχζεζε απνιίλσζε ζην ζεκείν εηζφδνπ ηνπ θαζεηήξα θαη ηνπνζέηεζε 3-

way ζπζθεπήο. 

3. Έθπιπζε ηνπ αίκαηνο ηεο θιέβαο εγρχνληαο PBS κε ζχξηγγα πνπ 

πξνζαξκφζηεθε ζην θιεβνθαζεηήξα.  

4. Έγρπζε δηαιχκαηνο θνιιαγελάζεο (0.1% w/v) εληφο ηνπ ιψξνπ κέρξη λα 

πιεξσζεί. 

5. Δπψαζε ηνπ ιψξνπ ζε δηάιπκα PBS γηα 15 min ζηνπο 37°C κε ηηο ζπζθεπέο 

3-way λα παξακέλνπλ θιεηζηέο. 

6. πιινγή ηνπ δηαιχκαηνο θνιιαγελάζεο πνπ πεξηέρεη ηα απνκνλσκέλα 

θχηηαξα ζε δνθηκαζηηθφ ζσιήλα θαη πξνζζήθε ζξεπηηθνχ κέζνπ κε 10% fcs 

ζε αλαινγία 1:1 πξνθεηκέλνπ λα απελεξγνπνηεζεί ε θνιιαγελάζε. 

7. Φπγνθέληξεζε ηνπ ελαησξήκαηνο ησλ θπηηάξσλ ζηα 400g γηα 5 min, 

αλαξξφθεζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ κέζνπ θαη επαλαηψξεζε ηνπ θπηηαξηθνχ 

ηδήκαηνο ζε ζξεπηηθφ κέζν EGM-2. Σέινο επίζηξσζε ησλ θπηηάξσλ ζηα 

ηξπβιία. 

 

 

2.1.3 Γοκιμαζία κςηηαπικού πολλαπλαζιαζμού (cell proliferation assay) 

Ο θπηηαξηθφο πνιιαπιαζηαζκφο εμεηάζζεθε κε ηε δνθηκαζία Cyquant (Molecular 

Probes, Eugene, USA). Σν Cyquant πξνζδέλεηαη ζην DNA ησλ θπηηάξσλ θαη 

εθπέκπεη θζνξηζκφ. Η έληαζε ηνπ θζνξηζκνχ απνηειεί έλα κέηξν ηνπ πιεζπζκνχ 

ησλ θπηηάξσλ. Κχηηαξα HUVEC επηζηξψζεθαλ ζε πιάθα κε 96 πεγάδηα θαιπκκέλε 

κε gelatin (0.1% w/v) ζηε ζπγθέληξσζε ησλ 2000 θπηηάξσλ/πεγάδη. Σελ επφκελε 

εκέξα μεθίλεζε ε έθζεζε ζηηο επηζπκεηέο πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο. Με ην πέξαο ηεο 

πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο απνκαθξχλζεθε ην ζξεπηηθφ κέζν θαη πξνζηέζεθε ην 

αληηδξαζηήξην Cyquant. Αθνινχζεζε επψαζε γηα 1 hr ζηνλ επσαζηηθφ θιίβαλν θαη 

κέηξεζε ηνπ θζνξηζκνχ ζην spectramax M2 multimode microplate reader (Molecular 

Devices, Sunnyvale, USA). Ο πνιιαπιαζηαζκφο αμηνινγήζεθε κε ηε Relative 

Fluorescent Unit (RFU) θαλνληθνπνηεκέλε ζηελ RFU ηνπ κάξηπξα.   

 

 

2.1.4 Γοκιμαζία Μεηανάζηεςζηρ (cell migration assay) 

Η κεηαλάζηεπζε ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ εμεηάζζεθε κε ηε δνθηκαζία 

επνχισζεο. Κχηηαξα HUVEC επηζηξψζεθαλ ζε πιάθα κε 24 πεγάδηα 

(EssenBioScience, Ann Arbor, USA) ζηε ζπγθέληξσζε ησλ 100,000 

θπηηάξσλ/πεγάδη. Όηαλ ην ζηξψκα ησλ θπηηάξσλ έγηλε ζπκπαγέο πξνθιήζεθε κία 

εθδνξά ζηε κεζφηεηα θαηά κήθνο ηνπ πεγαδηνχ κε ζπζθεπή πνπ παξείρε ε 
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EssenBioScience. Μία θσηνγξαθία ιήθζεθε άκεζα ζην ρξφλν t:0. ηε ζπλέρεηα ηα 

θχηηαξα εθηέζεθαλ ζηηο επηζπκεηέο πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο. Μηα δεχηεξε θσηνγξαθία 

ιήθζεθε κεηά απφ 6 ψξεο πξνθεηκέλνπ λα θαηαγξαθεί ην δηάζηεκα πνπ θαιχθζεθε 

απφ ηα θχηηαξα ζε απηφ ην ρξφλν. Η ιήςε θαη ε επεμεξγαζία ησλ εηθφλσλ έγηλε κε ην 

IncucyteTM (EssenBioScience, Ann Arbor, USA). Η πνζνηηθνπνίεζε έγηλε κε ην 

ελζσκαησκέλν ινγηζκηθφ ηεο EssenBioScience ρξεζηκνπνηψληαο ηελ παξάκεηξν 

relative wound density πνπ ππνδειψλεη ην βαζκφ επνχισζεο ηεο εθδνξάο ζην 

ρξφλν. 

 

 

2.1.5 Γοκιμαζία ζσημαηιζμού ενδοθηλιακών ζυλήνυν (tube formation) 

Η δεκηνπξγία ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ εθηηκήζεθε κε ηε δνθηκαζία Matrigel 

(Matrigel assay). Πιάθεο κε 96 πεγάδηα θαιχθζεθαλ κε 50 κl matrigel (BD MatrigelTM 

Basement Membrane Matrix, BD Biosciences, San Jose, USA) αλά πεγάδη. ηε 

ζπλέρεηα έγηλε επψαζε ζηνπο 37°C γηα 30 min πξνθεηκέλνπ λα πξαγκαηνπνηεζεί 

πνιπκεξηζκφο ηεο γέιεο. Αθνινχζεζε επίζηξσζε 15,000 HUVEC / πεγάδη θαη 

έθζεζε ζηε βηλνξεικπίλε γηα 6 hrs ζηε λνξκνμία ή ππνμία. Δηθφλεο αληίζεζεο 

θάζεσο ιήθζεθαλ κε ην EVOS cell imaging system (Life Technologies, Carlsbad, 

USA) κε ην πέξαο ηνπ πεηξάκαηνο. Αθνινχζεζε πνζνηηθνπνίεζε ησλ ελδνζειηαθψλ 

ζσιήλσλ (εηθ. 2.1) βάζεη ηνπ αξηζκνχ πνιπγψλσλ πνπ ζρεκαηίζζεθαλ. 
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      Δικ. 2.1  Ζ σπονική ποπεία δημιοςπγίαρ ενδοθηλιακών ζυλήνυν.  

 

 

2.1.6 Γοκιμαζία εκκπεμούρ ζηαγόναρ (Hanging drop assay) 

Η εθβιάζηεζε ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ εθηηκήζεθε κε ηε δνθηκαζία 

εθθξεκνχο ζηαγφλαο (Hanging drop assay). ε απηή ηε δνθηκαζία ζθαηξνεηδή 

ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ αλακεηγλχνληαη κε γέιε εμσθπηηάξηαο νπζίαο ζηελ 

επηθάλεηα ηεο νπνίαο πξνζηίζεηαη ζξεπηηθφ κέζν κε αγγεηνγελεηηθνχο παξάγνληεο. Οη 

πφξνη ηεο γέιεο δεκηνπξγνχλ βαζκίδσζε ζηε ζπγθέληξσζε ησλ αγγεηνγελεηηθψλ 

παξαγφλησλ κε απνηέιεζκα ηα ελδνζειηαθά θχηηαξα ηνπ ζθαηξνεηδνχο λα δηαζπνχλ 

ηελ εμσθπηηάξηα νπζία, λα κεηαλαζηεχνπλ θαη λα πνιιαπιαζηάδνληαη πξνο ηελ 

θαηεχζπλζε ησλ αγγεηνγελεηηθψλ παξαγφλησλ ζρεκαηίδνληαο εθβιαζηήζεηο (εηθ. 2.2).  

Δλ νιίγνηο αθνινπζήζεθε ε εμήο δηαδηθαζία: ζηαγφλεο ελαησξήκαηνο θπηηάξσλ 

κε ζπγθέληξσζε 750 θχηηαξα / 20 κl δηαλεκήζεθαλ ζηελ έζσ πιεπξά ηνπ 

θαιχκκαηνο ελφο θαιιηεξγεηηθνχ ηξπβιίνπ. Σν θάιπκκα επαλαηνπνζεηήζεθε ζην 

ηξπβιίν κε ηηο ζηαγφλεο λα θξέκνληαη. Αθνινχζεζε επψαζε ζηνλ επσαζηηθφ θιίβαλν 

γηα κία λχρηα ψζηε λα ζρεκαηηζηνχλ ηα ζθαηξνεηδή. ηε ζπλέρεηα ηα ζθαηξνεηδή ησλ 

ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ θπγνθεληξίζεθαλ ζηα 1000 g γηα 1 min, επαλαησξήζεθαλ ζε 
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δηάιπκα ηλψδνπο (2 mg/ml) πνπ πεξηείρε 0.15 units/ml απξνηηλίλε θαη δηαλεκήζεθαλ 

ζε πιάθεο κε 24 πεγάδηα πνπ πεξηείραλ ζξνκβίλε. Σν δηάιπκα ηλψδνπο αλακείρζεθε 

ήπηα κε ηε ζξνκβίλε ζηελ ηειηθή ζπγθέληξσζε ησλ 0.625 units/ml. Αθνινχζεζε 

επψαζε ζηνπο 37°C γηα 20 min πξνθεηκέλνπ λα ζρεκαηηζηεί πήγκα. Θξεπηηθφ κέζν 

κε ή ρσξίο βηλνξεικπίλε ηνπνζεηήζεθε ζην πεγάδη πάλσ απφ ηελ ηληθή θαη ηα 

ζθαηξνεηδή ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ επσάζζεθαλ ζηε λνξκνμία ή ππνμία γηα 24 hrs. 

Φσηνγξαθίεο αληίζεζεο θάζεσλ ιήθζεθαλ ζην ηέινο ηνπ πεηξάκαηνο κε ην EVOS 

Cell Imaging System  (Life Technologies, Carlsbad, USA). Η πνζνηηθνπνίεζε έγηλε 

κε ην ινγηζκηθφ image J βάζεη ηεο επηθάλεηαο πνπ θαιχθζεθε απφ ην εθβιάζηεκα 

αληηπξνζσπεπηηθψλ ζθαηξνεηδψλ.     

 

   Δικ 2.2 Ζ σπονική ποπεία δημιοςπγίαρ ενδοθηλιακών εκβλαζηήζευν. 

 

 

2.1.7 Γιαμόλςνζη (transfection) κςηηάπυν  με siRNA ολιγονοςκλεοηίδια 

Πξνθεηκέλνπ λα απνζησπήζνπκε ηελ έθθξαζε ηνπ HIF1α εθαξκφζακε ηε 

δηαδηθαζία παξεκβνιήο RNA δηακνιχλνληαο ηα HUVEC κε κηθξά δίθισλα 

νιηγνλνπθιενηίδηα siRNA (small interfering RNA). Σα siRNA πξνζδέλνληαη ζην 
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mRNA ηνπ γνληδίνπ ζηφρνπ φληαο ζπκπιεξσκαηηθά πξνο απηφ θαη ην νδεγνχλ ζηελ 

θαηαζηξνθή κέζσ ελεξγνπνίεζεο ηνπ ζπκπιέγκαηνο RISC (311). 

Σηο αιιεινπρίεο γηα ηελ απνζηψπεζε ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ ζηφρσλ (ON-

TARGETplus SMARTpool) θαη ηηο αιιεινπρίεο κάξηπξεο (scrambled) ηηο 

πξνκεζεπηήθακε απφ ηε Dharmacon (Lafayette, USA). Οη αιιεινπρίεο RNA 

δηαιχζεθαλ ζε ζξεπηηθφ κέζν Opti-MEM® (Invitrogen, Carlsbad, USA) ρακειήο 

πεξηεθηηθφηεηαο ζε νξφ θαη ζηε ζπλέρεηα αλακείρζεθαλ κε ιηπηδηθφ αληηδξαζηήξην 

δηακφιπλζεο Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen,  Carlsbad,  USA) επίζεο 

αξαησκέλν ζε opti-MEM ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή. Σν κείγκα 

επσάζζεθε γηα 15 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα ην ζρεκαηηζκφ ζπκπιέγκαηνο 

ιηπηδίσλ κε siRNA. Η δηακφιπλζε έγηλε ζηελ ηειηθή ζπγθέληξσζε ησλ 20nM siRNA 

ζε ελαηψξεκα ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ πνπ επηζηξψζεθε ζε θαιιηεξγεηηθφ πηάην ησλ 

96 πεγαδηψλ ή ηξπβιία ησλ 60mm. Σελ εκέξα ηεο δηακφιπλζεο ην θαιιηεξγεηηθφ 

κέζν δελ πεξηείρε αληηβηνηηθά γηα ηελ απνθπγή ηνμηθφηεηαο, ελψ ηελ επφκελε εκέξα 

μεθίλεζε ε έθζεζε ησλ θπηηάξσλ ζηηο επηζπκεηέο πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο.         
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2.2 ΠΟΟΣΗΚΖ ΑΝΑΛΤΖ mRNA  

Ο αλάιπζε ηεο έθθξαζεο mRNA ζπλίζηαηαη ζηα εμήο ζηάδηα: α. απνκφλσζε 

νιηθνχ RNA, β. Αληίζηξνθε κεηαγξαθή RNA θαη ζχλζεζε cDNA (complementary 

DNA), γ. πνζνηηθή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο. 

 

2.2.1 Απομόνυζη ολικού RNA 

Γηα ηελ απνκφλσζε ηνπ RNA ρξεζηκνπνηήζακε ην δηάιπκα θαηλφιεο θαη 

ηζνζεηνθπαληθεο γνπαληδηλεο TRIzol (Invitrogen, Carlsbad,  USA) πνπ επηηξέπεη ηελ 

απνκφλσζε RNA ηαπηφρξνλα κε DNA θαη πξσηεΐλεο. Η ιχζε ησλ θπηηάξσλ έγηλε 

απεπζείαο ζε θαιιηεξγεηηθφ πηάην ησλ 6 πεγαδηψλ. Η δηαδηθαζία είρε σο εμήο: 

αλαξξνθήζακε ην ζξεπηηθφ κέζν θαη δηελεξγήζακε δχν πιχζεηο κε PBS. ηε 

ζπλέρεηα πξνζζέζακε 1 ml TRIzol θαη πηπεηάξακε πέληε θνξέο. Μεηαθέξακε ην 

εθρχιηζκα ησλ θπηηάξσλ ζε δνθηκαζηηθνχο ζσιήλεο Eppendorf ζηείξνπο απφ 

RNAases. Δπσάζακε ην εθρχιηζκα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 5 ιεπηά 

πξνθεηκέλνπ λα δηεπθνιχλνπκε ηελ απειεπζέξσζε ηνπ RNA απφ ηηο 

λνπθιενπξσηεΐλεο. Πξνζζέζακε 0.2 ml ρισξνθφξκηνπ, αλαδεχζακε έληνλα γηα 15 

sec θαη κεηά επσάζακε γηα 3 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. ηε ζπλέρεηα 

θπγνθεληξίζακε ην εθρχιηζκα ζηα 12000 g ζε ζεξκνθξαζία 4°C πξνθεηκέλνπ λα 

επηηεπρζεί ν δηαρσξηζκφο ησλ θάζεσλ. Απφ ηε θπγνθέληξηζε πξνέθπςε ε δηαπγήο 

πδαηηθή θάζε κε ην RNA, θαζψο θαη νη κεζαία θαη νξγαληθή ξνδ ρξψκαηνο θάζεηο κε 

ην DNA θαη ηηο πξσηεΐλεο. Τπφ γσλία 45 κνηξψλ αλαξξνθήζακε ηελ πδαηηθή θάζε 

θαη κεηαθέξακε ην πεξηερφκελν ζε θαηλνχξγηνπο δνθηκαζηηθνχο ζσιήλεο. 

Πξνζζέζακε 0.5 ml πξνπαλνιφιεο, επσάζακε γηα 10 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 

θαη θπγνθεληξίζακε ζηα 12000g γηα 10 min ζηνπο 4°C ψζηε λα θαηαθξεκληζηεί ην 

RNA. ηε ζπλέρεηα πξνρσξήζακε ζε πιχζε ηνπ RNA κε 1 ml αηζαλφιεο (75%) θαη 

θπγνθεληξίζακε ζηα 7500 g γηα 5 min ζηνπο 4°C. Αθαηξέζακε ην ππεξθείκελν θαη 

αθήζακε ην RNA γηα 10 min πξνθεηκέλνπ λα ζηεγλψζεη. Αθνινχζεζε αλαζχζηαζε 

ηνπ RNA κε λεξφ (30 κl) ειεχζεξν απφ RNases θαη κεηξήζακε ηε ζπγθέληξσζε ζε 

θαζκαηνθσηφκεηξν ΝanoDrop 2000 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA). 

Αμηνινγήζακε κφλν δείγκαηα κε ιφγν Α260/Α280>1.8. 
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2.2.2 Ανηίζηποθη μεηαγπαθή (Reverse Transcription) και ζύνθεζη 

ζςμπληπυμαηικού DNA (cDNA) 

Η ζχλζεζε cDNA απφ νιηθφ RNA έγηλε κε ηε ρξήζε ηνπ High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) ζχκθσλα κε ηηο 

νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή.  

Υξεζηκνπνηήζεθαλ απνζηεηξσκέλα αλαιψζηκα ειεχζεξα απφ RNases ελψ ηα 

δείγκαηα θαη ηα αληηδξαζηήξηα παξέκελαλ ζηνλ πάγν ζηνπο 4°C. Αξρηθά εηνηκάζζεθε 

ην Master Mix αλακεηγλχνληαο 2κl απφ ην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα (RT Buffer) κε 0.8 κl 

απφ ην δηάιπκα δενμπξηβνλνπθιενηηδίσλ (dNTPs) ζπγθέληξσζεο 100 mM, 2 κl απφ 

ην κείγκα ηπραίσλ εθθηλεηψλ (random primers), 1κl απφ ην δηάιπκα πνπ πεξηείρε 

αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε (Reverse Transcriptase) θαη 4.2 κl λεξφ ειεχζεξν απφ 

RNases. Οη αλσηέξσ πνζφηεηεο θιηκαθψζεθαλ αλαιφγσο ηνπ αξηζκνχ ησλ 

δεηγκάησλ. ηε ζπλέρεηα αλακείρζεθαλ 10 κl Master Mix κε 10 κl RNA πηπεηάξνληαο 

δχν θνξέο πάλσ-θάησ. Σα δείγκαηα θπγνθεληξίζεθαλ ειάρηζηα πξνθεηκέλνπ λα 

θαηέιζεη ην πεξηερφκελν ζηνλ ππζκέλα ησλ ζσιελίζθσλ θαη λα απνκαθξπλζνχλ νη 

θπζαιίδεο πνπ πξνέθπςαλ απφ ην πηπεηάξηζκα.  

Αθνινχζσο ηα δείγκαηα κεηαθέξζεθαλ ζε ζεξκηθφ θπθινπνηεηή (Thermal Cycler) 

γηα λα επσαζηνχλ ζηηο ζπλζήθεο πνπ αλαγξάθνληαη ζηνλ θάησζη πίλαθα (πίλαθαο 

2.2) θαη λα πξαγκαηνπνηεζεί ε αληίδξαζε ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο. 

 

Βήμαηα         1         2        3       4 

Θεξκνθξαζία (°C)        25        37       85       4 

Υξφλνο     10 min    120 min     5 min       ∞ 

    Πίνακαρ 2.2 Θεπμικέρ ζςνθήκερ ηηρ ανηίδπαζηρ ανηίζηποθηρ μεηαγπαθήρ. 

 

       Με ην πέξαο ηεο αληίδξαζεο πξνζηέζεθαλ 180 κl λεξφ ειεχζεξν απφ RNases 

θαη ην cDNA κεηαθέξζεθε ζηνπο (-80°) γηα απνζήθεπζε. 

 

 

2.2.3 Ποζοηική αλςζιδυηή ανηίδπαζη πολςμεπάζηρ (qPCR) 

       Η αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο ζπληζηά ηε κέζνδν εθινγήο γηα ηελ 

πνζνηηθή αλάιπζε ηνπ mRNA ελφο γνληδίνπ ελδηαθέξνληνο. Η PCR επηηξέπεη ηελ 

εθζεηηθή ελίζρπζε πεξηνρήο DNA κε γλσζηή λνπθιενηηδηθή αιιεινπρία κέζσ 

δηαδνρηθψλ θχθισλ δηπιαζηαζκνχ. Κάζε θχθινο ζπλίζηαηαη ζε ηξία βαζηθά ζηάδηα: α. 

ηελ απνδηάηαμε ηεο δηπιήο έιηθαο DNA (denaturation) κέζσ αχμεζεο ηεο 

ζεξκνθξαζίαο, β. ηελ πβξηδνπνίεζε (πξφζδεζε) ησλ εθθηλεηψλ ζην εθκαγείν DNA 

(annealing) κέζσ ειάηησζεο ηεο ζεξκνθξαζίαο, γ. ηελ επηκήθπλζε (extension) ησλ 
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εθθηλεηψλ ζε ζεξκνθξαζία ηδαληθή γηα ηελ ζεξκφ-ζηαζεξή Taq πνιπκεξάζε. Η 

παξαπάλσ δηαδηθαζία νδεγεί ζε δηπιαζηαζκφ ηεο αιιεινπρίαο DNA ζε θάζε θχθιν 

κε απνηέιεζκα ηε ζπζζψξεπζε ζεσξεηηθά 2ν αληηγξάθσλ κεηά απφ λ θχθινπο 

αληίδξαζεο κε 100% απφδνζε. 

       ε απηή ηε κειέηε εθαξκφζζεθε qPCR (quantitative PCR) πνπ επηηξέπεη ηνλ 

πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηνπ ζπκπιεξσκαηηθνχ DNA απφ ην mRNA ηνπ γνληδίνπ 

ελδηαθέξνληνο. ε αληηδηαζηνιή κε ηε ζπκβαηηθή κέζνδν ε ελίζρπζε ηεο 

λνπθιενηηδηθήο αιιεινπρίαο παξαθνινπζείηαη ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν (Real Time-

PCR). 

       Υξεζηκνπνηήζεθε ην SensiMixTM SYBR No-Rox kit (Bioline, London, UK), 

mastermix πνπ πεξηέρεη ζεξκφ-ζηαζεξή DNA πνιπκεξάζε, θζνξίδνπζα νπζία 

SYBR® Green θαη δεφμπ-λνπθιενηίδηα (dNTPs). Η αληηδξάζεηο θάζε δείγκαηνο έγηλαλ 

εηο ηξηπινχλ ζε πιαζηηθέο πιάθεο PCR ησλ 96 ή 384 βνζξίσλ κε ηειηθφ φγθν 25 κl 

θαη 10 κl αληηζηνίρσο θαη ζπγθέληξσζε ζε primers 300 nM.   

       Οη ζεξκηθέο ζπλζήθεο ηεο αληίδξαζεο πεξηειάκβαλαλ επψαζε ησλ 10 min ζηνπο 

95°C γηα ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο πνιπκεξάζεο θαη ζηε ζπλέρεηα 40 θχθινπο κε ηα 

εμήο ζηάδηα (πίλαθαο 2.3): 

ηάδια Θεπμοκπαζία Υπόνορ  

Απνδηάηαμε 95°C 15 sec 

Τβξηδνπνίεζε 60°C 15 sec 

Δπηκήθπλζε 72°C 15 sec 

                 Πίνακαρ 2.3 Θεπμικέρ ζςνθήκερ ηηρ ποζοηικήρ αλςζιδυηήρ 

                 ανηίδπαζηρ πολςμεπάζηρ.  

 

 Η αληίδξαζε έγηλε ζην ζεξκηθφ θπθινπνηεηή 7900HT Fast RealTime-PCR 

System (Applied Biosystems,  Foster City, USA). Η πνζνηηθνπνίεζε 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε κέζνδν 2(−ΓΓ Ct) (312). Οη αιιεινπρίεο ησλ εθθηλεηψλ 

ήηαλ νη εμήο (πίλαθαο 2.4):  

 

Γονίδιο Ππόζθιορ εκκινηηήρ Ανηίζηποθορ εκκινηηήρ 

β-actin GAGGAGGCACCGGTAAATG GTCACTCACTGGGACATAGGC 

Gapdh AGCCACATCGCTCAGACAC GCCCAATACGACCAAATCC 

Hes1 AGTGAAGCACCTCCGGAAC CGTTCATGCACTCGCTGA 

Hey1 CGAGCTGGACGAGCCCAT GGAACCTAGAGCCGAACTCA 

Vegfr2 GAACATTTGGGAAATCTCTT

GC 

CGGAAGAACAATGTAGTCTTTG

C 

    Πίνακαρ 2.4 Αλληλοςσίερ εκκινηηών αλςζιδυηήρ ανηίδπαζηρ πολςμεπάζηρ. 
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2.3 ΑΝΑΛΤΖ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ 

       Μειεηήζακε ηελ πξσηετληθή έθθξαζε κε ηε κέζνδν αλνζναπνηχπσζεο 

(immunoblotting) θαηά Western Blot. Γηα ηελ αλάιπζε ηεο πξσηετληθήο έθθξαζεο 

απαηηνχληαη ηα εμήο ζηάδηα: α. απνκφλσζε εθρπιίζκαηνο πξσηετλψλ, β. 

ππνινγηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ πξσηετληθνχ εθρπιίζκαηνο, γ. ειεθηξνθφξεζε 

πξσηετλψλ, δ. κεηαθνξά ησλ πξσηετλψλ ζε κεκβξάλε PVDF, ε. θάιπςε ησλ κε 

εηδηθψλ ζέζεσλ ηεο κεκβξάλεο θαη επψαζε κε αληηζψκαηα, ζη. αλνζναπνηχπσζε 

θαηά western, δ. πνζνηηθνπνίεζε.     

 

2.3.1 Απομόνυζη εκσςλίζμαηορ ππυηεφνών 

       Απνκνλψζακε είηε εθρχιηζκα νιηθψλ πξσηετλψλ ηνπ θπηηάξνπ είηε εθρχιηζκα 

πξνεξρφκελν απφ ηνλ ππξήλα θαη ην θπηηαξφπιαζκα.  

       α. Γηα ηελ απνκφλσζε εθρπιίζκαηνο νιηθψλ πξσηετλψλ ηνπ θπηηάξνπ 

αθνινπζήζεθε ε εμήο δηαδηθαζία:  

i) Απνκάθξπλζε ηνπ ζξεπηηθνχ κέζνπ απφ θαιιηεξγεηηθά ηξπβιία ησλ 100 mm, 

κεηαθνξά ζηνλ πάγν ζηνπο 4°C θαη δηελέξγεηα 2 πιχζεσλ κε παγσκέλν PBS. 

ii) Πξνζζήθε 500 κl ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο RIPA (Radioimmunoprecipitation assay 

buffer) απεπζείαο ζην θπηηαξηθφ ηξπβιίν. Σν δηάιπκα RIPA είρε ηελ εμήο ζχζηαζε: 

150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 8.0, 0.1% SDS, 0.5% δενμπρνιηθφ λάηξην, 1.0% 

IGEPAL® CA-630, αλαζηνιείο πξσηεαζψλ (cOmplete™ Mini tablets, Roche) θαη 

θσζθαηαζψλ (PhosSTOP™ tablets, Roche). Αθνινχζεζε απφμεζε (scraping) ηνπ 

ζηξψκαηνο ησλ θπηηάξσλ θαη ιχζε ζην θαιιηεξγεηηθφ ηξπβιίν. 

iii) Μεηαθνξά ηνπ εθρπιίζκαηνο ζε κηθξνθπγνθεληξηθνχο ζσιήλεο θαη επψαζε ζηνλ 

πάγν γηα 30 min κε αλάδεπζε ζην vortex γηα 30 sec αλά 5 min. 

iv) Φπγνθέληξηζε ζηα 15,000 g γηα 20 min ζηνπο 4°C. πιινγή ηνπ ππεξθείκελνπ 

πξσηετληθνχ εθρπιίζκαηνο θαη κεηαθνξά ζε λένπο κηθξνθπγνθεληξηθνχο ζσιήλεο γηα 

απνζήθεπζε ηνπο -80°C. 

β. Πξνθεηκέλνπ λα εμεηάζνπκε ηε κεηαθίλεζε πξσηετλψλ απφ ην θπηηαξφπιαζκα 

ζηνλ ππξήλα δηελεξγήζακε θιαζκαηνπνίεζε ησλ ππνθπηηαξηθψλ δνκψλ. Γηα ηελ 

απνκφλσζε πξσηετλψλ απφ ην θπηηαξφπιαζκα θαη ηνλ ππξήλα αθνινπζήζεθε ε 

εμήο δηαδηθαζία:  

i) Απνκάθξπλζε ηνπ ζξεπηηθνχ κέζνπ, κεηαθνξά ησλ ηξπβιίσλ ζηνλ πάγν ζηνπο 4°C 

θαη δηελέξγεηα δχν πιχζεσλ κε παγσκέλν PBS. Μεηά ηελ πξνζζήθε 1 ml 

παγσκέλνπ PBS, πξαγκαηνπνηήζεθε απφμεζε ηνπ θπηηαξηθνχ ζηξψκαηνο κε Rubber 

Policeman κε γξήγνξεο θαη ήπηεο θηλήζεηο πξνθεηκέλνπ λα απνθεπρζεί ε θπηηαξηθή 
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βιάβε. Αθνινχζεζε ζπιινγή ησλ απνθνιιεκέλσλ θπηηάξσλ κε 5 ml παγσκέλνπ 

PBS θαη θπγνθέληξηζε ηνπ ελαησξήκαηνο γηα 5 min ζηνπο 4°C ζηα 400 g. 

ii) Δπαλαηψξεζε ηνπ θπηηαξηθνχ ηδήκαηνο ζε 2 ml παγσκέλνπ ππνηνληθνχ 

ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο [10 mM HEPES buffer, pH 7.9, 1.5 mM MgCl2, 5 mM KCl] 

ζην νπνίν πξνζηέζεθαλ αλαζηνιείο πξσηεαζψλ θαη θσζθαηαζψλ [1 mM PMSF, 1 

mM dithiothreitol, 1 mM Na3VO4, 1 mM NaF]. Αθνινχζεζε θπγνθέληξηζε ζηα 400 g 

ζηνπο 4°C γηα 5 min.  

iii) Δπαλαηψξεζε ηνπ θπηηαξηθνχ ηδήκαηνο ζε 100 κl απφ ην αλσηέξσ δηάιπκα ζην 

νπνίν πξνζηέζεθε Nonidet P-40 ηειηθήο ζπγθέληξσζεο 0.1%. Αθνινχζεζε αλάδεπζε 

ζην vortex γηα 30 sec θαη επψαζε γηα 10 min ζηνλ πάγν κε απνηέιεζκα ηε ιχζε ησλ 

θπηηάξσλ θαη ηελ απειεπζέξσζε ησλ θπηηαξνπιαζκαηηθψλ πξσηετλψλ ελψ νη 

ππξήλεο παξέκελαλ άζηθηνη.  

iv) Φπγνθέληξηζε ζηα 10000 g ζηνπο 4°C γηα 10 min πξνθεηκέλνπ λα ζπιιερζεί ην 

θπηηαξνπιαζκαηηθφ πξσηετληθφ εθρχιηζκα. Σν εθρχιηζκα κεηαθέξζεθε ζε λένπο 

κηθξνθπγνθεληξηθνχο ζσιήλεο θαη απνζεθεχηεθε ζηνπο -80°C. 

v) Αθνινχζεζε επαλαηψξεζε ηνπ ηδήκαηνο κε 50 κl παγσκέλνπ ξπζκηζηηθνχ 

δηαιχκαηνο [20 mM HEPES, 25% glycerol, 450 mM KCl, 1 mM EDTA] ζην νπνίν 

πξνζηέζεθαλ αλαζηνιείο πξσηεαζψλ θαη θσζθαηαζψλ  [1 mM PMSF, 1 mM 

Na3VO4, 1 mM dithiothreitol, 1 mM NaF] πξνθεηκέλνπ λα πξαγκαηνπνηεζεί ιχζε ησλ 

ππξήλσλ. Σν ελαηψξεκα επσάζηεθε ζηνλ πάγν γηα 30 min θαη αλαδεχηεθε γηα 30 

sec αλά 5 min ζην vortex. Με ην πέξαο ηεο επψαζεο πξαγκαηνπνηήζεθε 

θπγνθέληξηζε ζηα 15,000 g γηα 20 min. Σν ππεξθείκελν ππξεληθφ πξσηετληθφ 

εθρχιηζκα κεηαθέξζεθε ζε λένπο κηθξνθπγνθεληξηθνχο ζσιήλεο θαη απνζεθεχηεθε 

ζηνπο -80°C. 

 

 

2.3.2 Τπολογιζμόρ ηηρ ζςγκένηπυζηρ ηος ππυηεφνικού εκσςλίζμαηορ 

       Τπνινγίζακε ηε ζπγθέληξσζε ηνπ πξσηετληθνχ εθρπιίζκαηνο ρξεζηκνπνηψληαο 

ηε ρξσκαηνκεηξηθή δνθηκαζία DC™ Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

USA) πνπ απνηειεί παξαιιαγή ηεο δνθηκαζίαο Lowry (313).  

       Δλ νιίγνηο, εηνηκάζζεθαλ δηαδνρηθέο αξαηψζεηο αιβνπκίλεο απφ βφεην νξφ 

(BSA) γλσζηήο ζπγθέληξσζεο. ηε ζπλέρεηα δηαλεκήζεθαλ εηο ηξηπινχλ 5 κl 

πξσηετληθνχ εθρπιίζκαηνο θαη 5 κl αιβνπκίλεο ζηα βνζξία ιεπθνχ ρξψκαηνο 

κηθξνπιάθαο (microplate) ζπκβαηήο κε ηε δνθηκαζία ρεκεηνθσηαχγεηαο. Αθνινχζεζε 

πξνζζήθε 25 κl αιθαιηθνχ δηαιχκαηνο ηφλησλ ραιθνχ παξνπζία ηξπγηθνχ νμένο πνπ 

πξνέθπςε απφ ηελ αλάκεημε ησλ δηαιπκάησλ “A” θαη “S” ηνπ kit ζχκθσλα κε ηηο 

νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή. Σέινο πξνζηέζεθαλ 200 κl αληηδξαζηεξίνπ “Β” (Folin 
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Reagent).  Αθνινχζεζε πξνζερηηθή αλαθίλεζε ηεο κηθξνπιάθαο θαη επψαζε ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 20 min. Με ην πέξαο ηεο επψαζεο κεηξήζεθε ε 

απνξξφθεζε (Absorbance) ζην κήθνο θχκαηνο ησλ 750 nm ζην θαζκαηνθσηφκεηξν  

SpectraMax M2 (Molecular Devices, Sunnyvale, USA). Η ζπγθέληξσζε ησλ 

πξσηετλψλ ππνινγίζηεθε απφ εμίζσζε πξφηππεο θακπχιεο πνπ πξνέθπςε απφ ηελ 

αληηζηνίρεζε γλσζηψλ ζπγθεληξψζεσλ αιβνπκίλεο κε κεηξνχκελεο  απνξξνθήζεηο. 

 

 

2.3.3 Ζλεκηποθόπηζη ππυηεφνών ζε πηκηή πολςακπςλαμιδίος (Running) 

       Ο δηαρσξηζκφο ησλ πξσηετλψλ κε ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ-

δσδεθπινζεητθνχ λαηξίνπ (sodium dodecyl sulfate), θνηλψο SDS-PAGE (sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), απνηειεί ην πξψην βήκα ηεο 

δνθηκαζίαο αλνζναπνηχπσζεο θαηά Western Blot.  

       Η ειεθηξνθφξεζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε πεθηή πνπ απνηειείην απφ δχν κέξε: 

ηελ πεθηή επηζηνίβαμεο (stacking gel) [5% κείγκα αθξπιακηδίνπ, 1.0 Μ Tris-HCL pH: 

6.8, 0.1% (w/v) SDS, 0.1% (w/v) APS, 0.1% (v/v) TEMED] ζην πάλσ κέξνο θαη ηελ 

πεθηή δηαρσξηζκνχ [7.5% ή 10% αθξπιακίδην, 1.5 Μ Tris-HCL pH:8.8, 0.1% (w/v) 

SDS, 0.1% (w/v) APS, 0.04% (v/v) TEMED] απφ θάησ. Γεδνκέλνπ φηη ε 

ζπγθέληξσζε αθξπιακηδίνπ είλαη αληηζηξφθσο αλάινγε ηνπ κεγέζνπο ησλ πφξσλ 

ρξεζηκνπνηήζεθε πεθηή δηαρσξηζκνχ κε ηειηθή ζπγθέληξσζε αθξπιακηδίνπ 7.5% γηα 

ειεθηξνθφξεζε πξσηετλψλ κνξηαθνχ βάξνπο άλσ ησλ 100 kDa θαη 10% γηα 

ειεθηξνθφξεζε πξσηετλψλ κνξηαθνχ βάξνπο κηθξφηεξνπ ησλ 100 kDa. 

 Ο ζρεκαηηζκφο ηεο πεθηήο πεξηιάκβαλε ηα εμήο βήκαηα: έγρπζε ηνπ κείγκαηνο 

ηεο πεθηήο δηαρσξηζκνχ ζην εθκαγείν ησλ δχν γπάιηλσλ πιαθψλ ηνπ ζπζηήκαηνο 

Mini-PROTEAN® Tetra Handcast (Βio-Rad Laboratories, Hercules, USA), πξνζζήθε 

TEMED πξνθεηκέλνπ λα θαηαιπζεί ν πνιπκεξηζκφο ηνπ αθξπιακηδίνπ θαη επψαζε ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 30 min. Αθνινχζεζε ε πξνζζήθε ηνπ κείγκαηνο ηεο 

πεθηήο επηζηνίβαμεο καδί κε TEMED θαη επψαζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 

αθφκε 30 min πξνθεηκέλνπ λα νινθιεξσζεί ν ζρεκαηηζκφο ηεο πεθηήο επηζηνίβαμεο. 

 ηε ζπλέρεηα εηνηκάζζεθαλ ηα δείγκαηα. Δλ νιίγνηο, 20 κg πξσηετληθνχ 

εθρπιίζκαηνο αλακείρζεθαλ κε δηάιπκα θφξησζεο laemmli (4x) [250 mM Tris-HCl 

(pH 6.8), 8% SDS, 40% Glycerol, 8% Betamercaptoethanol, 0.04% Bromophenol 

blue] ζε αλαινγία 3:1. Σν κείγκα επσάζηεθε ζηνπο 95°C γηα 5 min πξνθεηκέλνπ λα 

επηηεπρζεί ε πιήξεο απνδηάηαμε ησλ πξσηετλψλ ππφ ηελ επίδξαζε SDS θαη β-

κεξθαπηναηζαλφιεο. Σν SDS μεηπιίγεη ηηο πνιππεπηηδηθέο αιπζίδεο θαη θαηαζηξέθεη 

ηε δεπηεξνηαγή θαη ηξηηνηαγή δνκή ησλ πξσηετλψλ θαη πξνζδίδεη αξλεηηθφ ειεθηξηθφ 

θνξηίν θαζηζηψληαο ακειεηέν ην ίδηνλ θνξηίν ησλ πξσηετλψλ. Απφ ηελ άιιε ε β-
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κεξθαπηναηζαλφιε αλάγεη ηνπο δηζνπιθηδηθνχο δεζκνχο θαη θαηαζηξέθεη ηελ 

ηξηηνηαγή θαη ηεηαξηνηαγή δνκή ηνπο. Χο εθ ηνχηνπ νη απνδηαηαγκέλεο πιένλ 

πξσηεΐλεο δηαρσξίδνληαη βάζεη κνξηαθνχ βάξνπο. Οη πξσηεΐλεο κε ρακειφηεξν 

κνξηαθφ βάξνο κεηαλαζηεχνπλ ηαρχηεξα θαηαιακβάλνληαο ρακειφηεξεο ζέζεηο ζην 

ειεθηξνθεξφγξακκα. 

ηε ζπλέρεηα ην ζχζηεκα ησλ γπάιηλσλ πιαθψλ κε ηελ πεθηή ηνπνζεηήζεθε ζηε 

ζπζθεπή ειεθηξνθφξεζεο Mini-PROTEAN® (Βio-Rad Laboratories, Hercules, USA). 

Η ζπζθεπή κεηαθέξζεθε ζηε δεμακελή (Bio-Rad Laboratories) κε ην δηάιπκα 

ειεθηξνθφξεζεο (Running buffer: 25 mM Tris-base, 250 mM Glycine, 0.1% SDS) θαη 

ηα δείγκαηα θνξηψζεθαλ ζηα πεγάδηα ηεο πεθηήο ελψ ζην πξψην πεγάδη 

ηνπνζεηήζεθαλ 5 κl απφ ην size marker BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder 

(Invitrogen, Carlsbad, USA). Αθνινχζσο ηνπνζεηήζεθε ην θάιπκκα κε ηα ειεθηξφδηα 

(Bio-Rad Laboratories) ηα νπνία ζπλδέζεθαλ ζηελ ηξνθνδνηηθή ζπζθεπή 

PowerPac™ Power Supply (Bio-Rad Laboratories). Σέινο πξαγκαηνπνηήζεθε 

ειεθηξνθφξεζε ζηα 100 Volt γηα 60 min. 

 

 

2.3.4 Μεηαθοπά ππυηεφνών ζε μεμβπάνη PVDF 

Με ην πέξαο ηεο ειεθηξνθφξεζεο αθνινχζεζε ε δηαδηθαζία ηεο πγξήο 

κεηαθνξάο (wet transfer). Καηά ηε δηάξθεηα απηήο ηεο δηαδηθαζίαο νη πξσηεΐλεο 

κεηαθέξνληαη απφ ηελ πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ ζηε κεκβξάλε PVDF (Amersham 

Hybond P) εληφο δεμακελήο κε εηδηθφ δηάιπκα (transfer buffer: 25 mM Tris-base, 192 

mM Glycine, 20% (v/v) methanol).  

Δλ νιίγνηο κε ην πέξαο ηεο ειεθηξνθφξεζεο ε πεθηή αθαηξέζεθε απφ ηηο 

γπάιηλεο πιάθεο θαη εκβαπηίζηεθε ζην δηάιπκα κεηαθνξάο. Η πδξφθνβε κεκβξάλε 

PVDF επσάζηεθε ζηε κεζαλφιε γηα 30 sec πξνθεηκέλνπ λα ελεξγνπνηεζεί θαη κεηά 

απφ ηξεηο γξήγνξεο πιχζεηο κε απηνληζκέλν λεξφ κεηαθέξζεθε ζην δηάιπκα 

κεηαθνξάο καδί κε ηα ππφινηπα ζπζηαηηθά ηνπ sandwich, πεθηή, δηεζεηηθφ ραξηί 

Whatman θαη ζπφγγν παινβάκβαθα πξνθεηκέλνπ λα εκπνηηζηεί κε ην δηάιπκα. 

Αθνινχζεζε ε ζπλαξκνιφγεζε ηεο θαζεηίλαο κε ηελ εμήο δηάηαμε: καχξε επηθάλεηα 

θαζεηίλαο (άλνδνο) - ζπφγγνο παινβάκβαθα - δχν ζηξψζεηο ραξηηνχ Whatman - 

κεκβξάλε PVDF – πεθηή - δχν ζηξψζεηο ραξηηνχ Whatman - ζπφγγνο παινβάκβαθα 

-  θφθθηλε επηθάλεηα ηεο θαζεηίλαο (θάζνδνο). Κάζε θνξά πνπ γηλφηαλ ε ηνπνζέηεζε 

ελφο ζπζηαηηθνχ ηνπ sandwich αθνινπζνχζε έγρπζε δηαιχκαηνο κεηαθνξάο θαη 

ξνιάξηζκα κε νγθνκεηξηθφ θχιηλδξν πξνθεηκέλνπ λα απνθεπρζεί ε παγίδεπζε 

θπζαιίδσλ αέξα. ηε ζπλέρεηα ε θαζεηίλα ηνπνζεηήζεθε ζηε ζπζθεπή κεηαθνξάο 

Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
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USA) εληφο ηεο δεμακελήο κε ην δηάιπκα. Αθνινχζεζε ε ηνπνζέηεζε ησλ 

ειεθηξνδίσλ θαη ε εθαξκνγή ηάζεο ζηα 30 Volt γηα 16 hrs ζηνπο 4° C πξνθεηκέλνπ 

λα κεηαθεξζνχλ πξσηεΐλεο άλσ ησλ 100 kDa ή 100 Volt γηα 1 hr ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ πξνθεηκέλνπ λα κεηαθεξζνχλ πξσηεΐλεο ρακειφηεξνπ κνξηαθνχ βάξνπο.   

  

 

2.3.5 Κάλςτη ηυν μη ειδικών θέζευν ηηρ μεμβπάνηρ (blocking) και επώαζη με 

ανηιζώμαηα 

Με ηελ νινθιήξσζε ηεο κεηαθνξάο ησλ πξσηετλψλ ζηε κεκβξάλε PVDF 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηξεηο γξήγνξεο πιχζεηο κε απηνληζκέλν λεξφ πξνθεηκέλνπ λα 

απνκαθξπλζεί ην δηάιπκα κεηαθνξάο. ηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθε θάιπςε ησλ 

κε εδηθψλ ζέζεσλ ηεο κεκβξάλεο (blocking) επσάδνληαο κε άπαρν γάια 5% (w/v) 

δηαιπκέλν ζε Tris-Buffered Saline and Tween 20 (TBST) [50 mM Tris-Cl, 150 mM 

NaCl, pH 7.5] γηα κία ψξα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ππφ αλάδεπζε. Η πξσηεΐλε 

θαδεΐλε ηνπ γάιαθηνο πξνζδέλεηαη ζηηο αθάιππηεο ζέζεηο ηεο κεκβξάλεο κε 

απνηέιεζκα λα παξεκπνδίδεηαη ε κε εηδηθή ζχλδεζε ησλ πξσηνγελψλ αληηζσκάησλ. 

Χζηφζν γηα ηελ αλάιπζε θσζθνξπιησκέλσλ πξσηετλψλ ρξεζηκνπνηήζεθε δηάιπκα 

παξεκπφδηζεο απφ βφεην νξφ αιβνπκίλεο BSA (Bovine Serum Albumin) 5% (w/v) 

δηαιπκέλν ζε TBST δεδνκέλνπ φηη ε θαδεΐλε σο θσζθνπξσηεΐλε αληρλεχεηαη απφ 

αληηζψκαηα έλαληη θσζθνξπιησκέλσλ ζέζεσλ. Αθνινχζεζαλ ηξεηο γξήγνξεο 

πιχζεηο κε TBST πξνθεηκέλνπ λα απνκαθξπλζεί ε πεξίζζεηα γάιαθηνο. ηε ζπλέρεηα 

πξνζηέζεθε ην πξσηνγελέο αληίζσκα έλαληη ηεο επηζπκεηήο πξνο αλίρλεπζε 

πξσηεΐλεο επσάδνληαο ζηνπο 4°C ππφ αλάδεπζε νιφθιεξε ηε λχρηα. Σα 

αληηζψκαηα θαη νη αξαηψζεηο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαίλνληαη ζηνλ παξαθάησ 

πίλαθα (πίλαθαο 2.5). Σελ επφκελε εκέξα πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηξεηο πιχζεηο κε 

TBST γηα 5 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ πξνθεηκέλνπ λα απνκαθξπλζεί ε 

πεξίζζεηα πξσηνγελνχο αληηζψκαηνο. Αθνινχζεζε επψαζε κε δεπηεξνγελέο 

αληίζσκα (1:1000) δηαιπκέλν ζε άπαρν γάια 5% (w/v) ζε δηάιπκα TBST γηα 1 hr ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Σν δεπηεξνγελέο αληίζσκα αλαγλσξίδεη ην Fc ηκήκα ηνπ 

πξσηνγελνχο ηνπ ηδίνπ είδνπο πξνέιεπζεο θαη είλαη ζπδεπγκέλν κε ην έλδπκν 

ππεξνμεηδάζε ηνπ αγξηνξάπαλνπ (HRP: Horseradish Peroxidase) πνπ θαηαιχεη ηελ 

αληίδξαζε ρεκεηνθσηαχγεηαο.  

 

Ππυηογενέρ 

ανηίζυμα 

(ππυηεΐνη 

ζηόσορ) 

Σύπορ-

πποέλεςζη-

πηγή 

διάθεζηρ 

Απαίυζη-διάλςμα 

παπεμπόδιζηρ 

Γεςηεπογενέρ 

ανηίζυμα 
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Notch1 Cell 

Signaling 

(#3608) 

1:1,000 ζε BSA 5% 

(w/v) 

1:2,000 Anti-

Rabbit (Santa 

Cruz 

Biotechnology) 

Notch Intracellular 

Domain (NICD) 

Cell 

Signaling 

(#2421) 

1:1,000 ζε BSA 5% 

(w/v) 

1:2,000 Anti-

Rabbit 

(Santa Cruz 

Biotechnology) 

VEGFR2 Cell 

Signaling 

(#2479) 

1:1,000 ζε BSA 5% 

(w/v) 

1:2,000 Anti-

Rabbit 

(Santa Cruz 

Biotechnology) 

Phospho-VEGFR2 Cell 

Signaling 

(#2478) 

1:1,000 ζε BSA 5% 

(w/v) 

1:2,000 Anti-

Rabbit 

(Santa Cruz 

Biotechnology) 

NFKB-p50 Santa Cruz 

Biotechnolog

y (sc-1190) 

1:500 ζε άπαρν 

γάια 5% (w/v) 

1:2,000 Anti-

Goat (Santa 

Cruz 

Biotechnology) 

NFKB-p65 Santa Cruz 

Biotechnolog

y (sc-372) 

1:500 ζε άπαρν 

γάια 5% (w/v) 

1:2,000 Anti-

Rabbit 

(Santa Cruz 

Biotechnology) 

p27
Kip Cell 

Signaling 

(#2552) 

1:1,000 ζε BSA 5% 

(w/v) 

1:2,000 Anti-

Rabbit 

(Santa Cruz 

Biotechnology) 

Bcl-2 Santa Cruz 

Biotechnolog

y (sc-509) 

1:500 ζε άπαρν 

γάια 5% (w/v) 

1:2,000 Anti-

Mouse 

(Santa Cruz 

Biotechnology) 

Bax Santa Cruz 

Biotechnolog

y (sc-493) 

1:500 ζε άπαρν 

γάια 5% (w/v) 

1:2,000 Anti-

Rabbit 

(Santa Cruz 

Biotechnology) 

HIF1α BD 

Transduction 

Laboratories

™ (610958) 

1:1,000 ζε άπαρν 

γάια 5% (w/v) 

1:2,000 Anti-

Mouse 

(Santa Cruz 

Biotechnology) 
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ERK Cell 

Signaling 

(#9101) 

1:1,000 ζε BSA 5% 

(w/v) 

1:2,000 Anti-

Rabbit (Santa 

Cruz 

Biotechnology) 

Phospho-ERK Cell 

Signaling 

(#4695) 

1:1,000 ζε BSA 5% 

(w/v) 

1:2,000 Anti-

Rabbit (Santa 

Cruz 

Biotechnology) 

Akt Cell 

Signaling (# 

9272) 

1:1,000 ζε BSA 5% 

(w/v) 

1:2,000 Anti-

Rabbit (Santa 

Cruz 

Biotechnology) 

Phospho-Akt Cell 

Signaling 

(#4058) 

1:1,000 ζε BSA 5% 

(w/v) 

1:2,000 Anti-

Rabbit (Santa 

Cruz 

Biotechnology) 

β-actin Sigma (HRP 

ζπδεπγκέλν) 

1:10,000 ζε άπαρν 

γάια 5% (w/v) 

 

Lamin B 
Santa Cruz 

Biotechnolog

y (sc-6216) 

1:500 ζε άπαρν 

γάια 5% (w/v) 

1:2,000 Anti-

Goat (Santa 

Cruz 

Biotechnology) 

   Πίνακαρ 2.5 Ανηιζώμαηα, πποέλεςζη και απαιώζειρ. 

 

 

2.3.6 Ανίσνεςζη ππυηεφνών 

Με ηελ νινθιήξσζε ηεο επψαζεο ηνπ δεπηεξνγελνχο αληηζψκαηνο 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηξεηο πιχζεηο κε TBST γηα 5 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

Αθνινχζεζε ε αλίρλεπζε ηεο κπάληαο ηεο πξσηεΐλεο ελδηαθέξνληνο κε ηελ 

πξνζζήθε ππνζηξψκαηνο ECL (Amersham, GE Healthcare, Little Chalfont, UK) πνπ 

έρεη σο απνηέιεζκα ηελ θαηάιπζε ηεο νμείδσζεο ηνπ luminol απφ ηελ HRP θαη ηελ 

εθπνκπή θσηφο. Δλ ζπληνκία, δηάιπκα luminol αλακείρζεθε κε νμεηδσηηθφ 

παξάγνληα ζε αλαινγία 1:1. Αθνινχζεζε ε επηθάιπςε ηεο κεκβξάλεο κε ην κείγκα 

θαη επψαζε γηα 1 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Οη κπάληεο αληρλεχζεθαλ ζην 

ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare, Little Chalfont, UK). Μεηά ηελ αλίρλεπζε ηεο 

πξσηεΐλεο ελδηαθέξνληνο αθνινχζεζε ε αλίρλεπζε ηεο β-actin πνπ ρξεζίκεπζε σο 

κάξηπξαο ηζφηηκεο θφξησζεο γηα θπηηαξνπιαζκαηηθά ή νιηθά εθρπιίζκαηα ηνπ 

θπηηάξνπ θαη ηεο lamin-B γηα ππξεληθά εθρπιίζκαηα. Πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηξεηο 

ζχληνκεο πιχζεηο κε TBST γηα ηελ απνκάθξπλζε ηνπ δηαιχκαηνο ECL θαη 



 73 

αθνινπζήζεθε ε αλσηέξσ δηαδηθαζία γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο lamin-B. Αλαθνξηθά κε 

ηελ αλίρλεπζε ηεο β-actin πξαγκαηνπνηήζεθε επψαζε κε αληίζσκα έλαληη ηεο β-actin 

απεπζείαο ζπδεπγκέλν κε HRP (sigma) δηαιπκέλν ζε άπαρν γάια 5% (w/v)/TBST ζε 

αξαίσζε 1:10,000 γηα 1 hr ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Αθνινχζεζαλ πιχζεηο κε 

TBST γηα ηελ απνκάθξπλζε ηεο πεξίζζεηαο ηνπ αληηζψκαηνο θαη αλίρλεπζε σο 

αλσηέξσ. 

2.3.7 Ποζοηικοποίηζη 

Η πνζνηηθνπνίεζε ηεο νπηηθήο ππθλφηεηαο ησλ πξσηετληθψλ κπαληψλ έγηλε κε 

ην ινγηζκηθφ ImageJ (NIH, Bethesda, USA). Γηα ηε δηφξζσζε ησλ ζθαικάησλ 

θφξησζεο ε έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο ελδηαθέξνληνο θαλνληθνπνηήζεθε πξνο ηελ 

έθθξαζε ηεο β-actin γηα θπηηαξνπιαζκαηηθά θαη νιηθά εθρπιίζκαηα ηνπ θπηηάξνπ θαη 

lamin-B γηα ππξεληθά εθρπιίζκαηα.  
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2.4 ΚΤΣΣΑΡΟΜΔΣΡΗΑ ΡΟΖ (flow Cytometry) 

Η θπηηαξνκεηξία ξνήο είλαη ηερληθή ηεο αλαιπηηθήο βηνινγίαο πνπ επηηξέπεη ην 

δηαρσξηζκφ θπηηάξσλ βάζεη θπζηθψλ ή βηνινγηθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ. Δλ νιίγνηο, ηα 

θχηηαξα ελφο ελαησξήκαηνο πεξλνχλ έλα πξνο έλα εηδηθφ θαλάιη θαη αθηηλνβνινχληαη 

απφ δέζκε laser. ηε ζπλέρεηα αηζζεηήξεο ζπιιέγνπλ ην θσο πνπ ζθεδάδεηαη ή 

εθπέκπεηαη απφ απηά. Η αλίρλεπζε ηνπ ζθεδαδφκελνπ θσηφο ππφ γσλία 2° έσο 28° 

αθνξά ζηελ πξφζζηα ζθέδαζε (forward scatter) θαη απνηειεί παξάκεηξν ελδεηθηηθή 

ηνπ κεγέζνπο ησλ θπηηάξσλ, ελψ ε αλίρλεπζε ππφ γσλία 90° αθνξά ζηελ πιάγηα 

ζθέδαζε (side scatter) θαη απνηειεί παξάκεηξν ελδεηθηηθή ηεο θνθθίσζεο. Απφ ηελ 

άιιε ηα θχηηαξα κπνξεί λα ζεκαλζνχλ κε θζνξίδνπζα νπζία θαη λα εθπέκπνπλ 

αθηηλνβνιία κεηά απφ δηέγεξζε κε ηε δέζκε laser.  

ηε ζπλέρεηα ην ζήκα ςεθηνπνηείηαη θαη ηα δεδνκέλα αλαιχνληαη ζε ειεθηξνληθφ 

ππνινγηζηή. Η αλίρλεπζε θάζε θπηηάξνπ αληηζηνηρεί ζε έλα γεγνλφο (event). Σν 

ινγηζκηθφ ηνπ θπηηαξνκέηξνπ αλαιχεη ηελ έληαζε ζήκαηνο απφ θάζε event ρσξηζηά 

θαη δεκηνπξγεί δηαγξάκκαηα κε ηε κνξθή ηζηνγξάκκαηνο ή δηπαξακεηξηθνχ 

ζεκεηνγξαθήκαηνο ζε πεξίπησζε αλάιπζεο δχν παξακέηξσλ ηαπηφρξνλα. Σέινο 

δίλεηαη ε δπλαηφηεηα νξηνζέηεζεο πιεζπζκνχ (gating) θπηηάξσλ κε ζπγθεθξηκέλα 

ραξαθηεξηζηηθά πξνθεηκέλνπ λα αλαιπζνχλ επηπιένλ παξάκεηξνη.  

ηελ παξνχζα δηαηξηβή ρξεζηκνπνηήζεθε θπηηαξνκεηξία ξνήο γηα ηε κειέηε ηεο 

απφπησζεο, ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ θαη ησλ επηπέδσλ ηνπ αληφληνο ηνπ 

ζνππεξνμεηδίνπ ζηα κηηνρφλδξηα. 

 

 

2.4.1 Ανάλςζη ηηρ απόπηυζηρ 

Η απφπησζε αλαιχζεθε κε ηε δνθηκαζία annexin V - PI (Propidium Iodine). Σν 

κφξην ηεο annexin V έρεη ηε δπλαηφηεηα πξφζδεζεο ζην θσζθνιηπίδην, 

θσζθαηηδπινζεξίλε. Η θσζθαηηδπινζεξίλε εληνπίδεηαη ζηελ εζσηεξηθή πιεπξά ηεο 

θπηηαξνπιαζκαηηθήο κεκβξάλεο ηνπ θπηηάξνπ. Χζηφζν θαηά ηελ απφπησζε 

κεηαηνπίδεηαη ζηελ εμσηεξηθή πιεπξά θαη κπνξεί λα αληρλεπζεί απφ ηε ζπδεπγκέλε κε 

θζνξηφρξσκα annexin V. Δπηπιένλ ην PI είλαη θζνξίδνπζα νπζία πνπ δηαπεξλά ηε 

κεκβξάλε ησλ λεθξψλ θπηηάξσλ θαη πξνζδέλεηαη ζην DNA ρξεζηκεχνληαο σο 

δείθηεο λέθξσζεο. πλεπψο ηα απνπησηηθά θαη λεθξά θχηηαξα κπνξεί λα 

αληρλεπζνχλ απφ ηελ annexin V θαη ην PI αληίζηνηρα. Σα θχηηαξα πνπ 

πξνζιακβάλνπλ annexin V εκπίπηνπλ ζηελ θαηεγνξία ησλ θπηηάξσλ πνπ βξίζθνληαη 

ζηελ αξρηθή θάζε ηεο απφπησζεο ελψ ηα θχηηαξα πνπ πξνζιακβάλνπλ annexin V 

θαη PI ζπληζηνχλ θχηηαξα ηεο θαζπζηεξεκέλεο θάζεο ηεο απφπησζεο.  
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Δλ νιίγνηο, θχηηαξα εθηέζεθαλ ζηηο επηζπκεηέο πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο, 

ζξπςηλνπνηήζεθαλ, ππνβιήζεθαλ ζε κία πιχζε κε PBS θαη επαλαησξήζεθαλ ζε 

ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ζχλδεζεο ζηελ αξαίσζε ησλ 105 θπηηάξσλ/100κl.  ηε ζπλέρεηα 

πξνζηέζεθε PI ζηελ ηειηθή ζπγθέληξσζε ηνπ 1 µg/ml θαη Annexin V ζπδεπγκέλε κε 

AlexaFluor 647 ζε αξαίσζε 1/100. Αθνινχζεζε επψαζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 

γηα 15 min.ηε ζπλέρεηα ηα δείγκαηα αλαιχζεθαλ γηα annexin V ζην θαλάιη FL8 θαη PI 

ζην θαλάιη FL3 ζην FACS Analyzer CyAn ADP (Beckman Coulter, Brea, USA). Σα 

αληηδξαζηήξηα πξνήιζαλ απφ ηε Molecular Probes (Eugene, USA). 

 

 

2.4.2 Ανάλςζη ηος κςηηαπικού κύκλος 

Η αλάιπζε ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ έγηλε κε πνζνηηθνπνίεζε ηνπ DNA κε PI. Η 

αλάιπζε ζηεξίδεηαη ζηελ αξρή φηη ηα θχηηαξα ζηελ S θάζε ηεο αληηγξαθήο έρνπλ 

κεγαιχηεξε πνζφηεηα DNA απφ φηη ηα θχηηαξα ζηελ G1 θάζε, ελψ ηα θχηηαξα ζηε 

G2 θάζε κεηά ηελ νινθιήξσζε ηεο αληηγξαθήο έρνπλ δηπιάζηα πνζφηεηα απφ φηη ηα 

θχηηαξα ζηελ G1 θάζε.  

Δλ νιίγνηο, HUVEC εθηέζεθαλ ζηηο επηζπκεηέο πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο, 

ζξπςηλνπνηήζεθαλ θαη ππνβιήζεθαλ ζε κία πιχζε κε PBS. Αθνινχζεζε επψαζε κε 

παγσκέλε αηζαλφιε (70%) γηα κία λχρηα ζηνπο 4°C πξνθεηκέλνπ λα 

δηαπεξαηνπνηεζεί ε κεκβξάλε ησλ θπηηάξσλ θαη λα πξνζιεθζεί ην PI. Σελ επφκελε 

εκέξα πξαγκαηνπνηήζεθαλ δχν πιχζεηο κε PBS. Αθνινχζεζε επψαζε κε 

ξηβνλνπθιεάζε Ι (20 µg/ml) πξνθεηκέλνπ λα θαηαβνιηζηεί ην RNA (ην νπνίν 

ζεκεησηένλ ζπλδέεηαη κε PI) θαη PI (100 µg/ml) ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 15 min. 

Αθνινχζεζε αλάιπζε ζε FACS Analyzer CyAn ADP (Beckman Coulter, Brea, USA) 

ζην θαλάιη FL3. Σα αληηδξαζηήξηα πξνήιζαλ απφ ηε Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

θαη ε πνζνηηθνπνίεζε έγηλε κε ην ινγηζκηθφ FlowJo v.10 (Tree Star, Ashland, USA) 

βάζεη ηνπ αιγφξηζκνπ ηεο θαηαζθεπάζηξηαο εηαηξίαο. 

 

  

2.4.3 Ανάλςζη ηυν επιπέδυν ανιόνηορ ηος ζοςπεποξειδίος ζηο μιηοσόνδπιο 

Γηα ηελ αλάιπζε ησλ επηπέδσλ ηνπ αληφληνο ηνπ ζνππεξνμεηδίνπ (O2-) ηνπ 

κηηνρνλδξίνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ην αληηδξαζηήξην MitoSOX™ (Molecular Probes, 

Eugene, USA). H νμείδσζε ηνπ MitoSOX™ γίλεηαη απνθιεηζηηθά ζην κηηνρφλδξην 

απφ ην O2- ρσξίο ηε ζπκκεηνρή άιισλ δξαζηηθψλ κνξθψλ νμπγφλνπ πξνθαιψληαο 

θζνξηζκφ ζηα 580 nM. Δλ νιίγνηο, MitoSOX™ πξνζηέζεθε ζην ζξεπηηθφ κέζν ησλ 

θπηηάξσλ ζηελ ηειηθή ζπγθέληξσζε ησλ 5 κΜ. Αθνινχζεζε επψαζε 45 min. ηε 

ζπλέρεηα ην ζξεπηηθφ κέζν απνκαθξχλζεθε, ην θπηηαξηθφ ζηξψκα απνμέζζεθε θαη ηα 
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θχηηαξα επαλαησξήζεθαλ ζε PBS. Γηα ηα πεηξάκαηα πνπ έγηλαλ ζε ζπλζήθεο 

ππνμίαο ε δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηήζεθε απνθιεηζηηθά ζηνλ ππνμηθφ ζάιακν 

εξγαζίαο ψζηε λα απνθεπρζεί ε επαλνμπγφλσζε ησλ θπηηάξσλ. Σν ελαηψξεκα ησλ 

θπηηάξσλ ζθξαγίζηεθε αεξνζηεγψο θαη αλαιχζεθε ζην FACS Analyzer Cyan ADP 

(Beckman Coulter, Brea, USA)  ζην θαλάιη FL2.  
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2.5 ΔΜΜΔΟ ΑΝΟΟΦΘΟΡΗΜΟ (indirect 

immunofluorescence) 

Ο έκκεζνο αλνζνθζνξηζκφο είλαη ηερληθή πνπ επηηξέπεη ηελ αλίρλεπζε, 

εληνπηζκφ θαη κεξηθή πνζνηηθνπνίεζε πξσηετλψλ ζε θχηηαξα πνπ έρνπλ 

κνληκνπνηεζεί. Δλ νιίγνηο, ε πξσηεΐλε ελδηαθέξνληνο ζπλδέεηαη κε πξσηνγελέο 

αληίζσκα ζην νπνίν ζηε ζπλερεία πξνζδέλεηαη δεπηεξνγελέο πνπ αλαγλσξίδεη ην Fc 

ηκήκα ηνπ πξσηνγελνχο θαη είλαη ζπδεπγκέλν κε θζνξίδνπζα νπζία.  

Κχηηαξα HUVEC αλαπηχρζεθαλ ζε γπάιηλεο θαιππηξίδεο (cover slip) δηακέηξνπ 

10 mm εληφο πεγαδηνχ πιάθαο 24 πεγαδηψλ. Μεηά ηελ έθζεζε ζηηο επηζπκεηέο 

πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο, ην ζξεπηηθφ κέζν απνκαθξχλζεθε θαη έγηλαλ ηξεηο πιχζεηο 

κε PBS. ηε ζπλέρεηα ηα θχηηαξα επσάζηεθαλ κε 4% παξαθνξκαιδευδε (Sigma 

Aldrich, St. Louis, USA) γηα 10 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ πξνθεηκέλνπ λα 

κνληκνπνηεζνχλ. Αθνινχζεζαλ ηξεηο πιχζεηο κε PBS θαη επψαζε κε 0.1% Triton X-

100 (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) γηα 5 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 

πξνθεηκέλνπ λα δηαπεξαηνπνηεζεί ε κεκβξάλε θαη λα θαηαζηεί εθηθηή ε είζνδνο ησλ 

αληηζσκάησλ ζην θχηηαξν. Αθνινχζεζε επψαζε κε 5% βφεην νξφ αιβνπκίλεο γηα 60 

min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ πξνθεηκέλνπ λα θαιπθζνχλ νη κε εηδηθέο ζέζεηο 

ζχλδεζεο θαη ζηε ζπλέρεηα επψαζε κε πξσηνγελέο αληίζσκα έλαληη ηεο πξσηεΐλεο 

ελδηαθέξνληνο β-tubulin (clone TUB 2.1, T4026, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

αξαησκέλν (1:200) ζε 5% βφεην νξφ αιβνπκίλεο γηα 60 min ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. Αθνινχζεζαλ ηξεηο πιχζεηο κε PBS ησλ 5 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 

θαη επψαζε κε δεπηεξνγελέο αληίζσκα ζεζεκαζκέλν κε Alexa Fluor 555 (A31570, 

Life technologies, Carlsbad, USA) αξαησκέλν (1:400) ζε 5% βφεην νξφ αιβνπκίλεο 

γηα 60 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ζην ζθνηάδη. Με ην πέξαο ηεο επψαζεο έγηλαλ 

ηξεηο πιχζεηο κε PBS ζην ζθνηάδη. Αθνινχζεζε ε επίζεζε ησλ θαιππηξίδσλ ζε 

αληηθεηκελνθφξνπο πιάθεο ρξεζηκνπνηψληαο ην ζηεξεσηηθφ κέζν ProLong® Gold 

Antifade Mountant (Molecular Probes, Eugene, Oregon) ην νπνίν παξεκπνδίδεη ηελ 

εμαζζέληζε ηνπ θζνξηζκνχ θαη εμαζθαιίδεη ρξψζε ησλ ππξήλσλ κε DAPI. 

Αθνινχζσο ηα δείγκαηα εμεηάζζεθαλ ζην αλάζηξνθν κηθξνζθφπην θζνξηζκνχ Axio 

Observer Z1 (Zeiss, Oberkochen, Germany).    
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2.6 ΣΑΣΗΣΗΚΖ ΑΝΑΛΤΖ 

Η ζηαηηζηηθή επεμεξγαζία ησλ απνηειεζκάησλ έγηλε κε ην GraphPad prism v.5. 

Υξεζηκνπνηήζεθε t-test γηα ζχγθξηζε απνηειεζκάησλ απφ δχν νκάδεο θαη one way 

anova (Tukey test) γηα ζχγθξηζε απνηειεζκάησλ απφ πεξηζζφηεξεο απφ δχν 

νκάδεο. Σν επίπεδν ζηαηηζηηθήο ζεκαληηθφηεηαο νξίζηεθε ζην 0.05.   

.  
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ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
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3.1 Ζ ΔΠΗΓΡΑΖ ΣΖ ΒΗΝΟΡΔΛΜΠΗΝΖ ΣΖΝ ΑΓΓΔΗΟΓΔΝΔΖ ΜΔ 

ΔΚΒΛΑΣΖΖ in vitro 

Η αγγεηνγέλεζε κε εθβιάζηεζε (sprouting angiogenesis) είλαη κηα ζχλζεηε 

δηαδηθαζία πνπ πεξηιακβάλεη ηελ εθβιάζηεζε (sprouting), κεηαλάζηεπζε, 

πνιιαπιαζηαζκφ θαη ζρεκαηηζκφ «ζσιήλσλ» απφ ηα ελδνζειηαθά θχηηαξα. 

Πξνθεηκέλνπ λα κειεηήζνπκε ηελ αληηαγγεηνγελεηηθή δξάζε ηεο βηλνξεικπίλεο, 

εμεηάζακε ηηο αλσηέξσ ιεηηνπξγίεο in vitro. 

3.1.1 Ζ επίδπαζη ηηρ βινοπελμπίνηρ ζηον πολλαπλαζιαζμό ηυν 

ενδοθηλιακών κςηηάπυν HUVEC 

Αξρηθά εμεηάζακε ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ HUVEC κε ηε δνθηκαζία CyQUANT 

δεδνκέλνπ φηη ν πνιιαπιαζηαζκφο είλαη έλα θξίζηκν βήκα ηεο αγγεηνγέλεζεο (314). 

Παξαηεξήζακε φηη ε βηλνξεικπίλε αλέζηεηιε ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ HUVEC 

κε δoζν-εμαξηψκελν θαη ρξoλν-εμαξηψκελν ηξφπν. Η βηλνξεικπίλε ήηαλ πην 

απνηειεζκαηηθή ζηελ έθζεζε ησλ 72 hrs ζε ζρέζε κε ηελ έθζεζε ησλ 24 hrs (Δηθ 

3.1Α). Δπηπιένλ ε βηλνξεικπίλε αλέζηεηιε ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ζε ζπγθεληξψζεηο 

άλσ ησλ 5nM ζηελ έθζεζε ησλ 24 hrs (Δηθ 3.1Β) θαη άλσ ηνπ 1nM ζηελ έθζεζε ησλ 

72 hrs (Δηθ 3.1Γ). Σέινο ε κεηξνλνκηθή ζπγθέληξσζε ησλ 10nM (64) αλέζηεηιε πην 

απνηειεζκαηηθά ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ζην παξαηεηακέλν πξσηφθνιιν ησλ 72 hrs 

ζπγθξηηηθά κε ηε ζπγθέληξσζε ηνπ 1κΜ πνπ πξνζνκνηάδεη ηε κέγηζηε αλεθηή (315) 

ζην ζχληνκν πξσηφθνιιν ησλ 24 hrs (87% versus 57% αλαζηνιή, p<0.001) (Δηθ 

3.1Γ). 

Α                               
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Β                                                                    

 

 

Γ 
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Γ 

              

Δικ 3.1 Ζ επίδπαζη ηηρ VRL ζηον κςηηαπικό πολλαπλαζιαζμό όπυρ πποζδιοπίζθηκε 

με ηη δοκιμαζία cyquant. (Α) Η επίδξαζε ηνπ ρξφλνπ επψαζεο ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ 

HUVEC πνπ εθηέζεθαλ ζε έλα εχξνο ζπγθεληξψζεσλ VRL. (Β) Η επίδξαζε ησλ δηαδνρηθψλ 

ζπγθεληξψζεσλ VRL ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ HUVEC ζε έθζεζε 24 hrs. (Γ) Η επίδξαζε 

ησλ δηαδνρηθψλ ζπγθεληξψζεσλ VRL ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ HUVEC ζε έθζεζε  72 hrs. 

(Γ) Πην απνηειεζκαηηθή αλαζηνιή ηνπ πνιιαπιαζηαζκνχ ησλ HUVEC απφ 10nM VRL γηα 72 

hrs ζε ζχγθξηζε κε 1κΜ VRL γηα 24 hrs. Ο πνιιαπιαζηαζκφο (άμνλαο Y) πξνζδηνξίζζεθε κε 

ηε Relative Fluorescent Unit (RFU) θαλνληθνπνηεκέλε ζηνλ αληίζηνηρν κάξηπξα (control) ζηηο 

24 hrs ή 72 hrs. Οη βξαρίνλεο ζθάικαηνο αληηπξνζσπεχνπλ ηελ ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη 

ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ ηε κέζε ηηκή ± SD απφ ηξία αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. A. Two way 

anova, Interaction (p<0.0001). B, Γ. One way anova,  *** p<0.001 έλαληη control.  Γ, unpaired 

t-test, ***p<0.001. 

 

3.1.2 Ζ επίδπαζη ηηρ βινοπελμπίνηρ ζηη μεηανάζηεςζη (migration) ηυν 

ενδοθηλιακών κςηηάπυν HUVEC 

ηε ζπλέρεηα εμεηάζακε ηε κεηαλάζηεπζε (migration) ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ 

κε ηε δνθηκαζία επνχισζεο (wound healing assay). Μειεηήζακε ηελ επίδξαζε ελφο 

εχξνπο ζπγθεληξψζεσλ βηλνξεικπίλεο ζε δηαθνξεηηθνχο ρξφλνπο έθζεζεο (time 

course). Παξαηεξήζακε δφζν-εμαξηψκελε αλαζηνιή ηεο επνχισζεο ζην ρξφλν. Η 

ζπγθέληξσζε ηνπ 1 nM βηλνξεικπίλεο δελ είρε θακία επίδξαζε ζηε κεηαλάζηεπζε, 
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ηα 5nM βηλνξεικπίλεο θαζπζηέξεζαλ ηε ζχγθιεηζε ηεο εθδνξάο ελψ ζπγθεληξψζεηο 

άλσ ησλ 10nM εκπφδηζαλ πιήξσο ηε ζχγθιεηζε (Δηθ 3.2Α). 

Πξνθεηκέλνπ λα απνθχγνπκε ηελ παξεκβνιή ηεο αληί-πνιιαπιαζηαζηηθήο δξάζεο 

ηεο βηλνξεικπίλεο ζην αληί-κεηαλαζηεπηηθφ απνηέιεζκα εζηηάζακε ζην ρξνληθφ 

ζεκείν ησλ 6 hrs πνπ είλαη έλα εμαηξεηηθά ζχληνκν ρξνληθφ δηάζηεκα γηα ηελ 

εθδήισζε κεηαβνιψλ ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ. Γηαπηζηψζακε φηη ηα 5nM, 10nM, 

100nM θαη 1κΜ βηλνξεικπίλεο αλέζηεηιαλ ηελ επνχισζε θαηά 21% (p<0.05), 48% 

(p<0.001), 62% (p<0.001) θαη 73% (p<0.001) αληηζηνίρσο ζηηο 6 hrs, φπσο 

πξνθχπηεη απφ ηηο εηθφλεο ζχγθιεηζεο ηεο εθδνξάο (Δηθ 3.2Β) θαη ηελ 

πνζνηηθνπνίεζε ηνπο (Δηθ 3.2Γ).  

Α 

       

Β 
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Γ 

          

Δικ 3.2 Ζ μεηανάζηεςζη ηυν ενδοθηλιακών κςηηάπυν όπυρ πποζδιοπίζθηκε με ηη 

δοκιμαζία επούλυζηρ. Α. H θαηάιεςε ηεο εθδνξάο απφ ηα HUVEC φπσο πξνζδηνξίζζεθε 

κε ηελ παξάκεηξν relative wound density. Β. Αληηπξνζσπεπηηθέο εηθφλεο απφ ην κέησπν ηεο 

εθδνξάο ζηα ρξνληθά ζεκεία ησλ t:0 θαη t:6 hrs. εκεηψλεηαη ε αχμεζε ηεο απφζηαζεο ησλ 

ρεηιέσλ ηεο εθδνξάο φζν απμάλεηαη ε ζπγθέληξσζε ηεο VRL. Γ. Γφζν-εμαξηψκελε αλαζηνιή 

ηεο επνχισζεο ζηηο 6 hrs φπσο πξνζδηνξίζζεθε κε ηελ παξάκεηξν relative wound density 

θαλνληθνπνηεκέλε ζην control. H Relative wound density ππνδειψλεη ηελ θαηάιεςε ηεο 

εθδνξάο απφ ην ζηξψκα ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ ζην ρξφλν. Οη βξαρίνλεο ζθάικαηνο 

αληηπξνζσπεχνπλ ηελ ηππηθή απφθιηζε (SD). ηα δηαγξάκκαηα παξνπζηάδνληαη νη κέζεο 

ηηκέο ± SD απφ ηξία πεηξάκαηα. Γ. One way anova, * p<0.05,***p<0.001 έλαληη control.  

 

3.1.3 Ζ επίδπαζη ηηρ βινοπελμπίνηρ ζηη δημιοςπγία ενδοθηλιακών ζυλήνυν 

(tube formation) 

Πξνθεηκέλνπ λα κειεηήζνπκε ηε δπλαηφηεηα ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ λα 

ζρεκαηίδνπλ ηξηρνεηδηθέο δνκέο εμεηάζακε ην ζρεκαηηζκφ ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ 

(tube formation) κε ηε δνθηκαζία matrigel (matrigel assay). Μειεηήζακε ηελ επίδξαζε 

ηεο βηλνξεικπίλεο ζηηο 6 hrs πξνθεηκέλνπ λα απνθχγνπκε ηελ παξεκβνιή ηεο 

ηνμηθήο επίδξαζεο πνπ έρεη ζην ζρεκαηηζκφ ησλ ελ ιφγσ δνκψλ. Παξαηεξήζεθε 

δoζν-εμαξηψκελε αλαζηνιή (εηθ. 3.3Α). Σν 1nM βηλνξεικπίλεο δελ είρε θακία 

επίδξαζε, ηα 5nM θαη 10nM θαηέζηεηιαλ θαηά 64% (p<0.05) θαη 82% (p<0.01) 
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αληίζηνηρα ηε δηαδηθαζία ελψ ηα 100nM θαη 1κΜ θαηέζηεηιαλ εμνινθιήξνπ (p<0.01) 

ην ζρεκαηηζκφ πιέγκαηνο απφ ελδνζειηαθνχο ζσιήλεο (εηθ. 3.3Β). 

Α 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

Β 
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Δικ 3.3 σημαηιζμόρ ενδοθηλιακών ζυλήνυν (tube formation) με ηη δοκιμαζία 

matrigel (matrigel assay). A. Αληηπξνζσπεπηηθέο εηθφλεο πνπ θαηαδεηθλχνπλ θαηαζηνιή ηνπ 

πιέγκαηνο ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ απμαλφκελεο ηεο ζπγθέληξσζεο VRL. Β. 

Πνζνηηθνπνίεζε βάζεη ηνπ αξηζκνχ πνιπγσληθψλ ζρεκαηηζκψλ εληφο ηνπ πιέγκαηνο 

ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ. Οη βξαρίνλεο ζθάικαηνο αθνξνχλ ζε ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη 

ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ ηε κέζε ηηκή ± SD απφ ηξία αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. One way 

anova, *p<0.05, **p<0.01 έλαληη control. 

 

3.1.4 Αποςζία ηοξικόηηηαρ ηηρ μεηπονομικήρ βινοπελμπίνηρ ζηη ζύνηομη 

έκθεζη ηυν 6 hrs 

Πξνθεηκέλνπ λα επηβεβαηψζνπκε φηη ε αλαζηαιηηθή επίδξαζε ηεο κεηξνλνκηθήο 

βηλνξεικπίλεο ζηηο ιεηηνπξγίεο ηεο κεηαλάζηεπζεο θαη ηνπ ζρεκαηηζκνχ 

ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ δελ νθείιεηαη ζε ηνμηθφηεηα ηνπ θαξκάθνπ, κειεηήζακε ηελ 

επίδξαζε ζηελ απφπησζε ζηηο 6 hrs κε ηε κέζνδν ηεο θπηηαξνκεηξίαο ξνήο (FACS) 

(Δηθ 3.4Α). Σα 10 nM βηλνξεικπίλεο δελ αχμεζαλ ηνλ αξηζκφ ησλ θπηηάξσλ πνπ ήηαλ 

ζεηηθά γηα annexin V. Χζηφζν ην 1κΜ πνπ πξνζνκνηάδεη ηε κέγηζηε αλεθηή δφζε 

αχμεζε ηα απνπησηηθά θχηηαξα θαηά 2.16-θνξέο (p<0.01) (Δηθ 3.4Β). 

Α 
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Β 

                

Δικ 3.4 Υπώζη (staining) για annexin V and PI μεηά από 6 hrs έκθεζη ζε VRL. Α. 

Αληηπξνζσπεπηηθφ δηπαξακεηξηθφ ζεκεηνγξάθεκα (dot plot) πνπ θαηαδεηθλχεη ην staining γηα 

annexin V θαη/ή PI. Οη ηηκέο αθνξνχλ ηα πνζνζηά ηνπ νιηθνχ αξηζκνχ θπηηάξσλ. R4: PI ζεηηθά 

(λεθξσηηθά θχηηαξα), R5: Annexin V + PI ζεηηθά (πξνρσξεκέλε απφπησζε), R6: αξλεηηθά 

(δσληαλά θχηηαξα), R7: Annexin V ζεηηθά (αξρηθνχ ζηαδίνπ απφπησζε). R5+R7: πλνιηθφο 

αξηζκφο απνπησηηθψλ θπηηάξσλ. Β. Η επίδξαζε ηεο VRL ζηνλ θπηηαξηθφ ζάλαην κε βάζε ηελ 

πξφζιεςε annexin V. Οη βξαρίνλεο ζθάικαηνο αθνξνχλ ζε ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη ζηήιεο 

αληηπξνζσπεχνπλ κέζε ηηκή ± SD απφ ηξία αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. One way anova, 

*p<0.05,**p<0.01. 

 

3.1.5 Ζ επίδπαζη ηηρ βινοπελμπίνηρ ζηη δημιοςπγία ενδοθηλιακών 

εκβλαζηήζευν (sprouting)  

Σέινο πξνθεηκέλνπ λα κειεηήζνπκε ηε ζπλνιηθή επίδξαζε ηεο βηλνξεικπίλεο 

ζηελ αγγεηνγέλεζε κε εθβιάζηεζε εμεηάζακε ηε δεκηνπξγία αγγεηνγελεηηθψλ 

εθβιαζηήζεσλ ζε ζθαηξνεηδή ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ απφ HUVEC ζε γέιε ηλψδνπο 

(fibrin gel) κε ηε δνθηκαζία ηεο εθθξεκνχο ζηαγφλαο (hanging drop assay). 

Παξαηεξήζεθε δφζν-εμαξηψκελε θαηαζηνιή ηεο εθβιάζηεζεο ησλ ελδνζειηαθψλ 

θπηηάξσλ (Δηθ 3.5Α). Δηδηθφηεξα ηα 1nM, 5nM θαη 10nM αλέζηεηιαλ θαηά 31% 

(p<0.001), 68% (p<0.001) θαη 87% (p<0.001) αληίζηνηρα ην ζρεκαηηζκφ 

ελδνζειηαθψλ εθβιαζηήζεσλ ελψ ηα 100nM θαη 1κΜ πξνθάιεζαλ νινθιεξσηηθή 

θαηαζηνιή (Δηθ 3.5Β). 
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Α 

 

Β 
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Δικ 3.5. Γημιοςπγία εκβλαζηήζευν ενδοθηλιακών κςηηάπυν (angiogenic sprouting) με 

ηη μέθοδο ηηρ εκκπεμούρ ζηαγόναρ (hanging drop assay).Α. Αληηπξνζσπεπηηθέο εηθφλεο 

αληίζεζεο θάζεσο πνπ θαηαδεηθλχνπλ θαηαζηνιή ηεο εθβιάζηεζεο ζηα ζθαηξνεηδή ησλ 

ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ. Β. Γνζν-εμαξηψκελε κείσζε ησλ εθβιαζηήζεσλ βάζεη ηεο 

επηθάλεηαο θαηάιεςεο ησλ εθβιαζηήζεσλ. Οη βξαρίνλεο ζθάικαηνο αθνξνχλ ζε ηππηθή 

απφθιηζε (SD). Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ ηε κέζε ηηκή ± SD απφ ηξία αλεμάξηεηα 

πεηξάκαηα. One way anova, ***p<0.001 έλαληη control. 
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3.2 ΓΗΔΡΔΤΝΖΖ ΣΟΤ ΜΖΥΑΝΗΜΟΤ ΑΝΣΗ-ΑΓΓΔΗΟΓΔΝΔΣΗΚΖ ΓΡΑΖ 

ΣΖ ΜΔΣΡΟΝΟΜΗΚΖ ΤΓΚΔΝΣΡΧΖ ΒΗΝΟΡΔΛΜΠΗΝΖ (VRL) Δ 

ΜΟΡΗΑΚΟ ΔΠΗΠΔΓΟ 

ηε ζπλέρεηα εζηηάζακε απνθιεηζηηθά ζηε κεηξνλνκηθή ζπγθέληξσζε 

βηλνξεικπίλεο θαη εηδηθφηεξα ζηα 10nM πνπ είλαη κία θιηληθά εθηθηή κεηξνλνκηθή 

ζπγθέληξσζε φπσο πεξηγξάθεθε απφ ηνπο Briasoulis θαη ζπλεξγάηεο. Μειεηήζακε 

πηζαλνχο κεραληζκνχο πνπ εκπιέθνληαη ζηελ αληηαγγεηνγελεηηθή δξάζε ηεο 

κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο πξνθεηκέλνπ λα εληνπίζνπκε ζεξαπεπηηθνχο ζηφρνπο 

πνπ δεκηνπξγνχλ ζπλέξγεηα ζε κνξηαθφ επίπεδν.  

Η βηλνξεικπίλε είλαη παξάγνληαο αληηκηθξνζσιελίζθσλ πνπ πξνζδέλεηαη ζηε β-

ηνπκπνπιίλε (316). Tν δίθηπν κηθξνζσιελίζθσλ παίδεη θαζνξηζηηθφ ξφιν ζηε 

κεηαλάζηεπζε ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ θαη ηελ αγγεηνγέλεζε (317). Δμεηάζακε 

εάλ ε ρακειή ζπγθέληξσζε ησλ 10 nM κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο έρεη 

δξαζηηθφηεηα έλαληη ησλ κηθξνζσιελίζθσλ. Γηαπηζηψζακε πνηνηηθέο αιιαγέο ζηε 

κνξθνινγία ησλ κηθξνζσιελίζθσλ κεηά απφ έθζεζε 6 σξψλ (Δηθ 3.6).  

Χζηφζν ππνζέζακε φηη ζπκκεηέρνπλ επηπξφζζεηνη κεραληζκνί πνπ εκπιέθνπλ 

θξίζηκα κνλνπάηηα ηεο αγγεηνγέλεζεο. Ο VEGFA είλαη ν θχξηνο κεζνιαβεηήο ηεο 

αγγεηνγέλεζεο θαη ην κνλνπάηη ηνπ Notch ζεσξείηαη ζπληνληζηήο απηήο ηεο 

δηεξγαζίαο (134). Χο εθ ηνχηνπ εμεηάζζεθε ε επίδξαζε ηεο κεηξνλνκηθήο 

βηλνξεικπίλεο ζηα ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα ησλ Notch θαη VEGF. 

 Δικ 3.6 Ζ επίδπαζη ηηρ μεηπονομικήρ βινοπελμπίνηρ ζηο δίκηςο μικποζυληνίζκυν. 

Απψιεηα ηεο πνιπγσληθήο κνξθνινγίαο θαη θηήζε ζηξφγγπινπ ζρήκαηνο ππφ ηελ επίδξαζε 
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10nM VRL. Με πξάζηλν απεηθνλίδνληαη νη κηθξνζσιελίζθνη β-ηνπκπνπιίλεο θαη κε κπιε ν 

ππξήλαο (Dapi).  

 

3.2.1 Ζ επίδπαζη ηηρ μεηπονομικήρ ζςγκένηπυζηρ βινοπελμπίνηρ ζηη 

μεηαγπαθή ηυν γονιδίυν Hey1 και Hes1 

Πξνθεηκέλνπ λα εμεηάζνπκε ηελ ελεξγφηεηα ηνπ κνλνπαηηνχ ηνπ Notch 

εμεηάζακε ηελ έθθξαζε ηνπ mRNA ησλ γνληδίσλ ζηφρσλ (target genes) Hes1 θαη 

Hey1 ζε ρξνληθή πνξεία (time course) 36 hrs.  

Γηαπηζηψζακε φηη ηα 10nM βηλνξεικπίλεο πξνθάιεζαλ αχμεζε ησλ επηπέδσλ 

ηνπ mRNA ηνπ Hey1 ζηηο 4 hrs (1.18-θνξέο, p<0.05) κε ζηαδηαθή αχμεζε ζηηο 8hrs 

(1.47-θνξέο, p<0.01), θνξχθσζε ζηηο 12 hrs (2.24-θνξέο, p<0.05) θαη επάλνδν ζην 

θπζηνινγηθφ ζηηο 24 hrs πνπ δηαηεξήζεθε κέρξη ηηο 36 hrs.  

Δπηπιένλ ηα 10nM βηλνξεικπίλεο νδήγεζαλ ζε αχμεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ 

mRNA ηνπ Hes1 ζηηο 12 hrs ( 1.42-θνξεο, p<0.05), κείσζε ζηηο 24 hrs (78% ηνπ 

κάξηπξα, p<0.01) θαη επάλνδνο ζην θπζηνινγηθφ ζηηο 36 hrs.  

Α 
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Β 

 

Δικ 3.7.  Ζ σπονική ποπεία ηυν μεηαβολών ηος mRNA ηυν γονιδίυν ζηόσος ηος Notch 

HEY1 και HES1.(Α) Η ζρεηηθή έθθξαζε ηνπ HEY1 ζε ζρέζε κε ην αληίζηνηρν control (ctr) ζηα 

θαζνξηζκέλα ρξνληθά δηαζηήκαηα έθζεζεο 10nM VRL. (Β) Η ζρεηηθή έθθξαζε ηνπ Hes1 ζε 

ζρέζε κε ην αληίζηνηρν control (ctr) ζηα θαζνξηζκέλα ρξνληθά δηαζηήκαηα έθζεζεο 10nM 

VRL.  Οη βξαρίνλεο ζθάικαηνο αθνξνχλ ζε ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη ζηήιεο 

αληηπξνζσπεχνπλ ηε κέζε ηηκή (ηεο ζρεηηθήο κεηαβνιήο ηεο έθθξαζεο) ± SD απφ ηξία 

αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. Un-paired t-test, *p<0.05, **p<0.01.  

 

3.2.2 Ζ επίδπαζη ηηρ μεηπονομικήρ ζςγκένηπυζηρ βινοπελμπίνηρ ζηην 

ππυηεφνική έκθπαζη ηος Notch1 και Notch Intracellular Domain (NICD)  

Πξνθεηκέλνπ λα δηεξεπλήζνπκε εάλ ε επίδξαζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο 

ζηα Hey1 θαη Hes1 νθείιεηαη ζε απειεπζέξσζε NICD, εμεηάζακε ηελ πξσηετληθή 

έθθξαζε Notch1 θαη NICD ζε ρξνληθή πνξεία 12 hrs δεδνκέλνπ φηη ζηηο 12 hrs 

παξαηεξείηαη θνξχθσζε ζηελ έθθξαζε ησλ γνληδίσλ ζηφρνπ ηνπ Notch. 

 Σα 10nM βηλνξεικπίλεο δελ πξνθάιεζαλ κεηαβνιή ζηελ έθθξαζε NICD θαη 

Notch1 φπσο θαίλεηαη ζην θάησζη αλνζν-απνηχπσκα (Δηθ 3.8Α). Δπηπιένλ ν ιφγνο 

NICD πξνο Notch1, ππνδεισηηθφο ηεο ζεκαηνδνηηθήο ελεξγνπνίεζεο ηνπ 

κνλνπαηηνχ, δηαηεξήζεθε ζηαζεξφο ζηηο 2 hrs θαη 4 hrs, απμήζεθε θαηά 1.2-θνξέο 

(p=0.047) ζηηο 8 hrs θαη παξέκεηλε ζε θπζηνινγηθά επίπεδα ζηηο 12 hrs (Δηθ 3.8Β). 
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Α 

                

B 

              

Δικ 3.8. Ζ ππυηεφνική έκθπαζη NICD και Notch1 ςπό ηην επίδπαζη ηηρ μεηπονομικήρ 

ζςγκένηπυζηρ βινοπελμπίνηρ (VRL). (A) Η έθθξαζε NICD θαη Notch1 ζηηο 2 hrs, 4 hrs, 8 

hrs θαη 12 hrs κε ή ρσξίο VRL. (B). Ο ιφγνο NICD/ Notch1 κεηά ηελ έθζεζε ζε VRL ζηηο 2 hrs, 

4 hrs, 8 hrs θαη 12 hrs  ζε ζρέζε κε ηνλ αληίζηνηρν κάξηπξα (ctr). Οη βξαρίνλεο ζθάικαηνο 

αθνξνχλ ζε ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ ηε κέζε ηηκή (ηεο ζρεηηθήο 

κεηαβνιήο ηεο έθθξαζεο) ± SD απφ δχν αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. Un-paired t-test, *p<0.05. 

 

3.2.3 Ζ επίδπαζη ηος αναζηολέα ηηρ γάμμα-ζεκπεηάζηρ DBZ ζηην έκθπαζη 

ηος mRNA ηος Hey1 ςπό ηην επίδπαζη ηηρ μεηπονομικήρ ζςγκένηπυζηρ 

βινοπελμπίνηρ 

Πξνθεηκέλνπ λα εμαθξηβψζνπκε εάλ ε αχμεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ mRNA ηνπ 

Hey1 νθείιεηαη ζε απειεπζέξσζε NICD εμεηάζζεθαλ ηα επίπεδα ηνπ Hey1 ππφ ηελ 
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επίδξαζε ηνπ αλαζηνιέα ηεο γάκκα-ζεθξεηάζεο DBZ. Γε δηαπηζηψζεθε ζηαηηζηηθά 

ζεκαληηθή θαηαζηνιή ησλ επηπέδσλ ηνπ Hey1 κε ηα 100nM DBZ ζηα θχηηαξα πνπ 

εθηέζεθαλ ζε 10nM βηλνξεικπίλεο ζηηο 12 hrs. Χζηφζν ηα επίπεδα mRNA ηνπ Hey1 

δε δηέθεξαλ ζεκαληηθά θαη απφ ηα επίπεδα ηνπ κάξηπξα (Δηθ 3.9). 

        

Δικ 3.9. Ζ επίδπαζη ηος αναζηολέα ηηρ γάμμα-ζεκπεηάζηρ DBZ ζηο mRNA ηος Hey1. 

Σα 10nM VRL αχμεζαλ ηα επίπεδα ηνπ Hey1 σζηφζν ην DBZ δελ αλέζηεηιε ηε δξάζε απηή. 

Οη βξαρίνλεο ζθάικαηνο αθνξνχλ ζε ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ ηε 

κέζε ηηκή (ηεο ζρεηηθήο κεηαβνιήο ηεο έθθξαζεο) ± SD απφ  ηξία αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. 

One way anova, *p<0.05. Σα θχηηαξα είραλ ήδε πξν-εθηεζεί ζε DBZ γηα 1hr πξηλ ηελ έλαξμε 

ηεο έθζεζεο ζε VRL. 

 

3.2.4 Ζ επίδπαζη ηηρ μεηπονομικήρ ζςγκένηπυζηρ βινοπελμπίνηρ ζε 

μονοπάηια πος διαζηαςπώνονηαι με ηο μονοπάηι ηος Notch 

Γεδνκέλνπ φηη ε αχμεζε ηνπ mRNA ηνπ Hey1 δελ κπφξεζε λα απνδνζεί ζην 

NICD εμεηάζακε ηελ πηζαλφηεηα λα πξνθιήζεθε κέζσ κνλνπαηηψλ πνπ 

δηαζηαπξψλνληαη κε ην κνλνπάηη ηνπ Notch. Δλδεηθηηθά ν NFkΒ (318) (nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) θαη ε JNK (319) (c-Jun N-terminal 

kinase) επηδξνχλ ζηε ξχζκηζε ησλ γνληδίσλ ζηφρνπ ηνπ Notch1. 
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Χο εθ ηνχηνπ εμεηάζακε ηελ επίδξαζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο ζηνλ 

NFθB θαη ηελ JNK. Η έθζεζε ησλ HUVEC ζε 10 nM VRL γηα 3 hrs νδήγεζε ζηελ 

αχμεζε ησλ επηπέδσλ ησλ ππνκνλάδσλ P50 θαη P65 ηνπ NFθB ζηνλ ππξήλα (Δηθ 

3.10Α, Δηθ 3.10Β). Δπίζεο ε έθζεζε ζε 10nM VRL γηα 30 min νδήγεζε ζηελ αχμεζε 

ηεο θσζθνξπιίσζεο ηεο JNΚ (Δηθ 3.10Γ), φπσο θαίλεηαη ζην θάησζη άλνζν-

απνηχπσκα.     

    

Δικ 3.10. Ζ επίδπαζη ηηρ μεηπονομικήρ ζςγκένηπυζηρ βινοπελμπίνηρ ζηιρ 

ςπομονάδερ P50 και P65 ηος NFκΒ και ζηη θυζθοπςλίυζη ηηρ JNK. (A) Η έθθξαζε ηεο 

ππνκνλάδαο P50 ηνπ NFθB ζην θπηηαξφπιαζκα θαη ηνλ ππξήλα κεηά απφ 3 hrs έθζεζε ζε 10 

nM VRL. (Β) Η έθθξαζε ηεο ππνκνλάδαο P65 ηνπ NFθB ζην θπηηαξφπιαζκα θαη ηνλ ππξήλα 

κεηά απφ 3 hrs έθζεζε ζε 10nM VRL. (Γ) Η έθθξαζε ηεο θσζθνξπιησκέλεο θαη ηεο νιηθήο 

πξσηεΐλεο ηεο JNK ζην θχηηαξν κεηά απφ 30 min έθζεζε ζε 10nM VRL. Η β-actin 

ρξεζίκεπζε σο κάξηπξαο ηζφηηκεο θφξησζεο γηα ηα νιηθά θαη θπηηαξνπιαζκαηηθά 

εθρπιίζκαηα. Η lamin B ρξεζίκεπζε σο κάξηπξαο ηζφηηκεο θφξησζεο γηα ηα ππξεληθά 

εθρπιίζκαηα.     

 

3.2.5 Ζ επίδπαζη ηυν αναζηολέυν ηηρ ζημαηοδόηηζηρ ηος NFκB και ηηρ JNK 

ζηο mRNA ηος HEY1 ςπό ηην επίδπαζη ηηρ μεηπονομικήρ ζςγκένηπυζηρ ηηρ 

βινοπελμπίνηρ 

Πξνθεηκέλνπ λα δηεξεπλήζνπκε εάλ ε επίδξαζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο 

ζηνλ NFθB θαη ηε JNK ζπζρεηίδεηαη κε ηελ επίδξαζε ηεο ζην Hey1 εμεηάζακε ηα 

επίπεδα ηνπ mRNA ηνπ Hey1 κεηά απφ ηαπηφρξνλε έθζεζε ζε κεηξνλνκηθή 

βηλνξεικπίλε θαη αλαζηνιέσλ ησλ αλσηέξσ κνλνπαηηψλ.  

Γηαπηζηψζακε φηη ε κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε αχμεζε ην mRNA ηνπ Hey1 ζηηο 

12 hrs παξά ηελ επίδξαζε ηνπ αλαζηνιέα iii ηεο ΙΚΚ θηλάζεο (BMS 345541) πνπ 
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παξεκπνδίδεη ηε κεηαθίλεζε ηνπ NFθB ζηνλ ππξήλα θαη ηνπ αλαζηνιέα ii ηεο JNK 

πνπ θαηαζηέιιεη ηε θσζθνξπιίσζε ηεο.   

Α 

Β                  

                



 98 

Δικ 3.11. Ζ επίδπαζη ηηρ μεηπονομικήρ ζςγκένηπυζηρ βινοπελμπίνηρ ζηο mRNA ηος 

HEY1 ςπό ηην ηαςηόσπονη αναζηολή ηηρ IKK ή ηηρ JNK . (Α) Η ζρεηηθή κεηαβνιή ηεο 

έθθξαζεο ηνπ Hey1 ππφ ηελ επίδξαζε ηνπ αλαζηνιέα iii ηεο ikk θαη VRL. (B) Η ζρεηηθή 

κεηαβνιή ηεο έθθξαζεο ηνπ Hey1 ππφ ηελ επίδξαζε ηνπ αλαζηνιέα ii ηεο jnk θαη VRL. Οη 

βξαρίνλεο ζθάικαηνο αθνξνχλ ζε ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ ηε 

κέζε ηηκή (ηεο ζρεηηθήο κεηαβνιήο έθθξαζεο) ± SD απφ (Α) ηξία αλεμάξηεηα πεηξάκαηα, (Β) 

δχν αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. One way anova, *p<0.05, **p<0.01, ns: κε ζεκαληηθή δηαθνξά.   

  

3.2.6 H επίδπαζη ηηρ μεηπονομικήρ ζςγκένηπυζηρ βινοπελμπίνηρ ζηην 

έκθπαζη ηος mRNA ηος VEGFR2  

ηε ζπλέρεηα εμεηάζακε ηε βηνινγηθή ζεκαζία ηεο αχμεζεο ηνπ Hey1 απφ ηε 

κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε δεδνκέλνπ φηη ην Hey1 θαηαζηέιιεη ηελ έθθξαζε ηνπ 

VEGFR2 κέζσ αιιειεπίδξαζεο κε SP-1 παξάγνληεο (139).  

Χζηφζν αληί γηα κείσζε παξαηεξήζεθε αχμεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ mRNA ηνπ 

VEGFR2 κεηά απφ έθζεζε ζε 10nM βηλνξεικπίλεο ζηηο 8 hrs (1.16-θνξέο, p<0.05), 

12 hrs (1.36-θνξέο, p<0.001) θαη 36 hrs (1.44-θνξέο, p<0.05). 

         

 

Δικ 3.12. Ζ σπονική ποπεία ηυν μεηαβολών ηος mRNA ηος VEGFR2. Η ζρεηηθή κεηαβνιή 

ηεο έθθξαζεο ηνπ mRNA ηνπ VEGFR2 ζε ζρέζε κε ηνλ αληίζηνηρν κάξηπξα (ctr) ζηα 

θαζνξηζκέλα ρξνληθά δηαζηήκαηα έθζεζεο ζε 10nM VRL. Οη βξαρίνλεο ζθάικαηνο αθνξνχλ 
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ζε ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ ηε κέζε ηηκή (ηεο ζρεηηθήο κεηαβνιήο 

έθθξαζεο) ± SD απφ ηξία αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. Un-paired t-test, *p<0.05, ***p<0.001. 

 

3.2.7 Ζ επίδπαζη ηηρ μεηπονομικήρ ζςγκένηπυζηρ βινοπελμπίνηρ ζηην 

ππυηεφνική έκθπαζη και θυζθοπςλίυζη ηος VEGFR2 

ηε ζπλέρεηα εμεηάζακε εάλ ε κεηαβνιή ζηελ έθθξαζε ηνπ mRNA ηνπ VEGFR2 

αληηθαηνπηξίδεηαη θαη ζηελ πξσηετληθή έθθξαζε θαη ηε θσζθνξπιίσζε ηνπ VEGFR2. 

Γε δηαπηζηψζεθαλ κεηαβνιέο ζηελ έθθξαζε ηεο νιηθήο πξσηεΐλεο θαη ηεο 

θσζθνξπιίσζεο ηνπ VEGFR2 κεηά απφ 24 hrs έθζεζε ζε 10 nM βηλνξεικπίλεο, 

φπσο θαίλεηαη ζην θάησζη άλνζν-απνηχπσκα (Δηθ 3.13Α). Δπίζεο ν ιφγνο ηεο 

νιηθήο πξσηεΐλεο πξνο ηε θσζθνξπιησκέλε κνξθή ηνπ VEGFR2, ππνδεισηηθφο ηεο 

ζεκαηνδνηηθήο ελεξγνπνίεζεο ηνπ κνλνπαηηνχ, παξέκεηλε ακεηάβιεηνο θαηά ηελ 

επίδξαζε ησλ 10 nM βηλνξεικπίλεο ζηηο 24 hrs (Δηθ 3.13Β).  

A 
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B 

            

Δικ 3.13.  H έκθπαζη ηηρ ολικήρ (total) και θυζθοπςλιυμένηρ (phopho) μοπθήρ ηος 

VEGFR2 ςπό ηην επίδπαζη ηηρ μεηπονομικήρ ζςγκένηπυζηρ βινοπελμπίνηρ (VRL) και 

VEGFA. (Α) Αληηπξνζσπεπηηθφ άλνζν-απνηχπσκα πνπ θαηαδεηθλχεη θσζθνξπιίσζε ηνπ 

VEGFR2 5 min κεηά ηελ έθζεζε ζε VEGFA θαη απνπζία κεηαβνιήο θαηά ηελ επίδξαζε ησλ 

10nM VRL ελψ ηα επίπεδα ηνπ νιηθνχ VEGFR2 παξέκελαλ ζηαζεξά. Η β-actin ρξεζίκεπζε 

σο κάξηπξαο ηζφηηκεο θφξησζεο (loading control). (Β) Ο ιφγνο ηνπ θσζθνξπιησκέλνπ πξνο 

ηνλ νιηθφ VEGFR2. εκεηψλεηαη ε απνπζία θσζθνξπιίσζεο ζε ζπλζήθεο  έιιεηςεο VEGFA 

(Νegative control ή NG ctr). Υσξίο κεηαβνιέο ν ιφγνο κεηά ηελ έθζεζε ζε VRL ζε ζρέζε κε 

ην κάξηπξα (ctr).  Οη βξαρίνλεο ζθάικαηνο αθνξνχλ ζε ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη ζηήιεο 

αληηπξνζσπεχνπλ ηε κέζε ηηκή (ηεο ζρεηηθήο κεηαβνιήο ηεο έθθξαζεο) ± SD απφ ηξία 

αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. One way anova, ***p<0.001. Σα θχηηαξα επσάζζεθαλ γηα 24 ψξεο ζε 

ζπλζήθεο έιιεηςεο ηξνθηθψλ παξαγφλησλ, κε ή ρσξίο VRL. Με ηελ παξέιεπζε ησλ 24 σξψλ 

ηα θχηηαξα εθηέζεθαλ γηα 5 min κε ή ρσξίο VEGFA (Negative control=NG ctr). 
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3.3 Ζ ΔΠΗΓΡΑΖ ΣΖ ΤΠΟΞΗΑ ΣΖΝ ΑΝΣΗ-ΑΓΓΔΗΟΓΔΝΔΣΗΚΖ ΓΡΑΖ 

ΣΖ ΜΔΣΡΟΝΟΜΗΚΖ ΒΗΝΟΡΔΛΜΠΗΝΖ 

Γεδνκέλνπ φηη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ζεξαπείαο κε αληί-VEGF παξάγνληεο 

αλαπηχζζεηαη αληίζηαζε (162) πνπ κεζνιαβείηαη θπξίσο απφ ηελ επαγφκελε απφ ηελ 

αληί-αγγεηνγέλεζε ππνμία (184), δηεξεπλήζακε ην ξφιν ηεο ππνμίαο ζηελ 

αληηαγγεηνγελεηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο. Χο εθ ηνχηνπ εμεηάζακε 

ηελ επίδξαζε ηεο ζνβαξήο ππνμίαο (0.1% Ο2) ζηηο θξίζηκεο ιεηηνπξγίεο ηεο 

αγγεηνγέλεζεο in vitro: κεηαλάζηεπζε, δεκηνπξγία ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ, 

εθβιάζηεζε θαη πνιιαπιαζηαζκφ.  

3.3.1 Ζ επίδπαζη ηηρ ςποξίαρ ζηην ανηί-μεηαναζηεςηική δπάζη ηηρ 

μεηπονομικήρ βινοπελμπίνηρ 

H ππνμία δελ επεξέαζε ηε κεηαλαζηεπηηθή ηθαλφηεηα ησλ HUVEC ζε ζπλζήθεο 

control, νχηε κεηέβαιε ηελ αληη-κεηαλαζηεπηηθή δξάζε ησλ 10 nM βηλνξεικπίλεο ζηηο 

6 hrs, φπσο δηαπηζηψζεθε κε ηε δνθηκαζία επνχισζεο (Δηθ 3.14Α, Δηθ 3.14Β). 

Α
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Δικ 3.14. Ο πόλορ ηηρ ςποξίαρ (0.1% O2) ζηην ανηί-μεηαναζηεςηική δπάζη ηηρ 

μεηπονομικήρ βινοπελμπίνηρ (VRL). (Α) Αληηπξνζσπεπηηθέο εηθφλεο απφ ην 

κέησπν ηεο εθδνξάο ζην ρξφλν (t) ζηηο 0 θαη 6 hrs. εκεηψλεηαη πεξηνξηζκφο ζηε 

ζχγθιεηζε ησλ ρεηιέσλ ηεο εθδνξάο ζηηο 6 hrs ζε ζχγθξηζε κε ην αξρηθφ πιάηνο ηφζν 

ζηε λνξκνμία φζν θαη ζηελ ππνμία ππφ ηελ επίδξαζε 10nM VRL. (Β) Ιζφπνζε 

αλαζηνιή ηεο κεηαλάζηεπζεο ππφ VRL ζηε λνξκνμία θαη ππνμία ζε ζχγθξηζε κε ηνλ 

αληίζηνηρν κάξηπξα (Ctrl) βάζεη ηεο παξακέηξνπ wound confluence. Οη βξαρίνλεο 

ζθάικαηνο αληηπξνζσπεχνπλ ηελ ηππηθή απφθιηζε (SD). ηα δηαγξάκκαηα 

παξνπζηάδνληαη νη κέζεο ηηκέο ± SD απφ ηξία πεηξάκαηα. One way anova, ns: κε 

ζεκαληηθή δηαθνξά, * p<0.05,**p<0.01.  

 

3.3.2 Ζ επίδπαζη ηηρ ςποξίαρ ζηο ζσημαηιζμό ενδοθηλιακών ζυλήνυν 

Η ζνβαξή ππνμία (0.1%Ο2) δελ επεξέαζε ηελ ηθαλφηεηα ησλ ελδνζειηαθψλ 

θπηηάξσλ λα ζρεκαηίδνπλ ελδνζειηαθνχο ζσιήλεο ζε ζπλζήθεο control νχηε 

κεηέβαιε ηελ θαηαζηαιηηθή επίδξαζε ησλ 10 nM βηλνξεικπίλεο ζηε δεκηνπξγία 

ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ, φπσο δηαπηζηψζεθε  κε ηε δνθηκαζία Matrigel (Δηθ 3.15Α, 

Δηθ 3.15Β). 
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Δικ 3.15. Ο πόλορ ηηρ ςποξίαρ (0.1% O2) ζηην αναζηαληική επίδπαζη ηηρ μεηπονομικήρ 

βινοπελμπίνηρ (VRL) ζηο ζσημαηιζμό ενδοθηλιακών ζυλήνυν. (Α) Αληηπξνζσπεπηηθέο 

εηθφλεο πνπ δείρλνπλ θαηάξξεπζε ηνπ πιέγκαηνο ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ κε VRL ηφζν ζηε 

λνξκνμία φζν θαη ζηελ ππνμία. (Β) Ιζφηηκε αλαζηνιή κε VRL ζηε λνξκνμία θαη ππνμία ζε 

ζχγθξηζε κε ηνλ αληίζηνηρν κάξηπξα (control), φπσο πξνζδηνξίζζεθε απφ ηνλ αξηζκφ ησλ 
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πνιπγψλσλ. Οη βξαρίνλεο ζθάικαηνο αθνξνχλ ζε ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη ζηήιεο 

αληηπξνζσπεχνπλ ηε κέζε ηηκή ± SD απφ ηξία αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. One way anova, ns: 

κε ζεκαληηθή κεηαβνιή, ***p<0.001. 

 

3.3.3 Ζ επίδπαζη ηηρ ςποξίαρ ζηο ζσημαηιζμό ενδοθηλιακών εκβλαζηήζευν 

Η ζνβαξή ππνμία (0.1% Ο2) δελ επεξέαζε ην ζρεκαηηζκφ ελδνζειηαθψλ 

εθβιαζηήζεσλ απφ ηα HUVEC ζε ζπλζήθεο control. Δπίζεο ε ζνβαξή ππνμία δε 

κεηέβαιε ηελ θαηαζηαιηηθή επίδξαζε ησλ 10 nM βηλνξεικπίλεο ζηε δεκηνπξγία 

ελδνζειηαθψλ εθβιαζηήζεσλ, φπσο δηαπηζηψζεθε κε ηε δνθηκαζία εθθξεκνχο 

ζηαγφλαο  (Hanging drop assay) (Δηθ 3.16Α, 3.16Β).   

Α 
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Δικ 3.16. Ο πόλορ ηηρ ςποξίαρ (0.1% O2) ζηην αναζηαληική επίδπαζη ηηρ μεηπονομικήρ 

βινοπελμπίνηρ (VRL) ζηο ζσημαηιζμό ενδοθηλιακών εκβλαζηήζευν. (A) 

Αληηπξνζσπεπηηθέο εηθφλεο πνπ δείρλνπλ θαηαζηνιή ηεο αλάπηπμεο ελδνζειηαθψλ 

εθβιαζηήζεσλ ηφζν ζην λνξκνμία φζν θαη ζηελ ππνμία. (Β) Ιζφηηκε θαηαζηνιή ηνπ 

ζρεκαηηζκνχ ελδνζειηαθψλ εθβιαζηήζεσλ κε VRL ζηε λνξκνμία θαη ππνμία, φπσο 

πξνζδηνξίζζεθε απφ ηελ επηθάλεηα πνπ θαηαιακβάλνπλ νη εθβιαζηήζεηο ζε γέιε ηλψδνπο. Οη 

βξαρίνλεο ζθάικαηνο αθνξνχλ ζε ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ κέζε 

ηηκή ± SD απφ ηξία αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. One way anova, ns: κε ζεκαληηθή κεηαβνιή, 

**p<0.01. 

 

3.3.4 Ζ επίδπαζη ηηρ ςποξίαρ ζηην ανηί-πολλαπλαζιαζηική δπάζη ηηρ 

μεηπονομικήρ βινοπελμπίνηρ 

Πξνθεηκέλνπ λα νινθιεξψζνπκε ηε δηεξεχλεζε καο αλαθνξηθά κε ην ξφιν ηεο 

ππνμίαο ζηελ αληηαγγεηνγελεηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο, εμεηάζακε 

ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ. Σα 10nM VRL αλέζηεηιαλ ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ πην 

απνηειεζκαηηθά ζηε λνξκνμία ζε ζρέζε κε ηελ ππνμία (47% έλαληη 32% αλαζηνιή, 

p<0.001) ζηηο 24 hrs (Δηθ 3.17Α) θαη ζηηο 72 hrs αληίζηνηρα (87% έλαληη 68% 

αλαζηνιή, p<0.001) (Δηθ 3.17Β). 
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Δικ 3.17. O πόλορ ηηρ ςποξίαρ (0.1% Ο2) ζηην αναζηαληική επίδπαζη ηηρ μεηπονομικήρ 

βινοπελμπίνηρ (VRL) ζηον πολλαπλαζιαζμό. (Α) ηζρπξφηεξε αλαζηνιή ηνπ 

πνιιαπιαζηαζκνχ κε VRL ζηε λνξκνμία ζηηο 24 hrs. (B) Ιζρπξφηεξε αλαζηνιή ηνπ 

πνιιαπιαζηαζκνχ κε VRL ζηε λνξκνμία ζηηο 72 hrs. Ο πνιιαπιαζηαζκφο (άμνλαο Y) 

πξνζδηνξίζζεθε κε ηε Relative Fluorescent Unit (RFU) θαλνληθνπνηεκέλε ζηνλ αληίζηνηρν 

κάξηπξα (Control) ζηε λνξκνμία ή ππνμία θαη εμεηάζζεθε κε ηε κέζνδν CyQUANT. Οη 

βξαρίνλεο ζθάικαηνο αληηπξνζσπεχνπλ ηελ ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη ζηήιεο 

αληηπξνζσπεχνπλ ηε κέζε ηηκή ± SD απφ ηξία αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. One way anova, ns: 

κε ζεκαληηθή δηαθνξά ,*** p<0.001. 
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3.4 ΓΗΔΡΔΤΝΖΖ ΣΟΤ ΜΖΥΑΝΗΜΟΤ ΑΝΣΗΣΑΖ ΣΖΝ ΑΝΣΗ-

ΠΟΛΛΑΠΛΑΗΑΣΗΚΖ ΓΡΑΖ ΣΖ ΜΔΣΡΟΝΟΜΗΚΖ ΒΗΝΟΡΔΛΜΠΗΝΖ 

ΣΖΝ ΤΠΟΞΗΑ 

Γηαπηζηψζακε φηη ε ππνμία (0.1% Ο2) πξνθάιεζε αληίζηαζε ζηελ αληί-

πνιιαπιαζηαζηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο. Γηεξεπλήζακε πεξαηηέξσ 

ην κεραληζκφ αληίζηαζεο εμεηάδνληαο ηνλ θπηηαξηθφ θχθιν θαη ηελ απφπησζε. 

3.4.1 Ζ επίδπαζη ηηρ ςποξίαρ και ηηρ μεηπονομικήρ βινοπελμπίνηρ ζηον 

κςηηαπικό κύκλο ηυν HUVEC 

Τπνζέζακε φηη ε ππνμία επεξεάδεη ηελ αληί-κηησηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο 

βηλνξεικπίλεο επηβξαδχλνληαο ηνλ θπηηαξηθφ θχθιν (32). Χο εθ ηνχηνπ αλαιχζακε 

ηνλ θπηηαξηθφ θχθιν κεηά απφ επψαζε ησλ HUVEC γηα 24 hrs ζηε ζνβαξή ππνμία 

(0.1%Ο2). Γηαπηζηψζεθαλ αιιαγέο ζηελ θαηαλνκή ησλ HUVEC ζηηο δηαθνξεηηθέο 

θάζεηο ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ ζηελ ππνμία (Δηθ 3.18A). Δηδηθφηεξα ε ππνμία αχμεζε 

ην πνζνζηφ ησλ HUVEC ζηε G1 θάζε θαηά 1.55-θνξέο (p<0.05) (Δηθ 3.18Γ) θαη 

ειάηησζε ην πνζνζηφ ησλ θπηηάξσλ ζηελ S θάζε θαηά 1.78-θνξέο (p<0.05) (Δηθ 

3.18Γ). Οη αιιαγέο απηέο ζπλνδεχηεθαλ απφ αχμεζε ηνπ αλαζηνιέα ηεο θπθιηλφ-

εμαξηψκελεο θηλάζεο (cdk) p27kip (Δηθ 3.18Β) πνπ αλαζηέιιεη ηε κεηάβαζε απφ ηελ 

G1 ζηελ S θάζε ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ (320). Σέινο ε κεηξνλνκηθή ζπγθέληξσζε 

ησλ 10nM βηλνξεικπίλεο πξνθάιεζε ζηάζε ησλ HUVEC ζηε G2/M θάζε (G2/M 

phase arrest), σζηφζν ε ππνμία θαηέζηεηιε ηελ επίδξαζε απηή θαηά 1.56-θνξέο 

(p<0.05) (Δηθ 3.18Δ). πλεπψο ε αχμεζε ηνπ πνζνζηνχ ησλ θπηηάξσλ ζηηο θάζεηο 

G1 θαη S ζηελ ππνμία έρεη σο απνηέιεζκα ηελ παξεκπφδηζε ηεο αληη-κηησηηθήο 

δξάζεο ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο.  
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Δικ 3.18. Ζ επίδπαζη ηηρ ςποξίαρ (0.1% Ο2) και ηηρ μεηπονομικήρ βινοπελμπίνηρ (VRL) 

ζηον κςηηαπικό κύκλο. (Α) Αληηπξνζσπεπηηθφ ηζηφγξακκα απφ θπηηαξνκεηξία ξνήο πνπ 

δείρλεη αλαθαηαλνκή ησλ θάζεσλ ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ κεηά ηελ έθζεζε ζε ππνμία θαη VRL. 

(Β) Άλνζν-απνηχπσκα πνπ δείρλεη ηελ αχμεζε ηνπ p27
kip

 ζηελ ππνμία. (Γ) ηάζε ησλ 

θπηηάξσλ ζηε G1 θάζε (G1 phase arrest) ζηελ ππνμία. (Γ) Μείσζε ηνπ πνζνζηνχ ησλ 

θπηηάξσλ ζηελ S θάζε ζηελ ππνμία. (Δ) Καηαζηνιή ηεο VRL-επαγφκελεο ζηάζεο ζηε G2/M 

θάζε ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ (G2/M phase arrest) ζηελ ππνμία. Οη βξαρίνλεο ζθάικαηνο 

αληηπξνζσπεχνπλ ηελ ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ ηε κέζε ηηκή ± SD 

απφ ηξία αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. One way anova, ns:κε ζεκαληηθή αιιαγή, *p<0.05, ** 

p<0.01. 

 

3.4.2 Ζ επίδπαζη ηηρ ςποξίαρ και ηηρ μεηπονομικήρ βινοπελμπίνηρ ζηην 

απόπηυζη ηυν HUVEC 

ηε ζπλέρεηα εμεηάζακε εάλ νη κεηαβνιέο ζηνλ θπηηαξηθφ θχθιν νδεγνχλ ζε 

εμαζζέληζε ηεο πξν-απνπησηηθήο δξάζεο ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο ζηελ 

ππνμία. Χο εθ ηνχηνπ κειεηήζακε ηελ πξφζιεςε Annexin V θαη Propidium Iodine (PI) 

(Annexin V- PI staining) κε θπηηαξνκεηξία ξνήο ζε HUVEC πνπ επσάζζεθαλ ζηε 

ζνβαξή ππνμία γηα 36 hrs (Δηθ 3.19Α). Γηαπηζηψζακε φηη ε ππνμία δε κεηέβαιε ην 

πνζνζηφ ησλ απνπησηηθψλ θπηηάξσλ ζε ζπλζήθεο control (Δηθ 3.19Β). Χζηφζν ε 

ππνμία θαηέζηεηιε ηελ πξν-απνπησηηθή δξάζε ησλ 10 nM βηλνξεικπίλεο θαηά 1.53-

θνξέο (p<0.01) (Δηθ 3.19Β). 
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Δικ 3.19. Ζ επίδπαζη ηηρ ζοβαπήρ ςποξίαρ (0.1% Ο2) και ηηρ μεηπονομικήρ 

βινοπελμπίνηρ (VRL) ζηην απόπηυζη ηυν HUVEC. (Α) Αληηπξνζσπεπηηθφ δηπαξακεηξηθφ 

ζεκεηνγξάθεκα (dot plot) πνπ θαηαδεηθλχεη ηελ πξφζιεςε annexin V θαη/ή PI απφ ηα 

HUVEC. Οη ηηκέο αθνξνχλ ζε πνζνζηά ηνπ νιηθνχ αξηζκνχ θπηηάξσλ. R4: PI ζεηηθά 

(λεθξσηηθά θχηηαξα), R5: Annexin V + PI ζεηηθά (πξνρσξεκέλε απφπησζε), R6: αξλεηηθά 
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(δσληαλά θχηηαξα), R7: Annexin V ζεηηθά (αξρηθνχ ζηαδίνπ απφπησζε). R5+R7: πλνιηθφο 

αξηζκφο απνπησηηθψλ θπηηάξσλ. (Β) Καηαζηνιή ηεο VRL-επαγφκελεο απφπησζεο ζηελ 

ππνμία φπσο πξνζδηνξίζζεθε απφ ην πνζνζηφ ησλ Annexin V ζεηηθψλ θπηηάξσλ. Οη 

βξαρίνλεο ζθάικαηνο αθνξνχλ ζε ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ κέζε 

ηηκή ± SD απφ ηξία αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. One way anova, ns: κε ζεκαληηθή κεηαβνιή, 

*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001. 

 

3.4.3 Ζ επίδπαζη ηηρ ςποξίαρ και ηηρ μεηπονομικήρ βινοπελμπίνηρ ζηιρ 

ππυηεΐνερ Bcl-2, Bax και ηο λόγο Bcl-2/Bax 

Πξνθεηκέλνπ λα δηεξεπλήζνπκε ην κεραληζκφ αληίζηαζεο ζηελ πξν-απνπησηηθή 

δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο, εμεηάζακε ην ηζνδχγην ηεο έθθξαζεο ηεο 

αληί-απνπησηηθήο πξσηεΐλεο Bcl-2 θαη ηεο πξν-απνπησηηθήο Bax κεηά απφ 24 hrs 

έθζεζε ζηε ζνβαξή ππνμία (0.1%Ο2) κε ή ρσξίο 10nΜ VRL (Δηθ 3.20Α). Οη Bcl-2 θαη 

Bax είλαη κεζνιαβεηέο ηνπ ελδνγελνχο κηηνρνλδξηαθνχ κνλνπαηηνχ ηεο απφπησζεο 

θαη ν ρακειφο ιφγνο Bcl-2/Bax νδεγεί ζε δηάηξεζε ηεο εμσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο 

κεκβξάλεο (Mitochondrial Outer Membrane Permeabization: MOMP) θαη θπηηαξηθφ 

ζάλαην (41). Δπηπιένλ ε βηλνξεικπίλε θαίλεηαη λα επάγεη ηελ απφπησζε κέζσ ηεο 

θαηαζηνιήο ηεο πξσηεΐλεο ηνπ Bcl-2 (48).  

Γηαπηζηψζακε φηη ηφζν ηα 10nM βηλνξεικπίλεο ζηε λνξκνμία φζν θαη ε ζνβαξή 

ππνμία ειάηησζαλ ηα επίπεδα ηεο πξσηεΐλεο Bcl-2 θαηά 32% (p<0.01) θαη 46% 

(p<0.001) αληίζηνηρα, ρσξίο σζηφζν ηα 10nM βηλνξεικπίλεο λα πξνθαινχλ 

πεξαηηέξσ κείσζε ηεο Bcl-2 ζηε ζνβαξή ππνμία (Δηθ 3.20Β). Απφ ηελ άιιε ε ππνμία 

θαη ε κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε δελ είραλ θακία επίδξαζε ζην Bax (Δηθ 3.20Γ). Χο εθ 

ηνχηνπ νη αιιαγέο πνπ παξαηεξήζεθαλ ζην ιφγν Bcl-2/bax ήηαλ παξφκνηεο κε ηηο 

αιιαγέο ζην Bcl-2. Δηδηθφηεξα ηφζν ηα 10nM βηλνξεικπίλεο ζηε λνξκνμία φζν θαη ε 

ζνβαξή ππνμία κείσζαλ ην ιφγν θαηά 30% (p<0.05) θαη 42% (p<0.01) αληίζηνηρα, 

ρσξίο σζηφζν ε κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε λα πξνθαιεί πεξαηηέξσ κείσζε (Δηθ 

3.20Γ).  

Δπηγξακκαηηθά, ε κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε θαηέζηεηιε ην ιφγν Bcl-2/Bax ζηε 

λνξκνμία γεγνλφο πνπ δηθαηνινγεί ηελ πξναγσγή ηεο απφπησζεο, σζηφζν επέδεημε 

αδπλακία ζηε ξχζκηζε ηνπ νχησο ή άιισο κεησκέλνπ ιφγν ζηελ ππνμία.  
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Δικ 3.20. Ζ επίδπαζη ηηρ ςποξίαρ (0.1%O2) και ηηρ μεηπονομικήρ βινοπελμπίνηρ (VRL) 

ζηιρ ππυηεΐνερ Bcl-2, Bax και ηο λόγο Bcl-2/Bax. (Α) Αληηπξνζσπεπηηθφ άλνζν-

απνηχπσκα ησλ Bcl-2 θαη Bax.(B) Μείσζε ηεο Bcl-2 απφ VRL θαη ππνμία. (Γ) Υσξίο αιιαγέο 

ν Bax. (Γ) Μείσζε ηνπ ιφγνπ Bcl-2/Bax απφ VRL θαη ππνμία. Οη βξαρίνλεο ζθάικαηνο 

αθνξνχλ ζε ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ ηε κέζε ηηκή ± SD απφ ηξία 

αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. One way anova, ns: κε ζεκαληηθή κεηαβνιή, 

*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001. 

 

3.4.4 Ζ επίδπαζη ηηρ ςποξίαρ και ηηρ μεηπονομικήρ βινοπελμπίνηρ ζηο 

μιηοσονδπιακό ζοςπεποξείδιο 

Πξνθεηκέλνπ λα δηεξεπλήζνπκε ηελ απνπζία απφπησζεο ζηελ ππνμία παξά ην 

ρακειφ ιφγν Bcl-2/Bax, εμεηάζακε ηα επίπεδα ησλ δξαζηηθψλ κνξθψλ Ο2. Οη 

δξαζηηθέο κνξθέο Ο2 εκπιέθνληαη ζηνλ θπηηαξηθφ ζάλαην πνπ πξνθαιείηαη απφ 

ρεκεηνζεξαπεπηηθά (37) ελψ είλαη επίζεο κεζνιαβεηέο ηεο κεηαγσγήο ζήκαηνο ζηελ 

ππνμία (83). Δμεηάζακε ηα επίπεδα ηνπ κηηνρνλδξηαθνχ ζνππεξνμεηδίνπ κεηά απφ 

επψαζε 24 σξψλ ζηε ζνβαξή ππνμία (0.1% Ο2) κε ή ρσξίο 10 nM VRL κε ηε 

κέζνδν mitosox (Δηθ 3.21Α). Γηαπηζηψζακε ειάηησζε ησλ επηπέδσλ ηνπ 

ζνππεξνμεηδίνπ ζηελ ππνμία (47.6% ± 17.2% ηνπ λνξκνμηθνχ control, p<0.05) ελψ ε 

κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε δελ είρε θακία επίδξαζε ζηε λνξκνμία θαη ππνμία (Δηθ 

3.21Β). 
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Δικ 3.21 Ο πόλορ ηηρ ςποξίαρ (0.1%Ο2) και ηηρ μεηπονομικήρ βινοπελμπίνηρ (VRL) ζηα 

επίπεδα ηος μιηοσονδπιακού ζοςπεποξειδίος. (A) Αληηπξνζσπεπηηθά ηζηνγξάκκαηα πνπ 

δείρλνπλ ηελ έληαζε θζνξηζκνχ ηνπ mitoSOX ζε πιεζπζκνχο ησλ HUVEC ζηε λνξκνμία  θαη 

ππνμία παξνπζία αξλεηηθνχ κάξηπξα (unstained). (B) Σα επίπεδα κηηνρνδξηαθνχ 

ζνππεξνμεηδίνπ ζε ζρέζε κε ην λνξκνμηθφ κάξηπξα (control) φπσο πξνζδηνξίζζεθε απφ ηε 

κέζε έληαζε θζνξηζκνχ. Οη βξαρίνλεο ζθάικαηνο αθνξνχλ ζε ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη 

ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ κέζε ηηκή ± SD απφ ηξία αλεμάξηεηα πεηξάκαηα. One way anova, 

ns: κε ζεκαληηθή κεηαβνιή, *p<0.05. 
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3.5 ΓΗΔΡΔΤΝΖΖ ΜΔΘΟΓΧΝ ΑΝΑΥΔΖ ΣΖ ΑΝΣΗΣΑΖ ΣΖΝ ΑΝΣΗ-

ΠΟΛΛΑΠΛΑΗΑΣΗΚΖ ΓΡΑΖ ΣΖ ΜΔΣΡΟΝΟΜΗΚΖ ΒΗΝΟΡΔΛΜΠΗΝΖ 

ΣΖΝ ΤΠΟΞΗΑ 

Γείμακε φηη ε ππνμία ειάηησζε ηελ επαηζζεζία ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ ζηελ 

αληί-πνιιαπιαζηαζηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο νπφηε ζα κπνξνχζε 

λα είλαη έλαο παξάγνληαο επίθηεηεο αληίζηαζεο ζηε ζεξαπεία. Πξνθεηκέλνπ λα 

δηεξεπλήζακε κεζφδνπο αλάζρεζεο απηήο ηεο αληίζηαζεο, εμεηάζακε ην ζπλδπαζκφ 

ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο κε παξάγνληεο κνξηαθήο ζηφρεπζεο. πγθεθξηκέλα 

κειεηήζακε ηε ζπγρνξήγεζε κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο κε ην sunitinib, 

αληηπξνζσπεπηηθφ αληηαγγεηνγελεηηθφ θάξκαθν, ην νπνίν αλαζηέιιεη ηφζν ην 

κνλνπάηη ηνπ VEGF φζν θαη άιινπο ππνδνρείο ηπξνζηληθήο θηλάζεο πνπ εκπιέθνληαη 

ζηελ αγγεηνγέλεζε, ην DBZ πνπ είλαη αλαζηνιέαο ηεο γ-ζεθξεηάζεο θαη θαηαζηέιιεη 

ην ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη ηνπ Notch, θχξηνπ ζπληνληζηή ηεο αγγεηνγέλεζεο κε 

εθβιάζηεζε, siRNAs ηνπ HIF1a, θχξηνπ κεζνιαβεηή ηεο ζεκαηνδφηεζεο ζηελ 

ππνμία θαη αλαζηνιέσλ ηεο ERK θαη AKT πνπ είλαη βαζηθά ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα 

ηεο θπηηαξηθήο επηβίσζεο. 

3.5.1 Ο πόλορ ηος sunitinib 

Δμεηάζακε ηελ επίδξαζε 10κΜ sunitinib ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ελδνζειηαθψλ 

θπηηάξσλ πνπ επσάζζεθαλ ζηε λνξκνμία ή ζνβαξή ππνμία (0.1% Ο2) κε ή ρσξίο 

10nΜ βηλνξεικπίλεο γηα 24 ψξεο. Γηαπηζηψζακε φηη ην αληί-πνιιαπιαζηαζηηθφ 

απνηέιεζκα ηνπ sunitinib δε δηέθεξε κεηαμχ λνξκνμίαο-ππνμίαο. ηε λνξκνμία, ε 

αλαζηνιή ηνπ πνιιαπιαζηαζκνχ πνπ πξνθάιεζε ην sunitinib ήηαλ ηνπ ίδηνπ 

κεγέζνπο κε απηή πνπ πξνθάιεζε ε κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε ελψ ν ζπλδπαζκφο 

ησλ δχν θαξκάθσλ είρε ηελ ίδηα δξαζηηθφηεηα κε απηή πνπ είρε θαη ε κεηξνλνκηθή 

βηλνξεικπίλε. ηελ ππνμία φκσο ην sunitinib ήηαλ δξαζηηθφηεξν απφ φηη ε 

κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε ελψ ν ζπλδπαζκφο πξνθάιεζε κεγαιχηεξε αλαζηνιή απφ 

φηη ε κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε ζηελ ππνμία θαη ηνπ ίδηνπ κεγέζνπο αλαζηνιή κε 

απηήλ πνπ πξνθάιεζε ε κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε ζηε λνξκνμία. Χζηφζν ην αληί-

πνιιαπιαζηαζηηθφ απνηέιεζκα ηνπ ζπλδπαζκνχ ήηαλ ην ίδην κε απηφ πνπ είρε ην 

sunitinib απφ κφλν ηνπ ρσξίο ηελ παξνπζία πξνζζεηηθήο δξάζεο.  
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Δικ 3.22. Ζ επίδπαζη ηος sunitinib (sut) ζηην ανηί-πολλαπλαζιαζηική δπάζη ηηρ 

μεηπονομικήρ βινοπελμπίνηρ (VRL) ζηη νοπμοξία και ςποξία (0.1% Ο2). Ο 

πνιιαπιαζηαζκφο (άμνλαο Y) πξνζδηνξίζζεθε κε ηε κέζνδν CyQUANT βάζεη ηεο Relative 

Fluorescent Unit (RFU) θαλνληθνπνηεκέλε ζηνλ αληίζηνηρν κάξηπξα (Control) ζηε λνξκνμία ή 

ππνμία. Οη βξαρίνλεο ζθάικαηνο αληηπξνζσπεχνπλ ηελ ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη ζηήιεο 

αληηπξνζσπεχνπλ ηε κέζε ηηκή ± SD απφ πείξακα κε έμη δείγκαηα αλά νκάδα. One way 

anova, ns: κε ζεκαληηθή δηαθνξά, **p<0.01,  *** p<0.001. 

 

3.5.2 Ο πόλορ ηος αναζηολέα ηηρ γ-ζεκπαηάζηρ DBZ 

Γεδνκέλνπ φηη ε ππνμία επάγεη ηνλ πξνζδέηε Delta Like 4 (DLL4) θαη θαη’ 

επέθηαζε ηε ζεκαηνδφηεζε κέζσ Notch πνπ έρεη σο απνηέιεζκα ηελ αχμεζε ηεο 

θπηηαξηθήο επηβίσζεο θαη θπηηαξηθήο ζηάζεο (321), εμεηάζακε ηελ αλαζηνιή ηνπ 

κνλνπαηηνχ κε ηνλ αλαζηνιέα ηεο γ-ζεθξεηάζεο DBZ. Μειεηήζακε ηελ επίδξαζε ησλ 

100nM DBZ ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ πνπ επσάζζεθαλ ζηε 

λνξκνμία ή ζνβαξή ππνμία (0.1% Ο2) κε ή ρσξίο 10nΜ βηλνξεικπίλεο γηα 24 ψξεο.  

Γηαπηζηψζακε φηη ην DBZ δελ είρε επίδξαζε ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ HUVEC ζηε 

λνξκνμία θαη ππνμία ελψ δελ επεξέαζε ηελ επαηζζεζία ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ 

ζηε κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε. πκπεξαζκαηηθά ε αλαζηνιή ηεο γ-ζεθξεηάζεο δελ 

αλαραίηηζε ζηελ αληίζηαζε ζηελ αληί-πνιιαπιαζηαζηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο 

βηλνξεικπίλεο ζηελ ππνμία. 
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Δικ 3.23. Ζ επίδπαζη ηος DBZ ζηην ανηί-πολλαπλαζιαζηική δπάζη ηηρ μεηπονομικήρ 

βινοπελμπίνηρ (VRL) ζηη νοπμοξία και ςποξία (0.1% Ο2). Ο πνιιαπιαζηαζκφο (άμνλαο Y) 

πξνζδηνξίζζεθε κε ηε κέζνδν CyQUANT βάζεη ηεο Relative Fluorescent Unit (RFU) 

θαλνληθνπνηεκέλεο ζηνλ αληίζηνηρν κάξηπξα (Control) ζηε λνξκνμία ή ππνμία. Οη βξαρίνλεο 

ζθάικαηνο αληηπξνζσπεχνπλ ηελ ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ κέζε 

ηηκή ± SD απφ πείξακα κε έμη δείγκαηα αλά νκάδα. One way anova, ns: κε ζεκαληηθή 

δηαθνξά, *** p<0.001. 

 

3.5.3 Ο πόλορ ηηρ καηαζηολήρ ηηρ έκθπαζηρ ηος HIF1a 

Ο HIF1a είλαη ν θχξηνο κεζνιαβεηήο ηεο ζεκαηνδφηεζεο ζηελ ππνμία (73) θαη 

ζπκβάιιεη ζηελ πξνζαξκνγή ηνπ θπηηάξνπ ζηηο ερζξηθέο ζπλζήθεο ρακειήο 

νμπγφλσζεο (322) ξπζκίδνληαο ζεκαληηθέο βηνινγηθέο ιεηηνπξγίεο φπσο ν 

πνιιαπιαζηαζκφο (323), ε θπηηαξηθή επηβίσζε θαη ε απφπησζε (290). Δμεηάζακε ην 

ξφιν ηεο θαηαζηνιήο ηεο έθθξαζεο ηνπ HIF1a κε παξεκβνιή απφ κηθξά RNA (small 

interference RNA: siRNA) ζε HUVEC πνπ επσάζζεθαλ γηα 24 ψξεο ζηε λνξκνμία ή 

ζνβαξή ππνμία (0.1% Ο2) κε ή ρσξίο 10nM VRL. Η κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε 

αλέζηεηιε ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ζηνλ ίδην βαζκφ ζηα θχηηαξα κε θαηαζηαικέλε 

έθθξαζε HIF1a φζν ζηα θχηηαξα κάξηπξεο πνπ ππέζηεζαλ παξεκβνιή κε κε εηδηθφ 

RNA (scramble) φηαλ ε επψαζε έγηλε ζηηο ίδηεο ζπλζήθεο νμπγφλσζεο. Χζηφζν ε 

κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε δελ αλέζηεηιε ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ην ίδην 

απνηειεζκαηηθά ζηα θχηηαξα κε θαηαζηαικέλε έθθξαζε HIF1a ζηελ ππνμία φζν ζηα 
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θχηηαξα κάξηπξεο (scramble) ζηε λνξκνμία. πκπεξαζκαηηθά ε θαηαζηνιή ηεο 

έθθξαζεο ηνπ HIF1a δελ αλαραίηηζε ηελ αληίζηαζε ζηελ αληί-πνιιαπιαζηαζηηθή 

δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο (Δηθ 3.24). 

        

Δικ 3.24. Ζ επίδπαζη ηηρ καηαζηολήρ ηος HIF1a ζηην ανηί-πολλαπλαζιαζηική δπάζη 

ηηρ μεηπονομικήρ βινοπελμπίνηρ (VRL) ζηη νοπμοξία και ςποξία (0.1% Ο2). Σα θχηηαξα 

ππέζηεζαλ παξεκβνιή κε εηδηθφ RNA γηα ην HIF1a (siHIF1a) ελψ σο θχηηαξα κάξηπξεο 

ρξεζίκεπζαλ θχηηαξα πνπ ππέζηεζαλ παξεκβνιή κε κε εηδηθφ RNA (scramble). Ο 

πνιιαπιαζηαζκφο (άμνλαο Y) πξνζδηνξίζζεθε κε ηε κέζνδν CyQUANT βάζεη ηεο Relative 

Fluorescent Unit (RFU) θαλνληθνπνηεκέλεο ζηνλ αληίζηνηρν κάξηπξα (scramble RNA) ζηε 

λνξκνμία ή ππνμία. Οη βξαρίνλεο ζθάικαηνο αληηπξνζσπεχνπλ ηελ ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη 

ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ ηε κέζε ηηκή ± SD απφ πείξακα κε έμη δείγκαηα αλά νκάδα. One 

way anova, ns: κε ζεκαληηθή δηαθνξά, *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001. 

 

3.5.4 Ο πόλορ ηηρ αναζηολήρ ηηρ ERK κινάζηρ 

Η ERK θηλάζε είλαη ζεκαληηθφο ξπζκηζηήο ηνπ πνιιαπιαζηαζκνχ, ηεο 

θπηηαξηθήο επηβίσζεο θαη ηεο απφπησζεο (324). Δπίζεο απφ πξνζσπηθά πεηξάκαηα 

δηαπηζηψζεθε αχμεζε ηεο θσζθνξπιίσζεο ππφ ηελ επίδξαζε 10 nM βηλνξεικπίλεο 

γηα 24 ψξεο ζηε λνξκνμία θαη ππνμία. Δμεηάζακε ηελ επίδξαζε 1 κΜ ηνπ αλαζηνιέα 

ηεο MEK U0126 ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ HUVEC πνπ εθηέζεθαλ ζε 10nM 
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βηλνξεικπίλεο ζηε λνξκνμία ή ζνβαξή ππνμία (0.1% Ο2) γηα 24 ψξεο. Γηαπηζηψζακε 

φηη ν βαζκφο αλαζηνιήο ηνπ πνιιαπιαζηαζκνχ απφ ην U0126 ήηαλ ν ίδηνο ζηε 

λνξκνμία (p<0.001) θαη ζηελ ππνμία (p<0.001), ελψ ην U0126 αχμεζε ηελ αληi-

πνιιαπιαζηαζηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο ηφζν ζηε λνξκνμία 

(p<0.01) φζν θαη ζηελ ππνμία (p<0.001). Σέινο ην U0126 ζηελ ππνμία επαλέθεξε ην 

αληί-πνιιαπιαζηαζηηθφ απνηέιεζκα ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο ζε επίπεδα 

λνξκνμίαο (Δηθ 3.25).   

Α 

                    

Β 

               

Δικ 3.25. Ζ επίδπαζη ηηρ μεηπονομικήρ βινοπελμπίνηρ (VRL) ζηη θυζθοπςλίυζη ηηρ 

ERK και ο πόλορ ηος αναζηολέα ηηρ MEK (U0126) ζηην ανηί-πολλαπλαζιαζηική δπάζη 
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ηηρ μεηπονομικήρ βινοπελμπίνηρ (VRL). (Α) Άλνζν-απνηχπσκα πνπ απεηθνλίδεη ηε 

θσζθνξπιησκέλε (phospho) θαη νιηθή (total) ERK ππφ ηελ επίδξαζε VRL ζηε λνξκνμία ή 

ππνμία. Η β-actin ρξεζίκεπζε σο κάξηπξαο ηζφηηκεο θφξησζεο. (Β) Ο πνιιαπιαζηαζκφο 

πξνζδηνξίζζεθε κε ηε κέζνδν cyquant βάζεη ηεο Relative Fluorescent Unit (RFU) 

θαλνληθνπνηεκέλεο ζηνλ αληίζηνηρν κάξηπξα ζηε λνξκνμία ή ππνμία (0.1% Ο2). Οη βξαρίνλεο 

ζθάικαηνο αληηπξνζσπεχνπλ ηελ ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ ηε 

κέζε ηηκή ± SD απφ πείξακα κε έμη δείγκαηα αλά νκάδα. One way anova, ns: κε ζεκαληηθή 

δηαθνξά,  **p<0.01, *** p<0.001. 

 

3.5.5 Ο πόλορ ηηρ αναζηολήρ ηηρ AKT κινάζηρ 

Σν κνλνπάηη ηεο Akt είλαη βαζηθφο ξπζκηζηήο ηεο θπηηαξηθήο επηβίσζεο, ηνπ 

πνιιαπιαζηαζκνχ θαη ηεο απφπησζεο (325). Αλαξσηεζήθακε εάλ ε αλαζηνιή ηεο 

Akt ζα κπνξνχζε λα επαηζζεηνπνηήζεη ηα ελδνζειηαθά θχηηαξα ζηελ αληί-

πνιιαπιαζηαζηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο ζηελ ππνμία. Δμεηάζακε 

ηελ επίδξαζε 10 κΜ ηνπ αλαζηνιέα V ηεο Akt ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ HUVEC 

πνπ εθηέζεθαλ ζε 10 nM βηλνξεικπίλεο ζηε λνξκνμία ή ζνβαξή ππνμία (0.1% Ο2) 

γηα 24 ψξεο. Γηαπηζηψζακε φηη ν βαζκφο αλαζηνιήο ηνπ πνιιαπιαζηαζκνχ απφ ηνλ 

αλαζηνιέα V ήηαλ ν ίδηνο ζηε λνξκνμία (p<0.001) θαη ζηελ ππνμία (p<0.001) θαη φηη ν 

αλαζηνιέαο V αχμεζε ηελ αληί-πνιιαπιαζηαζηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο 

βηλνξεικπίλεο ηφζν ζηε λνξκνμία (p<0.05) φζν θαη ζηελ ππνμία (p<0.001). Σέινο ν 

αλαζηνιέαο V ζηελ ππνμία επαλέθεξε ην αληί-πνιιαπιαζηαζηηθφ απνηέιεζκα ηεο 

κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο ζε επίπεδα λνξκνμίαο (Δηθ 3.26). 
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Δικ 3.26. Ζ επίδπαζη ηος αναζηολέα V ηηρ Akt ζηην ανηί-πολλαπλαζιαζηική δπάζη ηηρ 

μεηπονομικήρ βινοπελμπίνηρ (VRL). Ο πνιιαπιαζηαζκφο πξνζδηνξίζζεθε κε ηε κέζνδν 

cyquant βάζεη ηεο Relative Fluorescent Unit (RFU) θαλνληθνπνηεκέλεο ζηνλ αληίζηνηρν 

κάξηπξα ζηε λνξκνμία ή ππνμία (0.1% Ο2). Οη βξαρίνλεο ζθάικαηνο αληηπξνζσπεχνπλ ηελ 

ηππηθή απφθιηζε (SD). Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ ηε κέζε ηηκή ± SD απφ πείξακα κε έμη 

δείγκαηα αλά νκάδα. One way anova, ns: κε ζεκαληηθή δηαθνξά,  **p<0.01, *** p<0.001. 
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4. ΤΕΖΣΖΖ 

 Η δηαηξηβή απηή είλαη κία in vitro κειέηε πάλσ ζην κεραληζκφ δξάζεο ηνπ 

ζεξαπεπηηθνχ πξσηνθφιινπ ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο θαη ζηνπο κεραληζκνχο 

αληίζηαζεο ζηε ζεξαπεία. Απνζθνπεί δε ζηελ αλαδήηεζε ζεξαπεπηηθψλ 

ζπλδπαζκψλ πνπ δεκηνπξγνχλ ζπλέξγεηα ζε θπηηαξηθφ θαη κνξηαθφ επίπεδν.  

Τπνζέζακε φηη ε κεηξνλνκηθή ρεκεηνζεξαπεία κε βηλνξεικπίλε αζθεί αληί-

λενπιαζκαηηθή δξάζε κέζσ αληηαγγεηνγελεηηθνχ κεραληζκνχ. Χο εθ ηνχηνπ 

κειεηήζακε ηελ επίδξαζε ελφο εχξνπο ζπγθεληξψζεσλ βηλνξεικπίλεο ζηα βήκαηα 

ηεο αγγεηνγέλεζεο κε εθβιάζηεζε (sprouting angiogenesis) in vitro.  

Γηαπηζηψζεθε δoζν-εμαξηψκελε αλαζηνιή θξίζηκσλ ιεηηνπξγηψλ ηεο 

αγγεηνγέλεζεο κε εθβιάζηεζε. Δηδηθφηεξα παξαηεξήζεθε αλαζηνιή ηνπ 

πνιιαπιαζηαζκνχ, ηεο κεηαλάζηεπζεο θαη ηνπ ζρεκαηηζκνχ ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ 

κεηά απφ νπδφ ζπγθέληξσζεο ηεο ηάμεσο 1nM - 5nM βηλνξεικπίλεο. Σν εχξεκα 

απηφ έρεη ζεκαληηθέο κεηαθξαζηηθέο πξνεθηάζεηο θαζψο κία ζπγθέληξσζε ρακειή 

φζν ην 1nM πηζαλψο λα κελ είλαη αξθεηά δξαζηηθή γηα ηνπο αζζελείο.  Απελαληίαο ε 

ζπγθέληξσζε ησλ 10nM πνπ είλαη επίζεο θιηληθά εθηθηή (63, 64) ρσξίο θιηληθά 

εκθαλή ηνμηθφηεηα έρεη ηζρπξή θαηαζηαιηηθή δξάζε ζε φιεο ηηο ιεηηνπξγίεο ηεο 

αγγεηνγέλεζεο in vitro. Οπφηε ζα απνηειέζεη ηε κεηξνλνκηθή ζπγθέληξσζε 

αλαθνξάο.  

 Δπηπιένλ επηβεβαηψζακε ηελ αιεζψο αληη-αγγεηνγελεηηθή επίδξαζε ηεο 

κεηξνλνκηθήο ζπγθέληξσζεο βηλνξεικπίλεο. Πην ζπγθεθξηκέλα ηα 10nM 

κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο θαηέζηεηιαλ ηε κεηαλάζηεπζε ησλ ελδνζειηαθψλ 

θπηηάξσλ θαη ην ζρεκαηηζκφ ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ ρσξίο ηελ πξφθιεζε 

θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ. Απελαληίαο ε 100-θνξέο πςειφηεξε ζπγθέληξσζε ησλ 1κM 

πνπ πξνζνκνηάδεη ηε κέγηζηε αλεθηή δφζε (315) πξνθάιεζε απφπησζε ζηνλ ίδην 

ρξφλν έθζεζεο. Απηφ έξρεηαη λα ζπκπιεξψζεη ηα επξήκαηα ησλ Hayot θαη 

ζπλεξγαηψλ πνπ ππνζηήξημαλ φηη κφλν ε παθιηηαμέιε, ε βηληεζίλε θαη ε βηλθξηζηίλε 

απφ ηνπο παξάγνληεο αληηκηθξνζσιελίζθσλ πνπ κειέηεζαλ αλαζηέιινπλ ηελ 

αγγεηνγέλεζε ζε κε θπηηαξνηνμηθέο ζπγθεληξψζεηο (27). ηε κειέηε καο ε 

κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε θαηέζηεηιε ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ ελδνζειηαθψλ 

θπηηάξσλ ζε παξαηεηακέλα ρξνληθά δηαζηήκαηα έθζεζεο αιιά ε επίδξαζε ζηε 

κεηαλάζηεπζε θαη ην ζρεκαηηζκφ ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ δελ απνδφζεθε ζε 

ηνμηθφηεηα.       

Αλ θαη ήδε έρνπλ πεξηγξαθεί vinca alkaloids κε αληηαγγεηνγελεηηθή δξάζε, ε 

θαηλνηνκία ηεο δηθήο καο κειέηεο έγθεηηαη ζην φηη απνδεηθλχνπκε ηελ 

αληηαγγεηνγελεηηθή βάζε ελφο θιηληθψο εθαξκφζηκνπ πξσηνθφιινπ κεηξνλνκηθήο 
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ρεκεηνζεξαπείαο. Γηα παξάδεηγκα νη Vacca θαη ζπλεξγάηεο έδεημαλ φηη ε 

βηλκπιαζηίλε αλέζηεηιε ηελ αγγεηνγέλεζε ζε ρακειέο ζπγθεληξψζεηο ζε πξν-θιηληθά 

κνληέια (326) ελψ νη Pourroy θαη ζπλεξγάηεο φηη ε βηλθινπλίλε αλέζηεηιε ηελ 

θηλεηηθφηεηα ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ ζε κε ηνμηθέο ζπγθεληξψζεηο κέζσ 

αχμεζεο ηεο δπλακηθήο αζηάζεηαο ησλ κηθξνζσιελίζθσλ (50). Δκείο δηαπηζηψζακε 

ηελ θαηαζηνιή θξίζηκσλ ιεηηνπξγηψλ ηεο αγγεηνγέλεζεο κε έλαο πιήξεο ζεη 

αγγεηνγελεηηθψλ δνθηκαζηψλ απφ κία θιηληθά ηζνδχλακε κεηξνλνκηθή ζπγθέληξσζε.   

Σέινο δηαπηζηψζεθε ρξφλν-εμαξηψκελε αλαζηνιή ηνπ πνιιαπιαζηαζκνχ. Η 

βηλνξεικπίλε αλέζηεηιε ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ πην απνηειεζκαηηθά κεηά απφ 

παξαηεηακέλν ρξφλν επψαζεο ελψ αμηνζεκείσηε είλαη ε ππεξνρή ηεο ρακειήο 

κεηξνλνκηθήο ζπγθέληξσζεο ζην παξαηεηακέλν ρξνληθφ δηάζηεκα έθζεζεο ζε ζρέζε 

κε ηε ζπκβαηηθή ζπγθέληξσζε ησλ 1κΜ ζην ζχληνκν δηάζηεκα έθζεζεο. Σν γεγνλφο 

απηφ ππνζηεξίδεη ηελ θιηληθή εθαξκνγή ηνπ πξσηνθφιινπ ηεο ρξφληαο ρακειήο 

δφζεο κεηξνλνκηθήο ρεκεηνζεξαπείαο έλαληη ηνπ πξσηνθφιινπ ηεο κέγηζηεο αλεθηήο 

δφζεο ρεκεηνζεξαπείαο.  

Σα αλσηέξσ επξήκαηα ζπκθσλνχλ κε ηα επξήκαηα ζπγγξαθέσλ πνπ 

ππνζηεξίδνπλ ηελ επηιεθηηθή επαηζζεζία ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ ζηε 

κεηξνλνκηθή ρεκεηνζεξαπεία.  Οη Bertolini θαη ζπλεξγάηεο έδεημαλ φηη ν αξηζκφο ησλ 

δσληαλψλ θπθινθνξνχλησλ πξνγνληθψλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ (circulating 

endothelial progenitors: CEPs) κεηψλεηαη ζηνπο κχεο θαηά ηε κεηξνλνκηθή ρνξήγεζε 

θπθινθσζθακίδεο θαη απμάλεηαη ζηα δηαζηήκαηα ειεχζεξα ζεξαπείαο ζε 

πξσηφθνιιν κέγηζηεο αλεθηήο δφζεο (15). Απφ ηελ άιιε νη Pasquier θαη ζπλεξγάηεο 

δηαπίζησζαλ εμαζζελεκέλε αγγεηνγελεηηθή ηθαλφηεηα θαη απμεκέλε ρεκείν-

επαηζζεζία ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ κεηά απφ ρξφληα έθζεζε ζε ρακειή 

ζπγθέληξσζε βηλκπιαζηίλεο αιιά αλζεθηηθφηεηα ζηε ρεκεηνζεξαπεία κεηά απφ 

πξσηφθνιιν κέγηζηεο αλεθηήο δφζεο (327). 

ηε ζπλέρεηα δηεξεπλήζακε ην κεραληζκφ ηεο αληηαγγεηνγελεηηθήο δξάζεο ηεο 

κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο. Δμεηάζακε ην ελδερφκελν ε δξάζε ηεο λα απνδίδεηαη 

ζηελ απεπζείαο επίδξαζε ηνπ θαξκάθνπ ζηνπο κηθξνζσιελίζθνπο (26, 28). 

Γηαπηζηψζακε κεηαβνιέο ζηε κνξθνινγία ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ θαη ηνπ 

δηθηχνπ ησλ κηθξνζσιελίζθσλ  κεηά απφ ρξψζε  γηα β-ηνπκπνπιίλε. Σα θχηηαξα  

απψιεζαλ ηελ πνιπγσληθή κνξθνινγία ηνπο θαη απέθηεζαλ ζηξφγγπιν ζρήκα ππφ 

ηελ επίδξαζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο. Πξνθαλψο νη κεηαβνιέο απηέο 

παξαθσιχνπλ ηελ ηθαλφηεηα ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ λα κεηαθηλνχληαη θαη λα 

εθηίλνληαη πξνο ηα παξαθξηληθά ρήκεην-ειθπζηηθά ζήκαηα (chemoattractants), 

δηαδηθαζία πνπ απαηηείηαη γηα ηε δεκηνπξγία ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ (117). Οη 

Bijman θαη ζπλεξγάηεο ππνζηήξημαλ φηη νη παξάγνληεο αληηκηθξνζσιελίζθσλ (MTAs) 
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εκπνδίδνπλ ηελ αλάπηπμε πνιηθφηεηαο ζηα ελδνζειηαθά θχηηαξα θαηά ηε 

κεηαλάζηεπζε (54). Η επίδξαζε ησλ MTAs ζηνπο κηθξνζσιελίζθνπο νδεγεί ζε 

πεξηνξηζκφ ηεο δξαζηηθφηεηαο ησλ Rho θηλαζψλ Rac & Cdc42 θαη επαθφινπζε 

απψιεηα ηεο αθεξαηφηεηαο ηνπ δηθηχνπ ησλ ηλψλ ζηξεο αθηίλεο (actin stress fibers) 

(54) νη νπνίεο ρξεηάδνληαη γηα ηνλ ειθπζκφ ηνπ θπηηάξνπ θαηά ηε κεηαλάζηεπζε 

(117).  Δπίζεο έρεη δεηρζεί φηη νη MTAs επηδξνχλ αλαζηαιηηθά ζηα ζεκεία ηνπηθήο 

πξφζδεζεο ζηελ εμσθπηηάξηα νπζία (328) (focal adhesions) θαη ηα ζεκεία 

πξνζθφιιεζεο κε γεηηνληθά θχηηαξα (329, 330) (adherence junctions) ιφγσ 

δηαηαξαρψλ πνπ πξνθαινχλ ζην δίθηπν ησλ κηθξνζσιελίζθσλ. Λακβάλνληαο ππ’ 

φςηλ ηα παξαπάλσ πηζηεχνπκε φηη ε αληηαγγεηνγελεηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο 

βηλνξεικπίλεο νθείιεηαη ελ κέξεη ζηηο δηαηαξαρέο πνπ πξνθαινχληαη ζηε δνκή ησλ 

κηθξνζσιελίζθσλ ηνπκπνπιίλεο θαη αθνινχζσο ζηα ινηπά κέξε ηνπ 

θπηηαξνζθειεηνχ (54, 328).  

Χζηφζν ζα κπνξνχζε λα εκπιέθεηαη θαη ε επίδξαζε ζε θάπνην αγγεηνγελεηηθφ 

κνλνπάηη. Η ελεξγνπνίεζε ηνπ Notch νδεγεί ζε θαηαζηνιή ηεο αγγεηνγέλεζεο κε 

εθβιάζηεζε κέζσ ηεο κεην-ξχζκηζεο ηεο ζεκαηνδφηεζεο ηνπ VEGFR2 (139, 142). 

Τπνζέζακε φηη ε ελεξγνπνίεζε ηνπ Notch κπνξεί λα ζπκκεηέρεη ζην κεραληζκφ 

αληηαγγεηνγελεηηθήο δξάζεο ηεο βηλνξεικπίλεο. Γηαπηζηψζακε αχμεζε ησλ γνληδίσλ 

ζηφρσλ ηνπ Notch, Hey1 θαη Hes1, κεηά απφ ζχληνκε έθζεζε ζε κεηξνλνκηθή 

βηλνξεικπίλε. Χζηφζν παξαηεξήζεθε κηθξή κφλν αχμεζε  ηνπ NICD ζε κεκνλσκέλν 

ρξνληθφ ζεκείν πνπ δελ εμεγεί ηελ αχμεζε ηνπ Hey1 ζε νιφθιεξε ηε ρξνληθή πνξεία 

ησλ αιιαγψλ ηνπ. Δπίζεο ε ηαπηφρξνλε έθζεζε ζηνλ αλαζηνιέα ηεο γ-ζεθξεηάζεο 

DBZ πνπ αλαζηέιιεη ηελ απειεπζέξσζε ηνπ NICD δελ επαλέθεξε ηα επίπεδα ηνπ 

mRNA ηνπ Hey1 ζην θπζηνινγηθφ.  

Οπφηε ε αχμεζε ηνπ mRNA ησλ γνληδίσλ ζηφρσλ ηνπ Notch πηζαλψο λα 

νθείιεηαη ζε παξεκβνιή επηπξφζζεησλ ζεκαηνδνηηθψλ κνλνπαηηψλ. Γηα παξάδεηγκα 

νη Curry θαη ζπλεξγάηεο έδεημαλ ξχζκηζε ηεο έθθξαζεο ηνπ Hes1 ζε ελδνζειηαθά 

θχηηαξα πνπ δελ ήηαλ εμαξηψκελε απφ ην Notch αιιά ηε JNK (319). Δπίζεο έρεη 

αλαζθνπεζεί εθηελψο απφ ηελ Osipo θαη ηνπο ζπλεξγάηεο ε πνιχπινθε 

αιιειεπίδξαζε ησλ κνλνπαηηψλ ηνπ Notch θαη NFθB (318). Λακβάλνληαο ππ’ φςηλ 

ηα παξαπάλσ ππνζέζακε φηη ηα κνλνπάηηα ησλ Notch θαη JNK κπνξεί λα 

εκπιέθνληαη ζηελ επίδξαζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο ζην Hey1. Η 

κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε νδήγεζε ζε ελεξγνπνίεζε ησλ NFθB θαη JNK εχξεκα πνπ 

επηβεβαηψλεηαη γηα θάπνηα vinca alkaloids (37, 331). Χζηφζν ε ελεξγνπνίεζε ησλ 

αλσηέξσ κνλνπαηηψλ δε θαίλεηαη λα ζπζρεηίδεηαη κε ηε δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο 

βηλνξεικπίλεο ζην hey1 θαζψο νη αλαζηνιείο ηεο IKK θαη JNK δελ θαηέζηεηιαλ ηελ 

επίδξαζε απηή.  



 127 

Δπηπιένλ ε αχμεζε ηνπ Hey1 απφ ηε κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε δε ζπλνδεχηεθε 

απφ κείσζε ηνπ VEGFR2 φπσο αλακελφηαλ (139). Αληηζέησο δηαπηζηψζεθε κηθξή 

αχμεζε ηνπ mRNA ηνπ VEGFR2 ζε νξηζκέλα ρξνληθά ζεκεία πνπ δε ζπλνδεπφηαλ 

απφ αιιαγέο  ζηελ νιηθή πξσηεΐλε ή ηε θσζθνξπιίσζε ηνπ. Απελαληίαο νη Meissner 

θαη ζπλεξγάηεο δηαπίζησζαλ κείσζε ηεο πξσηετληθήο έθθξαζεο ηνπ VEGFR2 έπεηηα 

απφ έθζεζε ζε βηλκπιαζηίλε (332). Δηδηθφηεξα παξαηήξεζαλ ηφζν ηε κεησκέλε 

κεηαγξαθή ηνπ VEGFR2 ιφγσ ειαηησκέλεο πξφζδεζεο ηνπ κεηαγξαθηθνχ 

παξάγνληα sp-1 ζηνλ εθθηλεηή  ηνπ γνληδίνπ φζν θαη ηελ ειάηησζε ηνπ ρξφλνπ 

εκίζηαο δσήο ηνπ mRNA ηνπ VEGFR2 (332). Βέβαηα ζηε κειέηε απηή 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ πςειέο ζπγθεληξψζεηο βηλκπιαζηίλεο (332) ελ αληηζέζεη κε ηε 

κεηξνλνκηθή ζπγθέληξσζε βηλνξεικπίλεο πνπ ρξεζηκνπνηήζακε εκείο. 

Σν κνλνπάηη ηνπ Notch έρεη επαλεηιεκκέλσο κειεηεζεί σο ζεξαπεπηηθφο ζηφρνο 

ηεο αγγεηνγέλεζεο ηνπ θαξθίλνπ (333). Οη ζεξαπεπηηθνί ρεηξηζκνί αθνξνχλ ζηελ 

αλαζηνιή ηνπ κνλνπαηηνχ θαη πεξηιακβάλνπλ αληηζψκαηα θαηά ηνπ Notch (334) θαη 

ησλ πξνζδεηψλ ηνπ (335, 336) (ligands) θαζψο θαη αλαζηνιείο ηεο γ-ζεθξεηάζεο 

πνπ θαηαζηέιινπλ ηελ απειεπζέξσζε ηνπ NICD (337). Η απελεξγνπνίεζε ηνπ 

κνλνπαηηνχ νδεγεί ζε ρανηηθφ κε ιεηηνπξγηθφ δίθηπν ειαηησκαηηθψλ αγγείσλ κε 

απνηέιεζκα ηελ εθζεζεκαζκέλε θαηαζηνιή ηεο αηκαηηθήο παξνρήο ηνπ φγθνπ (336, 

338). Απφ ηελ άιιε πιεπξά, ε δηέγεξζε ηνπ κνλνπαηηνχ ζηα ελδνζειηαθά θχηηαξα 

δελ έρεη κειεηεζεί ζεξαπεπηηθά κέρξη ζηηγκήο. Απηφ ζπκβαίλεη ιφγσ ηερληθψλ 

δπζθνιηψλ θαζψο απαηηείηαη ε θαζήισζε ηνπ πξνζδέηε ζε ζηαζεξή επηθάλεηα, 

φπσο είλαη ε κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ, πξνθεηκέλνπ λα ελεξγνπνηεζεί ν ππνδνρέαο 

(juxtacrine signaling) (339).  

ε απηή ηε κειέηε παξνπζηάδνπκε ελδείμεηο θαξκαθνινγηθήο ξχζκηζεο ηνπ 

κνλνπαηηνχ ζε επίπεδν ρακειφηεξν απφ απηφ ηνπ ππνδνρέα ηνπ Notch κε 

απνηέιεζκα ηελ αχμεζε ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ ζηφρνπ. Χζηφζν πξέπεη λα 

ζπλππνινγηζηεί ε ζπζρέηηζε ηνπ κνλνπαηηνχ κε ηελ αληίζηαζε ζηηο 

αληηαγγεηνγελεηηθέο ζεξαπείεο. Γηα παξάδεηγκα νη Li θαη ζπλεξγάηεο έδεημαλ φηη ε 

ππεξέθθξαζε ηνπ DLL4 in vivo νδήγεζε ζε ειαηησκέλν κελ αξηζκφ αγγείσλ αιιά 

απμεκέλεο δηακέηξνπ κε κεησκέλε αληαπφθξηζε ζηελ anti-VEGF ζεξαπεία ιφγσ ηεο 

κείσζεο ησλ επηπέδσλ ηνπ VEGFR2 (167). Δπίζεο ζα πξέπεη λα επηζεκαλζεί φηη 

ζηε κειέηε καο δελ παξαηεξήζεθαλ αιιαγέο ζηα πξσηετληθά επίπεδα ηνπ VEGFR2 

πνπ είλαη θαη ην θαηαιεθηηθφ ζεκείν ηεο Notch ζεκαηνδφηεζεο. Χο εθ ηνχηνπ ζα 

πξέπεη λα αμηνινγεζεί κε ζχλεζε ε βηνινγηθή ζεκαζία ηεο αχμεζεο ησλ επηπέδσλ 

ησλ Hes1 θαη Hey1. 

Παξά ηα ελζαξξπληηθά πξνθιηληθά απνηειέζκαηα, ε θιηληθή πξάμε έρεη δείμεη φηη 

αθφκε θαη νη αζζελείο πνπ αξρηθά αληαπνθξίλνληαη ζηελ αληηαγγεηνγελεηηθή ζεξαπεία 
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πξννδεπηηθά αλαπηχζζνπλ αλζεθηηθνχο φγθνπο (162, 172). Οη αληηαγγεηνγελεηηθέο 

ζεξαπείεο νδεγνχλ ζε ππνμία ιφγσ ηεο θαηαζηνιήο ηεο αηκάησζεο ηνπ φγθνπ(184). 

Χζηφζν ε ππνμία ππνθηλεί κεραληζκνχο δηαθπγήο ησλ φγθσλ απφ ηε ζεξαπεπηηθή 

δξάζε ησλ αλαζηνιέσλ ηνπ κνλνπαηηνχ ηνπ VEGF (184). Αλαξσηεζήθακε εάλ ε 

ππνμία πξνθαιεί αληίζηαζε θαη ζηελ αληηαγγεηνγελεηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο 

βηλνξεικπίλεο.  

Γηαπηζηψζακε φηη ε ππνμία δελ είρε επίδξαζε per se ζηηο ιεηηνπξγίεο ηεο 

κεηαλάζηεπζεο, ηνπ ζρεκαηηζκνχ ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ θαη ηεο εθβιάζηεζεο. 

Χζηφζν νη Calvani θαη ζπλεξγάηεο έδεημαλ φηη ε ππνμία πξνήγαγε ην ζρεκαηηζκφ 

ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ (340). Οη εξεπλεηέο θαιιηέξγεζαλ ηα HUVEC ζε ζξεπηηθφ 

κέζν ρσξίο ζπκπιήξσκα ηξνθηθψλ παξαγφλησλ. Απηφ είρε σο απνηέιεζκα ηελ 

ελεξγνπνίεζε ηεο αγγεηνγέλεζεο κε απηνθξηληθφ κεραληζκφ κέζσ ηεο επαγφκελεο 

απφ ηελ ππνμία έθθξηζεο b-FGF (340). ηε κειέηε καο ηα HUVEC θαιιηεξγήζεθαλ 

ζε ζξεπηηθφ κέζν κε ζπκπιεξψκαηα ηξνθηθψλ παξαγφλησλ θαη εκβξπτθνχ βφεηνπ 

νξνχ (fetal bovine serum: FBS), φπσο απαηηείηαη γηα ηελ ηδαληθή αλάπηπμε ησλ 

HUVEC, πξνθεηκέλνπ λα πξνζνκνηάζνπκε ην βηνρεκηθά ζχλζεην κηθξνπεξηβάιινλ 

ηνπ φγθνπ (162). Παξνκνίσο νη Calvani θαη ζπλεξγάηεο παξαηήξεζαλ ζπγθξίζηκν 

βαζκφ αλάπηπμεο ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ ζηελ ππνμία θαη λνξκνμία φηαλ ζην 

ζξεπηηθφ κέζν πξνζηέζεθαλ ηξνθηθνί παξάγνληεο (340).  

Δπηπιένλ ε ππνμία δελ επεξέαζε ηελ θαηαζηαιηηθή επίδξαζε ηεο κεηξνλνκηθήο 

βηλνξεικπίλεο ζηε κεηαλάζηεπζε, ην ζρεκαηηζκφ ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ θαη ηελ 

εθβιάζηεζε. Πξνθαλψο απηφ ππνδειψλεη δηαηήξεζε ηεο ηθαλφηεηαο ηεο 

κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο λα θαηαζηέιιεη αγγεηνγελεηηθέο ιεηηνπξγίεο πνπ 

απαηηνχλ ζπκκεηνρή ηνπ θπηηαξνζθειεηνχ (117). Οη Peng θαη ζπλεξγάηεο βέβαηα 

έδεημαλ φηη ε ππνμία νδήγεζε ζε ζηαζεξνπνίεζε ηνπ δηθηχνπ ησλ κηθξνζσιελίζθσλ 

ζε επαηηθά θαξθηληθά θχηηαξα κέζσ επαγσγήο ηνπ Egr-1 (early growth response-1) 

κε απνηέιεζκα ηελ ειαηησκέλε επαηζζεζία ησλ θπηηάξσλ ζηνλ απνπνιπκεξηζκφ 

απφ MTAs (341). Δκείο σζηφζν ρξεζηκνπνηήζακε κεηξνλνκηθή ζπγθέληξσζε 

βηλνξεικπίλεο πνπ αλήθεη ζε εχξνο ζπγθεληξψζεσλ πνπ δελ πξνθαινχλ 

απνπνιπκεξηζκφ αιιά θαηαζηνιή ηεο δπλακηθήο ησλ κηθξνζσιελίζθσλ (342, 343). 

Φπζηθά ηα επξήκαηα ησλ Peng θαη ζπλεξγαηψλ αληηπαξαβάιινληαη θαη απφ ηα 

απνηειέζκαηα ησλ Hu θαη ζπλεξγαηψλ πνπ έδεημαλ φηη ε ππνμία πξνθαιεί 

απνπνιπκεξηζκφ ηνπ δηθηχνπ ησλ κηθξνζσιελίζθσλ ζε θαξδηνκπνθχηηαξα θαη 

θαξθηληθά Hela κέζσ ηεο P38/MAPK κεζνιαβνχκελεο θσζθνξπιίσζεο ηεο MAP4 

(344).  

Απφ ηελ άιιε δηαπηζηψζακε φηη ε ππνμία πξνθάιεζε αληίζηαζε ζηελ αληί-

πνιιαπιαζηαζηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο. Σν απνηέιεζκα απηφ 
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είλαη ζε ζπκθσλία κε επξήκαηα εξεπλεηψλ πνπ έδεημαλ φηη ε ππνμία κείσζε ηελ 

επαηζζεζία ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ ζηα ρεκεηνζεξαπεπηηθά (309, 345, 346). 

Δλδεηθηηθά νη Huang θαη ζπλεξγάηεο έδεημαλ φηη ε ππνμία νδήγεζε ζε αληίζηαζε ησλ 

σνζεθηθψλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ ζηελ παθιηηαμέιε κέζσ ηνπ HIF1a (345), ελψ νη 

Raz θαη ζπλεξγάηεο δηαπίζησζαλ αληίζηαζε ζε αλάινγα θπιιηθνχ νμέσο ιφγσ ηεο 

επαγφκελεο απφ ηελ ππνμία θπηηαξηθήο ζηάζεο (346). 

ηε ζπλέρεηα δηεξεπλήζακε ην κεραληζκφ αληίζηαζεο ζηε κεηξνλνκηθή 

βηλνξεικπίλε εμεηάδνληαο ηνλ θπηηαξηθφ θχθιν. Γηαπηζηψζακε φηη ε ππνμία 

πξνθάιεζε ζηάζε ησλ θπηηάξσλ ζηε G1 θάζε (G1 phase arrest) κέζσ ηεο αχμεζεο 

ηεο έθθξαζεο ηνπ θχθιηλν-εμαξηψκελνπ αλαζηνιέα θηλάζεο (cyclin dependent 

kinase: cdk) p27kip. Οη Gardner θαη ζπλεξγάηεο έδεημαλ φηη ε ππνμία αχμεζε ηνλ p27kip 

o νπνίνο εκπνδίδεη ηελ είζνδν ηνπ θπηηάξνπ ζηελ S θάζε πξνθαιψληαο ζηάζε ηνπ 

θπηηαξηθνχ θχθινπ ζηε G1 θάζε κέζσ θαηαζηνιήο ηεο ελεξγφηεηαο ηνπ ελδχκνπ ηεο 

CDK2 (320).  

Δπηπιένλ έρεη ήδε πεξηγξαθεί φηη ηα vinca alkaloids αλαζηέιινπλ ηνλ 

πνιιαπιαζηαζκφ πξνθαιψληαο ζηάζε ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ ζηε G2/M  θάζε (31). 

χκθσλα κε ηνπο Ngan θαη ζπλεξγάηεο ε βηλνξεικπίλε θαηαζηέιιεη ηε δπλακηθή ησλ 

κηθξνζσιελίζθσλ απνδηνξγαλψλνληαο ηε κηησηηθή άηξαθην (32) κε απνηέιεζκα ηελ 

παξεκπφδηζε ηεο κεηάβαζεο απφ ηε κεηάθαζε ζηελ αλάθαζε ηεο κίησζεο (31, 32). 

ε ζπκθσλία κε ηα παξαπάλσ δηαπηζηψζακε φηη ε κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε 

πξνθάιεζε ζηάζε ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ ησλ HUVEC ζηε G2/M θάζε ζηε λνξκνμία. 

Χζηφζν ε ππνμία θαηέζηεηιε απηή ηελ επίδξαζε. Πηζηεχνπκε φηη ε αλαθαηαλνκή ηνπ 

πιεζπζκνχ ησλ HUVEC ζηηο θάζεηο ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ πεξηφξηζε ηε δπλαηφηεηα 

ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο λα πξνζβάιεη ηνπο κηθξνζσιελίζθνπο ζηε κίησζε 

(31, 32, 342). πκπεξαζκαηηθά ε αληίζηαζε ζηελ αληί-πνιιαπιαζηαζηηθή δξάζε ηεο 

κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο νθείιεηαη ελ πνιινίο ζηελ αδπλακία πξφθιεζεο 

κηησηηθνχ κπινθ ζηελ ππνμία.  

Δπηπιένλ ε ππνμία θαηέζηεηιε ηελ πξν-απνπησηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο 

βηλνξεικπίλεο. Σν ελδνγελέο κηηνρνλδξηαθφ απνπησηηθφ κνλνπάηη θαίλεηαη πσο 

εκπιέθεηαη ζηελ πξφθιεζε απφπησζεο απφ ηα vinca alkaloids (37, 48). Δηδηθφηεξα 

νη Bourgarel-Rey θαη ζπλεξγάηεο έδεημαλ φηη ε βηλνξεικπίλε επάγεη ηελ απφπησζε 

θαηαζηέιινληαο ηελ πξσηεΐλε ηνπ Bcl-2 (48). Σν ηζνδχγην ησλ πξν-απνπησηηθψλ θαη 

αληί-απνπησηηθψλ πξσηετλψλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ Βcl-2 θαζνξίδεη εάλ ην θχηηαξν ζα 

νδεγεζεί ζηελ απφπησζε ή φρη κέζσ δηαηήξεζεο ηεο αθεξαηφηεηαο ή δηάηξεζεο ηεο 

εμσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο (41). Χο εθ ηνχηνπ εμεηάζακε ηα επίπεδα ηεο 

πξν-απνπησηηθήο πξσηεΐλεο Bax θαη ηεο αληί-απνπησηηθήο Bcl-2. 
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Γηαπηζηψζακε φηη ε κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε πξνθάιεζε πηψζε ησλ επηπέδσλ 

ηνπ Bcl-2 θαη ηνπ ιφγνπ Bcl-2/Bax ζηε λνξκνμία σο αλακελφηαλ. Χζηφζν θαη ε 

ππνμία ειάηησζε ηα επίπεδα ηεο πξσηεΐλεο ηνπ Bcl-2 θαη ηνπ ιφγνπ Bcl-2/Bax ρσξίο 

ηελ πξφθιεζε απφπησζεο. Η κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε φκσο δελ ειάηησζε 

πεξεηαίξσ ην ιφγν ζε ζρέζε κε ηνλ ππνμηθφ κάξηπξα. πλεπψο ε κεηξνλνκηθή 

βηλνξεικπίλε επηδεηθλχεη αδπλακία λα ξπζκίζεη ην ιφγν Bcl-2/Bax ζηελ ππνμία. 

 Αλ θαη ν Bcl-2 έρεη αληί-απνπησηηθφ ξφιν, κειέηεο έδεημαλ φηη ηα ρακειά 

επίπεδα ζπζρεηίδνληαη κε πησρή αληαπφθξηζε ζηνπο παξάγνληεο 

αληηκηθξνζσιελίζθσλ (MTAs). Οη Esteve θαη ζπλεξγάηεο δηαπίζησζαλ φηη ε 

θαηαζηνιή ησλ επηπέδσλ ηνπ Bcl-2 ζπλδέεηαη κε αληίζηαζε ησλ σνζεθηθψλ 

θαξθηληθψλ θπηηάξσλ ζηε βηλθινπλίλε (347). Απφ ηελ άιιε νη Savry θαη ζπλεξγάηεο 

έδεημαλ φηη ε ππεξέθθξαζε ηνπ Bcl-2 ελίζρπζε ηε δξαζηηθφηεηα ηεο βηλνξεικπίλεο 

θαη ηεο παθιηηαμέιεο ζε θαξθηληθά θχηηαξα πλεχκνλα θαη καζηνχ κέζσ ηεο αχμεζεο 

ηεο έθθξαζεο ηνπ Bim (348).  

ηε ζπλέρεηα αλαξσηεζήθακε γηαηί ηα ελδνζειηαθά θχηηαξα κάξηπξεο 

επηβηψλνπλ παξά ην ρακειφ ιφγν Bcl-2/Βax ζηελ ππνμία (42). Οη δξαζηηθέο κνξθέο 

νμπγφλνπ απνηεινχλ αλαπφζπαζην ζπζηαηηθφ ζηνηρείν ηεο κεηαγσγήο ζήκαηνο ζηελ 

ππνμία (84). Δπίζεο εκπιέθνληαη ζηελ πξφθιεζε απφπησζεο απφ ηα 

ρεκεηνζεξαπεπηηθά (241). Δμεηάζακε ηα επίπεδα ηνπ αληφληνο ηνπ ζνππεξνμεηδίνπ 

ζην κηηνρφλδξην ηελ θχξηα πεγή δξαζηηθψλ κνξθψλ νμπγφλνπ.  

Γηαπηζηψζακε φηη ε κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε δε κεηέβαιε ηα επίπεδα ηνπ 

κηηνρνλδξηαθνχ αληφληνο ηνπ ζνππεξνμεηδίνπ ζηε λνξκνμία θαη ζηελ ππνμία. Οη Chiu 

θαη ζπλεξγάηεο έδεημαλ φηη ηα vinca alkaloids νδήγεζαλ ηα θαξθηληθά θχηηαξα 

πλεχκνλα ζηελ απφπησζε κέζσ ηεο πξφθιεζεο νμεηδσηηθνχ ζηξεο θαη ηεο 

ζπλαθφινπζεο ελεξγνπνίεζεο ηεο JNK (37). Χζηφζν κέηξεζαλ ηα ζπλνιηθά επίπεδα 

δξαζηηθψλ κνξθψλ νμπγφλνπ ηνπ θπηηάξνπ αληί γηα ην αληφλ ηνπ ζνππεξνμεηδίνπ ηνπ 

κηηνρνλδξίνπ πνπ κεηξήζακε εκείο θαη εθάξκνζαλ κηθξνκνξηαθέο ζπγθεληξψζεηο 

βηλνξεικπίλεο (37) ζε αληηδηαζηνιή κε ηε ρακειή κεηξνλνκηθή πνπ εθαξκφζζεθε 

ζηε κειέηε καο.  

Δπηπιένλ δηαπηζηψζακε ειάηησζε ησλ επηπέδσλ ηνπ αληφληνο ηνπ 

ζνππεξνμεηδίνπ ζην κηηνρφλδξην ζηελ ππνμία. Η παξαγσγή δξαζηηθψλ κνξθψλ 

νμπγφλνπ ζηελ ππνμία είλαη ακθηιεγφκελν ζέκα (349). Οη Chandel θαη ζπλεξγάηεο 

έδεημαλ φηη νη δξαζηηθέο κνξθέο νμπγφλνπ απμάλνληαη ζηελ ππνμία θαη 

ζηαζεξνπνηνχλ ηα επίπεδα ηνπ  HIF1a (83). Χζηφζν ρξεζηκνπνίεζαλ κνληέιν 

επψαζεο ζηελ ήπηα ππνμία (1.5 %Ο2) γηα 6 ψξεο (83) ζε αληηδηαζηνιή κε ηε ζνβαξή 

ππνμία (0.1%Ο2) πνπ εθαξκφζακε εκείο γηα παξαηεηακέλν δηάζηεκα 24 σξψλ.  
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Πηζαλψο ε πηψζε ησλ επηπέδσλ ηνπ κηηνρνλδξηαθνχ αληφληνο ηνπ 

ζνππεξνμεηδίνπ λα απνηειεί κεραληζκφ πξνζηαζίαο απφ ηελ απφπησζε ζηελ ππνμία 

(241, 350, 351). Η απφπησζε απαηηεί ηελ απειεπζέξσζε θπηνρξψκαηνο C ζην 

θπηηαξφπιαζκα (212). Σν θπηφρξσκα C βέβαηα είλαη πξνζδεκέλν ζε θσζθνιηπίδηα 

θαξδηνιηπίλεο ζηελ εζσηεξηθή κεκβξάλε ηνπ κηηνρνλδξίνπ θαη ε απειεπζέξσζε ηνπ 

δηέπεηαη απφ ηελ ππφζεζε ησλ δχν βεκάησλ (246). χκθσλα κε απηή ηε ζεσξία 

απαηηείηαη αθελφο ε δηάηξεζε ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο ηνπ κηηνρνλδξίνπ θαη ν 

ζρεκαηηζκφο πφξνπ BaxBak, αθεηέξνπ ην θπηφρξσκα C ζα πξέπεη λα είλαη 

δηαζέζηκν ζε δηαιπηή κνξθή ή έζησ ραιαξά ζπδεπγκέλν κε ηελ θαξδηνιηπίλε 

πξνθεηκέλνπ λα είλαη ζε ζέζε λα δηέιζεη απφ ηνλ πφξν (247, 352). Η νμείδσζε ηεο 

θαξδηνιηπίλεο απφ ηηο δξαζηηθέο κνξθέο νμπγφλνπ νδεγνχλ ζηελ απνδέζκεπζε ηνπ 

θπηνρξψκαηνο C θαη ε επίδξαζε απηή θαίλεηαη πσο είλαη αλαπφζπαζην θνκκάηη ηεο 

απφπησζεο (249). Χο εθ ηνχηνπ ε πηψζε ησλ επηπέδσλ ηνπ αληφληνο ηνπ 

ζνππεξνμεηδίνπ ζηελ ππνμία θαίλεηαη πσο εκπνδίδεη ηελ αλσηέξσ δηαδηθαζία θαη 

ελδερνκέλσο κεζνιαβεί ηελ αληίζηαζε ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ ζηελ απφπησζε 

ζηελ ππνμία. 

Έρνληαο δείμεη φηη ε ζνβαξή ππνμία κεζνιαβεί αληίζηαζε ζηελ αληί-

πνιιαπιαζηαζηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο, εμεηάζακε ηξφπνπο λα 

αλαραηηίζνπκε απηή ηελ αληίζηαζε. Οπφηε κειεηήζακε ην ζπλδπαζκφ ηεο 

κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο κε παξάγνληεο κνξηαθήο ζηφρεπζεο πνπ ζα 

κπνξνχζαλ λα δεκηνπξγνχλ ζπλέξγεηα ζε κνξηαθφ θαη θπηηαξηθφ επίπεδν. 

Αξρηθά κειεηήζακε ηελ επίδξαζε ηνπ αλαζηνιέα ηπξνζηληθήο θηλάζεο sunitinib 

πνπ είλαη έλαο αληηπξνζσπεπηηθφο αληηαγγεηνγελεηηθφο παξάγνληαο πνπ αλαζηέιιεη 

πνιιαπιά κνλνπάηηα (158). Γηαπηζηψζακε φηη ν ζπλδπαζκφο sunitinib-

βηλνξεικπίλεο ζηελ ππνμία είρε ηελ ίδηα απνηειεζκαηηθφηεηα κε ηε βηλνξεικπίλε ζηε 

λνξκνμία ελψ ην sunitinib αλέζηεηιε νκφηηκα ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ζηηο δχν ζπλζήθεο 

νμπγφλσζεο. Η ηζφηηκε αλαζηνιή ηνπ πνιιαπιαζηαζκνχ ησλ ελδνζειηαθψλ 

θπηηάξσλ ζηε λνξκνμία θαη ππνμία είλαη ελζαξξπληηθφ εχξεκα γηα ηε ρξήζε ηνπ 

sunitinib σο παξάγνληα ζηφρεπζεο ππνμηθψλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ. Η ηδηφηεηα 

απηή πηζαλψο εμεγείηαη απφ ηε δπλαηφηεηα λα πξνθαιεί ζηάζε θαη απφπησζε ζηε 

G1 θάζε ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ (353). Η G1 είλαη ε θάζε πνπ ζηακαηά ν θπηηαξηθφο 

θχθινο ζηελ ππνμία θαη ηα θχηηαξα είλαη αλζεθηηθά ζηε βηλνξεικπίλε. Οπφηε ζε απηή 

ηελ πεξίπησζε ηα αλζεθηηθά ζηε βηλνξεικπίλε θχηηαξα ζα κπνξνχζαλ λα 

επαηζζεηνπνηεζνχλ απφ ην sunitinib.  

Χζηφζν ζηελ πεξίπησζε ηεο ζπλδπαζηηθήο ζεξαπείαο ζα πξέπεη λα ιεθζεί ππ’ 

φςηλ θαη ν ρξνληθφο ηξφπνο ρνξήγεζεο (scheduling). Η ηαπηφρξνλε έθζεζε ζε 

sunitinib ζα κπνξνχζε λα αληαγσλίδεηαη ηελ πξφθιεζε κηησηηθνχ κπινθ απφ ηε 
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βηλνξεικπίλε (354, 355). Σν γεγνλφο κάιηζηα φηη ν ζπλδπαζκφο ησλ δχν θαξκάθσλ 

είρε ην ίδην κέγεζνο απνηειέζκαηνο κε απηφ ηνπ sunitinib ππνδειψλεη έιιεηςε 

πξνζζεηηθήο δξάζεο θαη επίδξαζε απνθιεηζηηθά εμαξηψκελε απφ ην sunitinib. 

Ιδαληθά, ε κεηξνλνκηθή ρνξήγεζε βηλνξεικπίλεο κε δηαιείπνπζα έθζεζε ζε sunitinib 

ίζσο έρεη θαιχηεξε απνηειεζκαηηθφηεηα (356, 357) θαη αμίδεη πεξαηηέξσ δηεξεχλεζεο. 

Σέινο ζε κειινληηθέο κειέηεο πξέπεη λα ιάβνπκε ππ’ φςηλ θαη ηελ ελδερφκελε 

ηνμηθφηεηα ηνπ ζπλδπαζκνχ, αλ κάιηζηα ζπλππνινγίζνπκε φηη ηα 10κΜ sunitinib είλαη 

κηα πςειή ζπγθέληξσζε ζε ζρέζε κε ηα επίπεδα πνπ παξαηεξνχληαη ζην αίκα ησλ 

αζζελψλ (358). 

ηε ζπλέρεηα κειεηήζακε ηελ επίδξαζε ηεο θαηαζηνιήο ηνπ κνλνπαηηνχ ηνπ 

Notch ηνπ θχξηνπ ζπληνληζηή ηεο ζεκαηνδφηεζεο ζηελ αγγεηνγέλεζε κε εθβιάζηεζε 

(134). Οη Patel θαη ζπλεξγάηεο έδεημαλ φηη ε ππνμία αχμεζε ηελ έθθξαζε ηνπ Dll4 θαη 

ζπληέιεζε ζηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ κνλνπαηηνχ ηνπ Notch (137). Απφ ηελ άιιε νη 

Noseda θαη ζπλεξγάηεο έδεημαλ φηη ε δηέγεξζε ηνπ κνλνπαηηνχ πξνθαιεί ζηάζε ηνπ 

θπηηαξηθνχ θχθινπ ζηε G1 θάζε (359). Οπφηε ζεσξεηηθά ε θαηαζηνιή ηνπ 

κνλνπαηηνχ ζα πξνθαινχζε επαλεθθίλεζε ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ θαη ζα θαζηζηνχζε 

ην ελδνζειηαθφ θχηηαξν επάισην ζηε βηλνξεικπίλε. Δμεηάζακε ην ζπλδπαζκφ ηεο 

κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο κε ηνλ αλαζηνιέα ηεο γ-ζεθξεηάζεο DBZ. 

Γηαπηζηψζακε φηη ε θαηαζηνιή ηνπ κνλνπαηηνχ ηνπ Notch δελ αλαραίηηζε ηελ 

αληίζηαζε ζηελ αληί-πνιιαπιαζηαζηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο ζηελ 

ππνμία.  

Πξνθαλψο ππεηζέξρνληαη επηπξφζζεηνη κεραληζκνί εθηφο απφ ην κνλνπάηη ηνπ 

Notch ζηε ξχζκηζε ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ θαη ηεο απφπησζεο ζηελ ππνμία. Γηα 

παξάδεηγκα ήδε δείμακε ηελ επαγσγή p27kip (320), ηε ξχζκηζε ησλ πξσηετλψλ ηεο 

νηθνγέλεηαο ηνπ Bcl-2 θαη ηε ξχζκηζε ησλ επηπέδσλ ηνπ κηηνρνλδξηαθνχ αληφληνο ηνπ 

ζνππεξνμεηδίνπ ζηελ ππνμία. Δπηπξφζζεηνη κεραληζκνί έρνπλ άιισζηε πεξηγξαθεί 

ζηε βηβιηνγξαθία (295, 360). Σέινο ε ελεξγνπνίεζε ηνπ Notch κεζνιαβείηαη απφ ην 

HIF1a(137) πνπ είλαη ν θχξηνο ξπζκηζηήο ηεο ζεκαηνδφηεζεο ζηελ ππνμία (73) ν 

νπνίνο ειέγρεη πιεζψξα κνλνπαηηψλ ζρεηηδφκελσλ κε ηελ απφπησζε (290) θαη ηνλ 

θπηηαξηθφ θχθιν (320, 361) θαη ην κνλνπάηη ηνπ Notch είλαη κφλν έλα απφ ηα 

κνλνπάηηα πνπ ξπζκίδνληαη απφ ην HIF-1α ζηελ ππνμία. πλεπψο ε θαηαζηνιή ηνπ 

Notch δε θαίλεηαη λα είλαη θαζνξηζηηθή γηα ηελ αληηζηξνθή ηεο ππνμηθήο αληίζηαζεο. 

Χζηφζν δελ πξέπεη λα απνθιείνπκε ηε κειέηε ηνπ ζπλδπαζκνχ ζε in vivo κειέηεο 

ζην κέιινλ, δεδνκέλνπ φηη ε θαηαζηνιή ηνπ Notch έρεη ζπζρεηηζζεί κε θαιχηεξε 

αληαπφθξηζε ζηελ αληηαγγεηνγελεηηθή ζεξαπεία (167).  

Λακβάλνληαο ππ’ φςηλ ην θεληξηθφ ξφιν ηνπ κεηαγξαθηθνχ παξάγνληα HIF-1a 

ζηελ ππνμία (73) εμεηάζακε ην ξφιν ηεο θαηαζηνιήο ηεο έθθξαζεο ηνπ. 
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Γηαπηζηψζακε φηη ε παξεκβνιή ηνπ HIF-1a κε siRNA δελ αλαραίηηζε ηελ αληίζηαζε 

ζηελ ππνμία. Έρεη δεηρζεί φηη ε απελεξγνπνίεζε ηνπ κνλνπαηηνχ ηνπ HIF-1a απμάλεη 

ηελ επαηζζεζία ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ καζηνχ MDA-MB-231 ζηελ παθιηηαμέιε 

(362), ησλ γινησκαηηθψλ θπηηάξσλ T98G ζηε δνμνξνπβηθίλε θαη εηνπνζίδε (363), 

ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ καζηνχ MCF7 ζηε κεζνηξεμάηε(364) θαη ησλ θπηηάξσλ κε 

κηθξνθπηηαξηθνχ θαξθίλνπ πλεχκνλα ζηε ζηζπιαηίλε θαη δνμνξνπβηθίλε (365). 

Χζηφζν ζηελ πεξίπησζε καο δελ παξαηεξήζεθαλ αιιαγέο ζηελ επαηζζεζία ησλ 

ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ ζηε κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε κε ηελ θαηαζηνιή ηνπ HIF1a. 

Πηζαλψο απηφ νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη ν HIF1a έρεη ηφζν αληί-απνπησηηθή φζν θαη 

πξν-απνπησηηθή δξάζε (300, 366). Δηδηθφηεξα θαίλεηαη πσο ζηαζεξνπνηεί ηα 

επίπεδα ηνπ πξν-απνπησηηθνχ p53 (298, 367) ν νπνίνο εκπιέθεηαη κεηαμχ ησλ 

άιισλ ζηε ξχζκηζε ησλ επηπέδσλ ηνπ bcl-2 απφ ηε βηλνξεικπίλε (48). Δπίζεο ν 

HIF1α απμάλεη ηελ έθθξαζε ηνπ πξν-απνπησηηθνχ Bnip3 (368) ν νπνίνο αλαζηέιιεη 

ηε δξάζε ησλ αληί-απνπησηηθψλ κειψλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ Bcl-2 (369). πλεπψο ε 

θαηαζηνιή ηνπ HIF1a είλαη δίθνπν καραίξη θαζψο δελ εμαζζελεί κφλν αληί-

απνπησηηθνχο αιιά θαη πξν-απνπησηηθνχο κεραληζκνχο (300). 

 Δπηπιένλ ν θπηηαξηθφο θχθινο θαη ε απφπησζε ξπζκίδνληαη απφ κεραληζκνχο 

κε εμαξηψκελνπο απφ ηνλ HIF-1a . Οη Dong θαη ζπλεξγάηεο  έδεημαλ φηη ε ζνβαξή 

ππνμία αχμεζε ηελ έθθξαζε ηνπ αλαζηνιέα ηεο απφπησζεο IAP-2 κέζσ κεραληζκνχ 

πνπ δε κεζνιαβείηαη απφ ηνλ HIF-1a (360). Απφ ηελ άιιε  νη Gardner θαη ζπλεξγάηεο 

ππνζηήξημαλ φηη ε επαγσγή ηνπ p27kip πνπ πξνθαιεί G1 arrest ζηελ ππνμία δελ 

εμαξηάηαη απφ ην HIF-1a (320). πλεπψο ν HIF-1a δελ είλαη ν απνθιεηζηηθφο 

παξάγνληαο πνπ ξπζκίδεη ηελ πξνζαξκνγή ηνπ θπηηάξνπ ζηελ ππνμία. Η ππνμία 

εθηφο απφ επαγσγή ηνπ HIF-1a πξνθαιεί stress ζην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν (ER 

stress) ην νπνίν κε ηε ζεηξά ηνπ ελεξγνπνηεί ηελ UPR (unfolded protein response) 

πνπ είλαη έλαο μερσξηζηφο κεραληζκφο πξνζαξκνγήο ηνπ θπηηάξνπ ζηηο πνιχ 

ρακειέο ζπγθεληξψζεηο νμπγφλνπ φπσο έρεη αλαζθνπεζεί απφ ηνπο Wouters θαη 

ζπλεξγάηεο (291).  

Γεδνκέλνπ φηη ην κνλνπάηη ηεο ERK είλαη θξίζηκν γηα ηνλ θπηηαξηθφ 

πνιιαπιαζηαζκφ, ηελ θπηηαξηθή επηβίσζε θαη ηελ αγγεηνγέλεζε, εμεηάζακε ην ξφιν 

ηεο αλαζηνιήο ηνπ ζηελ αληί-πνιιαπιαζηαζηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο 

βηλνξεικπίλεο ζηα ελδνζειηαθά θχηηαξα ζηελ ππνμία. Γηαπηζηψζακε φηη ε αλαζηνιή 

ηεο MEK αλαραίηηζε ηελ αληίζηαζε ζηελ ππνμία. Ο ζπλδπαζκφο ρεκεηνζεξαπεπηηθψλ 

κε αλαζηνιείο ηνπ κνλνπαηηνχ ηεο RAF/MEK/ERK έρεη δψζεη ελζαξξπληηθά 

απνηειέζκαηα θαζψο ππεξέρεη ηεο κνλνζεξαπείαο ζε δηάθνξνπο ηχπνπο θαξθηληθψλ 

θπηηάξσλ κε δηαθνξεηηθέο θαηεγνξίεο ρεκεηνζεξαπεπηηθψλ. Δλδεηθηηθά λα 

αλαθέξνπκε ην ζπλδπαζκφ δνμνξνπβηθίλεο κε αλαζηνιέα ηεο MEK ζε επαηηθά 
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θαξθηληθά θχηηαξα (370) θαη ηε ζπγρνξήγεζε αλαζηνιέα ΜΔΚ κε δνζεηαμέιε ζε 

κνληέιν κειαλψκαηνο (371). Δπηπιένλ ην κνλνπάηη ζπρλά ελεξγνπνηείηαη κεηά ηε 

ρνξήγεζε ρεκεηνζεξαπεπηηθψλ. Γηα παξάδεηγκα ε παθιηηαμέιε πξνθάιεζε 

ελεξγνπνίεζε ηεο ERK ζε θαξθηληθά θχηηαξα παρένο εληέξνπ θαη ε πξνζζήθε 

αλαζηνιέα ηεο MEK αχμεζε ηελ πξν-απνπησηηθή δξάζε ηεο παθιηηαμέιεο (372). 

Οπφηε ε ζπγρνξήγεζε αλαζηνιέα MEK κε ρεκεηνζεξαπεπηηθά ζα κπνξνχζε λα 

ζπκβάιεη ζηελ αληηκεηψπηζε ηεο ρεκεηναληίζηαζεο. 

 Απφ ηελ άιιε θξίζηκνο είλαη ν ξφινο ηνπ κνλνπαηηνχ ηεο RAF/MEK/ERK ζηελ 

αγγεηνγέλεζε θαζψο είλαη απαξαίηεηε ε ελεξγνπνίεζε ηνπ γηα ηε κεηάδνζε 

αγγεηνγελεηηθψλ ζεκάησλ κέζσ ησλ ππνδνρέσλ θηλάζεο ηπξνζίλεο (373). Ο 

ζπλδπαζκφο κάιηζηα κεηξνλνκηθήο ρεκεηνζεξαπείαο κε ηνλ αλαζηνιέα ηεο RAF 

sorafenib έρεη δψζεη ελζαξξπληηθά απνηειέζκαηα γηα ην επαηνθπηηαξηθφ θαξθίλσκα 

αλ θαη ρξεηάδεηαη ζρεδηαζκφο κεγαιχηεξσλ κειεηψλ (374).  

Σν κνλνπάηη ηεο MEK/ERK ξπζκίδεη ηελ θπηηαξηθή επηβίσζε ζε αξθεηά επίπεδα. 

Η ERK αζθεί αληί-απνπησηηθή δξάζε κέζσ θσζθνξπιίσζεο θαη απελεξγνπνίεζεο 

ησλ πξν-απνπησηηθψλ πξσηετλψλ BAD θαη BIM αιιά θαη ηεο ελαξθηήξηαο 

θαζπάζεο-9 (255, 324). Απφ ηελ άιιε ε ERK εληζρχεη ηε δξάζε ησλ αληί-

απνπησηηθψλ πξσηετλψλ Bcl-2 θαη Mcl-1 (255, 324). πλεπψο ε αλαζηνιή ηεο ERK 

θαίλεηαη λα επαηζζεηνπνηεί ηα ελδνζειηαθά θχηηαξα ζηελ πξν-απνπησηηθή δξάζε ηεο 

κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο. Οπφηε ε πξνζζήθε αλαζηνιέα ηεο MEK ζηε ζεξαπεία 

κε αληηαγγεηνγελεηηθή κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε ζα κπνξνχζε λα είλαη έλαο 

νξζνινγηθφο ζπλδπαζκφο γηα ηελ αχμεζε ηεο αληί-πνιιαπιαζηαζηηθήο δξάζεο ζηελ 

ππνμία.  

Δθηφο απφ ηελ ERK, ην κνλνπάηη ηεο Akt παίδεη επίζεο θξίζηκν ξφιν ζηνλ 

θπηηαξηθφ πνιιαπιαζηαζκφ, ηελ θπηηαξηθή επηβίσζε θαη ηελ αγγεηνγέλεζε. Γη απηφ 

εμεηάζακε ηελ επίδξαζε ηεο αλαζηνιήο ηεο Akt ζηελ αληίζηαζε ζηελ αληί-

πνιιαπιαζηαζηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο ζηα ελδνζειηαθά θχηηαξα 

ζηελ ππνμία. Όπσο θαη κε ηελ ERK δηαπηζηψζακε αλαραίηηζε ηεο ππνμηθήο 

αληίζηαζεο. Σν κνλνπάηη ηεο Akt έρεη ζπζρεηηζηεί κε αληίζηαζε θαξθηληθψλ θπηηάξσλ 

ζε δηάθνξεο θαηεγνξίεο ρεκεηνζεξαπεπηηθψλ (375). Γηα παξάδεηγκα ε Akt επάγεη ηελ 

αληίζηαζε ζηε ζηζπιαηίλε ζε θαξθηληθά θχηηαξα ησλ σνζεθψλ θαη ηνπ ηξαρήινπ ηεο 

κήηξαο κέζσ ζηαζεξνπνίεζεο ηεο Protein Phosphatase Magnesium-dependent 1 D 

(PPM1D) (376). Απφ ηελ άιιε αλζεθηηθά ζηελ παθιηηαμέιε θαξθηληθά θχηηαξα 

σνζεθψλ παξνπζίαζαλ απμεκέλα επίπεδα θσζθνξπιησκέλεο Akt ηα νπνία 

αλέθηεζαλ ηελ επαηζζεζία ηνπο κεηά ηελ πξνζζήθε αλαζηνιέα ηεο Akt (377). Δπίζεο 

ην κνλνπάηη ηεο Akt/FoxO/Bim ζπληνλίδεη ηελ επηβίσζε ησλ cancer stem cells 

δειαδή ησλ θπηηάξσλ πνπ έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα λα αλαπηχζζνπλ λένπο φγθνπο θαη 
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είλαη ππεχζπλα γηα ηελ ππνηξνπή ηεο λφζνπ (378). Δλζαξξπληηθά είλαη ηα 

απνηειέζκαηα απφ ηελ θιηληθή αλάπηπμε αλαζηνιέσλ ηνπ κνλνπαηηνχ ηεο Akt φπσο 

πξνθχπηεη απφ κειέηεο ζπλδπαζκψλ κε άιια αληί-λενπιαζκαηηθά θάξκαθα (379). 

Δπηπιένλ ε ελεξγνπνίεζε ηεο Akt είλαη απαξαίηεηε γηα ηε κεηάδνζε ησλ 

αγγεηνγελεηηθψλ ζεκάησλ. Οη ππνδνρείο θηλάζεο ηπξνζίλεο κεηαδίδνπλ ηα ζήκαηα 

επηβίσζεο, πνιιαπιαζηαζκνχ θαη κεηαλάζηεπζεο ησλ αγγεηνγελεηηθψλ παξαγφλησλ 

κέζσ ηνπ κνλνπαηηνχ PI3K/Akt (380). Απφ ηελ άιιε ε Akt θαίλεηαη λα δηεγείξεη ηφζν 

ην κνλνπάηη ηνπ HIF1α φζν θαη ηνπ VEGF (381). Σέινο έρεη δεηρζεί ε Akt λα 

ελεξγνπνηείηαη ζε ζπλζήθεο ππνμίαο απμάλνληαο ηελ επηβίσζε ησλ θπηηάξσλ (382). 

Χο εθ ηνχηνπ ν ζπλδπαζκφο αληηαγγεηνγελεηηθήο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο κε 

αλαζηνιέα ηεο Akt θαίλεηαη λα δεκηνπξγεί ζπλέξγεηεο ζε πνιιαπιά επίπεδα.  

Σν κνλνπάηη ηεο Akt ξπζκίδεη ηελ επηβίσζε ησλ θπηηάξσλ κέζσ πνιιαπιψλ 

νδψλ (258). Η Akt θαηαζηέιιεη ηε δξαζηηθφηεηα ηνπ πξν-απνπησηηθνχ Bax κε 

απνηέιεζκα λα παξεκπνδίδεηαη ε δηάηξεζε ηεο εμσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο 

κεκβξάλεο (383). Δπηπιένλ θαηαζηέιιεη ηε δξαζηηθφηεηα ηεο πξν-απνπησηηθήο BH3-

only πξσηεΐλεο Bad πνπ παξεκπνδίδεη ηε δξάζε ησλ αληί-απνπησηηθψλ πξσηετλψλ 

ηεο νηθνγέλεηαο Bcl-2 (282). Απφ ηελ άιιε θαηαζηέιιεη ηελ έθθξαζε ησλ BH3-only 

πξν-απνπησηηθψλ πξσηετλψλ κέζσ αλαζηνιήο ηνπ κεηαγξαθηθνχ παξάγνληα FoxO 

(283). Δπίζεο ε αλαζηνιή ηεο Akt νδεγεί ζε ελεξγνπνίεζε ηεο GSK3-β θαη ζηε 

ζπλέρεηα απνθφιιεζε ηεο Hexokinase-ii (ΗΚ ΙΙ) απφ ηε κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε 

(384, 385). Η απνκάθξπλζε ηεο HK II νδεγεί ζε δηάηξεζε ηεο κηηνρνλδξηαθήο 

κεκβξάλεο κέζσ δεκηνπξγίαο δηαπεξαηνχ πφξνπ κεηάπησζεο (386). Η δεκηνπξγία 

δηαπεξαηνχ πφξνπ κεηάπησζεο νδεγεί ζηνλ θπηηαξηθφ ζάλαην αλεμάξηεηα απφ ηελ 

παξνπζία ιεηηνπξγηθνχ πφξνπ Bax/Bak (46). Σέινο ε Akt πξνζηαηεχεη ηα θχηηαξα 

απφ ηελ απφπησζε ζε κεηά-κηηνρνλδξηαθφ επίπεδν απελεξγνπνηψληαο ηελ 

ελαξθηήξηα θαζπάζε-9 θαη ηελ εθηειεζηηθή θαζπάζε-3 (285). Η ελεξγνπνίεζε ησλ 

θαζπαζψλ είλαη ην θαηαιεθηηθφ βήκα ηεο απφπησζεο κε απνδφκεζε ησλ 

ζπζηαηηθψλ κεξψλ ηνπ θπηηάξνπ (225).  

Λακβάλνληαο ππ’ φςηλ φια ηα παξαπάλσ θαίλεηαη πσο ε αλαζηνιή ηεο Akt 

ζπληζηά κία ξεαιηζηηθή ιχζε γηα ηελ επαηζζεηνπνίεζε ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ 

ζηελ αληί-πνιιαπιαζηαζηηθή θαη πξν-απνπησηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο 

βηλνξεικπίλεο.  

πκπεξαζκαηηθά απνδεηθλχνπκε φηη ε θιηληθά εθηθηή κεηξνλνκηθή ζπγθέληξσζε 

βηλνξεικπίλεο ησλ 10nM είλαη αληηαγγεηνγελεηηθή in vitro. πλεπψο ε θιηληθή 

απνηειεζκαηηθφηεηα ηνπ πξσηνθφιινπ ζα κπνξνχζε λα απνδνζεί ελ πνιινίο ζηελ 

αληί-αγγεηνγέλεζε. Η κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε αλ θαη πξνθάιεζε αχμεζε ηεο 

έθθξαζεο ηνπ Hey1 δελ νδήγεζε ζε κεηαβνιέο ζηε θσζθνξπιίσζε ηνπ VEGFR2. 
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πλεπψο ε αληηαγγεηνγελεηηθή δξάζε ηεο είλαη ακθίβνιν λα νθείιεηαη ζηελ επίδξαζε 

ζην Hey1. Η ππνμία ε νπνία επάγεηαη απφ ηηο αληηαγγεηνγελεηηθέο ζεξαπείεο νδήγεζε 

ζε έθπησζε ηεο αληί-πνιιαπιαζηαζηηθήο δξάζεο ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο 

αθήλνληαο αλεπεξέαζηε ηελ επίδξαζε ζηηο ινηπέο ιεηηνπξγίεο ηεο αγγεηνγέλεζεο. Η 

αληίζηαζε απηή ζα κπνξνχζε λα είλαη παξάγνληαο ζεξαπεπηηθήο απνηπρίαο. Χζηφζν 

ε αλαζηνιή ησλ κνλνπαηηψλ ηεο ERK θαη Akt ηελ αλαραίηηζαλ. Ο ζπλδπαζκφο 

αλαζηνιέσλ ησλ κνλνπαηηψλ ηεο Akt θαη ERK κε κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε είλαη 

ειπηδνθφξνο θαη αμίδεη πεξαηηέξσ δηεξεχλεζεο.         
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5. ΤΜΠΔΡΑΜΑΣΑ 

 Η κεηξνλνκηθή ζπγθέληξσζε ησλ 10nM βηλνξεικπίλεο αλέζηεηιε ηα 

θξίζηκα βήκαηα ηεο αγγεηνγέλεζεο in vitro: ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ θαη 

ηε κεηαλάζηεπζε ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ, ηε δεκηνπξγία 

ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ θαη ηελ αγγεηνγελεηηθή εθβιάζηεζε.  

 Η κεηξνλνκηθή ζπγθέληξσζε βηλνξεικπίλεο αχμεζε ηελ έθθξαζε ηνπ 

mRNA ηνπ γνληδίνπ ζηφρνπ ηνπ Notch Hey1.  

 Η αχμεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ mRNA ηνπ Hey1 δε κεζνιαβήζεθε απφ 

αχμεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ NICD ελψ δελ νθείιεηαη ζε ελεξγνπνίεζε 

ησλ κνλνπαηηψλ NFθB θαη JNK φπσο δηαπηζηψζεθε απφ δνθηκαζίεο 

αλαζηνιήο ησλ αλσηέξσ κνλνπαηηψλ. 

 Η αχμεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ mRNA ηνπ Hey1 δε ζπλνδεχηεθε απφ 

κεηαβνιέο ηεο θσζθνξπιίσζεο ηνπ ππνδνρέα VEGFR2.  

 Η ζνβαξή ππνμία δελ επεξέαζε ηελ ηδηφηεηα ηεο κεηξνλνκηθήο 

βηλνξεικπίλεο λα αλαζηέιιεη ηε κεηαλάζηεπζε ησλ ελδνζειηαθψλ 

θπηηάξσλ, ην ζρεκαηηζκφ ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ θαη ηε δεκηνπξγία 

αγγεηνγελεηηθψλ εθβιαζηήζεσλ. 

 Η ζνβαξή ππνμία εμαζζέληζε ηελ ηδηφηεηα ηεο κεηξνλνκηθήο 

βηλνξεικπίλεο λα αλαζηέιιεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ ελδνζειηαθψλ 

θπηηάξσλ. 

 Η αληίζηαζε ζηελ αληη-πνιιαπιαζηαζηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο 

βηλνξεικπίλεο ζπλνδεχηεθε απφ εμαζζέληζε ηεο ηθαλφηεηαο ηεο λα 

πξνθαιεί ζηάζε ζηε θάζε G2/M θαη λα επάγεη ηελ απφπησζε ζηε 

ζνβαξή ππνμία. 

 Η κείσζε ηεο πξν-απνπησηηθήο δξάζεο ηεο κεηξνλνκηθήο 

βηλνξεικπίλεο ζπλνδεχηεθε απφ αδπλακία ξχζκηζεο ηνπ νχησο ή 

άιισο κεησκέλνπ ιφγνπ Bcl-2/Bax ζηε ζνβαξή ππνμία. Απφ ηελ άιιε 

παξά ην κεησκέλν ιφγν Bcl-2/Bax, ηα ελδνζειηαθά θχηηαξα δελ 

νδεγήζεθαλ ζηελ απφπησζε πηζαλψο ιφγσ ηνπ ειαηησκέλνπ 

ζνππεξνμεηδίνπ ζηε ζνβαξή ππνμία.   

 Ο αλαζηνιέαο ηνπ VEGFR2 sunitinib αλέζηεηιε ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ 

ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ ζηε λνξκνμία θαη ζηε ζνβαξή ππνμία 

ζηνλ ίδην βαζκφ κε ηε κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε ζηε λνξκνμία, 

σζηφζν δελ παξαηεξήζεθε πξνζζεηηθφ φθεινο. 
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 Ο αλαζηνιέαο ηεο γ-ζεθξεηάζεο DBZ θαη ε θαηαζηνιή ηεο έθθξαζεο 

ηνπ HIF1α δελ νδήγεζαλ ζε αχμεζε ηεο αληηπνιιαπιαζηαζηηθήο 

δξάζεο ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο. 

 Ο αλαζηνιέαο ηεο MEK, U0126 θαη ν αλαζηνιέαο V ηεο Akt 

αλαραίηηζαλ ηελ αληίζηαζε ζηελ αληί-πνιιαπιαζηαζηηθή δξάζε ηεο 

κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο ζηε ζνβαξή ππνμία. 
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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

Η κεηξνλνκηθή ρεκεηνζεξαπεία νξίδεηαη σο ε παξαηεηακέλε, αδηάιεηπηε 

ρνξήγεζε ρακειψλ κε ηνμηθψλ δφζεσλ ρεκεηνζεξαπεπηηθψλ. Η βηλνξεικπίλε είλαη 

έλα εκηζπλζεηηθφ αιθαινεηδέο ηεο vinca πνπ έρεη ην πιενλέθηεκα ηεο p.os 

ρνξήγεζεο, γεγνλφο πνπ επλνεί ηε ρξήζε ηεο ζε πξσηφθνιια ρξφληαο ρνξήγεζεο 

ρεκεηνζεξαπεπηηθψλ φπσο είλαη ε πεξίπησζε ηεο κεηξνλνκηθήο ρεκεηνζεξαπείαο. 

Μειέηεο ηχπνπ θάζεο Ι θαη ΙΙ έδεημαλ φηη ε κεηξνλνκηθή ρεκεηνζεξαπεία κε 

βηλνξεικπίλε αζθεί παξαηεηακέλε αληί-λενπιαζκαηηθή δξάζε. Λακβάλνληαο ππ’ 

φςηλ ηηο ρακειέο λαλνκνξηαθέο ζπγθεληξψζεηο ηνπ θαξκάθνπ, ηελ ακειεηέα 

ηνμηθφηεηα θαη ην πξνθίι ησλ αγγεηνγελεηηθψλ παξαγφλησλ πνπ παξαηεξήζεθαλ ζην 

αίκα αζζελψλ πνπ αληαπνθξίζεθαλ ζηε ζεξαπεία, ε θιηληθή δξάζε ηνπ 

πξσηνθφιινπ πηζαλψο απνδίδεηαη ζε αληηαγγεηνγελεηηθφ κεραληζκφ.  

Χο εθ ηνχηνπ, εμεηάζακε εάλ ε θιηληθά εθηθηή κεηξνλνκηθή ζπγθέληξσζε αζθεί 

αληηαγγεηνγελεηηθή δξάζε in vitro. Γηαπηζηψζακε φηη ηα 10nM βηλνξεικπίλεο 

αλέζηεηιαλ θξίζηκεο ιεηηνπξγίεο ηεο αγγεηνγέλεζεο. πγθεθξηκέλα, ε κεηξνλνκηθή 

ζπγθέληξσζε βηλνξεικπίλεο αλέζηεηιε ηε κεηαλάζηεπζε ησλ ελδνζειηαθψλ 

θπηηάξσλ θαη ηε δεκηνπξγία ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ ρσξίο σζηφζν λα επάγεη ηνλ 

θπηηαξηθφ ζάλαην, ελ αληηζέζεη κε ηε ζπκβαηηθή ζπγθέληξσζε ηνπ 1κΜ πνπ ήηαλ 

ηνμηθή. Δπηπιένλ ε κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε αλέζηεηιε ηνλ θπηηαξηθφ 

πνιιαπιαζηαζκφ θαη ηε δεκηνπξγία αγγεηνγελεηηθψλ εθβιαζηήζεσλ. 

ηε ζπλέρεηα δηεξεπλήζακε ην κεραληζκφ απηήο ηεο αλαζηαιηηθήο επίδξαζεο. 

Γηαπηζηψζακε φηη ε ρακειή ζπγθέληξσζε ησλ 10nM κεηέβαιε ηε κνξθνινγία ηνπ 

δηθηχνπ ησλ κηθξνζσιελίζθσλ εχξεκα ζπκβαηφ κε ηελ αληηαγγεηνγελεηηθή ηεο δξάζε. 

Χζηφζν, ζεσξήζακε φηη ππεηζέξρνληαη επηπξφζζεηνη κεραληζκνί πνπ εκπιέθνπλ 

θξίζηκα κνλνπάηηα ηεο αγγεηνγέλεζεο φπσο ηνπ Notch θαη ηνπ VEGF.  

Σν κνλνπάηη ηνπ Notch πξνζδηνξίδεη ην θαηλφηππν ησλ ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ 

ζε tip/stalk cell θαη θαηαζηέιιεη ηελ αγγεηνγελεηηθή εθβιάζηεζε ειαηηψλνληαο ηα 

επίπεδα ηνπ VEGFR2. Γηαπηζηψζακε φηη ηα 10nM βηλνξεικπίλεο αχμεζαλ ηα 

επίπεδα ηνπ mRNA ηνπ γνληδίνπ ζηφρνπ ηνπ Notch, HEY1 ρσξίο σζηφζν λα 

απμήζνπλ ηα επίπεδα ηνπ NICD (Notch Intracellular Domain) ελψ ν αλαζηνιέαο ηεο 

γ-ζεθξεηάζεο DBZ δελ θαηέζηεηιε ηα επίπεδα ηνπ HEY1 ζεκαληηθά. O NFθΒ θαη ε 

JNK δηαζηαπξψλνληαη κε ην κνλνπάηη ηνπ Notch θαη απμάλνπλ ηα επίπεδα ησλ 

γνληδίσλ ζηφρνπ ηνπ Notch. Γηαπηζηψζακε φηη ε κεηξνλνκηθή ζπγθέληξσζε 

βηλνξεικπίλεο νδήγεζε ζε κεηαθίλεζε ηνπ NFθB ζηνλ ππξήλα θαη θσζθνξπιίσζε 

ηεο JNK. Χζηφζν ν αλαζηνιέαο ΙΙΙ ηεο ΙΚΚ θαη ν αλαζηνιέαο ΙΙ ηεο JNK δελ 

εκπφδηζαλ ηελ επίδξαζε ζην HEY1, εχξεκα πνπ ππνδειψλεη φηη ε δξάζε απηή δελ 
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απνδίδεηαη ζε ελεξγνπνίεζε ησλ NFθΒ θαη JNK. Δπηπιένλ ε αχμεζε ηνπ HEY1 

παξαδφμσο ζπλνδεχηεθε απφ κηθξή αχμεζε ησλ επηπέδσλ ηνπ mRNA ηνπ VEGFR2 

ρσξίο σζηφζν λα επεξεαζηνχλ ηα πξσηετληθά επίπεδα θαη ε θσζθνξπιίσζε ηνπ 

VEGFR2. 

Κιηληθέο κειέηεο έδεημαλ φηη νη αληηαγγεηνγελεηηθέο ζεξαπείεο έρνπλ παξνδηθή 

επίδξαζε θαζψο νη φγθνη γίλνληαη ηειηθά αλζεθηηθνί ζηε ζεξαπεία. Η επαγφκελε απφ 

ηε ζεξαπεία ππνμία ζεσξείηαη ν κέγαο ελνξρεζηξσηήο απηήο ηεο αληίζηαζεο. 

Δμεηάζακε εάλ ε ζνβαξή ππνμία κεζνιαβεί αληίζηαζε θαη ζηε δξάζε ηεο 

κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο. Γηαπηζηψζακε φηη ε ζνβαξή ππνμία δελ επεξέαζε ηε 

δπλαηφηεηα ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο λα αλαζηέιιεη ηε κεηαλάζηεπζε ησλ 

ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ, ην ζρεκαηηζκφ ελδνζειηαθψλ ζσιήλσλ θαη ηελ 

αγγεηνγελεηηθή εθβιάζηεζε. Χζηφζν πξνθάιεζε αληίζηαζε ζηελ αληί-

πνιιαπιαζηαζηηθή ηεο δξάζε.   

Γηεξεπλήζακε ην κεραληζκφ ηεο ππνμηθήο αληίζηαζεο κειεηψληαο ηελ απφπησζε 

θαη ηνλ θπηηαξηθφ θχθιν. Η ζνβαξή ππνμία εμαζζέληζε ηε δπλαηφηεηα ηεο 

κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο λα πξνθαιεί ζηάζε ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ ζηε G2/M 

θάζε θαζψο πξνθάιεζε κεηαθίλεζε ηνπ θπηηαξηθνχ πιεζπζκνχ ζηε G1 θάζε θαη 

ειάηησζε ηνλ αξηζκφ ησλ θπηηάξσλ ζηελ S θάζε κέζσ αχμεζεο ηεο έθθξαζεο ηνπ 

θπθιηλφ-εμαξηψκελνπ αλαζηνιέα θηλάζεο p27kip. 

Δπηπιένλ ε ζνβαξή ππνμία πεξηφξηζε ηελ πξν-απνπησηηθή δξάζε ηεο 

κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο. Μειεηήζακε ην ελδνγελέο κηηνρνλδξηαθφ κνλνπάηη ην 

νπνίν εκπιέθεηαη ζηνλ θπηηαξηθφ ζάλαην πνπ πξνθαιείηαη απφ ηα αιθαινεηδή ηεο 

vinca. Γηαπηζηψζακε φηη ε κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε ειάηησζε ην ιφγν Bcl-2/Bax 

ζηε λνξκνμία. Η ζνβαξή ππνμία ειάηησζε ην ιφγν Bcl-2/Bax ρσξίο σζηφζν λα 

πξνάγεη ηνλ θπηηαξηθφ ζάλαην ελψ ε κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε δελ θαηέζηεηιε ην 

ιφγν πεξαηηέξσ. Χο εθ ηνχηνπ ε κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε επέδεημε αδπλακία λα 

ξπζκίζεη ην ιφγν Bcl-2/Bax ζηε ζνβαξή ππνμία. Σν γεγνλφο απηφ πηζαλψο εμεγεί ηελ 

εμαζζεληζκέλε πξν-απνπησηηθή ηεο δξάζε ζηε ζνβαξή ππνμία. 

ηε ζπλέρεηα δηεξεπλήζακε ην κεραληζκφ επηβίσζεο ησλ ελδνζειηαθψλ 

θπηηάξσλ ζηε ζνβαξή ππνμία παξά ην ρακειφ ιφγν Bcl-2/Bax. Οη κηηνρνλδξηαθέο 

δξαζηηθέο κνξθέο νμπγφλνπ πξνάγνπλ ηελ νμείδσζε ηεο θαξδηνιηπίλεο ζπληειψληαο 

ζηε ραιαξή ζχλδεζε ηνπ θπηνρξψκαηνο C θαη ηε δίνδν ηνπ απφ ηνλ πφξν Bax. 

Γηαπηζηψζακε φηη ε ζνβαξή ππνμία ειάηησζε ηα επίπεδα ηνπ κηηνρνλδξηαθνχ 

ζνππεξνμεηδίνπ. Απηφ ελδερνκέλσο εμεγεί ηελ ειαηησκέλε απειεπζέξσζε 

θπηνρξψκαηνο C αθφκε θαη ζε πεξηπηψζεηο πνπ ν ιφγνο Bcl-2/Bax είλαη ρακειφο. 
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Σέινο αλαδεηήζακε κεζφδνπο λα αλαηξέςνπκε ηελ αληίζηαζε ζηελ ππνμία. 

Αξρηθά εμεηάζακε ην ξφιν ησλ δχν βαζηθψλ κνλνπαηηψλ ηεο αγγεηνγέλεζεο κε 

εθβιάζηεζε, VEGF θαη Notch. Γη απηφ κειεηήζακε ην ζπλδπαζκφ ηεο κεηξνλνκηθήο 

βηλνξεικπίλεο κε sunitinib, αλαζηνιέα ηνπ VEGFR2, θαη DBZ, αλαζηνιέα ηεο γ-

ζεθξεηάζεο. Σν sunitinib αλέζηεηιε ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ ελδνζειηαθψλ 

θπηηάξσλ ζηνλ ίδην βαζκφ ζηε λνξκνμία θαη ππνμία θαη ζηνλ ίδην βαζκφ κε ηε 

κεηξνλνκηθή βηλνξεικπίλε ζηε λνξκνμία. Χζηφζν ν ζπλδπαζκφο ηνπο δελ είρε 

πξνζζεηηθή δξάζε. Σν DBZ δε κεηέβαιε ζηελ επαηζζεζία ησλ ελδνζειηαθψλ 

θπηηάξσλ ζηελ αληί-πνιιαπιαζηαζηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο. ηε 

ζπλέρεηα εμεηάζακε ην ξφιν ηνπ HIF1α ηνπ βαζηθνχ ξπζκηζηή ηεο ζεκαηνδφηεζεο 

ζηελ ππνμία. Η απνζηψπεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ HIF1α κε παξεκβνιή RNA δελ 

επεξέαζε ηελ επαηζζεζία ησλ HUVEC ζηελ αληί-πνιιαπιαζηαζηηθή δξάζε ηεο 

κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο. Σέινο εμεηάζακε ηελ αλαζηνιή ησλ κνλνπαηηψλ ηεο 

ERK θαη Akt πνπ παίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ θπηηαξηθή επηβίσζε, απφπησζε θαη 

αγγεηνγέλεζε. Ο αλαζηνιέαο ηεο ΜΔΚ U0126 θαη ν αλαζηνιέαο V ηεο Akt αχμεζαλ 

ηελ αληηπνιιαπιαζηαζηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο ζηε λνξκνμία θαη 

ζνβαξή ππνμία θαη αλέηξεςαλ ηελ ππνμηθή αληίζηαζε. 

πκπεξαζκαηηθά, παξέρνπκε ηζρπξέο in vitro ελδείμεηο γηα ηελ αληηαγγεηνγελεηηθή 

βάζε ηνπ πξσηνθφιινπ ηεο κεηξνλνκηθήο ρεκεηνζεξαπείαο κε βηλνξεικπίλε θαη ηνπ 

κεραληζκνχ δξάζεο ηεο. Δπηπιένλ δείμακε φηη ε ζνβαξή ππνμία πξνθάιεζε 

αληίζηαζε ζηελ αληηπνιιαπιαζηαζηηθή δξάζε ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο θαη 

φηη ε αλαζηνιή ησλ κνλνπαηηψλ ηεο Akt θαη ERK αλέζηξεςαλ απηή ηελ αληίζηαζε. Ο 

ζπλδπαζκφο ηεο κεηξνλνκηθήο βηλνξεικπίλεο κε αλαζηνιείο ηεο ERK θαη Akt αμίδεη 

πεξαηηέξσ δηεξεχλεζεο. 
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ABSTRACT 

Metronomic chemotherapy is the protracted dose dense administration of low 

sub-toxic doses of chemotherapy. Vinorelbine is a semisynthetic vinca alkaloid with 

the additional advantage of the oral formulation which favors its use in the chronic 

administration protocol of metronomic chemotherapy. Clinical studies have 

demonstrated that the metronomic administration of vinorelbine creates sustainable 

anti-tumor efficacy. Considering the low nanomolar concentrations of the drug, the 

negligible toxicity and the profile of circulating angiogenic biomarkers we speculated 

that the antitumor activity is most likely attributed to anti-angiogenic activity. 

We sought to determine whether the clinically relevant concentration is anti-

angiogenic in vitro. We found that 10 nM vinorelbine inhibited critical functions of the 

angiogenic process. In particular, it inhibited human umbilical vein endothelial cell 

(HUVEC) migration and tube formation without simultaneous induction of cell death 

as opposed to the conventional concentration of 1 κΜ which was toxic. Moreover 

metronomic vinorelbine inhibited HUVEC proliferation and angiogenic sprouting. 

We next investigated the mechanism of this inhibitory effect. Apart from the direct 

anti-tubular activity that was observed we also examined Notch signaling. Notch 

pathway is a critical coordinator of tip/stalk cell specification and is known to 

suppress angiogenic sprouting by downregulating VEGFR2. We found that 10nM 

vinorelbine increased the mRNA of the Notch target gene Hey1 without concomitant 

increase of the Notch Intracellular Domain (NICD). NFθB and JNK have been shown 

to cross talk with Notch and upregulate its target genes. We found that the 

metronomic concentration of vinorelbine induced the translocation of the NFθB 

subunits in the nucleus and JNK phosphorylation. However the IKK inhibitor iii and 

JNK inhibitor ii did not block the effect on Hey1 mRNA suggesting that is not 

attributable to NFθB and JNK pathway activation. Moreover the upregulation of Hey1 

mRNA was unexpectedly followed by a small increase of VEGFR2 mRNA without 

altering VEGFR2 protein expression and phosphorylation. 

Clinical studies have shown that anti-angiogenic therapies have an ephemeral 

effect since tumors become eventually refractory to therapy. Treatment-induced 

hypoxia emerges as a major mechanism of resistance. We investigated whether 

severe hypoxia mediates resistance to metronomic vinorelbine treatment. We 

showed that severe hypoxia did not alter the ability of metronomic vinorelbine to 

inhibit endothelial cell migration, tube formation and sprouting. However severe 

hypoxia mediated resistance to its anti-proliferative action.  
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To investigate this hypoxic resistance we examined cell cycle and apoptosis. 

Severe hypoxia attenuated the ability of metronomic vinorelbine to induce G2/M 

arrest as it shifted the cell population to the G1 phase and decreased the fraction of 

the cells in the DNA synthesis S phase through upregulation of the cyclin-dependent 

kinase (cdk) inhibitor p27kip. Furthermore severe hypoxia lessened the pro-apoptotic 

action of metronomic vinorelbine. We examined the intrinsic mitochondrial apoptotic 

pathway as it is implicated in the cell death caused by vinca alkaloids. We found that 

metronomic vinorelbine decreased the Bcl-2/Bax ratio in normoxia. Surprisingly the 

Bcl-2/Bax ratio was also reduced in severe hypoxia without simultaneous induction of 

the cell death and metronomic vinorelbine did not further reduce the ratio. 

Metronomic vinorelbine failed to regulate the Bcl-2/Bax ratio in severe hypoxia and 

this may account for its decreased pro-apoptotic activity. We also questioned the 

mechanism of survival of endothelial cells in severe hypoxia despite the low Bcl-

2/Bax ratio. Mitochondrial reactive oxygen species are required for cardiolipin 

oxidation which results in a loose attachment of cytochrome C. The latter renders 

cytochrome C able to pass through bax pore. We showed that severe hypoxia 

decreased mitochondrial superoxide production. Low superoxide may explain 

decreased cytochrome C release even with low Bcl-2/Bax ratio. 

Finally we sought to find ways to overcome this hypoxic resistance. At first we 

examined the impact of two major pathways of sprouting angiogenesis. We 

investigated the combination of metronomic vinorelbine with sunitinib which is a 

VEGFR2 inhibitor and DBZ which is γ-secretase inhibitor that suppresses Notch 

signaling. Sunitinib inhibited proliferation to the same extent in normoxia and severe 

hypoxia and to the same extent as metronomic vinorelbine in normoxia. However the 

combination had no additive effect. DBZ did not alter the sensitivity of endothelial 

cells to the anti-proliferative action of metronomic vinorelbine. We next investigated 

the role of HIF-1α the master regulator of hypoxia. Suppression of HIF-1α protein 

levels by RNA interference did not alter the sensitivity of HUVECs to the anti-

proliferative action of metronomic vinorelbine. Finally, we inhibited Akt and ERK 

which play critical role in cell survival, apoptosis and angiogenesis. The MEK inhibitor 

U0126 and the Akt inhibitor V increased the anti-proliferative effect of metronomic 

vinorelbine in normoxia and severe hypoxia and reversed the hypoxic resistance. 

In conclusion, we provide evidence for the anti-angiogenic basis of metronomic 

vinorelbine and its mechanism of action. We show that severe hypoxia confers 

resistance to its anti-proliferative activity and that ERK and Akt inhibition restored its 

effectiveness. Combination strategies with these agents warrant further investigation. 
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