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«Η έγκριση της διδακτορικής διατριβής από το Τµήµα Ιατρικής του Πανεπιστηµίου 

Ιωαννίνων δεν υποδηλώνει αποδοχή των γνωµών του συγγραφέα Ν. 5343/32, άρθρο 202, 

παράγραφος 2 (νοµική κατοχύρωση του Ιατρικού Τµήµατος).» 



  





 

  



 

  

“H παρούσα έρευνα έχει συγχρηµατοδοτηθεί από την Ευρωπαϊκή Ένωση (Ευρωπαϊκό 

Κοινωνικό Ταµείο - ΕΚΤ) και από εθνικούς πόρους µέσω του Επιχειρησιακού 

Προγράµµατος «Εκπαίδευση και ∆ια Βίου Μάθηση» του Εθνικού Στρατηγικού Πλαισίου 

Αναφοράς (ΕΣΠΑ) – Ερευνητικό Χρηµατοδοτούµενο Έργο: Ηράκλειτος ΙΙ. Επένδυση 

στην κοινωνία της γνώσης µέσω του Ευρωπαϊκού Κοινωνικού Ταµείου.” 

 

 



  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στον άντρα της ζωής µου 



  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στην αδερφή µου Ευθυµία  

&  

στους γονείς µου Πάνο και Ροδάνθη 

  



  



 

Η ζωή είναι ένα τρένο 

 

Σε κάθε σταθµό άνθρωποι ανεβαίνουν και άλλοι κατεβαίνουν, 

µε κάποιους θα συνταξιδέψεις περισσότερο, µε άλλους λιγότερο. 

Μέσα στο τρένο θα συναντήσεις πολλούς… 

Ανθρώπους σηµαντικούς για σένα, αλλά και αδιάφορους... 

Θα έρθουν αυτοί που θα αγαπήσεις, αυτοί που θα σε αγαπήσουν, άλλοι θα σου βάλουν 

τρικλοποδιές, άλλοι θα σε σηκώσουν όταν πέσεις, κάποιοι θα σου κρατούν το χέρι όταν 
φοβάσαι τον γκρεµό και άλλοι θα θελήσουν να σε πετάξουν από το παράθυρο... 

 

Θα συναντήσεις συνεπιβάτες που θα σου µιλούν ψιθυριστά, όπως ταιριάζει στον έρωτα και 
αυτοί που µε κακία θα σου φωνάζουν… 

Στο ταξίδι θα περάσεις από θάλασσες και βουνά, άλλοτε το ταξίδι είναι ήρεµο και άλλοτε 

περνάς κακοτράχαλα δύσβατα σηµεία, χειµώνες και καλοκαίρια θα 
εναλλάσσονται....νηνεµία και φουρτούνες θα συναντήσεις... 

Νύχτα και µέρα, φορές που ο ήλιος θα ζεσταίνει την καρδιά, µα και άλλες που το κρύο θα 
πληγώνει την ψυχή ,φορές που χαλαρός θα κοιµάσαι, φορές που µε αγωνία θα ξενυχτάς! 

 

Θα τύχει να δεις αγαπηµένους σου να κατεβαίνουν, γιατί το ταξίδι τους έφτασε στο τέλος 

του και θα πονάς για τον αποχωρισµό. Θα τύχει να δεις αγαπηµένους σου να αλλάζουν 

βαγόνι και να σε αφήνουν, µα κάποιες φορές και εσύ θα αλλάξεις βαγόνι και θα τους 
αφήσεις... 

Μέσα στις αποσκευές σου κουβαλάς, γνώσεις, εµπειρίες, αγάπη, πόνο, δάκρυα, γέλια, χαρά 

και λύπη. Ένα ταξίδι που συνέχεια σου δίνει και σε µαθαίνει. Γεµίζουν οι αποσκευές σου 

και λαχταράς για τον επόµενο σταθµό… 

 

Καλή συνέχεια του ταξιδιού µας λοιπόν… 

 

(Πηγή: La Verita) 
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Ευρωπαϊκή Ένωση - Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταµείο (ΕΚΤ) και Εθνικούς πόρους µέσω του 
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εγκάρδια παρότρυνσή του βοήθησε ένα από τα όνειρά µου, το διδακτορικό µου, να γίνουν 

πραγµατικότητα. Τον ευχαριστώ τόσο για την ουσιαστική ερευνητική µας συνεργασία όσο 

και για το συνολικό ακαδηµαϊκό ήθος το οποίο µου µετέδωσε.  

Ευχαριστώ τους κυρίους ∆ηµήτριο Γαλάρη και Παναγιώτη Καναβάρο, µέλη της 

τριµελούς επιτροπής, για τις συµβουλές τους και το συνεχές ενδιαφέρον για την πρόοδο 

αυτού του έργου. Σας ευχαριστώ θερµά για τη συνεργασία! 

Επιπλέον, θα ήθελα να ευχαριστήσω τις κυρίες Πατρώνα Βεζυράκη, Βασιλική 

Καλφακάκου και Μαρίκα Σύρρου καθώς και τον κύριο Περικλή Παππά, µέλη της 

εξεταστικής επιτροπής, για το χρόνο που διέθεσαν προκειµένου να αξιολογήσουν την 

παρούσα εργασία, για τις καθηµερινές τους συµβουλές, επιστηµονικές και µη, και για το 

καθηµερινό τους χαµόγελο στο εργαστήριο. Σας ευχαριστώ πολύ! 

Ευχαριστώ επίσης τους Καθηγητές Θεόδωρο Τζαβάρα, Παναγιώτη Κούκλη, 

Σπυρίδωνα Καρκαµπούνα, Άγγελο Ευαγγέλου, Φράγκου Μαρία, Βασιλική Γαλάνη για την 

καθηµερινή συνεργασία, τις ιδέες τους και την υλική τους βοήθεια, όλο αυτό το διάστηµα. 

Ευχαριστώ επίσης τους συναδέλφους που συνάντησα, ήρθαν, πέρασαν, έφυγαν ή 

έµειναν στο εργαστήριο. Ευχαριστώ πάρα πολύ την Ιωάννα Κύρου για την παρέα της, την 

ειλικρίνειά της και τις συµβουλές της, τη Γιώτα Κασιούµη για τη συνεργασία στα δύσκολα 

και τη ∆έσποινα Γκέκα για τη συνεργασία, το χαµόγελο και την εµπιστοσύνη της. 

Ευχαριστώ µέσα από την καρδιά µου τις Ίριδα ∆ήµα και Σωτηρούλα Θρασυβούλου για τη 

φιλία τους, τις συµβουλές τους και τις ατέλειωτες ώρες συζητήσεων. Τη Βιολέττα 

Μαλταµπέ και την Αλέκα Ντουχανιάρη για την καθοδήγησή τους. Τη Μαρία Γκιούλη, τον 

Πάνο Λέκκα, Στέλιο Ζερικιώτη και την Χριστιάννα Ζαχαρίου για την συνεργασία, τις 

επιστηµονικές συµβουλές, τις ιδέες, τη φιλία και την καθηµερινή στήριξή τους. Την Ντιάνα 

Πότση και τον Μιχάλη Μάντζαρη για την πολύτιµη βοήθειά τους. Σας ευχαριστώ όλους 

από καρδιάς!  

Τέλος, το µεγαλύτερο ευχαριστώ µου και την ευγνωµοσύνη µου θα ήθελα να τα 

απευθύνω στον Θεό, στην οικογένειά µου και στους φίλους µου. Στον Νότη µου, για την 



αγάπη του, το χιούµορ του, τη στήριξή του στα δύσκολα, τις θυσίες του και τις ατέλειωτες 

νύχτες συζητήσεων µέσω skype τα τελευταία δυόµισι χρόνια. Η ζωή µας… µια οθόνη! 

Συγγνώµη που ήµουν µακριά… τα καλύτερα έρχονται! Στη Θυµιέλα µου, για την παρουσία 

της, την συµπαράστασή της και τις συµβουλές της όλον αυτόν τον καιρό. Ήξερες πάντα 

πως νιώθω, χωρίς καν να µιλήσω. Στους γονείς µου, Πάνο και Ροδάνθη, για την αγάπη 

τους και για τον τρόπο µου µε ανέθρεψαν, ώστε να πιστεύω στον εαυτό µου και να επιµένω 

µπρος σε κάθε δυσκολία. Σας ευχαριστώ πραγµατικά, µέσα από την καρδιά µου, για όλα!  

Σας ευχαριστώ όλους θερµά! 

 

Ιωάννινα, Μάρτιος 2016 

Εύη Βραζέλη 
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1.1.ΘΕΡΜΙΚΟ ΣΟΚ 

1.1.1.Απόκριση θερµικού σοκ 

Τα κύτταρα απαιτούν δραστικά συστήµατα για να επιβιώσουν έπειτα από σοβαρές 

στρεσογόνες συνθήκες, όπως είναι οι ακραίες θερµοκρασίες, οι τοξίνες, τα παθογόνα 

µικρόβια και οι µεταλλάξεις. Η απόκριση σε θερµικό σοκ είναι από τις πιο πρωτόγονες και 

υψηλά συντηρηµένες για την κυτταρική επιβίωση (1) (2). Η έκθεση των κυττάρων σε 

υψηλές θερµοκρασίες οδηγεί σε µια γρήγορη αλλαγή στην έκφραση των γονιδίων και στη 

βιοσύνθεση µιας σειράς νέων πρωτεϊνών. Αυτή η αλλαγή επιτυγχάνεται, εν µέρει, µε µια 

γενική αναστολή της µεταγραφής, ταυτόχρονα όµως παρατηρείται µια αύξηση στη 

σύνθεση µιας οµάδας πρωτεϊνών οι οποίες ονοµάζονται πρωτεΐνες θερµικού σοκ (hsps: 

heat shock proteins) και είναι ευρύτερα γνωστές ως µοριακοί συνοδοί (molecular 

chaperons) (3-5). Παράλληλα µε τις αλλαγές στο επίπεδο της µεταγραφής, παρατηρείται 

και µια επιλεκτική µετάφραση εκείνων των µηνυµάτων που κωδικοποιούν για τις 

πρωτεΐνες που επάγονται από το θερµικό σοκ. Τα µηνύµατα όµως, που δεν µεταφράζονται 

κατά τη διάρκεια του θερµικού σοκ, δεν αποικοδοµούνται, αλλά απλά απενεργοποιούνται. 

Αυτή η περίπλοκη διαδικασία είναι βέβαια πλήρως αντιστρεπτή: όταν τα κύτταρα 

επιστρέψουν στην κανονική θερµοκρασία, τόσο τα πρότυπα της µεταγραφής, όσο και η 

µετάφραση, επανέρχονται στα κανονικά επίπεδα (5, 6). 

Όλοι οι οργανισµοί -είτε ευκαρυωτικοί είτε προκαρυωτικοί- όταν αναπτυχθούν σε 

θερµοκρασίες υψηλότερες από τις κανονικές επάγουν τη σύνθεση χαρακτηριστικών 

πρωτεϊνών. Ο βαθµός εξελικτικής συντηρητικότητας µεταξύ αυτών των πρωτεϊνών 

ποικίλει. Φαίνεται όµως ότι κάποια σχέση υφίσταται (7). Όλες οι πρωτεΐνες των οποίων η 

σύνθεση επάγεται από το θερµικό σοκ εµφανίζονται να έχουν σηµαντικό ρόλο στο να 

προστατεύουν από τη θνησιµότητα που προκαλείται από τις υψηλές θερµοκρασίες, καθώς 

επίσης να επιτρέπουν στους οργανισµούς να συνεχίσουν την αύξηση και την ανάπτυξή 

τους όταν επανέλθουν σε λιγότερο ακραίες θερµοκρασίες. Οι πρωτεΐνες επάγονται επίσης 

και από µια ποικιλία άλλων στρεσογόνων συνθηκών, όπως είναι η έλλειψη οξυγόνου, η 

παρουσία ιόντων βαρέων µετάλλων (κάδµιο, αρσενικό, µόλυβδος, χαλκός κλπ.), οι 

παρεµποδιστές του µεταβολισµού ενέργειας, οι χηµειοθεραπευτικοί παράγοντες, τα 

ανάλογα αµινοξέων, η οξειδωτική βλάβη (αλλαγή pH) (7), η λοίµωξη από ιό (8), η 
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ισχαιµία, η υπερτροφία, το οίδηµα, η κακοήθεια, κάποιες µεταβολές στον κυτταρικό κύκλο 

και τέλος η ανάπτυξη και διαφοροποίηση των κύτταρων.  

Απόκριση θερµικού σοκ (Heat shock response) ονοµάζεται η αλλαγή στην 

κατάσταση ή ενεργότητα ενός κυττάρου ή ενός οργανισµού, ως αποτέλεσµα ενός ξαφνικού 

θερµικού εξωτερικού ερεθίσµατος, µε θερµοκρασία υπεράνω της φυσιολογικής του 

οργανισµού ή του κυττάρου. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα να επηρεάζονται πολλές 

λειτουργίες µεταξύ των οποίων, η κίνηση, η έκκριση, η παραγωγή ενζύµων, η γονιδιακή 

έκφραση και πολλές άλλες. Περιγράφηκε για πρώτη φορά στο έντοµο Drosophila 

melanogaster από τον Ferrucio M. Ritossa το 1962, ο οποίος παρατήρησε ότι η αύξηση της 

θερµοκρασίας είχε ως αποτέλεσµα την εµφάνιση ενός νέου προτύπου χρωµοσωµικών 

διογκώσεων (puffs) στα πολυταινικά χρωµοσώµατα των σιελογόνων αδένων του εντόµου 

(9). Το 1972 από τους Ashburner και Bonner αποδείχτηκε ότι οι συγκεκριµένες 

χρωµοσωµικές διογκώσεις αποτελούν ενεργές περιοχές αυξηµένης µεταγραφής mRNAs 

πρωτεϊνών, που αργότερα χαρακτηρίστηκαν ως θερµοεπαγόµενες πρωτεΐνες (Hsps) (10). Ο 

όρος θερµοεπαγόµενο γονίδιο και θερµοεπαγόµενη πρωτεΐνη δόθηκε το 1974 από τον 

Tissieres, ο οποίος επίσης µελετούσε την απόκριση στο θερµικό στρες στο έντοµο 

Drosophila melanogaster (11). Το 1978-1979, µελέτες σε άλλους οργανισµούς 

αποκάλυψαν ότι η αύξηση της θερµοκρασίας και άλλες στρεσογόνες καταστάσεις επάγουν 

τη σύνθεση θερµοεπαγόµενων πρωτεϊνών σε κύτταρα πτηνών, στη ζύµη και στο πρωτόζωο 

Tetrahymena spp. Μέσα σε λίγα χρόνια παρόµοιες αποκρίσεις αναφέρθηκαν σε έναν 

µεγάλο αριθµό οργανισµών. Αντίστοιχες µελέτες οδήγησαν στο συµπέρασµα ότι τα 

θερµοεπαγόµενα γονίδια εµφανίζουν υψηλό βαθµό συντήρησης κατά τη διάρκεια της 

εξέλιξης, όχι µόνο σε ότι αφορά την κωδική αλληλουχία των πρωτεϊνών τους, αλλά και 

στις ρυθµιστικές τους αλληλουχίες (12).  

 

1.1.2.Πρωτεΐνες θερµικού σοκ 

Η λειτουργία µιας πρωτεΐνης καθορίζεται από την τρισδιάστατη δοµή της. Όταν οι 

πρωτεΐνες εκτίθενται σε υψηλή θερµοκρασία, οι αλυσίδες των αµινοξέων που διπλώνονται 

σε έλικες ή πτυχωτές επιφάνειες χάνουν το σχήµα τους. Όταν το εσωτερικό αυτών των 

πρωτεϊνών εκτίθεται, οι πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν και σχηµατίζουν σφαιρικές δοµές. Αυτό 
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τις κάνει µη λειτουργικές. Αυτές οι λανθασµένες στερεοδιατάξεις των πρωτεϊνών είναι 

υπεύθυνες για έναν µεγάλο αριθµό παθολογικών καταστάσεων όπως η νόσος Alzheimer και 

ο καρκίνος (καρκινογένεση).  

Πρωτεΐνες θερµικού σοκ (HSP) είναι µια οικογένεια πρωτεϊνών οι οποίες 

εκφράζονται από κύτταρα έπειτα από την έκθεσή τους σε στρεσογόνες συνθήκες. Αυτά 

περιγράφηκαν για πρώτη φορά σε σχέση µε το θερµικό σοκ (9), αλλά είναι τώρα επίσης 

γνωστό ότι οι πρωτεΐνες θερµικού σοκ εκφράζονται κατά τη διάρκεια και άλλων ακραίων 

συνθηκών, συµπεριλαµβανοµένης της έκθεσης σε κρύο, (13) το υπεριώδες φως (14) και 

κατά τη διάρκεια της επούλωσης τραύµατος ή την αναδιαµόρφωση των ιστών (15). Πολλά 

µέλη αυτής της οµάδας εκτελούν λειτουργία συνοδού σταθεροποιώντας τις πρωτεΐνες για 

να εξασφαλιστεί η σωστή αναδίπλωση ή βοηθώντας στην αναδίπλωση των πρωτεϊνών που 

είχαν καταστραφεί, έπειτα από στρες του κυττάρου (2). Αυτή η αύξηση στην έκφρασή 

τους, έπειτα από συνθήκες στρες, είναι µεταγραφικά ρυθµιζόµενη. Η θεαµατική 

απορύθµιση των πρωτεϊνών θερµικού σοκ είναι ένα βασικό µέρος της απάντησης στο 

θερµικό σοκ και προκαλείται κυρίως από τον παράγοντα θερµικού σοκ (HSF) (16). Οι 

πρωτεΐνες αυτές βρίσκονται σε σχεδόν όλους τους ζωντανούς οργανισµούς, από τα 

βακτήρια έως τον άνθρωπο.  

 

1.1.3 Ο ρόλος των πρωτεϊνών θερµικού σοκ  

Σχεδόν όλες οι Hsps εκφράζονται κάτω από φυσιολογικές συνθήκες αύξησης και η 

λειτουργία τους επικεντρώνεται στην διατήρηση της οµοιόστασης των πρωτεϊνών, 

ρυθµίζοντας τον ποιοτικό έλεγχο στην αναδίπλωση των πρωτεϊνών και βοηθώντας στη 

µετατόπιση τους κατά µήκος των ενδοκυτταρικών µεµβρανών (17-19). Κάτω από 

φυσιολογικές συνθήκες οι µοριακοί συνοδοί βοηθούν στη διαδικασία  αναδίπλωσης και 

διαµερισµατοποίησης των νεοσυντιθέµενων πρωτεϊνών, ενώ επίσης συµµετέχουν σε µια 

ποικιλία άλλων κυτταρικών λειτουργιών (20).  

Ως µοριακοί συνοδοί ορίζονται οι πρωτεΐνες που προσδένουν, και έτσι 

σταθεροποιούν τις µη σταθερές µορφές άλλων πρωτεϊνών –µέσω της ελεγχόµενης 

πρόσδεσης και απελευθέρωσης, διευκολύνουν in vivo την απόκτηση σωστής δοµής στο 
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χώρο, τη µεταφορά σε συγκεκριµένο υποκυτταρικό διαµέρισµα, ή στην αποµάκρυνση 

µέσω της αποδόµησης (21). Οι µοριακοί συνοδοί δεν καθορίζουν την τεταρτοταγή δοµή 

των αναδιπλωµένων πρωτεϊνών αλλά τις βοηθούν να βρουν τη δοµή τους πιο 

αποτελεσµατικά. Ωστόσο, µόνο λίγοι συµπεριφέρονται ως αληθινοί καταλύτες αυξάνοντας 

το ρυθµό της αναδίπλωσης των πρωτεϊνών οι οποίοι και καλούνται “καταλύτες 

αναδίπλωσης” (folding catalysts).  

Η πλειοψηφία των µοριακών συνοδών αποτρέπει τις µη σωστές αλληλεπιδράσεις των 

νέο-συντιθεµένων πρωτεϊνών και τους επιτρέπουν την αυθόρµητη αναδίπλωση. Ο 

µηχανισµός αυτός αυξάνει την απόδοση, αλλά όχι το ρυθµό της πρωτεϊνικής αναδίπλωσης 

(22). Οι µοριακοί συνοδοί είναι πρωτεΐνες πανταχού παρούσες και υψηλά συντηρηµένες, οι 

οποίες πιθανότατα έχουν παίξει κάποιο κυρίαρχο ρόλο στην εξέλιξη των σύγχρονων 

ενζύµων (23). Οι µοριακοί συνοδοί είναι ζωτικής σηµασίας για τα κύτταρα καθ’ όλη τη 

διάρκεια της ζωής τους. Ωστόσο, είναι ακόµα περισσότερο απαραίτητοι ύστερα από 

περιβαλλοντικό στρες το οποίο επάγει την πρωτεϊνική βλάβη. Οι µοριακοί συνοδοί παίζουν 

έναν πολύ σηµαντικό ρόλο στην αιτιολογία πολυάριθµων ασθενειών και έχουν ένα 

συνεχώς αυξανόµενο ρόλο στην κλινική εφαρµογή (24).  

Κατά την βιοσύνθεση των πρωτεϊνών, τα νεοσυντιθέµενα πολυπεπτίδια ανέρχονται 

από το ριβόσωµα έχοντας τις υδρόφοβες περιοχές τους εκτεθειµένες οι οποίες τελικά θα 

προστατευτούν στο εσωτερικό της αναδιπλωµένης πρωτεΐνης. Οι µοριακοί συνοδοί 

αναγνωρίζουν τις εκτεθειµένες υδρόφοβες περιοχές των πολυπεπτιδίων και έτσι 

αποτρέπουν τις µη κατάλληλες αλληλεπιδράσεις που θα µπορούσαν να οδηγήσουν στη 

δηµιουργία συσσωµατωµάτων. Κατά την µετάφραση, οι µοριακοί συνοδοί συνεισφέρουν 

στην ωρίµανση των πολυπεπτιδικών αλυσίδων, είτε µε το να βοηθούν στη σωστή 

αναδίπλωσή τους είτε µε την µετατόπισή τους στα διάφορα ενδοκυτταρικά οργανίδια (24).  

Οι µοριακοί συνοδοί δεν προσδένονται στα υποστρώµατά τους µόνο για να 

εµποδίσουν άµεσα τη διαµοριακή συσσωµάτωση, µε το να προστατεύουν τις περιοχές των 

µη-διαλυτών πολυπεπτιδικών αλυσίδων που αλληλεπιδρούν µεταξύ τους, αλλά επιπλέον, 

αποτρέπουν ή αντιστρέφουν την ενδοµοριακή αναδίπλωση. Συγκεκριµένοι µοριακοί 

συνοδοί, όπως οι οικογένειες των Hsp100 και Clp έχουν τη ικανότητα να ξετυλίγουν 

πρωτεΐνες ή να διαταράσσουν µικρά πρωτεϊνικά συσσωµατώµατα µε έναν ΑΤΡ-

εξαρτώµενο µηχανισµό (19). 
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Οι Hsps κατατάσσονται στην οικογένεια των µοριακών συνοδών και είναι υπεύθυνες 

τόσο για τη διατήρηση των ανώτερων δοµών άλλων πρωτεϊνών όσο και για τη σωστή 

διαµόρφωση τους, κατά τη βιοσύνθεσή τους και τη µεταφορά τους στα οργανίδια. Η δράση 

τους ως µοριακοί συνοδοί οφείλεται στην ικανότητά τους να αναγνωρίζουν και να 

προσδένονται στις υδρόφοβες περιοχές των πρωτεϊνών οι οποίες κατά τη διάρκεια της 

βιοσύνθεσής τους, ή λόγω άλλων παραγόντων, είναι εκτεθειµένες (25).  

 

1.1.4 Mοριακοί συνοδοί 

Ο όρος µοριακός συνοδός χρησιµοποιήθηκε αρχικά, για την περιγραφή της 

λειτουργίας της νουκλεοπλασµίνης, µίας πυρηνικής πρωτεΐνης που διευκολύνει τη 

συγκρότηση της χρωµατίνης, παρεµποδίζοντας ανορθόδοξες αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 

ιστονών και του DNA (26). Στη συνέχεια ο όρος γενικεύτηκε περιλαµβάνοντας ένα µεγάλο 

σύνολο ετερόλογων, αλλά λειτουργικά συσχετιζόµενων πρωτεϊνών οι οποίες υποβοηθούν 

την πρωτεϊνική αναδίπλωση και τη συγκρότηση άλλων πρωτεϊνών του κυττάρου (27). 

Προκειµένου µία πρωτεΐνη να χαρακτηριστεί ως µοριακός συνοδός, θα πρέπει να πληροί 

τα εξής κριτήρια: 

� ∆έσµευση σε πρωτεΐνες που εκθέτουν στην επιφάνειά τους υδρόφοβα αµινοξέα 

(28, 29).  

� Ελεγχόµενη απελευθέρωση των προσδεδεµένων πολυπεπτιδίων (30, 31).  

� Επαγωγή αλλαγών στη δοµή των πρωτεϊνικών υποστρωµάτων (32-34).  

Ένα προτεινόµενο µοντέλο πρωτεϊνικής αναδίπλωσης φαίνεται στην εικόνα 1. Οι 

πρωτεΐνες που ανήκουν στην κατηγορία των µοριακών συνοδών, είναι υψηλά 

συντηρηµένες, µε ευρεία κατανοµή από τα βακτήρια έως τα κύτταρα των θηλαστικών (35). 
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Εικόνα 1: Πρωτεϊνική αναδίπλωση υποβοηθούµενη από µοριακούς συνοδούς. Τόσο η βιοσύνθεση 

πρωτεϊνών όσο και το κυτταρικό στρες µπορεί να οδηγήσουν στη δηµιουργία πολυπεπτιδίων τα οποία έχουν 

χάσει ή δεν έχουν χάσει την τριτοταγή τους διαµόρφωση (Α). Τα µόρια αυτά θα πρέπει να αναδιπλωθούν µέσω 

διαφόρων ενδιάµεσων µορφών (Β), µέχρις ότου φθάσουν τη φυσική και ταυτόχρονα λειτουργική τους 

διαµόρφωση. Οι ενδιάµεσες αυτές µορφές, είναι δυνατό να εκθέτουν στην επιφάνειά τους υδρόφοβα αµινοξέα, 

τα οποία και τις καθιστούν ευαίσθητες στη συσσωµάτωση (∆). Οι µοριακοί συνοδοί αναγνωρίζουν και 

συνδέονται µε τις επιφάνειες αυτές και παρεµποδίζουν τη συσσωµάτωσή τους. Επιπλέον, πρόσφατα δεδοµένα, 

αναδεικνύουν τη δυνατότητα κάποιων µοριακών συνοδών να επαναδιαλυτοποιούν πρωτεΐνες που είναι 

εγκλωβισµένες στα συσσωµατώµατα. Στις περισσότερες περιπτώσεις, µία ΑΤΡ-εξαρτώµενη αλλαγή στη 

διαµόρφωση του µοριακού συνοδού, σηµατοδοτεί την αποδέσµευση του πολυπεπτιδίου, το οποίο βρίσκεται υπό 

αναδίπλωση. Κάποια από τα µόρια που αποδεσµεύονται, είναι σε θέση να καταλάβουν την ορθή τους 

διαµόρφωση χωρίς επιπλέον βοήθεια από τους µοριακούς συνοδούς, κάποια άλλα µεταφέρονται σε άλλη 

µηχανή αναδίπλωσης (Ε), ενώ τέλος, τα υπολείποντα επαναδεσµεύονται στον ίδιο µοριακό συνοδό και 

συµµετέχουν σε ένα νέο κύκλο αναδίπλωσης. (36)  

 

1.1.5 Οικογένειες πρωτεϊνών θερµικού σοκ 

Οι πρωτεΐνες θερµικού σοκ παίρνουν το όνοµά τους ανάλογα µε το µοριακό τους 

βάρος. Οι οικογένειες που έχουν µέχρι τώρα ταξινοµηθεί είναι οι παρακάτω: 

� Πρωτεΐνη θερµικού σοκ 100 kDa ( HSP 100) 

� Πρωτεΐνη θερµικού σοκ 90 kDa ( HSP 90)  
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� Πρωτεΐνη θερµικού σοκ 70 kDa ( HSP 70) 

� Πρωτεΐνη θερµικού σοκ 60 kDa ( HSP 60- chaperonin) 

� Μικρές πρωτεΐνες θερµικού σοκ ( alpha – clystalin proteins)  

 

Πίνακας 1: Οι οικογένειες πρωτεινών θερµικού σοκ, ο κυτταρικός εντοπισµός τους και η λειτουργία τους (37). 

 

1.1.6 H οικογένεια πρωτεϊνών θερµικού σοκ 70kDa (Hsp70) 

Οι οικογένεια Hsp70 περιλαµβάνει υψηλά συντηρηµένους (38-40) µοριακούς 

συνοδούς που ρυθµίζουν την πρωτεϊνική αναδίπλωση κατά τη διάρκεια φυσιολογικών 

συνθηκών αλλά και κάτω από συνθήκες στρες (41). Έχει βρεθεί σε όλους τους 

οργανισµούς, από τα αρχαιοβακτήρια και τα φυτά, µέχρι τους ανθρώπους. Μάλιστα η 

προκαρυωτική Hsp70, η DnaK, παρουσιάζει 50% οµολογία µε τις ευκαρυωτικές Hsp70 

πρωτεΐνες. Αναλογικά, η Hsp70 αποτελεί έναν υψηλά αξιόπιστο φυλογενετικά δείκτη 

εξέλιξης σε µοριακό επίπεδο. Έχει χρησιµοποιηθεί για να φανερώσει τη µονοφυλετική 

συγγένεια µεταξύ οργανισµών του βασιλείου των µεταζώων, αλλά και ως ένας αδιάσειστος 

φυλογενετικός δείκτης συγγένειας (91%) µεταξύ των ζώων και των µυκήτων (39, 41).  

Η συντηρηµένη αλληλουχία αµινοξέων αντανακλάται επίσης και από τις 

συντηρηµένες λειτουργικές της ιδιότητες µεταξύ των ειδών. Για παράδειγµα, η Hsp70 της 
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Drosophila, όταν εκφράζεται σε θηλαστικά κύτταρα, είναι ικανή να τα προστατεύει 

ικανοποιητικά από το θερµικό σοκ (42), ενώ και η Hsp70 των τρωκτικών µπορεί να 

συµπληρωθεί λειτουργικά από την ανθρώπινη Hsp70, η οποία προσφέρει κυτταρική 

προστασία κατά διαφόρων ειδών στρες in-vitro (43), αλλά και σε διαγονιδιακά ζώα (44).  

 Η οικογένεια Hsp70 αποτελεί την καλύτερα µελετηµένη οµάδα των 

θερµοεπαγόµενων πρωτεϊνών. Στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς τα γονίδια των 

πρωτεϊνών αυτών αποτελούν πολυγονιδιακές οικογένειες των οποίων τα διάφορα µέλη 

εκφράζονται είτε σε φυσιολογικές συνθήκες είτε σε συνθήκες στρες (45, 46). Οι Hsp70s 

προωθούν την αναδίπλωση των νεοσυντιθέµενων αλυσίδων στα ριβοσώµατα, τη 

µετακίνηση των πρωτεϊνών κατά µήκος των µεµβρανών και την προστασία σε υψηλές 

θερµοκρασίες, δια µέσου αλληλεπιδράσεων µε τις εκτεθειµένες υδροφοβικές επιφάνειες 

των µη-αναδιπλωµένων ή µερικώς αναδιπλωµένων πρωτεϊνών.  

Όλοι οι ευκαρυωτικοί οργανισµοί έχουν περισσότερα από ένα γονίδια που 

κωδικοποιούν Hsp70 πρωτεΐνες. Για παράδειγµα, στο µύκητα Blastocladiella emersonii 

υπάρχουν 10 υποτιθέµενα µέλη της οικογένειας µε µεγάλη οµολογία µε τις αντίστοιχες 

Hsp70 της ζύµης Saccharomyces cerevisiae. Η ζύµη περιέχει οκτώ οµόλογες Hsp70, από 

τις οποίες οι έξι βρίσκονται στο κυτταρόπλασµα (Ssa1, Ssa2, Ssa3, Ssa4, Ssb1 και Ssb2) 

και δύο είναι ειδικά διαµερισµατοποιηµένες η Ssc1 που βρίσκεται στα µιτοχόνδρια και η 

Ssd1/Kar2 στο ενδοπλασµατικό δίκτυο (47, 48). Γενετικές µελέτες έχουν αποκαλύψει ότι 

οι τέσσερις Ssa πρωτεΐνες µπορούν να αλληλοσυµπληρώνονται, ενώ η ταυτόχρονη 

απαλοιφή τους είναι θανατηφόρα (47, 48). Ενδιαφέρον έχει το γεγονός ότι η ζωτικής 

σηµασίας λειτουργία των κυτταροπλασµατικών Ssa πρωτεϊνών δεν µπορεί να 

αντικατασταθεί από τις Ssb, κάτι που οδηγεί στο συµπέρασµα ότι τα κυτταροπλασµατικά 

µέλη της οικογένειας των Hsp70, έχουν και αλληλοκαλυπτόµενες αλλά και διαφορετικές 

λειτουργίες στη ζύµη (41).  
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1.1.7 Η οικογένεια των Hsp70 στον άνθρωπο 

∆οµή και ρόλος 

Η οικογένεια των Hsp70s στον άνθρωπο περιέχει τουλάχιστον οκτώ γονιδιακά 

προϊόντα που διαφέρουν µεταξύ τους στην αλληλουχία αµινοξέων, στο επίπεδο έκφρασης 

και στον υποκυτταρικό εντοπισµό τους (49). Ο εντοπισµός της Hsp70-5 (Bip ή Grp78) και 

της Hsp70-9 (mtHsp70 ή Grp75) περιορίζονται στον αυλό του ενδοπλασµατικού δικτύου 

και στην µήτρα του µιτοχονδρίου αντίστοιχα, ενώ οι υπόλοιπες έξι Hsp70 πρωτεΐνες 

κατανέµονται βασικά στο κυτταρόπλασµα και στον πυρήνα γεγονός που υποδηλώνει ότι 

είτε έχουν ειδικότητα για την κάθε πρωτεΐνη που αποτελεί υπόστρωµά τους είτε 

εµπλέκονται σε συγκεκριµένες λειτουργίες ανεξάρτητες από αυτές µίας συνοδούς 

πρωτεΐνης. Όπως συµβαίνει γενικά µε όλα τα είδη των Hsp70 πρωτεϊνών, έτσι και µε τις 

ανθρώπινες, η αλληλουχία των αµινοξέων τους αλλά και οι περιοχές της δοµής τους είναι 

υψηλά συντηρηµένες και είναι οι εξής (Εικόνα 2): 

� µία συντηρηµένη περιοχή µε λειτουργία ΑΤΡάσης στο αµινοτελικό άκρο 

� µία ενδιάµεση περιοχή µε σηµεία ευαίσθητα στις πρωτεάσες 

� µία περιοχή πρόσδεσης πεπτιδίων (18-kDa δίπλα στην ΑΤΡase περιοχή) και 

� µία περιοχή στο καρβοξυτελικό άκρο πλούσια σε γλυκίνη και προλίνη 

(G/Prichdomain) όπως επίσης και ένα µοτίβο των αµινοξέων γλουταµινικό-

γλουταµινικό-βαλίνη-ασπαραγινικό (EEVDmotif) το οποίο και ενισχύει την 

πρόσδεση άλλων Hsp πρωτεϊνών αλλά και οµο-συνοδών πρωτεϊνών (50-52). 

 

Εικόνα 2: Αναπαράσταση της δοµής των µελών της οικογένειας Hsp70 στον άνθρωπο (53). 

Επιπλέον, τα µέλη που βρίσκονται εντοπισµένα σε ειδικά κυτταρικά διαµερίσµατα 

έχουν κάποιο σήµα εντοπισµού στο αµινοτελικό τους άκρο και η Hsp70-5 έχει κάποιο 
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σήµα συγκράτησης στο καρβοξυτελικό της άκρο, που δεν της επιτρέπει να εκκριθεί από το 

ενδοπλασµατικό δίκτυο (54). Η συντηρηµένη δοµή των περιοχών των Hsp70 πρωτεϊνών 

ενισχύει ουσιαστικά τη λειτουργία τους ως συνοδές πρωτεΐνες και τις καθιστά ικανές να 

συνδέονται, µε έναν ΑΤΡ-εξαρτώµενο τρόπο, µε εκτεταµένες περιοχές υδροφοβικών 

αµινοξέων, που εκτίθενται λόγω της λανθασµένης αναδίπλωσης των πρωτεϊνών στις οποίες 

ανήκουν, και στη συνέχεια να τις  απελευθερώνουν (21, 51).  

1. Hsp70-1a και Hsp70-1b 

Σύµφωνα µε την βιβλιογραφία, όσων αφορά την οικογένεια των Hsp70 στον 

άνθρωπο και τα βασικά µέλη της οικογένεια αυτής, δηλαδή την Hsp70-1a και την Hsp70-

1b (κοινώς ονοµαζόµενες Hsp70-1), επάγονται από διάφορα είδη στρες µεταξύ των οποίων 

συγκαταλέγονται και οι υψηλές περιβαλλοντικές θερµοκρασίες. Τα γονίδια HSPA1A και 

HSPA1B που κωδικοποιούν τις Hsp70-1a και Hsp70-1b αντίστοιχα, είναι στενά 

συνδεδεµένα, επάγονται από το στρες και δεν έχουν ιντρόνια (55, 56). Επίσης ανήκουν στη 

οµάδα MHCIII (µείζον σύµπλεγµα ιστοσυµβατότητας) που εντοπίζεται ανάµεσα στα 

γονίδια του συµπληρώµατος και του TNF (Tumor Necrosis Factor) στο µικρό βραχίονα του 

χρωµοσώµατος 6 (57).  

Σύµφωνα µε δηµοσιευµένες ακολουθίες πρωτεϊνών οι Hsp70-1a και Hsp70-1b έχουν 

πάνω από 99% οµολογία αφού ουσιαστικά διαφέρουν µόνο σε δύο αµινοξέα από τα 641 

συνολικά. Κατά τη διάρκεια διαφόρων συνθηκών στρες, και τα δύο γονίδια των Hsp70-1 

ενεργοποιούνται από την πρόσδεση ενός επαγόµενου από το στρες µεταγραφικού 

παράγοντα του HSF1 (Heat Shock Factor 1), πάνω σε ρυθµιστικά στοιχεία του θερµικού 

σοκ (Heat Shock Elements: HSE), που βρίσκονται σε πολλαπλά αντίγραφα ανοδικά των 

ρυθµιστικών περιοχών των γονιδίων (57, 58).  

Υπό φυσιολογικές συνθήκες, η έκφραση των πρωτεϊνών Hsp70-1 εξαρτάται και από 

τον τύπο των κυττάρων, αλλά και από τη συγκεκριµένη φάση του κυτταρικού κύκλου, 

αφού έχει παρατηρηθεί συσσώρευσή τους κατά την G1 και S φάση (59). Ανάλογα και οι 

υποκινητές των Hsp70-1 γονιδίων περιέχουν διάφορες θέσεις πρόσδεσης βασικών 

µεταγραφικών παραγόντων όπως οι ΤΑΤΑ παράγοντες (ΤΑΤΑ-factors), o CTF (CCAAT-

box-binding-transcription-factor) και ο SP1 (60). Η βασική έκφραση των mRNAs που 

παράγονται από τα γονίδια HSPA1A και HSPA1B διαφέρει ελάχιστα στους περισσότερους 
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ιστούς και κυτταρικούς τύπους, αφού λίγο µεγαλύτερη έκφραση παρουσιάζει το ΗSPA1A. 

Οι επαγόµενες από στρες Hsp70-1 λειτουργούν ως συνοδές πρωτεΐνες και καθιστούν το 

κύτταρο ικανό να χειρίζεται τα συσσωµατώµατα των αποδιατεταγµένων πρωτεϊνών, κατά 

τη διάρκεια του στρες αλλά και µετά από αυτό (21, 61).  

Σε µοριακό επίπεδο, η Hsp70 είναι µία συνοδός πρωτεΐνη που καθοδηγεί τα 

µονοπάτια πρωτεϊνικής αναδίπλωσης (62), πρωτεϊνικής µετακίνησης, αλλά και 

πρωτεϊνικού καταβολισµού.  Επίσης έχει αποδειχθεί ότι οι λειτουργίες της Hsp70 

εκτελούνται σε συνεργασία µε µία οµάδα οµο-συνοδών πρωτεϊνών, εκ των οποίων βασικά 

µέλη αποτελούν οι Hsp40s, οι οποίες συνδυασµένες µε την Hsp70 δηµιουργούν 

λειτουργικές νανοµηχανές συνοδών πρωτεϊνών (63-65). Η ενεργότητα αυτών φαίνεται να 

εξαρτάται από την κατάσταση στην οποία βρίσκεται η Hsp70. Στοιχεία σχετικά µε τη 

ολιγοµερή κατάσταση της Hsp70 οδήγησαν στις προτάσεις ότι η Hsp70 είναι ανενεργή 

στην ολιγοµερή µορφή της, ενώ η λειτουργία της ως συνοδός πρωτεΐνη εκτελείται µόνο 

υπό τη µονοµερή της µορφή (66, 67). 

Κατά την εφαρµογή διαφόρων ειδών στρες (θερµότητα, ισχαιµία και οξειδωτικό 

στρες) που προκαλούν πρωτεϊνική καταστροφή, η υπερέκφραση των Hsp70-1 πρωτεϊνών 

προσφέρει προστασία κατά του στρες σε κυτταροκαλλιέργειες (43, 68-75) και εµπλέκεται 

µε τη θερµοευαισθησία, την βιωσιµότητα των κυττάρων (44, 76), καθώς και µε τον 

κυτταρικό θάνατο (77). Επίσης σε επίπεδο ολόκληρου του οργανισµού η Hsp70-1 φαίνεται 

να συσχετίζεται µε παθολογικές καταστάσεις ή ασθένειες (44, 78) όπως το ισχαιµικό σοκ 

(79), οι νευροεκφυλιστικές ασθένειες και o καρκίνος.  

Στην περίπτωση θερµικού σοκ, έχει αποδειχτεί ότι η λειτουργία της Hsp70-1 ως 

συνοδού πρωτεΐνης είναι θεµελιώδης για την προστασία του κυττάρου, αφού έχει προταθεί 

ότι αναστέλλει τη συσσώρευση των πρωτεϊνικών συσσωµατωµάτων, αποσύροντας έτσι το 

ερέθισµα που θα οδηγούσε σε κυτταρικό θάνατο (80, 81). Επίσης η Hsp70-1 προστατεύει 

τα µιτωτικά κύτταρα από ανωµαλίες διαίρεσης που συµβαίνουν εξαιτίας της επαγόµενης 

από θερµότητα καταστροφής του κεντροσωµατίου (82). Όµως η Hsp70-1 επίσης 

προστατεύει τα ποντίκια κατά της παγκρεατίτιδας και του TNF (83) και ενισχύει την 

επιβίωση των κυτταροκαλλιεργειών που εκτίθενται σε διάφορα ερεθίσµατα, τα οποία όµως 

δεν είναι γνωστό ότι προκαλούν πρωτεϊνική αποδιάταξη και συσσωµάτωση, όπως είναι η 

ενεργότητα των υποδοχέων θανάτου της οικογένειας TNF υποδοχέων (84, 85) της ασιτίας 
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λόγω έλλειψης γλυκόζης (86), του κεραµιδίου (84), της δοξορουβικίνης (87), της 

υπεριώδους ακτινοβολίας (88), φαρµάκων που καταστρέφουν τους µικροσωληνίσκους (75) 

και κυτταρικών αλλαγών που σχετίζονται µε τον καρκίνο (89, 90). 

Νέα δεδοµένα προτείνουν ότι στην προστασία κατά των παραπάνω ερεθισµάτων που 

αναφέρθηκαν, εµπλέκεται η Hsp70-1 η οποία εντοπίζεται και στο εσωτερικό της 

µεµβράνης των λυσοσσωµάτων (91-95). Σε αυτή τη θέση σταθεροποιεί τη λυσοσσωµική 

µεµβράνη και αναστέλλει την απελευθέρωση των λυσοσσωµικών υδρολασών στο 

κυτταρόπλασµα, όπου εκεί µπορούν να ξεκινήσουν κάποιο µονοπάτι αποπτωτικού θανάτου 

(91, 96, 97). Η παραπάνω ιδέα ενισχύεται από το γεγονός ότι στο πάγκρεας διαγονιδιακών 

ποντικιών µε έλλειψη της Hsp70-1, βρέθηκαν αυξηµένα επίπεδα ποσότητας και 

δραστικότητας της λυσοσσωµικής καθεψίνης  (83). 

Τέλος η επαγωγή της Hsp70-1 από τη θερµότητα έχει αποδειχθεί ότι συνοδεύεται και 

από τη µετακίνησής της στον πυρήνα των κυττάρων µε συγκεκριµένη µάλιστα 

συσσώρευσή της στους πυρηνίσκους (98) οι οποίοι σε κάποιες δηµοσιεύσεις θεωρούνται 

ότι συνιστούν σηµαντικούς κυτταρικούς αισθητήρες του στρες (99).  Είναι γνωστό ότι οι 

πυρηνίσκοι είναι πολυλειτουργικές πυρηνικές περιοχές, που εµπλέκονται στη ρύθµιση 

διαφόρων κυτταρικών διαδικασιών, όπως η βιογένεση των ριβοσωµάτων, η βιογένεση των 

µη-ριβοσωµατικών ριβονουκλεοπρωτεϊνικών συµπλεγµάτων, η κυτταρική γήρανση και ο 

κυτταρικός κύκλος. Για αρκετές δεκαετίες δεν ξέραµε τον πραγµατικό λόγο για τον οποίο η 

Hsp70-1 µετακινείται και συσσωρεύεται στον πυρήνα και τον πυρηνίσκο κατά τη διάρκεια 

θερµικού σοκ. Έχει προταθεί ότι η Hsp70-1 οδηγεί τις αποδιαταγµένες,  λόγω θερµότητας, 

πυρηνικές πρωτεΐνες στον πυρηνίσκο κατά τη διάρκεια του στρες προκειµένου να 

αποτραπεί σε πρώτη φάση η τυχαία συσσωµάτωσή τους µέσα στον πυρήνα και στη 

συνέχεια να επιτευχθεί η επαναδίπλωσή τους σε επιτρεπτά επίπεδα που αποτρέπουν την 

έµµεση βλάβη σε άλλα πυρηνικά συστατικά (100).  

Τελευταία δεδοµένα υποστηρίζουν ότι η πυρηνισκική συσσώρευση της Hsp70 

(HSPA1) κατά την διάρκεια του στρες συσχετίζεται µε την επιδιόρθωση των µονής 

αλυσίδας θραυσµάτων του πυρηνισκικού DNA (101).  
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2. Hsp70-1t 

Το γονίδιο που κωδικοποιεί την Hsp70-1t (HSPA1L) δεν έχει ιντρόνια και εδράζεται 

στην ίδια περιοχή (MHC class III region) όπως και τα γονίδια HSPA1A και HSPA1B (57). 

Η πρωτεΐνη είναι οµόλογη κατά 91% µε την Hsp70-1a, αφού η βασική διαφορά τους 

εντοπίζεται στο καρβοξυτελικό άκρο τους. Το γονίδιο HSPA1L δεν περιέχει καθόλου 

ρυθµιστικά στοιχεία του θερµικού σοκ (Heat Shock Elements: HSE) στην περιοχή του 

υποκινητή του και εκφράζεται διαρκώς σε υψηλά επίπεδα στους όρχεις ενώ σε χαµηλά 

επίπεδα σε άλλους ιστούς. Η λειτουργία και µεταγραφική της ρύθµιση είναι προς το παρόν 

άγνωστη. 

3. Hsp70-2 

Η πρωτεΐνη Hsp70-2, εκφράζεται διαρκώς σε χαµηλά επίπεδα στους περισσότερους 

ιστούς και σε υψηλά επίπεδα µόνο τους όρχεις και στον εγκέφαλο (102, 103). Το γονίδιο 

ΗSPA2 που την κωδικοποιεί εντοπίζεται στο 14 χρωµόσωµα ενώ η πρωτεΐνη δείχνει 

οµολογία 84% µε την Hsp70-1a. Η έκφρασή της είναι συχνά µειωµένη στους άνδρες µε 

ανώµαλη σπερµατογένεση (103) και αρσενικά διαγονιδιακά ποντίκια µε έλλειψη του 

γονιδίου HSPA2 είναι στείρα λόγω της µαζικής απόπτωσης των σπερµατοζωαρίων τους 

(104). Στα σπερµατογόνια των ποντικιών έχουν προσδιοριστεί ειδικοί ρόλοι της Hsp70-2 

ως θεµελιώδους συνοδούς πρωτεΐνης για το σύµπλεγµα κυκλίνης Β/cdc2 κατά τη διάρκεια 

της µειωτικής διαίρεσης (104) αλλά και για τις µεταβατικές πρωτεΐνες -1 και -2 (transition 

proteins -1 and -2) που εµπλέκονται στο πακετάρισµα του DNA κατά τη διαδικασία της 

µετα-µειωτικής αναδιοργάνωσης του γενώµατος. Επιπλέον η Hsp70-2 απαιτείται για την 

ανάπτυξη και την επιβίωση διαφόρων ανθρωπίνων καρκινικών κυττάρων (53, 90). 

4. Hsp70-5 (Bip ή Grp78) 

Το γονίδιο HSPA5 εδράζεται στο χρωµόσωµα 9 και κωδικοποιεί µία συνεχώς 

εκφραζόµενη ειδικά διαµερισµατοποιηµένη (compartment-specific) πρωτεΐνη την Hsp70-5. 

Η Hsp70-5 (γνωστή και ως Bip ή Grp78) βρίσκεται στο ενδοπλασµατικό δίκτυο, όπου και 

διευκολύνει τη µεταφορά των νεοσυντιθέµενων πρωτεϊνών στον αυλό του 

ενδοπλασµατικού δικτύου και την περαιτέρω αναδίπλωσή τους (54, 105, 106). Η Ηsp70-5 

περιέχει µία ειδική αλληλουχία στο αµινοτελικό της άκρο µέσω της οποίας οδηγείται στο 
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ενδοπλασµατικό δίκτυο, όπου και εντοπίζεται. Στο τέλος του καρβοξυτελικού της άκρου 

υπάρχει ένα υψηλά συντηρηµένο µοτίβο των αµινοξέων KDEL το οποίο είναι σήµα 

συγκράτησης στο ενδοπλασµατικό δίκτυο και είναι κοινό για όλες τις διαλυτές πρωτεΐνες 

του (54).  

5. Hsp70-6 

Η Hsp70-6 είναι ένα αυστηρά επαγόµενο από στρες µέλος της οικογένειας των 

Hsp70 και κωδικοποιείται από το γονίδιο HSPA6 το οποίο εδράζεται στο χρωµόσωµα 1. Η 

Hsp70-6 έχει οµολογία 85% µε την Hsp70-1a (107) και επάγεται µόνο µετά από σκληρές 

συνθήκες στρες (108). Αν και διαφέρει κατά 15% από τις δύο άλλες επαγόµενες από στρες 

Hsp70 πρωτεΐνες (Hsp70-1a και Hsp70-1b), είναι πολύ πιθανό η Hsp70-6 να λειτουργεί 

κατά ένα παρόµοιο τρόπο ως ένα εξάρτηµα της γενικής απόκρισης στο στρες. Σύµφωνα µε 

την πηγή πληροφοριών γονιδιακής έκφρασης SymAtlas (109), η Hsp70-6 εκφράζεται σε 

µέτρια επίπεδα στο αίµα, ειδικά στα δενδρικά κύτταρα, τα µονοκύτταρα και τα κύτταρα 

φυσικούς φονιάδες, αλλά σχεδόν απουσιάζει σε άλλα είδη κυττάρων του αίµατος όπως 

επίσης και σε άλλους ιστούς. ∆ιαγονιδιακά ποντίκια µε έλλειψη της Hsp70-6 δεν έχουν 

αναφερθεί µέχρι σήµερα και εποµένως δεν είναι γνωστό εάν η Hsp70-6 έχει κάποιες 

συγκεκριµένες λειτουργίες στα κύτταρα του αίµατος. Το χρωµόσωµα 1 περιέχει επίσης ένα 

ψευδογονίδιο, το HSPA7, το οποίο ενώ µεταγράφεται ως απόκριση σε στρες, δεν 

κωδικοποιεί κάποια λειτουργική Hsp70 πρωτεΐνη, λόγω προσθήκης ενός νουκλεοτιδίου 

στο κωδικόνιο στη θέση 340 το οποίο και δηµιουργεί µετατόπιση του αναγνωστικού 

πλαισίου µε αποτέλεσµα να προκύπτει κωδικόνιο λήξης στη θέση 368 (107, 108). 

6. Hsp70-8, Hsc70 

Το γονίδιο HSPA8 εδράζεται στο χρωµόσωµα 11 και εκφράζεται συνεχώς στους 

περισσότερους ιστούς (110). Το γονίδιο HSPA8 κωδικοποιεί το «συγγενές» (cognate) 

µέλος της Hsp70 οικογένειας την Hsc70 (Hsp70-8), η οποία παρουσιάζει 86% οµολογία µε 

την Hsp70-1a.  Έχει αναφερθεί ότι η Hsc70 εµπλέκεται σε ένα µεγάλο πλήθος θεµελιωδών 

λειτουργιών των συνοδών πρωτεϊνών όπως η αναδίπλωση των νεοσυντιθέµενων 

πολυπεπτιδίων, πρωτεϊνική µεταφορά διαµέσου µεµβρανών, αυτοφαγοκυττάρωση 

σχετιζόµενη µε συνοδές πρωτεΐνες, αποφυγή συσσωµάτωσης πρωτεϊνών υπό συνθήκες 

στρες και αποσυναρµολόγηση κυστιδίων περιβαλλοµένων από κλαθρίνη (12, 51). Οπότε η 
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Hsc70 θεωρείται ως ένα θεµελιώδες για την επιβίωση γονίδιο γι αυτό άλλωστε και δεν έχει 

αναφερθεί µέχρι σήµερα διαγονιδιακό ποντίκι που να παρουσιάζει έλλειψή της (111). 

Αναλογικά και η γονιδιακή αποσιώπηση της Hsc70 µε τεχνολογία siRNA σε διάφορους 

κυτταρικούς τύπους έχει οδηγήσει σε µαζικούς θανάτους (90). 

Πρόσφατα η Hsc70 έχει επωµιστεί έναν ενδιαφέροντα ρόλο στην εµπλεκόµενη από 

κυτοκίνη (cytokine) µετα-µεταγραφική ρύθµιση της Bim (µέλος της προαποπτωτικής 

οικογένειας Bcl-2) στα ανθρώπινα κύτταρα αίµατος (112). Η Hsc70 προσδένεται σε σηµεία 

πλούσια σε ΑU στην 3’ αµετάφραστη περιοχή του mRNA της πρωτεΐνης Bim (Bcl2 

interacting mediator of cell death) και έτσι το σταθεροποιεί µε τρόπο εξαρτώµενο από την 

παρουσία οµο-συνοδού πρωτεΐνης. Αυτό δείχνει ότι οι δυνατότητες της Hsc70, ως συνοδού 

πρωτεΐνης, δεν περιορίζονται µόνο στις αλληλεπιδράσεις µεταξύ πρωτεϊνών.  

7. Hsp70-9 

Το γονίδιο HSPA-9 εδράζεται στο χρωµόσωµα 5 και δεν επάγεται από στρες. Η 

πρωτεΐνη Hsp70-9 (mtHsp70) έχει οµολογία 52% µε την Hsp70-1a και 65% µε την SSC1 

(αντίστοιχη µιτοχονδριακή Hsp70 στη ζύµη) (53, 113-115). Ένα ειδικό σήµα 42 αµινοξέων 

στη δοµή της µεταφέρει την Hsp70-9 στη µιτοχονδριακή µήτρα, όπου αλληλεπιδρά µε τις 

εισερχόµενες πρωτεΐνες και τις βοηθάει στη σωστή αναδίπλωση µετά τη διαµεµβρανική 

µεταφορά τους (115). Η έλλειψη της Ssc1 στη ζύµη είναι θανατηφόρος (116), ενώ δεν έχει 

κατασκευαστεί ακόµη διαγονιδιακό ποντίκι µε την ίδια έλλειψη. 

 

1.1.8. Ηsps και καρκίνος 

Οι Heat shock proteins, όπως η Hsp70, Hsp27 και Hsp90, καταστέλλουν την 

απόπτωση, µέσω της απευθείας αλληλεπίδρασης µε τα αποπτωτικά µόρια, και επίσης 

υπερεκφράζονται σε διάφορα καρκινικά κύτταρα. Όπως στην περίπτωση της HSP27, η 

οποία ενισχύει την καρκινογένεση των κυττάρων του καρκίνου του παχέως εντέρου (117). 

Η HSP70 εκφράζεται πολύ συχνά σε όγκους του καρκίνου του µαστού στον άνθρωπο. Η 

ύπαρξη της HSP90 έχει αναφερθεί στα καρκινικά κύτταρα του προστάτη (118). 
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Οι HSPs προσδένονται στις κασπάσες, καταστέλλοντας την ενεργοποίησή τους 

(119). Η µειορρύθµιση της Hsp70 από τα καρκινικά κύτταρα µέσω διαφόρων µεθόδων 

επάγει την απόπτωσή τους (120). Η µειορρύθµιση της Hsp90 στα καρκινικά κύτταρα έχει 

ως αποτέλεσµα την ενεργοποίηση των υποδοχέων θανάτου. Η γήρανση και διάφορες 

ασθένειες, όπως η νευροεκφυλιστικές ασθένειες, επάγουν την συσσώρευση των 

κατεστραµµένων πρωτεϊνών λόγω του οξειδωτικού στρες.  

Οι όγκοι υπόκεινται σε γρήγορη ανάπτυξη, χάρη στον αυξηµένο πολλαπλασιασµό. 

Όλες οι συµβατικές αντικαρκινικές θεραπείες (χηµειοθεραπεία, ραδιοθεραπεία, υπερθερµία 

κ.ο.κ.) επάγουν τις heat shock πρωτεΐνες στα κύτταρα που επιβιώνουν. Η υπερέκφραση της 

Hsp70 µπορεί να βοηθήσει  σε συσσώρευση των κρυφών µεταλλάξεων στους καρκινικούς 

όγκους, κάτι που µπορεί να βοηθήσει στην µετέπειτα εξέλιξή τους σε πιο επιθετικές 

µορφές µεταστατικών κυττάρων (23, 121). Πράγµατι, η επαγωγή της Hsp70 από την 

υπερθερµία και τα αντικαρκινικά φάρµακα έχει µελετηθεί και αποδείχθηκε ότι ήταν πιο 

αποτελεσµατική σε χηµειοανθεκτικούς καρκινικούς όγκους (122). 

Σε αντίθεση µε τα κανονικά κύτταρα, η αναστολή της Hsp70, Hsp90 και Hsp27 είναι 

θανατηφόρος για τα κύτταρα όγκου (123). Μια µείωση των επιπέδων έκφρασης της Hsp70 

σκοτώνει τα καρκινικά κύτταρα, είτε αυτά βρίσκονται σε καλλιέργεια κυττάρων in vitro, 

είτε in vivo σε µοντέλα µοσχεύµατος όγκου σε ποντικούς (123). Τα καρκινικά κύτταρα που 

σταµατούν να εκφράζουν την  Hsp70, συνήθως πεθαίνουν µέσω του λυσοσωµικού 

αποπτωτικού µονοπατιού (124). Η Hsp70 αναστέλλει την απόπτωση (125, 126). Οι Hsp90 

και Hsp70 δρουν αντι-αποπτωτικά εξουδετερώνοντας άµεσα το αποπτώσωµα µέσω του 

καθοδηγούµενου µονοπατιού από την κασπάση-9- (127), ή εµποδίζοντας τους, 

ανεξάρτητους από τις κασπάσες, παράγοντες κυτταρικού θανάτου, όπως ο παράγοντας 

ενεργοποίησης της απόπτωσης (AIF) (127, 128). Η Hsp70 αναστέλλει την µιτοχονδριακή 

οδό απόπτωσης, αναστέλλοντας την Apaf-1-εξαρτώµενη ενεργοποίηση των κασπασών 9 

και 3 και αναστέλλει επίσης τη δραστικότητα της κασπάσης 3 (129).  

Η µείωση της Hsp70 στο κύτταρο, οδηγεί σε πρόωρη γήρανση σε αρκετές καρκινικές 

κυτταρικές σειρές (130), η οποία µπορεί να προκληθεί από αναστολείς του κυτταρικού 

κύκλου p16 και p21 (131). Υψηλά επίπεδα Hsp70-1 και Hsp70-2 προκαλούν µείωση στην 

ρ53 που µε τη σειρά της µπορεί ή να προκαλέσει επαγωγή της p21 και να οδηγήσει σε 
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γήρανση (90, 132) ή να προκαλέσει αντίθετα αποτελέσµατα (µείωση της ρ21) και να 

οδηγήσει το κύτταρο σε απόπτωση (133-135).  

 

1.2. ΑΝΕΣΤΙΑ  

1.2.1 Αποπτωτικός κυτταρικός θάνατος µέσω ανέστιας  

Ο όρος ανέστια αποδίδεται στον κυτταρικό θάνατο που προέρχεται από την 

αποκόλληση των κυττάρων από το φυσιολογικό τους υπόστρωµα. Χρησιµοποιήθηκε 

πρωταρχικά από τους Frisch και Meredith, στις αρχές της δεκαετίας  του ’90, για να 

περιγράψει την επαγωγή απόπτωσης σε επιθηλιακά κύτταρα MDCK (Madin-Darby 

canine kidney cells) και σε ινοβλάστες, αντίστοιχα, που είχαν χάσει την επαφή τους 

µε το υπόστρωµα. Η λέξη ανέστια αποδόθηκε στο φαινόµενο αυτό, από τους µελετητές, 

καθώς αντιστοιχούσε στη λέξη άν-οικος η οποία περιγράφει τον άστεγο (136, 137). Η 

ανέστια έχει παρατηρηθεί, από τότε, σε πολλούς κυτταρικούς τύπους, όπως ινοβλάστες, 

ενδοθηλιακά κύτταρα, επιθηλιακά κύτταρα του µαστού, του εντέρου και του νεφρού, 

καθώς και σε νευρικά κύτταρα (138).
 

Φαίνεται ότι παίζει σηµαντικό ρόλο στη 

φυσιολογική διαδικασία του προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου κατά τη 

διάρκεια της εµβρυϊκής ανάπτυξης, ενώ πιστεύεται ότι συµβάλλει στη διατήρηση της 

οµοιόστασης των ιστών (138).
  

Ωστόσο, η ανέστια έχει συσχετισθεί και µε την παθογένεια ορισµένων νοσηµάτων. 

Για παράδειγµα, σε παθήσεις του δέρµατος η απώλεια της επαφής µεταξύ των κυττάρων 

οδηγεί τα κερατινοκύτταρα σε απόπτωση, ενώ σε περιπτώσεις ισχαιµίας, τα επιθηλιακά 

κύτταρα του εντέρου αποκολλούνται από τις λάχνες και οδηγούνται σε κυτταρικό 

θάνατο (139).
 
Επιπλέον, η µελέτη της ανέστιας θεωρείται ότι προσφέρει σηµαντικά στην 

έρευνα της φυσιολογίας της νεοπλασίας, καθώς υποστηρίζεται ότι τα νεοπλασµατικά  

κύτταρα  εµφανίζουν χαρακτηριστικά, που τα καθιστούν ανθεκτικά στην ανέστια και γι’ 

αυτό έχουν την ικανότητα της µετάστασης (140).
 

Οι παραπάνω έρευνες, λοιπόν, υποδεικνύουν ότι ορισµένα κύτταρα χρειάζονται την 

επαφή, τόσο µε το κυτταρικό υπόστρωµα όσο και µε τα γειτονικά κύτταρα, για να 

αποφύγουν τον αποπτωτικό θάνατο. Αυτό συµβαίνει, γιατί τα κύτταρα 
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πολλαπλασιάζονται και διαφοροποιούνται µόνο σε κατάλληλο για αυτά ιστικό περιβάλλον 

και υποβάλλονται σε αποπτωτικό θάνατο όταν αποµακρυνθούν από αυτό. Έτσι, έχουν 

αναπτύξει, γι’ αυτό το σκοπό, την ικανότητα να «αισθάνονται» τη θέση τους, µε τη 

βοήθεια αλληλεπιδράσεων τόσο µε το εξωκυττάριο υπόστρωµα όσο και µε τα γειτονικά 

κύτταρα. Οι αλληλεπιδράσεις αυτές βασίζονται σε µόρια προσκόλλησης, όπως για 

παράδειγµα είναι  οι  ιντεγκρίνες. Στην επαγωγή της απόπτωσης, που ακολουθεί την 

αποκόλληση των κυττάρων από το υπόστρωµα, έχει βρεθεί ότι συµµετέχουν µόρια της 

οικογένειας Bcl-2. Είναι γενικά αποδεκτό ότι η ανέστια δεν επάγεται από µία µοναδική 

οδό µεταγωγής σήµατος, και γι’ αυτό θεωρείται ένα αρκετά πολύπλοκο βιολογικό 

φαινόµενο που χρήζει περαιτέρω διερεύνησης. Παρακάτω αναφέρονται ορισµένοι 

πιθανοί µηχανισµοί της ανέστιας (141).  

 

1.2.2 Μηχανισµοί επαγωγής της ανέστιας  

Όπως προαναφέρθηκε, σε ορισµένους ιστούς, η επαφή των κυττάρων µε το 

υπόστρωµα και µε τα γειτονικά κύτταρα είναι απαραίτητη για την επιβίωσή τους. Έχει, 

επίσης, αποδειχθεί ότι οι αλληλεπιδράσεις αυτές, ρυθµίζονται από την ενεργοποίηση 

υποδοχέων προσκόλλησης και την επακόλουθη διέγερση ενδοκυττάριων οδών 

σηµατοδότησης, παρέχοντας έτσι, στα κύτταρα τα επονοµαζόµενα µηνύµατα επιβίωσης.
 

Οι ιντεγκρίνες θεωρείται ότι δρουν µε έναν τρόπο αντίστοιχο µε αυτό των υποδοχέων των 

παραγόντων ανάπτυξης (GFR, growth factor receptors) και ότι σε ορισµένες 

περιπτώσεις αντιδρούν µε τους τελευταίους, προάγοντας την επιβίωση των κυττάρων 

(141). Η ύπαρξη του φαινοµένου της ανέστιας επιβεβαιώνει, επίσης, ότι η 

σηµατοδότηση µέσω των ιντεγκρινών συµµετέχει σε αποπτωτικούς µηχανισµούς. Έχει 

δειχθεί, ότι η ρυθµιζόµενη προσκόλληση των κυττάρων, που εξασφαλίζεται µε τη δράση 

των ιντεγκρινών, καθορίζεται από τις ίδιες οδούς σηµατοδότησης που ελέγχουν την 

απόπτωση σε διάφορες κυτταρικές συνθήκες, όπως στην επιβίωση που ορίζεται από τους 

παράγοντες ανάπτυξης, στις αποκρίσεις που ακολουθούν τη βλάβη του DNA ή στην 

ενεργοποίηση των υποδοχέων θανάτου (142).
 

Στη µεταγωγή σήµατος µέσω των ιντεγκρινών σηµαντικό ρόλο έχει αποδειχθεί ότι 

παίζει η κινάση FAK (Focal adhesion kinase), η δράση της οποίας θεωρείται ότι 
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προστατεύει τα κύτταρα από την ανέστια. Η κινάση FAK ενεργοποιείται µέσω αυτό-

φωσφορυλίωσης, ύστερα από την προσκόλληση των κυττάρων στο υπόστρωµα, και 

διεγείρει ενδοκυττάριες οδούς, που καταλήγουν στην ενεργοποίηση άλλων µορίων, όπως 

οι κινάσες της οικογένειας MAP και η κινάση PI3K (142). Η αναστολή της δράσης της 

κινάσης FAK σε νεοπλασµατικά κύτταρα οδηγεί στην επαγωγή θανάτου, ύστερα από την 

αποκόλληση των κυττάρων (143).
 

Ο κυτταρικός θάνατος, που ακολουθεί την αποκόλληση από το υπόστρωµα, 

εµφανίζει τα κλασικά χαρακτηριστικά της απόπτωσης. Αξίζει να σηµειωθεί ότι, τα 

αποκολληµένα κύτταρα παραµένουν για κάποιο διάστηµα βιώσιµα, ενόσω 

ενεργοποιούνται τα αποπτωτικά µόρια. Όσον αφορά την επαγωγή της απόπτωσης, έχει 

αναφερθεί ότι σε ορισµένα είδη κυττάρων η ενεργοποίηση των κασπασών είναι 

επαρκής, ενώ σε άλλα είδη η ενεργοποίηση των προ-αποπτωτικών µορίων της 

οικογένειας Bcl-2 από τις κασπάσες είναι απαραίτητη. Στην περίπτωση του φαινοµένου της 

ανέστιας δεν είναι ακόµα εµφανές ποια από τις δύο οδούς απαιτείται (141). Ωστόσο, 

έρευνες των τελευταίων ετών υποστηρίζουν ότι η επαγωγή της απόπτωσης, µέσω 

ανέστιας, ρυθµίζεται από µία εξωγενή και από µία ενδογενή οδό σηµατοδότησης. Η 

πρώτη - εξωγενής οδός (Εικόνα 3
Α
 δεξιό ένθετο) περιλαµβάνει τη διέγερση υποδοχέων 

θανάτου, όπως ο Fas και ο TNFR και ακολούθως την ενεργοποίηση των κασπασών, ενώ 

η δεύτερη – ενδογενής οδός (Εικόνα 3
Α
 αριστερό ένθετο) περιλαµβάνει τη διαπερατότητα 

των µιτοχονδρίων, που συµβαίνει ως συνέπεια της ενεργοποίησης των κασπασών, και 

στην οποία συµµετέχουν µόρια της οικογένειας Bcl-2 (141).  

Μελέτες έχουν υποδείξει ότι η αποκόλληση των κυττάρων αυξάνει τα επίπεδα 

έκφρασης του αποπτωτικού µορίου Fas, ενώ παράλληλα ενεργοποιεί διαδοχικά και τα 

µόρια των κασπασών (138). Αντίθετα, η προσκόλληση στο υπόστρωµα έχει βρεθεί ότι 

καταστέλλει την ενεργοποίηση του υποδοχέα Fas, µέσω της επαγωγής του µορίου 

cFLIP, ενός ανταγωνιστή της κασπάσης 8 (144). Παραµένει, όµως, υπό διερεύνηση 

ποιό είναι το βιοχηµικό γεγονός που συνδέει τη διάσπαση της δράσης των ιντεγκρινών, 

η οποία οδηγεί στην αποκόλληση των κυττάρων, µε την ενεργοποίηση των παραπάνω 

αποπτωτικών οδών.  
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Εικόνα 3: Σχηµατική αναπαράσταση των ενδογενών και εξωγενών οδών της anoikis. Όταν τα κύτταρα 

αποκολλώνται από την εξωκυττάρια ουσία (ECM), τα φυσιολογικά κύτταρα επάγουν την anoikis απόπτωση, 

µέσω τόσο ενδογενών και εξωγενών οδών. Μετά την αποκόλληση του κυττάρου, τα µόρια FAS και FasL 

αυξο-ρυθµίζονται και το µόριο flip µειο-ρυθµίζεται, οδηγώντας σε ενεργοποίηση της κασπάσης 8, που 

ακολουθείται από την ενεργοποίηση της κασπάσης-7 και κασπάσης-3. Η απώλεια της κυτταρικής 

προσκόλλησης αυξάνει επίσης και ενεργοποιεί τις προαποπτωτικές πρωτεΐνες Bcl-2 (Bik, Puma, Bad, Noxa, 

BMF, Bid, Bim, Βαχ και Bak), οι οποίες απενεργοποιούν τις  αντιαποπτωτικές πρωτεΐνες Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-

XL, Mcl-1),  και έτσι προκαλούν τη διαπερατότητα της µιτοχονδριακής µεµβράνης, µέσω του ολιγοµερισµού 

των Βαχ / Bak. Η έξοδος του  κυτοχρώµατος c από τα µιτοχόνδρια ενεργοποιεί την κασπάση-9 και 

ακολούθως την κασπάση-3. Η  Smac / DIABLO απελευθερώνεται και αναστέλλει τον αναστολέα ΧΙΑΡ, έναν 

αναστολέα της απόπτωσης, οδηγώντας σε ενεργοποίηση της κασπάσης-3. Η ενεργοποίηση αυτών των οδών 

οδηγεί σε anoikis απόπτωση. Ωστόσο, η αυξηµένη έκφραση FLIP σε καρκινικά κύτταρα αναστέλλει την 

εξωγενή οδό και την έκφραση των ογκογονιδίων, όπως ο EGFR και η  υποξία µειο-ρυθµίζουν τα BMF και 

Bim, µε αποτέλεσµα την αναστολή της µιτοχονδριακής οδού σε κύτταρα αποκολληµένα από την ECM και 

αιωρούµενα. Συνεπώς, τα καρκινικά κύτταρα αποκτούν αντίσταση στην anoikis απόπτωση (anoikis 

resistance) (145). 

 

1.2.3 Ανέστια και µεταστατικότητα 

Κατά την διάρκεια της διαδικασίας της ογκογένεσης, µερικά κύτταρα διαχωρίζονται 

από τον υπόλοιπο όγκο για να εισβάλουν σε αποµακρυσµένους ιστούς. Η κυτταρική 

µετανάστευση σε αυτή την διαδικασία µοιάζει µε τις διαδικασίες που λαµβάνουν χώρα 

κατά την εµβρυακή ανάπτυξη και την επούλωση των πληγών. Σε αντίθεση όµως µε αυτές 
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τις δύο υγιείς διαδικασίες, οι οποίες περιλαµβάνουν την δηµιουργία µιας δοµής ή την 

θεραπεία ενός ιστού, η µετάσταση έχει ως αποτέλεσµα την δηµιουργία µιας κυτταρικής 

µάζας η οποία, αν δεν εξουδετερωθεί, οδηγεί στον θάνατο του οργανισµού.  Η διαδικασία 

της µετανάστευσης συµπεριλαµβάνει την εισβολή, στην βασική µεµβράνη και στον 

γειτονικό της ιστό, από καρκινικά κύτταρα και την ενδαγγείωση  προς τα αιµοφόρα αγγεία 

ή την διείσδυση στα λεµφαγγεία. 

 Την εισβολή ακολουθεί η λειτουργία των µηχανισµών επιβίωσης των καρκινικών 

κυττάρων σε αυτά τα αγγεία και η εξαγγείωση τους σε διαφορετικούς ιστούς του 

οργανισµού, εκεί όπου θα έχουν την δυνατότητα να πολλαπλασιαστούν. Αυτή η διαδικασία 

απαιτεί έναν ακριβή συγχρονισµό διαφόρων σηµατοφόρων µονοπατιών, τα οποία 

επιτρέπουν στα κύτταρα να κινούνται µέσα από την κυτταρική µεµβράνη, να µεταφέρουν 

τους εαυτούς τους µέσω της κυκλοφορίας (146) και να δηµιουργούν τις κατάλληλες 

συνθήκες, για την µετεγκατάστασή τους σε ένα διαφορετικό όργανο (Εικόνα 4). 

Παρόλο που η εξερεύνηση αυτής της περίπλοκης διαδικασίας της κινητικότητας και 

της εισβολής των καρκινικών κυττάρων είναι θεµελιώδης για την εµβάθυνση της 

κατανόησης της µετάστασης (147), πολλά πράγµατα παραµένουν µυστηριώδη, παρά τον 

τεράστιο όγκο της έρευνας που διεξάγεται σε αυτόν τον τοµέα. Και σε συνθήκες in vitro, 

και σε συνθήκες in vivo, ο χρόνος που απαιτείται για την ανάλυση της εξέλιξης  αυτής της 

παθογένειας είναι τεράστιος. Σήµερα, ο καλύτερος τρόπος για την διενέργεια λειτουργικών 

εκτιµήσεων των γενετικών αλλαγών που λαµβάνουν χώρα στους ανθρώπους µε 

µετάσταση, είναι µε την χρήση ζωικών µοντέλων. Παρόλο που είναι χρονοβόρο, µια 

πλήρης ακολουθία µπορεί να καταγραφεί από την πλήρη αυτή διαδικασία, από την στιγµή 

της εµφάνισης του πρωταρχικού όγκου, µέχρι τις στρατηγικές που χρησιµοποιούνται από 

τα καρκινικά κύτταρα για να διαφύγουν από τον έλεγχο της προσκόλλησης, την 

αλληλεπίδρασή τους µε τα ενδοθηλιακά κύτταρα κατά την διάρκεια της µετάστασης, και 

την εγκαθίδρυσης ενός  δευτερεύοντος όγκου µέσω της προετοιµασίας ενός καινούργιου 

µικροπεριβάλλοντος, κατάλληλο για την ανάπτυξη όγκων στο προσβεβληµένο όργανο. 
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Εικόνα 4: Η µεταστατικότητα των κυττάρων έπειτα από ανέστια. Ο διαχωρισµός των καρκινικών 

κυττάρων από έναν πρωτογενή όγκο και η µετανάστευσή τους, για την είσοδό τους σε αιµοφόρο αγγείο και τη 

διάδοσή τους σε µια δευτερεύουσα θέση, είναι µια πολύ σύνθετη διαδικασία που περιλαµβάνει αλλαγές στην 

έκφραση πολλαπλών γονιδίων, τα οποία εµπλέκονται στην κυτταρική προσκόλληση, την επιβίωση, 

χηµειοπροσέλκυση, αυξητικούς παράγοντες και miRNAs (µετάφραση από (148)). 

 

1.2.4 Κυτταρική εισβολή 

Τα καρκινικά κύτταρα πρέπει να αποκτήσουν συγκεκριµένα χαρακτηριστικά, 

προκειµένου να λάβει χώρα η κυτταρική µετανάστευση, όπως η πόλωση και ο 
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αποσυσχετισµός τους από το σηµείο προέλευσής τους. Μετέπειτα, αυτά τα κύτταρα πρέπει 

να περάσουν από πολλαπλούς κύκλους διαστολής και συστολής, και ταυτόχρονα 

προσκολλώνται και απελευθερώνονται από το υπόστρωµα (149) για να µετακινηθούν από 

το ένα µέρος στο άλλο. Στην διάρκεια αυτής της διαδικασίας, η φυσική τους µορφή 

αλλάζει ριζικά. 

Η δυνατότητα των κυττάρων να µεταναστεύουν, µελετήθηκε από το 1863, µετά την 

ανακάλυψή της από τον Virchow, τους επιτρέπει να φέρνουν εις πέρας διάφορες 

διαδικασίες, συµπεριλαµβανοµένων της εµβρυογένεσης, της αγγειογένησης και της 

επούλωσης των πληγών µετά την ενεργοποίησής τους από τον ανοσοποιητικό σύστηµα 

(150). Η κυτταρική µετανάστευση µπορεί να χωριστεί σε στάδια, ανάλογα µε τις αλλαγές 

που παρατηρούνται στην µορφολογία του κυττάρου: πόλωση, προεξοχή, προσκόλληση, 

µετατόπιση του σώµατος του κυττάρου, και σύµπτυξη (Εικόνα 4). Η φυσιολογία της 

κυτταρικής µετανάστευσης είναι περίπλοκη, εξαρτώµενη από τον τύπο του εµπλεκόµενου 

κυττάρου (151). Για παράδειγµα, οι ινοβλάστες και τα µελανοκύτταρα γενικά 

µεταναστεύουν µεσεγχυµατικά, ως αυτόνοµα κύτταρα µε υψηλό βαθµό προσκόλλησης 

(152, 153). Αυτά τα κύτταρα σχηµατίζουν ειδικές προεξοχές στην µεµβράνη τους, ανάµεσα 

στις οποίες είναι τα ελασµατοπόδια, οι οποίες είναι προβολές ακτίνης του κυτταρικού 

σκελετού που σχηµατίζεται στο ακραίο µπροστινό τµήµα του εν κινήσει κυττάρου, και τα 

ψευδοπόδια, τα οποία είναι ενεργές πρωτεολυτικές προεξοχές της πλασµατικής µεµβράνης, 

υπεύθυνες για την εστιακή υποβάθµιση των συστατικών της εξωκυττάριας µήτρας (ECM).  

 

1.2.5. Επιβίωση των καρκινικών κυττάρων και ρύθµιση της κυτταρικής 

επιβίωσης 

Η µεταστατική διαδικασία έχει διάφορα αργά βήµατα, και συνεπώς µόνο µια 

µειονότητα των καρκινικών κυττάρων µπορούν να φτάσουν σε αποµακρυσµένα µέρη. Έχει 

προταθεί ότι περίπου το 0,01% των κυκλοφορούντων καρκινικών κυττάρων µπορούν να 

καταφέρουν να προκαλέσουν µια µετάσταση (154). Η Ταλίνη 1 είναι µια από τις πρωτεΐνες 

της οποίας η αλλαγµένη έκφραση επιτρέπει την επιβίωση των καρκινικών κυττάρων. 

Μπορεί να επιστρατεύσει τις πρωτεΐνες ειδικής πρόσδεσης ILK, FAK και Src µέσω της 

αλληλεπίδρασής της µε την ιντεγκρίνη β, µε αποτέλεσµα την προαγωγή της επιβίωσης, της 
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εισβολής και της αγγειογένησης στα καρκινικά κύτταρα. Η υπερέκφρασή της επιτρέπει στα 

καρκινικά κύτταρα να ενεργοποιήσουν τα σήµατα επιβίωσης και να αντισταθούν στον 

θάνατο λόγω ανέστιας (155). Με αυτή την έννοια, τα σηµατοφόρα µονοπάτια PI3K/Akt και 

Wnt/b-κατενίνης, µαζί µε τις µεταλλάξεις στην p53 και στα άλλα γονίδια, διαδραµατίζουν 

έναν σηµαντικό ρόλο στην αποφυγή του θανάτου από τα µεταστατικά κύτταρα. 

Η προσκόλληση των καρκινικών κυττάρων στην εξωκυττάρια θεµέλια ουσία (ECM: 

ExtraCellular Matrix) δεν είναι επαρκής για την επαγωγή του µονοπατιού της επιβίωσης. 

Οι αλλαγές στον κυτταροσκελετό που σχετίζονται µε τα σήµατα της προσκόλλησης είναι 

κρίσιµες για την επιβίωση των καρκινικών κυττάρων. Οι Halder και Johnson (156) 

υποδεικνύουν ότι, το προσφάτως εγκαθιδρυµένο µονοπάτι του καταστολέα Hippo (το 

οποίο ρυθµίζει το µέγεθος των οργάνων µέσω της διατήρησης της ισορροπίας ανάµεσα 

στον πολλαπλασιασµό και στην απόπτωση σε φυσιολογικές συνθήκες), µπορεί να 

εµπλέκεται στον πολλαπλασιασµό των καρκινικών κυττάρων. Τα Hippo µονοπάτια 

φωσφορυλιώνουν και επάγουν τον µεταγραφικό συν-ενεργοποιητή (YAP), ένα σηµαντικό 

ογκογονίδιο για την ρύθµιση του µεγέθους των οργάνων. Αυτή η απενεργοποίηση 

πυροδοτείται από την αναδιάταξη του κυτταρικού σκελετού. 

 

1.2.6. Ο ρόλος των ιντεγκρινών στην κυτταρική επιβίωση και στην απόπτωση 

(ανέστια) 

Η απώλεια την ισορροπίας µεταξύ της κυτταρικής διαίρεσης και του κυτταρικού 

θανάτου είναι συνήθης στον καρκίνο, λόγω της µείωσης του αποπτωτικού κυτταρικού 

θανάτου, κάτι που οδηγεί στην εξέλιξή του σε καρκινικό όγκο. Υπάρχουν διάφοροι τρόποι 

µε τους οποίους ένα κακόηθες καρκινικό κύτταρο αποτρέπει ή αντιστέκεται στην 

απόπτωση. 

Τα διακριτά µορφολογικά χαρακτηριστικά της απόπτωσης είναι η συµπύκνωση της 

χρωµατίνης και ο µετέπειτα κατακερµατισµός τους πυρήνα, συνοδευόµενος από µια 

µείωση του κυτταρικού όγκου, µια σύµπτυξη των ψευδοποδιών, και τον σχηµατισµό των 

κενοτοπίων, όπου όλα οδηγούν στην απώλεια της ακεραιότητας της κυτταρικής µεµβράνης 

(157). Οι βιοχηµικές αλλαγές που συµβαίνουν κατά την απόπτωση είναι: i) η ενεργοποίηση 
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των κασπασών, ii) η θραύση του DNA και των πρωτεϊνών, και iii) οι αλλαγές στην 

µεµβράνη που σχετίζονται µε αναγνώρισή της από τα φαγοκύτταρα (158). 

Τα καρκινικά κύτταρα µπορούν να αποφύγουν την απόπτωση µε αλλαγή της 

ισορροπίας των προ- και αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών, µειώνοντας την λειτουργία των 

κασπασών, και αλλάζοντας τα σήµατα των υποδοχέων που σχετίζονται µε τον κυτταρικό 

θάνατο. Ένα καρκινικό κύτταρο σε ξένο µέρος, είτε κοντά σε έναν κυρίως όγκο, είτε στην 

πορεία προς ένα δευτερεύον όργανο, µπορεί να χρησιµοποιήσει διάφορους µηχανισµούς 

για να αποφύγει την διαδικασία της απόπτωσης, γνωστή ως ανέστια. Μέσω της ανέστιας, 

ένα υγιές κύτταρο σε µια ακατάλληλη τοποθεσία ενεργοποιεί τον προγραµµατισµένο 

θάνατό του, µε τον διαχωρισµό του από τους γείτονες και το µικροπεριβάλλον του, και 

συνεπώς εξαλείφεται.  Η ανέστια είναι συνεπώς ένα φράγµα έναντι στον σχηµατισµό και 

στην επιβίωση των πιθανώς ογκογενετικών κλώνων. Μόνο τα µη-προσκολλώντα κύτταρα, 

όπως τα λευκοκύτταρα και τα ώριµα αιµατοποιητικά κύτταρα, προστατεύονται από την 

ανέστια (155). 

Οι κύριοι δραστικοί µηχανισµοί της ανέστιας είναι η αυτοφαγία και η απόπτωση 

(156). Ένα κρίσιµο βήµα στην σειρά των αλλαγών µέσω των οποίων περνά ένα καρκινικό 

κύτταρο µε σκοπό να αποφύγει την απόπτωση, είναι η αλλαγή στην έκφραση των 

ιντεγκρινών, οι οποίες είναι µια οικογένεια υποδοχέων που λαµβάνουν σήµατα από το 

ECM. Αυτή η αλλαγή βασίζεται σε γενετικές και επιγενετικές αλλαγές, που µπορούν να 

συµβούν µόνο στο µικροπεριβάλλον ενός όγκου (159), επιτρέποντας σε καρκινικά κύτταρα 

να αγνοήσουν τα σήµατα από τα ECM και να ενεργούν σαν να βρίσκονται στο κατάλληλο 

µικροπεριβάλλον. Εκτός από αυτό, στο εξωγενές µονοπάτι, τα καρκινικά κύτταρα µπορούν 

επίσης να αποφύγουν την απόπτωση µε την πρόκληση βλάβης στα µιτοχόνδρια, ένα 

ενδογενές µονοπάτι που επιτρέπει σε αυτά τα κύτταρα να υπερ-ενεργοποιούν µηχανισµούς 

επιβίωσης και πολλαπλασιασµού (160). Ένας ακόµα σηµαντικός παράγοντας στην ανέστια 

είναι η ακεραιότητα του κυτταροσκελετού (161), αφού πολλές προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες, 

συµπεριλαµβανοµένων των BIM και BMF, συστεγάζονται µε τον κυτταρικό σκελετό. 

Στα σπονδυλωτά, οι ιντεγκρίνες είναι µια οικογένεια υποδοχέων που αποτελείται από 

18 υποµονάδες α και 8 υποµονάδες β, ο συνδυασµός των οποίων δηµιουργεί συνολικά 24 

τύπους τέτοιων υποδοχέων. Αλλαγές στις ιντεγκρίνες που λειτουργούν ως υποδοχείς για τα 

ECM είναι σηµαντικές για την αποφυγή της ανέστιας. Η κανονική λειτουργία αυτών των 



28 

 

υποδοχέων, όχι µόνο παρέχει ένα φυσικό σύνδεσµο µε τα ECM, αλλά επίσης εγκαθιστά µια 

πλατφόρµα η οποία εξαρτάται από τα σήµατα των προσκολλητικών µορίων, 

συµπεριλαµβανοµένων των προσαρµοστικών πρωτεϊνών και των κινασών (162, 163). Για 

παράδειγµα, οι ιντεγκρίνες α1β1,α2β1,α3β1, α5β1, α6β1, α6β4 και ανβ3 έχουν έντονο 

αντίκτυπο στην κυτταρική επιβίωση (164).  

 

1.3. ΕΠΙΘΗΛΙΑΚΗ ΠΡΟΣ ΜΕΣΕΓΧΥΜΑΤΙΚΗ ΜΕΤΑΒΑΣΗ  (ΕΜΤ) 

1.3.1 Επιθηλιακή προς µεσεγχυµατική µετάβαση - ΕΜΤ 

Η επιθηλιακή προς µεσεγχυµατική µετάβαση (EMT–Εpithelial to Μesenchymal 

Τransition) αντιπροσωπεύει την αλλαγή του φαινοτύπου των επιθηλιακών κυττάρων προς 

κύτταρα µεσεγχυµατικού τύπου. Οι περισσότεροι ιστοί, προέρχονται από κύτταρα που 

έχουν υποστεί είτε επιθηλιακή προς µεσεγχυµατική ή µεσεγχυµατική προς επιθηλιακή 

µετάβαση (ΜΕΤ) (165). 

Τα επιθηλιακά κύτταρα εµφανίζουν πολικότητα στα άκρα και διατηρούν στενές 

διακυττάρικες συνδέσεις µε γειτονικά τους κύτταρα µέσω µορίων  προσκόλλησης (Cell 

Adhesion Molecules, CAMs), ο σηµαντικότερος εκπρόσωπος των οποίων είναι η Ε-

καδερίνη. Η ανταλλαγή πληροφοριών επιτελείται µέσω ειδικών διακυτταρικών συνδέσεων. 

Τα µεσεγχυµατικά κύτταρα εµφανίζουν διακλαδώσεις µε αποφυάδες και χαρακτηρίζονται 

από την ικανότητά τους να διαπερνούν την εξωκυττάρια θεµέλια ουσία. Η διαδικασία αυτή 

επιτυγχάνεται µέσω διακυτταρικής επαφής που προκαλεί έκκριση ειδικών ενζύµων, που 

διασπούν τις πρωτεΐνες της θεµέλιας ουσίας. Τα µεσεγχυµατικά κύτταρα εµφανίζουν 

χαλαρή οργάνωση µέσα στην τρισδιάστατη εξωκυττάρια θεµέλια ουσία. Τόσο τα 

επιθηλιακά κύτταρα έχουν την ικανότητα κάτω από συγκριµένες συνθήκες να αλλάζουν 

φαινότυπο και να µετατρέπονται σε µεσεγχυµατικά (ΕΜΤ), όσο και τα µεσεγχυµατικά 

κύτταρα µπορούν να διαφοροποιηθούν σε επιθηλιακά (ΜΕΤ) (166). 

Μετάβαση των επιθηλιακών κυττάρων σε µεσεγχυµατικά συµβαίνει κατά την 

εµβρυογένεση και σε καταστάσεις φλεγµονής και επούλωσης των ιστών. Η µετάβαση αυτή 

χαρακτηρίζεται από απώλεια των διακυτταρικών συνδέσεων, της κυτταρικής πολικότητας 

των επιθηλιακών κυττάρων και από απόκτηση µεταναστευτικών και διεισδυτικών 
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ιδιοτήτων (167). Παράλληλα συµβαίνει αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού, µείωση της 

έκφρασης ειδικών επιθηλιακών δεικτών (π.χ. της Ε-καδερίνης) και αλλαγή φαινοτύπου ο 

οποίος µοιάζει µε αυτόν των ινοβλαστών και των  µυοϊνοβλαστών (Εικόνα 5) (168).  

 

Εικόνα 5: Η διαδικασία της EMT περιλαµβάνει λειτουργική µετάβαση πολωµένων επιθηλιακών κυττάρων, σε 

κινητά µεσεγχυµατικά κύτταρα, τα οποία εκκρίνουν στοιχεία που διασπούν την εξωκυττάρια θεµέλια ουσία. 

Αναφέρονται οι επιθηλιακοί και οι µεσεγχυµατικοί δείκτες που χρησιµοποιούνται από τους ερευνητές της ΕΜΤ 

διαδικασίας. Συνύπαρξη δεικτών και από τις δύο οµάδες υπογραµµίζει έναν ενδιάµεσο φαινότυπο ΕΜΤ και 

χαρακτηρίζει κύτταρα που δεν έχουν ολοκληρώσει την διαδικασία της ΕΜΤ. Η ύπαρξη κυττάρων που 

εκφράζουν ταυτόχρονα δείκτες επιθηλιακών και µεσεγχυµατικών κυττάρων, καθιστά αδύνατη την αναγνώριση 

όλων των µεσεγχυµατικών που προέρχονται από επιθηλιακά κύτταρα διαµέσου ΕΜΤ, καθώς τα µεσεγχυµατικά 

κύτταρα καλύπτουν τους επιθηλιακούς δείκτες µε την ολοκλήρωση της διαδικασίας της ΕΜΤ (169).  

Η ΕΜΤ συµβάλλει στην αποκατάσταση και επούλωση της ιστικής βλάβης αλλά 

µπορεί να οδηγήσει και σε υπερβολική συσσώρευση συνδετικού ιστού (ίνωση) ή σε 

καρκινική ανάπτυξη. Η ΕΜΤ εµπλέκεται στην διαδικασία καρκινογένεσης συµβάλλοντας 

στο να αποκτήσουν τα γενετικά ασταθή καρκινικά κύτταρα µεσεγχυµατικό φαινότυπο, που  

διευκολύνει την τοπική και συστηµατική διασπορά. Τα κύτταρα που ευρίσκονται σε 

µεσεγχυµατική κατάσταση όχι µόνο εµφανίζουν µεταναστευτικές και διεισδυτικές 

ικανότητες σε απόµακρα όργανα, αλλά ταυτόχρονα διατηρούν βλαστοκυτταρικές ιδιότητες, 

που τους επιτρέπουν να αυτο-ανανεώνονται και να διαφοροποιούνται σε διάφορους 

κυτταρικούς τύπους κατά την έναρξη της µετάστασης (166, 170). 

 

1.3.2 Η επιθηλιακή προς µεσεγχυµατική µετάβαση (EMT) σε κυτταρικό και 

µοριακό επίπεδο 

Όπως προαναφέρθηκε, η επαφή των επιθηλιακών κυττάρων, που γίνεται µέσω Ε-

καδερίνης, χάνεται κατά την διαδικασία της ΕΜΤ. Η Ε-καδερίνη φυσιολογικά 
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σταθεροποιεί τους δεσµούς µεταξύ των κυττάρων και εµποδίζει την µετανάστευση τους. Οι 

ιντεγκρίνες διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο κατά την ΕΜΤ. Επάγουν την διακυτταρική 

επικοινωνία, µέσω συνδέσεων και σηµατοδότησης µε την θεµέλια ουσία, διαµέσου ενός 

εκτενούς δικτύου κυτταροσκελετικών µορίων. 

 

1.3.3 Ταξινόµηση της επιθηλιακής προς µεσεγχυµατική µετάβαση (ΕΜΤ) 

Η EMT ταξινοµείται σε τρεις τύπους:  

ΕΜΤ τύπου Ι: σχετίζεται µε την έµβρυο- και οργανογένεση και είναι υπεύθυνη για 

την δηµιουργία κυττάρων που µοιράζονται τον ίδιο µεσεγχυµατικό φαινότυπο και 

συγκεκριµένους βιολογικούς δείκτες. ∆ιαδραµατίζει ρόλο στην δηµιουργία του εσωτερικού 

ενδοδέρµατος, στη µορφογένεση των πνευµόνων, των νεφρών και του επιθηλίου των 

γαλακτοφόρων οδών. Κατά την οργανογένεση, δηµιουργείται η πρώτη οµάδα 

µεσεγχυµατικών κυττάρων, που είναι γνωστά ως πρωταρχικό µεσέγχυµα (µέσω ΕΜΤ) 

(171). Τα εµβρυικά κύτταρα που µετατρέπονται σε µεσεγχυµατικά, αναπτύσσουν έναν 

µηχανισµό εισβολής και εγκατάστασης στην θεµέλια ουσία, που βασίζεται στην 

κυτταροπλασµατική ακτίνη. Κατά την διάρκεια της µετανάστευσης, λαµβάνουν 

εξειδικευµένες πληροφορίες από την θεµέλια ουσία και στην συνέχεια εκκρίνουν 

παράγοντες που τροποποιούν την θεµέλια ουσία. Καθώς ο ιστός επεκτείνεται, το 

πρωταρχικό µεσέγχυµα γεννά τα δευτερεύοντα επιθηλιακά κύτταρα µέσω ΜΕΤ, όπως 

συµβαίνει και κατά την διάρκεια της νεφρικής ανάπτυξης (Εικόνα 6) 
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Εικόνα 6: (A) Η πρώτη µορφή της ΕΜΤ (τύπος I) ξεκινά από την εµφύτευση και επισυµβαίνει κατά την 

εµβρυική ζωή. ∆ηµιουργεί το µεσόδερµα, το ενδόδερµα και τα νευρικά κύτταρα. Ο αρχέγονος επιθηλιακός 

ιστός, και κυρίως ο επιβλάστης, δηµιουργεί τον αρχέγονο µεσεγχυµατικό ιστό, µέσω της διαδικασίας της ΕΜΤ. 

Το αρχέγονο µεσέγχυµα µπορεί να επαχθεί εκ νέου και να δηµιουργήσει δευτερογενή επιθηλιακό ιστό διαµέσου 

της διαδικασίας της ΜΕΤ. Θεωρείται ότι κύτταρα του δευτερογενούς επιθηλίου, διαφοροποιούνται περαιτέρω 

για να δηµιουργήσουν άλλους τύπους επιθηλιακών ιστών και υπόκεινται πάλι σε διαδοχικές EMT µε σκοπό την 

δηµιουργία κυττάρων του συνδετικού ιστού, συµπεριλαµβανοµένων αστροκυττάρων, λιποκυττάρων, 

χονδροκυττάρων, οστεοβλαστών και µυϊκών κυττάρων. B) Η διαδικασία της EMT εµφανίζεται εκ νέου στα 

πλαίσια της φλεγµονής και της ίνωσης και χαρακτηρίζει την δεύτερη µορφή της ΕΜΤ (τύπος II). Σε αντίθεση µε 

την τύπου I, η τύπου II ΕΜΤ, εκφράζεται για µακρά χρονικά διαστήµατα και µπορεί να οδηγήσει ακόµα και στην 

καταστροφή του προσβαλλόµενου οργάνου, αν δεν αρθεί το αίτιο. Ο τύπος ΙΙΙ της ΕΜΤ αφορά στον καρκίνο 

(169). 

 

ΕΜΤ τύπου ΙΙ: σχετίζεται µε την ιστική αποκατάσταση και την ίνωση. Σε 

περιπτώσεις ιστικής βλάβης ή φλεγµονής συµβαίνει επιθηλιακή προς µεσεγχυµατική 

µετάβαση και ενεργοποίηση ινοβλαστών η οποία οδηγεί σε επούλωση. Συνήθως µε την 

ολοκλήρωση της επούλωσης η διαδικασία της ΕΜΤ διακόπτεται.  Εάν η διαδικασία της 

ΕΜΤ δεν διακοπεί τότε προκαλείται ίνωση µε τελική συνέπεια την καταστροφή του ιστού 

(172). 
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Εικόνα 7: Η EMT που αφορά  στην ίνωση, σχετίζεται  µε την δηµιουργία µορίων, διαµέσου κυττάρων 

φλεγµονής και µυο-ινοβλαστών. Αυτά τα µόρια προκαλούν διάσπαση των επιθηλιακών στρωµάτων µέσω 

αποδόµησης της βασικής µεµβράνης. Tα επιθηλιακά κύτταρα χάνουν την πολικότητά τους και είτε υπόκεινται σε 

απόπτωση (η πλειοψηφία των κυττάρων) είτε σε ΕΜΤ (169).  

ΕΜΤ τύπου ΙΙΙ: προκαλεί αποτελέσµατα πολύ διαφορετικά από εκείνα που 

παρατηρούνται στους άλλους δυο τύπους ΕΜΤ. Τα κύτταρα που προέρχονται από την ΕΜΤ 

τύπου ΙΙΙ µπορούν να προσβάλλουν κάποιο όργανο αλλά και να µεταφερθούν σε άλλα 

όργανα µέσω της κυκλοφορίας προκαλώντας συστηµατικές εκδηλώσεις νεοπλασµατικής 

νόσου. Αν και γνωρίζουµε αρκετά για τα βήµατα που σχετίζονται µε την ΕΜΤ τύπου Ι και 

ΙΙ, δεν είναι ακόµα γνωστό ποιοί σηµατοδοτικοί µηχανισµοί προκαλούν την τύπου ΙΙΙ ΕΜΤ 

στα επιθηλιακά καρκινικά κύτταρα. 

 

1.3.4 EMT και καρκίνος  

Η ΕΜΤ φαίνεται ότι διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην καρκινογένεση και 

ειδικότερα σε νεοπλασίες ανθεκτικές σε διάφορα θεραπευτικά σχήµατα. Ευθύνεται για τη 

δηµιουργία καρκινικών κυττάρων µε χαρακτηριστικά βλαστικών κυττάρων (173), που 

έχουν την τάση να εισβάλουν στον περιβάλλοντα ιστό και ταυτόχρονα να αντιστέκονται σε 

συγκεκριµένες θεραπευτικές παρεµβάσεις (Εικόνες 6,7). 
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Εικόνα 8: Η εξέλιξη από φυσιολογικό επιθήλιο σε διηθητικό καρκίνωµα περιλαµβάνει διάφορα στάδια. Στο 

διηθητικό στάδιο, τα επιθηλιακά κύτταρα χάνουν την πολικότητά τους και αποκόπτονται από την βασική 

µεµβράνη. Επίσης, αλλάζει  η σύσταση της βασικής µεµβράνης, λόγω αµφίδροµων αντιδράσεων µεταξύ 

κυττάρων, θεµέλιας ουσίας και σηµατοδοτικών δικτύων (169).   

Το επόµενο βήµα περιλαµβάνει την διαδικασία της EMT και την αγγειογενετική 

µετατροπή, που χαρακτηρίζει την κακοήθη φάση της ανάπτυξης του όγκου. Η εξέλιξη, σε 

µεταστατικό καρκίνωµα, περιλαµβάνει πάλι την διαδικασία της ΕΜΤ, η οποία διευκολύνει 

τα καρκινικά κύτταρα να εισέλθουν στην κυκλοφορία και να εξέλθουν σε κάποια 

αποµακρυσµένη θέση, δηµιουργώντας µικρο- ή µακρο-µεταστάσεις. Τα µεταστατικά 

κύτταρα υπόκεινται  στην αντίθετη διαδικασία την ΜΕΤ, αποκτώντας πάλι επιθηλιακό 

φαινότυπο. 

Οι παράγοντες που επάγουν την ΕΜΤ στα πρώιµα στάδια οργανογένεσης 

ενοχοποιούνται για την καρκινογένεση και την εξέλιξη του καρκίνου (174). Ο ρόλος της 

ΕΜΤ επικεντρώνεται κυρίως στα όψιµα στάδια της καρκινογένεσης και υποδηλώνει την 

ύπαρξη κυττάρων που δεν αναγνωρίζουν τα γειτονικά τους κύτταρα, γεγονός που αποτελεί 

και όχηµα για την εξάπλωση του καρκίνου (Εικόνες 6,7). Υπάρχουν όµως ενδείξεις ότι 

ΕΜΤ συµβαίνει και σε πρώιµα στάδια καρκινογένεσης, σε ορισµένους τύπους καρκίνου, µε 

συνέπεια την εµφάνιση πρώιµων µεταστάσεων, πριν από την ολοκλήρωση της δηµιουργίας 

του αρχικού κακοήθους όγκου. Όταν τα µεταφερόµενα µε την κυκλοφορία καρκινικά 

κύτταρα, που προκύπτουν από την τύπου ΙΙΙ ΕΜΤ, εγκατασταθούν σε άλλους ιστούς, 

σχηµατίζουν δευτερογενείς όγκους µε επιθηλιακό φαινότυπο. Σηµαντικός είναι ο ρόλος του 

TGF-β, ο οποίος σε πρώιµα στάδια µπορεί να καταστείλει την καρκινική ανάπτυξη, ενώ σε 

όψιµα στάδια παραγόµενος από τα ίδια τα καρκινικά κύτταρα, επάγει την ΕΜΤ. Σε 

θεραπευτικά µοντέλα νεοπλασιών in vitro, η χρήση αντισώµατος ενάντια στον TGF-β, 

περιορίζει την διεισδυτικότητα των καρκινικών κυττάρων (Εικόνα 8)  
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Η ΕΜΤ είναι αντιστρεπτή διαδικασία, ακόµα και σε επιθετικούς καρκίνους, όπως ο 

καρκίνος του πνεύµονα, εφόσον τα κύτταρα µπορούν να επανα-δηµιουργήσουν δεσµούς µε 

την συµµετοχή της Ε-καδερίνης. Θεωρείται ότι στάδια της εµβρυικής ανάπτυξης 

ανακεφαλαιώνονται κατά την καρκινογένεση (175). Η πλαστικότητα των καρκινικών 

κυττάρων που χαρακτηρίζεται από µετάβαση επιθηλιακών κυττάρων σε µεσεγχυµατικά και 

µεσεγχυµατικών κυττάρων σε επιθηλιακά σχετίζεται µε την ετερογένεια των όγκων και την 

εµφάνιση µεταστάσεων και µπορεί να αποτελεί στόχο της θεραπείας που ίσως βελτιώσει τα 

ποσοστά µακροχρόνιας επιβίωσης. Μελέτες έχουν δείξει ότι η διαδικασία της ΕΜΤ, 

σχετίζεται µε κλινικοπαθολογικές παραµέτρους, όπως το ιστολογικό στάδιο και την υπο-

κατηγορία του καρκίνου (176). Ένα σύνθετο δίκτυο µονοπατιών σηµατοδότησης και 

παράγοντες µεταγραφής φαίνεται να ανταποκρίνεται σε διάφορους αυξητικούς παράγοντες 

και κυτοκίνες που απελευθερώνονται από στρωµατικά και νεοπλασµατικών στοιχεία, την 

τροφοδότηση του συστήµατος µε άφθονες ρυθµιστικές ευκαιρίες (177). 

 

1.3.5. Μόρια που συµµετέχουν στην ΕΜΤ 

Ε-καδερίνη 

Η Ε-καδερίνη (Εικόνα 4, πλαίσιο ΜΕΤ) ανήκει σε µια µεγάλη οικογένεια γονιδίων 

που κωδικοποιούν µόρια κυτταρικής προσκόλλησης εξαρτώµενα από ασβέστιο (calcium-

dependent adhesion molecules CAMs). Εντοπίζεται κυρίως στις περιοχές προσκόλλησης 

γειτονικών κυττάρων και ρυθµίζεται από τις ιντεγκρίνες. Ο ρόλος της είναι να 

σταθεροποίει τις ζώνες πρόσφυσης και να αναστέλλει την κυτταρική µετανάστευση. Για το 

λόγο αυτό η µείωσή της οδηγεί σε χαλάρωση των συνδέσεων των κυττάρων 

(χαρακτηριστικό γεγονός την ΕΜΤ) και σε µετανάστευση των κυττάρων (178). 

Ένα από τα γεγονότα σταθµούς στη διαδικασία της ΕΜΤ είναι η κυτταροπλασµατική 

έκφραση της Ε-καδερίνης, είτε η καταστολή της µεταγραφής του mRNA της Ε-καδερίνης. 

Η απώλεια της Ε-καδερίνης από την κυτταρική µεµβράνη γίνεται µέσα από πολλαπλούς 

µηχανισµούς. Ένας σηµαντικός µηχανισµός για την εξαφάνιση της Ε-καδερίνης είναι η 

αρνητική ρύθµισης της µεταγραφής της µέσω αναστολής του υποκινητή του γονιδίου της 

λόγω επικάλυψης από µεταγραφικούς παράγοντες όπως οι Snail, Slug, Twist.  
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Ν-καδερίνη 

Η µετάσταση περιλαµβάνει διάφορα στάδια, συµπεριλαµβανόµενης της 

αποκόλλησης από τον πρωτογενή όγκο, τη µετανάστευση, την ενδαγγείωση και την 

εγκατάσταση σε έναν νέο ιστό (Εικόνα 4). Η Ν-καδερίνη (Εικόνα 5) φαίνεται πως είναι 

ένας παράγοντας ο οποίος συµµετέχει στην µετάσταση. σε πολλές περιπτώσεις καρκίνου, η 

έκφραση της Ν-καδερίνης φαίνεται να είναι αυξηµένη. Αυτή η έκφραση της Ν-καδερίνης 

σε συνδυασµό µε την απώλεια της Ε-καδερίνης, η οποία έχει ογκοκατασταλτική δράση, 

είναι ένα χαρακτηριστικό της επιθηλιακής προς µεσεγχυµατική µετάπτωσης ΕΜΤ, η οποία 

συµβαίνει κατά τη διάρκεια της εξέλιξης του καρκίνου, και η οποία φαίνεται πως κατέχει 

σηµαντικό ρόλο στη µεταστατικότητα των καρκινικών κυττάρων (179). 

Βιµεντίνη 

Η βιµεντίνη (Εικόνα 5) είναι πρωτεΐνη που σχηµατίζει νηµάτια της κατηγορίας των 

ενδιάµεσων νηµατίων του κυτταροσκελετού και ο ρόλος της είναι η συγκράτηση των 

οργανιδίων στη θέση τους. Η έκφρασή της σε επιθηλιακά κύτταρα πιθανόν εξηγεί την 

επιτέλεση µιας µεσεγχυµατικής µετάβασης. Η έκφραση της βιµεντίνης έχει δειχθεί πως 

σχετίζεται µε την ενεργοποίηση ενός σηµαντικού εκτελεστικού µορίου της ΕΜΤ, της 

Src35, κάτω από την επίδραση της οποίας ασκείται αρνητική ρύθµιση στην έκφραση της Ε-

καδερίνης. Έχει δειχθεί πως η παρουσία της βιµεντίνης είναι απαραίτητη για την οργάνωση 

των Ν-καδερινών στη µεµβράνη του καρκινικού κυττάρου, κάτι το οποίο είναι καθοριστικό 

για τη δράση των Ν-καδερινών. (180-182). 

Slug 

Πρόσφατες µελέτες υποστηρίζουν πως ο Slug (Snai-2) (Εικόνα 5) είναι σηµαντικός 

µεταγραφικός παράγοντας και κατέχει σηµαντικό ρόλο στη διαδικασία της ΕΜΤ. Η 

έκφρασή του αυξάνεται έπειτα από την επίδραση των σηµατοδοτικών µονοπατιών FGF, 

TGF-β, Wnt. Ο Slug είναι µεταγραφικός καταστολέας της Ε-καδερίνης και λειτουργεί ως 

παράγοντας µεταγραφής µελανοκυττάρων και προδιαθέτει σε µετάσταση του µελανώµατος 

(183). Τέλος, έχει δειχθεί ότι η υπερέκφραση του παράγοντα Slug επάγει τη βλαστική 

ικανότητα των κυττάρων και προωθεί την εισβολή και τη µετάσταση των κυττάρων 

ηπατοκυτταρικού καρκινώµατος (184). 
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1.3.6. ΕΜΤ και Hsp70 

Οι πρωτεΐνες θερµικού σοκ (Hsps) αρχικά ταυτοποιήθηκαν ως πρωτεΐνες, οι οποίες 

εκφράζονται έπειτα από έκθεση των κυττάρων σε περιβαλλοντικό στρες. Ωστόσο, η 

λειτουργία τους στη διαδικασία του ΕΜΤ στα PMC κύτταρα (peritoneal mesothelial cells) 

παραµένει αδιευκρίνιστη.  

Η γλυκοζυλίωση είναι ένα βιοχηµικό φαινόµενο, που δηµιουργείται όταν η περίσσεια 

γλυκόζη του αίµατος προσκολλάται στις πρωτεΐνες του οργανισµού (αιµοσφαιρινή, 

κολλαγονο κ.α.) , µε αποτέλεσµα να σχηµατίζονται νέα επιβλαβή µόρια τα ΑGEs 

(Προχωρηµένα Προϊόντα Γλυκοζυλίωσης). Σύµφωνα µε µελέτες, η επίδραση της Hsp70 

στα τελικά προχωρηµένα προϊόντα γλυκοζυλίωσης (AGEs) επάγει την ΕΜΤ διαδικασία 

των κυττάρων PMC. Αλλαγές στα τελικά προϊόντα της γλυκοζυλίωσης σχετίζονται µε την 

ΕΜΤ διαδικασία, συµπεριλαµβάνοντας την απώλεια της Ε-καδερίνης και την αύξηση της 

α-smooth muscle actin . επιπλέον, τα τελικά προϊόντα της γλυκοζυλίωσης επάγουν την 

έκφραση της Hsp70, η οποία οδηγεί σε µερική αναστολή της ΕΜΤ διαδικασίας στα PMC 

κύτταρα. Έτσι, η Hsp70 αναστέλλει τη διαδικασία της ΕΜΤ µειώνοντας την έκφραση του 

TGF-β/ Smad και την ενεργοποίηση του MARK/ERK σηµατοδοτικού µονοπατιού. Τα 

ευρήµατα προτείνουν ότι η Hsp70 αυξάνει την κυτταρική άµυνα µέσω της αναστολής των 

TGF-β/Smad και ΜΑΡΚ/ΕΡΚ σηµατοδοτικών µονοπατιών, προστατεύοντας έτσι τα 

κύτταρα από την ΕΜΤ διαδικασία (185). 

 

1.4 Η ΟΓΚΟΚΑΤΑΣΤΑΛΤΙΚΗ ΠΡΩΤΕΙΝΗ P53 

Βαπτισµένη ως «ο φύλακας του γονιδιώµατος» (186) και ο «κλειδοκράτορας του 

κυττάρου», η πρωτεΐνη p53 δρα συµµετέχοντας στη µετάδοση µια ευρείας γκάµας 

σηµάτων, που επάγουν κυτταρικό στρες και στην παρεµπόδιση πολλαπλασιασµού των 

κυττάρων. Συνεπώς, η p53 µπορεί να ενεργοποιηθεί έπειτα από ζηµιά που θα πάθει το 

DNA, από µια ογκογονιδιακή ενεργοποίηση, ή από υποξία, η οποία µε την σειρά της 

ενεργοποιεί µια σειρά βιολογικών σηµάτων όπως η κυτταρική απόπτωση, η 

φαγοκυττάρωση και ο γηρασµός του κυττάρου (187-189). Είναι σηµαντικό το γεγονός ότι 

οι ογκοκατασταλτικές λειτουργίες της p53 επηρεάζονται από πολλούς παράγοντες, 
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συµπεριλαµβανοµένων του τύπου του κυττάρου, το µικροπεριβάλλον και διάφορα 

ογκογενετικά γεγονότα τα οποία συνέβησαν κατά την διάρκεια της ανάπτυξης του όγκου. 

Αυτό σηµαίνει ότι, παρόλο που η έκφραση πολλών γονιδίων στο δίκτυο της p53 µπορεί να 

αλλάξει σε µερικούς όγκους, τα κρίσιµα σηµεία του δικτύου µπορεί να διαφέρουν ανάλογα 

µε το περιβάλλον του όγκου. Η πρόκληση σε εµάς είναι να κατανοήσουµε ποιοί στόχοι ή 

ποιές λειτουργίες της p53 είναι σηµαντικές για την ανάπτυξη διαφορετικών µορφών όγκων, 

καθώς αυτό µπορεί τελικά να προσδιορίσει τις ενέργειες για την διατήρηση ενός όγκου και 

να προτείνει τους στόχους για τις θεραπευτικές επεµβάσεις. 

 

1.4.1 Η δοµή της p53 

Ο µεταγραφικός παράγοντας p53, αποτελεί το πρώτο ογκοκατασταλτικό γονίδιο που 

ανακαλύφθηκε στα τέλη της δεκαετίας του 1970. Αρχικά θεωρήθηκε ως ογκογονίδιο 

δεσµευµένο στο µεγάλο Τ-αντιγόνο (Tag) σε µετασχηµατισµένα κύτταρα από τον ιό SV40, 

όµως οι γενετικές και λειτουργικές µελέτες που ακολούθησαν δέκα χρόνια µετά την 

ανακάλυψή του ανέδειξαν την ογκοκατασταλτική του δράση. Μέχρι σήµερα είναι το 

περισσότερο µελετηµένο ογκοκατασταλτικό γονίδιο που αφορά τον καρκίνο (190).  

Το γονίδιο p53 βρίσκεται στο χρωµόσωµα 17p13.1 και αποτελείται από 11 εξόνια και 

10 ιντρόνια. Ανάλυση της αλληλουχίας του γονιδίου σε θηλαστικά, αµφίβια, πτηνά και 

ψάρια αποκάλυψε πέντε υψηλά συντηρηµένες περιοχές εκ των οποίων οι τέσσερις 

µεγαλύτερες εµπεριέχονται στα εξόνια 5 έως 8 του γονιδίου. (Εικόνα 9) 

Κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη 53 kDa 393 αµινοξέων η οποία διαχωρίζεται δοµικά και 

λειτουργικά σε τέσσερις περιοχές. Οι περιοχές αυτές εµπλέκονται µε την µεταγραφική 

επαγωγή και αναστολή (αµινοτελικό άκρο, αµινοξέα 1-42), την δέσµευση µε το DNA και 

το RNA (κεντρική συντηρηµένη περιοχή, αµινοξέα 96-292), την πυρηνική εντόπιση και τον 

τετραµερισµό (καρβοξυτελικό άκρο, αµινοξέα 324-365) και την αρνητική ρύθµιση της 

πρωτεΐνης (καρβοξυτελικό άκρο, αµινοξέα 363-393) (Εικόνα 9). 
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Εικόνα 9: Σχηµατική δοµή και οργάνωση της p53. Φαίνονται οι τέσσερις υψηλά συντηρηµένες περιοχές. 

 

1.4.2 Λειτουργίες της p53 

Γενετικές µελέτες σε κυτταρικές σειρές αλλά και σε πειραµατόζωα (ποντίκια) έχουν 

εµπλέξει την p53 σε µια ποικιλία από αντι-πολλαπλασιαστικές λειτουργίες, κάθε µια από 

τις οποίες, υπό τις κατάλληλες συνθήκες, µπορεί να υποστηρίξει τις ογκοκατασταλτικές 

ιδιότητες της p53. 

 

1 Σηµεία ελέγχου του κυτταρικού κύκλου  

Κύρια λειτουργία της p53 είναι να ρυθµίζει τον κυτταρικό κύκλο, ώστε να 

αναστέλλει τον πολλαπλασιασµό µη φυσιολογικών κυττάρων, προλαµβάνοντας έτσι τη 

νεοπλασµατική δηµιουργία. 

Σε φυσιολογικές συνθήκες για το κύτταρο η p53 διατηρείται σε χαµηλές 

συγκεντρώσεις και σε µια ανενεργή κατάσταση αναµονής. Η ισορροπία αυτή διατηρείται 

µέσω αλληλεπίδρασης µε την πρωτεΐνη MDM2, η οποία αποτελεί αρνητικό ρυθµιστή της 

p53. Ενεργοποίηση της p53 συµβαίνει ως απόκριση σε διάφορους παράγοντες κυτταρικού 

στρες, όπως βλάβη στο DNA, υποξία, γήρανση, υπερέκφραση ογκογονιδίων κ.α. Η αύξηση 

των επιπέδων και η ενεργοποίηση της p53 επηρεάζει τη µεταγραφική ενεργότητα µεγάλου 
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αριθµού γονιδίων όπως τα p21, MDM2, cyclin G, bax κ.α. Ως αποτέλεσµα αναστέλλεται η 

κυτταρική αύξηση και διαίρεση, είτε µέσω ακινητοποίησης του κυτταρικού κύκλου στη 

φάση G1 είτε µέσω επαγωγής της απόπτωσης (Εικόνα 10). 

 

Εικόνα 10: Σηµείο δράσης της p53 στον κυτταρικό κύκλο. Η p53 µπορεί να ξεκινήσει µια διαδικασία, η 

οποία σταµατά την κυτταρική διαίρεση στο σηµείο ελέγχου G1, έπειτα από τυχόν βλάβες του DNA. 

Τα γονίδια- µεταγραφικοί στόχοι της p53 ανάλογα µε τη λειτουργία τους είναι 

επιγραµµατικά τα εξής (191): 

� Αναστολείς του κυτταρικού κύκλου: Πρωτεΐνες αναστολείς των 

κυκλινοεξαρτώµενων κινασών (CDKs), όπως η p16 και κυρίως η p21 kDa. Η αναστολή 

των CDKs µπλοκάρει τη φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης RB η οποία απαιτείται για να 

προχωρήσει το κύτταρο σε διαίρεση, καθώς και την αποδέσµευση των µεταγραφικών 

παραγόντων E2F από την πρωτεΐνη RB. Ως αποτέλεσµα αναστέλλεται η µεταγραφή των 

γονιδίων που απαιτούνται για την είσοδο στην S φάση και το κύτταρο παραµένει στην 

φάση G1. 

� Ρυθµιστές απόπτωσης: Προαποπτωτικές πρωτεΐνες που επάγονται 

απευθείας από την p53 περιλαµβάνουν, µεταξύ άλλων, τις Bax, NOXA, p53AIP1 (και οι 

τρείς αυτές πρωτεΐνες εντοπίζονται στα µιτοχόνδρια και όταν υπερεκφράζονται επάγουν 

την απόπτωση του κυττάρου), Apaf1, PUMA και PIDD. 
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� Γονίδια επιδιόρθωσης του DNA: Η p53 παίζει σηµαντικό ρόλο στη 

διατήρηση της γενωµικής σταθερότητας, καθώς ενεργοποιεί άµεσα γονίδια που 

συµµετέχουν σε µονοπάτια επιδιόρθωσης του DNA, όπως το γονίδιο ριβονουκλεοτιδικής 

ρεδουκτάσης p53R2 και το GADD45. Υπάρχουν επίσης πρόσφατες µελέτες που αναφέρουν 

ότι η p53 πιθανόν να συµµετέχει το ίδιο στην επιδιόρθωση λάθους βάσης στο DNA, 

δεσµευµένο άµεσα στο µόριο του DNA. 

� Αναστολείς της αγγειογένεσης της µετάστασης: Το πιο σηµαντικό ίσως 

µέλος αυτής της κατηγορίας p53 επαγώµενων γονιδίων είναι ο αναστολέας πρωτεάσης 

σερίνης των θηλαστικών που αναστέλλει την αγγειογένεση, τη διήθηση και τη µετάσταση. 

Άλλες αναγνωρισµένες πρωτεΐνες καταστολείς της µετάστασης, οι TSP1, BAI1, GDAIF, 

και KAI1 έχουν επίσης αναφερθεί πως επάγονται από την p53. Η p53 µπορεί επίσης να 

αλληλεπιδράσει µε διάφορες ιικές ογκοπρωτείνες, οι οποίες την οδηγούν στη λειτουργική 

της απενεργοποίηση και εξάλειψη της ογκοκατασταλτικής της δράσης. Τέτοιες είναι οι E6 

και Ε7 ογκοπρωτεΐνες του ιού HPV και το µεγάλο Τ-αντιγόνο του ιού SV40. 

 

2 Απόπτωση 

Παρόλο που η ικανότητα της p53 να ενεργοποιεί την φαγοκυττάρωση είχε 

ανακαλυφθεί πρώτη, η λειτουργία της στον έλεγχο της απόπτωσης είναι αυτή που έχει 

µελετηθεί εκτενέστερα. Ένα πρόγραµµα που περιείχε απόπτωση που εξαρτάται από την 

p53 είχε πρώτα καταγραφεί, έπειτα από την ακτινοβολία σε ποντικούς (192, 193). Σύντοµα, 

αποδείχθηκε ότι η ογκογένεση µπορούσε να ενεργοποιήσει τον ογκοκαταστολέα της p53, 

οδηγώντας στην απόπτωση του, και ότι η p53 είναι απαραίτητη για την απόπτωση, που 

προκαλείται από συγκεκριµένους παράγοντες που προκαλούν βλάβες στο DNA (193). 

Αυτές οι µελέτες αποκάλυψαν πως η p53 δρα ως µέρος ενός µηχανισµού διασφάλισης της 

αποφυγής των µεταλλάξεων και καθιέρωσαν ένα πρότυπο για την κατανόηση των γονιδίων 

και των διεργασιών που καθορίζουν την αποτελεσµατικότητα των θεραπειών του 

καρκίνου. 

Πολλά ακόµα γονίδια-στόχοι της p53 έχουν εµπλακεί στην απόπτωση, σε σχέση µε 

τους υπόλοιπους τελεστές της, δείχνοντας ότι ο έλεγχος της p53 για την απόπτωση είναι 

πολύ περίπλοκος. Οι τρέχουσες ενδείξεις υποδεικνύουν ότι η αποπτωτική λειτουργία της 

p53 είναι στενά συνδεδεµένη  και επηρεάζεται από µια σειρά από ποσοτικά και ποιοτικά 
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γεγονότα που καθορίζουν το αποτέλεσµα της ενεργοποίησης της p53 (194). Η απόπτωση 

µπορεί να ενσωµατωθεί σε ένα ευρύτερο ογκοκατασταλτικό δίκτυο της p53, το οποίο 

ελέγχεται από διάφορα σήµατα, περιβαλλοντικούς παράγοντες και κυτταρικούς τύπους 

(194). 

Όταν ενεργοποιηθεί η p53 µπορεί µε τη σειρά της να ενεργοποιήσει µια σειρά από 

γονίδια που µετέχουν στην απόπτωση, συµπεριλαµβανοµένων των Bax, PIG3, Killer/DR5, 

CD95 (Fas), p53AIP1, Perp, και τις BH3-only πρωτεΐνες Noxa και PUMA (p53 ρυθµιστές 

της απόπτωσης) (188). Πολλοί από τους στόχους είναι µέλη της προ-αποπτωτικής Bcl-2 

οµάδας γονιδίων. 

Η p53 επιπρόσθετα σε αυτές τις δραστηριότητές της στον πυρήνα του κυττάρου, 

κατέχει επίσης κυτοσολική δράση που µπορεί να προκαλέσει την απόπτωση µε έναν τρόπο 

ανεξάρτητο από τη µεταγραφή (189). Συγκεκριµένα, ως αντίδραση σε διάφορα σήµατα για 

τον κυτταρικό θάνατο, όπως η ιονίζουσα ακτινοβολία, η p53 συσσωρεύεται γρήγορα στα 

µιτοχόνδρια. Στα µιτοχόνδρια, η p53 µπορεί να προκαλέσει διαπερατοποίηση της 

εξωτερικής µεµβράνης των µιτοχονδρίων (MOMP), προκαλώντας έτσι την απελευθέρωση 

των προ-αποπτωτικών παραγόντων από τον µιτοχονδριακό διαµεµβρανικό χώρο. Η p53 

µπορεί να αλληλεπιδράσει µε τις Bcl2, Bcl-XL και την Bak στα µιτοχόνδρια, και έχει 

προταθεί ότι µπορεί να δρα σαν BH3-only πρωτεΐνη, είτε ως ο άµεσος ενεργοποιητής της 

Bax και της Bak, είτε ως καταστολέας. 

Οι µηχανισµοί που εξαρτώνται ή όχι από την µεταγραφή της p53 έχουν πρόσφατα 

συνδεθεί , µέσω του γονιδίου-στόχου PUMA της p53 (195). Συγκεκριµένα, ως αντίδραση 

στο κυτταρικό στρες, η p53 ενεργοποιεί το PUMA. Το PUMA στην συνέχεια µεταφέρεται 

στα µιτοχόνδρια, όπου µπορεί να δεσµεύσει την Bcl-XL πρωτεΐνη, και συνεπώς να 

απελευθερωθεί η p53 και να ενεργοποιήσει µε την σειρά της την Bax. Αυτά τα δεδοµένα 

υποδεικνύουν ότι τα στοιχεία του δικτύου της p53 που εξαρτώνται από την µεταγραφή 

είναι απαραίτητα για την λεπτοµερή επαγωγή της απόπτωσης, και το PUMA παίζει ένα 

κρίσιµο ρόλο σε αυτή την διαδικασία.  
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1.4.3 Μοντέλα ενεργοποίησης της p53 

Σε ένα φυσιολογικό κύτταρο, η πρωτεΐνη p53 διατηρείται σε χαµηλά επίπεδα µέσω 

του γρήγορου καταβολισµού της. Επιπροσθέτως, η p53 πιθανότατα να υπάρχει σε µια 

λανθάνουσα, ανενεργή µορφή (196, 197). ∆ιάφορες στρεσογόνες καταστάσεις, όπως οι 

βλάβες στο DNA, η έλλειψη οξυγόνου, η στέρηση των παραγόντων ανάπτυξης του 

κυττάρου, και η απώλεια του στρώµατος πρόσδεσης του κυττάρου ή η απώλεια πρόσδεσης 

µεταξύ των κυττάρων, µπορεί να προκαλέσουν την ενεργοποίηση της p53 (198). Η 

ενεργοποίηση της p53 µπορεί να διαµορφωθεί σε 3 επίπεδα:  

� Μια αύξηση στην συγκέντρωση της πρωτεΐνης p53 είτε µέσω της 

αυξηµένης µετάφρασης είτε µέσω της αυξηµένης ηµιζωής  

� Η αλλαγή της πρωτεΐνης p53 από την αδρανή στην ενεργή µορφή  

� Η µετεγκατάσταση της πρωτεΐνης p53 από το κυτταρόπλασµα στον πυρήνα  

Ενώ συγκεκριµένες µελέτες έχουν γίνει σχετικά µε την ενεργοποίηση της p53 στα 

δύο πρώτα στάδια, λίγες έχουν πραγµατοποιηθεί για την ρύθµιση της κυτταρικής 

τοποθεσίας της p53.  

Η άποψη που περιγράφει την ενεργοποίηση της p53, ως αντίδραση στο κυτταρικό 

στρες, περιλαµβάνει τρία βασικά βήµατα: ενεργοποίηση της p53, δέσµευση του DNA σε 

συγκεκριµένη ακολουθία, και ενεργοποίηση µέσω µεταγραφής των επιθυµητών γονιδίων 

(187). Η ενεργοποίηση της p53 επιτυγχάνεται πρωτίστως µέσω των γεγονότων που 

διακόπτουν την αλληλεπίδρασή της µε τον MDM2, έναν αρνητικό παράγοντα ρύθµισης της 

p53 που µεσολαβεί στη παρεµπόδιση ουβικιτινιλίωσης της p53. Για παράδειγµα, όταν το 

DNA υποστεί ζηµιά από την ιονίζουσα ακτινοβολία  ή από συγκεκριµένους 

χηµικοθεραπευτικούς παράγοντες, η p53 τροποποιείται µετα-µεταφραστικώς, 

συµπεριλαµβανοµένης της φωσφορυλίωσης του αµινοτελικού άκρου της p53 σε 

συγκεκριµένα αµινοξέα, µε διάφορες κινάσες, συµπεριλαµβανοµένων των ATM, ATR, 

DNA-PK, Chkl, και Chk2 (199). Η αµινοτελική φωσφορυλίωση της p53 εµποδίζει την 

πρόσδεση του MDM2, µε αποτέλεσµα την ενεργοποίηση της p53.  

Μετά την ενεργοποίησή της, η p53 προσδένεται σε συγκεκριµένη αλληλουχία του 

DNA. Η περιοχή πρόσδεσης της p53 στο DNA είναι ένα σηµείο µε υψηλές πιθανότητες 
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µετάλλαξης, καθώς η πλειοψηφία των µεταλλάξεων που σχετίζονται µε όγκους στην p53 

παρατηρούνται σε αυτή την περιοχή (200). Αυτό το εύρηµα τονίζει την σπουδαιότητα της 

πρόσδεσης της p53 στην κατάλληλη θέση στην αλληλουχία του DNA. H p53 περιέχει 

ακόµα µια περιοχή βασικής πρόσδεσης στο DNA µε το καρβοξυ-τελικό άκρο. 

Έπειτα από την ενεργοποίηση και την στοχευµένη πρόσδεση στο DNA, η p53 

ενεργοποιεί ή καταστέλλει τα στοχευµένα της γονίδια. Η κοινή άποψη προτείνει ότι η p53 

προωθεί την µεταγραφική ενεργοποίηση ή καταστολή των στοχευµένων γονιδίων, µέσω 

της αλληλεπίδρασης µε γενικούς µεταγραφικούς παράγοντες όπως η TFIID / TAFs. Όµως, 

ένα τέτοιο µοντέλο υποτιµά την πολυπλοκότητα της επιλογής του υποκινητή. Στην 

πραγµατικότητα η επιλογή του γίνεται µέσα από διάφορα κριτήρια, συµπεριλαµβανοµένων 

των µετα-µεταγραφικών αλλαγών της p53, που µπορούν να επηρεάσουν την επιλογή 

συγκεκριµένων p53 πρωτεϊνών σε συγκεκριµένους υποκινητές. Για παράδειγµα, η p53 

µπορεί να αλληλεπιδράσει µε πολλούς µεταγραφικούς ενεργοποιητές, όπως η ιστόνη 

ακετυλο-τρανσφεράση CBP/p300, και µεταγραφικούς καταστολείς και συν-καταστολείς, 

όπως η ιστόνη δεασυτυλάση (201, 202), για την ρύθµιση της µεταγραφής. Η 

αλληλεπίδραση µεταξύ της p53 και της CBP/p300 διευκολύνει την ακετυλίωση της ιστόνης 

και της p53, µε αποτέλεσµα µια πιο ενεργητική p53 πρωτεΐνη. 

Βασισµένοι στους Kruse και Gu, οι οποίοι πρότειναν ένα βελτιστοποιηµένο µοντέλο 

τριών βηµάτων για την ενεργοποίησης της p53, ανάλογα µε τον υποκινητή. 

� Το πρώτο βήµα είναι η σταθεροποίηση της p53 µέσω του στρες, που µπορεί να 

συµβεί µέσω διαφόρων µηχανισµών, πολλοί εκ των οποίων λειτουργούν µέσω της 

αναστολής της δυνατότητας της MDM2 να ουβικιτινλώνει και να διασπά την p53.  

 

� Το δεύτερο βήµα είναι η απελευθέρωση της p53 από την  αναστολή της λειτουργίας 

της που επιβάλουν οι MDM2 και Mdmx. Αυτό το βήµα απαιτεί την ακετυλίωση της 

p53 σε διαλύµατα συγκεκριµένων αµινοξέων, και έχει ως αποτέλεσµα στην 

επιλεκτική ενεργοποίηση ενός υποσυνόλου των γονιδίων που στοχεύει η p53.  

 

� Το τρίτο βήµα είναι η πλήρης ενεργοποίηση συγκεκριµένων υποκινητών, η οποία 

διευκολύνεται µε την επιστράτευση και την αλληλεπίδραση πολλών συν-
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παραγόντων της p53. Αυτοί οι συν-παράγοντες µπορούν να τροποποιήσουν την 

p53, τις ιστόνες και άλλους µεταγραφικούς παράγοντες.  

∆εν έχουν διασαφηνιστεί πλήρως οι ακριβείς µηχανισµοί µέσω των οποίων η p53 

στοχεύει σε συγκεκριµένα γονίδια, τα οποία σχετίζονται µε την απόπτωση, το γήρας, την 

φαγοκυττάρωση, ή την αυτοφαγία, παρόλο που αυτοί οι µηχανισµοί περιλαµβάνουν 

συγκεκριµένους συνδυασµούς από συν-παράγοντες και µετα-µεταγραφικές αλλαγές. 

Πράγµατι, διάφοροι συνδυασµοί µετα-µεταγραφικών µεταλλάξεων της p53, 

συµπεριλαµβανοµένης της φωσφορυλίωσης, της ουβικιτινιλίωσης, της µεθυλοποίησης, και 

της ακετυλίωσης, µπορούν να παίξουν τον ρόλο ενός κωδικού, δίνοντας την δυνατότητα 

στην p53 να ενεργοποιήσει συγκεκριµένους υποκινητές. 

 

1.4.4 MDM2 και p53 

Η πρωτεΐνη MDM2 είναι ένας σηµαντικός ρυθµιστής της δράσης της p53 (Εικόνα 

11). Η MDM2 προσδένεται στο µεταγραφικό πεδίο ενεργοποίησης, στο αµινοτελικό άκρο 

της p53 (203). Μπορεί επίσης να προάγει τον καταβολισµό της p53 µέσω ενός συστήµατος 

ουβικιτινιλίωσης (204, 205). Η MDM2 έχει συνδεθεί  µε την ρύθµιση της πυρηνο-

κυτταροπλασµατικής µετατόπισης της p53 µε δυο τρόπους. Πρώτον, η MDM2 

αλληλεπιδρά µε την p53 στον πυρήνα και µεταφέρει την p53 από τον πυρήνα στο 

κυτταρόπλασµα, όπου µεσολαβεί για την ανενεργοποίηση της p53 (206, 207). 

Εναλλακτικά, η MDM2 µπορεί να µεσολαβήσει για την ουβικιτινιλίωση της p53 στον 

πυρήνα, η οποία ενεργοποιεί την εξαγωγή από τον πυρήνα ξεµπλοκάροντας το σήµα NES 

της p53.  
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Εικόνα 11: Η αλληλεπίδραση της p53 µε την MDM2. Στα φυσιολογικά κύτταρα, η MDM2 οδηγεί την p53 σε 

ουβικιτινιλίωση και τελικά σε αποδόµησή της. Σε µη φυσιολογικά κύτταρα, απουσία της MDM2, η p53 οδηγεί 

σε ρύθµιση κυτταρικού κύκλου ή σε απόπτωση (PMV Pharma, 2015).   

Η ανάµειξη της MDM2 στην ρύθµιση της τοποθέτησης της p53 στο κύτταρο 

επιδεικνύεται από την παρατήρηση ότι η δράση της MDM2 συνδέεται άµεσα µε την 

εξαγωγή από τον πυρήνα της p53 σε ένα υποσύνολο των όγκων, όπως τα 

νευροβλαστώµατα και ο καρκίνος του στήθους (208). H καταστολή της έκφρασης της 

MDM2 µέσω ενός αντικωδικοποιούντος ολιγονουκλεοτιδίου, ή η καταστολή της δράσης 

της MDM2 από την πρωτεΐνη Ρ19(ARF), που χρησιµοποιείται για τον περιορισµό των 

όγκων, οδηγεί σε µια µετατόπιση της ελεύθερου-τύπου p53 από το κυτταρόπλασµα προς 

τον πυρήνα. Από την άλλη, έχει αναφερθεί ότι η εξαγωγή της p53 από τον πυρήνα είναι 

ανεξάρτητη από την πρόσδεση της MDM2. Αυτή η αναφορά είναι βασισµένη στην 

παρατήρηση ότι η µεταλλαγµένη p53, που δεν µπορεί να αλληλεπιδράσει µε την MDM2, 

πάλι υπόκειται σε πυρηνο-κυτταροπλασµατική µετατόπιση (209). Φαίνεται ότι η MDM2 θα 

µπορούσε, σε ορισµένες περιπτώσεις, να ελέγξει την πυρηνο-κυτταροπλασµατική 

µετατόπιση της p53 µέσω των ξεχωριστών µηχανισµών που µπορεί να εξαρτώνται από τον 

τύπο των κυττάρων. 
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1.4.5 Η φωσφορυλίωση της p53 

H διαδικασία της φωσφορυλίωσης έχει αποδειχθεί ότι επηρεάζει την εισαγωγή και 

την εξαγωγή από τον πυρήνα διαφόρων πρωτεϊνών (210). Η p53 είναι γνωστό ότι 

φωσφορυλιώνεται σε πολλά σηµεία, τα οποία βρίσκονται στα αµινοτελικά και 

καρβοξυτελικά άκρα (211). Έχει αναφερθεί ότι ο παράγοντας ανάπτυξης I,  που µοιάζει µε 

την ινσουλίνη, µπορεί  να επιφέρει ένα αυξηµένο επίπεδο φωσφορυλίωσης της p53 και µια 

µετατόπιση της p53 από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασµα στα MCF7 ανθρώπινα καρκινικά 

κύτταρα µαστού (212).  Παρόλο που δεν είναι σαφές αν η αυξηµένη φωσφορυλίωση της 

p53 εµπλέκεται άµεσα µε την πυρηνο-κυτταροπλασµατική µετατόπιση της p53, υπάρχει η 

πιθανότητα η φωσφορυλίωση να επηρεάζει την τοποθέτηση της p53 µέσα στο κύτταρο. 

Υπάρχουν αρκετά φωσφορυλιωτικά γεγονότα τα οποία µπορεί να σχετίζονται µε την 

ρύθµιση της τοποθέτησης της p53 µέσα στο κύτταρο. Για παράδειγµα, η φωσφορυλίωση 

αναστέλλει το δέσιµο της MDM2 µε την p53 και ίσως εµπλέκεται στην ρύθµιση της 

τοποθέτησης της p53 µέσα στο κύτταρο. Αυτό επιβεβαιώνεται και µε υπάρχοντα δεδοµένα 

µε συγκεκριµένη φωσφορυλίωση της p53 στη Ser15 η οποία µπορεί να επηρεάσει την 

εισαγωγή της p53 στον πυρήνα (213-215). Η φωσφορυλίωση που µπορεί άµεσα ή έµµεσα 

να επηρεάσει την προσβασιµότητα των NLS (Nuclear Localization Signal) και NES 

(Nuclear Export Signal) στους υποδοχείς τους, µπορεί επίσης να εµπλέκεται στην ρύθµιση 

της τοποθέτησης της p53 µέσα στο κύτταρο. Μελέτες πραγµατοποιούνται για να 

δοκιµάσουν την συσχέτιση µεταξύ αυτών των φωσφορυλιώσεων και την τοποθέτηση της 

p53 µέσα στο κύτταρο. 

 

1.4.6 Η µεταφορά της p53 από το κυτταρόπλασµα στον πυρήνα 

Λειτουργώντας κυρίως ως ένας µεταγραφικός παράγοντας, η εισαγωγή στον πυρήνα 

ή ο έλεγχος της p53 είναι βασικός παράγοντας για την οµαλή λειτουργία της ως πρωτεΐνη 

που καταστέλλει την ανάπτυξη (216, 217) ή την έναρξη της απόπτωσης (218). Έτσι, 

κυτταρικοί µηχανισµοί πρέπει να υπάρχουν για την ρύθµιση της δυναµικής πυρηνο-

κυτταροπλασµατικής µεταφοράς της p53, είτε µέσω της αυξηµένης εισαγωγής στον 

πυρήνα, είτε µέσω της µειωµένης εξαγωγής από τον πυρήνα. Μελέτες έχουν δείξει ότι η 
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ελεύθερου-τύπου p53 είναι κατανεµηµένη ακανόνιστα στο κυτταρόπλασµα σε ένα 

υποσύνολο των ανθρώπινων καρκινικών κυττάρων, όπως ο καρκίνος του µαστού, ο 

καρκίνος του παχέως εντέρου και το νευροβλάστωµα (219-221). Παρόλο που δεν είναι 

ξεκάθαρο εάν ο φαινότυπος συνδέεται άµεσα µε την κακοήθεια των κυττάρων, υπάρχει η 

υποψία ότι η ογκογένεση µπορεί να είναι το αποτέλεσµα µιας δυσλειτουργίας της ρύθµισης 

της εισαγωγής της p53 στον πυρήνα. 

Το σήµα πυρηνικού εντοπισµού της p53 (NLS) και το σήµα της εξαγωγής από τον 

πυρήνα (NES) είναι τα ουσιώδη δοµικά στοιχεία για την πρωτεΐνη, η οποία υπόκειται σε 

πυρηνο-κυτταροπλασµατική µεταφορά (Εικόνα 12
 

Α, Β). Το τυπικό NLS είναι είτε 

µονοµερές είτε διµερές. Το µονοµερές NLS αποτελείται από µια µονή και σύντοµη αλυσίδα 

από διάφορα βασικά αµινοξέα. Το διµερές NLS αποτελείται από δυο ξεχωριστές δοµές. Η 

εισαγωγή στον πυρήνα ξεκινά από την πρόσδεση του NLS στα συµπλέγµατα των µορίων 

εισαγωγής α και β, τα οποία µεσολαβούν για την υποδοχή των πρωτεϊνών στο σύµπλεγµα 

των πυρηνικών πόρων (222, 223). Από την άλλη το σήµα NES χαρακτηρίζεται από µια 

αλληλουχία που είναι πλούσια σε λευκίνη, στην οποία αλληλουχία το µόριο εξαγωγής 1 

µπορούν να προσδεθούν και να διευθύνουν την πρωτεϊνική εξαγωγή από τον πυρήνα (224-

226). 

Τρία µονοµερή NLS έχουν ταυτοποιηθεί αρχικώς στο καρβοξυ-τελικό άκρο της p53, 

µε την χρήση της ανάλυσης των ακολουθιών και της ανάλυσης των µεταλλάξεων (227). Το 

NLS I είναι το πιο δραστήριο  από τα τρία στην διαχείριση της εισαγωγής της p53 στον 

πυρήνα. Τα άλλα δυο NLS, τα II και III, είναι πολύ πιο αδύναµα. Το NLS I έχει 

παρουσιασθεί να έχει την δυνατότητα να διαχειριστεί την εισαγωγή στον πυρήνα µιας 

κυτταροπλασµατικής πρωτεΐνης (228). Παρόλα αυτά, ανακαλύφθηκε πρόσφατα ότι το NLS 

I δεν είναι λειτουργικό όταν είναι µόνο του, για την εισαγωγή της p53 στον πυρήνα (229). 

Ένα βασικό µοτίβο το οποίο περιέχει την Lys305-Arg306 και έναν διαχωριστή µεταξύ 

αυτού του µοτίβου και του NLS I , είναι απαραίτητα για την είσοδο της p53 στον πυρήνα 

(229, 230). Επιπλέον, µια πλήρης αλληλουχία από την Lys205 στο NLS I έχει ισχυρότερο 

δέσιµο µε την importin α, από ότι έχει το NLS I µόνο του (229). Έτσι, το διµερές NLS 

φαίνεται ότι είναι πιο δραστικό, σε σχέση µε το µονοµερές. 

Ένα εξαιρετικά διατηρηµένο, πλούσιο σε λευκίνη, NES έχει ταυτοποιηθεί στον 

τετραµερισµό της p53. Το συγκεκριµένο σήµα NES είναι ταυτόχρονα και απαραίτητο και 



 

επαρκές για να χειριστεί την εξαγωγή της 

πρωτεΐνες που περιέχουν πλούσιο σε λευκίνη 

γίνεται µε την παρέµβαση της 

ένα φάρµακο που είναι γνωστό ότι προσδένεται στην 
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την εξαγωγή της p53 από τον πυρήνα της (209

πρωτεΐνες που περιέχουν πλούσιο σε λευκίνη NES, η εξαγωγή της p53

γίνεται µε την παρέµβαση της exportin 1 και µπορεί να κατασταλεί από την λεπτοµυκίνη Β, 

ένα φάρµακο που είναι γνωστό ότι προσδένεται στην exportin 1 (231). 

 

209). Οµοίως µε άλλες 

p53 από τον πυρήνα 

1 και µπορεί να κατασταλεί από την λεπτοµυκίνη Β, 

 

 



 

Εικόνα 12: ∆ιευρυµένο µοντέλο της εισαγωγής και εξαγωγής της πρωτεΐνης 

τη βοήθεια των σηµάτων NLS (B) και 
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∆ιευρυµένο µοντέλο της εισαγωγής και εξαγωγής της πρωτεΐνης p53 στον πυρήνα του κυττάρου µε 

και NES (A) αντίστοιχα (232). 

 

53 στον πυρήνα του κυττάρου µε 
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2. ΥΛΙΚΑ-ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

2.1. ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ 

2.1.1. Συνθήκες κυτταρικής καλλιέργειας ευκαρυωτικών κυττάρων 

Η καλλιέργεια των διαφόρων κυτταρικών σειρών έγινε σε ειδικά διαµορφωµένο 

χώρο, ο οποίος διατηρείται στείρος µε τη χρήση υπεριώδους ακτινοβολίας. Προκειµένου 

να αποφευχθούν οι µολύνσεις, όλοι οι χειρισµοί οι σχετικοί µε τα κύτταρα, 

πραγµατοποιήθηκαν µέσα σε εστία νηµατικής ροής (GELMAN Instrument Laminar Air 

Flow class 100). Τα κύτταρα αναπτύχθηκαν σε επωαστικό κλίβανο (Forma Scientific CO2 

Incubator, Model 311 - Forma Scientific Inc.) σταθερής θερµοκρασίας 37
ο
C, κατάλληλες 

συνθήκες υγρασίας και ατµόσφαιρα εµπλουτισµένη µε 5% CO2 για τη διατήρηση του pH 

στο θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας. Ανάλογα µε τις απαιτήσεις, τα κύτταρα 

αναπτύχθηκαν σε τρυβλία ή σε πολυτρυβλία πολυστηρενίου (CELLSTAR – Greiner bio-

one), όλα µίας χρήσης. Η παρατήρηση των κυττάρων έγινε σε µικροσκόπιο ανάστροφης 

φάσης (Olympus IM) ενώ η µακρόχρονη συντήρησή τους έγινε σε δοχείο υγρού αζώτου (-

192
ο
C). 

2.1.2. Κυτταρική σειρά MCF 7 

Για τις πειραµατικές ανάγκες της παρούσας µελέτης χρησιµοποιήθηκε η κυτταρική 

σειρά MCF7. Η MCF7 είναι µια κυτταρική σειρά που αποµονώθηκε για πρώτη φορά το 

1970 από τον ιστό του µαστού µιας 69-χρονης καυκάσιας γυναίκας. Από τις δύο 

µαστεκτοµές που υπεβλήθη, η πρώτη αποκάλυψε ότι ο ιστός που αφαιρέθηκε ήταν 

καλοήθεις. Πέντε χρόνια αργότερα, µια δεύτερη επέµβαση αποκάλυψε κακοήθες 

αδενοκαρκίνωµα, από το οποίο ελήφθησαν κύτταρα προς µελέτη, τα MCF7. Η γυναίκα 

υποβλήθηκε σε θεραπεία για τον καρκίνο του µαστού µε ακτινοθεραπεία και 

ορµονοθεραπεία. MCF7 εποµένως, είναι µια ανθρώπινη κυτταρική σειρά 

αδενοκαρκινώµατος του µαστού και έχει χρησιµοποιηθεί εκτεταµένα στην έρευνα. 

 

 



54 

 

2.1.3. Υλικά κυτταρικής καλλιέργειας 

Επανακαλλιέργεια κυτταρικής σειράς 

Για την ανάπτυξη των κυτταρικών σειρών χρησιµοποιήθηκε το θρεπτικό υλικό 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) µε 4500 mg glucose/L, 100mg sodium 

pyruvate/L και L-glutamine (Sigma #D6429) και διατηρήθηκε σε θερµοκρασία 4 
ο
C. Πριν 

τη χρήση του προστέθηκαν 5ml/500ml από τα αντιβιοτικά πενικιλίνη και στρεπτοµυκίνη 

(PenStrep– Gibco #15070-063) σε συγκεντρώσεις 5x10
4
U και 5x10

5
 µg αντίστοιχα ανά 

λίτρο καθώς και 10% ορός FBS. 

1.∆ιάλυµα έκπλυσης - PBS 

Οι εκπλύσεις των κυττάρων πραγµατοποιήθηκαν µε τη βοήθεια του ρυθµιστικού 

διαλύµατος φωσφορικών αλάτων - PBS, ελλειµµατικού σε ιόντα Ca
2+

 και Mg
2+

, pH 7.2: 

139 mMNaCl, 5.4 mM KCl, 0.37 mM Na2HPO4
.
H2O, 0.44 mM KH2PO4, 4.16 mM 

NaHCO3. Μετά την παρασκευή του, το διάλυµα ρυθµίζεται σε ph 7,3 µε τη βοήθεια 

φωσφορικού οξέως 85% και αποστειρώνεται για 25 λεπτά, στους 121
o
C, σε αυτόκαυστο 

(Dr MorandS.A., Switzerland) και διατηρείται στους 4
o
C. 

2.Ορός -FBS 

Σε όλες τις κυτταρικές καλλιέργειες το θρεπτικό υλικό εµπλουτίζεται αµέσως πριν τη 

χρήση του µε ορό εµβρύου βοός (Fetal Bovine Serum - Gibco®) σε τελική συγκέντρωση 

10% (κατ' όγκο ή κατά βάρος;). Η προσθήκη του ορού είναι απαραίτητη για τον 

εµπλουτισµό του θρεπτικού υλικού µε αναπτυξιακούς παράγοντες αναγκαίους για τον 

πολλαπλασιασµό των κυττάρων. 

3.∆ιάλυµα θρυψίνης - Trypsin 

Η αποκόλληση των κυττάρων από το ταπήτιο των τρυβλίων της  

κυτταροκαλλιέργειας επιτυγχάνεται µε τη χρήση 10% διαλύµατος θρυψίνης (2,5% trypsin 

10x - Gibco®) σε ρυθµιστικό διάλυµα PBS ελλειµµατικού σε ιόντα Ca
2+

 και Mg
2+

. Η 

επίδραση µε τρυψίνη για 3-5 λεπτά βοηθά στη αποδιάταξη των πρωτεϊνών της 
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εξωκυττάριας θεµέλιας ουσίας (ECM), για να επιτευχθεί η δηµιουργία µονοκύτταρου 

κυτταρικού εναιωρήµατος.  

2.1.4. Αποθήκευση ευκαρυωτικών κυτταρικών σειρών σε υγρό άζωτο 

Αφαιρείται το θρεπτικό µέσο και τα κύτταρα ξεπλένονται δύο φορές µε διάλυµα PBS 

(1x). Στη συνέχεια προστίθεται στο ταπήτιο διάλυµα θρυψίνης και τα κύτταρα µετά την 

αποκόλλησή τους συλλέγονται σε θρεπτικό υλικό. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 1.500 

rpm, για 5 λεπτά, σε θερµοκρασία δωµατίου. Το ίζηµα των κυττάρων επαναιωρείται σε 

κατάλληλο υλικό αποθήκευσης, το οποίο αποτελείται από FBS (90%) και DMSO (10%), 

ενώ η πυκνότητα των κυττάρων είναι περίπου 6x10
6
 κύτταρα ανά 1 ml υλικού 

αποθήκευσης. Παρενθετικά ας σηµειωθεί πως το DMSO περιβάλλει την κυτταρική 

µεµβράνη και τη σταθεροποιεί έναντι της θραύσης της, έναντι της χαµηλής θερµοκρασίας. 

Το εναιώρηµα των κυττάρων µεταφέρεται σε σωληνάριο ψύξης (cryovial 1,5 ml – Greiner 

Bio-one), το οποίο καταψύχεται σταδιακά, αρχικά στους -20
ο
C, έπειτα στους -80

ο
C για 24 

ώρες και στη συνέχεια σε δοχείο υγρού αζώτου, στους -192
ο
C. 

2.1.5. Απόψυξη ευκαρυωτικών κυτταρικών σειρών από το υγρό άζωτο 

Η απόψυξη των κυττάρων έλαβε χώρα µε ταχεία µεταφορά των φιαλιδίων κατάψυξης 

από το υγρό άζωτο στο υδατόλουτρο και σε θερµοκρασία 37 
ο
C. Εκεί τα φιαλίδια 

διατηρήθηκαν µέχρι αποψύξεως, υπό ήπια ανάδευση. Το εναιώρηµα των κυττάρων υπέστη 

αραίωση σε 20 ml DMEM και στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκε (3.000 στροφές ανά 

λεπτό/5min) σε θερµοκρασία δωµατίου. Το ίζηµα των κυττάρων επαναιωρήθηκε σε πλήρες 

καλλιεργητικό υλικό DMEM, όντας έτοιµο για περεταίρω καλλιέργεια. 

2.1.6. Ικανότητα των κυττάρων να δηµιουργούν αποικίες (Colony Efficiency) 

Στόχος είναι να µελετηθεί η ικανότητα των κυττάρων να αναπτύσσουν µεγάλες 

αυτοσυντηρούµενες αποικίες έπειτα από επώασή τους στις εκάστοτε ακραίες συνθήκες, σε 

σύγκριση µε την ικανότητα αυτή των κυττάρων στα οποία δεν έχει συµβεί κάποια αλλαγή 

(control). 

Από ένα αρχικό τρυβλίο 10 cm πληρότητας 100%, τρυψινοποιούµε τα κύτταρα σε 

τελικό όγκο κύτταρα σε DMEM 10 ml, τα οποία συλλέγονται σε Universal των 30ml 
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(Greiner #201170). Από αυτό το δείγµα συλλέγονται 10 µl και τοποθετούνται σε πλάκα 

Neu Bauer, ώστε να γίνει καταµέτρηση των κυττάρων στο µικροσκόπιο. Σε τρυβλία 60 mm 

προστίθενται 40.000 κύτταρα και ο τελικός όγκος του κάθε τρυβλίου συµπληρώνεται µε 

θρεπτικό υλικό ως τα 5 ml. Τα τρυβλία τοποθετούνται στον επωαστή για 24 ώρες. 

Μετά την πάροδο των 24 ωρών γίνεται η τοποθέτηση των τρυβλίων σε διαφορετικά 

υδατόλουτρα, ρυθµισµένα σε ακραίες θερµοκρασίες τις οποίες απαιτεί η πειραµατική 

διαδικασία. Μετά το πέρας του χρόνου το τρυβλίο επανατοποθετείται στον επωαστή για 

τον επιθυµητό κάθε φορά χρονικό διάστηµα (recovery).  

Μετά την πάροδο του χρόνου επώασης, καταµετρούνται 5.000 κύτταρα από κάθε 

τρυβλίο και µεταφέρονται σε νέο τρυβλίο 60 mm. Τα κύτταρα αφήνονται να αναπτυχθούν 

για περίπου 10 ηµέρες µε καθηµερινή οπτική παρακολούθηση, ενώ πραγµατοποιείται 

αλλαγή θρεπτικού υλικού κάθε 3 ηµέρες. 

Έπειτα από την πάροδο των 10 ηµερών ακολουθεί χρώση των αποικιών. 

Πραγµατοποιείται πλύση των τρυβλίων και προσθήκη 10 ml µίγµατος αιθανόλης – οξικού 

οξέος 3:1. Τα τρυβλία τοποθετούνται στους -20
ο
C για 10 λεπτά, ώστε να µονιµοποιηθούν 

τα κύτταρα. Στη συνέχεια απορρίπτεται το µείγµα µεθανόλης – οξικού οξέος και τα 

τρυβλία αφήνονται στον απαγωγό να στεγνώσουν. Στη συνέχεια προστίθενται 5 ml 

Giemsa/νερό βρύσης 1:10 και τα τρυβλία τοποθετούνται σε θερµοκρασία δωµατίου για 

µισή ώρα περίπου, περιµένοντας να βαφτούν οι αποικίες. Απορρίπτεται η χρωστική και τα 

τρυβλία ξεπλένονται καλά µε νερό βρύσης. Όταν στεγνώσουν πραγµατοποιείται η µέτρηση 

των αποικιών. 

2.1.7. Ικανότητα πολλαπλασιασµού των κυττάρων 

Τα κύτταρα θρυψινοποιούνται σε τελικό όγκο DMEM/κυττάρων 10 ml και 

µεταφέρονται σε σωληνάρια Universal των 30ml (Greiner #201170). Λαµβάνονται 100 µl 

και γίνεται µέτρηση των κυττάρων σε πλάκα New Bauer στο µικροσκόπιο ανάστροφης 

φάσης. Στη συνέχεια υπολογίζεται ο συνολικός αριθµός των κυττάρων καθώς και η 

ποσότητα που απαιτείται για την προσθήκη του επιθυµητού αριθµού των κυττάρων (3x10
5
 

κύτταρα) σε κάθε τρυβλίο 60 mm. Ο τελικός όγκος του κάθε τρυβλίου πρέπει να είναι 5 ml 

και συµπληρώνεται µε DMEM. Τα τρυβλία τοποθετούνται στον επωαστή στους 37
ο
C και 
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σε 5% CO2 για 24 ώρες. Μετά το πέρας των 24 ωρών τα κύτταρα θρυψινοποιούνται ξανά 

και καταµετρούνται. Το αποτέλεσµα καταγράφεται και το συγκεκριµένο δείγµα 

απορρίπτεται. Η διαδικασία επαναλαµβάνεται κάθε 24 ώρες και κάθε φορά η καταµέτρηση 

γίνεται σε νέο τρυβλίο µε νέο δείγµα. Οι καταµετρήσεις καταγράφονται και στο τέλος 

κατασκευάζεται η καµπύλη πολλαπλασιασµού των κυττάρων. 

2.2. ΛΥΣΗ ΚΥΤΤΑΡΩΝ – ΠΡΩΤΕΙΝΙΚΑ ΕΚΧΕΙΛΙΣΜΑΤΑ  

2.2.1. Λύση κυττάρων – Αποµόνωση πρωτεϊνών από κύτταρα 

Κύτταρα που σχηµατίζουν µονή στοιβάδα σε τρυβλίο, αφήνονται να αναπτυχθούν, 

έως ότου καταλάβουν το 100% περίπου της επιφάνειας του ταπητίου ενός τρυβλίου 

διαµέτρου 10 cm. Το θρεπτικό υλικό αφαιρείται και ακολουθεί διπλή έκπλυση των 

κυττάρων µε 10 ml (ανά έκπλυση) διαλύµατος PBS (1x). 

Με ένα φύλο σιλικόνης τα κύτταρα αποκολλούνται από το ταπήτιο του τρυβλίου, 

συλλέγονται σε 10 ml PBS (1x), µεταφέρονται σε αποστειρωµένα φυγοκεντρικά 

σωληνάκια και φυγοκεντρούνται (Sigma - #D-37520) στις 2.000 rpm  για 3 λεπτά στους 

4
ο
C. 

Μετά τη φυγοκέντρηση αφαιρείται το υπερκείµενο, τα κυτταρικά ιζήµατα 

επαναιωρούνται σε 1 ml PBS (1x) και µεταφέρονται σε Εppendorf µικροφυγοκεντρικά 

σωληνάκια. Τα δείγµατα διατηρούνται στον πάγο. Στη συνέχεια πραγµατοποιείται 

φυγοκέντρηση για 10 δευτερόλεπτα (short spin) στις 11.000 rpm στη φυγόκεντρο 

Eppendorf centrifuge 5417C, σε θερµοκρασία δωµατίου. Αφαιρείται το υπερκείµενο 

πλήρως µε αναρρόφηση υπό κενό (στο σηµείο αυτό τα κύτταρα µπορούν να 

αποθηκευτούνε και να φυλαχτούνε στους -80
ο
C για σύντοµο χρονικό διάστηµα) και τα 

κύτταρα επαναιωρούνται σε 300 µl διαλύµατος RIPA (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM 

NaCl, 1% (v/v) Triton-X-100, 1% (w/v) Sodium deoxycolate, 0.1% (w/v)  SDS ), παρουσία 

1 mM PMSF, 1 µg/ml leupeptin και 1 µg/ml pepstatin. 

Το εναιώρηµα επωάζεται για 20 λεπτά στον πάγο, µε αναδεύσεις ανά 5 λεπτά. Στα 5 

πρώτα λεπτά διευκολύνεται η λύση των κυττάρων περνώντας το εναιώρηµα από σύριγγα 1 

ml Kessler (#SH.K01), µέσα από βελόνα 21x1,5 G (Unoloksingleuse needles) και 

ανάδευση σε Vortex (K-550-GE). Για την τελική διαλυτοποίηση των πρωτεϊνών, το 
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εναιώρηµα οδηγείται σε συσκευή υπερήχων (Vibra Cell VCX 130 PB) όπου και 

εφαρµόζονται σε αυτό διαδοχικοί παλµοί των 30 sec στα 30 Watt, οι οποίοι εναλλάσσονται 

σε ισόχρονα διαστήµατα εναπόθεσης στον πάγο (για να αποφευχθεί η υπερθέρµανσή του) 

και για συνολικό χρόνο 2 λεπτά. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στη µέγιστη ταχύτητα 14.800 

rpm για 20 λεπτά στους 4
ο
C σε µικροφυγοκεντρικό Εppendorf. Το υπερκείµενο το οποίο 

αποτελεί και το ολικό κυτταρικό εκχύλισµα των πρωτεϊνών, συλλέγεται και µεταφέρεται σε 

νέο φυγοκεντρικό σωλήνα Εppendorf. Το υπερκείµενο, το οποίο αποτελεί και το ολικό 

πρωτεϊνικό εκχύλισµα των κυττάρων, συλλέγεται και µεταφέρεται σε νέο 

µικροφυγοκεντρικό σωλήνα Εppendorf, όπου επαναιωρείται σε διάλυµα φόρτωσης 5x 

(3,785% w/v Trizmabase, 15% w/v SDS, 50% v/v γλυκερόλη 87%, 25% v/v 2-

µερκαπτεθανόλη), ρυθµισµένο σε pH 6,8 και εµπλουτισµένο µε 0,5% w/v κυανό της 

βρωµοφαινόλης. Στη συνέχεια το δείγµα (πρωτεϊνικό εκχύλισµα και διάλυµα φόρτωσης) 

θερµαίνεται προς αποδιάταξη στους 100
ο
C για 5 min σε θερµική συσκευή (Test Tube 

Heater SHT 10). 

2.2.2.Λύση κυττάρων – ∆ιαχωρισµός των πυρηνικών πρωτεϊνών από τις 

κυτταροπλασµατικές 

Για τον διαχωρισµό των πυρηνικών πρωτεϊνών από τις κυτταροπλασµατικές 

χρησιµοποιείται το ακόλουθο κιτ: Nuclear & Cytoplasmic Extraction (G-Biosciences Cat 

#786-182). Συγκεκριµένα ακολουθείται το πρωτόκολλο του κιτ µε τα αντίστοιχα 

διαλύµατα για κυτταρικό ίζηµα 50 µl.  

2.2.3. Λύση κυττάρων – Αποµόνωση  πυρηνίσκων σε βαθµιδώσεις σακχαρόζης  

Για την αποµόνωση των πυρηνίσκων, χρησιµοποιήθηκε παλαιότερο  πρωτόκολλο 

(233) µε τις κατάλληλες τροποποιήσεις όπου αυτό κρίθηκε απαραίτητο για τις εκάστοτε 

πειραµατικές συνθήκες.  

Συλλέγονται τα κύτταρα από 4 τρυβλία των 10 cm πληρότητας 80% σε παγωµένο 

PBS 1x και φυγοκεντρούνται στα 500 g για 5 min. Τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 1,5 ml 

υποτονικού διαλύµατος (10 mM Tris-HCl pH 7.4, 10 mM NaCl και 1 mM MgCl2) και 

αφήνονται στον πάγο για 30 min προκειµένου να υποστούν οσµωτική λύση. Στη συνέχεια 

προστίθεται σε κάθε δείγµα µίγµα αναστολέων πρωτεόλυσης (1 µg πεπστατίνη A (Sigma - 
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#P5318), 1 µg λευπεπτίνη (Sigma - #L2023), 1 mM PMSF (Sigma - #P7626) και η λύση 

υποβοηθιέται µε την προσθήκη 0.004% v/v Nonidet P-40 (NP40) (Roche Applied Science -

#11754599001) και οµογενοποίηση (RZR 0 - Heidolph, Germany). Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στα 1.200 g για 3 min και οι πυρήνες (ίζηµα) επαναιωρούνται σε 500 µl 

διαλύµατος 0.25 M σακχαρόζης µε περιεκτικότητα 10 mM MgCl2, ενώ το υπερκείµενο 

απορρίπτεται.  

Οι πυρήνες καθαρίζονται, περνώντας τους από 500 µl διαλύµατος 0.88 M 

σακχαρόζης µε περιεκτικότητα 0.05 µΜ MgCl2, αφού φυγοκεντρηθούν στα 1.200 g για 10 

min. Oι καθαροί πυρήνες επαναιωρούνται σε 250 µl διαλύµατος 0.34 M σακχαρόζης 

περιεκτικότητας 0.05 mM σε MgCl2, µε την προσθήκη 2 U απυράσης (Sigma - #A6410) 

και η πυρηνική µεµβράνη τους διασπάται µε τρία σετ υπέρηχων των 30 δευτερολέπτων µε 

ενδιάµεσες παύσεις του 1 min για να αποφευχθεί η υπερθέρµανση του δείγµατος. Το 

διάλυµα που προκύπτει µετά τους υπέρηχους, το περνάµε από ένα στρώµα 250 µl 

διαλύµατος 0.88 M σακχαρόζης, περιεκτικότητας 0.05 µΜ σε MgCl2 φυγοκεντρώντας στα 

2.000 g για 20 min, ώστε να καθαριστούν οι πυρηνίσκοι από το πυρηνόπλασµα.  

2.2.4.Υπολογισµός ποσότητας πρωτεϊνών (Bio-Rad protein assay) 

Η µέτρηση της ποσότητας των πρωτεϊνών έγινε µε χρήση υλικών της εταιρείας Bio-

Rad. Ο τρόπος υπολογισµού της πρωτεΐνης βασίζεται στη µέθοδο Bradford, κατά την 

οποία η ερυθρόχρωµη χρωστική Coomassie  Brilliant Blue G-250 αλλάζει µέγιστο 

απορρόφησης από τα 460 nm στα 595 nm, όταν αυτή δεσµευτεί σε µία πρωτεΐνη. Έτσι 

µετρώντας σε ένα φασµατοφωτόµετρο τις τιµές απορρόφησης στα 595 nm διαφορετικών 

αραιώσεων µίας πρωτεΐνης αγνώστου συγκέντρωσης και συγκρίνοντας αυτές µε µία 

πρότυπη καµπύλη τιµών απορρόφησης που αντιστοιχούν σε γνωστές συγκεντρώσεις µίας 

πρωτεΐνης (συνήθως καθαρής αλβουµίνης βοός), είναι δυνατός ο υπολογισµός της 

συγκέντρωσης του πρωτεϊνικού µας διαλύµατος. 

Η κατασκευή της πρότυπης καµπύλης για µικρές συγκεντρώσεις πρωτεϊνών γίνεται 

παρασκευάζοντας διαδοχικές αραιώσεις, από 1 µg/ml ως 25 µg/ml, της πρωτεΐνης γνωστής 

συγκέντρωσης, καθώς και κατάλληλες αραιώσεις της άγνωστης πρωτεΐνης. Όλες οι 

αραιώσεις γίνονται σε dH2O και έχουν τελικό όγκο 0,8 ml. Ταυτόχρονα ετοιµάζουµε και 
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ένα δείγµα που περιέχει µόνο dH2O και το οποίο θα αποτελέσει τον µάρτυρα κατά τη 

φωτοµέτρηση. 

Στη συνέχεια προστίθενται σε όλα τα δείγµατα 0,2 ml διαλύµατος χρωστικής (Bio-

Rad -#500-0006) και αναδεύονται ήπια αρκετές φορές. Μετά από 5 λεπτά επώασης, 

ακολουθεί φωτοµέτρηση (BECKMANDU520) σε µήκος κύµατος 595 nm και µε δείγµα 

αναφοράς τον αρνητικό µάρτυρα, και κατασκευάζεται η πρότυπη καµπύλη και 

υπολογίζεται η άγνωστη συγκέντρωση. 

Καθ’ όλη τη διάρκεια της µεθόδου, θα πρέπει τα δείγµατα να φιλτράρονται ώστε να 

µην εµφανίζονται συσσωµατώµατα, τα οποία θα έχουν τον κίνδυνο ψευδούς αύξησης της 

οπτικής πυκνότητας του δείγµατος. 

2.2.5. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου (SDS-PAGE) 

Ο διαχωρισµός πρωτεϊνών, υπό αποδιατακτικές συνθήκες, πραγµατοποιήθηκε µε 

ηλεκτροφόρηση µίας διαστάσεως σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου-SDS, σύµφωνα µε τη 

µέθοδο Laemli (234). Κατά την ηλεκτροφόρηση, χρησιµοποιείται σύστηµα δύο κάθετων 

γυάλινων πλακών, στα άκρα των οποίων βρίσκονται δύο ειδικά διαχωριστικά (spacers Bio-

Rad - #1652932) και στο ενδιάµεσο όλων υπάρχει κενό, εκεί όπου στοιβάζονται η πηκτές 

πολυακρυλαµιδίου, οι οποίες χωρίζονται σε δύο µέρη: 

� Tην επάνω πηκτή επιστοίβαξης, µε τελική συγκέντρωση πολυακρυλαµιδίου 

5% (H2O, 30% Acrylamide mix, 1 M Tris-HCl pH 6.8, 10% SDS, 10% APS, 

TEMED) µε µεγάλο µέγεθος πόρων και 

� Tην πηκτή διαχωρισµού, µε µεταβλητή τελική συγκέντρωση 

πολυακρυλαµιδίου από 6% έως 15% αναλόγως το µέγεθος των πρωτεϊνών 

που επιθυµούµε να δούµε στην πηκτή. Για τελική συγκέντρωση 

πολυακρυλαµιδίου 10%  (H2O, 30% Acrylamide mix,1.5 M Tris-HCl pH 

8.8, 10% SDS, 10% APS, TEMED) µε µικρότερο µέγεθος πόρων. 

Τα µίγµατα των δύο πηκτών, µετά την παρασκευή τους, πολυµερίζονται µε 

προσθήκη ammonium persulfate (Sigma - #A3678) και TEMED (Sigma - #T8133).Ο 

πολυµερισµός της πηκτής έγινε σε θερµοκρασία δωµατίου για περίπου 20 λεπτά. Πριν την 

ηλεκτροφόρηση τα δείγµατα των πρωτεϊνών ξηραίνονται σε φυγοκεντρικό συµπυκνωτή 
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κενού, επαναιωρούνται σε 20-30 µl διάλυµα φόρτωσης (62.5 mM Tris-HCl, 3% (w/v) SDS, 

10% (v/v) glycerol, 5% (v/v) 2-mercaptoethanol, 0.01% (w/v) bromophenolblue) και  

θερµαίνονται για 5 λεπτά στους 95-100
ο
C. Ακολούθως, φορτώνονται στην πηκτή µε 

σύριγγα Hamilton 50µl (#705N). Η ηλεκτροφόρηση ολοκληρώνεται σε περίπου 120 mAmp 

ή στα 100V για περίπου δύο ώρες σε κατάλληλο διάλυµα ηλεκτροφόρησης (Running 

Buffer: 25 mM Tris- HCl, 192 mM Glycine, 0.1% SDS). Μετά το τέλος της 

ηλεκτροφόρησης οι πρωτεΐνες γίνονται ορατές µε χρώση της πηκτής για 30 λεπτά περίπου, 

υπό ανάδευση, σε διάλυµα χρωστικής Coomassie [0.25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue , 

9.2% (v/v) acetic acid, 45.5% methanol]. Ο αποχρωµατισµός γίνεται, υπό ολονύκτια 

ανάδευση, σε διάλυµα αποχρωµατισµού [25% (v/v) methanol, 7% (v/v) acetic acid]. 

2.2.6.Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών (Western blot) 

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης και εφόσον λάβει χώρα η τεχνική της 

ανοσοαποτύπωσης, ακολουθεί η διαδικασία µεταφοράς των πρωτεϊνών σε µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης (Whatman - #10401196). H πηκτή καταβυθίζεται σε διάλυµα µεταφοράς 

[0.58% (w/v) Tris-HCl, 0.292% Glycine, 20% (v/v) Methanol], για 10 λεπτά, σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Στο ίδιο διάλυµα µεταφέρονται και 4 κοµµάτια απορροφητικού 

χαρτιού Whatman 3mm (#3030917), καθώς και ένα κοµµάτι µεµβράνης νιτροκυτταρίνης 

Whatman (cellulose nitrate membrane- GE Healthcare – Life sciences), τα οποία έχουν 

ακριβώς τις ίδιες διαστάσεις µε αυτές της πηκτής, δηλαδή 8,4 cm x 5,5 cm. 

Στη συνέχεια και προκειµένου για πηκτές µικρών διαστάσεων (minigels), τα 

κοµµάτια τα εµποτισµένα µε το διάλυµα µεταφοράς, φέρονται στην επιφάνεια του 

ακίνητου ηλεκτροδίου συσκευής ηµίξηρης πρωτεϊνικής ηλεκτροµεταφοράς (Trans-Blot SD 

Semi-Dry Transfer Cell, BioRad)  µε την ακόλουθη σειρά: 2 φύλλα  χαρτιού Whatman – 1 

φύλλο µεµβράνης νιτροκυτταρίνης – πηκτή - 2 φύλλα χαρτιού Whatman. Με τη βοήθεια 

πιπέττας Pasteur, αποµακρύνουµε τις φυσαλίδες µεταξύ των κοµµατιών και εν συνεχεία 

διαβρέχουµε και τα δύο ηλεκτρόδια µε το διάλυµα µεταφοράς που αναφέραµε 

προηγουµένως και τέλος εφαρµόζουµε στην επιφάνειά τους το δεύτερο ηλεκτρόδιο της 

συσκευής (αρνητικός πόλος). Η ηλεκτροµεταφορά των πρωτεϊνών γίνεται σε σταθερή τάση 

15 Volt για 30 λεπτά.  
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Εικόνα 13: Ηµίξηρη πρωτεϊνική µεταφορά. Απεικόνιση της ηλεκτροµεταφοράς των πρωτεϊνών από την πηκτή 

στη µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και στη συνέχεια απεικόνιση της επώασης της µεµβράνης νιτροκυτταρίνης µε 

πρωτογενές και δευτερογενές αντίσωµα. 

Μετά το τέλος αυτής, η µεµβράνη µεταφέρεται σε διάλυµα PBS (1x) παρουσία 

σκόνης µη λιπαρού γάλακτος 3% (w/v), και ακολουθεί επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου, 

υπό ανάδευση, για τουλάχιστον 2h, προκειµένου να καλυφθούν οι θέσεις της µεµβράνης 

στις οποίες δεν υπάρχουν πρωτεΐνες που θα µπορούσαν να δώσουν µη ειδικές συνδέσεις 

κατά τη διαδικασία της ανοσοαποτύπωσης. 

Ακολούθως η µεµβράνη υφίσταται 2 διαδοχικές εκπλύσεις, διάρκειας 5 λεπτών η 

κάθε µία, µε 300 ml διαλύµατος PBS (1x). Στη συνέχεια, η µεµβράνη επωάζεται µε το 

ειδικό πρωτογενές αντίσωµα έναντι της πρωτεΐνης που θέλουµε να ανιχνεύσουµε σε 10 ml 

διαλύµατος PBS (1x), παρουσία BSA 3% (w/v), σε θερµοκρασία δωµατίου για τουλάχιστον 

1h  υπό ανακίνηση ή στους 4
ο
C υπό ολονύκτια ανάδευση. 

Μετά το τέλος της επώασης, η µεµβράνη υφίσταται 2 διαδοχικές εκπλύσεις, 

διάρκειας 5 λεπτών η κάθε µία, µε 300 ml διαλύµατος PBS (1x), παρουσία Τween-20, 

0.05% (w/v), προκειµένου να αποµακρυνθεί η περίσσεια του αντισώµατος. Κατόπιν η 

µεµβράνη επωάζεται µε αντίσωµα έναντι ανοσοσφαιρινών του είδους προέλευσης του 

πρωτογενούς αντισώµατος. Η επώαση γίνεται σε 10 ml διαλύµατος 3% BSA/PBS (1x) και 

διαρκεί για 1 ώρα, σε θερµοκρασία δωµατίου, υπό ανάδευση.  

Συγκεκριµένα χρησιµοποιήθηκαν τα εξής πρωτογενή αντισώµατα:  
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� anti-Hsp70 (Enzo Life Sciences - #ADI-SPA-810 - κλώνος C92F3A-5) 

(αραίωση 1:5000),  

� anti-PARP-1 (Santa Cruz Biotechnology, sc-7150) (αραίωση 1:1000), 

� p53 (DO-1) (Santa Cruz Biotechnology, sc-126) (αραίωση 1:100 - 1:1000), 

� phospho-p53 (Ser 15) (Cell Signalling - #9284S) (αραίωση 1:1000), 

� anti-α tubulin (Sigma - #T5168 - κλώνος B-5-1-2) (αραίωση 1:5000),  

� anti-PCNA [PC10] (Abcam - ab29) 

Επίσης χρησιµοποιήθηκε το ακόλουθο κιτ: 

Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT) Antibody Sampler Kit (Cell Signaling 

#9782) 

� Vimentin (D21H3) XP rabbit mAb #5741 (αραίωση 1:1000) 

� N-Cadherin (D4R1H) XP rabbit mAb #13116 (αραίωση 1:1000) 

� Slug (C19G7) rabbit mAb #9585 (αραίωση 1:1000) 

� E-Cadherin (24E10) rabbit mAb #3195 (αραίωση 1:1000) 

Το δευτερογενές αντίσωµα φέρει συζευγµένο το ένζυµο της υπεροξειδάσης του 

ραπανιού (HRP), το οποίο είναι υπεύθυνο για την αντίδραση χηµειοφωταύγειας. Η επώαση 

γίνεται σε 10 ml διαλύµατος PBS (1x) που περιέχει 2.5% (w/v) µη λιπαρού γάλα και 

διαρκεί για 45 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου υπό ανάδευση.   

Συγκεκριµένα χρησιµοποιήθηκαν τα εξής δευτεροταγή αντισώµατα:  

� anti-mouse IgG (H+L) Peroxidase conjugated (Pierce, 31430) (αραίωση 

1:5000),  

� anti-rabbit IgG (H+L) Peroxidase conjugated (Pierce, 31460) (αραίωση 

1:5000) ,  

� anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling #7074) (αραίωση 

1:1000) 

Μετά και την επώαση µε το δευτερογενές αντίσωµα, η µεµβράνη υφίσταται 2 

εκπλύσεις µε διάλυµα 0,05% v/v Tween 20/PBS 1x, και ακολουθεί η τεχνική της 

ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας (ECL) προκειµένου να εµφανιστούν οι ζώνες των 
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επιθυµητών πρωτεϊνών. Μετά το πέρας της εµφάνισης, η µεµβράνη εκπλένεται από το ECL 

µε Tween 20/ PBS και είτε φυλάσσεται για µελλοντική χρήση σε PBS στους 4
ο
C είτε 

επωάζεται µε νέο αντίσωµα. 

2.2.7.Χρώση των πρωτεϊνών στην πηκτή µε Coomasie blue 

Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, έπειτα από τη µεταφορά των πρωτεϊνών σε 

φύλλο νιτροκυτταρίνης, οι πρωτεΐνες που έχουν διατρέξει την πηκτή γίνονται ορατές µετά 

από χρώση της πηκτής σε διάλυµα Coomasie Brilliant Blue (0,25% w/v Comasie Brilliant 

Blue G250 (Fluka - #27815), 9,2% v/v οξικό οξύ, διάλυµα µεθανόλης 50%), για 

τουλάχιστον 2 ώρες. 

Η παραµονή στο διάλυµα χρώσης βάφει ολόκληρη την πηκτή, γι αυτό είναι 

απαραίτητος ο αποχρωµατισµός της προκειµένου να εµφανιστούν µόνο οι ζώνες των 

πρωτεϊνών, οι οποίες παραµένουν χρωµατισµένες. Ο αποχρωµατισµός πραγµατοποιείται σε 

διάλυµα αποχρωµατισµού 25% v/v µεθανόλης – 7% v/v οξικού οξέως υπό ολονύκτια 

ανάδευση. Μετά την πάροδο 2 ωρών στο διάλυµα αποχρωµατισµού, προκειµένου να 

επιταχυνθεί η διαδικασία, µπορεί να χρησιµοποιηθεί  αλλαγή του διαλύµατος 

αποχρωµατισµού µε νέο και µε προσθήκη απορροφητικού χαρτιού κουζίνας, το οποίο 

δεσµεύει την περίσσεια της χρωστικής. 

2.2.8.Χρώση της µεµβράνης νιτροκυτταρίνης µε PonceauS 

Προκειµένου να ελέγξουµε εάν έχει πραγµατοποιηθεί η µεταφορά των πρωτεϊνών 

από την πηκτή πολυακρυλαµιδίου στο φύλλο νιτροκυτταρίνης, µπορούµε να βάψουµε τη 

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης µε διάλυµα PonceauS (Sigma – #P3504) (2% w/v PonseauS, 

50% v/v TCA και 30% w/v θειο-σαλικυλικό οξύ (Sigma #S3147). Το πλεονέκτηµα της 

τεχνικής αυτής έγκειται στην ικανότητα επαναχρησιµοποίησης της µεµβράνης, καθώς η 

χρωστική αποµακρύνεται πλήρως από τη µεµβράνη µετά από πλύσεις µε PBS 1x. 

Η µεµβράνη τοποθετείται σε δοχείο και εµβαπτίζεται σε διάλυµα PonceauS, όπου και 

παραµένει υπό ανάδευση για 5 min. Αφού ολοκληρωθεί η χρώση της µεµβράνης, η 

χρωστική επιστρέφεται στο δοχείο της και δύναται να επαναχρησιµοποιηθεί. Η εµφάνιση 

των πρωτεϊνών στη µεµβράνη γίνεται µε σταδιακό αποχρωµατισµό της µε τη χρήση 
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ddH2O µέχρι του επιθυµητού βαθµού αποχρωµατισµού. Ο πλήρης αποχρωµατισµός 

επιτυγχάνεται µε διαδοχικές πλύσεις της µεµβράνης µε PBS 1x, υπό ανάδευση. 

2.2.9.Ανοσοκαθίζηση πρωτεϊνών (Ιmmunoprecipitation) 

Προκειµένου να ελέγξουµε τις ειδικές αλληλεπιδράσεις των προς εξέταση πρωτεϊνών 

χρησιµοποιήσαµε την µέθοδο της ανοσοκαθίζησης.  

Λαµβάνεται το ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα από κύτταρα που καλύπτουν πλήρως την 

επιφάνεια του ταπητίου τρυβλίου διαµέτρου 10 cm. Στο κυτταρικό εκχύλισµα προσθέτουµε 

20 µl σφαιριδίων σεφαρόζης (GE Healthcare - #17-0618-01), τα οποία φέρουν στην 

επιφάνειά τους συζευγµένη πρωτεΐνη G. Ακολουθεί επώαση υπό ανακίνηση, στους 4
ο
C για 

2 h, προκειµένου να επιτευχθεί η προ-προσρόφηση του κυτταρικού εκχυλίσµατος, κατά την 

οποία αποµακρύνονται πρωτεΐνες οι οποίες συνδέονται µη ειδικά µε την πρωτεΐνη G. 

Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 2.500 rpm, στους 4
ο
C για 5 λεπτά. Συλλέγεται το 

υπερκείµενο και µεταφέρεται σε νέο µικροφυγοκεντρικό σωλήνα, όπου προστίθεται 

ποσότητα 1 µg του αντισώµατος έναντι της εξεταζόµενης πρωτεΐνης, καθώς και διάλυµα 

BSA (1 mg/ml) για την κάλυψη µη ειδικών θέσεων στα σφαιρίδια σεφαρόζης. Το δείγµα 

επωάζεται υπό ανακίνηση, στους 4
ο
C, ολονύκτια. Στο δείγµα προστίθενται 20 µl 

εναιωρήµατος αποτελούµενο από σφαιρίδια σεφαρόζης και πρωτεΐνη G και η επώαση 

συνεχίζεται στις ίδιες συνθήκες για επιπλέον 2 h. 

Στη συνέχεια το δείγµα φυγοκεντρούνται στις 2.500 rpm, στους 4
ο
C για 5 λεπτά. Το 

υπερκείµενο (µη δεσµευµένη πρωτεΐνη) συλλέγεται, προκειµένου να χρησιµοποιηθεί ως 

µάρτυρας, για τον τελικό προσδιορισµό της ποσότητας της πρωτεΐνης που δεσµεύτηκε στο 

αντίσωµα. Το ίζηµα υφίσταται 3 διαδοχικές εκπλύσεις µε 1 ml διαλύµατος RIPA κάθε 

φορά και κάτω από τις ίδιες συνθήκες φυγοκέντρησης, όπως και προηγουµένως, 

προκειµένου νε αποµακρυνθεί η ποσότητα του ασύζευκτου αντισώµατος. 

Μετά το τέλος και της τρίτης φυγοκέντρησης, το υπερκείµενο αποµακρύνεται και το 

ίζηµα επαναιωρείται σε 40 µl διάλυµα φόρτωσης SDS-PAGE (1,5x). Πριν την 

ηλεκτροφόρηση σε SDS-PAGE, το δείγµα υφίσταται αφενός µεν, βρασµό στους 100
ο
C και 

ισχυρή ανάδευση ώστε να απελευθερωθεί η πρωτεΐνη από τα σφαιρίδια σεφαρόζης, 

αφετέρου δε, φυγοκέντρηση στις 12.000 rpm για 5 sec σε µικροφυγόκεντρο Εppendorf έτσι 
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ώστε να ιζηµατοποιηθούν πάλι τα σφαιρίδια τα οποία µπορούν να παρεµποδίσουν την 

οµαλή ροή των πρωτεϊνών εντός της πηκτής και να µείνουν στο υπερκείµενο οι πρωτεΐνες. 

2.2.10.Ανοσοφθορισµός πρωτεϊνών (Immunofluorecense) 

Ο ενδοκυτταρικός εντοπισµός των εξεταζοµένων πρωτεϊνών κατέστη δυνατός µε τη 

χρήση της τεχνικής του έµµεσου ανοσοφθορισµού. Κατά τη διαδικασία του 

ανοσοφθορισµού, τα κύτταρα τοποθετούνται πάνω σε αποστειρωµένες γυάλινες 

καλυπτρίδες 2x2 cm (Deltalab - #D102222) εντός τρυβλίου διαµέτρου 10 cm, σε 

πυκνότητα 2,5 x 10
6
 κύτταρα/τρυβλίο και αφήνονται να αναπτυχθούν για µια ηµέρα. 

Στη συνέχεια το θρεπτικό υλικό αφαιρείται και ακολουθεί διπλή έκπλυση των 

κυττάρων µε 10 ml (ανά έκπλυση) διαλύµατος PBS 1x. Κατόπιν τα κύτταρα 

µονιµοποιούνται για 10 λεπτά µε διάλυµα παραφορµαλδεΰδης (Riedel-de Haen - #16005) 

2% w/v σε PBS 1x σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Μετά την µονιµοποίησή τους, τα κύτταρα εκπλένονται 2-3 φορές µε διάλυµα PBS 1x 

και επωάζονται µε παγωµένη καθαρή µεθανόλη για 3-5 λεπτά στους -20
ο
C, προκειµένου να 

ανοίξουν οι πόροι στην πυρηνική µεµβράνη. Ακολουθεί ξανά έκπλυση των κυττάρων µε 

διάλυµα PBS 1x και επώαση αυτών µε διάλυµα PBS 1x παρουσία BSA 3% (w/v) για 60 

λεπτά στους 37
ο
C για κάλυψη των µη ειδικών θέσεων. 

Στη συνέχεια οι καλυπτρίδες επωάζονται µε κατάλληλη αραίωση του ειδικού 

αντισώµατος, έναντι της πρωτεΐνης που εξετάζουµε, σε διάλυµα PBS 1x παρουσία BSA 1% 

(w/v) για 40 λεπτά στους 37
ο
C.  

Συγκεκριµένα χρησιµοποιήθηκαν τα αντισώµατα: 

� Anti-Hsp70 (Enzo Life Sciences - #ADI-SPA-810 - κλώνος C92F3A-5) 

(αραίωση 1:200),  

� Anti-p53 (DO-1) (Santa Cruz Biotechnology, sc-126) (αραίωση 1:50) 

� Anti-phospho-p53 (Ser 15) (Cell Signalling - #9284S) (αραίωση 1:400) 

� Vimentin(V9) (Santa Cruz Biotechnology, sc-6260) (αραίωση 1:200), 

� Αnti-E-cadherin (BD Trunsduction Laboratories #610182) (αραίωση 1:200) 
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Ακολουθούν ξανά δύο φορές έκπλυση των κυττάρων µε διάλυµα PBS (1X) και 

επώαση αυτών µε κατάλληλη αραίωση αντισώµατος, έναντι ανοσοσφαιρινών είδους 

προέλευσης του πρώτου αντισώµατος και συγκεκριµένα  

� Anti-mouse ΙgG FITC conjugate (Sigma – Aldrich, F 5897) (αραίωση 1:400) 

για πράσινο ανοσοφθορισµό ή  

� Anti-rabbit IgG TRIC conjugate (Texas Red) (Sigma – Aldrich, T 6778) 

(αραίωση 1:400) για κόκκινο ανοσοφθορισµό. 

Το αντίσωµα βρίσκεται σε διάλυµα PBS (1x), παρουσία BSA 1% (w/v) και η επώαση 

γίνεται στους 37
ο
C και διαρκεί για 40 λεπτά. Καθ’ όλη τη διαδικασία του ανοσοφθορισµού 

προσέχουµε µη µας στεγνώσουν τα δείγµατα, µιας και οι ποσότητες του διαλύµατος των 

αντισωµάτων, επάνω στις καλυπτρίδες είναι µικρές 

Τέλος οι καλυπτρίδες εκπλένονται µε διάλυµα PBS (1x), µεταφέρονται σε 

αντικειµενοφόρους πλάκες (Isolab Laborgerate), οι οποίες έχουν εµποτιστεί µε µια σταγόνα 

Vectashied (Vector Laboratories - #H-1000), προκειµένου να αποφευχθεί το ξεθώριασµα 

των χρωµάτων της καλυπτρίδας, και ακολουθεί παρατήρηση των δειγµάτων σε συνεστιακό 

µικροσκόπιο Leica TCSSPE.  

Σε περίπτωση που τα προς µελέτη αντισώµατα τα οποία χρησιµοποιούµε στον 

ανοσοφθορισµό ήταν φωσφορυλιωµένα, δεν πραγµατοποιήθηκαν εκπλύσεις µε PBS, αλλά 

αντικαταστήθηκαν µε TBS. 

2.3.ΣΥΝΕΣΤΙΑΚΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ (Confocal Microscopy) 

Για να ανοίξουµε το συνεστιακό µικροσκόπιο ακολουθούµε τα παρακάτω βήµατα. 

� Ανοίγουµε τον ενσωµατωµένο διακόπτη του µικροσκοπίου για τη φωτεινή 

πηγή και τη χειροκίνητη εστίαση 

� Ανοίγουµε την εξωτερική πηγή για τη λάµπα του υπεριώδους φωτός 

� Ανοίγουµε τον διακόπτη ψύξης του λέιζερ 

� Γυρνάµε το κλειδί έναρξης του λέιζερ 

� Ανοίγουµε τον διακόπτη των ηλεκτρονικών 

� Ανοίγουµε τον υπολογιστή καθώς και τις οθόνες του 
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� Ξεκινούµε το λογισµικό του συνεστιακού µικροσκοπίου 

Για την παρατήρηση των δειγµάτων θα πρέπει να προετοιµάσουµε τις ρυθµίσεις του 

µικροσκοπίου µέσα από το λογισµικό. Πιο συγκεκριµένα, από την επιλογή beam 

ρυθµίζουµε το µήκος κύµατος σάρωσης στο FITC/TRITC, ρυθµίζουµε τον φακό στο 63x, 

το µέγεθος της εικόνας στο 512 x 512 pixels, τον άξονα σάρωσης στο xyz, τη µεγέθυνση 

στο 1 και το διάφραγµα στο Airy 1. 

Για να φωτογραφίσουµε το δείγµα, τοποθετούµε λάδι στον επιλεγµένο φακό, 

τοποθετούµε την αντικειµενοφόρο πλάκα ανεστραµµένη (µε την καλυπτρίδα προς τα κάτω) 

στην ειδική θέση του µικροσκοπίου και περιστρέφουµε το δίσκο στο φίλτρο που θέλουµε 

(FITC, TRITC). Παρατηρούµε το δείγµα, εστιάζουµε και τραβάµε το έµβολο του 

µικροσκοπίου που στέλνει τη δέσµη στον ανιχνευτή για φωτογράφιση. Παράλληλα 

περιστρέφουµε τον δίσκο στη θέση scan. Ρυθµίζουµε τα όρια φωτογράφισης (µιας και αυτό 

που επιθυµούµε είναι  εγκάρσιες φωτογραφίες – τοµές, κατά µήκος των κυττάρων) από το 

z-position και τσεκάρουµε το begin για την αρχή των τοµών και το end για το πέρας. 

Ρυθµίζουµε την ένταση του λέιζερ από το διακόπτη έτσι ώστε η ένδειξη να δείχνει στο 

«παρά τέταρτο» και από τα ΡΜΤ 2 και 3 αυξάνουµε ή µειώνουµε την ένταση του κάθε 

λέιζερ (πράσινο και κόκκινο αντίστοιχα). Για να έχουµε πιο ευκρινείς εικόνες ρυθµίζουµε 

το averaging από 4 έως 8. Με τον τρόπο αυτόν καθορίζουµε πόσες φορές θα 

φωτογραφηθεί η κάθε τοµή, έτσι ώστε να έχουµε όσο το δυνατόν µέγιστο αριθµό 

πληροφοριών. Από τη ρύθµιση section ρυθµίζουµε το πάχος της τοµής στα 0,35 µm και 

φωτογραφίζουµε πατώντας το εικονίδιο series στο λογισµικό για διαδοχικές τοµές ή το 

εικονίδιο single scan για µεµονωµένη φωτογραφία.    

2.4. ΈΛΕΓΧΟΣ ΒΙΩΣΙΜΟΤΗΤΑΣ ΤΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΜΕ ΤΗ ΜΕΘΟ∆Ο ΜΤΤ 

(ΜΤΤ assay) 

Ο έλεγχος της βιωσιµότητας όλων των τύπων κυττάρων πραγµατοποιήθηκε σε 

πολυτρυβλία των 96 φρεατίων. Από το αρχικό τρυβλίο στο οποίο διατηρούνται τα κύτταρα 

πραγµατοποιείται τρυψινοποίηση των κυττάρων σε τελικό όγκο 10 ml. Μεταφέρεται το 

δείγµα σε Universal των 30 ml (Greiner #201170). Λαµβάνονται 10 µl και γίνεται µέτρηση 

των κυττάρων σε πλάκα New Bauer στο µικροσκόπιο ανάστροφης φάσης. Στη συνέχεια 

υπολογίζεται ο συνολικός αριθµός των κυττάρων καθώς και η ποσότητα που απαιτείται για 
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την προσθήκη του επιθυµητού αριθµού των κυττάρων (5.000 κύτταρα) σε κάθε φρεάτιο 

του πολυτρυβλίου. Ο τελικός όγκος του κάθε φρεατίου πρέπει να είναι 100 µl και 

συµπληρώνεται µε DMEM. Η συνολική ποσότητα κυττάρων και DMEM που απαιτούνται 

σε συνολικό όγκο 100 µl τοποθετούνται σε κάθε φρεάτιο µε τη χρήση της πολυπιπέτας. Το 

πολυτρυβλίο τοποθετείται για 24 ώρες στον επωαστή σε θερµοκρασία 37
ο
C και 5% CO2. 

Μετά την πάροδο των 24 ωρών γίνεται η προσθήκη της εκάστοτε ουσίας στις 

επιθυµητές συγκεντρώσεις. Ο τελικός όγκος σε κάθε φρεάτιο είναι 200 µl. Το πολυτρυβλίο 

τοποθετείται ξανά στον επωαστή για όσο χρόνο χρειάζεται η επίδραση της εκάστοτε 

ουσίας. 

Η µέτρηση των ζωντανών κυττάρων πραγµατοποιείται µε τη µέθοδο του ΜΤΤ 

(Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide – Sigma -#M5655-1G). Το ΜΤΤ (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide) έχει κίτρινο χρώµα (απορρόφηση 

στα  690 nm) και ανάγεται από το µιτοχονδριακό συνένζυµο Q (ουβικινόνη), µε 

αποτέλεσµα τον σχηµατισµό ιζήµατος χρώµατος µωβ (απορρόφηση 540 nm) στα ζωντανά 

κύτταρα. Με τον τρόπο αυτό, σε αυξανόµενα ποσοστά βιωσιµότητας το µωβ χρώµα είναι 

πιο έντονο στα φρεάτια. Σε κάθε φρεάτιο τοποθετούνται 50 µl ΜΤΤ (0,2g ΜΤΤ σε 100 ml 

PBS) και τα πολυτριβλία παραµένουν για 3 ώρες στον επωαστή. 

Μετά την πάροδο των τριών ωρών το υπερκείµενο αναρροφάται προσεκτικά και 

προστίθενται 200 µl DMSO [Dimethyl Sulfoxide (Certified ACS) Fisher Chemical - #67-

68-5)] σε κάθε φρεάτιο. Ακολουθεί καλή ανάδευση και µέτρηση στο φασµατοφωτόµετρο 

(µήκος κύµατος 540 – 570 nm και φίλτρο αναφοράς 690 nm). Κάθε µέτρηση 

πραγµατοποιήθηκε τουλάχιστον σε 3 επαναλήψεις από τρείς ανεξάρτητες πειραµατικές 

διαδικασίες µε τις ίδιες συνθήκες. 

 

2.5. ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΤΟΥ ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΟΥ pcDNA3-siRNA-HSP70  

Για τη µελέτη του ρόλου της Hsp70 στην «άνευ-οίκου» (ανέστια) απόπτωση των 

ενδοθηλιακών κυττάρων κρίθηκε απαραίτητη η δηµιουργία µετασχηµατισµένων κλώνων 

ΗΜΕC-1 κυττάρων οι οποίοι δεν θα εκφράζουν την Hsp70. Για το λόγο αυτό 

κατασκευάστηκε το πλασµίδιο pcDNA3-siRNA-HSP70 (P. Kasioumi et al, αδηµοσίευτα 
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αποτελέσµατα), το οποίο φέρει ένθετο siRNA για την αποσιώπηση της Hsp70 και γονίδιο 

ανθεκτικότητας στη νεοµυκίνη για επιλογή σε ευκαρυωτικά κύτταρα και εν συντοµία 

παρουσιάζεται παρακάτω. 

 

 

Εικόνα 14: Έλεγχος της πλασµιδιακής κατασκευής  pcDNA3-siRNA-HSP70 µετά από ενζυµική πέψη 

και αποµόνωση των τµηµάτων DNA. [Μ1]: µάρτυρας µοριακών µεγεθών DNA προερχόµενο από κοπή  µε 

Hind III/EcorI επώαση. [1] πέψη του pcDNA3 µε το περιοριστικό ένζυµο Βgl II, [2]: διαδοχική πέψη του 

pcDNA3 µε τα περιοριστικά ένζυµα Βgl II και Kpn I, [3]: αποµόνωση του pcDNA3 πλασµιδιακό φορέα από 

πηκτή αγαρόζης, [4]: πέψη του pSUPER-siRNA-Hsp70 µε το περιοριστικό ένζυµο BamHI, [5]: διαδοχική πέψη 

του pSUPER-siRNA-Hsp70 µε τα περιοριστικά ένζυµα BamHI και KpnI, [6]: αποµόνωση του ενθέµατος από 

πηκτή αγαρόζης, [Μ2]: µάρτυρας µοριακών µεγεθών µετά από πέψη του pBR322 DNA HinfI (P. Kasioumi et 

al, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). 
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Εικόνα 
15: Συνοπτική απεικόνιση της κατασκευής του pcDNA3-siRNA-Hsp70 (P. Kasioumi et al, αδηµοσίευτα 

αποτελέσµατα). 

Για την κατασκευή του πλασµιδίου αυτού χρησιµοποιήθηκαν το πλασµίδιο pcDNA3 

(Invitrogen #V790-20), καθώς και το pSuper (Oligoengine #VEC-PBS-0002), στο οποίο 

έχει εντεθεί το siRNA για την πρωτεΐνη Hsp70 (Eικόνες 15.Α,15.Β). Αρχικά 

πραγµατοποιήθηκε διαδοχική πέψη του pSUPER-siRNA-Hsp70 µε τα περιοριστικά ένζυµα 

BamHI και KpnI και προέκυψαν δύο τµήµατα DNA 2.891 bp (Εικόνα 15 Α1) και 343 bp 

(Εικόνα 15 Α2). Οµοίως πραγµατοποιήθηκαν διαδοχικές πέψεις του pcDNA3 µε τα 
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περιοριστικά ένζυµα BglII (δηµιουργεί συµβατά άκρα µε το BamHI) και KpnI 

δηµιουργώντας δύο τµήµατα DNA 887 bp (Εικόνα 15 Β1) και 4.559 bp (Εικόνα 15 Β2). 

Μετά από κάθε ολονύχτια πέψη πραγµατοποιήθηκε έλεγχος µε τη µέθοδο της 

ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης τόσο πριν, όσο και µετά τον καθαρισµό και 

αποµόνωση των τµηµάτων DNA που προκύπτουν. 

 Η ζώνη µήκους 343 bp αντιστοιχεί στο ένθεµα, το οποίο περιέχει το siRNA για την 

Hsp70 κάτω από τον ανθρώπινο υποκινητή H1 και υποκλωνοποιήθηκε µέσω αντίδρασης 

µε DNA λιγάση στον πλασµιδιακό φορέα καταλήγοντας στη δηµιουργία του πλασµιδίου 

pcDNA3-siRNA-HSP70 (Εικόνα 16 Α).  

 

Α. 

 

Β. 

 

 

Εικόνα 16: (Α) Πλασµιδιακός χάρτης του pcDNA3-siRNA-Hsp70. Το πλασµίδιο περιέχει siRNA για την 

αποσιώπηση της Hsp70 κάτω από τον έλεγχο του ανθρώπινου υποκινητή Η1, γονίδιο ανθεκτικότητας στην 

αµπικιλλίνη για αντιβιοτική επιλογή σε βακτήρια , γονίδιο ανθεκτικότητας στη νεοµυκίνη για αντιβιοτική 

επιλογή σε ευκαρυωτικά κύτταρα, που βρίσκεται καθοδικά του υποκινητή SV40 και καταλήγει στο σήµα πολύ Α 

αυτού, σήµα πολυαδενυλίωσης αναπτυξιακής ορµόνης βοοειδών (bgh-PolyA), περιοχή έναρξης της αντιγραφής, 

προερχόµενη από φάγο, περιοχή έναρξης της αντιγραφής, προερχόµενη από Εcoli. (B) Η αλληλουχία του siRNA 

για την αποσιώπηση της πρωτεΐνης Hsp70 (P. Kasioumi et al, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). 
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2.6. ∆ΙΑΜΟΛΥΝΣΗ ΕΥΚΑΡΥΩΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΜΕ ΤΗ ΜΕΘΟ∆Ο ΤΗΣ 

ΗΛΕΚΤΡΟ∆ΙΑΤΡΗΣΗΣ (Transfection with electroporation)  

Η ηλεκτροδιάτρηση (electroporation) είναι µια ιδιαιτέρως αποτελεσµατική µέθοδος 

διαµόλυνσης κυττάρων. Η τεχνική στηρίζεται σε σύντοµης διάρκειας ηλεκτρικό παλµό που 

καθιστά την κυτταρική µεµβράνη παροδικά διαπερατή σε αρνητικά φορτισµένα νουκλεικά 

οξέα, τα οποία οδηγούνται στο εσωτερικό των κυττάρων. Η τεχνική αυτή 

πρωτοεµφανίστηκε το 1982 από τον Neumann σε κύτταρα ποντικού χρησιµοποιώντας ένα 

αυτοσχέδιο θάλαµο ηλεκτροδιάτρησης. Στις επόµενες δεκαετίες έχει χρησιµοποιηθεί µε 

επιτυχία στα in vitro πειράµατα διαµόλυνσης κυτταρικών σειρών (235) αλλά και 

αρχέγονων αιµοποιητικών κυττάρων. Η αποτελεσµατικότητα της µεθόδου φαίνεται να 

εξαρτάται από το µέγεθος των κυττάρων, τη θερµοκρασία, τους χειρισµούς µετά τη 

διαµόλυνση καθώς και το είδος των ηλεκτροδίων αλλά και της σύστασης του διαλύµατος 

που βρίσκονται τα κύτταρα (236). Ένα µειονέκτηµα της ηλεκτροδιάτρησης φαίνεται να 

είναι η αυξηµένη θνησιµότητα των κυττάρων, αλλά σε αρκετές περιπτώσεις δε φαίνεται να 

επηρεάζει αρνητικά την ερευνητική διαδικασία. 

Η διαδικασία περιγράφεται περιληπτικά παρακάτω. 24 ώρες πριν τη διαµόλυνση των 

κυττάρων γίνεται η κατάλληλα αραίωσή τους ώστε την ηµέρα της διαµόλυνσης να 

εµφανίσουν 50-60% πληρότητα. Οι κυβέττες οι οποίες έχουν προηγουµένως πλυθεί µε 

ddH2O και 70% διάλυµα αιθανόλης, τοποθετούνται στη λάµπα UV για 20 λεπτά, έτσι ώστε 

να επιτευχθεί ή πλήρης αποστείρωσή τους και διατηρούνται κλειστές για σύντοµο χρονικό 

διάστηµα. Την ηµέρα της ηλεκτροδιάτρησης, τα κύτταρα θρυψινοποιούνται µε 1ml 

θρυψίνης για 3 λεπτά. Στα κύτταρα προστίθενται 4 ml θρεπτικό πλήρες (µε την προσθήκη 

FBS και αντιβιοτικών) και φυγοκεντρούνται στις 3.000 στροφές/λεπτό για 3 λεπτά. Κατά 

τη διάρκεια της φυγοκέντρησης φροντίζουµε να έχουµε ανοίξει τη συσκευή 

ηλεκτροδιάτρησης (BTXECM 630-Harvard Appartus) στις κάτωθι συνθήκες: 

� Ένταση V=210V 

� Αντίσταση R= Νone 

� Χωρητικότητα C=950µF 

Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης, απορρίπτεται το υπερκείµενο και τα κύτταρα 

επαναιωρούνται σε 400 µl DMEM καθαρό από ορό FBS και αντιβιοτικά. Στο διάλυµα 
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προστίθεται και 10 µg πλασµιδίου/ηλεκτροδιάτρηση. Το διάλυµα κυττάρων/πλασµιδίου, 

καθ' όλη την πειραµατική διαδικασία βρίσκεται σε Εppendorf και διατηρείται στον πάγο. 

Μεταφέρουµε το διάλυµα κυττάρων/πλασµιδίου άµεσα στην ειδικά αποστειρωµένη κυβέτα 

ηλεκτροδιάτρησης (προσέχουµε στην κυβέτα να µη δηµιουργηθούν φυσαλίδες, γιατί ίσως 

να µπλοκάρουν την αγωγιµότητα) και ακολουθεί ηλεκτροδιάτρηση. 

Αµέσως µετά την ηλεκτροδιάτρηση τα κύτταρα µεταφέρονται σε νέο τρυβλίο 10cm 

και τους προστίθεται 10 ml DMEM κυτταροκαλλιέργειας (µε ορό FBS και αντιβιοτικά).και 

µεταφέρεται στον επωαστή για 48 ώρες. Επίσης, οι κυβέτες πλένονται µε ddH2O και 70% 

διαλύµατος αιθανόλης. 

Μετά το πέρας των 48 ωρών, δηλαδή την τρίτη µέρα, ξεκινά η χορήγηση 

αντιβιοτικού νεοµυκίνης µε 20µg/ml και η οποία φτάνει έως και 200µg/ml κατά την 23
η
 

ηµέρα. Παράλληλα µε το τρυβλίο µε κύτταρα που έχουν υποστεί ηλεκτροδιάτρηση υπάρχει 

και ένα τρυβλίο µε ίδιο αριθµό MCF7 κυττάρων µάρτυρες που δεν έχουν υποστεί κάποια 

διεργασία (control). Σε αυτό χορηγείται η ίδια ποσότητα υγροµυκίνης στην ίδια χρονική 

περίοδο. Όταν έχουν θανατωθεί όλα τα κύτταρα του τρυβλίου µάρτυρας, γιατί δεν έχουν 

γονίδια για αντοχή στο αντιβιοτικό, τότε δύο µέρες µετά  σταµατάµε τη χορήγηση 

αντιβιοτικού και στα τρυβλία µε  τα προς µελέτη κύτταρα που έχουν επιζήσει. 

Με αυτή την διαδικασία γνωρίζουµε πλέον ποια είναι η κατάλληλη ποσότητα 

αντιβιοτικού που πρέπει να χορηγηθεί στα κύτταρα µάρτυρες και σε ποια χρονική στιγµή, 

έτσι ώστε να υπάρχει 100% θανάτωσή τους. Εποµένως όσα κύτταρα έχουν επιζήσει στα 

προς µελέτη τρυβλία υπάρχει µεγάλη πιθανότητα να έχουν πάρει ενδοκυτταρικά το 

επιθυµητό πλασµίδιο, το οποίο περιέχει γονίδιο ανθεκτικότητας στην υγροµυκίνη. 

2.7. ΚΥΤΤΑΡΟΜΕΤΡΙΑ ΡΟΗΣ  

Το κυτταρόµετρο ροής είναι ένα όργανο που ρίχνει φως στα κύτταρα (ή σε άλλα 

σωµατίδια), τα οποία ρέουν µεµονωµένα µέσω πίεσης µέσα από µια κυψελίδα και µπροστά 

από µια πηγή φωτός που προέρχεται από κάποιο λέιζερ. Στη συνέχεια το φως αυτό 

λαµβάνεται από µία διάταξη η οποία ανιχνεύει και συσχετίζει τα σήµατα, ταξινοµώντας τα 

µε βάση κάποιες ιδιότητες για τις οποίες έχει ρυθµιστεί ο ανιχνευτής (µέγεθος, κοκκίωση, 
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ένταση φθορισµού) και στη συνέχεια µας δείχνει µέσω ειδικού λογισµικού το αποτέλεσµα, 

σε ηλεκτρονικό υπολογιστή (237). 

2.8. ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΑΠΟΠΤΩΣΗΣ ΤΩΝ MCF7 ΚΥΤΤΑΡΩΝ  

Για την ανάλυση της έκφρασης της Hsp70 στους κυτταρικούς κλώνους που 

κατασκευάστηκαν µέσω siRNA τεχνολογίας χρησιµοποιήθηκε η τεχνική της 

κυτταροµετρίας ροής (Partec Cy Flow ML). Για την ανίχνευση της Hsp70 στα κύτταρα 

χρησιµοποιήθηκε το παρακάτω πρωτόκολλο (238). Συγκεκριµένα, τα κύτταρα εκπλύθηκαν 

2 φορές µε παγωµένο PBS 1x και επαναιωρήθηκαν σε διάλυµα 1 % w/v 

παραφορµαλδεΰδης σε PBS σε συγκέντρωση 1x10
6
 κύτταρα/ml και επωάστηκαν για 10 

λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Τα δείγµατα προετοιµάστηκαν για ανάλυση µε 

κυτταροµετρία ροής χρησιµοποιώντας ποσότητα 1,5 µg µονοκλωνικού αντισώµατος 

ειδικού για την επαγόµενη Hsp70. 

 

Εικόνα 17: Ενδεικτικό στικτόγραµµα κυτταροµετρίας ροής. Τα ποσοστά των κυττάρων µε πρώιµα 

αποπτωτικά, όψιµα αποπτωτικά και νεκρωτικά κύτταρα χαρακτηριστικά σηµειώνονται στο κάτω δεξιά, άνω 

δεξιά και άνω αριστερά τεταρτηµόριο αντίστοιχα. 

Με την κυτταροµετρία ροής αναλύθηκε και η απόπτωση των κυττάρων MCF7-

siRNA-Hsp70 που δεν εκφράζουν Hsp70 σε σύγκριση µε τα πατρικά κύτταρα MCF7. 

Συγκεκριµένα, κύτταρα MCF7 και MCF7-siRNA-Hsp70 πυκνότητας 1x10
6
 κύτταρα/ml, 

αφού εκτέθηκαν σε διάφορα χρονικά διαστήµατα στην ακραία θερµοκρασία των 45
ο
C και 

επανήλθαν για 90 λεπτά στους 37
ο
C, επωάστηκαν µε Annexin/PI για 60 λεπτά και 

αναλύθηκαν µε κατάλληλο πρόγραµµα (Partec Flow Max software) για την απόπτωση που 

εµφάνιζαν (Εικόνα 17). 
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2.9. ΠΡΟΚΛΗΣΗ ANOIKIS ΑΠΟΠΤΩΣΗΣ  

1. Προετοιµασία poly-HEMA τρυβλίων 

Για κάθε τρυβλίο 10cm χρειάζονται περίπου 10-20 mg/ml poly-HEMA (Sigma - 

#P3932). Τα τρυβλία µπορούν να προετοιµαστούν µέρες πριν και να φυλαχθούν στους 4
ο
C 

έχοντας πρώτα επικαλυφθεί µε παραφίλµ (Parafilm
®
 M, SPI Supplies) έως ότου 

χρησιµοποιηθούν. Τα τρυβλία πρέπει να επιστρωθούν µε ουσία poly-HEMA τουλάχιστον 

24 ώρες πριν, αφού πρέπει να στεγνώσουν και έπειτα να χρησιµοποιηθούν. 

Αρχικά διαλύεται η κατάλληλη ποσότητα poly-HEMA σε 95% αιθανόλη/ddH2O για 

την εξισορρόπηση 20 mg/ml διαλύµατος poly-HEMA. Το διάλυµα τοποθετείται σε 

ογκοµετρικό σωλήνα, καλά σφραγισµένο, ώστε να µην εξατµιστεί η αιθανόλη. Αναδεύεται 

µε µαγνήτη και παράλληλα θερµαίνεται ελαφρώς έως ότου διαλυθεί πλήρως (για 1 ώρα 

περίπου) 

Σε αποστειρωµένο απαγωγό κυτταροκαλλιέργειας επιστρώνουµε 3 ml διαλύµατος σε 

60 mm τρυβλία. Αναδεύουµε ελαφρώς τα τρυβλία ώστε το διάλυµα να φτάσει ως και τα 

τοιχώµατά τους. Τα τρυβλία αφήνονται µερικώς καλυµµένα µε το καπάκι τους. Περιοδικά 

ανακινούνται ώστε να επιτευχθεί οµοιόµορφη κάλυψή τους  µέχρι να εξατµιστεί η 

αιθανόλη και το poly-HEMA να σταθεροποιηθεί. Αφήνονται να στεγνώσουν ολονύκτια. 

2. Επίστρωση των κυττάρων σε poly-HEMA τρυβλία 

Τα κύτταρα θρυψινοποιούνται και καταµετρούνται ώστε σε όλα τα τρυβλία poly-

HEMA να τοποθετηθεί ίσος αριθµός κυττάρων. Τα τρυβλία πριν τη χρήση τους πλένονται 3 

φορές έκαστο, µε ρυθµιστικό διάλυµα PBS 1x, έτσι ώστε να αφαιρεθούνε τυχόν 

υπολείµµατα αιθανόλης. Προστίθεται ο κατάλληλος αριθµός κυττάρων σε κάθε τρυβλίο 

και συµπληρώνεται θρεπτικό υλικό DMEM, σε µέγιστη ποσότητα 4 ml/τρυβλίο 60 mm. Τα 

τρυβλία τοποθετούνται στον επωαστή 37
ο
C και 5% CO2 για τον κατάλληλο χρόνο που 

επιβάλει η πειραµατική διαδικασία. 
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2.10. ΑΝΟΣΟΦΘΟΡΙΣΜΟΣ ΈΠΕΙΤΑ ΑΠΟ ΠΟΛΥΩΡΗ ΕΠΩΑΣΗ ΤΩΝ 

ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΣΕ ΤΡΥΒΛΙΑ ΕΠΙΣΤΡΩΜΕΝΑ ΜΕ POLY-HEMA  

Ο ενδοκυτταρικός εντοπισµός των εξεταζοµένων πρωτεϊνών κατέστη δυνατός µε τη 

χρήση της τεχνικής του έµµεσου ανοσοφθορισµού. Κατά τη διαδικασία του 

ανοσοφθορισµού, οι σφαίρες που προέκυψαν από τα κύτταρα, έπειτα από την επώασή τους 

σε τρυβλία poly-HEMA, για διαφορετικούς χρόνους, και τα οποία πλέον βρίσκονται σε 

εναιώρηµα, αφαιρούνται από το τρυβλίο, µε αναρρόφηση, µε πιπέττα 5 ή 10 ml, και 

σταγόνες δείγµατος –θρεπτικού και σφαιρών-.τοποθετούνται επάνω σε αποστειρωµένες 

γυάλινες καλυπτρίδες διαµέτρου 2 cm (Deltalab - #D102222) εντός τρυβλίου  

Τα τρυβλία µε τις καλυπτρίδες τοποθετούνται σε επωαστικό κλίβανο 37
ο
C και 5% 

CO2 όπου αφήνονται για διάστηµα 1-2 ώρες ώστε να προσκολληθούν στην καλυπτρίδα. 

Πριν τη διαδικασία του ανοσοφθορισµού τα τρυβλία ελέγχονται στο ανεστραµµένο 

µικροσκόπιο (Inverted microscopy) για να διαπιστωθεί εάν το µεγαλύτερο ποσοστό των 

σφαιρών έχει προσκολληθεί στην καλυπτρίδα. Σε περίπτωση που δεν έχουν προσκολληθεί, 

αυξάνουµε τον χρόνο επώασης. . Ο ανοσοφθορισµός, πέραν των παραπάνω 

τροποποιήσεων, πραγµατοποιείται όπως στο πρωτόκολλο που αναφέρεται παραπάνω. 

2.11. ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΕΠΟΥΛΩΣΗΣ ΤΡΑΥΜΑΤΟΣ  

Το πείραµα προσοµοίωσης της επούλωσης τραύµατος (Wound Healing assay) 

ελέγχει την ικανότητα των κυττάρων να πολλαπλασιάζονται και ταυτόχρονα να 

µεταναστεύουν. Συγκεκριµένα δηµιουργώντας µια τεχνητή χαραγή (πληγή) στην επιφάνεια 

της µονόστιβης κυτταροκαλλιέργειας και αφήνοντας τα κύτταρα για 24 ώρες µπορεί να 

διαπιστωθεί η ικανότητα επούλωσης πληγών των κυττάρων (Εικόνα 18).  

 

Εικόνα 18: Απεικόνιση της χαραγής (σχισµής) στην επιφάνεια του µονόστιβης κυτταρικής καλλιέργειας. 
Αρχικά σχηµατίζεται η γραµµή δείκτη µε µαρκαδόρο και έπειτα η σχισµή της καλλιέργειας µε τη βοήθεια χάρακα 

και κίτρινο τιπ των 200 µl. Η γραµµή δείκτη ορίζεται ως το σηµείο µελέτης της επούλωσης τραύµατος.  
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Σε τρυβλίο διαµέτρου 60 mm µεταφέρονται κύτταρα και επωάζονται στον επωαστικό 

θάλαµο µέχρι να καλύψουν πλήρως τον πυθµένα αυτού. Μόλις η µικροσκοπική 

παρατήρηση επιβεβαιώσει την πλήρη κάλυψη του πυθµένα του τρυβλίου (πληρότητα 

τρυβλίου 100%), το υπερκείµενο υγρό θρεπτικό µέσο αποµακρύνεται, τα κύτταρα 

εκπλένονται µε ρυθµιστικό διάλυµα PBS 1x. Μέσα στον θάλαµο νηµατικής ροής για την 

ύπαρξη στείρων συνθηκών, το τρυβλίο ιχνηθετείται  από την έξω πλευρά του πυθµένα µε 

µια ευθεία γραµµή (ένδειξη αρχή και τέλους της σχισµής) χρησιµοποιώντας 

χάρακα/µαρκαδόρο και το τρυβλίο επαναφέρεται στη θέση του. Με τη χρήση του ρύγχους 

ενός αποστειρωµένου κίτρινου τιπ (πιπέττας µικρής ογκοµετρικής δυνατότητας των 200 

µl), και µε χρήση αποστειρωµένου χάρακα, χαράσσεται ευθεία γραµµή κάθετη στην 

προηγούµενη γραµµή µε µαρκαδόρο και έτσι αποκολλούνται κύτταρα από τον πυθµένα. Τα 

αποκολληµένα κύτταρα αποµακρύνονται µε χαλαρές εκπλύσεις µε διάλυµα PBS. Στο 

τρυβλίο προστίθεται νέο υγρό θρεπτικό µέσο DMEM (µε 10% FBS και αντιβιοτικά). Το 

τρυβλίο µεταφέρεται στον επωαστικό θάλαµο και σε τακτά χρονικά διαστήµατα 

παρατηρείται στο µικροσκόπιο και φωτογραφίζεται η πορεία της κάλυψης της χαραγµένης 

επιφάνειας από τα µεταναστεύοντα κύτταρα. Κατά την ανάλυση µετριούνταν η συνολική 

περιοχή που δεν είχε καλυφθεί από κύτταρα και ο µεταναστευτικός ρυθµός υπολογίστηκε 

από τον τύπο: 

(At0-At) x 100/At0  

Όπου At0 η απόσταση της σχισµής την ώρα που πραγµατοποιείται και Αt η απόσταση 

έπειτα από χρόνο t. 

2.12.ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΕΣ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ 

2.12.1.Υγρή καλλιέργεια βακτηρίων 

Η υγρή καλλιέργεια πραγµατοποιείται µέσα σε βακτηριακά φυγοκεντρικά σωληνάκια 

των 10ml (Aptaca), ή σε φυγοκεντρικά σωληνάκια Universal των 30 ml (Greiner #201170) 

για τις καλλιέργειες µικρού όγκου ή σε γυάλινες κωνικές για καλλιέργειες µεγαλύτερου 

όγκου. Η ανάπτυξη των κυττάρων πραγµατοποιείται σε στείρες συνθήκες σε κλειστό 

κλίβανο ρυθµιζόµενης θερµοκρασίας (Model G25 Incubator Shaker) στους 37
ο
C για 16-20 

ώρες, έως τα βακτήρια να φτάσουν στη κορυφή της εκθετικής φάσης ανάπτυξής τους. Καθ’ 



79 

 

όλη τη διάρκεια πολλαπλασιασµού τους βρίσκονται υπό συνεχή ανάδευση στις 250 rpm, 

προκειµένου σε όλον τον όγκο του υγρού να υπάρχει καλός αερισµός.  

Η επιλογή των κατάλληλων κλώνων µπορεί να γίνει είτε µε επιλογή µε την 

κατάλληλη συγκέντρωση κάποιου αντιβιοτικού, ειδικό για το γονίδιο ανθεκτικότητας, είτε 

µε τη χρήση ουσιών ή γονιδίων, οι οποίες δίνουν χρώµα στις επιθυµητές αποικίες. 

2.12.2.Αποθήκευση βακτηριακών κυττάρων 

Ποσότητα 800 µl βακτηριακής καλλιέργειας, που έχει αναπτυχθεί ολονύκτια υπό 

ανάδευση 250 rpm σε θερµοκρασία 37
ο
C, τη µεταφέρουµε σε ειδικό σωληνάριο ψύξης 

(cryovial 1,5 ml – Greiner Bio-one) και προσθέτουµε 200 µl γλυκερόλη. Αναδεύουµε ήπια 

το δείγµα και το αποθηκεύουµε στους -80
ο
C. Η διαδικασία πραγµατοποιείται κάτω από 

στείρες συνθήκες, υπό τη φλόγα του εργαστηριακού λύχνου (καµινέτο). 

2.12.3.Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µεσαία κλίµακα (Midi prep procedure) 

Στην περίπτωση που επιθυµούµε να εξάγουµε DNA από βακτήρια και επιθυµούµε 

το DNA αυτό να έχει µεγάλη καθαρότητα, ακολουθούµε τη διαδικασία αποµόνωσης σε 

µεσαία κλίµακα (Midi prep procedure), που πραγµατοποιείται µε το κιτ PureLink™ 

HiPure Plasmid Kits (Invitrogen Life Technologies - #K2100-05), µε βάση της οδηγίες της 

εταιρείας.  

2.13. ΧΗΜΕΙΟΘΕΡΑΠΕΥΤΙΚΕΣ ΟΥΣΙΕΣ  

1.∆οξορουβικίνη (Doxorubicin: DOX) 

 

Εικόνα 19: Χηµική αναπαράσταση της ∆οξορουβικίνης (DOX) µε συστηµατική ονοµασία (8S,10S)-10-(4-

amino-5-hydroxy-6-methyl-tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)-6,8,11 trihydroxy-8-(2-hydroxyacetyl)-1-methoxy-

7,8,9,10 tetrahydrotetracene-5,12-dione 
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Η ιστορία της DOX (Εικόνα 19) µπορεί να παραπεµφθεί στην δεκαετία του 1950 

όταν Ιταλική ερευνητική εταιρεία ξεκίνησε µία προσπάθεια εύρεσης αντικαρκινικών 

συστατικών από µικρόβια. Στην συνέχεια ένα νέο αντιβιοτικό αποµονώθηκε από ένα 

βακτηρίδιο (Streptomyces Peucetius) το οποίο βρέθηκε να έχει καλή ενεργότητα ενάντια σε 

όγκους ποντικών. Στην δεκαετία του 1960, κλινικές δοκιµές απέδειξαν ότι το φάρµακο 

έδειξε θεραπευτική επιτυχία ενάντια στην οξεία λευχαιµία και λέµφωµα (239). 

O ακριβής µηχανισµός δράσης της DOX είναι µπλεγµένος και κατά κάποιο τρόπο 

αξεκαθάριστος, αν και θεωρείται να αντιδρά µε το DNA δια παρεµβολής και να αναστέλλει 

την βιοσύνθεση του µακροµορίου (240). Αυτό σταµατά  την πρόσβαση του ενζύµου 

τοποϊσοµεράση ΙΙ, το οποίο ξετυλίγει τις αλυσίδες του DNA για µεταγραφή. Η DOX 

σταθεροποιεί το σύµπλεγµα της τοποϊσοµεράσης µετά από το σπάσιµο της αλυσίδας προς 

µεταγραφή, εµποδίζοντας έτσι την διπλή αλυσίδα από την επανακόλληση προκαλώντας 

έτσι το σταµάτηµα του DNA διπλασιασµού.  

Η DOX χρησιµοποιείται συνήθως για την θεραπεία µερικών λευχαιµιών, λεµφώµατος 

του Hodgkin's καθώς επίσης και καρκίνων της ουροδόχου κύστεως, του µαστού, του 

στοµάχου, του πνεύµονα, των ωοθηκών, του θυρεοειδούς, του πολλαπλού µυελώµατος και 

του µαλακού ιστικού σαρκώµατος. 

2. Σισπλατίνη (Cisplatin) 

 

Εικόνα 20: Χηµική αναπαράσταση της Cisplatin µε συστηµατική ονοµασία dichloroplatinum azanide. 

Η Cisplatin (Εικόνα 20), cisplatinum ή cis-diamminedichloroplatinum (II) (CDDP) 

αποτελεί ένα χηµειοθεραπευτικό φάρµακο που αφορά πολλά είδη καρκίνων, 

συµπεριλαµβανοµένων τα σαρκώµατα, µερικά καρκινώµατα, λεµφώµατα και  

νεοπλάσµατα που προέρχονται από γενετικά κύτταρα. Ήταν το πρώτο µέλος µίας 

κατηγορίας φαρµάκων η οποία τώρα συµπεριλαµβάνει τα carboplatin και oxaliplatin. Το 

υδατοποιηµένο πρόσδεµα της Cisplatin είναι πάρα πολύ ενεργό, επιτρέποντας την 
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Cisplatin να σταυροδένει το DNA µε διάφορους τρόπους µη επιτρέποντας κατά αυτόν τον 

τρόπο τον αναδιπλασιασµό του DNA κατά την µίτωση σε ταχέως αναδιπλασιαζόµενα 

κύτταρα. Το DNA που έχει υποστεί βλάβες θέτει σε ενέργεια τους µηχανισµούς 

επιδιόρθωσής του οι οποίοι ενεργοποιούν την απόπτωση όταν η επιδιόρθωση δεν 

επιτυγχάνεται.   

2.14 ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ 

Όλα τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως µέσοι όροι ± σταθερή απόκλιση. Για το 

προσδιορισµό στατιστικής σηµαντικότητας χρησιµοποιήθηκε το Student’s t-test και η 

ανάλυση two-way analysis of variance (ANOVA) για τη ανίχνευση στατιστικών σηµαντικά 

διαφορών, ανάµεσα στις οµάδες  των αποτελεσµάτων, στα διαφορετικά χρονικά σηµεία. Η 

ανάλυση και η απεικόνιση των αποτελεσµάτων πραγµατοποιήθηκε µε το λογιστικό πακέτο 

Excel 2003 (Microsoft® Office 2003, Microsoft Corporation, USA). Τιµές p<0.05 

θεωρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές. 

  





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. ΣΚΟΠΟΣ 
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ΣΚΟΠΟΣ 

Η εµπλοκή της Hsp70 στον καρκίνο και στη µεταστατικότητα είναι ένα 

αµφιλεγόµενο θέµα, µε διαφορετικά αποτελέσµατα και προσεγγίσεις στη διεθνή 

βιβλιογραφία. ∆εδοµένου ότι η anoikis απόπτωση και η µετάσταση των καρκινικών 

κυττάρων διαθέτουν κοινά βήµατα στην εξέλιξή τους, όπως η αποκόλληση και η 

µεταναστευτικότητα, µελετήσαµε την εµπλοκή της Hsp70 σε αυτά τα στάδια.  
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

4.1. Η ΑΠΟΥΣΙΑ ΤΗΣ HSP70 ΣΕ ΚΑΡΚΙΝΙΚΑ MCF7 ΚΥΤΤΑΡΑ ΣΕ ΣΧΕΣΗ ΜΕ 

ΒΑΣΙΚΕΣ ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΕΣ ΟΠΩΣ Ο ΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΣ, Η 

ΘΕΡΜΟΕΥΑΙΣΘΗΣΙΑ ΚΑΙ Η ΑΠΟΠΤΩΣΗ.  

4.1.1. Γονιδιακή αποσιώπηση της Hsp70 

Για τη διαµόλυνση των MCF7 κυττάρων µε το πλασµίδιο pcDNA3-siRNA-Hsp70 

(Kasioumi et al., αδηµοσίευτα αποτελέσµατα), χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της 

ηλεκτροδιάτρησης (electroporation). Μέσω της µεθόδου αυτής διανοίγονται, µε τη βοήθεια 

του ηλεκτρικού πεδίου, οι πόροι στην κυτταρική µεµβράνη και µέσω των κυτταρικών 

αυτών πόρων εισέρχεται το κατασκευασµένο πλασµίδιο (Εικόνα 21Α) στα κύτταρα ΜCF7 

(Εικόνα 21Β). 

 

Εικόνα 21: (Α) Πλασµιδιακός χάρτης του pcDNA3-siRNA-Hsp70 (Kasioumi P., αδηµοσίευτα 

αποτελέσµατα). Το πλασµίδιο περιέχει siRNA για την αποσιώπηση της Hsp70 κάτω από τον έλεγχο του 

ανθρώπινου υποκινητή Η1, γονίδιο ανθεκτικότητας στην αµπικιλλίνη για αντιβιοτική επιλογή σε βακτήρια, 

γονίδιο ανθεκτικότητας στη νεοµυκίνη για αντιβιοτική επιλογή σε ευκαρυωτικά κύτταρα, που βρίσκεται 

καθοδικά του υποκινητή SV40 και καταλήγει στο σήµα πολύ Α αυτού, σήµα πολυαδενυλίωσης αναπτυξιακής 

ορµόνης βοοειδών (bgh-PolyA), περιοχή έναρξης της αντιγραφής προερχόµενη από φάγο, περιοχή έναρξης της 

αντιγραφής προερχόµενη από Ε. Coli.  (Β) Μορφολογικές φωτογραφίες. MCF7 πατρικής κυτταρικής σειράς 

και MCF7-siRNA-Hsp70 κυτταρικού κλώνου, έπειτα από αποσιώπηση της Hsp70 µε siRNA τεχνολογία. 



 

Στο παρελθόν είχαν επιχειρηθεί επανειληµµένες απόπειρες αποσιώπηση

σε MCF7 κύτταρα µε µικρή όµως επιτυχία (αποσιώπησή της τάξης ποσοστού ~50%). ∆εν 

υπήρχε δυνατότητα να µεγαλώσουν αποικίες µε µεγάλο ποσοστό γονιδιακής αποσιώπησης 

της Hsp70. Το πλασµίδιο που χρησιµοποιήθηκε, για αυτή την αποσιώπηση, ήταν το 

pSUPER-Hsp70-siRNA (233

ποσοστό 60-70% (Εικόνα 22, κλώνος Ε5).

Εικόνα 22: Γονιδιακή αποσιώπηση της 
από την διαµόλυνση µε τη µέθοδο της ηλεκτροδιάτρησης µε το πλασµίδιο 

ανοσοαποτύπωση κατά western µε αντισώµατα ειδικά για την 

τον έλεγχο ισοφόρτωσης των δειγµάτων.

Αποσιώπηση της Hsp

ήδη υπάρχουσα κυτταρική σειρά 

η οποία περιέχει το πλασµίδιο 

υγροµυκίνη), το οποίο και προσέδιδε µία µείωση της έκφρασης της 

Η εκ νέου διαµόλυνση των κυττάρων αυτών, µε το πλασµίδιο 

οποίο φέρει ως δείκτη επιλ

έγινε µε G-418 οδήγησε στην δηµιουργία

Hsp70 (2x) (διπλή αποσιώπηση της 

της Hsp70 σε ποσοστό άνω του 90%.

Έτσι η διπλή διαµόλυνση (2Χ) των κυττάρων 

και pcDNA3, που φέρουν τα ειδικά 

σταθερών µετασχηµατισµένων κλώνων έγινε µε τα αντιβιοτικά Υγροµυκίνη (Η

και Γενετισίνη (G418). Τα εκχυλίσµατα των κλώνων που συλλέχθηκαν αναλύθηκαν µε 

SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση

ανίχνευση της πρωτεΐνης στους κυτταρικούς κλώνους

του αντισώµατος ειδικού 

90 

Στο παρελθόν είχαν επιχειρηθεί επανειληµµένες απόπειρες αποσιώπηση

κύτταρα µε µικρή όµως επιτυχία (αποσιώπησή της τάξης ποσοστού ~50%). ∆εν 

υπήρχε δυνατότητα να µεγαλώσουν αποικίες µε µεγάλο ποσοστό γονιδιακής αποσιώπησης 

. Το πλασµίδιο που χρησιµοποιήθηκε, για αυτή την αποσιώπηση, ήταν το 

233). Η µείωση της έκφρασης της Hsp70 που ε

70% (Εικόνα 22, κλώνος Ε5). 

Εικόνα 22: Γονιδιακή αποσιώπηση της Hsp70: ∆ιαφορετικοί κλώνοι (E0-E12) MCF

από την διαµόλυνση µε τη µέθοδο της ηλεκτροδιάτρησης µε το πλασµίδιο pcDNA3-siRNA

µε αντισώµατα ειδικά για την Hsp70 (πρωτεΐνη προς µελέτη) και α

τον έλεγχο ισοφόρτωσης των δειγµάτων. 

Hsp70 σε ποσοστό πάνω από 90% επετεύχθη χρησιµοποιώντας την 

ήδη υπάρχουσα κυτταρική σειρά MCF7-siRNA-Hsp70 (MCF7-siRNA-Hsp

η οποία περιέχει το πλασµίδιο pSUPER-Hsp70-siRNA (ειδικό για την αντίσταση στην 

υγροµυκίνη), το οποίο και προσέδιδε µία µείωση της έκφρασης της Hsp

Η εκ νέου διαµόλυνση των κυττάρων αυτών, µε το πλασµίδιο pcDNA

φέρει ως δείκτη επιλογής το γονίδιο της γενετισίνης. Η επιλογή 

οδήγησε στην δηµιουργία µιας νέας κυτταρικής σειράς

(2x) (διπλή αποσιώπηση της Hsp70 µε δύο διαφορετικά πλασµίδια)

σε ποσοστό άνω του 90%. 

Έτσι η διπλή διαµόλυνση (2Χ) των κυττάρων MCF7 έγινε µε τα πλασµίδια 

, που φέρουν τα ειδικά siRNAs για την πρωτεΐνη Hsp70 

σταθερών µετασχηµατισµένων κλώνων έγινε µε τα αντιβιοτικά Υγροµυκίνη (Η

. Τα εκχυλίσµατα των κλώνων που συλλέχθηκαν αναλύθηκαν µε 

και ανοσοαποτύπωση, χρησιµοποιώντας αντι-Hsp70 ειδικά αντισώµατα για την 

ανίχνευση της πρωτεΐνης στους κυτταρικούς κλώνους, σε φυσιολογικές συνθήκες. Η χρήση 

ειδικού για την α-tubulin έγινε για τον έλεγχο της

Στο παρελθόν είχαν επιχειρηθεί επανειληµµένες απόπειρες αποσιώπησης της Hsp70 

κύτταρα µε µικρή όµως επιτυχία (αποσιώπησή της τάξης ποσοστού ~50%). ∆εν 

υπήρχε δυνατότητα να µεγαλώσουν αποικίες µε µεγάλο ποσοστό γονιδιακής αποσιώπησης 

. Το πλασµίδιο που χρησιµοποιήθηκε, για αυτή την αποσιώπηση, ήταν το 

που επετεύχθη ήταν σε 

 

MCF7-siRNA-Hsp70, έπειτα 

siRNA-HSP70, ελέχθησαν µε 

70 (πρωτεΐνη προς µελέτη) και α-tubulin για 

σε ποσοστό πάνω από 90% επετεύχθη χρησιµοποιώντας την 

Hsp70, κλώνος Ε5), 

(ειδικό για την αντίσταση στην 

Hsp70 κατά 60-70%.  

pcDNA3-siRNA-Hsp70, το 

επιλογή των αποικιών που 

ς, την MCF7 siRNA 

µε δύο διαφορετικά πλασµίδια), µε αποσιώπηση 

έγινε µε τα πλασµίδια pSUPER 

 και η επιλογή των 

σταθερών µετασχηµατισµένων κλώνων έγινε µε τα αντιβιοτικά Υγροµυκίνη (Ηygromycin) 

. Τα εκχυλίσµατα των κλώνων που συλλέχθηκαν αναλύθηκαν µε 

ειδικά αντισώµατα για την 

σε φυσιολογικές συνθήκες. Η χρήση 

έγινε για τον έλεγχο της ισοφόρτωσης των 
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δειγµάτων. Οι κλώνοι που επιβίωσαν και πολλαπλασιάσθηκαν µελετήθηκαν διεξοδικά. 

Από τους κλώνους που επιλέχθηκαν, οι Μ39 και Μ41, είχαν αποσιώπηση της Hsp70 σε 

ποσοστό πάνω του 90% (Εικόνα 23).  

 

Εικόνα 23: Επιλογή κυτταρικών κλώνων MCF7 που δεν εκφράζουν τις Hsp70. Οι σταθερά 

µετασχηµατισµένες κυτταρικές σειρές MCF7, που δεν εκφράζουν Hsp70, κατασκευάστηκαν µε ηλεκτροδιάτρηση 

των γονικών κυττάρων µε τα πλασµίδια pSUPER-Hsp70-siRNA και  pcDNA3-siRNA-HSP70, που φέρνουν 

αλληλουχίες για έκφραση Hsp70 siRNAs. Οι κυτταρικοί κλώνοι επιλέχτηκαν µετά από καλλιέργεια των 

κυττάρων παρουσία των αντιβιοτικών Ηygromycin και G418, όπως περιγράφεται στα υλικά και τις µεθόδους. 

Τα εκχυλίσµατα κυττάρων από διάφορους αντιπροσωπευτικούς κλώνους προετοιµάστηκαν και υποβλήθηκαν σε 

SDS-PAGE ανάλυση και περαιτέρω σε ανοσοαποτύπωση µε τα αντίστοιχα ειδικά αντισώµατα για την Hsp70 

και α-τουµπουλίνη  {έλεγχος ισοφόρτωσης).  

 

4.1.2 Η Hsp70 διατηρείται υπό γονιδιακή αποσιώπηση (knockdown) στα MCF7-

siRNA-Hsp70 κύτταρα ακόµη και υπό συνθήκες θερµικού σοκ. 

Η ανάλυση της έκφρασης της Hsp70 στους δύο κυτταρικούς κλώνους που 

κατασκευάστηκαν µέσω siRNA τεχνολογίας έγινε µε τρείς διαφορετικές µεθόδους (Εικόνα 

24). Εκτός από την µελέτη µε western blotting (Εικόνα 24Β), χρησιµοποιήθηκε 

κυτταροµετρία ροής (Partec CyFlow ML) (Εικόνα 24Α) και ανοσοφθορισµός σε 

συνεστιακό µικροσκόπιο (Εικόνα 24C) . Κύτταρα MCF7 και οι δύο σταθερά 

µετασχηµατισµένες κυτταρικές σειρές, που δεν εκφράζουν την Hsp70, MCF7-siRNA-

Hsp70 κλώνος 39 και MCF7-siRNA-Hsp70 κλώνος 41, καθώς και οι ίδιες κυτταρικές 

σειρές έπειτα από έκθεσή τους σε θερµικό στρες 41,5
o
C για 120 λεπτά και επαναφορά τους 

στους 37
o
C για 90 λεπτά, προετοιµάστηκαν για την περεταίρω ανάλυση σε κάθε µία από 

τις µεθόδους. 
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Εικόνα 24: Έλεγχος γονιδιακής αποσιώπησης της Hsp70 σε MCF7 κύτταρα. (Α) Κύτταρα MCF7 (επάνω) 

και MCF7-siRNA-Hsp70 cl 39 (κάτω) που υπέστησαν ή όχι θερµικό σοκ ελέχθησαν για την επαγωγή της 

Hsp70, χρησιµοποιώντας Αννεξίνη V/Ιωδιούχο προπίδιο και τη µέθοδο της κυτταροµετρίας ροής, όπως 

αναφέρει η διαδικασία στα υλικά και µεθόδους. Μετρήθηκε ο φθορισµός της Hsp70 σε κάθε περίπτωση και 

ακολούθως µελετήθηκε η επαγωγή συγκρίνοντας τις καµπύλες φθορισµού, αφαιρώντας ανά περίπτωση τον 

αυτοφθορισµό που προέρχεται από το δευτερογενές αντίσωµα. (Β) Κύτταρα MCF7 και κύτταρα MCF7-

siRNA-Hsp70 κλώνος 39 εκτέθηκαν σε θερµικό σοκ 41,5
o
C για 120 λεπτά και επαναφορά στους 37

o
C για 90 

λεπτά και ελέγχθηκε η επαγωγή της Hsp70 µε ανοσοαποτύπωση κατά western. Η α-τουµπουλίνη 

χρησιµοποιήθηκε ως δείκτης ισοφόρτωσης. (Γ) Κύτταρα MCF7 (επάνω ένθετο) και κύτταρα MCF7-siRNA-

Hsp70 κλώνος 39 (κάτω ένθετο), αναλύθηκαν µε ανοσοφθορισµό υπό φυσιολογικές συνθήκες και µετά από 

θερµικό σοκ για την έκφραση και την εντόπιση της Hsp70. Η ανάλυση πραγµατοποιήθηκε σε συνεστιακό 

µικροσκόπιο. Οι πυρήνες φαίνονται κόκκινοι έπειτα από χρώση τους µε ιωδιούχο προπίδιο (ΡΙ). 

Η απόκριση στο θερµικό σοκ και η επαγωγή της Hsp70 παρατηρήθηκαν αρκετά στα 

MCF7 πατρικά κύτταρα και ελάχιστα έως καθόλου στα  MCF7-siRNA-Hsp70 κλώνος 39 

(Εικόνα 24Β). Στην κυτταροµετρία ροής τόσο ο ισοτυπικός µάρτυρας (IgG) όσο και τα 

κύτταρα µάρτυρες MCF7-siRNA-Hsp70 κλώνος 39 παρουσιάζουν σχεδόν ολοκληρωτική 

αρνητική ρύθµιση της Hsp70 (Εικόνα 24Α κάτω µέρος). Το ίδιο, περί απουσίας έκφρασης 

της Hsp70, επιβεβαίωσε και η τεχνική του ανοσοφθορισµού, υπό την έκθεση ή µη-έκθεση 

των κυττάρων MCF7-siRNA-Hsp70 κλώνος 39, σε θερµικό σοκ. Έτσι και οι 3 τεχνικές 

επιβεβαίωσαν την υψηλού ποσοστού έλλειψη της Hsp70 από τα κύτταρα MCF7-siRNA-
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Hsp70 κλώνος 39. Ο ίδιος κυτταρικός κλώνος 39 χρησιµοποιήθηκε και στα επόµενα 

πειράµατα ως κυτταρικό σύστηµα µελέτης της λειτουργίας κυρίως της Hsp70 στην ανέστια 

απόπτωση των κυττάρων και στη µεταναστευτικότητά τους. 

 

4.1.3 Η απουσία της Hsp70 αυξάνει τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό του MCF7-

siRNA-Hsp70. 

Οι Hsps (Heat shock proteins) επάγονται έπειτα από διάφορα στρεσογόνα 

ερεθίσµατα, όπως το θερµικό σοκ. Με σκοπό την µελέτη της θερµικής απόκρισης της νέας 

κυτταρικής σειράς, κύτταρα εκτέθηκαν σε θερµικά σοκ διαφορετικών θερµοκρασιών και 

διάρκειας και ακολούθως µελετήθηκε η επαγωγή της Hsp70 σε αυτά.   

 

Εικόνα 25: Έλεγχος επαγωγής της Hsp70 σε MCF7 κύτταρα µετά την έκθεσή τους σε θερµικό σοκ. 
Κύτταρα MCF7 (control) και MCF7-siRNA-Hsp70 κλώνου 39 εκτέθηκαν σε ακραίες θερµοκρασίες 41.5, 42, 

43.2
ο
C για χρονικό διάστηµα από 30 ως 120 λεπτά και επαναφορά τους στους 37

ο
C για 90 λεπτά. Η επαγωγή 

της Hsp70 ελέγχθηκε µε τη µέθοδο της ανοσοαποτύπωσης κατά western. Η α-τουµπουλίνη χρησιµοποιήθηκε ως 

δείκτης ισοφόρτωσης. 

Παρατηρήθηκε η µέγιστη επαγωγή της Hsp70, έπειτα από επώαση στους 41,5
ο
C για 

120 λεπτά και επαναφορά των κυττάρων στους 37
ο
C για 90 λεπτά (Εικόνα 25). Σε 

µεγαλύτερες θερµοκρασίες δεν παρατηρήθηκε τόσο µεγάλη αύξηση της επαγωγής της 

Hsp70, όσο στη θερµοκρασία που αναφέρθηκε. Επίσης, παρατηρώντας την συµπεριφορά 

των MCF7 κυττάρων στο θερµικό σοκ παρατηρούµε ότι µε έκθεσή τους για 30-120 λεπτά 

σε θερµοκρασίες µεταξύ 41,5-43,2
ο
C δεν παρουσιάζουν αναστολή της πρωτεϊνικής 

σύνθεσης (βλέπε έκφραση ακτίνης). Αντίθετα υπάρχει αύξηση της συσσώρευσης της 

Hsp70 µε την αύξηση του χρόνου στο στρες (Εικόνα 25). Θα πρέπει επίσης να 

σηµειώσουµε ότι κάτω από την έκθεση σε αυτές τις θερµοκρασίες και χρονικές περιόδους 

η πλειονότητα των κυττάρων κατορθώνουν να επιβιώσουν.  
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Στην συνέχεια µελετήθηκε και συγκρίθηκε ο ρυθµός πολλαπλασιασµού των 

πατρικών κυττάρων MCF7 και του MCF7-siRNA-Hsp70 – κλώνος 39 (κλώνου µε 

αποσιωπηµένη την πρωτεΐνη Hsp70) και δηµιουργήθηκε η καµπύλη ανάπτυξής τους. Στην 

καµπύλη ανάπτυξης (Εικόνα 26) παρατηρούνται οι εξής φάσεις: 

� Φάση καθυστέρησης (0-12 ώρες) 

� Φάση επιτάχυνσης (12-24 ώρες) 

� Φάση εκθετικής ανάπτυξης (24-72 ώρες) 

� Φάση επιβράδυνσης (72-84 ώρες) 

� Στάσιµη φάση (84-96 ώρες) 

� Φάση θανάτου ή αποδόµησης (96-100 ώρες) 

 

Εικόνα 26: Καµπύλη Ανάπτυξης των κυτταρικών σειρών MCF7 και MCF7-siRNA-Hsp70. Κύτταρα MCF7 

και MCF7-siRNA-Hsp70 κλώνος39 καταµετρήθηκαν ανά 24 ώρες (ώστε να έχουν ολοκληρώσει µία κυτταρική 

διαίρεση) οι τιµές τους καταγράφονταν και σχεδιάστηκε η καµπύλη ανάπτυξης. Οι τιµές που παρουσιάζονται 

καθώς και τα SD προέρχονται από τρία πειράµατα τριών τρυβλίων, µε P<0.006. 

Όπως φαίνεται (Εικόνα 26) τα κύτταρα που δεν εκφράζουν την Hsp70, δηλαδή τα 

MCF7-siRNA-Hsp70 κλώνος 39, πολλαπλασιάζονται ταχύτερα από τα πατρικά MCF7, τα 

οποία σε αντίθεση εκφράζουν υψηλά ποσά Hsp70. 
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4.1.4 Η απουσία της Hsp70 προκαλεί θερµοευαισθησία στα καρκινικά 

και µειωµένη ικανότητα δηµιουργίας κυτταρικών αποικιών. 

 Στα επόµενα πειράµατα θέλαµε να µελετήσουµε τον ρόλο της 

των κυττάρων, έναντι του θερµικό στρες, λόγω ακραίων θερµοκρασιών. Έτσι, σε κύτταρα 

MCF7 και MCF7 siRNA Hsp70 

έντασης 42.5
ο
C, 43

ο
C και 44

ο

για 90 λεπτά  σε επωαστικό κλίβανο υπό συνθήκες 37

επιβίωση των κυττάρων µε τη χρήση του αντιδραστηρίου 

yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid

βασίζεται στην αναγωγή του ΜΤΤ 

αφυδρογονάσες των ζωντανών κυττάρων. Η ένταση του µωβ χρώµατος αποτελεί µέτρο του 

αριθµού των ζωντανών κυττάρων. Η απορρόφηση στα 540 nm µετράται µε 

φασµατοφωτόµετρο (Multiscan Spectrum, Thermo Fisher Sci

τα SD χρησιµοποιήθηκαν οι τιµές από τρία πειράµατα τριών δειγµάτων ανά χρονικό 

διάστηµα έκθεσης στο θερµικό σοκ, µε 

Εικόνα 27: ∆ιαγραµµατική απεικόνιση της απορρόφησης των κυττάρων στα 540 nm µετά από θερµικό σοκ 

διαφορετικής έντασης. Συγκεκριµένα, επιστρώθηκαν κύτταρα 

των 96 θέσεων και επωάστηκαν για 24

θερµικό σοκ διαφορετικής έντασης (42.5

κυττάρων για 90 λεπτά σε συνθήκες 37 

αντιδραστήριο ΜΤΤ στο θρεπτικό µέσο και ακολουθεί επώαση για 3 ώρες στους 

τον έλεγχο στο µικροσκόπιο µέσο, τα κύτταρα διαλυτοποιούνται σε DMSO. Η απορρόφηση µετρήθηκε στο 

φασµατοφωτόµετρο, στα 540 nm. Οι τιµές που παρουσιάζονται καθώς και τα 

πειράµατα ανά χρονικό διάστηµα έκθεσης στο θερµικό σοκ, µε 
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προκαλεί θερµοευαισθησία στα καρκινικά 

και µειωµένη ικανότητα δηµιουργίας κυτταρικών αποικιών.  

Στα επόµενα πειράµατα θέλαµε να µελετήσουµε τον ρόλο της Hsp70

έναντι του θερµικό στρες, λόγω ακραίων θερµοκρασιών. Έτσι, σε κύτταρα 

MCF7 siRNA Hsp70 - κλώνος 39 εφαρµόστηκε θερµικό σοκ διαφορετικής 

ο
C για 120 λεπτά και ακολούθησε επαναφορά των κυττάρων 

για 90 λεπτά  σε επωαστικό κλίβανο υπό συνθήκες 37
ο
C και 5% CO

επιβίωση των κυττάρων µε τη χρήση του αντιδραστηρίου MTT [3-(4,5-dimethylthiazol

diphenyltetrazolium bromide]. Πρόκειται για µια χρωµατοµετρική µέθοδο που 

ΜΤΤ σε ένα µωβ προϊόν φορµαζάνης από τις µιτοχονδριακές 

αφυδρογονάσες των ζωντανών κυττάρων. Η ένταση του µωβ χρώµατος αποτελεί µέτρο του 

αριθµού των ζωντανών κυττάρων. Η απορρόφηση στα 540 nm µετράται µε 

φασµατοφωτόµετρο (Multiscan Spectrum, Thermo Fisher Scientific, Whatman, USA). Για 

χρησιµοποιήθηκαν οι τιµές από τρία πειράµατα τριών δειγµάτων ανά χρονικό 

διάστηµα έκθεσης στο θερµικό σοκ, µε P<0.005. 

∆ιαγραµµατική απεικόνιση της απορρόφησης των κυττάρων στα 540 nm µετά από θερµικό σοκ 

ορετικής έντασης. Συγκεκριµένα, επιστρώθηκαν κύτταρα MCF7 και MCF7-siRNA-Hsp

των 96 θέσεων και επωάστηκαν για 24h σε συνθήκες 37
ο
C, 5% CO2. Στη συνέχεια τα κύτταρα υπέστησαν 

θερµικό σοκ διαφορετικής έντασης (42.5
ο
C, 43

ο
C και 44

ο
C) για 120 λεπτά ενώ ακολούθησε επαναφορά των 

κυττάρων για 90 λεπτά σε συνθήκες 37 
ο
C, 5% CO2. Τρεις ώρες πριν το τέλος του πειράµατος προστίθεται το 

αντιδραστήριο ΜΤΤ στο θρεπτικό µέσο και ακολουθεί επώαση για 3 ώρες στους 37
ο
C. Μετά την επώαση και 

γχο στο µικροσκόπιο µέσο, τα κύτταρα διαλυτοποιούνται σε DMSO. Η απορρόφηση µετρήθηκε στο 

φασµατοφωτόµετρο, στα 540 nm. Οι τιµές που παρουσιάζονται καθώς και τα SD προέρχονται από τρία 

πειράµατα ανά χρονικό διάστηµα έκθεσης στο θερµικό σοκ, µε P<0.005. 

42,5 43 44

Θερμοκρασία επώασης (οC)

προκαλεί θερµοευαισθησία στα καρκινικά MCF7 κύτταρα 

Hsp70 στην επιβίωση 

έναντι του θερµικό στρες, λόγω ακραίων θερµοκρασιών. Έτσι, σε κύτταρα 

εφαρµόστηκε θερµικό σοκ διαφορετικής 

C για 120 λεπτά και ακολούθησε επαναφορά των κυττάρων 

CO2. Μετρήθηκε η 

dimethylthiazol-2-

e]. Πρόκειται για µια χρωµατοµετρική µέθοδο που 

σε ένα µωβ προϊόν φορµαζάνης από τις µιτοχονδριακές 

αφυδρογονάσες των ζωντανών κυττάρων. Η ένταση του µωβ χρώµατος αποτελεί µέτρο του 

αριθµού των ζωντανών κυττάρων. Η απορρόφηση στα 540 nm µετράται µε 

entific, Whatman, USA). Για 

χρησιµοποιήθηκαν οι τιµές από τρία πειράµατα τριών δειγµάτων ανά χρονικό 

 

∆ιαγραµµατική απεικόνιση της απορρόφησης των κυττάρων στα 540 nm µετά από θερµικό σοκ 

Hsp70 σε πολυτρυβλία 

Στη συνέχεια τα κύτταρα υπέστησαν 

) για 120 λεπτά ενώ ακολούθησε επαναφορά των 

Τρεις ώρες πριν το τέλος του πειράµατος προστίθεται το 

. Μετά την επώαση και 

γχο στο µικροσκόπιο µέσο, τα κύτταρα διαλυτοποιούνται σε DMSO. Η απορρόφηση µετρήθηκε στο 

προέρχονται από τρία 

MCF7
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Παρατηρείται, εικόνα 27, πως όσο αυξάνει η τιµή της ακραίας θερµοκρασίας 

επώασης, τόσο µεγαλύτερο ποσοστό κυτταρικού θανάτου έχουµε στον κυτταρικό κλώνο 39 

από τον οποίον απουσιάζει η Hsp70. Σύµφωνα µε τα παραπάνω αποτελέσµατα, τα κύτταρα 

µε αποσιωπηµένη την Hsp70 είναι πιο θερµοευαίσθητα σε σύγκριση µε τα πατρικά 

κύτταρα µάρτυρες (Εικόνα 27). 

Στην συνέχεια συγκρίναµε τα κύτταρα σε σχέση µε την κυτταρική επιβίωση και την 

ικανότητά τους να δηµιουργήσουν αποικίες έπειτα από ένα αυξανόµενο σε χρόνο 

θανατηφόρο θερµικό σοκ των 45
ο
C. Τα πειράµατα αυτού του τύπου δείχνουν ότι τα 

κύτταρα µετά από ένα ακραίο στρες µπορούν ή δεν µπορούν να επανακάµψουν πλήρως, να 

ξεπεράσουν τον θάνατο και να προχωρήσουν φυσιολογικά την ζωή τους 

πολλαπλασιαζόµενα και δηµιουργώντας αποικίες.  

Για την µελέτη της ικανότητας δηµιουργίας αποικιών (colony formation assay) 

χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα MCF7 και MCF7-siRNA-Hsp70 κλώνος39 τα οποία και 

υποβλήθηκαν σε θερµικό σοκ 45
ο
C για διάφορα χρονικά διαστήµατα των 0, 15, 30, 45, 60 

και 90 λεπτών και επαναφορά στους 37
ο
C για 90 λεπτά. Έπειτα από 12 ηµέρες οι αποικίες 

βάφτηκαν µε χρωστική Giemsa και καταµετρήθηκαν σε κάθε τρυβλίο. Τα ποσοστά των 

αναπτυχθέντων αποικιών υπολογίστηκαν επί τοις εκατό (Εικόνα 28Α).  
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Εικόνα 28: Η απουσία της Hsp70 µειώνει τη θερµοανθεκτικότητα των κυττάρων. (Α) Κύτταρα MCF7 και 

MCF7-siRNA-Hsp70 (κλώνος 39) υποβλήθηκαν σε θερµικό σοκ 45
ο
C για διάφορα χρονικά διαστήµατα 0, 15, 

30, 45, 60 και 90 λεπτών και επαναφορά στους 37
ο
C και ελέγχθηκε η ικανότητά τους για δηµιουργία αποικιών. 

Οι αποικίες καταµετρήθηκαν και τα ποσοστά υπολογίστηκαν επί τοις 100. (Β) Ενδεικτική εικόνα αποικιών των 

κυττάρων MCF7 και MCF7-siRNA-Hsp70 (κλώνος 39), τα οποία υποβλήθηκαν σε θερµικό σοκ 45
ο
C για 30 

λεπτά και κυττάρων control στους 37
ο
C. Οι τιµές που παρουσιάζονται καθώς και τα SD προέρχονται από τρία 

πειράµατα ανά χρονικό διάστηµα έκθεσης στο θερµικό σοκ, µε P<0.004. 

Στα κύτταρα MCF7-siRNA-Hsp70 κλώνος 39, εµφανίστηκαν λιγότερες αποικίες σε 

σχέση µε τα πατρικά MCF7, έπειτα από έκθεσή τους στους 45
ο
C για 15 και 30 λεπτά. ∆εν 

εµφανίστηκαν καθόλου αποικίες για την έκθεσή τους στους 45
ο
C για 45, 60 και 90 λεπτά. 

Εποµένως, η απουσία της Hsp70 µειώνει τη θερµοανθεκτικότητα των κυττάρων ή 

αντίστροφα αυξάνει την θερµοευαισθησία τους. 
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4.1.5 Η γονιδιακή αποσιώπηση της Hsp70 οδηγεί τα MCF7 κύτταρα σε απόπτωση.  

Για την επιβεβαίωση της αποπτωτικής ικανότητας των κυττάρων χρησιµοποιήθηκε 

και η κυτταροµετρία ροής µε τη χρήση Αννεξίνης V (Annexin V) και ιωδιούχου προπιδίου 

(PI). Κύτταρα MCF7 και η σταθερά µετασχηµατισµένη κυτταρική σειρά που δεν εκφράζει 

Hsp70 (MCF7-siRNA-Hsp70 κλώνος 39) αναπτύχθηκαν, υπό φυσιολογικές συνθήκες, και 

αναλύθηκαν για την απόπτωσή τους σε φυσιολογικές συνθήκες, αλλά και έπειτα από 

θερµικό σοκ. Όταν τα κύτταρα έφτασαν σε πυκνότητα 100%, ο κάθε κυτταρικός τύπος 

χωρίστηκε σε πέντε διαφορετικές οµάδες πληθυσµού 1,5x10
6
 κυττάρων η κάθε µία. Η µία 

οµάδα αναλύθηκε αµέσως µόνο µε την προσθήκη διαλύµατος ασβεστίου, ενώ η άλλη 

οµάδα κυττάρων υποβλήθηκε σε θερµικό σοκ 42.5, 43, 44
ο
C για 90 λεπτών και επαναφορά 

σε 37
ο
C για επιπλέον 90 λεπτά. 

Οµάδα διαλύµατος ασβεστίου (µάρτυρας) 

� MCF7 (διαλύµατος ασβεστίου)  

� MCF7 Heat Shock (διαλύµατος ασβεστίου)  

� MCF7-siRNA-Hsp70 (διαλύµατος ασβεστίου)  

� MCF7-siRNA-Hsp70 Heat Shock (διαλύµατος ασβεστίου) 

Οµάδα PI/Annexin 

� MCF7 (PI/Annexin)  

� MCF7 Heat Shock (PI/Annexin)  

� MCF7-siRNA-Hsp70 (PI/Annexin)  

� MCF7-siRNA-Hsp70 Heat Shock (PI/Annexin)  

 Ο έλεγχος έγινε µε κυτταροµετρίας ροής χρησιµοποιώντας PI/Annexin.  
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Εικόνα 29: Η αρνητική ρύθµιση της Hsp70 ακολουθείται από αύξηση της απόπτωσης των κυττάρων 
MCF7-siRNA-Hsp70. (Α) Ενδεικτική απεικόνιση απόπτωσης σε κυτταρόµετρο ροής σε κύτταρα MCF7και 

MCF7-siRNA-Hsp70,έπειτα από έκθεση σε θερµικό στρες 43 και 44
ο
C. (Β) Κύτταρα MCF7 και MCF7-siRNA-

Hsp70 υπέστησαν ή όχι θερµικό σοκ 42.5, 43, 44
ο
C για 90 λεπτών και επαναφορά σε 37

ο
C για επιπλέον 90 

λεπτά. Η µέτρηση της απόπτωσης των κυττάρων έγινε µε τη χρήση Αννεξίνη V (Annexin V) και ιωδιούχου 

προπιδίου (PI), µε κυτταροµετρία ροής. Οι τιµές που παρουσιάζονται καθώς και τα SD προέρχονται από τρία 

πειράµατα ανά χρονικό διάστηµα έκθεσης στο θερµικό σοκ, µε P<0.008. 

 Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα η απουσία της Hsp70 προκαλεί αυξηµένη 

αποπτωτική ενεργότητα των κυττάρων MCF7-siRNA-Hsp70, ιδίως έπειτα από επώαση σε 

θερµοκρασίες 43 και 44
ο
C, συγκρινόµενη µε αυτή των πατρικών MCF7 κυττάρων όπου η 

Hsp70 εκφράζεται σε αρκετά υψηλά επίπεδα (Εικόνα 29). Τα παραπάνω αποτελέσµατα 
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συµφωνούν µε προηγούµενα δεδοµένα (77), που αναφέρουν ότι η Hsp70 αποτελεί ένα από 

τα κύρια αντι-αποπτωτικά µέλη και τα κύτταρα που στερούνται της Hsp70 οδηγούνται σε 

αποπτωτικό θάνατο, που προκαλείται από τη θερµότητα. 

 

4.2 HSP70 ΚΑΙ ANOIKIS ΑΠΟΠΤΩΣΗ 

Αφού κατασκευάστηκαν και ελέγχθηκαν για την αξιοπιστία τους τα απαραίτητα 

βιοτεχνολογικά προϊόντα, προχωρήσαµε στο δεύτερο στάδιο, που αφορούσε τον ρόλο της 

Hsp70 πρωτεΐνης στα ανθρώπινα MCF7 καρκινικά κύτταρα στήθους και ιδιαίτερα  την 

διαλεύκανση του ρόλου της Hsp70, στο µονοπάτι της anoikis απόπτωσης. Η επιλογή αυτή 

έγινε µε το σκεπτικό ότι η ανέστια  ενσωµατώνει στο µονοπάτι της το στάδιο της 

αποκόλλησης των κυττάρων από το υπόστρωµα, ένα στάδιο ανάλογο µε το πρώτο στάδιο 

ενός καρκινικού κυττάρου που ξεκινά µε αποκόλλησή του και συνεχίζει για µετανάστευση, 

κατά την διαδικασία της µετάστασης. Έτσι θεωρήσαµε ότι για την εύρεση του ρόλου της 

Hsp70 στην µετάσταση των καρκινικών MCF7 κυττάρων, η µελέτη της ανέστιας έµµεσα 

θα βοηθούσε προς αυτή την κατεύθυνση.   

Για την πρόκληση της anoikis απόπτωσης χρησιµοποιήθηκαν τρυβλία επικαλυµµένα 

µε την ουσία poly-HEMA, η οποία δεν επιτρέπει στα κύτταρα να προσκολληθούν στο 

πυθµένα των τρυβλίων δηµιουργώντας ταπήτιο.  

Ο ρόλος της Hsp70 στο µονοπάτι της ανέστιας, µελετήθηκε µε τη µέθοδο της 

ανοσοαποτύπωσης κατά western και της χρήσης αντισωµάτων έναντι των PARP 

(αποπτωτικός δείκτης), p53 (πρωτεΐνη δείκτης απόπτωσης, συγκεκριµένα προκαλεί 

απόπτωση στις επιθηλιακές κυτταρικές σειρές) και phospho-p53 (Serine 15) 

(φωσφορυλιωµένη µορφή της p53 στη σερίνη 15) ικανής για να συµµετάσχει στην 

επιδιόρθωση βλαβών του DNA.  
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4.2.1 Η απουσία της Hsp70 καθιστά τα κύτταρα πιο ευαίσθητα στην anoikis απόπτωση  

Κύτταρα µάρτυρες MCF7 και κύτταρα MCF7 µε αποσιωπηµένη την Hsp70 (MCF7-

siRNΑ-Hsp70 κλώνος 39) καλλιεργήθηκαν, σε τρυβλία, που έχουν επιστρωθεί µε poly-

HEMA, για διαφορετικά χρονικά διαστήµατα 0, 4, 8, 24 και 48 ώρες, έτσι ώστε να 

παρεµποδιστεί η προσκόλλησή τους στο ταπήτιο και να επαχθεί η ηδιαδικασία της anoikis 

απόπτωσης. Τα ποσοστά της απόπτωσης υπολογίστηκαν µε τη µέθοδο της κυτταροµετρίας 

ροής (Εικόνες 30, 31) έπειτα από επίδραση των ουσιών Αννεξίνη V και ιωδιούχου 

προπιδίου (PI/Annexin V). 

 

Εικόνα 30: Μέτρηση της απόπτωσης µε τη χρήση κυτταρόµετρου ροής. Kύτταρα MCF7 καλλιεργήθηκαν σε 

τρυβλία επικαλυµµένα µε Poly-HEMA για 0, 4, 8, 24 και 48 ώρες, έτσι ώστε να προκληθεί ανέστια απόπτωση 

(anoikis). Η απόπτωση των κυττάρων, για τους διαφορετικούς χρόνους ανέστιας, µετρήθηκε µε Αννεξίνη V και 

ιωδιούχο προπίδιο, σε κυτταρόµετρο ροής. 
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Εικόνα 31: Μέτρηση της απόπτωσης µε τη χρήση κυτταρόµετρου ροής. Kύτταρα MCF7-siRNA-Hsp70 

καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία επικαλυµµένα µε Poly-HEMA για 0, 4, 8, 24 και 48 ώρες, έτσι ώστε να προκληθεί 

ανέστια απόπτωση. Η απόπτωση των κυττάρων, για τους διαφορετικούς χρόνους ανέστιας, µετρήθηκε µε 

Αννεξίνη V και ιωδιούχο προπίδιο, σε κυτταρόµετρο ροής. 

 



 

Εικόνα 32: Η απουσία της Hsp70 καθιστά τα κύτταρα ευαίσθητα στην
MCF7 και MCF7-siRNA-Hsp70 καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία επικαλυµµένα µε 

48 ώρες, έτσι ώστε να προκληθεί ανέστια απόπτωση. Η απόπτωση των κυττάρων µετρήθηκε µε Αννεξίνη 

ιωδιούχο προπίδιο σε κυτταρόµετρο ροής. Τα αποτελέσµατα των µετρήσεων µεταφέρθη

τιµές που παρουσιάζονται καθώς και τα 

τρυβλία επικαλυµµένα µε την ουσία poly

Σύµφωνα µε τα παραπάνω, παρατηρείται πως στην κυτταρική σειρά, από την οποία 

απουσιάζει η Hsp70, υπάρχει µεγαλύτερο ποσοστό κυτταρικού θανάτου σε σχέση µε τα 

πατρικά κύτταρα (Εικόνες 30, 31). Αυτό επιβεβαιώνεται µε την δηµιουργία 

ραβδογράµµατος που εµπεριέ

σηµαντικό ότι από τις 8 ώρες το ποσοστό κυτταρικού θανάτου είναι άνω του 50%. Σε 

αντίθεση η πατρική κυτταρική σειρά 

παρουσιάζει µικρότερο ποσοστό απόπτωσης

Εποµένως, η απουσία της 

απόπτωση. 

Στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκε 

επιβεβαίωση της εµπλοκής της 
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70 καθιστά τα κύτταρα ευαίσθητα στην ανέστια απόπτωση. 
70 καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία επικαλυµµένα µε Poly-HEMA

48 ώρες, έτσι ώστε να προκληθεί ανέστια απόπτωση. Η απόπτωση των κυττάρων µετρήθηκε µε Αννεξίνη 

ιωδιούχο προπίδιο σε κυτταρόµετρο ροής. Τα αποτελέσµατα των µετρήσεων µεταφέρθηκαν σε ραβδόγραµµα. Οι 

τιµές που παρουσιάζονται καθώς και τα SD προέρχονται από τρία πειράµατα ανά χρονικό διάστηµα έκθεσης σε 

poly-HEMA, µε P<0.007. 

Σύµφωνα µε τα παραπάνω, παρατηρείται πως στην κυτταρική σειρά, από την οποία 

, υπάρχει µεγαλύτερο ποσοστό κυτταρικού θανάτου σε σχέση µε τα 

πατρικά κύτταρα (Εικόνες 30, 31). Αυτό επιβεβαιώνεται µε την δηµιουργία 

ραβδογράµµατος που εµπεριέχει τιµές από πολλαπλά δείγµατα (Εικόνα 32). Είναι 

σηµαντικό ότι από τις 8 ώρες το ποσοστό κυτταρικού θανάτου είναι άνω του 50%. Σε 

αντίθεση η πατρική κυτταρική σειρά MCF7, παρουσία Hsp70, είναι πιο ανθεκτική και 

παρουσιάζει µικρότερο ποσοστό απόπτωσης, µε το πέρασµα των ωρών στην ανέστια. 

Εποµένως, η απουσία της Hsp70 καθιστά τα κύτταρα πιο ευαίσθητα στην 

Στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκε o γνωστός αποπτωτικός δείκτης

ης εµπλοκής της Hsp70 στο ειδικό αυτό αποπτωτικό µονοπάτι.  

4 8 24 48

Ώρες έκθεσης κυττάρων σε poly-HEMA

MCF7

MCF7

Hsp70

 

απόπτωση. Kύτταρα 

HEMA για 0, 4, 8, 24 και 

48 ώρες, έτσι ώστε να προκληθεί ανέστια απόπτωση. Η απόπτωση των κυττάρων µετρήθηκε µε Αννεξίνη V και 

καν σε ραβδόγραµµα. Οι 

προέρχονται από τρία πειράµατα ανά χρονικό διάστηµα έκθεσης σε 

Σύµφωνα µε τα παραπάνω, παρατηρείται πως στην κυτταρική σειρά, από την οποία 

, υπάρχει µεγαλύτερο ποσοστό κυτταρικού θανάτου σε σχέση µε τα 

πατρικά κύτταρα (Εικόνες 30, 31). Αυτό επιβεβαιώνεται µε την δηµιουργία 

χει τιµές από πολλαπλά δείγµατα (Εικόνα 32). Είναι 

σηµαντικό ότι από τις 8 ώρες το ποσοστό κυτταρικού θανάτου είναι άνω του 50%. Σε 

, είναι πιο ανθεκτική και 

το πέρασµα των ωρών στην ανέστια. 

τταρα πιο ευαίσθητα στην anoikis 

γνωστός αποπτωτικός δείκτης PARP, για τη 

αποπτωτικό µονοπάτι.   

MCF7

MCF7-siRNA-

Hsp70
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Εικόνα 33: Η απουσία της πρωτεΐνης Hsp70 οδηγεί στην αύξηση της ανέστιας απόπτωσης των κυττάρων 
MCF7. Kύτταρα MCF7 και MCF7-siRNA-Hsp70 καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία τα οποία στερούνταν 

προσκόλλησης. Κυτταρικά εκχυλίσµατα προετοιµάστηκαν, υποβλήθηκαν σε ανοσοαποτύπωση κατά western, 

χρησιµοποιώντας ειδικά αντισώµατα για την PARP-1 (αποπτωτικός δείκτης), την Hsp70 (δείκτης παρουσίας 

της πρωτεΐνης) και την α-τουµπουλίνη (δείκτης ισοφόρτωσης). 

Όπως φαίνεται (Εικόνα 33), η PARP, η οποία όταν ξεκινά η διάσπασή της λειτουργεί 

ως δείκτης της απόπτωσης, ενεργοποιείται γρηγορότερα, περίπου στις 8 ώρες ανέστιας, στα 

κύτταρα που απουσιάζει η Hsp70. Έτσι, η απόπτωση, που προκαλείται λόγω της ανέστιας, 

ξεκινά γρηγορότερα στα κύτταρα MCF7-siRNA-Hsp70, απουσίας της Hsp70. 

 

4.2.2 H Hsp70 εµποδίζει την ενεργοποίηση της ανέστιας µέσω p53. 

Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα για τη διαλεύκανση της εµπλοκής της 

Hsp70 στο ειδικό αυτό αποπτωτικό µονοπάτι, της anoikis απόπτωσης µέσω της p53. Θα 

πρέπει να υπενθυµίσουµε ότι ο πληθυσµός της p53, που είναι φωσφορυλιωµένος στην 

σερίνη 15, εµπλέκεται στην απόπτωση των καρκινικών κυττάρων (241, 242). Αρχικά 

ελέγχθηκε η έκφραση και ο εντοπισµός των p53 και phospho-p53 (Ser 15), κατά την 

anoikis απόπτωση και για αυτό χρησιµοποιήθηκαν τεχνικές ανοσοαποτύπωσης κατά 

western. 



105 

 

 

Εικόνα 34: Η απουσία της Hsp70 έπειτα από πολύωρη ανέστια οδηγεί στην ενεργοποίηση της 
φωσφορυλιωµένης p53 (Ser 15). Κύτταρα MCF7 και MCF7-siRNA-Hsp70 καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία 

επιστρωµένα µε poly-HEMA προκαλώντας τους έτσι συνθήκες ανέστιας, για διαφορετικούς χρόνους. Τα 

πρωτεϊνικά τους εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε ανοσοαποτύπωση κατά western και ελέχθησαν οι πρωτεΐνες p53 

(πρωτεΐνη προς µελέτη), phospho-p53 (Ser 15) (πρωτεΐνη προς µελέτη) και α-tubulin (δείκτης ισοφόρτωσης 

δειγµάτων). 

Στα πειράµατα χρησιµοποιήθηκαν οι 2 κυτταρικές σειρές, η σειρά MCF7 (εκφράζει 

την Hsp70 σε υψηλά επίπεδα) και η MCF7-siRNA-Hsp70 (δεν εκφράζει την Hsp70).  Όπως 

παρατηρούµε, στα κύτταρα MCF7 (Εικόνα 34, αριστερό ένθετο) η ενεργοποίηση της 

anoikis απόπτωσης, παρατηρώντας τον φωσφορυλιωµένο πληθυσµό της p53,  καθυστερεί 

και εµφανίζεται να ενεργοποιείται έπειτα από 24 ώρες. Θεωρούµε ότι αυτό συµβαίνει, διότι 

τα MCF7 υπερεκφράζουν την Hsp70. Σε αντιπαράθεση, στα κύτταρα από τα οποία 

απουσιάζει η Hsp70, δηλαδή στα MCF7-siRNA-Hsp70, η ενεργοποίηση της anoikis 

απόπτωσης ξεκινά στο διάστηµα από τις 2 ώρες, έπειτα από την σπορά  των κυττάρων σε 

τρυβλία επιστρωµένα µε poly-HEMA (Εικόνα 34, δεξιό ένθετο). Φαίνεται ότι σε αυτά τα 

κύτταρα η έντονη στρεσογόνος κατάσταση, λόγω poly-HEMA, είναι χρονικά µικρότερη και 

ένα µέρος του p53 πληθυσµού φωσφορυλιώνεται γρηγορότερα σε phospho-p53 (Serine 

15).   

Εάν θα µπορούσαµε να δώσουµε µια εξήγηση για αυτήν την παρατήρηση, θα 

µπορούσαµε να πούµε ότι πιθανόν αυτό να συµβαίνει γιατί στην κυτταρική σειρά MCF7 η 

παρουσία της Hsp70, έπειτα από ήπιο στρες των κυττάρων, µπορεί να οδηγεί την p53 στο 

αποπτώσωµα και στη συνέχεια στον καταβολισµό της, ρυθµίζοντας έτσι την συσσώρευσή 

της. Αυτό ενισχύεται από πρότερες δηµοσιεύσεις, που αποδεικνύουν ότι η Hsp70, έπειτα 

από στρες, µετατοπίζεται στον πυρήνα του κυττάρου, οπότε αποδεσµεύει την p53 στο 

κυτταρόπλασµα (243). Αυτή η ταχύτερη αντίδραση του κυττάρου γίνεται, γιατί απουσιάζει 
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η προστασία της Hsp70 και τα κύτταρα επείγονται να ενεργοποιήσουν τα µονοπάτια της 

επιδιόρθωσης του DNA, µέσω ενεργοποίησης της p53 ή για να τα οδηγήσει στην απόπτωση 

µέσω της phospho-p53 (Serine 15) (Βλέπε εικόνα 49, Συζήτηση).  

 

4.2.3 Κυτταρικός εντοπισµός της p53 και phospho-p53 (Serine 15) υπό φυσιολογικές 

και στρες συνθήκες.  

Θέλοντας να µελετήσουµε περαιτέρω τον εντοπισµό της p53 στο κύτταρο και τη 

µετατόπισή της ή την φωσφορυλίωσή της σε σερίνη 15 συνεχίσαµε µε πειράµατα 

ανοσοαποτύπωσης κατά western καθώς και ανοσοφθορισµού µε αντισώµατα ειδικά για την 

p53 και phospho-p53 (Ser15).  

Κυτταροπλασµατικά, πυρηνικά και πυρηνισκικά εκχυλίσµατα αποµονώθηκαν και 

αναλύθηκαν µε ανοσοαποτύπωση κατά western, για την µελέτη των p53 πληθυσµών, κάτω 

από αποπτωτικό ερέθισµα (poly-HEMA) παρουσία ή απουσί της Hsp70. Στα MCF7 

κύτταρα παρατηρήθηκε πως η p53 αρχίζει να συσσωρεύεται, 24 ώρες έπειτα από την 

σπορά των κυττάρων σε τρυβλία poly-HEMA, στο κυτταρόπλασµα, ενώ ένα µέρος του 

γενικού πληθυσµού υφίσταται κατά τον ίδιο χρόνο και στο ίδιο κυτταρικό διαµέρισµα 

(κυτταρόπλασµα) υπό φωσφορυλιωµένη µορφή, phospho-p53 (Ser15), η οποία όµως δεν 

µετακινείται στον πυρήνα (Εικόνα 35). Συγκριτικά, στα κύτταρα MCF7-siRNA-Hsp70, η 

p53 εµφανίζεται να συσσωρεύεται στις 4 ώρες µετά την σπορά των κυττάρων σε poly-

HEMA. Όµως, στην συνέχεια µεταφέρεται και συσσωρεύεται στον πυρήνα, όσο αυξάνεται 

ο χρόνος του στρες από το poly-HEMA (Εικόνα 35). Έτσι, έπειτα από έντονο στρες 

ανέστιας για 72 ώρες, µόνο στα MCF7-siRNA-Hsp70 εµφανίζεται η ταυτόχρονη 

συσσώρευση τόσο της p53 όσο και της phospho-p53 (Ser15) στον πυρήνα. Στα ίδια 

κύτταρα, η ανίχνευση πληθυσµού της p53 στους πυρηνίσκους, πιθανόν να συσχετίζεται µε 

την επιδιόρθωση του πυρηνισκικού DNA.  Κατά τον ίδιο χρόνο, 72 ώρες στρες λόγω 

ανέστιας, στα MCF7 κύτταρα υπάρχει έντονη έκφραση και παρουσία τόσο της p53 όσο και 

της phospho-p53 (Ser15), αλλά µόνο στο κυτταρόπλασµα (Εικόνα 35). Αυτό σηµαίνει ότι 

τα κύτταρα προστατεύονται από αυτό το χρονικό διάστηµα ανέστιας και, προς το παρόν, 

δεν οδεύουν προς τον κυτταρικό θάνατο. 
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Εικόνα 35: Ο κυτταρικός εντοπισµός της p53 και της φωσφορυλιωµένης p53 στη σερίνη 15. Κύτταρα 

MCF7 και MCF7-siRNA-Hsp70 καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία επιστρωµένα µε poly-HEMA προκαλώντας τους 

έτσι συνθήκες ανέστιας, για διαφορετικούς χρόνους. Τα πρωτεϊνικά τους εκχυλίσµατα διαχωρίστηκαν σε 

κυτταροπλασµατικό, πυρηνικό και πυρηνισκικό. Αναλύθηκαν µε ανοσοαποτύπωση κατά western και ελέχθησαν 

οι πρωτεΐνες p53 (πρωτεΐνη προς µελέτη), phospho-p53 (Ser 15) (πρωτεΐνη προς µελέτη) και PCNA (P10) 

(δείκτης ισοφόρτωσης πυρηνικών πρωτεϊνών). 

 Τα προηγούµενα αποτελέσµατα επιβεβαιώθηκαν και µε πειράµατα 

ανοσοφθορισµού σε συνεστιακό µικροσκόπιο (Εικόνα 36). 
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Εικόνα 36: Ο κυτταρικός εντοπισµός της p53 και της φωσφορυλιωµένης p53 στη σερίνη 15. Κύτταρα 

MCF7 και MCF7-siRNA-Hsp70 καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία επιστρωµένα µε poly-HEMA προκαλώντας τους 

έτσι συνθήκες ανέστιας, για διαφορετικούς χρόνους. Υπερκείµενο δείγµα κυτταρικών συσσωµάτων, 

διαφορετικών ωρών επώασης, µεταφέρθηκε σε καλυπτρίδες,  φιξαρίστηκε, µονιµοποιήθηκε και επωάστηκε µε 

τα αντισώµατα p53 και phospho-p53 (Ser15). Τα αποτελέσµατα φωτογραφήθηκαν σε συνεστιακό µικροσκόπιο. 
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Κάτω από αυξανόµενο στρες λόγω ανέστιας, παρατηρείται η συσσώρευση κυττάρων 

τα οποία επιπλέουν στο θρεπτικό υλικό. Τα κύτταρα δηµιουργούν σφαίρες που 

δηµιουργούνται, έπειτα από σπορά των κυτταρικών σειρών σε τρυβλία επικαλυµµένα µε 

poly-HEMA, για 8 και 72 ώρες. Πειράµατα µελέτης των σφαιρών αυτών απέδειξε ότι τα 

κύτταρα τους είναι ζωντανά και έχουν, τουλάχιστον µέρος αυτών, την ικανότητα να 

επικάθονται και να προσκολλώνται σε τρυβλία χωρίς poly-HEMA. Τα κύτταρα αυτών των 

σφαιρών (Εικόνα 37) χρησιµοποιήθηκαν για την πειραµατική διαδικασία του 

ανοσοφθορισµού (Εικόνα 36). 

 

Εικόνα 37: Μορφολογικές φωτογραφίες MCF7 πατρικής κυτταρικής σειράς και MCF7-siRNA-Hsp70 
κυτταρικού κλώνου. Οι σφαίρες που αποτελούνται από κύτταρα δηµιουργούνται έπειτα από επώαση των 

κυττάρων σε τρυβλία επιστρωµένα µε poly-HEMA για 8 και 72 ώρες. 

 

4.3 Η ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΗΣ HSP70 ΣΤΗΝ ΜΕΤΑΝΑΣΤΕΥΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΩΝ MCF7 

ΚΑΡΚΙΝΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 

Κατά τη διάρκεια των επόµενων πειραµάτων, προσπαθήσαµε να µελετήσουµε τον 

τρόπο µε τον οποίον  η παρουσία ή η απουσία της πρωτεΐνης Hsp70 επηρεάζει τη 

κινητικότητα ή µεταναστευτικότητα, άρα και τη µεταστατικότητα των MCF7 κυττάρων.  

Ολα αυτά βέβαια στην βάση ότι το επόµενο στάδιο της αποκόλλησης είναι η 
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µετανάστευση. Χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος επούλωσης τραύµατος (wound healing), η 

οποία µετρά την ικανότητα των κυττάρων να πολλαπλασιάζονται και ταυτόχρονα να 

µεταναστεύουν.  

 

4.3.1 Η απουσία της Hsp70 από τα MCF7 κύτταρα ευνοεί την ικανότητά τους προς 

µετανάστευση 

Τα πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν σε πολυτρυβλία των 6 θέσεων µε 100% 

πληρότητα κυττάρων για τις ίδιες 2 κυτταρικές σειρές.. Προκλήθηκε χαραγή στη µέση και 

κατά µήκος της µονόστιβης επιφάνειας των κυτταροκαλλιεργειών του κάθε τρυβλίου, µε 

κίτρινο ακροµύτιο (tip) πιπέτας και µε τη βοήθεια χάρακα. Η χαραγή φωτογραφίζεται ανά 

24ωρο και έτσι διαπιστώνεται η ικανότητα επούλωσης των τραυµάτων σε κάθε περίπτωση. 

 

Εικόνα 38: Μέθοδος επούλωσης τραύµατος (Wound Healing): Προκλήθηκε σχισµή κατά µήκος της 

µονόστιβης επιφάνειας των κυτταροκαλλιεργειών MCF7 (επάνω) και MCF7-siRNA-Hsp70 κλώνος 39 (κάτω). 

Παρακολουθήσαµε την επούλωση τραύµατος έπειτα από 24 και 48 ώρες. Τα γκρι-µικρότερα βέλη δείχνουν την 

πορεία του τραύµατος, ενώ τα µαύρα-µεγαλύτερα βέλη δείχνουν την τελική θέση της επούλωσης του τραύµατος.  

Tα αποτελέσµατα αποτυπώθηκαν και σε ραβδογράµµατα όπως φαίνεται ακολούθως. 



 

Εικόνα 39: Ικανότητα επούλωσης τραύµατος στα
39 (ανοιχτό γκρι): Στο παραπάνω ραβδόγραµµα παρουσιάζεται το ποσοστό επούλωσης τραύµατος, έπειτα από 

24 και 48 ώρες από τη χαραγή. Οι τιµές που παρουσιάζονται καθώς και τα 

έξι τρυβλίων ανά χρονικό διάστηµα, µε 

Παρατηρήθηκε πως η χαρα

κλείνει γρηγορότερα από εκείνη στα κύτταρα µάρτυρες. (Εικόνα 38, 39). Αυτό οφείλεται 

στο γεγονός ότι τα κύτταρα πολλαπλασιάζονται, κινούνται και µεταναστεύουν πιο 

γρήγορα. Έτσι λοιπόν, οδηγηθήκαµε στο συµπέ

Hsp70, στην καρκινική κυτταρική σειρά 

κυττάρων. Αντιθέτως, η απουσία της 

µεταναστευτικότητά τους. 

 

4.4 ΕΜΠΛΟΚΗ ΤΗΣ HSP70

ΣΤOΝ ΚΥΤΤΑΡΙΚΟ ΘΑΝΑΤΟ ΚΑΙ ΤΗΝ ΜΕΤΑΚΙΝΗΣΗ (

 Όλες οι συµβατικές αντικαρκινικές θεραπείες, 

η ραδιοθεραπεία και η υπερθερµία,

επιβιώνουν. Η υπερέκφραση της 

µεταλλάξεων στους καρκινικούς όγκους, κάτι που µπορεί να βοηθήσει στην µετέπειτα 

εξέλιξή τους, σε πιο επιθετικές µορφές µεταστατικών κυττάρων 
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Εικόνα 39: Ικανότητα επούλωσης τραύµατος στα MCF7 (σκούρο γκρι) και MCF7-siRNA
Στο παραπάνω ραβδόγραµµα παρουσιάζεται το ποσοστό επούλωσης τραύµατος, έπειτα από 

24 και 48 ώρες από τη χαραγή. Οι τιµές που παρουσιάζονται καθώς και τα SD προέρχονται από έξι πειράµατα 

έξι τρυβλίων ανά χρονικό διάστηµα, µε P<0.009. 

Παρατηρήθηκε πως η χαραγή που δηµιουργήθηκε στα κύτταρα MCF7

κλείνει γρηγορότερα από εκείνη στα κύτταρα µάρτυρες. (Εικόνα 38, 39). Αυτό οφείλεται 

στο γεγονός ότι τα κύτταρα πολλαπλασιάζονται, κινούνται και µεταναστεύουν πιο 

γρήγορα. Έτσι λοιπόν, οδηγηθήκαµε στο συµπέρασµα πως η παρουσία της πρωτεΐνης 

στην καρκινική κυτταρική σειρά MCF7, καθυστερεί τη µεταναστευτικότητα των 

κυττάρων. Αντιθέτως, η απουσία της Hsp70 πρωτεΐνης από τα κύτταρα

HSP70 ΚΑΙ ΤΩΝ ΧΗΜΕΙΟΘΕΡΑΠΕΥΤΙΚΩΝ ΦΑΡΜΑΚΩΝ 

Ν ΚΥΤΤΑΡΙΚΟ ΘΑΝΑΤΟ ΚΑΙ ΤΗΝ ΜΕΤΑΚΙΝΗΣΗ (MIGRATION

τικές αντικαρκινικές θεραπείες, µεταξύ των οποίων η χηµειοθεραπεία, 

ραδιοθεραπεία και η υπερθερµία, επάγουν τις πρωτεΐνες θερµικού σοκ, 

επιβιώνουν. Η υπερέκφραση της Hsp70 µπορεί να βοηθήσει  σε συσσώρευση των 

µεταλλάξεων στους καρκινικούς όγκους, κάτι που µπορεί να βοηθήσει στην µετέπειτα 

σε πιο επιθετικές µορφές µεταστατικών κυττάρων (23, 121). 

24 48

Χρονική διάρκεια (ώρες)

MCF7

MCF7-siRNA

 

siRNA-Hsp70 κλώνος 
Στο παραπάνω ραβδόγραµµα παρουσιάζεται το ποσοστό επούλωσης τραύµατος, έπειτα από 

προέρχονται από έξι πειράµατα 

MCF7-siRNA-Hsp70 

κλείνει γρηγορότερα από εκείνη στα κύτταρα µάρτυρες. (Εικόνα 38, 39). Αυτό οφείλεται 

στο γεγονός ότι τα κύτταρα πολλαπλασιάζονται, κινούνται και µεταναστεύουν πιο 

ρασµα πως η παρουσία της πρωτεΐνης 

καθυστερεί τη µεταναστευτικότητα των 

πρωτεΐνης από τα κύτταρα «ευνοεί» τη 

ΘΕΡΑΠΕΥΤΙΚΩΝ ΦΑΡΜΑΚΩΝ 

MIGRATION) 

µεταξύ των οποίων η χηµειοθεραπεία, 

 στα κύτταρα που 

µπορεί να βοηθήσει  σε συσσώρευση των 

µεταλλάξεων στους καρκινικούς όγκους, κάτι που µπορεί να βοηθήσει στην µετέπειτα 

 

siRNA-Hsp70
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Στη συνέχεια µελετήθηκε η χρήση χηµειοθεραπευτικών όπως η ∆οξορουβικίνη 

(DOX: Doxorubicin) και Σισπλατίνη (Cisplatin). Αρχικά δοκιµάστηκε η αντίσταση στον 

θάνατο των κυττάρων (παρουσία ή απουσία Hsp70), έπειτα από έκθεσή τους στα 

συγκεκριµένα χηµειοθεραπευτικά, υπολογίζοντας τις τιµές IC50 οι οποίες και εντοπίστηκαν 

µε αρχικά πειράµατα. Είναι γνωστό ότι η τιµή IC50 είναι η συγκέντρωση του φαρµάκου 

που απαιτείται για να επιτευχθεί κυτταρικός θάνατος της τάξης του 50%. Ακολούθησαν 

πειράµατα επούλωσης τραύµατος (Wound Healing) µε σκοπό τη µελέτη της δράσης της 

Hsp70 στην µεταναστευτικότητα των κυττάρων παρουσία των χηµειοθεραπευτικών 

(καθένα χωριστά). Τέλος, έγιναν πειράµατα επούλωσης τραύµατος (Wound Healing) µε 

ταυτόχρονη παρουσία και των δυο χηµειοθεραπευτικών, µε σκοπό την ύπαρξη τυχόν 

συνεργιστικού φαινοµένου των χηµειοθεραπευτικών και πως αυτό λειτουργεί παρουσία ή 

απουσία της Hsp70 στις κυτταρικές σειρές. 

 

4.4.1 Η απουσία της Hsp70 καθιστά τα κύτταρα πιο ευαίσθητα έπειτα από έκθεσή 

τους σε χηµειοθεραπευτικά. Ανάλυση µε τη µέθοδο ΜΤΤ. 

Ακολούθως, παρουσιάζεται η µελέτη της αντίδρασης των κυττάρων σε 

χηµειοθεραπευτικά doxorubicin και cisplatin παρουσία ή απουσία της Hsp70. Για τον 

σκοπό αυτό πραγµατοποιήθηκε επίδραση των χηµειοθεραπευτικών στις ίδιες κυτταρικές 

σειρές και υπολογίστηκαν οι τιµές IC50 ξεχωριστά για κάθε κυτταρική σειρά.  

Ο υπολογισµός της τιµής IC50 πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο ΜΤΤ (ΜΤΤ 

colorimetric assay). Η µέθοδος στηρίζεται στο κίτρινου χρώµατος άλας τετραζολίου, ΜΤΤ 

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide] (MTT, Sigma) που 

οξειδώνεται από τις αφυδρογονάσες των µιτοχονδρίων των ζωντανών κυττάρων και 

παράγονται πορφυρού χρώµατος κρύσταλλοι φορµαζάνης, οι οποίοι συσσωρεύονται στα 

µιτοχόνδρια του κυττάρου. Η οξείδωση του ΜΤΤ πραγµατοποιείται µόνο όταν τα 

µιτοχονδριακά ένζυµα είναι µεταβολικώς ενεργά και συνεπώς η παραγωγή κρυστάλλων 

φορµαζάνης είναι απευθείας ανάλογη του αριθµού βιώσιµων κυττάρων. Το προϊόν της 

αντίδρασης διαλυτοποιείται µε την προσθήκη (DMSO, dimethylsulphoxide) και το χρώµα 

που παράγεται υπολογίζεται φασµατοφωτοµετρικά στα 540 nm. 
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Έπειτα από την επίστρωση κύτταρων MCF7 και MCF7-siRNA-Hsp70 σε ξεχωριστά 

πολυτρυβλία 96 θέσεων και την επίδραση µε διαφορετικές συγκεντρώσεις των 

χηµειοθεραπευτικών Doxorubicin (0, 4, 6, 10, 15, 20, 30, 50 µΜ) και Cisplatin (0, 4, 6, 10, 

15, 20, 30, 50 µΜ) για 24 ώρες, έγινε ο υπολογισµός των τιµών IC50 µε την χρήση του 

αντιδραστηρίου ΜΤΤ. Η απορρόφηση υπολογίστηκε µε φωτοµέτρηση µε ELISA στα 540 

nm. 

Παράλληλα µε τα παραπάνω δείγµατα, χρησιµοποιήθηκαν και πολυτρυβλία 

µάρτυρες για κάθε συγκέντρωση χηµειοθεραπευτικού φαρµάκου. Πιο συγκεκριµένα, δύο 

επιπλέον  πολυτρυβλία, έπειτα από την επίστρωσή τους µε κύτταρα, που εκφράζουν ή δεν 

εκφράζουν την Hsp70, επωάστηκαν την επόµενη µέρα µε τα χηµειοθεραπευτικά 

Doxorubicin (0, 4, 6, 10, 15, 20, 30, 50 µΜ) και Cisplatin (0, 4, 6, 10, 15, 20, 30, 50 µΜ) 

για 24 ώρες. ∆εν πραγµατοποιήθηκε επίδραση µε το αντιδραστήριο ΜΤΤ, αλλά προσθήκη 

απευθείας 200 µl DMSO και ήπια ανάδευση µε τη χρήση πολυπιπέτας. Η κυτταροτοξική 

δράση των ουσιών Doxorubicin και Cisplatin εκφράζεται ως η σχετική επιβίωση των 

κυττάρων σε σχέση µε τα κύτταρα µάρτυρες. 
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Εικόνα 40: Η απουσία της Hsp70 καθιστά τα κύτταρα πιο ευαίσθητα  έπειτα από έκθεσή τους σε 
χηµειοθεραπευτικά. Kύτταρα MCF7 και MCF7-siRNA-Hsp70  καλλιεργήθηκαν σε 96 θέσεων πολυτρυβλία. 

Έπειτα από 24 ώρες επωάσθηκαν µε καθένα από τα χηµειοθεραπευτικά doxorubicin (επάνω ένθετο) και 

cisplatin (Κάτω ένθετο) για 24h. Για τον υπολογισµό των τιµών IC50 χρησιµοποιήθηκε το αντιδραστήριο ΜΤΤ.  

Η απορρόφηση υπολογίστηκε µε φωτοµέτρηση µε ELISA στα 540 nm. Οι τιµές που παρουσιάζονται καθώς και 

τα SD προέρχονται από τρία πειράµατα τριών πολυτρυβλίων ανά χρονικό διάστηµα έκθεσης στην κάθε ουσία, 

µε P<0.006 (επάνω) και P<0.09 (κάτω). 

Πρέπει αρχικά να αναφερθεί πως τα δείγµατα µάρτυρες, στα οποία δεν 

χρησιµοποιήσαµε MTT αλλά µόνο τα χηµειοθεραπευτικά, δεν έδειξαν σηµαντικές τιµές 

στην απορρόφηση. Οι τιµές αυτές ήταν από 0,0054 έως 0,0091, όταν οι τιµές σε κανονικά 

δείγµατα µετά από επίδραση µε ΜΤΤ είναι 3,7445 και 3,3516. Οπότε, στα αποτελέσµατα 

δεν έχει συνυπολογιστεί η αυτο-απορρόφηση των ουσιών, µιας και είναι ελάχιστη. Οι τιµές 

IC50 των διαφορετικών κυτταρικών σειρών για τα δύο χηµειοθεραπευτικά εξάγονται από 

την παραπάνω εικόνα και φαίνονται στον παρακάτω πίνακα (Εικόνα 40, Πίνακας 2). 

ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΣ ΤΥΠΟΣ ΠΡΟΣΘΗΚΗ IC50 

MCF7 Doxorubicin 23,2 µΜ 

MCF7-siRNA-Hsp70 Doxorubicin 7,023 µΜ 

MCF7 Cisplatin 51,48 µΜ 

MCF7-siRNA-Hsp70 Cisplatin 42,25 µΜ 

Πίνακας 2: Τα IC50 των κυτταρικών σειρών MCF7 και  MCF7-siRNA-Hsp70-cl39 
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Από τα αποτελέσµατα αποδεικνύεται ότι η απουσία της Hsp70 καθιστά τα κύτταρα 

πιο ευαίσθητα στα χηµειοθεραπευτικά doxorubicin και cisplatin. Τα πατρικά κύτταρα 

MCF7 είναι πιο ανθεκτικά στη δράση των χηµειοθεραπευτικών doxorubicin και cisplatin, 

καθώς χρειάζονται µεγαλύτερες συγκεντρώσεις για να πεθάνει το 50% του πληθυσµού 

τους (Εικόνα 40). Επίσης φαίνεται ότι η doxorubicin είναι περισσότερο τοξική από την 

cisplatin συγκρίνοντας τα αντίστοιχα IC50.  

Συµπερασµατικά, φαίνεται ότι ο προστατευτικός ρόλος, που προσδίδει η Hsp70 για 

την αποφυγή του θανάτου από τις χρησιµοποιούµενες κυτταρικές σειρές, θα µπορούσε να 

οδηγήσει τις χηµειοθεραπείες στην χρήση µικρότερων ποσοτήτων φαρµάκων για το ίδιο 

αποτέλεσµα, αρκεί να ρυθµίσουµε αρνητικά τις ποσότητες της Hsp70, στα υπό θεραπεία 

καρκινικά κύτταρα. Έτσι, συγκρίνοντας τα IC50 στα MCF7 και MCF7-siRNA-Hsp70-

κλώνος 39 (απουσία Hsp70), έπειτα από έκθεσή τους σε Doxorubicin παρατηρούµε ότι η 

απαιτούµενη ποσότητα Doxorubicin για να πεθάνει το 50% των κυττάρων µειώνεται κατά 

3 φορές όταν απουσιάζει η Hsp70 (Πίνακας 2). 

 

 

4.4.2 Η απουσία της Hsp70 και τα χηµειοθεραπευτικά Doxorubicin ή Cisplatin 

προωθούν τη µετανάστευση (µεταστατικότητα) των καρκινικών κυττάρων. 

Κατά τη διάρκεια των πειραµάτων, µελετήσαµε τον τρόπο µε τον οποίον  η παρουσία 

ή η απουσία της πρωτεΐνης Hsp70 επηρεάζει in vitro τη κινητικότητα, και, κάνοντας µια 

αυθαίρετη προέκταση, την in vivo µεταστατικότητα των MCF7 κυττάρων. Ταυτόχρονα µε 

την παρουσία των χηµειοθεραπευτικών doxorubicin ή cisplatin, προσπαθήσαµε να 

προσδιορίσουµε εάν επηρεάζεται περαιτέρω η κινητικότητά τους (µεταναστευτικότητα: 

migration). Η µέθοδος επούλωσης τραύµατος (wound healing) µας επιτρέπει να 

µελετήσουµε την κυτταρική µετανάστευση.  

Τα πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν σε πολυτρυβλία των 6 θέσεων µε 100% 

πληρότητα κυττάρων για τις κυτταρικές σειρές MCF7 και MCF7-siRNA-Hsp70 - κλώνος 

39. Προκλήθηκε χαραγή στη µέση και κατά µήκος του κάθε τρυβλίου, µε κίτρινο 

ακροµύτιο (tip) πιπέτας (Gilson) και µε τη βοήθεια χάρακα. Έπειτα από την προσθήκη των 

χηµειοθεραπευτικών doxorubicin και cisplatin, η χαραγή φωτογραφήθηκε ανά 24ωρο. 
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Εικόνα 41: Έλεγχος της µετανάστευσης των MCF7 κυττάρων υπό την έκθεσή τους σε DOXORUBICIN. 
Χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος επούλωσης τραύµατος (wound healing): Η σχισµή προκλήθηκε κατά µήκος της 

µονόστιβης επιφάνειας των κυττάρων σε πολυτρυβλίο 6 θέσεων µε 100% πληρότητα σε MCF7 κύτταρα. 

Προστέθηκε το χηµειοθεραπευτικό doxorubicin (DOX) σε συγκεντρώσεις 1 µΜ και 2 µΜ αντίστοιχα. 

Παρακολουθήθηκε η επούλωση τραύµατος έπειτα από 0, 24, 48 και 72 ώρες. 
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Εικόνα 42: Έλεγχος της µετανάστευσης των MCF7 κυττάρων υπό την έκθεσή τους σε Cisplatin. 
Χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος επούλωσης τραύµατος (wound healing): Η σχισµή προκλήθηκε κατά µήκος της 

µονόστιβης επιφάνειας των κυττάρων σε πολυτρυβλίο 6 θέσεων µε 100% πληρότητα σε MCF7 κύτταρα. 

Προστέθηκε το χηµειοθεραπευτικό cisplatin σε συγκεντρώσεις 5 µΜ και 10 µΜ αντίστοιχα. Παρακολουθήθηκε 

η επούλωση τραύµατος έπειτα από 0, 24, 48 και 72 ώρες. 
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Εικόνα 43: Έλεγχος της µετανάστευσης των MCF7 κυττάρων υπό την έκθεσή τους σε DOXORUBICIN. 
Χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος επούλωσης τραύµατος (wound healing). Η σχισµή προκλήθηκε κατά µήκος της 

µονόστιβης επιφάνειας των κυττάρων σε πολυτρυβλίο 6 θέσεων µε 100% πληρότητα σε MCF7-siRNA-Hsp70 

(κλώνος 39) κύτταρα. Προστέθηκε το χηµειοθεραπευτικό doxorubicin σε συγκεντρώσεις 1 µΜ και 2 µΜ 

αντίστοιχα. Παρακολουθήθηκε η επούλωση τραύµατος έπειτα από 0, 24, 48 και 72 ώρες. 
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Εικόνα 44: Έλεγχος της µετανάστευσης των MCF7 κυττάρων υπό την έκθεσή τους σε Cisplatin. 
Χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος επούλωσης τραύµατος (wound healing): Η σχισµή προκλήθηκε κατά µήκος της 

µονόστιβης επιφάνειας των κυττάρων σε πολυτρυβλίο 6 θέσεων µε, 100% πληρότητα σε MCF7-siRNA-Hsp70 

(κλώνος 39) κύτταρα. Προστέθηκε το χηµειοθεραπευτικό cisplatin σε συγκεντρώσεις 5 µΜ και 10 µΜ 

αντίστοιχα. Παρακολουθήθηκε η επούλωση τραύµατος έπειτα από 0, 24, 48 και 72 ώρες. 

Σε προηγούµενα πειράµατα, αποδείχτηκε πως η κυτταρική σειρά MCF7-siRNA-

Hsp70, από την οποία απουσιάζει η Hsp70, εµφανίζεται µε µεγαλύτερη  µεταναστευτική 

ικανότητα, συγκρινόµενη µε αυτή των πατρικών κυττάρων, στα οποία η Hsp70 είναι 

παρούσα (Εικόνα 38). Σε κύτταρα MCF7 τόσο η απουσία της Hsp70 όσο και η παρουσία 

δοξορουβικίνης ή σισπλατίνης, αυξάνει κατά πολύ τη µεταστατικότητα των κυττάρων, σε 

σχέση µε το δείγµα µάρτυρα. Η σισπλατίνη αυξάνει τη µεταστατικότητα των κυττάρων, 



 

αλλά σε µικρότερο ποσοστό (Εικόνα 44), σε σχέση µε τη δράση της δοξορουβικίνης 

(Εικόνα 43). ∆εδοµένου ότι τα χηµειοθεραπευτικά φάρµακα ενδείκνυνται για την θεραπεία 

του καρκίνου, αυτά τα αποτελέσµατα υποδεικνύουν έµµεσα ότι η χρήση τους µπορεί να 

ωθεί κατά προτεραιότητα στον θάνατο των καρκινικών κυττάρων, όµως ταυτόχρονα ωθεί 

τα κύτταρα και σε µετανάστευση. Άρα, προεκτείνοντας τα 

µπορούσαµε κατά αναλογία να υποθέσουµε ότι 

µετάσταση. 

Εικόνα 45: Έλεγχος επιβίωσης των κυττάρων έπειτα από ταυτόχρονη χορήγηση των 
χηµειοθεραπευτικών. Σε κύτταρα 

τα χηµειοθεραπευτικά doxorubicin και cisplatin σε ίδιες αυξανόµενες συγκεντρώσεις για 24 ώρες. Τρεις ώρες 

πριν το τέλος του πειράµατος προστίθεται το αντιδραστήριο ΜΤΤ στο θρεπτικό µέσο και ακολουθεί επώαση για 

3 ώρες στους 37
ο
C. Κάθε τρίτη στη σειρά 

αναγραφόµενης από κάτω συγκέντρωσης ταυτόχρονα και από τα δύο χηµειοθεραπευτικά (για παράδειγµα 

9,375µM cisplatin και 9,375µM

κύτταρα διαλυτοποιούνται σε DMSO. Η απορρόφηση µετρήθηκε στο φασµατοφωτόµετρο, στα 540 nm.

που παρουσιάζονται καθώς και τα 
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αλλά σε µικρότερο ποσοστό (Εικόνα 44), σε σχέση µε τη δράση της δοξορουβικίνης 

(Εικόνα 43). ∆εδοµένου ότι τα χηµειοθεραπευτικά φάρµακα ενδείκνυνται για την θεραπεία 

κίνου, αυτά τα αποτελέσµατα υποδεικνύουν έµµεσα ότι η χρήση τους µπορεί να 

ωθεί κατά προτεραιότητα στον θάνατο των καρκινικών κυττάρων, όµως ταυτόχρονα ωθεί 

τα κύτταρα και σε µετανάστευση. Άρα, προεκτείνοντας τα in vitro

µε κατά αναλογία να υποθέσουµε ότι in vivo ωθούν τα καρκινικά κύτταρα σε 

Εικόνα 45: Έλεγχος επιβίωσης των κυττάρων έπειτα από ταυτόχρονη χορήγηση των 
Σε κύτταρα MCF7 (επάνω) και MCF7-siRNA-Hsp70 (κάτω) χορηγήθηκαν

τα χηµειοθεραπευτικά doxorubicin και cisplatin σε ίδιες αυξανόµενες συγκεντρώσεις για 24 ώρες. Τρεις ώρες 

πριν το τέλος του πειράµατος προστίθεται το αντιδραστήριο ΜΤΤ στο θρεπτικό µέσο και ακολουθεί επώαση για 

C. Κάθε τρίτη στη σειρά στήλη (cisplatin και doxorubicin) υποδηλώνει την επίδραση της 

αναγραφόµενης από κάτω συγκέντρωσης ταυτόχρονα και από τα δύο χηµειοθεραπευτικά (για παράδειγµα 

M  doxorubicin). Μετά την επώαση και τον έλεγχο στο µικροσκόπιο µέσο, 

κύτταρα διαλυτοποιούνται σε DMSO. Η απορρόφηση µετρήθηκε στο φασµατοφωτόµετρο, στα 540 nm.

που παρουσιάζονται καθώς και τα SD προέρχονται από τρία πειράµατα τριών πολυτρυβλίων ανά χρονικό 

διάστηµα έκθεσης στην κάθε ουσία, µε P<0.09 (η µεγαλύτερη τιµή που σηµειώθηκε). 
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αλλά σε µικρότερο ποσοστό (Εικόνα 44), σε σχέση µε τη δράση της δοξορουβικίνης 

(Εικόνα 43). ∆εδοµένου ότι τα χηµειοθεραπευτικά φάρµακα ενδείκνυνται για την θεραπεία 

κίνου, αυτά τα αποτελέσµατα υποδεικνύουν έµµεσα ότι η χρήση τους µπορεί να 

ωθεί κατά προτεραιότητα στον θάνατο των καρκινικών κυττάρων, όµως ταυτόχρονα ωθεί 

in vitro αποτελέσµατα, θα 

ωθούν τα καρκινικά κύτταρα σε 

 

 

Εικόνα 45: Έλεγχος επιβίωσης των κυττάρων έπειτα από ταυτόχρονη χορήγηση των 
(κάτω) χορηγήθηκαν ταυτόχρονα 

τα χηµειοθεραπευτικά doxorubicin και cisplatin σε ίδιες αυξανόµενες συγκεντρώσεις για 24 ώρες. Τρεις ώρες 

πριν το τέλος του πειράµατος προστίθεται το αντιδραστήριο ΜΤΤ στο θρεπτικό µέσο και ακολουθεί επώαση για 

) υποδηλώνει την επίδραση της 

αναγραφόµενης από κάτω συγκέντρωσης ταυτόχρονα και από τα δύο χηµειοθεραπευτικά (για παράδειγµα 

). Μετά την επώαση και τον έλεγχο στο µικροσκόπιο µέσο, τα 

κύτταρα διαλυτοποιούνται σε DMSO. Η απορρόφηση µετρήθηκε στο φασµατοφωτόµετρο, στα 540 nm. Οι τιµές 

προέρχονται από τρία πειράµατα τριών πολυτρυβλίων ανά χρονικό 

CISPLATIN

DOXORUBICIN

CISPLATIN & 

DOXORUBICIN

CISPLATIN

DOXORUBICIN 

CISPLATIN & 

DOXORUBICIN 



121 

 

Στα παραπάνω πειράµατα (Εικόνα 45) παρατηρούνται τα εξής: 

�  Ότι η Doxorubicin είναι περισσότερο τοξική από ότι η Cisplatin. 

� Αµφότερα τα χηµειοθεραπευτικά δρουν συνεργιστικά µε την απουσία της 

Hsp70 (κάτω ένθεµα).  

� Η συνεργασία των χηµειοθεραπευτικών δίνει καλύτερα αποτελέσµατα, όσων 

αφορά την απόπτωση των κυττάρων, υπό την απουσία της Hsp70. Όµως, σε 

κάθε δείγµα υπάρχει διπλή δόση φαρµάκου της ενδεικνυόµενης τιµής στο 

ραβδόγραµµα, µία τιµή της Doxorubicin και µια  της Cisplatin. 

Το θέµα της συνεργιστικότητας χρειάζεται περαιτέρω µελέτη και ίσως τα βελτιωµένα 

αποτελέσµατα στο θέµα της µεταναστευτικότητας να οφείλονται στο ότι δρουν σε 

διαφορετικά σηµεία των κυτταρικών µονοπατιών.  

 

4.5 Η ΕΜΠΛΟΚΗ ΤΗΣ ΗSP70 ΣΤΗΝ ΜΕΤΑΠΤΩΣΗ ΤΩΝ ΚΑΡΚΙΝΙΚΩΝ 

ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΑΠΟ ΕΠΙΘΗΛΙΑΚΑ ΣΕ ΜΕΣΕΓΧΥΜΑΤΙΚΑ ΚΥΤΤΑΡΑ (ΕΜΤ).  

Έπειτα από την αποσιώπηση της Hsp70, η νέα κυτταρική σειρά MCF7-siRNA-Hsp70 

άλλαζε φαινοτυπικά και τα κύτταρα γινόταν πιο µακρόστενα και πεπλατυσµένα (Εικόνα 

21Β). Παράλληλα µε αυτά, υπήρχε και µια αύξηση στην µεταναστευτικότητά τους 

(Εικόνες 38, 39). Το φαινόµενο αυτό εξηγήθηκε ότι οι αλλαγές αυτές ήταν αποτέλεσµα της 

απουσίας της Hsp70 και ότι τα κύτταρα ίσως ακολουθούσαν την πορεία της επιθηλιακής 

προς µεσεγχυµατική µετάβαση (EMT: Epithelial to Mesenchymal Transition). Η µετάβαση 

(EMT) αυτή αντιπροσωπεύει την αλλαγή του φαινοτύπου των επιθηλιακών κυττάρων προς 

κύτταρα µεσεγχυµατικού τύπου. Το φαινόµενο αυτό συµβαίνει κατά την εµβρυογένεση και 

σε καταστάσεις φλεγµονής και επούλωσης των ιστών. Η µετάβαση αυτή χαρακτηρίζεται 

από απώλεια των διακυτταρικών συνδέσεων και από απόκτηση µεταναστευτικών και 

διεισδυτικών ιδιοτήτων. Το χαρακτηριστικό αυτό χρησιµοποιείται από κακοήθεις όγκους 

επιθηλιακών κυττάρων για την εξάπλωσή τους (244-246). Κατά τη διαδικασία της ΕΜΤ, 

λαµβάνουν µέρος πολλά µόρια µεταξύ των οποίων οι Ε-Καδερίνες, οι Ν-Καδερίνες, η 

Βιµεντίνη και η Slug.  
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Οι καδερίνες µεσολαβούν στην προσκόλληση µεταξύ δύο κυττάρων και παίζουν 

σηµαντικό ρόλο στην φυσιολογική ανάπτυξη ενός ιστού. Πιο συγκεκριµένα, η Ε-καδερίνη 

θεωρείται ενεργός καταστολέας της εισβολής και της ανάπτυξης πολλών καρκινικών 

κυττάρων (247-249). Πρόσφατες µελέτες έχουν δείξει πως τα µεταστατικά καρκινικά 

κύτταρα έχουν αυξηµένα ποσά Ν-καδερίνης και απώλεια της Ε-καδερίνης. Αυτή η αλλαγή 

στην έκφραση των καδερινών ονοµάζεται «διακόπτης καδερίνης» (cadherin switch). Η 

µειορρύθµιση της Ε-καδερίνης είναι ένα από τα χαρακτηριστικά της ΕΜΤ διαδικασίας. 

Η πρωτεΐνη Slug (SNAI2) είναι ένας ευρέως εκφραζόµενος µεταγραφικός 

καταστολέας και µέλος της οικογένειας Snail (250). Οµοίως µε την πρωτεΐνη Snail, η Slug 

συνδέεται στον υποκινητή της Ε-καδερίνης, µια περιοχή που καταστέλλει τη µεταγραφή 

της (251). Η σύνδεση της Slug στον υποκινητή των ιντεγκρινών καταστέλλει την έκφραση 

των ιντεγκρινών και ως αποτέλεσµα οδηγεί σε µειωµένη κυτταρική προσκόλληση (252). 

Για να αποδείξουµε ότι η φαινοτυπική αλλαγή των MCF7 καρκινικών κυττάρων 

οφείλεται στην µετακύλισή τους από επιθηλιακά κύτταρα σε µεσεγχυµατικά 

χρησιµοποιήθηκαν διάφοροι ειδικοί δείκτες που δείχνουν το είδος των κυττάρων.  

 

4.5.1 Η απουσία της Hsp70 από την κυτταρική σειρά MCF7 ωθεί στην µετατροπή των 

κυττάρων από επιθηλιακά σε µεσεγχυµατικά 

Όπως προαναφέραµε και σε προηγούµενο κεφάλαιο, η γονιδιακή αποσιώπηση της 

Hsp70 αλλάζει τον φαινόµενο των κυττάρων τα οποία από επιθηλιακά που είναι φαίνεται 

να µεταπίπτουν σε µεσεγχυµατικά. Για να επιβεβαιώσουµε αυτή την παρατήρηση 

χρησιµοποιήθηκαν οι πρωτεΐνες Ν-καδερίνη, βιµεντίνη και Slug (ως δείκτες 

µεσεγχυµατικής µετάβασης, ενώ η Ε-καδερίνη χρησιµοποιήθηκε ως µάρτυρας επιθηλιακού 

φαινοτύπου). Η Hsp70 χρησιµοποιήθηκε για την απόδειξη απουσίας της από τον κυτταρικό 

κλώνο MCF7-siRNA-Hsp70 και τέλος η τουµπουλίνη χρησιµοποιήθηκε ως δείκτης των 

επιπέδων πρωτεΐνης των δειγµάτων. Για την ανίχνευση των πρωτεϊνών αυτών 

χρησιµοποιήθηκαν ειδικά αντισώµατα. 



 

Εικόνα 46: Η επιθηλιακή κυτταρική σειρά 
µεσεγχυµατική. Αυξανόµενες τιµές πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων προερχόµενες από κύτταρα 

siRNA-Hsp70 ελέχθησαν µε ανοσοαποτύπωση κατά 

µεσεγχυµατικού φαινοτύπου Ν-καδερίνης,, Βιµεντίνης, 

καδερίνης. Επίσης ελέχθησαν και τα ποσά της 

ισοφόρτωσης. 

Παρατηρώντας τα αποτελέσµατα,

καδερίνης και Slug δεικτών µεσεγχυµατικών κυττάρων παρουσιάζεται µόνο σε κύτταρα

στα οποία δεν εκφράζεται η Hsp70

κύτταρα εκφράζεται µόνο η πρωτεΐνη µάρτυρας επιθηλιακών κυττάρων Ε

(Εικόνα 46). Τα ίδια αποτελέσµατα (Εικόνα 47, Α, Β, Γ) επιβεβαιώνονται και µε την 

ανίχνευση των δεικτών Βιµεντίνης, Ε

και συνεστιακού µικροσκοπίου (

υπέστησαν αποσιώπηση της Hsp70

να αυξάνεται η ικανότητα µετακίνησής των (

αυξάνεται η µεταστατικότητά τους 
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Εικόνα 46: Η επιθηλιακή κυτταρική σειρά MCF7 έπειτα από αποσιώπηση της Ηsp
Αυξανόµενες τιµές πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων προερχόµενες από κύτταρα 

70 ελέχθησαν µε ανοσοαποτύπωση κατά Western, ώστε να αξιολογηθούν τα επίπεδα των πρωτεϊνών 

καδερίνης,, Βιµεντίνης, Slug και της πρωτεΐνης επιθηλιακού φαινοτύπου 

καδερίνης. Επίσης ελέχθησαν και τα ποσά της Hsp70. Η α-τουµπουλίνη χρησιµοποιήθηκε ως δείκτης 

Παρατηρώντας τα αποτελέσµατα, συµπεραίνουµε ότι η έκφραση των

δεικτών µεσεγχυµατικών κυττάρων παρουσιάζεται µόνο σε κύτταρα

Hsp70 (MCF7-siRNA-Hsp70). Αντίθετα, στα πατρικά 

κύτταρα εκφράζεται µόνο η πρωτεΐνη µάρτυρας επιθηλιακών κυττάρων Ε

(Εικόνα 46). Τα ίδια αποτελέσµατα (Εικόνα 47, Α, Β, Γ) επιβεβαιώνονται και µε την 

ανίχνευση των δεικτών Βιµεντίνης, Ε-καδερίνης και Slug, σε πειράµατα ανοσοφθορισµού 

ού µικροσκοπίου (Confocal microscopy). Εποµένως, τα κύτταρα τα οποία 

Hsp70 φαίνεται να µετατρέπονται σε µεσεγχυµατικά και έτσι 

να αυξάνεται η ικανότητα µετακίνησής των (migration) και ίσως κατά αυτόν τον τρόπο να 

ατικότητά τους in vivo (244-246). 

 

sp70, µεταπίπτει σε 
Αυξανόµενες τιµές πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων προερχόµενες από κύτταρα MCF7 και MCF7-

, ώστε να αξιολογηθούν τα επίπεδα των πρωτεϊνών 

και της πρωτεΐνης επιθηλιακού φαινοτύπου E-

τουµπουλίνη χρησιµοποιήθηκε ως δείκτης 

συµπεραίνουµε ότι η έκφραση των Βιµεντίνης, Ν-

δεικτών µεσεγχυµατικών κυττάρων παρουσιάζεται µόνο σε κύτταρα, 

στα πατρικά MCF7 

κύτταρα εκφράζεται µόνο η πρωτεΐνη µάρτυρας επιθηλιακών κυττάρων Ε-καδερίνη 

(Εικόνα 46). Τα ίδια αποτελέσµατα (Εικόνα 47, Α, Β, Γ) επιβεβαιώνονται και µε την 

σε πειράµατα ανοσοφθορισµού 

). Εποµένως, τα κύτταρα τα οποία 

να µετατρέπονται σε µεσεγχυµατικά και έτσι 

) και ίσως κατά αυτόν τον τρόπο να 
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Α. 

 

Β. 
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Γ. 

 

Εικόνα 47: Η επιθηλιακή κυτταρική σειρά MCF7 έπειτα από αποσιώπηση της Ηsp70, µεταπίπτει σε 
µεσεγχυµατική. Οι κυτταρικές σειρές MCF7 και MCF7-siRNA-Hsp70 µονιµοποιήθηκαν και επωάστηκαν µε 

τα αντισώµατα Vimentin (Α), Ε-καδερίνη (Β) και Slug (Γ). Οι πυρήνες βάφτηκαν µε ιωδιούχο προπίδιο (PI). 

  





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Η λέξη µετάσταση είναι ελληνική και προέρχεται από το σύνθετο µετά (next) και 

ἵστηµι (exist). Μόνο τα κύτταρα ενός κακοήθη όγκου ή τα µολυσµένα κύτταρα µπορούν 

να κάνουν µετάσταση, ενώ η ανέστια, ως αποπτωτική διαδικασία η οποία  ισχύει στα 

φυσιολογικά κύτταρα, θα πρέπει να ξεπερασθεί για να ακολουθηθεί η διαδικασία της 

µετάστασης. Τα καρκινικά κύτταρα µπορούν να δραπετεύσουν από τον πρωτογενή όγκο, 

να κυκλοφορήσουν δια µέσου του κυκλοφορικού και να προσκολληθούν σε έναν άλλον 

φυσιολογικό ιστό σε άλλο σηµείο του σώµατος. Η µετάσταση συνιστά ένα από τα 3 

χαρακτηριστικά σηµεία της κακοήθειας (malignancy). Oι περισσότεροι όγκοι και τα 

νεοπλάσµατα µπορούν να πραγµατοποιήσουν µετάσταση, αν και µε διαφορετική 

ικανότητα και βαθµό (253). 

Έτσι, η µετάσταση συνιστά ένα πολλαπλό βιολογικό σύστηµα και είναι ο πρώτος 

σηµαντικός λόγος, που σχετίζεται µε την επιβίωση από καρκίνο. Για τον λόγο αυτόν οι 

θεραπείες που εµποδίζουν την µετάσταση θα µπορούσαν να είναι χρήσιµα θεραπευτικά 

µέσα. Σε κυτταρικό επίπεδο, η µετάσταση απαιτεί τα κύτταρα να αποκολληθούν από την 

πρωταρχική τους θέση και να ακολουθήσουν µία µεταναστευτική πορεία δια µέσου του 

κυκλοφορικού συστήµατος. Ως φραγµός σε αυτή τη διαδικασία, τα φυσιολογικά κύτταρα 

οδηγούνται σε anoikis απόπτωση (ανέστια), εάν τυχόν χάσουν την επαφή τους µε τα 

γειτονικά κύτταρα και το εξωκυττάριο υλικό τους (ECM: Extracellular Matrix). Σε 

αντίθεση, τα καρκινικά κύτταρα έχουν αναπτύξει µηχανισµούς υπερπήδησης της ανέστιας, 

µε αποτέλεσµα την επιβίωσή τους, έπειτα από την αποκόλλησή τους από την πρωταρχική 

τους θέση (Εικόνα 48). Η µετάσταση  συµπεριλαµβάνει αρκετά διακριτά στάδια κατά τα 

οποία τα καρκινικά κύτταρα προωθούνται σε διασπορά από τον αρχικό όγκο, σε δεύτερες 

µεταστατικές θέσεις διαφορετικών οργάνων.  
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Εικόνα 48: Στάδια τα οποία συµπεριλαµβάνονται στην µεταστατική διασπορά ενός καρκινικού κυττάρου από 

την πρωταρχική θέση στην µεταστατική (254). 

 Τα καρκινικά κύτταρα πρώτα χρειάζονται να αποκτήσουν έναν µεταναστευτικό και 

διεισδυτικό φαινότυπο, ο οποίος και τους επιτρέπει να αφήσουν τον πρωταρχικό όγκο και 

να εισβάλουν, δια µέσου της βασικής µεµβράνης, εισερχόµενα µέσα στο κυκλοφορικό ή 

στο λεµφικό σύστηµα.  Όταν το καρκινικό κύτταρο εισέλθει σε οποιοδήποτε από αυτά τα 

συστήµατα δεν λαµβάνει πλέον σήµατα επιβίωσης από τα γειτονικά κύτταρα και το 

εξωκυττάριο υλικό. Έτσι, χρειάζεται να αποκτήσει ικανότητες επιβίωσης, υπό την απουσία 

προσκόλλησης και εξωκυττάριου υλικού (αυτή η διαδικασία ονοµάζεται αντίσταση στην 

anoikis απόπτωση). Η αντίσταση αυτή επιτρέπει στο καρκινικό κύτταρο να εγκαταλείψει 

την θέση του πρωτογενούς όγκου και να επιβιώσει, υπό την απουσία προσκόλλησης, η 

οποία βοηθά την ικανότητα των κυττάρων να µεταναστεύσουν σε άλλα όργανα. Στην 

συνέχεια το καρκινικό κύτταρο προσκολλάται στο τοίχωµα των λεµφικών αγγείων ή 

αγγείων του κυκλοφορικού συστήµατος, δια µέσου του οποίου εισέρχεται σε ένα νέο 

περιβάλλον. Στην συνέχεια το κύτταρο θα πρέπει να είναι ικανό να επιβιώσει, να 

πολλαπλασιαστεί και να αναπτύξει µία δευτεροταγή µάζα όγκου (254). 

Εδώ και πολλά χρόνια, τα δεδοµένα που αφορούν τον ρόλο της Hsp70 στον 

καρκίνο και την µετάσταση είναι αντικρουόµενα.  Όπως είπαµε προηγουµένως, τα 

καρκινικά κύτταρα υπερνικούν την ανέστια και επίσης είναι γνωστό ότι η Hsp70 

εµπλέκεται στην αποπτωτική αυτήν διαδικασία.  Η παρούσα εργασία είχε ως στόχο την 

προσέγγιση αυτού του θέµατος, εµπλέκοντας δύο κυτταρικά µονοπάτια, τα οποία 

διαθέτουν κοινά βήµατα κατά την εξέλιξή τους, την ανέστια και την µετάσταση. Έχει ήδη 

προαναφερθεί ότι η µετάσταση διαθέτει στα αρχικά της στάδια την αποκόλληση του 
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κυττάρου από τον όγκο, µια διαδικασία από την οποία ξεκινά η anoikis απόπτωση, µια 

φυσιολογική διαδικασία απόπτωσης. Έτσι, µε δεδοµένη αυτήν την παρατήρηση 

θεωρήσαµε πως η µελέτη της αποκόλλησης και µετανάστευσης των καρκινικών κυττάρων  

θα µας έδινε χρήσιµα δεδοµένα για την µετάσταση in vivo.  

Η µετάσταση θεωρείται ως ο βασικός παράγοντας κακοήθειας και είναι συχνή 

αιτία αποτυχίας της θεραπείας του καρκίνου. Αντιθέτως, η anoikis απόπτωση έχει 

προταθεί ως πιθανό εµπόδιο της µετάστασης (142, 255, 256). Από τις δύο αυτές 

διαδικασίες, θέλαµε να µελετήσουµε το εναρκτήριο στάδιο της αποκόλλησης των 

κυττάρων, υποθέτοντας πως αν γνωρίζουµε τον µηχανισµό δράσης, θα µπορούσαµε να 

ρυθµίσουµε αρνητικά το πρώτο στάδιο της αποκόλλησης των κυττάρων από τον 

πρωτογενή όγκο in vivo.  

Παράλληλα, βασιζόµενοι σε µελέτες που αποδεικνύουν ότι η πρωτεΐνη θερµικού 

σοκ 70 kDa (Hsp70) είναι µια καθαρά αντιαποπτωτική πρωτεΐνη, καθώς και πρωτεΐνη 

επιβίωσης, γεγονός που επιτρέπει στο κύτταρο να επιβιώνει σε ακραίες συνθήκες, θέλαµε 

να δούµε την εµπλοκή της σε όλη τη διαδικασία της αποκόλλησης του κυττάρου από το 

κυτταρικό ταπήτιο.  

Αρχικά κατασκευάστηκαν τα βιοτεχνολογικά εργαλεία για την επίτευξη των 

στόχων µας. Για την παρασκευή κυττάρων µε µειωµένη έκφραση της Hsp70 

κατασκευάστηκε το πλασµίδιο pcDNA3-siRNA-Hsp70, το οποίο περιέχει τµήµα siRNA 

ειδικό για τον κατακερµατισµό του ανθρώπινου Hsp70 mRNA, σύµφωνα µε την 

τεχνολογία siRNA (βλέπε Εικόνα 21A, Αποτελέσµατα).  

Έπειτα από πολλές επανειληµµένες προσπάθειες, µιας και όταν αποσιωπούσαµε 

την Hsp70 από την καρκινική κυτταρική σειρά MCF7 τα κύτταρα πέθαιναν, 

κατασκευάστηκε µια νέα κυτταρική σειρά, η οποία και ελέγχθηκε για την αξιοπιστία της.  

Στα πειράµατα που ακολούθησαν χρησιµοποιήθηκαν η καρκινική πατρική σειρά 

MCF7, η οποία εκφράζει την πρωτεΐνη Hsp70 σε υψηλά επίπεδα και η νέα MCF7-siRNA-

Hsp70, στην οποία αποσιωπάται η Hsp70 σε ποσοστό µεγαλύτερο του 90% (Εικόνα 24
Α
 , 

Αποτελέσµατα). Στην νέα κυτταρική σειρά διαπιστώσαµε πως η Hsp70 διατηρείται σε 
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ελάχιστα ποσά, ακόµη και έπειτα από συνθήκες θερµικού σοκ (Εικόνα 24Β, 

Αποτελέσµατα).  

Σε πρώτη φάση, έγιναν ορισµένα πειράµατα, για την µελέτη των χαρακτηριστικών 

της νέας κυτταρικής σειράς. Παρατηρήθηκε ότι η νέα κυτταρική σειρά, µε αποσιωπηµένη 

την έκφραση της πρωτεΐνης Hsp70, διέφερε από  την πατρική καρκινική σειρά, τόσο 

µορφολογικά όσο και στο επίπεδο του κυτταρικού πολλαπλασιασµού (Εικόνα 21, 

Αποτελέσµατα). Τα κύτταρα MCF7-siRNA-Hsp70, από τα οποία απουσιάζει η πρωτεΐνη 

Hsp70, παρουσιάζονται πιο επιµήκη και πεπλατυσµένα, σε σχέση µε τα πατρικά κύτταρα 

MCF7. Πέραν αυτού, παρατηρήσαµε πως η απουσία της Hsp70 από τα κύτταρα αυξάνει 

τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό των κυττάρων (Εικόνα 26, Αποτελέσµατα). Θεωρήσαµε 

ότι οι αλλαγές αυτές των πατρικών MCF7 κυττάρων οφείλονται στην απουσία της Hsp70 

και πιθανόν τα κύτταρα να µεταπίπτουν σε άλλου τύπου κυττάρων, ο οποίος και 

διευκολύνει την αποκόλληση και µετανάστευση των καρκινικών κυττάρων.  

Έπειτα από διαδικασίες έκθεσης των κυττάρων σε ακραίες θερµοκρασίες, η νέα 

κυτταρική σειρά MCF7-siRNA-Hsp70 παρουσιάσθηκε πιο θερµοευαίσθητη (Εικόνα 27, 

Αποτελέσµατα) και πιο αποπτωτική (Εικόνα 29, Αποτελέσµατα). Έπειτα από έκθεση των 

κυττάρων σε θερµοκρασίες υψηλότερες της φυσιολογικής θερµοκρασίας (37
ο
C), τα 

κύτταρα παρουσιάζονται λιγότερο θερµοανθεκτικά και µη αποτελεσµατικά, όσον αφορά 

την ικανότητά τους να δηµιουργούν αποικίες, συγκριτικά µε την πατρική καρκινική σειρά 

(Εικόνα 28, Αποτελέσµατα). Τα αποτελέσµατα αυτά συµφωνούν µε πρότερα 

αποτελέσµατα (76), που προσδίδουν στην Hsp70 µια λειτουργία που αφορά την επιβίωση 

και την ικανότητα δηµιουργίας αποικιών.   

Σε επόµενο στάδιο, µελετήθηκε η διαλεύκανση του ρόλου της Hsp70 στο µονοπάτι 

της anoikis απόπτωσης. Όπως προαναφέραµε, η ανέστια (anoikis απόπτωση) ενσωµατώνει 

στο µονοπάτι της το στάδιο της αποκόλλησης των κυττάρων από το υπόστρωµα, ένα 

στάδιο που θυµίζει αρκετά το πρώτο στάδιο ενός καρκινικού κυττάρου που ξεκινά για 

µετανάστευση, κατά τη διαδικασία της µετάστασης. Θεωρήθηκε ότι η µελέτη της ανέστιας 

έµµεσα θα βοηθούσε προς την κυττάρων MCF7. 

 Ως ενεργοποιητής της ανέστιας, επιλέχθηκε η ουσία poly-HEMA, µε την οποία 

επιστρώνονταν ο πυθµένας του τρυβλίου και δεν επιτρέπονταν στα κύτταρα να 
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επικαθήσουν και κολλήσουν στο τρυβλίο. Η απαγόρευση της επικόλλησης είχε ως 

αποτέλεσµα να διεγείρεται η άνευ-οίκου (anoikis) απόπτωση των κυττάρων. 

∆ηµιουργώντας µε αυτόν τον τρόπο συνθήκες ανέστιας για διαφορετικούς χρόνους, 

µελετήσαµε σε ποια χρονική στιγµή ξεκινά η ανέστια σε κάθε κυτταρική σειρά. Τα 

αποτελέσµατα έδειξαν, όπως ήταν αναµενόµενο, πως στην κυτταρική σειρά MCF7-siRNA-

Hsp70, από την οποία απουσιάζει η έκφραση της πρωτεΐνης Hsp70, ενεργοποιείται 

γρηγορότερα η ανέστια (Εικόνες 30, 31, Αποτελέσµατα). Εποµένως η απουσία της Hsp70 

από την κυτταρική σειρά MCF7 καθιστά τα κύτταρα περισσότερο αποπτωτικά (Εικόνες 

32, 33, Αποτελέσµατα). 

Στη συνέχεια των πειραµάτων µας, γνωρίζοντας, σύµφωνα µε την βιβλιογραφία, 

πως η ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη p53 εµπλέκεται στη διαδικασία της anoikis απόπτωσης 

(257), µελετήσαµε τη ρύθµιση και τη µετακίνηση της πρωτεΐνης p53, ώστε να δούµε τη 

δράση της παρουσία ή απουσία της αντιαποπτωτικής πρωτεΐνης Hsp70. Θα πρέπει να 

λάβουµε υπόψη ότι η p53 µετακινείται µεταξύ κυτταροπλάσµατος και πυρήνα και 

τροποποιείται τόσο στο γονιδιακό επίπεδο (µεταλλαγµένη p53), όσο και στο µετα-

µεταφραστικό επίπεδο, κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες. Είναι ήδη γνωστό ότι 

φωσφορυλιώνεται σε πολλά σηµεία, τόσο στο αµινοτελικό όσο και το καρβοξυτελικό 

άκρο (211) και ότι αυτή η τροποποίηση εµπλέκεται µε την µετακίνησή της µέσα στα 

κυτταρικά διαµερίσµατα. Σύµφωνα µε υπάρχοντα δεδοµένα, η φωσφορυλίωση της p53 

στην σερίνη 15, δηλαδή η phospho-p53(ser15), µπορεί να επηρεάσει την εισαγωγή της p53 

στον πυρήνα (213-215) και στην συνέχεια να ενεργοποιηθούν γονίδια που αφορούν την 

απόπτωση. 

  Τα αποτελέσµατα έδειξαν αρχικά πως η p53 συσσωρεύεται ελάχιστα σε 

φυσιολογικές συνθήκες στα καρκινικά κύτταρα MCF7, είτε αυτά εκφράζουν την Hsp70 

είτε έχει αποσιωπηθεί (Εικόνα 34, Αποτελέσµατα).  Έπειτα από στρες των κυττάρων για 

χρονική διάρκεια από 15 λεπτά έως 8 ώρες (πρόκληση anoikis απόπτωσης µε poly-Hema), 

παρατηρείται πως στα ΜCF7 κύτταρα (παρουσία της Hsp70) δεν φαίνεται να 

συσσωρεύεται η p53, ενώ στα MCF7-siRNA-Hsp70 (απουσία της Hsp70), η p53 

εκφράζεται και συσσωρεύεται (Εικόνα 34, Αποτελέσµατα). Όταν ξεκινά έντονο στρες, 

στην περίπτωση των MCF7 κυττάρων έπειτα από τις 24 ώρες, ξεκινά η συσσώρευση της 

πρωτεΐνης p53 και στη συνέχεια παρατηρείται πως αρχίζει να συσσωρεύεται η 
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φωσφορυλιωµένη phospho-p53 (Ser15), η οποία και εµπλέκεται µε την anoikis απόπτωση 

(ανέστια). Σε αντίθεση, στα MCF7-siRNA-Hsp70 κύτταρα η συσσώρευση της phospho-

p53 (Ser15) αρχίζει πρώιµα και συγκεκριµένα από τις 8 ώρες ανέστιας (Εικόνα 34, 

Αποτελέσµατα). Προσπαθώντας να ερµηνεύσουµε τα αποτελέσµατα αυτά, θα µπορούσαµε 

να υποθέσουµε ότι η παρουσία ή η απουσία της Hsp70 στις δύο κυτταρικές σειρές είναι το 

κλειδί για την καθυστέρηση της συσσώρευσης της phospho-p53(ser15) και την 

ενεργοποίηση της ανέστιας. Βασιζόµενοι σε προηγούµενες βιβλιογραφικές µελέτες, 

γνωρίζουµε πως υπάρχει αλληλεπίδραση των Hsp70 και p53 στο κυτταρόπλασµα 

καρκινικών κυττάρων (258). Η σύνδεση αυτή συσχετίζεται µε την ρύθµιση της 

συσσώρευσης των αγρίου τύπου (µέσω πρωτεοσώµατος) και τροποποιηµένων µορφών της 

p53 (Εικόνα 49).  

Εποµένως, η Hsp70 εµποδίζοντας την φωσφορυλίωση της p53 σε phospho-p53 

(Ser15) και τη συσσώρευσή της, εµποδίζει την ενεργοποίηση της ανέστιας, µέσω της p53. 

Επίσης, δεν πρέπει να παραβλέπουµε πως η MDM2 δεσµεύει την p53 στο κυτταρόπλασµα, 

αδρανοποιώντας την λειτουργία της και  οδηγώντας την στο αποπτώσωµα προς 

αποδιάταξη (259). Έτσι, µε τον µηχανισµό αυτόν, θα µπορούσαµε να αιτιολογήσουµε την 

µη παρουσία της p53 στα εκχυλίσµατα της κυτταρικής σειράς MCF7, παρουσία της Hsp70 

(Εικόνα 34, Αποτελέσµατα). Όταν όµως δεν υπάρχει η Hsp70, δηλαδή στα MCF7-siRNA-

Hsp70 κύτταρα,  τότε, κάτω από συνθήκες στρες, παρατηρείται ενεργοποίηση (υπό µορφή 

αύξησης της έκφρασης και  συσσώρευσης) της p53. Αυτή η παρατήρηση ήταν µη 

αναµενόµενη, διότι υπό την απουσία της Hsp70 θα αναµέναµε το πρωτεόσωµα να 

καταβολίζει µαζικά την p53. Αντιθέτως, η απουσία της Hsp70 φαίνεται να απορυθµίζει 

όλον τον µηχανισµό ρύθµισης και η MDM2 να οδηγεί µέρος της πρωτεΐνης για 

αποδιάταξη και ταυτόχρονα να επιτρέπει την συσσώρευση της υπόλοιπης p53. Έπειτα από 

τις 8 ώρες ανέστιας, η p53 φωσφορυλιώνεται στη σερίνη 15, και οδηγεί τα κύτταρα στην 

απόπτωση (Εικόνα 34, Αποτελέσµατα). 

 Στη συνέχεια των πειραµάτων, µελετήσαµε τον εντοπισµό της p53 και της 

phospho-p53 (Ser15) µέσα στο κύτταρο, κατά τη διάρκεια διαφορετικών χρονικών 

επωάσεων σε συνθήκες ανέστιας. Πραγµατοποιήσαµε πειράµατα τόσο σε επίπεδο 

πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων και απεικόνισης της συσσώρευσης των πρωτεϊνών, όσο και σε 

επίπεδο εντοπισµού των πρωτεϊνών, σε συνεστιακό µικροσκόπιο. Τα αποτελέσµατα 
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έδειξαν πως σε φυσιολογικές συνθήκες υπάρχει µηδενική σχεδόν συσσώρευση της 

πρωτεΐνης p53 στο κυτταρόπλασµα και στις δύο κυτταρικές σειρές ανεξαρτήτου 

παρουσίας της Hsp70 (Εικόνα 35, Αποτελέσµατα).  

Έπειτα από ήπιο στρες, στα κύτταρα MCF7, στα οποία εκφράζεται η Hsp70 

παρατηρούµε πως δεν υπάρχει συσσώρευση της πρωτεΐνης p53, ούτε στο κυτταρόπλασµα, 

ούτε στον πυρήνα. Η p53 ξεκινά να ανιχνεύεται µόνο στο κυτταρόπλασµα, έπειτα από 24 

ώρες ανέστιας των κυττάρων. Κάτω από τις ίδιες συνθήκες στρες και το ίδιο χρονικό 

διάστηµα ένα µέρος του p53 πληθυσµού αρχίζει να τροποποιείται και να συσσωρεύεται σε 

phospho-p53 (Ser15), µόνο όµως στο κυτταρόπλασµα. Επιπλέον, κάτω από τις ίδιες 

συνθήκες στρες, στα MCF7-siRNA-Hsp70 κύτταρα, στα οποία δεν εκφράζεται η Hsp70, 

παρατηρούµε την συσσώρευση της p53 (4-6 ώρες στρες), αλλά και της phospho-p53 

(Ser15) (24-72 ώρες στρες) στο κυτταρόπλασµα. Ταυτόχρονα όµως παρατηρούµε την p53 

να µεταφέρεται µαζικά και να συσσωρεύεται στους πυρήνες (8-72 ώρες στρες) και τους 

πυρηνίσκους (24-72 ώρες στρες). Όµως, κάτω από αυτές τις συνθήκες, η phospho-p53 

(Ser15) συσσωρεύεται µετά από τουλάχιστον 48 ώρες στρες µε poly-Hema (Εικόνα 35, 

Αποτελέσµατα). Αντίστοιχα αποτελέσµατα λάβαµε και µε ανοσοφθορισµό και την χρήση 

συνεστιακής µικροσκοπίας (Εικόνα 36, Αποτελέσµατα).  

Λαµβάνοντας υπόψη όλες τις παρατηρήσεις και την υπάρχουσα βιβλιογραφία, 

µπορούµε να υποθέσουµε ότι εφόσον δεν υπάρχει η Hsp70, η p53 δρα ελεύθερα και 

εισέρχεται στον πυρήνα και στους πυρηνίσκους σε ακραίες συνθήκες στρες –ανέστιας. 

Έπειτα από τις 8 ώρες ανέστιας, παρατηρούµε την παρουσία της p53 στον πυρήνα. Ήδη 

από τις 8 ώρες ανέστιας, η p53 φωσφορυλιώνεται στο κυτταρόπλασµα και εισέρχεται στον 

πυρήνα, για την επιδιόρθωση βλαβών του DNA (Εικόνα 35, Αποτελέσµατα). Εάν δεν 

επιτευχθεί η επιδιόρθωση των βλαβών του DNA, τότε η phospho-p53 (Ser15) ενεργοποιεί 

γονίδια που προωθούν την απόπτωση. Υπό αυτή την λογική, µπορούµε να προτείνουµε 

ένα πιθανό µοντέλο δράσης της p53, αλλά και την εµπλοκή της Hsp70 (Εικόνα 49) , όπως 

αυτή προκύπτει από τα αποτελέσµατα των πειραµάτων µας. 
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Εικόνα 49: Πιθανό µοντέλο δράσης της p53 στο anoikis αποπτωτικό µονοπάτι (ανέστια) και η εµπλοκή της 

Hsp70 σε αυτό. 

Ένα από τα χαρακτηριστικά της νέας κυτταρικής σειράς, στη οποία απουσίαζε η 

έκφραση της πρωτεΐνης Hsp70 είναι πως τα κύτταρα αφενός µεν πολλαπλασιάζονταν πιο 

γρήγορα σε σύγκριση µε την πατρική κυτταρική σειρά, αφετέρου δε διέθεταν έναν 

διαφορετικό φαινότυπο. Τα κύτταρα ήταν πιο επιµήκη και πεπλατυσµένα, γεγονός που 

οδήγησε τις σκέψεις µας για πιθανή µετάπτωση των επιθηλιακών κυττάρων σε 

µεσεγχυµατικά (ΕΜΤ). Για την διαλεύκανση αυτού του ερωτήµατος, αξιολογήσαµε 

πειράµατα που είχαν ήδη διεξαχθεί, όπως κυτταρικού πολλαπλασιασµού και προσθέσαµε 

πειράµατα που αφορούσαν την µεταναστευτικότητα των κυττάρων. Όλα αυτά 

ενισχύθηκαν µε επιβεβαιωτικούς µάρτυρες που υποδείκνυαν και αποδείκνυαν την ύπαρξη 

του φαινοµένου της επιθηλιακής προς µεσεγχυµατική µετάβασης. 

Για την µελέτη της µεταναστευτικότητας των κυττάρων πραγµατοποιήσαµε 

πειράµατα επούλωσης τραύµατος, µια διαδικασία η οποία µας αποδεικνύει την ικανότητα 

των κυττάρων να µεταναστεύουν. Αποδείχθηκε ότι τα κύτταρα µε αποσιώπηση της 
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έκφρασης της Hsp70 είναι πιο µεταναστευτικά, σε σχέση µε την πατρική κυτταρική σειρά 

(Εικόνες 38, 39, Αποτελέσµατα).  

Η παραπάνω παρατήρηση µας οδήγησε στην σκέψη εάν η απουσία της Hsp70 δρα 

συνεργιστικά ή µη, παρουσία χηµειοθεραπευτικών, στο θέµα της µεταναστευτικότητας 

των καρκινικών κυττάρων. Αρχικά, µελετήσαµε την αντοχή των κυτταρικών σειρών 

MCF7 και MCF7-siRNA-Hsp70, έπειτα από χορήγηση σε αυτά των χηµειοθεραπευτικών 

δοξορουβικίνη ή σισπλατίνη. Χορηγήσαµε διαφορετικές συγκεντρώσεις των 

χηµειοθεραπευτικών ουσιών ξεχωριστά κάθε φορά και µελετήσαµε την ικανότητα 

επιβίωσης της εκάστου κυτταρικής σειράς. Καταλήξαµε στο συµπέρασµα, πως η απουσία 

της Hsp70 καθιστά τα κύτταρα πιο ευαίσθητα, έπειτα από την έκθεσή τους στις 

χηµειοθεραπευτικές ουσίες δοξορουβικίνη και σισπλατίνη (Εικόνα 40, Πίνακας 2, 

Αποτελέσµατα). 

Επιπλέον, πραγµατοποιήσαµε πειράµατα επούλωσης τραύµατος, τα οποία 

χρησιµοποιούνται ευρέως για την µελέτη της µεταναστευτικότητας των κυττάρων, µε την 

ταυτόχρονη χορήγηση σε αυτά χηµειοθεραπευτικών ουσιών όπως η δοξορουβικίνη ή η 

σισπλατίνη σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις. Μελετώντας τα αποτελέσµατα και 

συγκρίνοντάς τα µε εκείνα στα οποία δεν χορηγήθηκε καµία ουσία (control), καταλήξαµε 

στο συµπέρασµα πως έπειτα από  την χορήγηση των χηµειοθεραπευτικών δοξορουβικίνης 

ή σισπλατίνης η κυτταρική σειρά MCF7-siRNA-Hsp70, από την οποία απουσιάζει η 

Hsp70, παρουσιάζει µεγαλύτερο ποσοστό µεταναστευτικότητας των κυττάρων, σε σχέση 

µε την κυτταρική σειρά MCF7, αλλά και σε σχέση µε την κυτταρική σειρά MCF7-siRNA-

Hsp70, στα οποία όµως δεν έχει χορηγηθεί κάποια χηµειοθεραπευτική ουσία (Εικόνες 41-

44, Αποτελέσµατα). Όσο µεγαλύτερη συγκέντρωση χηµειοθεραπευτικών ουσιών 

χορηγούσαµε στις κυτταρικές σειρές, απουσία την Hsp70, τόσο πιο µεταναστευτικά 

γινόταν τα κύτταρα. Επιπλέον, σηµαντικό είναι να υπογραµµίσουµε πως η δοξορουβικίνη 

ήταν περισσότερο τοξική από τη σισπλατίνη. Εποµένως, σύµφωνα µε τα παραπάνω 

αποτελέσµατα µπορούµε να τονίσουµε τη σηµαντικότητα της έκφρασης της πρωτεΐνης 

Hsp70 στις κυτταρικές σειρές. Μια πρωτεΐνη που η παρουσία της, αφενός µεν είναι 

αντιαποπτωτική, αφετέρου δε, µειώνει την µεταναστευτική δραστηριότητα, έπειτα από 

χορήγηση ή όχι χηµειοθεραπευτικών ουσιών.   
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Χορηγώντας ταυτόχρονα και τις δύο χηµειοθεραπευτικές ουσίες δοξορουβικίνη και 

σισπλατίνη, σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις στα ίδια κύτταρα, παρατηρήθηκε ότι δρουν 

συνεργιστικά (Εικόνα 45, Αποτελέσµατα). Επιπλέον, η ταυτόχρονη παρουσία και των δύο 

χηµειοθεραπευτικών αυξάνει περαιτέρω την απόπτωση των κυττάρων, όταν απουσιάζει η 

Hsp70. Από τα παραπάνω αποτελέσµατα, θα µπορούσαµε να συµπεράνουµε ότι η 

χορήγηση υψηλών συγκεντρώσεων δοξορουβικίνης στα θεραπευτικά µίγµατα ασθενών, 

που προκαλεί παρενέργειες, όπως καρδιακή ανεπάρκεια (260), θα µπορούσαν να µειωθούν 

εάν στα µίγµατα χρησιµοποιηθούν ταυτόχρονα και αναστολείς της Hsp70.  

 Όπως προαναφέραµε, η απουσία της Hsp70 προκαλεί αλλαγή φαινοτύπου των 

καρκινικών κυττάρων και ότι τα κύτταρα αποκτούν έντονη µεταστατικότητα.  Αυτό µας 

οδήγησε στην µελέτη του φαινοµένου ΕΜΤ (επιθηλιακή προς µεσεγχυµατική µετάβαση) 

και την εµπλοκή της Hsp70 στην εν λόγω διαδικασία.  

Είναι γνωστό ότι η επιθηλιακή προς µεσεγχυµατική µετάβαση (EMT) 

αντιπροσωπεύει την αλλαγή του φαινοτύπου των επιθηλιακών κυττάρων προς κύτταρα 

µεσεγχυµατικού τύπου. Η in vivo µετάβαση των επιθηλιακών σε µεσεγχυµατικά κύτταρα 

συµβαίνει κατά την εµβρυογένεση και σε καταστάσεις φλεγµονής και επούλωσης των 

ιστών. Η µετάβαση αυτή χαρακτηρίζεται από απώλεια των διακυτταρικών συνδέσεων και 

από απόκτηση µεταναστευτικών και διεισδυτικών ιδιοτήτων. Το χαρακτηριστικό αυτό 

χρησιµοποιείται από κακοήθεις όγκους επιθηλιακών κυττάρων για την εξάπλωσή τους 

(244-246). Κατά τη διαδικασία της ΕΜΤ, λαµβάνουν µέρος αρκετά µόρια. Για 

παράδειγµα, οι καδερίνες µεσολαβούν στην προσκόλληση µεταξύ δύο κυττάρων και 

παίζουν σηµαντικό ρόλο στην φυσιολογική ανάπτυξη ενός ιστού. Πιο συγκεκριµένα, η Ε-

καδερίνη θεωρείται ενεργός καταστολέας της εισβολής και της ανάπτυξης πολλών 

καρκινικών κυττάρων (247-249). Μελέτες έχουν δείξει, πως τα µεταστατικά καρκινικά 

κύτταρα έχουν αυξηµένα ποσά Ν-καδερίνης και απώλεια της Ε-καδερίνης. Αυτή η αλλαγή 

στην έκφραση των καδερινών ονοµάζεται «διακόπτης καδερίνης» (“cadherin switch”). Η 

µειορρύθµιση της Ε-καδερίνης είναι ένα από τα χαρακτηριστικά της ΕΜΤ διαδικασίας. Η 

πρωτεΐνη Slug (SNAI2) είναι ένας ευρέως εκφραζόµενος µεταγραφικός καταστολέας και 

µέλος της οικογένειας Snail (250). Οµοίως, µε την πρωτεΐνη Snail, η Slug συνδέεται στον 

υποκινητή της Ε-καδερίνης, µια περιοχή που καταστέλλει τη µεταγραφή της (251). Η 

σύνδεση της Slug στον υποκινητή των ιντεγκρινών καταστέλλει την έκφραση των 

ιντεγκρινών και ως αποτέλεσµα οδηγεί σε µειωµένη κυτταρική προσκόλληση (252). 
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Τέλος, η βιµεντίνη είναι ένας καθαρά µεσεγχυµατικός δείκτης και έχει αποδειχθεί πως η 

έκφρασή της στα επιθηλιακά κύτταρα αυξάνει τη µεταστατική τους ικανότητα (261, 262). 

Στην διεθνή βιβλιογραφία, όλες οι παραπάνω πρωτεΐνες χρησιµοποιούνται ως 

δείκτες του επιθηλιακού ή µεσεγχυµατικού φαινοτύπου στις κυτταρικές σειρές. Πιο 

συγκεκριµένα, µε τη χρήση του κιτ “Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT) Antibody 

Sampler Kit #9782” της εταιρείας Cell Signalling και έπειτα από πειράµατα 

ανοσοαποτύπωσης κατά western, ανοσοφθορισµού και έκθεση σε συνεστιακό 

µικροσκόπιο, συµπεράναµε πως η νέα κυτταρική σειρά, MCF7-siRNA-Hsp70, απουσία της 

έκφρασης της Hsp70, εκφράζει µεσεγχυµατικούς δείκτες, όπως τη βιµεντίνη (Εικόνες 46, 

47
Α
, Αποτελέσµατα) και Ν-καδερίνη (Εικόνες 46, Αποτελέσµατα) και µεταγραφικούς 

παράγοντες όπως ο Slug (Εικόνες 46, 47
Γ
, Αποτελέσµατα). Η έκφρασή τους επάγει 

αλλαγές στο σχήµα, στην προσκόλληση, στην κινητικότητα και τον ρυθµό 

πολλαπλασιασµού των κυττάρων (261). Σε αντίθεση µε τη νέα κυτταρική σειρά, η πατρική 

καρκινική σειρά MCF7 η οποία µε τη σειρά της εκφράζει την Hsp70, εκφράζει και 

επιθηλιακούς δείκτες, όπως η Ε-καδερίνη (Εικόνες 46, 47
Β
, Αποτελέσµατα).  

Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαίωσαν τους αρχικούς ισχυρισµούς µας για την 

ύπαρξη του φαινοµένου ΕΜΤ (επιθηλιακής προς µεσεγχυµατική µετάβαση των κυττάρων) 

στα κύτταρα, MCF7-siRNA-Hsp70, τα οποία αποσιωπούν την έκφραση της Hsp70 σε  

υψηλό  ποσοστό. Έτσι, θα µπορούσαµε να υποθέσουµε ότι η αντιαποπτωτική πρωτεΐνη 

Hsp70, η οποία εκφράζεται σε υψηλά ποσά στις καρκινικές κυτταρικές σειρές, αφενός µεν 

επιτρέπει στα κύτταρα να επιβιώνουν σε αντίξοες συνθήκες, αφετέρου δε να παραµένουν 

στην εστία τους µειώνοντας την ικανότητα προς µετανάστευση.  Όταν όµως απουσιάζει 

από τα κύτταρα, τότε εκείνα µετατρέπονται σε µεσεγχυµατικά, τα οποία θεωρούνται ότι 

διαθέτουν µεγαλύτερη ικανότητα µεταναστευτικότητας. Ένα πιθανό µοντέλο δράσης της 

Hsp70 στην καρκινική σειρά MCF7, όπως προέκυψε από τη µελέτη µας, φαίνεται 

παρακάτω (Εικόνα 50). 
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Εικόνα 50: Πιθανός τρόπος δράσης της Hsp70 κατά την µετάπτωση των καρκινικών MCF7 κυττάρων σε 

µεσεγχυµατικά κύτταρα (ΕΜΤ).   

  Λαµβάνοντας υπόψη όλα τα αποτελέσµατα, µπορούµε να υποθέσουµε ένα 

µηχανισµό δράσης της Hsp70, µέσα από την αλληλεπίδραση της Hsp70 µε την p53 

(αδηµοσίευτα αποτελέσµατα) και άλλων µορίων. Φαίνεται ότι η Hsp70 δρα σε δυο - τρία 

σηµεία (Εικόνα 51), µειώνοντας έτσι την ικανότητα των καρκινικών κυττάρων προς 

απόπτωση ή µετανάστευση: 

1. Στην συγκρότηση του δικτύου συνένωσης των κυττάρων µέσω των µορίων 

προσκόλλησης (π.χ Καδερίνη) 

2. Στην ενδοκυτταρική µετακίνηση της p53 

3. Στην µετα-µεταφραστική τροποποίηση της p53 σε phospho-p53(ser15). 
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Εικόνα 51: Πιθανό µοντέλο δράσης της Hsp70 στην phospho-p53(ser15) εξαρτώµενη ανέστια ή µετάσταση. 

  





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. ΠΕΡΙΛΗΨΕΙΣ 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ  

Η πρωτεΐνη θερµικού σοκ Hsp70 (HSPA1A: heat shock πρωτεΐνη οικογένειας A 

(Hsp70) µέλος 1A) είναι η καλύτερα µελετηµένη πρωτεΐνη στην οικογένεια A των 

Hsp70s. Πρόκειται για µια πρωτεΐνη επιβίωσης και πρωτεΐνη αντι-αποπτωτική, που 

σχετίζεται µε πολλές ασθένειες στον άνθρωπο. Μεταξύ αυτών, ο καρκίνος, τα καρκινικά 

κύτταρα του οποίου συνήθως την εκφράζουν σε υψηλές ποσότητες. Η παρούσα µελέτη 

εστιάζεται στην δράση και τη σύνδεση της Hsp70, τόσο µε την απόπτωση, η οποία 

οφείλεται στην απουσία προσκόλλησης (anoikis) και ταυτόχρονα συνιστά µέρος της 

διαδικασίας της µετάστασης, όσο και µε την σύνδεσή της µε την προώθηση της 

µετάστασης. Έπειτα από πολλές προσπάθειες, επιτεύχθηκε σχεδόν η παντελής 

αποσιώπηση της Hsp70, στην καρκινική κυτταρική σειρά MCF7. Αρχικά, µετρήθηκαν τα 

ποσοστά επιβίωσής των κυττάρων αυτών, υπό αυξανόµενο θερµικό σοκ. Παρατηρήθηκε 

ότι τα κύτταρα, από τα οποία απουσίαζε η Hsp70, ήταν πιο θερµοευαίσθητα, και µε 

χαµηλή ικανότητα δηµιουργίας αποικιών και πιο αποπτωτικά. Στη συνέχεια, η εµπλοκή 

των χηµειοθεραπευτικών ουσιών δοξορουβικίνης και σισπλατίνης έδειξε πως η 

δοξορουβικίνη είναι πιο τοξική από την σισπλατίνη στα MCF7 κύτταρα. Επίσης, δρουν 

συνεργιστικά όταν η έκφραση της Hsp70 απουσιάζει από την κυτταρική σειρά MCF7.  

Η µελέτη της anoikis απόπτωσης, µε ενεργοποιητή την ουσία poly-HEMA, ουσία η 

οποία εµποδίζει την προσκόλληση των κυττάρων στο ταπήτιο των τρυβλίων, οδήγησε 

στην απόδειξη περί εµπλοκής της phospho-p53 (Ser15) στην απόπτωση λόγω anoikis. 

Σηµαντικό βήµα στην εξέλιξη της έρευνας ήταν η παρατήρηση ότι τα ίδια κύτταρα 

(MCF7-siRNA-Hsp70), από τα οποία απουσίαζε η Hsp70, παρουσίαζαν γρηγορότερο 

ρυθµό πολλαπλασιασµού, αλλά και µεγαλύτερη µεταναστευτική δραστηριότητα. 

Μορφολογικά, έπειτα από την αποσιώπηση της πρωτεΐνης Hsp70, τα κύτταρα 

παρουσιάζονταν πιο επιµήκη και πεπλατυσµένα. Βασιζόµενοι σε επιθηλιακούς και 

µεσεγχυµατικούς δείκτες (Ε-καδερίνης, Slug, βιµεντίνη, Ν-καδερίνη) και σε πειράµατα 

ανοσοαποτύπωσης κατά western και ανοσοφθορισµού σε συνεστιακό µικροσκόπιο, 

µελετήθηκε αυτή η φαινοτυπική αλλαγή.  Αποδείχθηκε ότι η απουσία της έκφρασης της 

πρωτεΐνης Hsp70, από την κυτταρική σειρά MCF7, ωθεί τα κύτταρα να µεταπίπτουν από 

επιθηλιακά σε µεσεγχυµατικά (φαινόµενο επιθηλιακής προς µεσεγχυµατικής µετάπτωσης - 

ΕΜΤ). Η µετάπτωση αυτή  ωθεί τα καρκινικά κύτταρα σε αυξηµένη ικανότητα 
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µετανάστευσης (migration). Αν τα αποτελέσµατα αυτά τα αναγάγουµε σε in vivo 

συνθήκες, τότε θα µπορούσαµε να υποθέσουµε ότι η απουσία της Hsp70 πρωτεΐνης 

προάγει την µετάσταση των καρκινικών κυττάρων. Αντίθετα, η παρουσία της Hsp70 

συγκρατεί τα καρκινικά κύτταρα στον αρχικό όγκο. Σύµφωνα µε το προτεινόµενο µοντέλο 

η p53 φωσφορυλιώνεται, κατά την διάρκεια της αποκόλλησης των κυττάρων, σε phospho-

p53 (Ser 15), η οποία ωθεί τα κύτταρα, που αποκολλούνται προς µετάσταση, στον θάνατο. 

Ταυτόχρονα, η Hsp70 εµποδίζει την µέσω p53 προαγωγή της µετάστασης. Έτσι οι δύο 

πρωτεΐνες, δηλαδή οι phospho-p53 και  Hsp70, δρουν αντι-µεταναστευτικά ή αντι-

µεταστατικά και η εµπλοκή τους  στα δύο µονοπάτια, anoikis και metastasis,  θα παίξει 

σηµαντικό ρόλο τουλάχιστον στην θεραπεία του  καρκίνου του µαστού.   

  



147 

 

SUMMARY 

The heat shock protein Hsp70 (HSPA1A: heat shock protein family A (Hsp70) 

member 1A) is the most thoroughly studied and analyzed protein in the A-family of the 

Hsp70s. Hsp70 is a survival and anti-apoptotic protein, related to a huge number of human 

diseases. Specifically, in cancer tumor cells, Hsp70 is expressed in high concentrations. 

The current study is focused on the action and the connection of Hsp70, both to the 

apoptosis, which is induced by the absence of cell adhesion (anoikis) and simultaneously 

plays a key role in the metastasis procedure and to it’s connection with the promotion of 

metastasis. The almost complete silencing of Hsp70 was eventually achieved, at the MCF7 

cancer cell line. Initially, the survival ratio of these cancer cells was measured under 

constantly increasing heat shock. It was observed that the cells, that Hsp70 was absent, 

were more thermo sensitive, and additionally had a lower colony creation capability and a 

higher apoptotic possibility. Onwards, the involution of the chemotherapeutic drugs 

doxorubicin and cisplatin proved that doxorubicin is more toxic than cisplatin, regarding 

the MCF7 cells. Also, doxorubicin and cisplatin can act cooperatively when the expression 

of Hsp70 is absent from the MCF7 cell line. 

 Studying anoikis apoptosis, utilizing the poly-HEMA solution, which is a substance 

that prohibits the adhesion of the cell at the culture plate, has led to the proof of the 

involvement of phospho-p53 (Serine 15) to the anoikis apoptosis. An important step, 

towards the progress of our investigation, was the observation that in the very same cells 

(MCF7-siRNA-Hsp70), from which Hsp70 was absent, displayed a much faster 

proliferation rate, along with greater migration capability. Morphologically, following the 

silencing of Hsp70 protein, the cells appear to be more lengthy and flattened. Based on the 

epithelial and mesenchymal markers (Ε-cadherin, Slug, Vimentin, N-cadherin), western 

blotting experiments and immunofluorescence in a confocal microscope, this 

morphological change was studied. It was proved that the absence of the Hsp70 protein 

expression, from the MCF7 cell line, is forcing the cells to transit from epithelial to 

mesenchymal (epithelial to mesenchymal transition – EMT). This transition is forcing the 

tumor cells to a state of higher migration capability (migration). If these results are reduced 

at in vivo conditions, then it can be easily assumed that the absence of Hsp70 protein is 

promoting the migration of tumor cancer cells. In the contrary, the presence of Hsp70 

maintains the cancer cells attached to the initial tumor. According to the proposed model, 
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p53 is phosphorylated, during the process of the cells’ detachment, to phospho-p53 (Serine 

15), which forces the tumor cells that are detached for metastasis, to their death. 

Simultaneously, Hsp70 is preventing the promotion of metastasis, through-p53. So, these 

two proteins, phospho-p53 and Hsp70, act as an anti-migratory or anti-metastatic factor 

and their involvement in both pathways, anoikis and metastasis, will play an important role 

at the cure of the breast cancer, at least. 
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